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1. 目的 

水環境中において、病原微生物などは糞便とともに排出される。水環境中の糞便汚染源には下水処理場や浄

化槽などからのヒト由来の糞便汚染、家畜飼育施設からの排水や野生動物の糞便汚染が存在する。これらの病

原微生物によって水系感染症の発生リスクが高まると考える。そのため糞便汚染源を把握することは水系感

染症のリスクを把握し、適切な対策を行う上で重要である。現在、糞便汚染の指標として大腸菌群が用いられ

ているが、水環境中の糞便汚染及びその影響を正確に評価できるとは限らない。本研究では、糞便汚染の解析

のため、環境水中のウイルス検出を行い、汚染源の詳しい情報を得ることを試みた。 

2. 研究方法 

2.1 試料の採取 

甲府盆地に流れる河川計 20 地点分(環境基準点５３地点より抜粋)の採水を行い河川サンプルとした。２０

地点を２回採水した(採水日 2017 年 10/27～12/20)。 

糞便汚染源のサンプルはヒトのサンプルとして下水処理場にて下水流入水・処理水、ウシのサンプルとして牧

場での牛糞、ブタのサンプルとして豚舎排水を用いた。 

採水、下水流入水・処理水、豚舎排水は、全てオートクレーブにて滅菌したポリ容器(1L)に満水になるまで入

れて密栓した後、クーラーボックスで保存して運搬した。 

ウシの糞便サンプルはプラスチックスプーンを用いて採取し、50ml 遠沈管に入れて運搬した。 

2.2 水試料の濃縮方法 

河川水、下水処理水は 2Ｌ、下水流入水、豚舎排水は 100mL を AA 膜(混合セルロース膜 孔径：0.8μm,

直径 90mm)を用いてろ過した。病原微生物の濃縮方法として陰電荷膜破砕型濃縮法を行った(原本ら,2010) 

次に上清(ウイルス)だけを回収し Centreprep YM-50 を使い 2 次濃縮を行った。 

2.3 定量ＰＣＲを用いた定量方法 

 濃縮液をそれぞれ DNA 抽出、RNA 抽出を行った。抽出した RNA を２本鎖の cDNA に合成するため、逆

転写反応を行った。 

その後、汚染源サンプルを定量 PCR にかけ、適切なプライマー及びプローブを決定した。マーカーの決定は

感度、特異度、正確度から最適なものを選択した。ここでの感度とは、陽性と考えられるサンプルを陽性であ

ると検出した割合のことであり、特異度は陰性だと考えられるサンプルを検出しなかった割合のこととした。

また、正確度は、感度において正確に検出したサンプル数と、特異度において正確に検出しなかったサンプル

数の合計を、全サンプルで割った数値とした。 

次に、決定したプライマー及びプローブを用いて河川水試料の定量 PCR を行った。  

2.4 コリラート法を用いた定量方法 

河川サンプルと下水処理水は原水と 10²倍希釈したものの 2 つ、下水流入水・豚舎排水は 10⁴倍希釈 10⁶倍

希釈したもの 2 つを用意した。上述した各試料 100ml にコリラート試薬を加えて混和した後、定量トレイ(QI

トレイ,IDEXX Laboratories,WOT100)に添加し、180℃に温度設定したシーラーで密封した。このトレイをイ

ンキュベーターにて 37℃で 24 時間培養した。培養後定量トレイに紫外線を照射し、青色の蛍光したウェルを
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計数し、最確数表によって大腸菌濃度を算出した。 

 

結果と考察 

大腸菌についてはすべての試料から検出された。下水流入水、豚舎排水はどちらも高い濃度で大腸菌が検出

された。 

河川水試料における大腸菌濃度についてある地点で１回目と 2 回目の濃度変動が大きいところがあったが、

これは採水日前の天候による影響が考えられる。 

高い数値を示している地点については上流に家畜施設があるなど、様々な仮説が考えられるが、大腸菌濃度だ

けでは正確な判断がしづらい。 

よって、ウイルス検出を用いた糞便汚染源の解析が必要である。 
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