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１．はじめに	 

	 ノロウイルスをはじめとした腸管系ウイルスは，感

染者の糞便に大量に含まれており，これらのウイルス

は糞便と供に下水に流入する．下水道は管路によるネ

ットワークであり，下水処理区域の各所（病院，家庭，

学校，オフィスなど）から下水が集められてくる．こ

れは，処理区域に住む様々な感染者由来の様々なウイ

ルスが下水中に集約されることを意味している．この

ため，下水中に存在するウイルスを網羅的に解析する

ことで，都市のウイルス性感染症状況の把握が可能と

なると考えられる． 
	 本研究では，次世代シーケンサーGS Juniorを用いて，
下水中の（＋）一本鎖 RNAウイルス（＋ssRNA virus）
を網羅的に同定した．全ウイルスを対象とした場合，

二本鎖 DNAウイルスであるバクテリオファージの配
列が多量に得られるため 1)，＋ssRNAウイルスのみを
検出対象とした．一方下水中の＋ssRNAウイルスの濃
度は低いことが知られているため 2)，＋ssRNAウイル
スゲノムの増幅が必要となる．本研究では，＋ssRNA
ウイルスを非特異的増幅手法についても評価をした． 
 

2.実験方法	 

2.1 ウイルスライブラリの非特異的増幅の評価 
	 模擬ウイルスライブラリを作成した．増幅前後の各

ウイルスの定量値を測定し増幅割合を求め，比較した．

模擬ウイルスライブラリはポリオウイルス１型 Sabin
株（Polio）105copy/μL，バクテリオファージ MS2（MS2）
104copy/μL，マウスノロウイルス S7-PP3株（MNV）103 
copy/μLの３種のウイルスを混合して作成した．逆転
写反応および非特異的 RNA増幅には SMARTer Pico 
PCR cDNA Synthesis Kit（Clontech）を用いた．RNA増
幅を行わない試料には iScript cDNA Synthesis Kit
（Bio-Rad）を用いて逆転写反応のみを行った．各ウイ
ルスの定量は，一つのウイルスにつき 5’末端近傍領域
と 3’末端近傍領域の二つの領域を TaqMan PCR定量系
（6定量系，本研究で作成）により定量した．増幅を
したものと増幅しないものの定量値から各ウイルスの

5’末端近傍領域と 3’末端近傍領域における増幅割合を
求め，各ウイルス間の増幅割合および，各遺伝子領域

間の増幅割合を比較した． 

2.2.下水中ウイルスのメタゲノム解析	 

2.2.1.下水試料からのウイルス粒子回収	 

	 試料は，2012年 12月に宮城県内の下水処理場で採
取した流入下水（2 L）を用いた．試料を PBSで 10 L
に希釈した後，30分間撹拌機を用いて撹拌し，汚泥フ
ロックからウイルス粒子を分離，分散させた．この下

水希釈溶液を孔径 1.2μmのグラスファイバーフィル
ター（GE）を用いて吸引ろ過し，砂，有機物などの夾
雑物を除去した．次に，孔径 0.2μmのクロスフローフ
ィルター（Sartorius）を用いてろ過し，細菌等のウイル
ス以外の微生物を除去した．さらに，分画分子量 100 
kDaのクロスフローフィルター（Sartorius）を用いてろ
過し，50mL程度の残余液をウイルス溶液として回収し
た．次に，100,000×gで 1時間遠心し，ウイルス粒子
をペレット化させ上清を破棄した．少量の PBSでペレ
ットを再分散させ，ウイルス濃縮液とした． 
2.2.2.ウイルス RNA の精製	 	 

	 ウイルス濃縮液に混入していると考えられる非ウイ

ルス由来 RNAを分解除去するために，RNase ONE 
Ribonuclease（Promega）を用いて RNase処理を行った．
次に， QIAamp Viral RNA Mini QIAcube Kit（QIAGEN）
を用いて，ウイルス RNAを抽出した．次に，DNAウ
イルス由来のゲノム DNA，非ウイルス由来の DNAを
分解除去するために，RQ1 RNase-Free DNase（Promega）
を用いて DNase処理を行った．さらに，RNeasy 
MinElute Cleanup Kit（QIAGEN）を用いて，数十μL
程度にウイルス RNA溶液を濃縮した． 
2.2.3.RNA ウイルスの非特異的増幅とシーケンシング	 

	 SMARTer Pico PCR cDNA Synthesis Kit（Clontech）を
用いて RNAウイルスゲノムを非特異的に増幅し，RNA
ウイルスメタゲノムライブラリを作成した． GS Junior
を用いたシーケンシングは，Roche Applied Scienceよ
り提供されたプロトコルを参考にして行った． 
2.2.4.遺伝子配列の同定	 

	 相同性検索（BLASTn，DNA Data Base of Japan）を
行い，得られた塩基配列に相同な遺伝子配列を検索し

た．条件として，e-Value値が 10-5よりもの小さく，か

つスコア値が最も高いものを採用した．この条件を満

たさない塩基配列は，データベース上に相同な遺伝子

配列が存在しないものと判断し「Unknown」とした． 
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3.結果及び考察	 

	 模擬ウイルスライブラリの非特異的増幅の評価を行

ったところ，各ウイルス間の増幅割合が同等であるこ

とから，各ウイルスが均等に増幅されることがわかっ

た（図 1上）．一方で，各遺伝子領域間では，3’末端近
傍領域が 5’末端近傍領域に対して増幅されやすいこと 
がわかった（図 1下）． 
	 GS Juniorにより得られた塩基配列は 55,311リード
であった．そのすべてに対して相同性検索（BLASTn，
e-Value < 10-5）を行った結果（図 2A），BLAST検索に
よって 16,667リードが除外された．これはホモポリマ
ー配列が多く含まれていたためである．Unknownとさ
れた配列が 31,662リードであり，全体の 57.2%に当た
る．これは，まだ認識されていない微生物が数多く存

在していることを意味している．Knownとされた配列
は 6,892リード得られた． 
	 Knownとされた配列を生物ドメインごとに分類した
（図 2B）ところ，ウイルスに分類された配列は 1,777
リード（16.9%）であった．真核生物由来の配列が大半
をしめ，その多くは mRNA（5464リード）であった．
本研究で用いた RNAウイルスの非特異的増幅手法は
+ssRNAウイルスのポリ A配列を起点にしている．
mRNAもこのポリ A配列を有しているために，RNA
ウイルスとともに mRNAも増幅されたと考えられる． 
	 ウイルスとされた配列をその宿主ごとに分類したも

のを図 2Cに示す．合計で 28種類のウイルスが検出さ
れた．本研究の目的であるヒトに感染するウイルスの

配列が 276リード得られ，ノロウイルス，アイチウイ
ルス，アストロウイルスが主に検出された（表 1）．ノ
ロウイルスの中では GII/4が最も多く（83リード），次

いで GI/1（10リード），GI/7（3リード）の順であった．
また現在流行しているGII/4 2012 Sydney株の配列が 37
リード得られた．ヒト以外のウイルスでは，近年下水

の汚染指標として提案されている 3)Pepper mild mottle 
virus（PMMoV，Plant）が最も多く，日本でも指標とし
て有用である可能性が示された. 
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図 1	 増幅割合のウイルス間比較（上）	 

増幅割合の遺伝子領域間比較（下） 

	 

図 2	 BLAST による同定結果	 

	 

表 1	 同定されたヒトに感染するウイルス	 
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