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要 旨
年 月から 年 月にかけて毎月 回，福岡市内の ポイントから環境水を採取し，ノーウォ2001 7 2002 3 1 5

ーク様ウイルス， 型肝炎ウイルス，アストロウイルスの汚染状況を調査した．これらのウイルスA

検出は で行った．リアルタイム による添加回収試reverse transcription-polymerase chain reaction PCR

験では約 割のウイルスが捕捉されたが，採取した 検体からウイルスは検出されなかった．8 45

， ，Key Words：ノーウォーク様ウイルス 型肝炎ウイルスNorwalk-like viruses A Hepatitis A virus

Astrovirus Fukuoka Cityアストロウイルス ， 福岡市

Ⅰ は じ め に

腸管系ウイルスの環境汚染経路としては，ヒトに感染

したウイルスの一部はふん便中に排泄され，下水処理後

も残存して河川へ放流された結果，海が汚染され，最終

的には生息するカキ等の二枚貝へ取り込まれると言われ

ている ．1)

今回，ウイルス性食中毒の大半を占め，冬期に多数の

健康被害をもたらすノーウォーク様ウイルス（ ，NLVs）

まれに二枚貝などから感染し一過性の肝炎を引き起こす

型肝炎ウイルス（ ，乳児下痢症の原因の一つでA HAV）

あるアストロウイルス（ ）について環境水中の汚AstV

染状況を調査したので報告する．

Ⅱ 材料および方法

1 1 2 1 2調査は図 のとおり名島 室見 室見 今津 今津， ， ， ，

の ポイントについて 年 月から 年 月にかけて5 2001 7 2002 3

毎月 回実施した．1
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採水は各ポイント とした．必要に応じ粗ろ過を実20L

施し， ～ に調整した後，ゼータプラスフィルターpH5 6

( 社 )で限外ろ過を行った．取り出しCuno 6485-03-IMDS

たフィルターは溶出液( ， ，3%Beef extract 1%NaCl

， ) に浸し ℃ 時間静置後，表面を15%NaNO pH9.0 20ml 4 13

で掻き取り遠沈管に集めた．これに等量のCell Scraper

クロロホルムを加え撹拌後， 分遠心し上清を2500rpm30

採取した．さらに等量のポリエチレングリコール( )PEG

溶液( ， )を加え ℃ 晩静置後，1%PEG6000 0.8MNaCl 4 1

分遠心し上清を除き，沈査を μ の蒸留水3500rpm30 500 l

で浮遊させたものを 抽出に用いた ．RNA 2)

2 20Lまた，添加回収試験としてポリオウイルス 型を

の水に希釈し同様に濃縮した．
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抽出は ( )をRNA QIAamp Viral RNA Mini Kit QIAGEN

用い，添付の吸引プロトコールに従って実施した．抽出

RNA reverse transcription-polymerase chain reactionした は，

（ ）に続き を行い アガロースゲルRT-PCR nested PCR 3%

で電気泳動後，エチジウムブロマイド染色を行い目的と

するバンドの存在を確認した．

また，ポリオウイルスはウイルス原液・希釈後・濃縮

後のサンプルについてそれぞれ 抽出，逆転写反応RNA

後， ( )を用いたQuantiTect SYBR Green PCR Kit QIAGEN

リアルタイム ( ： )により の定量PCR iCycler BIORAD DNA

を行った．

( ) 用プライマー1 NLVs

2 RT-1stPCR:35’/36 nestedPCR:系統で実施した ．① ，3)

お よ び ② およびNV81 SM81/SM82 RT-1stPCR:MR3/4

， ．Yuri52F/R nestdPCR:Yuri22F/R

( ) 用プライマー2 HAV

反応に ， に ， に を用いRT P2 1stPCR P1 nestedPCR P3/P4

た ．4)

( ) 用プライマー3 AstV

RT-1stPCR PreCAP1/12Gr nestedPCR Mon244/82bに ， に

を用いた ．5)

( )ポリオウイルス用プライマー4

， を用いた ．SB2-R1 SB2-F1 5)

Ⅳ 結果および考察

月から 月までに 検体の採水を実施したが，いずれ7 3 45

の検体からも ， ， は検出されなかった．NLVs HAV AstV

環境水からのウイルス検出報告はいくつかあり，その

方法も様々でメンブレンフィルター法 ， セルロ6) DEAE

ース法， 法などがある ． セルロース法は塩PEG DEAE7,8)

，濃度の高い海水等においては不適当とされているため8)

今回はゼータプラスフィルターによる限外ろ過でウイル

スを捕捉した後， により吸着，遠心する方法を用いPEG

た ．しかし，セルロース法で海水から検出したり ，フ2 9) )

ィルターを使わず 法と超遠心法を組み合わせた方がPEG

高率に検出できたという報告もあり ，効果的な濃縮法7)

の確立が必要と思われた．

今回行ったリアルタイム を用いたポリオウイルスPCR

の添加回収試験では，ウイルス原液と濃縮後のサンプル

からポリオウイルスが検出され，希釈後のサンプルから

82%は検出されなかった．また，濃縮後は原液に対し約

の遺伝子量であり，検水 中のウイルスの約 割を捕20L 8

捉できる良好な濃縮法であると考えられた．

13 12 NLVs平成 年 月には 輸入 大アサリ の喫食による， “ ”

と の同時感染事例も報告されており ，二枚貝の不HAV 10)

適切な取り扱いは多くの健康被害をもたらす可能性が高

． ，い その予防には食品の取り扱いに注意するのみならず

それが生産される環境を監視することも重要である．厚

生省通知では生食用かきの生産海域の海水が規格基準

(海水 当たり大腸菌最確数が 以下)に適合してい100ml 70

ることを定期的に確認することと定められているが，実

際流通している生食用カキからは が毎年検出されNLVs

ている ．11)

このため，ウイルスの生活環をどこかで絶たなければ

ならず，環境水の汚染や浄化の確認には大腸菌以外（何

らかのウイルス）による代替指標を選定し，リアルタイ

ム 等による定量的手法で評価することが必要になっPCR

てくるものと思われる．
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