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1. はじめに

上下水道の整備に伴い水系感染事例は減少しているものの，未だに確認されていることも事実であ

る。その主な原因として，水源汚染，消毒不備が挙げられる 1)。このような状況を食い止め，常に微

生物学的安全性を確保するためには，水源での病原微生物汚染状況把握といった情報の収集が重要

となる。

 琵琶湖・淀川水系は，滋賀県，京都府，大阪府などの多くの人々が利用する水道の水源である。

しかし，その水源は滋賀県あるいは京都市の下水処理放流水が混在しており，擬似的に水を反復利

用している状況となっている。下水には排泄物等が含まれていることから，下水処理水であっても

多くの病原微生物が存在していると思われる。そのため，このような水環境を水道水源とする場合，

微生物学的安全性の確保には水源管理と適切な処理が必要不可欠となる。

 水系感染を引き起こす病原微生物として，細菌，原虫，ウイルスが挙げられる。そして近年では

ウイルス検出技術の向上により， 水環境中におけるウイルス存在実態が明らかになりつつある。日

本での過去の報告事例からは， 下水や下水処理水中 2,3) ，水道水の原水となる河川水や湖， 地下水

においても病原ウイルスの検出が報告されている 4) 。そして淀川を対象としたウイルス検出の試み

において，アデノウイルス F群，ロタウイルス A群，ノロウイルス GⅠ型，GⅡ型の存在が確認さ

れた 5)。その中で，アデノウイルス F群が年間を通して濃度が高いことが明らかとなり，最も恒常

的にリスクが高い病原ウイルスであることが確認されている 5)。 

一方，アデノウイルス自体は様々な血清型が存在し，それに伴い胃腸炎以外にも様々な健康影響を引

き起こすことが知られている(表 1)。その中でも咽頭結膜熱(プール熱)，流行性角結膜炎は主に小児を中

心とした感染症であり，学校安全法では第二種伝染病に位置づけられている。河川水あるいは水道水の

曝露は飲用のみではなく，眼などの様々な部位に触れることを考慮すると，胃腸炎のリスクのみで安全

性評価を行うのではなく，様々な健康影響のリスクを考慮する必要がある。 

表 1 ヒトアデノウイルスの血清型と引き起こす感染症 6) 

種 主な血清型 感染症

A 31 胃腸炎 

B 3,7,11, 
14,55

呼吸器感染症
咽頭結膜熱（プール熱）

出血性膀胱炎
流行性角結膜炎 

C 1,2,5, 
6,57

呼吸器感染症
咽頭結膜熱（プール熱）

D 18,19,37, 
53,54,56 

流行性角結膜炎
尿道炎 

E 4 呼吸器感染症
咽頭結膜熱（プール熱）

流行性角結膜炎

F 40,41 胃腸炎 

G 52 胃腸炎 
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	以上の背景を踏まえ，本研究ではまず，淀川水系でのアデノウイルス血清型存在状況の把握を試みる。

その存在状況に合わせ，水道水曝露により引き起こされる健康影響について推定する。その際，各疾病

によるヒトへの健康影響の指標として障害調整生存年数(Disability Adjusted Life Years: DALYs)を用い，明ら
かとなったアデノウイルス血清型に対する健康影響を定量化し，重要度について比較・評価する。そし

てこれらの得られた知見を統合し，WHOで提唱している健康成果目標(10-6 DALYs/人・年)達成に必要な
浄水処理で要求処理能を定量的微生物リスク評価(Quantitative Microbial Risk Assessment: QMRA)手法
を用いて評価する。 
 
2. 実験方法 
	 本研究では以下に示す実験的検討を行った。 
	まず淀川，桂川及び，下水処理水の濃縮試料を用いて， (1) アデノウイルスの血清型把握が可能な遺伝
子配列に対して，次世代シークエンス機器を用いてその DNA 配列情報を取得し，データーベースとの
比較により存在するアデノウイルスの血清型を把握する。そして(2)淀川に対して，(1)で明らかとなった
主要な血清型を対象とし qPCRによる遺伝子数の把握を行い，QMRA実施に向けたデータ収集を実施す
る。続いて(3)主要な血清型に対する健康影響を DALYs により定量化し，淀川を水道水源とした場合の
水道水の微生物学的安全性確保に必要な浄水処理の処理能を，健康成果目標に基づき推定する。 
 
2.1 シークエンス解析に基づくアデノウイルス血清型の存在把握	  
2.1.1. 実験器具関係 
	 本実験に用いる全てのガラス器具および金属容器は 250 ℃で 2 時間の乾熱滅菌をおこなった。ま
た，Bio-Pak（Millipore）を取り付けた超純水製造システム（Milli-Q，Academic，Millipore）により製
造した水（以下，MilliQ 水と記載）およびプラスチック器具は 121 ℃・2 気圧で 20 分間オートクレ
ーブ滅菌したもの，もしくは滅菌済みの器具を使用した。特に記載の無い試薬については，和光純

薬製を用いた。 
 
2.1.2. サンプリングについて 
	 採水試料として桂川(納所地点，宮前橋付近)，淀川(淀川河川公園付近)，A下水処理場の最終沈殿
越流水を選定した。そして各採水地点で試料水を採取した後，保冷した状態で実験室まで運搬し，

濃縮，DNA抽出は原則 2 日以内に行った。 
 
2.1.3. 河川水の濃縮 
	 河川採水試料を PEG 沈殿法により 1 L から 2 mL に濃縮した。まず試料水を滅菌済 2 L 広口丸型ボ
トル（Thermo Scientific）に入れ，2.3%（w/v） 塩化ナトリウム，8%（w/v）Polyethylene Glycol 6000 molecular 
biology grade（SERVA Electrophoresis）を加え，完全に溶解するまで撹拌し，4 ℃で一晩静置した。そ
の後，この溶液をBeckmanAvanti HP-26XP（Beckman Coulter）を用いて 4 ℃，10,000 rpm で 45 分間遠
心分離し，上澄み水を捨てた。この操作を試料がなくなるまで繰り返した後，ボトル壁面の付着物

に対して滅菌済みのリン酸緩衝液（PBS, pH7.2）を 2 mL 加え，ピペッティングで再懸濁した後，4 ℃
で 30 分間静置した。次に，再懸濁後に 2 分間の超音波洗浄を加え，この懸濁液にクロロホルム 2 mL 
を加えて 15 分間振り混ぜた。そして 12,000 rpm，10 分間の遠心分離，クロロホルム層の吸引除去を
行った後，さらにクロロホルム 2 mL を加え同様の操作を行った。最後に微生物汚染による影響を
軽減するため，Antibiotic-Antimycotic 100X（Life technologies）を最終濃度 1 %（v/v）となるように加え
これを濃縮試料とした。濃縮試料は-80 ℃で冷凍保存した。 
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2.1.4.  
200 !L High Pure Viral Nucleic Acid kit Roche

50 !L -80  
 
2.1.5.  

Ogorzaly
7) Miseq( ) DNA

1 (5 - TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCC 
SCARTGGKCWTACATGCACATC-3 ) 2  (5 - GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTAT 
AAGAGACAGCAGCACSCCICGRATGTCAAA-3 )  

DNA ( 1)
 

 

 
1  PCR (400 bp DNA ) 

 
50 L  PCR  ( 10X High Fidelity PCR buffer without magnesium salts 5 L (Platinum Taq DNA 

Polymerase High Fidelity kit, Invitrogen), 50 mM MgSO4 2 L (Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity kit, 
Invitrogen) 2.5 mM dNTPs  2.5 L  (Invitrogen) Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity 0.2

L (Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity kit, Invitrogen)  (50 mM) 0.5 L
PCR 29.3 L DNA 10 L ) PCR  (TAKARA PCR 
Thermal Cyclear Dice , ) 94 60 DNA 94 30

55 30 68 60 25
AMPure XP beads (Beckman Coulter) 90 L 2

1.5% 
UV (BIO-RAD) 400 bp

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up ( ) PCR
 

Nextera XT Index kit v2 Set C ( )
 AMPure XP beads (Beckman Coulter) 50 L
( )  

 
2.1.6.  
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は，DNA濃度を 4 pMに調整し，同様の濃度に調整した PhiXコントロール(PhiX control v3: イルミナ
社)が全体の 20%になるように混和した試料を解析に供した。なお，DNA配列情報取得にはMiseq(イ
ルミナ社)を用いた。得られたDNA配列情報をBase Space (Web) にインポートした後，Fastq Trimming 
Toolを用いてクオリティが低い 3’末端部 100 bpを取り除き，Kraken Miniという解析ツールを用いて
各試料から得られたDNA 配列情報に基づき，アデノウイルス血清型の同定を行った。 
 
2.1.7. 定量 PCRによるウイルスの定量 
	StepOnePlus Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を使用して，最も多い割合を占めたアデノウ
イルス F群(3.結果と考察を参照)の定量を行った。以下に用いた方法や PCR 条件を述べていく。用
いたプライマーとプローブ配列情報を表 2 にまとめる。なお，PEG濃縮による回収率については添
加実験により算出し，ウイルス定量結果の算出に用いた。 
	TaqMan プローブによるハイブリダイゼーション法により試料中のアデノウイルス F 群の定量を行
った。American Type Culture Collection（ATCC）から購入したDNA from Human Adenovirus 40（VR931D）
を標準試料とし，101～105 copies/µL の 5段階の希釈列を作製して検量線を作成した。反応条件は，
95 ℃・10 分間の初期熱変性後，95 ℃・15 秒間のアニーリングと 60 ℃・1 分間の伸長反応を 1 サイ
クルとして計 40 サイクルとした。 
	 また試料中の阻害影響評価を行うため，全試料に対して内在性コントロールとして既知濃度のプ

ライマー共有コントロール遺伝子(PSC-DNA)を加えて反応を行った。その結果，阻害影響は確認さ
れなかった。 
 

表 2プライマー，プローブ情報一覧 

 

	  
2.2. 水道水飲用に伴う病原ウイルスが引き起こす健康影響の定量化 
	 まず，得られた淀川水中のアデノウイルス数の単位を genome copiesから TCID50に変換(表 3参照)
した後，曝露量(小松らによるインターネット調査データ 9)を使用)を乗ずることでヒトが 1回水道水
飲用により摂取するウイルス摂取量(Dose)を求めた。さらに各用量-反応モデル式 (式 1)を用いて，1
回当たりの感染確率(Pinf,d)人-1日-1を算出した．  
 

Pinf,d = 1 – exp ( -r × DoseAdV) 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	      	 	 	 	 	 	 (式 1:) 
 
ここで nは曝露回数を示す。感染-発症割合(Pill/inf)については，表 3に示した値を用いた。 
	続いて，式 2を用いて 1回あたりの発症確率を算出し，そして，1年間の水道水飲用日数(365
日)に基づいて，式 3を用いて各病原微生物曝露による年間の発症確率 Pill, yを算出した。 

Pill, d = Pinf, d  ×Pill/inf	 	 	 	 	 	 	   	 	 	 	 	 	     	 	 	 	 	 	 	 	  	      (式 2) 
Pill, y = 1 – (1- Pill, d)n	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     	 	 	 	 	 	 	 	  	      (式 3) 

 
	最後にDALYsを用いて，アデノウイルス F群起因の健康影響を定量化した。本研究では，DALYs
算定にHavelaarら(2003)が用いた単純化した計算式 10)を用いることとする。DALYs算定式を以下に

�
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示す。 
                            
                         DALYs=YLL+YLD 	 	 	 	 	 	 	 	 	         	 	 	 	 	 	 	 	   	 	 	 	 (式 4) 

           	    	  YLL= di × eii∑ 	                                                   	            	 	 	 	 	 	 	 	 	 	      (式 5) 

                         YLD= ni × ti ×wii∑                                      	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	                      (式 6) 

	 ここで，YLL (Years of Life Lost)は早死による生命損失年数，YLD (Years Lived with Disability)は障害を
持つことにより失われた生命損失年数を示している。各パラメーターは，i：異なる症例群に対する
添字，dj：致命的な症例数，ej ：死亡時の余命(損失余命)， ni：患者数，ti：疾病の継続時間，wi：重

篤度を示している。 
	 続いてアデノウイルス F群が引き起こす健康影響は胃腸炎のみと設定した。DALYsでは，YLL
とYLDにより算出されるが，本研究で対象とした病原ウイルスの死亡率が非常に低いことから
DALYs値への影響が非常に低いことが確認された。そのため，DALYs caseはYLDにより算出する
こととした。YLDの算出においては，Havelaarら(2012)が設定した重篤度，疾病の継続時間 11)を用い

ることとし，入院率等のパラメーターは日本のデータを用いて推定した。 
	 最後に，式 7を用いて年間一人あたりのDALYsを算出した。算出に用いたパラメーターを表 3
にまとめる。 

DALYs  pppy =	 DALYs case ×  Pill, y	   	 	 	 	 	 	     	 	 	 	 	 	 	    	      (式 7) 
 
 

表 3 健康影響定量化に用いたパラメーター一覧 
 

 
 

2.3 健康成果目標達成に必要な要求処理能の推定 
	ここでは，2.2で示した式とパラメーターを用いて，図 2の手順に従い，健康成果目標(10-6 DALYs/
人・年)達成に必要な浄水処理の要求処理能を推定した。シミュレーションにはCrystal Ball ®7（Decisinoeering） 
を用い，対象微生物の年間感染確率の算出に用いる各データセットに対する分布形の適合とモンテカル

ロシミュレーションを行った。シミュレーション回数は安定した結果が得られる 100,000 回とした。 
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ークエンス解析に供した結果も，同様にアデノウイルス F群が 99%以上を占める結果となった。まとめ
ると，下水処理水がアデノウイルス F群の大きな汚染源であり，アデノウイルス F群は感染価を保持し
ながら水環境で生存していることが明らかとなった。 
	 以上，水道水曝露により健康影響を引き起こす着目すべき血清型は，アデノウイルス F群であると判
断した。そこで，要求処理能推定のターゲットをアデノウイルス F群とし，引き起こされる健康影響を
胃腸炎と設定した。 
 

 

 
 
 

図 4 各試料でのアデノウイルス血清型検出状況 
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3.3.  
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図 7 要求処理能のシミュレーション結果のまとめ(箱ひげ図: 2.5% ~ 97.5%の範囲) 
 

	 シミュレーション結果では，要求処理能の平均値が 7.81 log10，中央値が 7.84 log10となった。安全

側を考慮する場合には 97.5%値が考慮されており，本研究で得られた結果は 9.72 log10であった。ア

デノウイルスに対して塩素は消毒効果があることが示されている 14)が，本研究で得られた要求処理

能は非常に高い結果であるため，水道水の微生物学的安全性の確保には塩素以外の処理プロセスに

も消毒効果を期待する，あるいは浄水処理だけでなく下水処理でのウイルス制御が重要であると考

えられる。 
 
4. まとめ 
	 本研究では，淀川水系を対象とし，シークエンス解析によるアデノウイルス血清型の検出を試み

た。そしてその結果に基づき，水道水飲用を推定した場合の健康影響の定量化を試み，健康成果目

標の達成に必要な浄水処理での要求処理能を推定した。 
	 以下に得られた知見を述べる。 

1) アデノウイルス血清型の存在実態調査に向けて，シークエンス解析に供する試料の精製方
法を示した。 

2) 調査の結果，アデノウイルスC，D，F，G群の存在が確認された。その中で，アデノウイ
ルス F群が高頻度で確認されたことから，その管理の重要性を指摘した。そしてリスク評
価において，引き起こされる主な健康影響として胃腸炎を設定した。 

3) 水道水飲用を想定し，健康成果目標(10-6 DALYs/人・年)に基づいて要求処理能を推定した結
果，安全側(97.5%値)で 9.72 log10の処理能が必要であることを示した。 

4) 算定した要求処理能は非常に高いため，水道水としての微生物学的安全性の確保には，塩
素以外の処理プロセスの消毒効果の把握や下水処理でのウイルス制御が重要であることを

指摘した。 
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