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第１章 

序論 

 

1.1 本研究の背景 

1.1.1 水中の微生物リスク 

水系感染症を引き起こす病原微生物による飲料水源、水道水源、水産養殖やレクリエ

ーショナル水域の汚染状況を把握することは、安全な飲料水の確保、安全な水道水の供

給、水産物の衛生管理や遊泳者の健康保護等の観点から重要である。水環境中には図 1-

1 に示したように病原性を有する様々な細菌、原虫、ウイルスが存在している（World 

Health Organization, 2011）。主な伝播経路は、摂取または飲用により胃腸に感染する経路、

エアロゾルの吸入により呼吸器に感染する経路、入浴時に接触することにより皮膚、粘

膜に感染する経路の 3 つである。このうち、飲料水や食物の摂取、親水活動において特

に問題となるのは、糞便と共に環境中に排出され、糞便を経口摂取することにより感染

（糞口感染）する腸管系病原微生物によるリスクである。 

腸管系病原微生物は下痢症などヒトに様々な疾患を引き起こす。下痢症は、5 歳未満

の子供では死亡原因の第二位の疾患となっており、毎年およそ 17 憶人が下痢症を発症

し、およそ 525,000 人が亡くなっている（World Health Organization, 2017）。下痢症によ

る 5 歳未満の子供の死亡のほとんどは、汚染された水の摂取、トイレ等の衛生施設の欠

如、不十分な衛生環境に起因している（Black et al., 2003）。世界の疾病負担研究 2015（The 

Global Burden of Disease Study 2015）では、下痢症の世界的な罹患率、死亡率および病因

に関する研究が行われ、安全な水へのアクセスと衛生環境の改善により、2015 年にお

ける 5 歳未満の子供の下痢症による死亡者数は 2005 年と比較して 34.3%減少したと報

告されている（GBD Diarrhoeal Diseases Collaborators, 2017）。しかし、サハラ以南のアフ

リカや南アジア等においては依然として下痢症による 5 歳未満の子供の死亡率は高い

（図 1-2）。また、2019 年 6 月にユニセフと WHO より発表された水と衛生に関する共

同監査報告書（United Nation Children’s Fund and World Health Organization, 2019）による

と、2017 年時点において、世界のおよそ 22 億人が安全に管理された飲み水にアクセス

できず、42 億人が安全に管理された衛生施設（トイレ）を使用できず、30 億人が石鹸

や水が備わった基本的な手洗い施設のない環境で生活しているとされ、開発途上国や貧
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困国、特にその村落部において下痢症は今なお深刻な問題となっている。 

 

 

 

図 1-1 水系病原微生物と伝播経路 

（World Health Organization, 2011 をもとに作成、一部改変） 

 

 

 

図 1-2 2015 年における下痢症による 5 歳未満の子供の死亡率（100,000 人あたり） 

（GBD Diarrhoeal Diseases Collaborators, 2017 より引用）  
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一方、先進国においては、近代水道の発展と下水道施設の整備により、水系感染症の

発生は劇的に減少した。わが国では 1887 年に横浜で初めて近代水道による給水が開始

され、都市を中心に敷設が進められた（日本水道協会, 2015）。当初の水道は、水をろ過

するだけで連続的な塩素消毒は行われていなかったが、第二次世界大戦後に GHQ より

塩素消毒の徹底が指示され、1957 年（昭和 32 年）に制定された水道法において塩素消

毒が義務付けられた（平林, 1988）。その結果、上水道の普及に伴い、コレラ、赤痢、腸

チフス、パラチフスといった病原細菌による水系感染症は劇的に減少した（金子, 2006）。

しかし、1980 年代より耐塩素性病原微生物であるクリプトスポリジウムによる水道を

介したアウトブレイクが欧米で発生し（D’Antonio et al., 1985; MacKenzie et al., 1994）、

わが国でも 1994 年に神奈川県平塚市の雑居ビルの簡易専用水道を介したアウトブレイ

ク（黒木ら, 1996）、1996 年に埼玉県越生町の水道を介したアウトブレイクが発生し（埼

玉県衛生部, 1997）、塩素消毒では制御できない耐塩素性病原微生物の存在が認知された。

また、分子生物学の目覚ましい発展により、水の衛生分野においても、PCR 法などの感

度の高い遺伝子検出法の導入が進められており、これまで培養の不可能であったノロウ

イルスなどを含めた様々なウイルスの水環境中での汚染実態が明らかにされてきてい

る（Kishida et al., 2012; Mackowiak et al., 2018; Wyn-Jones et al., 2011）。さらに、近年では、

豪雨等の極端な気象現象が頻繁に発生し、合流式下水道の雨天時越流水による水環境の

病原微生物汚染も問題視されている（Fong et al., 2010; Hata et al., 2014; Madoux-Humery 

et al., 2016）。以上のように、わが国を含めた先進国においても水系感染症は過去の問題

ではなく、現在進行形の課題である。 

 

 

1.1.2 糞便汚染指標細菌の役割と課題 

水系感染症を引き起こす病原微生物には、前項の図 1-1 に示したように様々な生物種

が存在している（World Health Organization, 2011）。微生物リスクを評価するためには、

水中に存在する可能性のあるすべての病原微生物を測定することが理想的ではあるが、

各々に専門知識と技術が要求され、時間とコストがかかることから現実的ではない。そ

のため、病原微生物の汚染指標として、大腸菌を代表とした糞便汚染指標細菌が測定さ

れ、その代替とされている（National Research Council, 2004. Saxena, 2015; Tallon, 2005）。

これは、水系感染病原微生物の多くが腸管系病原微生物であり、動物の腸管内で増殖し
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て糞便とともに環境中へ排出されることから、糞便汚染を検知することで病原微生物に

よる汚染の可能性を評価していることになる。例えば、わが国では、水道水質基準とし

て大腸菌、水浴判定基準として糞便性大腸菌群、環境基準や食品衛生法において生食用

かきの海域の基準として大腸菌群が糞便汚染の指標として用いられている（表 1-1）。こ

のうち、水道水質基準については、平成 15 年に大腸菌群から大腸菌に変更された。こ

のことは、大腸菌群には自然環境由来の種が含まれており、糞便汚染の指標性に乏しい

ことが以前より指摘されていたこと（Gavini et al., 1985; Leclerc et al., 2001; Mclellan et al., 

2001）、大腸菌を迅速、簡便かつ特異的に測定可能な酵素基質培地法が新たに開発され

たこと（Rompre et al., 2002）が主な理由である。また、環境省（中央環境審議会水環境

部会生活環境項目環境基準専門委員会）においても、現行の環境基準である大腸菌群数

から大腸菌数に変更することについての議論が進められている。これらの糞便汚染指標

細菌は、水道水や水浴場の安全性、水道水源や魚介類の養殖水域の水質評価に重要な役

割を果たしており、特に病原細菌に対する指標として有用な評価手法となっている

（Leclerc et al., 2001）。その一方で、クリプトスポリジウム等の耐塩素性原虫やウイルス

と比較して、消毒耐性や環境中での生残性が低く、環境中での挙動が異なっていること

が報告されている（Baggi et al., 2001; Grabow et al., 2001; Noble and Fuhrman et al., 2001; 

佐野大輔ら, 2006）。このことから、現行の大腸菌を中心とした糞便汚染指標細菌では病

原性原虫やウイルスの指標としては不十分であると考えられている。 

 

表 1-1 各種水質基準において採用されている糞便汚染指標細菌の例

 

名 称 区分、類型等 指標細菌 基準値

水道水質基準 ʷ 大腸菌 検出されないこと

水浴場水質判定基準 水質AA（適） 糞便性大腸菌群 不検出

水質A（適） 100個/100mL以下

水質B（可） 400個/100mL以下

水質C（可）a 1,000個/100mL以下

環境基準 AA（水道1級、自然環境保全） 大腸菌群 50 MPN/100mL以下

A（水道2級、水産1級、水浴） 大腸菌群 1,000 MPN/100mL以下

B（水道3級、水産2級） 大腸菌群 5,000 MPN/100mL以下

生食用かきの加工基準 原料かきの採取海域 大腸菌群 70 MPN/100 mL以下

a  1,000個/100mLを超えるものは不適
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1.1.3 定量的微生物リスク評価と微生物モニタリングの重要性 

水中の微生物リスク評価には、前項で述べたように糞便汚染指標細菌を用いて病原微

生物汚染を間接的に評価する手法のほか、近年では、水中の病原微生物濃度を直接測定

し、感染リスクを定量的に評価する手法が着目されている。本手法は定量的微生物リス

ク評価（Quantitative Microbial Risk Assessment: QMRA）と呼ばれ、病原微生物により汚

染された水をヒトが摂取することにより発生する感染リスクを数値として表すことが

できる（Haas et al., 1999）。感染リスクは、図 1-3 に示したように、水中の病原微生物濃

度と摂取量（水道水の飲水量、遊泳時の誤飲量など）から病原微生物の摂取量（暴露量）

を計算し、用量ʷ反応関係から求められる。 

QMRA を用いた病原微生物のリスク評価は、上記の手順から推定されたリスクが許

容可能な程度なのか、許容可能でなかった場合、どの程度リスクを低減する必要がある

のかの判断材料に利用することが重要となる。例えば、WHO は、飲料水水質ガイドラ

イン第 4 版において、浄水処理施設の処理性能目標値の設定は QMRA に基づき設定す

ることを推奨している（World Health Organization, 2011）。すなわち、水道水を接種した

場合のある種の病原微生物に対する許容感染確率から先に示した QMRA の手順を逆算

することにより水道水中の病原微生物の許容濃度を算出することができ、水道原水中の 

 

 

 

図 1-3 QMRA の手順と水道水摂取による許容感染リスクと微生物濃度の関係 
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病原微生物濃度の測定データから浄水処理工程をどの程度強化すべきかの判断を行う

ことができる（図 1-3）。別のアプローチでは、浄水処理性能（対数除去値）が明らかな

場合は、許容感染リスク以下とするための水道原水中の許容可能な病原微生物濃度が算

出でき、管理することも可能である。また、水中の病原微生物と糞便汚染指標細菌の濃

度比の分布を求めることにより、病原微生物よりも測定の容易な糞便汚染指標細菌を用

いて管理を行うことも提案されている（小林ら, 2016）。 

このように、QMRA に基づいた工程管理を導入することで、水道原水中の病原微生

物濃度および糞便汚染指標細菌濃度を把握することの重要性が高まってくるものと思

われる。また、QMRA に基づく水の微生物学的安全性評価と管理は水道分野だけでな

くレクレーショナル水域や水産養殖水域の評価にも広く用いていくことが必要であり、

水利用形態別、水域別に微生物モニタリングデータを取得し、蓄積していくことが今後

益々重要になるものと思われる。 

 

 

1.2 本研究の目的および論文の構成 

前節の 1.1.3 で述べたように、QMRA により水中の微生物リスク評価や管理を行う場

合、水道原水、レクリエーショナル用水、水産用水等に利用される河川水、海水等の環

境水中の病原微生物濃度や糞便汚染指標細菌濃度を把握することが重要となる。一般的

に水中の微生物濃度は低く、病原微生物や糞便汚染指標細菌を測定するためには、試料

水の濃縮が必要となる。試料水の濃縮にはメンブレンフィルター法が採用されているが、

試料水中の懸濁物質による膜の閉塞や夾雑菌のマスキングによる判定妨害等が問題と

なり、ろ過水量が十分に得られず感度良く測定することが困難な場合がある。また、糞

便汚染指標細菌の測定では最確数法（Most Probable Number method: MPN 法）も常用さ

れているが、検水量は通常 100 mL が最大である。そのため、日常的に使用されている

これらの測定法では、高濁度試料水を含めた様々な水質を有する水道原水やレクリエー

ショナル用水等の環境水を高感度かつ高精度に定量することは困難であるのが現状で

ある。QMRA に基づいた水の衛生管理を行っていくためには、環境水中の病原微生物

濃度や糞便汚染指標細菌濃度の定期的なモニタリングとデータの蓄積が重要となるた

め、様々な水質に適用可能な簡便な定量法の開発が望まれる。 

前節の 1.1.2 において、大腸菌を中心とした糞便汚染指標細菌は耐塩素性原虫やウイ
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ルスに対する指標としては不十分であることを述べた。ウイルスの指標については、環

境中に大量に存在する別種のウイルスを指標として用いる多くの研究が行われている

が、ウイルスを代替指標として利用する場合、ファージを除き PCR 法による評価がほ

とんどであり、コスト、簡便性、技術面等に課題があると言える。そのため、大腸菌と

同じく簡便な培養法で評価可能なウイルス指標の確立が必要であると思われる。 

以上のことから、本研究では、高濁度試料水等の環境水モニタリングに適用可能な高

感度かつ高精度な細菌の濃縮・定量法の開発と、海域のノロウイルス指標としてウェル

シュ菌芽胞に着目し、その有効性について評価することを目的とした。また、ウェルシ

ュ菌芽胞については、ソーストラッキング（糞便汚染源の起源解析）指標としての可能

性についても評価を行った。 

本論文の構成を図 1-4 に示した。本章に続く第 2 章では、高濁度試料水に適用可能な

細菌のろ過濃縮法として、ハイドロキシアパタイト粉体を用いたケーキろ過濃縮法の開

発について論述した。第 3 章および第 4 章では、ウェルシュ菌芽胞の「ソーストラッキ

ング指標」、「ノロウイルス指標」としての有効性について、ヒトおよび家畜糞便由来試

料、沿岸海水試料の調査結果からそれぞれ論述した。最後に第 5 章では、本研究を総括

し、今後の展望について論述した。 
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図 1-4 本論文の構成 
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第 2 章 

ハイドロキシアパタイト粉体を用いた細菌の 

ケーキろ過濃縮・定量法の開発 

 

2.1 緒言 

2.1.1 ハイドロキシアパタイト粉体を用いた細菌のケーキろ過濃縮法の開発 

水道水源、水産養殖やレクリエーショナル水域の病原微生物汚染の状況を把握するこ

とや指標細菌を用いた糞便汚染モニタリングは、安全な水道水の供給、水産物の衛生管

理や遊泳者の健康保護等の観点から重要である。近年、水道分野においても危害分析重

要管理点（Hazard Analysis Critical Control Point: HACCP）に基づく工程管理や QMRA に

基づいた工程管理の重要性が WHO（2011）より提唱されており、上水検査に加え、水

道原水の検査の重要性が高まっている。また、QMRA に基づいた水の衛生管理は水道

分野だけでなくレクリエーショナル水域や水産養殖水域の評価にも広く利用していく

ことが重要であり、水利用形態別、水域別に微生物モニタリングデータを取得し、蓄積

していくことは今後益々重要になるものと思われる。 

現在、水中の細菌濃度を評価する手法としては一般的に表 2-1 に示した 3 種類の培養

法が利用されている。それぞれメリット、デメリットがあり、用途により使い分けられ

ている。例えば、メンブレンフィルター法はろ過水量を柔軟に調整できるため、低濁度

試料水では大容量ろ過が可能であり、水中の細菌を感度良く測定することができる。し

かしながら、高濁度試料水では膜の閉塞により適用が困難であり、夾雑菌の多い試料水

ではマスキングによる計数妨害が生じる可能性がある。MPN 法は高濁度水や夾雑菌の

多い試料水に比較的適用しやすく、簡便な定量キットが販売されている等のメリットが

ある。一方、デメリットとして、試料水中の溶存物質による試験結果への影響や、検水

量の問題がある。検水量は、時間、試薬および物理的測定空間を確保すれば増加させる

ことは可能であるが日常のモニタリング検査には採用することは困難であり、通常 100 

mL で測定されている。 
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表 2-1 細菌の定量培養法（Koster et al., (2003) から一部抜粋、改変） 

方法 メリット デメリット 

混釈培養法 ・簡便 

・低コスト 

・検水量：最大 1 mL 

MPN 法 a ・高濁度試料水に適用可能 

・区間推定値 

・簡便な定量キット 

・試料水中の溶存物質の影響 

（⇒偽陰性、偽陽性） 

・検水量：通常 100 mL 

（大容量を測定する場合には、時間、コ

スト、物理的スペース等が必要） 

MF 法 b ・検水量を柔軟に変更可能 

（大容量ろ過による高感度化） 

・溶存物質の除去 

・高濁度試料水には適用困難 

・夾雑菌によるマスキング 

（判定妨害） 

a MPN 法：最確数法 

b MF 法：メンブレンフィルター法 

 

 

環境水は表流水、伏流水、井戸水、海水等、種類は様々であり、水域ごとに水質が異

なることから、高濁度試料水を含めた様々な水質に適用可能な測定法が必要となる。ま

た、QMRA によるリスク評価を行うためには水中で低濃度に存在する糞便汚染指標細

菌や病原細菌を評価する必要があり、感度の高い測定法が求められる。しかしながら、

表 2-1 に示したような現行の細菌の定量培養法では、高濁度試料水への対応と大容量ろ

過による高感度測定への同時対応は困難である。 

そこで本研究では、メンブレンフィルター法のろ過性能を簡便に向上させ、既存の定

量法である MPN 法と組み合わせ可能な細菌のろ過濃縮法として、ハイドロキシアパタ

イト粉体（Hydroxyapatite powder: HAP）を用いたケーキろ過濃縮法を開発することを目

的とした。ケーキろ過法は珪藻土やパーライトなどの粉体をろ過助剤として試料水等に

添加してろ過を行う手法である。ろ過助剤を加えるため、通常のメンブレンフィルター

法と比較してろ過性能が向上し、特に高濁度試料水への適用性が向上する。ケーキろ過

法を細菌の濃縮法として利用した例は、主にサルモネラを対象としたものがいくつか報

告されている（Brezenski et al., 1969; Cheng et al., 1971）。また、Presnell（1976）らはサル
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モネラのほか、糞便汚染指標細菌である大腸菌群をケーキろ過濃縮し、複数発酵管法

（MPN 法）により定量を行っている。しかしながら、これらの報告は定性的な利用に

とどまるものや、定量的に利用されていてもケーキろ過法自体の回収率評価は行われて

いない。また、いずれの報告も十数年前のものであり、現在主流となっている特定酵素

基質培地との適用性については不明である。 

本章ではまず初めに、高濁度モデル水を用いて HAP ケーキろ過法のろ過性能評価を

行った。次に大腸菌をモデル細菌として用いた添加回収率評価を行った。なお、HAP を

ろ過助剤として使用するにあたり、HAP が細菌の発育に影響を与えないことや判定時

の視認性に影響を与えないことを確認する必要があるため、事前に HAP 混在下で大腸

菌の培養試験を実施した。 

 

 

2.1.2 MPN 法（Colilert-18）への適用性評価と海水中の大腸菌測定への応用 

培養法をベースとした大腸菌の測定法は、大腸菌が特異的に保有する酵素活性を指標

とした特定酵素基質培地法が主流となっている。そのうちのひとつである Colilert-18 法

は培養時間が 18 時間であり、24 時間の培養が必要なその他の培地と比較して迅速性に

優れている。また、キット化されたトレイ（Quanti-Tray/2000）と組み合わせることによ

り簡便に定量できることから、水道水、水道原水、レクレーショナル用水（淡水、海水）、

排水等の様々な水の測定法として世界的に広く利用されている（IDEXX, 2013）。Colilert-

18 培 地 は 特 定 酵 素 基質 と し て ortho-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) と 4-

methylumbelliferyl-β-d-glucuronide (MUG)を含んでおり、大腸菌が保有する β-D-ガラクト

シダーゼと β-D-グルクロニダーゼにより特異的に加水分解される。測定者はその代謝産

物を色の変化（黄色）と UV 照射下での蛍光の有無を確認することにより、追加試験を

行うことなく簡便に大腸菌を検出、定量することが可能となる。 

しかしながら、Colilert-18 を含む特定酵素基質培地を用いた大腸菌の測定法は、特異

性についてこれまでにいくつかの問題が指摘されてきた。例えば、大腸菌以外の β-D-ガ

ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 非 標 的 細 菌 と し て Aeromonas spp. 、 Vibrio spp. 、

Flavobacterium spp. (Covert et al., 1989; Davies et al., 1995; Landre et al., 1998)、β-D-グルク

ロニダーゼ活性を有する非標的細菌として Shigella spp.、Salmonella spp.、Flavobacterium 

spp.、Vibrio spp.、Yersinia strains 等が報告されている（Baudart et al., 2009; Feng and Hartman, 
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1982; Petzel et al., 1986; Ralovich, 1991; Trepeta and Edberg, 1984）。そのため、これらの細

菌が試料水中に存在し、培養中に培地成分により選択的に抑制されない場合、培地中の

基質を代謝して偽陽性を引き起こす可能性がある。特に Colilert-18 では、海水中の大腸

菌測定において深刻な偽陽性が報告されており、Pisciotta（2002）らはフロリダ沖の海

水を測定した結果、大腸菌が糞便性大腸菌群と比較して 10−100 倍高く検出され、ビブ

リオなどの好塩性細菌が原因であったと報告している。これらのことから、Colilert-18

を用いて海水中の大腸菌を測定する場合は、好塩性細菌の影響を十分に考慮する必要が

ある。 

Colilert-18 を用いて海水中の大腸菌を測定する場合、偽陽性を回避する方法として、

試料水を 10 倍以上希釈し塩濃度を下げて測定することが推奨されている（ISO 9308-2, 

2012）。しかしながら、簡便に定量可能な Quanti-Tray/2000 を用いる場合、検水量は最大

で 10 mL となり、希釈法では低濃度に存在している大腸菌の検出性やその値の信頼性

が低下する。また、大腸菌は一般的に海水中では塩分、太陽光による不活化、光回復の

抑制、捕食活動等によって生残性が低下することが報告されている（Anderson et al., 

1979; Chan and Killick, 1995; Chandran et al., 2005; Oguma et al., 2013; Sinton et al., 2002）。

下水など糞便汚染源からの影響を強く受ける水域を除いて大腸菌濃度は低濃度である

と考えられ、偽陽性を回避するために希釈によって塩分濃度を低下させることは好まし

くない。 

そこで、本章の後半では、好塩性細菌による偽陽性を回避し、コリラ–ト 18 を容易に

海水試料に適用可能な方法として、希釈することなく塩類を除去可能なケ–キろ過によ

る前処理法の導入を検討した。なお、海水試料への適用性を評価する前に、ビブリオ属

の影響のない淡水（河川水）を用いて、HAP ケーキろ過法と Colilert-18 法が組み合わせ

可能か、Colilert-18 法のみで測定した結果と比較することで同等性について評価を行っ

た。その後、本組み合わせ法を海水試料の大腸菌測定に応用し、本法より得られた大腸

菌数を Colilert-18 原法や参照法と比較し、さらには黄色/蛍光を示した大腸菌推定陽性

ウェルについて PCR 法により大腸菌の存在の有無を検証することで、その適用性につ

いて評価を行った。 
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2.2 材料と方法 

2.2.1 ハイドロキシアパタイト粉体 

メディアン径 20 μm のハイドロキシアパタイト粉体（AP-20; 積水化成品工業）を乾

熱滅菌器で 180C、1 時間滅菌したものを試験に用いた。 

 

2.2.2 ろ過性能評価試験 

高濁度水を用いて HAP 添加と HAP 未添加の場合のろ過効率を比較した。高濁度水は

河口域より採取した底泥を水道水に懸濁させて調製し、濁度計（WA6000; 日本電色工

業）を用いて試料水濁度を測定した。その後、水道水を用いて 2 倍希釈を行い、希釈前

と希釈後の 2 種類の高濁度水を用いて評価を行った。高濁度水 1,000 mL に対して、HAP 

0.5 g を添加し、直径 47 mm、孔径 0.45 μm のセルロース混合エステルフィルター（アド

バンテック東洋）で吸引ろ過を行った（ボディフィードろ過）。HAP を添加せず同様に

試験したものを比較対照とした。ろ過を開始して 5 分後に吸引を停止し、ろ液の重量を

測定した。ろ液の重量は、ろ過後のろ液を含む吸引瓶の重量からろ過前の吸引瓶の重量

を減算することで求めた。なお、測定は各条件につき n=3 で行った。 

 

2.2.3 大腸菌株と培養条件 

大腸菌とハイドロキシアパタイト粉体の共培養試験および添加回収試験では、大腸菌

ATCC11775 株を用いた。15%グリセロール含有 Luria-Bertani (LB)ブロス（1.0%トリプト

ン、0.5%イーストエキス、1.0%塩化ナトリウム）中に−80C で凍結保存しておいた大腸

菌を LB ブロスに一白金耳接種し、36C で 20–24 時間培養した。その後、培養液 10 μL

を新鮮な LB ブロスに接種し 36C で 20–24 時間培養した。リン酸緩衝生理食塩水

（Phosphate Buffered Saline: PBS）を用いて 10 倍段階希釈を行い、任意の大腸菌数に調

整したものを試験に供した。 

 

2.2.4 試料水の採取 

2015 年 11 月から 2016 年 7 月に広島県内の異なる 8 つの河川水を採取した。試料水

は 500 mL 容滅菌ガラス瓶に採取し、10C 以下に保冷し 12 時間以内に試験に供した。

同様に、2015 年 11 月に広島湾の異なる 3 つの海水を採取した。試料水は 2,000 mL 容滅

菌ガラス瓶に採取し、10C 以下に保冷し 12 時間以内に試験に供した。 
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2.2.5 ハイドロキシアパタイト粉体を用いたケーキろ過濃縮法 

ハイドロキシアパタイト粉体を用いたケーキろ過濃縮法の概略図を図 2-1A に示した。

フィルターベース上に支持フィルターとして直径 47 mm、孔径 0.45 μm の滅菌セルロー

ス混合エステルメンブレンフィルター（アドバンテック東洋）を載せ、250 mL 容ガラ

スファンネルをセットした。0.5 g のハイドロキシアパタイト粉体を添加した PBS（200 

mL 程度）をファンネルに注ぎ入れ、吸引ろ過を開始し、続けて 300 mL 程度の PBS を

追加して連続的にろ過することによりメンブレンフィルター上にケーキ層を形成させ

た（プレコートろ過）。その後、試料水（河川水 100 mL または海水 1,000 mL）または添

加試験においては大腸菌を添加した PBS を全量ろ過した。なお、添加回収試験では、プ

レコートろ過のほか、試料水中に 0.5 g のハイドロキシアパタイト粉体を直接加えるボ

ディフィードろ過についても検討した。 

ろ過後、20 mL の PBS の入った 50 mL 容遠沈管または 100 mL の滅菌精製水の入った

Colilert vessel (IDEXX Laboratories)にケーキ層をメンブレンフィルターごと回収した。ケ

ーキ層は数秒のボルテックスもしくは数回の転倒混和により溶液中に再分散させ、これ

をケーキろ過濃縮物とした。 
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図 2-1 ハイドロキシアパタイト粉体を用いたケーキろ過濃縮・定量法の概略図 

プレコートろ過はあらかじめフィルター上に HAP のケーキ層を形成させて試料水をろ

過する方法、ボディフィードろ過は試料水中に HAP を添加してろ過する方法である。 
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2.2.6 大腸菌の定量 

混釈培養法 

共培養試験および添加回収試験で用いた。試験水 1 mL を滅菌シャーレに接種し、ク

ロモカルトコリフォーム寒天培地 ES（メルクミリポア）を用いて混釈培養を行った。

36C で 24 時間培養後、濃紫色の集落を大腸菌数として計数した(図 2-1B)。なお、測定

は n=2 で行った。 

Colilert-18 法 

試料水原液、滅菌精製水を用いて 10 倍希釈した試料水、もしくはケーキろ過濃縮試

料水に Colilert-18 試薬を加え完全に溶解させた。その後、全量を Quanti-Tray/2000（IDEXX 

Laboratories）に注ぎ入れ、専用シーラーで封じ、36C で 18−24 時間培養した。黄色に

発色（Y）し、365-nm UV 照射下で蛍光(F)を発するウェルを大腸菌陽性ウェルとして計

数し、専用の MPN 表から大腸菌の最確数を求めた(図 2-1B)。 

改良 m-TEC 法 

海水中の大腸菌濃度を評価するために、海水に適用可能な U.S. Environmental 

Protection Agency (2009)の標準法 Method1603 を参照法として用いた。海水 100 mL を直

径 47 mm、孔径 0.45 μm の滅菌セルロース混合エステルメンブレンフィルター（アドバ

ンテック東洋）で吸引ろ過した。メンブレンフィルターを HiCrome modified m-TEC 培

地（シグマアルドリッチ）の表面に密着させ、35C で 2 時間培養し、その後、44.5C で

22 時間培養を行った。赤色またはマゼンタ色の集落を大腸菌数として計数した。なお、

測定は n=2 で行った。 

 

2.2.7 ビブリオ属の分離 

ビブリオ属の増殖を確認するために、Quanti-Tray/2000 上で大腸菌陽性を示した YF ウ

ェル中の培養液 1 μL を TCBS 寒天培地（オキソイド）に画線塗抹し、36C で 18 時間

培養した。培養後、黄色もしくは緑色の集落をビブリオ属として同定した。 

 

2.2.8 DNA 抽出と大腸菌 16S rRNA 遺伝子の増幅 

Quanti-Tray/2000 上で大腸菌陽性を示した YF ウェル中の大腸菌の存在を確認するた

めに、PCR により培養液中の大腸菌 16S rRNA 遺伝子のスクリーニングを行った。Quanti-

Tray/2000 一枚につき 4 つまたは 5 つの YF ウェルをランダムに選択した。裏面をアル
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コールで消毒し、1 ウェルにつき培養液 1 mL を無菌的に採取し、20,000 ×g で 10 分間

遠心後、上清を除去して得られた沈査を滅菌精製水 50 μL で再懸濁した。ヒートブロッ

クを用いて 100C で 10 分間加熱してゲノム DNA を抽出し、20,000 ×g で 5 分間冷却遠

心して得られた上清を PCR 用のテンプレートとした。大腸菌 16S rRNA 遺伝子検出用

プライマーとして Sabat (2000)らが報告した ECA75F と ECR619R を用いた（表 2-2）。

反応液は表 2-3 に示した組成表に従って調製し、表 2-4 に示した条件にて PCR を行っ

た。 

 

表 2-2 大腸菌 16SrRNA 遺伝子検出用プライマー 

プライマー名 塩基配列（5'→3'） 
増幅サイズ 

（bp） 
参考文献 

ECA75F GGAAGAAGCTTGCTTCTTTGCTGAC 
544 

Sabat et al., 
2000 

ECR619R AGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA 

 

 

表 2-3 PCR 反応液組成 

試  薬 添加量 

2×Quick Taq HS DyeMix (TOYOBO) 12.5 μL 

Forward primer (ECA75F) 10 pmol 

Reverse primer (ECR619R) 10 pmol 

熱抽出 DNA サンプル 2.5 μL 

滅菌精製水 up to 25 μL 

 

 

表 2-4 PCR 反応条件 

ステージ サイクル数 ステップ 温度 時間 

1 1 1 94C 2 分 

2 40 1 94C 45 秒 

  2 72C 45 秒 

3 1 1 72C 10 分 

  2 4C ホールド 

参考文献 Sabat et al., 2000  
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2.3 結果 

2.3.1 ハイドロキシアパタイト粉体添加によるろ過性能の改善効果 

HAP 添加を添加したケーキろ過法のろ過性能を評価するために、濁度 49 度および濁

度 98 度の高濁度試料水を調製し、HAP 未添加の場合とろ過水量を比較した（図 2-2）。

その結果、濁度 49 度の試料水では、HAP 未添加で 5 分間当たりのろ過水量が平均 238 

mL であったのに対し、HAP を添加したケーキろ過法ではろ過水量は平均 749 mL とな

り、未添加と比較してろ過水量がおよそ 3.2 倍増大した。また、濁度 98 度の試料水で

は、HAP 未添加でろ過水量が平均 160 mL であったのに対し、HAP を添加したケーキろ

過法ではろ過水量は平均 454 mL となり、未添加と比較してろ過水量がおよそ 2.8 倍増

大した。 

 

図 2-2 HAP 添加の有無におけるろ過水量の比較 

 

 

2.3.2 ハイドロキシアパタイト粉体の大腸菌の増殖に対する影響 

HAP が大腸菌の増殖や定量結果に影響を及ぼすかどうかを確認するために、HAP 混

在下で大腸菌の培養試験を行った。 

 

Colilert-18 培地 

Colilert-18 試薬を溶解した精製水 100 mL に大腸菌液 1 mL と HAP 0.5 g を加え転倒混
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和により撹拌後、Quanti-Tray/2000 に全量移し入れ、36C で 18−20 時間培養した。HAP

を添加せず同様に試験したものを比較対照とした。結果、HAP を添加した場合におい

ても、大腸菌の陽性ウェルは黄色発色、UV 下での蛍光発光ともに明瞭に観察でき、容

易に陽性/陰性判定が可能であった（図 2-3A, B）。また、陽性ウェル数から求めた大腸菌

MPN は HAP 添加と未添加で同程度であり、比（添加/未添加）の平均値は 0.92（range 

= 0.77−1.19）であった（表 2-5）。 

 

クロモカルトコリフォーム寒天培地 ES 

滅菌シャーレに大腸菌液 1 mL と HAP 0.05 g を添加し、クロモカルトコリフォーム寒

天培地 ES と混釈後、36C で 24 時間培養した。HAP を添加せず同様に試験したものを

比較対照とした。結果、培地中に発育した大腸菌集落は HAP 混在下においても、明瞭

に観察でき、計数作業に影響を及ぼさなかった（図 2-3C）。また、大腸菌数は HAP 添加

と未添加で同程度であり、比（添加/未添加）の平均値は 0.98（range = 0.93−1.05）であ

った（表 2-5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A B 

図 2-3 HAP 混在下における培地中での大腸菌の増殖 

(A) Colilert-18 培地（黄色発色）、(B) Colilert-18 培地（UV 照射下において

蛍光発光）、(C) クロモカルトコリフォーム寒天培地 ES（濃紫色集落） 

C 
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表 2-5 HAP 添加/未添加における Colilert-18 培地およびクロモカルトコリフォーム寒

天培地 ES 中の大腸菌数の比較 

培地名 
Test 
no. 

E. coli (MPN/100 mL or CFU/dish) 
比 a 

比の 
平均 HAP 添加 HAP 未添加 

Colilert-18 1 260.3 325.5 0.80 0.92 

 2 547.5 461.1 1.19  

 3 62.4 80.9 0.77  

クロモカルトコリ

フォーム寒天培地

ES 

1 63 60 1.05 0.98 

2 73 77 0.95  

3 93 100 0.93  

a HAP 添加/HAP 未添加 

 

2.3.3 ハイドロキシアパタイト粉体ケーキろ過法による大腸菌の回収率 

本実験では、HAP をろ過助剤として用いたケーキろ過法（プレコートおよびボディ

フィード）の回収率を評価した。試料水 500 mL に 104 オーダー（CFU）の大腸菌をス

パイクした（n=3）。ケーキろ過法により試料水を全量ろ過した後、PBS 20 mL が入った

50-mL 容遠沈管にろ過ケーキ全量を回収した。ボルテックスミキサーを用いて 1−2 秒程

度の撹拌操作を 3 回繰り返し、ろ過ケーキを PBS 中に分散させた。分散溶液と PBS を

用いて調製した 10 倍希釈液 1 mL をシャーレに接種し、クロモカルトコリフォーム寒

天培地 ES で混釈培養を行った。HAP を添加せず同様に試験したものを比較対照とし

た。表 2-6 に大腸菌の回収率を示した。プレコートろ過とボディフィードろ過の回収率

はそれぞれ 82%、80%であった。一方、HAP を添加していない従来のメンブレンフィル

ター法では回収率は 48%と低く、HAP ケーキろ過法は有意に高い回収率を示した（two-

sided Student’s t- test; p = 0.002 (precoat) and p = 0.006 (body feed)）。 

 

表 2-6 HAP ケーキろ過法による大腸菌の回収率 

添加大腸菌数 
(CFU) n HAP 

回収した大腸菌数 (CFU) 回収率 
(%) Mean Range 

1.3 × 104 3 添加 (precoat) 1.1 × 104 1.0 × 104 − 1.1 × 104 82 (0.002)a 

1.3 × 104 3 添加 (body feed) 1.0 × 104 9.6 × 103 − 1.1 × 104 80 (0.006)a 

1.3 × 104 3 未添加 6.3 × 103 6.1 × 103 − 6.5 × 103 48 

a HAP 未添加の回収率とスチューデントの t 検定を行った結果算出された P 値 
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2.3.4 HAP ケーキろ過と Colilert-18 の組み合わせ法を用いた河川水中の大腸菌測定 

HAP ケーキろ過法を Colilert-18 法の前処理法として組み合わせ可能か評価するため

に、河川水中の大腸菌を測定し、Colilert-18 法のみで測定した結果と比較した。河川水

100 mL を HAP ケーキろ過法で濃縮し、ろ過ケーキ全量を滅菌脱イオン水 100 mL に回

収した。Colilert-18 試薬を加え、支持フィルターを除いた全量を Quanti-Tray/2000 に移

し培養した。河川水 100 mL を Colilert-18 法で直接培養したものを比較対照とした。図

2-4 に示したように HAP ケーキろ過と Colilert-18 の組み合わせ法（以下、HAP ケーキ

ろ過/Colilert-18 法とする）は Colilert-18 法と極めて強い相関が認められた（r2 = 0.98, P 

< 0.00001）。一方、両データから求めた回帰直線の傾きはわずかに 1.0 を下回っていた

ことから、HAP ケーキろ過/Colilert-18 法は Colilert-18 法と比較して大腸菌数を低く見積

もる可能性があることを示唆していた。しかしながら、ほとんどのデータは y = x（破

線）付近にプロットされており、HAP ケーキろ過/Colilert-18 法から得られた大腸菌濃度

は Colilert-18 法のみから得られた大腸菌濃度と比較して平均 90%以上（63%−117%）で

あった。 

 

 

図 2-4 Colilert-18 法および HAP ケーキろ過/Colilert-18 法を用いて定量した河川水中の

大腸菌濃度の単回帰分析 

単回帰式（y = 0.9987x – 0.0425, r2 = 0.98）を実線で示した。破線は両法より得

られた大腸菌濃度が等しいことを示す（y = x）。  
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2.3.5 HAP ケーキろ過/Colilert-18 法を用いた海水中の大腸菌測定 

Colilert-18 法を用いて海水中の大腸菌を測定する場合、β-D-ガラクトシダーゼや β-D-

グルクロニダーゼ活性を有するビブリオ等の好塩性細菌によって偽陽性が引き起こさ

れる（Pisciotta et al., 2002)。本項では、Colilert-18 法（試料水の希釈あり/なし）、HAP ケ

ーキろ過/Colilert-18 法および参照法として改良 m-TEC 法を用いて、9 つの海水試料中

の大腸菌濃度を測定した（表 2-7）。 

海水試料を希釈せず Colilert-18 法により直接培養した結果、9 つすべての海水試料で

大腸菌陽性となり、他の測定法より得られた大腸菌濃度と比較して見かけ上著しく高い

値を示した。しかし、この大腸菌陽性反応を示したウェル（YF 陽性ウェル：黄色に発

色し、UV 照射下で蛍光発光したウェル）から大腸菌の 16S rRNA 遺伝子が検出され、

大腸菌の存在が確認されたのは、39 ウェル中わずか 3 ウェルのみであった。このこと

から、ほとんどの YF 陽性ウェルは大腸菌以外の細菌の増殖により引き起こされた偽陽

性（偽陽性率＝92%）（表 2-8）であると推察され、Pisciotta（2002）らの報告通り、海水

試料を Colilert-18 法で試験した場合には、正確な大腸菌の定量ができないことが確認さ

れた。また、YF 陽性ウェル中の培養液を TCBS 寒天培地に一白金耳画線塗抹して培養

した結果、プレート一面にビブリオ属と思われる黄色や緑色の集落の発育が認められ、

グルクロニダーゼ活性を有するビブリオ属により偽陽性が発生している可能性が示唆

された。 

これらの偽陽性を回避するために、ISO 法（ISO 9308-2, 2012）や製品取扱説明書では、

試料水を 10 倍に希釈し、塩濃度を下げることで偽陽性を引き起こす好塩性細菌の増殖

を抑制する方法が示されている。ところが、試料水を希釈して測定した場合は、試験水

量は 10 mL に減少し、大腸菌が検出されたのは 9 試料中サンプル１とサンプル２のわ

ずか 2 試料のみであった。また、2 試料で得られた大腸菌濃度は 100 mL 換算でそれぞ

れ 10 MPN（95%信頼区間, 1−55）、52 MPN（95%信頼区間, 23−119）であった。これらの

定量値は検出限界値（1 MPN/10 mL）付近であり、95%信頼区間が広く、推定精度は低

かった。 

一方、ケーキろ過/Colilert-18 法では良好な結果が得られた。試料水 1,000 mL をケー

キろ過法により濃縮後、Colilert-18 を用いて定量を行った結果、9 試料中 8 試料から大

腸菌が検出され、大腸菌濃度は 100 mL 換算で 0.4−17.9 MPN であった（検出限界値=1 

MPN/1,000 mL）。これらの値は、希釈法と比較して 95%信頼区間が狭く、推定精度が向
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上しており、参照法とした改良 m-TEC 法により得られた大腸菌濃度と同程度であった。

YF 陽性ウェル中の大腸菌の存在の有無を PCR により確認した結果、試験した 39 ウェ

ル全てから大腸菌 16S rRNA 遺伝子が検出された（偽陽性率=0%）（表 3-7）。また、培養

液を TCBS 寒天培地に一白金耳画線塗抹して培養した結果、ビブリオ属と思われる集落

の発育は認められず、検出された場合もごくわずかであった。 

 

 

表 2-7 Colilert-18 法（試料水の希釈あり/なし）、HAP ケーキろ過/Colilert-18 法および改

良 m-TEC 法を用いた海水中の大腸菌の定量結果 

海水 
試料 

Colilert-18 (MPN/100 mL) a 改良 m-TEC 
(CFU/100 mL) 希釈なし 10 倍希釈 HAP ケーキろ過 b 

1 387.3 (245.9–567.0) 10 (1–55) 17.25 (12.30–23.55) 7 

2 307.6 (195.3–471.2) 52 (23–119) 17.89 (12.40–25.78) 13 

3 86.2 (63.2–115.4)  < 10 (0–37) < 0.1 (0.00–0.37)  < 1 

4 365.4 (231.9–555.5)  < 10 (0–37) 3.88 (2.61–5.47) 4 

5 387.3 (245.9–567.0)  < 10 (0–37) 0.41 (0.17–0.95)  < 1 

6 201.4 (135.7–284.0)  < 10 (0–37) 0.52 (0.23–1.19)  < 1 

7 325.5 (206.6–498.1)  < 10 (0–37) 2.72 (1.73–4.02) 1 

8 224.7 (147.0–343.5)  < 10 (0–37) 1.5 (0.87–2.40) 1 

9 152.9 (112.0–206.2)  < 10 (0–37) 2.03 (1.21–3.22) 1 

a 括弧内の数字は 95%信頼区間を表す。b HAP ケーキろ過法により試料水 1,000 mL をろ

過濃縮後、Colilert-18 法を用いて大腸菌を定量した。 
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表 2-8 Colilert-18 法（試料水の希釈なし）および HAP ケーキろ過/Colilert-18 法より検

出された YF 陽性ウェルの偽陽性率 

海水 
試料 

Colilert-18 法（希釈なし）  HAP ケーキろ過/Colilert-18 法 

n a 
ウェル数 b 偽陽性率

(%) 

 
n 

ウェル数 偽陽性率
(%) 陽性 陰性  陽性 陰性 

1 5 0 5   5 5 0  

2 5 2 3   5 5 0  

3 0 - -   0 - -  

4 5 0 5   5 5 0  

5 4 0 4   4 4 0  

6 5 0 5   5 5 0  

7 5 1 4   5 5 0  

8 5 0 5   5 5 0  

9 5 0 5   5 5 0  

total 39 3 36 92  39 39 0 0 

a 確認試験を実施した YF 陽性ウェル数。b YF 陽性ウェル内の培養液から大腸菌 16S 

rRNA 遺伝子が検出された場合を陽性、検出されなかった場合を陰性（偽陽性）とした。 

 
  



 

25 
 

2.4 考察 

本章では、高濁度水等の様々な水質に対応可能な細菌のろ過濃縮・定量法として、HAP

を用いたケーキろ過法を開発することを目的とした。濁度 49 度および濁度 98 度の高濁

度水を用いたろ過性能評価試験では、HAP ケーキろ過法は HAP 未添加の場合と比較し

て 3 倍程度のろ過水量の増大が認められた。このことは、メンブレンフィルター上に積

層されたケーキ層は試料水中の懸濁物質と HAP が混在したものであり、HAP 未添加と

比較して形成されるケーキ層の空隙率が高いことが理由であると考えられた。また、大

腸菌をモデル細菌として用いた添加回収試験では、プレコートろ過およびボディフィー

ドろ過ともに 80%以上の高い回収率を示し、HAP を添加しない通常のメンブレンフィ

ルター法と比較して有意に高い回収率であることが確認された。一般的に通常のメンブ

レンフィルター法は、メンブレンフィルター内部に捕捉された細菌を回収するために十

分な撹拌操作が必要となる。例えば、Smith（1993）らは様々な材質のフィルターを用い

てレジオネラの回収率の比較を行っているが、撹拌ミキサーを用いて最大速度で 2 分間

の撹拌操作を行っている。しかしながら、最も高い回収率であったポリカーボネートメ

ンブレンフィルターでさえ 59%の回収率であり、本実験で使用したメンブレンフィルタ

ーと同じ材質であるセルロース混合エステルメンブレンフィルターでは 40%と十分な

回収率が得られていない。一方、本研究で開発したケーキろ過法は、支持フィルター上

に積層させたケーキろ過層の内部もしくは上部で細菌を捕捉しているため、支持フィル

ターごとケーキ層を回収でき、数回の転倒混和により容易に液中に再分散することが可

能であった。このような特徴からケーキろ過法は通常のメンブレンフィルター法と比較

して、低労力かつ高い収率で細菌を回収することができると考えられた。 

ケーキろ過法と MPN 法を組み合わせることのメリットの一つはろ過濃縮工程におい

て、試料水中の溶存物質を除去できる点である。本章の後半では、ケーキろ過法のメリ

ットを最大限発揮するために Colilert-18 培地を用いた MPN 法との組み合わせ法を考案

し、海水中の大腸菌測定に適用した。Colilert-18 法を用いて海水中の大腸菌を測定した

場合、好塩性細菌による疑陽性の問題が指摘されており、現行法では試料水を 10 倍希

釈するしか対処法は示されていない。実際、当該調査対象水域においても Colilert-18 法

のみを用いて大腸菌を定量した場合、参照法よりも 10−100 倍高い結果となった。一方、

ケーキろ過/Colilert-18 法より得られた大腸菌濃度は参照法と同程度であり、確認試験を

実施したすべての YF ウェルから大腸菌が検出され、疑陽性は認められなかった。海水
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中の偽陽性の起因菌の大部分が増殖に Na+を必要とするビブリオ属である（Baudart et 

al., 2009; Sercu et al., 2011）。ビブリオ属は Vibrio cholerae と Vibrio. mimicus 以外の種はす

べて Na+要求性であり（Farmer et al., 2005）、V. choleae と V. mimicus は β-D-ガラクトシ

ダーゼ活性は有する（Davis et al., 1981）が、β-D-グルクロニダーゼ活性は有していない

（1% positive according to the percent chart in BD BBL Crystal MIND software）。ケーキろ過

/Colilert-18 法では YF ウェル中のビブリオ属の増殖が効果的に抑制されていた事実から

も、試料水中の Na+を完全に除去できるケーキろ過法は偽陽性を抑制可能な効果的な手

法であることが確認された。 

Baudart (2009)らはフランスの海水浴場から分離したグルクロニダーゼ活性を有する

大腸菌以外の細菌について、優勢に分離されたビブリオ等を対象に酵素活性の強さを評

価している。これによると、ビブリオのグルクロニダーゼ活性は種や株により異なり、

特に V. harveyi の一部の株は大腸菌よりも著しく活性が高いと報告している。ビブリオ

は海水温の変化とともにその存在量は変動することが知られており（Thompson et al., 

2004; Blackwell and Oliver, 2008）、海域によって分布しているビブリオの種類や存在量は

異なるものと思われる。本研究結果は、Pisciotta (2002)らの研究結果とともに、培養液中

の塩類濃度を低下させることで、好塩性細菌による偽陽性を抑制できる可能性を示すも

のであるが、より広範な地域においてさらなる検証が必要であるかもしれない。 

また、ケーキろ過法のもう一つの特筆すべき点は、Na+の除去を希釈によらずに行う

ことができ、さらにはろ過濃縮により大容量の試料水の測定が可能になる点である。現

状では、試料水を少なくとも 10 倍に希釈することにより Na+濃度を低下させているが、

この場合の検水量は 10 mL となり検出感度の低下が問題となる。Tiwari (2016)らは、EU

指令（2006/7/EC）において指定されている海水中の大腸菌測定法である Miniaturized 

Most Probable Number (MMPN)法（ISO 9308-3 1998）は、培養時間が⾧く、検水量が 10 

mL 以下と少ないことから、代替法としてのコリラート法の可能性を評価している。ま

た、European Microbiology Expert Group (2016)は、検水量の少ない MMPN 法で得られた

大腸菌の定量値は、ポアソン分布の特性から低い値のばらつきが大きく、パーセンタイ

ル計算に基づいた海域の分類において、誤分類につながる可能性を指摘している。コリ

ラート法を海水試料へ適用するための現状の希釈法は MMPN 法で挙げられている課題

に同様に当てはまるものであるが、ケーキろ過法を組み合わせることで検水量の低下を

回避でき、さらには本調査事例のように 100 mL 以上の試料水を濃縮することで信頼区
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間の狭い、すなわち、より精度の高い定量結果を得ることができることから、上記課題

を解決できる強力なツールになることが期待される。 

 

 

2.5 結論 

本研究では、メンブレンフィルター法のろ過性能を向上させ、MPN 法に適用可能な

細菌のろ過濃縮・定量法として、HAP を用いたケーキろ過濃縮法を開発した。高濁度水

を用いたろ過性能評価試験ではケーキろ過法は試料水 1 L あたり 0.5 g というわずかな

量の HAP を添加するだけで、未添加と比較してろ過水量を 3 倍程度向上させることが

できた。大腸菌をモデル細菌として用いた添加回収率試験では 80%以上の高い回収率が

認められ、通常のメンブレンフィルター法と比較して菌体の回収操作が容易であった。

また、ケーキろ過法を特定酵素基質液体培地である Colilert-18 を用いた MPN 法と組み

合わせ、海水中の大腸菌測定に適用することで、従来指摘されてきたビブリオ属等の好

塩性細菌による偽陽性が抑制され、試料水の濃縮により感度が向上し、精度の高い定量

値を得ることが可能となった。以上より、本研究で開発したケーキろ過法は、高濁度水

や海水などの様々な水質を有する環境水の細菌試験に広く適用可能であり、QMRA を

考慮した高感度かつ高精度な細菌の測定法としての利用が期待される。 
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第 3 章 

ウェルシュ菌芽胞のソーストラッキング指標 

としての有効性評価 

 

3.1 緒言 

水環境中の病原微生物汚染の評価には、直接病原微生物を測定するほか、大腸菌等の

糞便汚染指標細菌が用いられている（APHA -AWWA-WEF, 2012; 日本水道協会, 2011）。

糞便汚染指標細菌を用いるのは、水系感染症を引き起こす病原微生物の多くが動物の腸

管由来であり、糞便と共に水環境中に排出されることから、糞便汚染の有無を評価する

ことで代替的に病原微生物の汚染の恐れの判断を行うためである。病原微生物や糞便汚

染指標細菌が検出された場合、汚染源を特定して発生源対策を講じることは、水道水源

の確保やレクレーショナル水域における遊泳者の健康保護等の観点から重要である。し

かし、多くの病原微生物はヒトやヒト以外の動物にも感染し、大腸菌等の多くの糞便汚

染指標細菌は宿主特異性が低く、多様な動物の腸管内に常在していることから、汚染源

推定に利用することは困難である。そのため、近年では、糞便汚染源となる宿主に特異

的に存在する種やその遺伝子型を利用して、糞便汚染起源を識別する試み（微生物ソー

ストラッキング）が行われている。代表的な遺伝子マーカーとしてバクテロイデスを利

用したもの（Okabe et al., 2007; Layton et al., 2006）や、ファージの群別を利用したもの

（Haramoto et al., 2012）が知られている。しかしながら、現状においてソーストラッキ

ングに適した指標マーカーについての知見はまだ不十分であり、新たな遺伝子マーカー

の探索や有効性の検証が必要である。 

そこで本章では、ウェルシュ菌芽胞に着目し、ソーストラッキング指標としての可能

性について評価を行った。ウェルシュ菌は温血動物の腸管内に普遍的に存在している常

在菌であり、糞便汚染指標細菌のひとつである。ウェルシュ菌は動物の腸管内で芽胞を

形成し、環境中に芽胞の状態で排出されるため、様々な環境ストレスや消毒に対して高

い抵抗を有している（Toranzos et al., 1997; Yates et al., 2007; Wu et al., 2011）。このことは

大腸菌等の他の糞便指標細菌と大きく異なる特徴であり、水環境における保存性の高い

糞便汚染指標として着目されている。そのため、わが国では水道水源の耐塩素性原虫の
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汚染の恐れの判断指標として利用されている。また、浄水施設の急速砂ろ過や下水の活

性汚泥処理におけるクリプトスポリジウムやジアルジアの除去性能指標としての有用

性（Payment et al., 1993; Hirata and Hashimoto, 1997）や、原虫やその他の耐塩素性病原微

生物の浄水処理効率を評価する指標としての有用性が報告されている（Bisson and 

Cabelli, 1980; Payment et al., 1993; Ashbolt et al., 2001; Cizek et al., 2008）。 

ウェルシュ菌は 4 種類の主要毒素（α、β、ε、τ）の産生性から A～E の 5 つの毒素型

に分類される（Brooks et al., 1957）。すべてのウェルシュ菌は α 毒素を産生し、いくつか

の A 型ウェルシュ菌は食中毒の原因となるエンテロトキシンを産生する。 

本章では、まずヒトおよび家畜糞便由来試料中のウェルシュ菌芽胞および大腸菌濃度

を測定し、各種糞便由来試料におけるウェルシュ菌芽胞の分布特性を評価した。続いて、

各種糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞について、マルチプレックス PCR

によりウェルシュ菌の主要毒素遺伝子のスクリーニングを行い、毒素遺伝子型を特定す

るとともに、ソーストラッキング指標としての可能性について評価を行った。 
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3.2 材料と方法 

3.2.1 試料採取 

本研究で用いた試料の概要を表 3-1 に示した。ヒト糞便由来試料として広島県内の下

水処理場 3 施設（S, M, H）の流入下水および放流水を採取した。流入水は 1 L 採取し、

放流水はあらかじめチオ硫酸ナトリウムを添加しておいた滅菌容器に 1−2 L 採取し、直

ちに脱塩素処理を行った。S 下水処理場と M 下水処理場の一日当たりの処理能力はそ

れぞれ 5,000 m3、10,000 m3 以下の小規模施設である。一方、H 下水処理場は都市部に位

置しており、一日当たりの処理能力は 300,000 m3 超の大規模施設である。 

家畜糞便由来試料として、広島県内の牛舎 2 施設、養豚場 1 施設、養鶏場（GP セン

ター）2 施設より、糞便または排水を採取した。ウシ糞便試料は堆肥舎に集積された固

形糞便を採取し、ブタ糞便試料はブタが排泄したし尿混合物を水で洗い流しプールした

スラリー状の排水を 1 L 採取した。トリ糞便試料は施設側で採取された固形糞便を回収

した。計 6 試料のうち、4 試料は回収日当日に施設側で採取された新鮮な糞便試料であ

ったが、残り 2 試料は 2 日程度経過した古い糞便試料であった。さらに、より広範でサ

イズの大きな試料を得ることを目的として、広島県内の食肉処理場内に設置された排水

処理施設の流入下水（排水）と処理水を 1 L 採取した。サンプリングは 2 回行い、1 回

目のサンプリング日の処理頭数はウシ 10 頭、ブタ 86 頭、2 回目のサンプリング日の処

理頭数はウシ 125 頭、ブタ 258 頭であった。 

ウシおよびトリ糞便試料は固形試料のため、PBS を用いて 10 倍希釈したものを試料

原液とした。ウシ糞便試料は 1 g の糞便を遠沈管に量り取り、9 mL の PBS を加え、ミ

キサーで激しく撹拌したものを試料原液とした。トリ糞便試料は 10 g の糞便を滅菌フ

ィルターバックに量り取り、PBS を 10 倍となるように加え、均一となるよう手で振り

混ぜたものを試料原液とした。その他の試料は液体であったためそのまま試験に供した。 
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表 3-1 試料概要 

採取場所 試料種別 由来 
サンプリング 

回数 

下水処理場 S 流入下水 ヒト 13 

 M 流入下水  3 

 H 流入下水  2 

下水処理場 S 放流水 ヒト 19 

 M 放流水   

 H 放流水   

牛舎 A 糞便 
ウシ 

（乳牛） 

5 

 B 糞便 5 

養豚場  排水 

(し尿混合物) 
ブタ 11 

養鶏場 A 糞便 
トリ 

(採卵鶏) 

3 

 B 糞便 3 

食肉処理場  排水 
ウシ 

ブタ 

2 

  処理水 2 
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3.2.2 ウェルシュ菌芽胞の定量 

試料原液 10−20 mL を滅菌ねじ口試験管（硬質ガラス製）に分注し、75C の高温水槽

に 20 分間浸して加熱処理を行った。氷水に浸け速やかに冷却した後、試料原液 1 mL お

よび PBS を用いて調製した 10 倍段階希釈液 1 mL ずつをあらかじめハンドフォード改

良培地（MAST、関東化学（株））を薄く固化しておいた滅菌シャーレに接種した（n≧

2）。ハンドフォード改良培地を加えて十分に混釈し、培地が固化した後、さらにハンド

フォード改良寒天培地を重層（三重層）した。シャーレを嫌気ジャー内にガス濃度調整

剤（アネロパック・ケンキ、三菱ガス化学）とともに入れ、45C で 24 時間嫌気培養を

行った。培養後、発育してきた黒色集落をカウントし、シャーレ 1 枚当たりの平均集落

数を算出し、希釈倍率を乗じて 1 mL あたりのウェルシュ菌芽胞数を求めた。 

 

3.2.3 ウェルシュ菌主要毒素遺伝子のスクリーニング 

ハンドフォード改良培地上に発育した黒色の単一集落をランダムに釣菌し、コロンビ

ア 5%羊血液寒天培地（日本 BD）に画線塗抹して 36C で 24 時間嫌気培養を行った。

発育した集落を Tris-EDTA 緩衝液 1 mL 中に懸濁し、DNA 抽出操作を行うまで-20C で

保管した。 

菌懸濁液 5 μL を PCR 用チューブにとり、10% TritonX（TritonX 100 を滅菌蒸留水で

10 倍希釈して調製）1 μL、滅菌精製水 4 μL を加え、サーマルサイクラーを用いて 95C

で 5 分間加熱処理した溶液全量を PCR 用のテンプレートとした。ウェルシュ菌主要毒

素遺伝子のスクリーニングには、Van Asten（2009）らが報告した 6 つのウェルシュ菌毒

素遺伝子を同時検出可能な表 3-2 に示したプライマーを用いた。反応液は表 3-3 に示し

た組成表に従って調製し、表 3-4 に示した条件にて PCR を行った。なお、陽性コントロ

ールとして Clostridium perfringens NCTC 4964 および NCTC 8084（cpa, cpb, etx, iap）と

下水試料から分離された C. perfringens (cpa, cpe, cpb2)を用い、陰性コントロールとして

滅菌精製水を用いた。 

  



 

33 
 

 

表 3-2 ウェルシュ菌主要毒素遺伝子検出用プライマー 

毒素遺伝子 プライマー名 塩基配列（5'→3'） 
増幅サイズ 

（bp） 

cpa（α 毒素） CPAlphaF GCTAATGTTACTGCCGTTGA 324 

 CPAlphaR CCTCTGATACATCGTGTAAG  

cpb（β 毒素） CPBetaF3 GCGAATATGCTGAATCATCTA 195 

 CPBetaR3 GCAGGAACATTAGTATATCTTC  

cpb2（β2 毒素） CPBeta2totalF2 AAATATGATCCTAACCAAMAA 548 

 CPBeta2totalR CCAAATACTYTAATYGATGC  

etx（ε 毒素） CPEpsilonF TGGGAACTTCGATACAAGCA 376 

 CPEpsilonR2 AACTGCACTATAATTTCCTTTTCC  

iap（ι 毒素） CPIotaF2 AATGGTCCTTTAAATAATCC 272 

 CpIotaR TTAGCAAATGCACTCATATT  

cpe（エンテロトキシン） CPEnteroF TTCAGTTGGATTTACTTCTG 485 

 CPEnteroR TGTCCAGTAGCTGTAATTGT  

M = A or C, Y = C or T 

参考文献 Van Asten et al. (2009) 

 

 

表 3-3 PCR 反応液組成 

試  薬 添加量 

2×Quick Taq HS DyeMix (TOYOBO) 25 μL 

Forward primer (cpb2) 20 pmol 

Reverse primer (cpb2) 20 pmol 

Forward primer (cpb2 以外) 10 pmol 

Reverse primer (cpb2 以外) 10 pmol 

熱抽出 DNA サンプル 10 μL 

滅菌精製水 up to 50 μL 
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表 3-4 PCR 反応条件 

ステージ サイクル数 ステップ 温度 時間 

1 1 1 94C 10 分 

2 40 1 94C 30 秒 

  2 53C 90 秒 

  3 72C 90 秒 

3 1 1 72C 7 分 

  2 4C ∞ 

 

 

3.2.4 大腸菌の定量 

試料原液 100 mL または滅菌精製水を用いて調製した 10 倍段階希釈液 100 mL に

Colilert 試薬（IDEXX Laboratories）を加え完全に溶解させた。その後、全量を Quanti-

Tray/2000（IDEXX Laboratories）に注ぎ入れ、専用シーラーで封じ、36C で 24 時間培

養した。黄色に発色（Y）し、365-nm UV 照射下で蛍光（F）を発するウェルを大腸菌陽

性ウェルとして計数し、専用の MPN 表または専用のソフトフェア（MPN Generator, 

IDEXX）から大腸菌の最確数（MPN）を求めた。 

また、H 下水処理場の一部の放流水試料は、メンブレンフィルター法により大腸菌を

測定した。滅菌セルロース混合エステルメンブレンフィルター（直径 47mm, 孔径 0.45 

μm, アドバンテック東洋）を吸引ろ過ユニットにセットし、1 枚当たり最大で 500 mL

の試料水を吸引ろ過した（2 枚以上、合計最大ろ過量: 1 L）。ろ過後、メンブレンフィル

ターをクロモカルトコリフォーム寒天 ES 培地（メルクミリポア）の表面に密着させ、

36C で 24 時間培養を行った。なお、菌の遊走を抑制する為、培地に終濃度 1.5%となる

ように細菌用粉末寒天（日水製薬）を追加した。培養後、フィルター上に発育した暗紫

色の集落を大腸菌数として計数した。メンブレンフィルター1 枚当たりの平均集落数を

求め、ろ過水量で除することにより 1 mL あたりの大腸菌濃度を算出した。 
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3.3 結果 

3.3.1 各種糞便由来試料におけるウェルシュ菌芽胞および大腸菌の濃度分布 

ヒト下水試料と家畜糞便由来試料中のウェルシュ菌芽胞と大腸菌の濃度を表 3-5 に示

した。ウェルシュ菌芽胞濃度は流入下水中で平均 4.0×103 CFU/mL、塩素消毒された放

流水中で平均 2.0×10 CFU/mL であった。大腸菌濃度は流入下水中で平均 1.1×105 CFU/mL

であり、ウェルシュ菌芽胞濃度よりも 10 倍以上高濃度で存在していた。一方、放流水

中の大腸菌濃度の平均値は 2 CFU/mL であり、いずれもウェルシュ菌芽胞濃度よりも低

い値であった。なお、流入下水（S 浄化センターおよび M 浄化センター）の一部の試料

（n = 6）において乾燥重量 1 g あたりの濃度を算出した結果、ウェルシュ菌芽胞濃度は

平均で 2.5×107 CFU/g（標準偏差：SD = 3.3×107）、大腸菌濃度は平均で 4.7×108 CFU/g（SD 

= 3.2×108）であった（図 3-1）。 

家畜糞便由来試料中のウェルシュ菌芽胞の平均濃度は、ウシで 2.1×104 CFU/g (wet)、

ブタで 8.2×102 CFU/ mL (sulury)、トリで 6.1×103 CFU/g (wet)であった。また、大腸菌の

平均濃度はウシで 7.0×106 CFU/g (wet)、ブタで 5.7×106 CFU/ mL (sulury)、トリで 3.1×108 

CFU/g (wet)であった。なお、一部の試料において乾燥重量 1 g あたりの濃度を算出した

結果、ウェルシュ菌芽胞濃度はウシで平均 4.4×105 CFU/g（n = 5, SD = 7.2×105）、ブタで

平均 2.4×103 CFU/g（n = 3, SD = 3.1×103）、トリで平均 4.7×104 CFU/g（n = 4, SD = 6.5×104）

であり、大腸菌濃度はウシで平均 8.6×107 CFU/g（n = 5, SD = 4.6×107）、ブタで平均 4.3×108 

CFU/g（n = 3, SD = 3.7×103）、トリで平均 2.4×109 CFU/g（n = 4, SD = 3.9×109）であった

（図 3-1）。 

乾燥重量 1 g あたりの評価では、大腸菌濃度はヒト下水試料と家畜糞便由来試料とも

に、おおよそ 108 オーダー前後の高い濃度であったが、ウェルシュ菌芽胞濃度は家畜糞

便由来試料中で 103−105 CFU/g と低い値を示し、ヒト下水試料中で 107 CFU/g と有意に

高い濃度で存在していた（two-sided Student’s t- test; ウシ: p = 0.001, ブタ: p = 0.0001, ト

リ: p = 0.0005）。一方、各種糞便由来試料中には糞便以外に含まれる内容物が異なって

いることから、乾燥重量 1 g あたりでの比較は、糞便中での両指標細菌の濃度分布特性

を正確に評価できていない可能性も考えられる。そこで、各試料中のウェルシュ菌芽胞

と大腸菌の濃度比（EC/CP 比）を測定毎に求め、これらの濃度比の幾何平均値を求めた

（表 3-5）。その結果、EC/CP 比はヒト流入下水試料で 29、ウシ糞便で 863、ブタし尿混

合物で 6,824、そしてトリ糞便で 35,110 と最も高い値を示した。このことから、大腸菌
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に対するウェルシュ菌芽胞の相対濃度はヒト糞便由来試料で最も高く、家畜糞便由来試

料と比較して 10 倍から 1,000 倍高い傾向が認められた。なお、塩素消毒された放流水

の EC/CP 比は 0.008 であり、消毒耐性の高いウェルシュ菌芽胞の濃度は大腸菌と比較し

て相対的に極めて高いことが確認された。また、採取後二日程度放置されていたトリ糞

便試料（n = 2）では、芽胞菌濃度は平均 1.1×107 CFU/g (wet)、大腸菌濃度は平均 3.4×105 

CFU/g (wet)であった。新鮮な糞便試料と比較して大腸菌濃度が 3 log 程度減少しており、

EC/CP 比は 0.07 と相対濃度比が逆転していた。 

 

表 3-5 ヒト下水試料と家畜由来糞便試料中のウェルシュ菌芽胞と大腸菌濃度 

 

ウェルシュ菌芽胞

（CP） 
 大腸菌 

（EC) 
 EC/CP 比 

ｎ 

平均 標準偏差  平均 標準偏差  幾何平均 

流入下水* 4.0×103 3.7×103  1.1×105 7.9×104  29 18 

放流水（塩素消毒）* 2.0×10 1.0×10  2 5  0.008 19 

ウシ糞便** 2.1×104 4.1×104  7.0×106 6.3×106  863 10 

ブタし尿混合物*** 8.2×102 1.9×103  5.7×106 1.0×107  6,824 11 

トリ糞便（fresh）** 6.1×103 8.6×103  3.1×108 5.1×108  35,110 4 

* CFU or MPN/ mL ** CFU or MPN/ g (wet) ***CFU or MPN/ mL (sulury) 
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図 3-1 各種糞便試料中の大腸菌とウェルシュ菌芽胞（嫌気性芽胞菌）の分布特性 

**p<0.01 

 

 

3.3.2 各種糞便由来試料におけるウェルシュ菌芽胞の毒素遺伝子の保有状況 

ヒト糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の主要毒素遺伝子の保有状況を

確認するために、下水処理場の流入下水および放流水から分離されたウェルシュ菌芽胞

（ハンドフォード改良培地中に発育した黒色集落）計 630 株を対象にマルチプレックス

PCR を行った（表 3-6）。その結果、630 株中 604 株（96%）からウェルシュ菌 α 毒素遺

伝子（cpa遺伝子）が検出され、このうち603 株がA型ウェルシュ菌に分類された（96%）。

A 型ウェルシュ菌のうち、388 株は cpa 遺伝子と cpb2 遺伝子を保有しており、このうち

111 株がエンテロトキシン遺伝子（cpe 遺伝子）も保有していた。残り 215 株は cpa 遺

伝子のみを保有しており、このうち 35 株が cpe 遺伝子も保有していた。その他に分離

された毒素型は B 型ウェルシュ菌 1 株のみであり、試験した 630 株中 26 株からはウェ

ルシュ菌の主要毒素遺伝は検出されなかった。 

一方、家畜糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞計 486 株を対象に主要毒素

遺伝子のスクリーニングを行った結果、486 株中 425 株（87％）から cpa 遺伝子が検出

され、このうち 418 株が A 型ウェルシュ菌に分類された（86%）。ブタおよびトリ糞便

由来試料では cpa 遺伝子と cpb2 遺伝子を保有する A 型菌が優勢であり、ウシ糞便、食

肉処理場排水および処理水では cpa 遺伝子のみを保有する A 型菌が優勢であった。そ
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のほか、C 型ウェルシュ菌がウシおよびブタ糞便由来試料から 5 株、E 型ウェルシュ菌

がブタ糞便由来試料から 2 株分離され、D 型ウェルシュ菌は検出されなかった。なお、

486 株中 61 株からはウェルシュ菌主要毒素遺伝子は検出されず、その大部分がトリ糞

便試料からの分離株であった。 

ヒト糞便由来試料と家畜糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の cpe 遺伝

子陽性率を表 3-7 に示した。ヒト糞便由来試料では分離した 630 株のうち、146 株から

cpe 遺伝子が検出された（陽性率：23%）。一方、家畜糞便由来試料では、486 株のうち

cpe 遺伝子を保有していたのは、ウシ糞便試料から分離されたわずか 1 株のみであった。

なお、cpe 遺伝子の陽性率に季節的な変動は認められなかった。 
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表 3-6 各種糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の毒素遺伝子型 

毒素型 A B C D E 
不
検
出 

cpa 遺伝子 
陽性率(％) 毒素 

遺伝子 
cpa 

cpa 
+cpb2 

cpa 
+cpe 

cpa 
+cpb2 
+cpe 

cpa 
+cpb 
+etx 

cpa 
+cpb 

cpa 
+etx 

cpa 
+iap 

+cpb2 

流入下水 75 85 25 41 1 0 0 0 3 
99 

(227/230) 

放流水 105 192 10 70 0 0 0 0 23 
94 

(377/400) 

ヒト由来
試料合計 

180 277 35 111 1 0 0 0 26 
96 

(604/630) 

ウシ糞便 76 50 1 0 0 1 0 0 1 
99 

(128/129) 

ブタし尿
混合物 

36 82 0 0 0 4 0 2 4 
97 

(124/128) 

トリ糞便 19 52 0 0 0 0 0 0 49 
59 

(71/120) 

食肉処理
場排水 

29 3 0 0 0 0 0 0 7 
82 

(32/39) 

食肉処理
場処理水 

59 11 0 0 0 0 0 0 0 
100 

(70/70) 

家畜由来 
試料合計 

219 198 1 0 0 5 0 2 61 
87 

(425/486) 
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表 3-7 各種糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌芽胞のエンテロトキシン遺伝子

陽性率 

分離源 cpe 遺伝子陽性株数/試験菌株数 
cpe 遺伝子 
陽性率(%) 

下水処理場 流入下水 

66/230 
S 下水処理場: 54/175、M 下水処理場: 10/45、 

H 下水処理場: 2/10 
29  

下水処理場 放流水 
80/400 

S 下水処理場: 29/81、M 下水処理場: 10/45、 
H 下水処理場: 41/274 

20  

ヒト由来糞便試料合計 146/630 23  

ウシ糞便 1/129 0.8 

ブタし尿混合物 0/128 0 

トリ糞便 0/120 0 

食肉処理場 
排水・ 

処理水 
0/109 0 

 

 

3.4 考察 

本章では、ウェルシュ菌芽胞のソーストラッキング指標としての有効性を評価するこ

とを目的として、ヒトおよび家畜糞便由来試料におけるウェルシュ菌芽胞の分布特性と

分離されたウェルシュ菌の主要毒素遺伝子の保有状況を評価することにより宿主に特

徴的な遺伝子マーカーの探索を行った。 

各種糞便由来試料中のウェルシュ菌芽胞濃度は、ヒト下水試料で最も高く乾燥重量 1 

g あたり平均 2.5×107 CFU であり、ウシ、ブタ、トリ糞便由来試料中に存在するウェル

シュ菌芽胞濃度と比較して有意に高い濃度であった。このことは、ウェルシュ菌芽胞は

家畜の糞便汚染を検出する指標としてよりもヒト糞便汚染を検出する指標として有利

であることを示唆している。ウェルシュ菌がヒト糞便中で高濃度に存在していることは、

いくつかの先行研究においても報告されている。例えば、ヒト糞便中に 103−107 CFU/g

のウェルシュ菌が検出されたとの報告（Geldreich, 1978）や調査対象とした健康なヒト
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の 63%の糞便試料から 105.5±6 CFU/g のウェルシュ菌芽胞が検出されたとの報告がある

（Carman et al., 2008）。一方、家畜糞便試料中のウェルシュ菌濃度は、例えば、ウシで

60 CFU/g (wet)、ヒツジで 70 CFU/g (wet)、ウマで<10 CFU/g (wet)との報告例（Sorensen 

et al., 1989）や、ウシで 200 CFU/g (wet)、ブタで 3,980 CFU/g (wet)、ヒツジで 199,000 

CFU/g (wet)との報告（Geldreich, 1978）がある。さらに別の調査では、糞便中のウェル

シュ菌芽胞濃度は、ブタで 2.9×105 CFU/g、トリで 4.6×103 CFU/g、イヌとネコからそれ

ぞれ 3.3×106 CFU/g、3.6×105 CFU/g であると報告されている（Cox et al., 2005）。以上の

ように、ウェルシュ菌やその芽胞は、一部の動物において高濃度で存在し、また、調査

ごとに報告値にばらつきはあるものの、全体的な傾向として、家畜糞便試料中よりもヒ

ト糞便試料中で高濃度に存在していると考えられる。 

一方、本研究で調査対象とした糞便試料は、液状、スラリー状、固形と形状が異なり、

糞便以外の物質の混入率は試料ごとに異なっていると考えられることから、それぞれの

データを直接比較することは問題があるとも言える。そのため、本研究では大腸菌とウ

ェルシュ菌芽胞の濃度比（EC/CP 比）による評価も行った。その結果、ウェルシュ菌芽

胞はヒトと家畜糞便由来試料中では大腸菌に対する相対的な存在量が異なっていたこ

とから、EC/CP 比は糞便汚染の汚染源推定に利用できる可能性が示唆された。すなわち、

各種糞便由来試料における EC/CP 比の幾何平均値を求めるとヒトで 29 であったのに対

し、家畜ではウシで 863、ブタで 6,824、トリで 35,110 となり、EC/CP 比が大きくなっ

たことから、数値が高い場合は家畜糞便による汚染が直近で起こった可能性が高いと評

価できるかもしれない。一方、EC/CP 比が小さい場合はヒト汚染の影響と評価でき、さ

らに 1 を下回るような場合は、ウェルシュ菌の高い生残性から汚染源から離れた遠方の

汚染や古い汚染、さらには塩素消毒された放流水等の影響を検出していると評価できる

可能性も考えられる。ただし、EC/CP 比による汚染源推定は、多数の汚染源が存在する

ような水域では適用が困難と考えられ、汚染源が少なく複雑な環境要因が大きく働かな

いような単純な水域においてのみ適用可能であると考えられる。 

各種糞便由来試料から分離されたウェルシュ菌の主要毒素遺伝子の保有状況調査か

ら、ウェルシュ菌エンテロトキシン遺伝子（cpe 遺伝子）はヒトソーストラッキング指

標の遺伝子マーカーとして利用できる可能性が示唆された。各種糞便試料から分離され

たウェルシュ菌はヒト、ウシ、ブタ、トリともに A 型菌に最も多く分類され、毒素型に

より宿主を識別することは困難であった。一方、cpe 遺伝子はヒト糞便由来試料から特
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異的に検出され、家畜糞便由来試料ではウシから分離されたわずか 1 株のみであったこ

とから、cpe 遺伝子はヒト糞便汚染の存在を示す指標となりうると考えられた。 

ヒトおよび家畜糞便試料や精肉中の cpe 遺伝子陽性ウェルシュ菌の検出頻度に関す

るいくつかの調査報告によると、その検出頻度は一様ではない。例えば、健康な調理従

事者の 18.4%の糞便中からエンテロトキシン陽性ウェルシュ菌が検出されたとの報告

（Heikinheimo et al., 2006）や 23 名の健康人の糞便から分離された A 型ウェルシュ菌 43

株のうち 3 株がエンテロトキシン遺伝子陽性（陽性率：6.9%）であったと報告されてい

る（Carman et al., 2008）。さらに、80 名の調理従事者の糞便からエンテロトキシン陽性

株が 5 株分離された（陽性率 6%）との報告（Saito, 1990）や 1,774 の糞便試料からエン

テロトキシン陽性株が 18 株分離された（陽性率 1.0%）との報告がある（門間ら, 1994）。

以上のように、cpe 遺伝子陽性ウェルシュ菌の検出頻度は調査報告毎に異なっているが、

エンテロトキシン陽性ウェルシュ菌がヒト糞便試料から検出されることは当該研究以

外にも報告されており、ヒトはエンテロトキシン陽性ウェルシュ菌の重要なソースであ

ると示唆される。 

一方、いくつかの報告では、動物糞便試料からエンテロトキシン陽性ウェルシュ菌の

分離頻度は低頻度であることが報告されおり、本研究の結果と一致している。例えば、

ウシ糞便 10 試料のうち 1 試料からエンテロトキシン遺伝子が検出され、ブタ糞便 10 試

料からは検出されなかったとの報告（Miwa et al., 1996）や、トリ糞便 76 試料、ブタ糞

便 131 試料、ウシ糞便 51 試料からエンテロトキシン陽性試料は認められず、イヌ糞便

106 試料中 2 試料のみ陽性であったとの報告がある（Saito, 1990）。また、Siqueira（2012）

らはトリ、ウシ、ブタの糞便から分離された 73 株からエンテロトキシン陽性株は検出

されなかったと報告している。 

また、市販食肉やその他の食品サンプルを対象とした調査においてもエンテロトキシ

ンの検出は低頻度であることが報告されている。例えば、牛肉、鶏肉、豚肉の計 200 試

料中 142 試料からウェルシュ菌が分離されたが、エンテロトキシン陽性株は牛肉の 2 試

料と鶏肉の 1 試料のみであったとの報告（Miki et al., 2008）や、食品 887 サンプルのう

ち 278 サンプルからウェルシュ菌が検出され、エンテロトキシン陽性はわずか 10 サン

プルであった(Wen et al., 2004)との報告がある。一方、例外として DNA ハイブリダイゼ

ーションを用いた評価において、ウマから 14%、ウシから 22%、家禽から 10%のエンテ

ロトキシンが検出されたとの報告がある（Tschirdewahn et al., 1991）。 
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以上のように、先行研究においても、エンテロトキシン陽性ウェルシュ菌はヒト糞便

試料中に偏って分布している傾向が確認されることから、cpe 遺伝子はヒトソーストラ

ッキング指標として有効であると示唆され、ノロウイルス、Cryptosporidium hominis 等

のヒトに特異的に感染する病原微生物の汚染評価に利用できる可能性が考えられる。一

方、一部では家畜試料から cpe 遺伝子が検出された報告があること、エンテロトキシン

陽性ウェルシュ菌の保菌者は、地理、年齢、食生活、健康状態等により偏っている可能

性も考えられることから、広範かつより大きなサンプルサイズを対象としたさらなる調

査が必要であると思われる。 

 

 

3.5 結論 

本研究では、ヒトおよび家畜糞便由来試料中のウェルシュ菌芽胞濃度を測定し、分離

したウェルシュ菌について主要毒素遺伝子の保有状況を調査した。ウェルシュ菌芽胞の

平均濃度はヒト流入下水中で 2.5×107 CFU/g であり、家畜糞便由来試料では、ウシで

4.4×105 CFU/g、ブタで 2.4×103 CFU/g、トリで 4.7×104 CFU/g であった。大腸菌はヒトお

よび家畜糞便由来試料中に同程度の濃度で存在していたが、ウェルシュ菌芽胞は家畜よ

りもヒト糞便由来試料中で有意に高い濃度で存在していた。分離株全 1,116 株中 1,029

株（ヒト由来試料 630 株から 604 株、家畜由来糞便試料 486 株から 425 株）からウェル

シュ菌 α 毒素遺伝子が検出され、そのほとんどが A 型菌に分類され、宿主間において

毒素型に顕著な差は認められなかった。一方、cpe 遺伝子はヒト糞便由来株から 23%の

割合で特異的に検出され（630 株中 146 株）、家畜糞便由来株では 486 株中わずか 1 株

しか検出されなかったことから、ヒトソーストラッキング指標としての可能性が示唆さ

れた。 
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第 4 章 

ウェルシュ菌芽胞の海域におけるノロウイルス指標

としての有効性評価 

 

4.1 緒言 

都市沿岸海域は海水浴などのレクリエーションやカキ等の魚介類の養殖に利用され

ており、これらの水域の微生物リスクを適切に評価することは、遊泳者の健康保護、魚

介類の衛生管理の観点から重要である。都市沿岸海域において、管理すべき重要な微生

物リスクのひとつにノロウイルスリスクが挙げられる。ノロウイルスは冬季に代表する

食中毒原因微生物であり、汚染された二枚貝の生食や保菌者によって汚染された食品の

摂取により食中毒が引き起こされる。特に、カキは生食されることから微生物リスクが

高く、養殖水域のノロウイルス汚染評価を行い、管理していくことは極めて重要である

と思われる。また、ノロウイルスは下水中では季節による濃度変動はあるものの、年間

を通じて検出されることが報告されており（三浦ら, 2016）、合流式下水道からの雨天時

越流水による水域の微生物汚染の実態（Katayama et al., 2004; Rodríguez et al., 2012）を考

慮すると、ノロウイルスは海水浴などの親水活動においても重要な微生物リスクのひと

つであると考えられる。 

わが国では海域の微生物学的水質は糞便汚染指標細菌を用いた評価が行われている。

例えば、海水浴場の水浴判定基準として糞便性大腸菌群、生食用カキの養殖海域の衛生

基準や海域の環境基準として大腸菌群が定められている。しかしながら、これらの指標

細菌は病原細菌に対する指標としては有効であるものの、消毒耐性や生残性の異なる腸

管系ウイルスとは相関が必ずしも認められない（Griffin et al., 2003; Jiang et al., 2001）。

特に大腸菌は塩分存在下では生残性が低下することが報告されており（Anderson et al., 

1979）、現行の大腸菌群や糞便性大腸菌群を用いた評価では海域におけるノロウイルス

などの腸管系ウイルス汚染を適切に評価できているとは考えにくい。 

そこで本研究では、芽胞を形成することから保存性の高い糞便汚染指標細菌であるウ

ェルシュ菌芽胞に着目し、海域における糞便汚染指標、特にノロウイルス指標としての

有効性について評価を行った。初めに、沿岸海水試料を用いてウェルシュ菌芽胞および
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大腸菌濃度を測定し、海域におけるウェルシュ菌芽胞の分布特性の評価を行った。次に、

ノロウイルスの測定を行い、ウェルシュ菌芽胞等との相関を評価した。さらに、全調査

期間を通じて、海域から分離されたウェルシュ菌の主要毒素遺伝子の保有状況を調査し、

前章においてヒトソーストラッキング指標としての可能性が示唆された cpe 遺伝子に

ついて、各測定地点における陽性率を評価することにより、ヒトソーストラッキング指

標としての有効性について評価を行った。 
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4.2 材料と方法 

4.2.1 試料水の採取 

2013 年 7 月から 2014 年 6 月にかけて広島湾海域の 11 の定点にて月 1 回の頻度で海

水を採取した（図 4-1）。St. 1 は公共用水域の補助地点、St. 2 ~ St. 8 は環境基準点、St. 9 

~ St. 11 は独自に設定した地点である。試料水は 2 L 容滅菌済ポリプロピレン製容器に

採取し、10C 以下に保冷して 12 時間以内に指標細菌（ウェルシュ菌芽胞および大腸菌）

の定量を行った。 

また、2014 年 11 月から 2015 年 2 月にかけて広島湾海域の 5 定点（St. 1, St. 3, St. 4, 

St. 6 および St. 11）にてノロウイルスと指標微生物（ウェルシュ菌芽胞、大腸菌および

トウガラシ微斑ウイルス）の定量を行った。ウェルシュ菌芽胞と大腸菌定量用に滅菌済

ポリプロピレン製容器に海水を 2 L 採取し、10C 以下に保冷して 12 時間以内に試験に

供した。ノロウイルスとトウガラシ微斑ウイルスは、船上で陰電荷膜に最大 100 L の海

水試料を通水後、10C 以下に保冷して 12 時間以内に次工程の試験に移行した。 

 

 

 

図 4-1 採水地点（広島湾海域）  
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4.2.2 ウェルシュ菌芽胞の定量 

ウェルシュ菌芽胞の定量方法の概略図を図 4-2 に示した。滅菌セルロース混合エステ

ルメンブレンフィルター（直径 47mm, 孔径 0.45 μm, アドバンテック東洋）を吸引ろ過

ユニットにセットし、予想される濃度に応じて試料水 10−500 mL を吸引ろ過した（2 枚

以上、合計最大ろ過量: 1 L）。ろ過後、メンブレンフィルターをあらかじめ滅菌 PBS を

入れておいた滅菌ねじ口試験管（硬質ガラス製）に投入し、75C で 20 分間加熱処理を

行った。氷水に浸け速やかに冷却した後、メンブレンフィルターを取り出し、ハンドフ

ォード改良平板培地の表面に密着させ、フィルター全面を覆うように培地を重層した。

ねじ口試験管内に残った PBS は新たな滅菌セルロース混合エステルメンブレンフィル

ターに吸引ろ過し、別のハンドフォード改良培地上に載せ、培地を重層した。培地が固

化した後、再度ハンドフォード改良培地を重層（三重層）し、嫌気ジャー内にガス濃度

調整剤（アネロパック・ケンキ）とともに入れ、45C で 24 時間嫌気培養を行った。培

養後、発育してきた黒色集落をウェルシュ菌芽胞とてカウントした。すべてのシャーレ

の合計黒色集落数を合計検水量で除することにより 1 mL あたりの嫌気性芽胞菌数を求

めた。 

 

 

図 4-2 ウェルシュ菌芽胞の定量方法  
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4.2.3 ウェルシュ菌主要毒素遺伝子のスクリーニング 

第 4 章 4.2.3 に記載した方法と同様に実施した。ただし、DNA 抽出と PCR 反応はす

べて 4.2.3 に記載した液量の半量で実施した。 

 

4.2.4 大腸菌の定量 

第 4 章 4.2.4 に記載したメンブレンフィルター法と同様に実施した。 

 

4.2.5 ウイルスの定量 

海水中のウイルス濃度は一般的に低濃度であり、試料水の濃縮操作が必要である。本

研究では、Katayama（2002）らが開発した陰電荷膜法を用いて船上で試料水のろ過濃縮

を行った（一次濃縮）。その後、試験室にサンプルを持ち帰り、限外ろ過膜を用いて二

次濃縮を行った後、逆転写反応、リアルタイム PCR により、ノロウイルスおよびトウ

ガラシ微斑ウイルスの定量を行った。なお、核酸抽出操作以降のプロセスコントロール

として二次濃縮液にマウスノロウイルスを添加した。滅菌精製水に同量のマウスノロウ

イルスを添加して得られた定量値を基準として、各試料におけるマウスノロウイルスの

回収率を求め、PCR 阻害の影響を評価した。以下にウイルスの定量方法の概略図を示し

た（図 4-3）。 

 
図 4-3 ウイルスの定量方法の概略図  
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4.2.5.1 試料水の一次濃縮 

必要な器具と試薬 

・カートリッジ型陰電荷膜：Opticap XL2 milligard (KW06A02HH3, プリーツ状フィルタ

ー, 孔径 0.5 μm, ろ過面積 0.1 m2, メルクミリポア） 

あらかじめカートリッジの両端に高圧蒸気滅菌した酸化物処理シリコンチューブを

連結した。試料水取り込み側のチューブの先端にステンレス製ホースニップルを重り

として取り付け、送液側に PP 製チューブコネクタを取り付けた。 

・酸化物処理シリコンチューブ（コールパーマー） 

・PP 製チューブコネクタ（アラム） 

・流量計（OF10ZZWN, 愛知時計電機） 

・循環アスピレーター 

・流量計、アスピレーター連結用シリコンチューブ 

・酸洗浄液（用時調製）：精製水 2 L に 100 mM H2SO4 (pH1.0) 10 mL を添加した溶液 

・アルカリ誘出液（用時調製）：精製水 200 mL に 100 mM NaOH (pH12.8) 2 mL を添加

した溶液（pH10.8 以上） 

・100×TE buffer：10×TE Powder（和光純薬工業）を精製水 100 mL に溶解した溶液 

・マイティーバック（No.360, 360 mL, マルエム）：使用直前に 100×TE buffer 2 mL と 100 

mM H2SO4 (pH1.0)を 1 mL ずつ添加した。 

 

方法 

図 4-4 に示したように、試料水取り込み側から、カートリッジ型陰電荷膜、流量計、

アスピレーターの順にシリコンチューブを用いて接続した。カートリッジ型陰電荷膜の

試料水取り込み側に連結したシリコンチューブの先端を水面に沈め、吸引ろ過を行い、

表層水中のウイルスを陰電荷膜に吸着させた。ろ過の際、定期的に 1 分間当たりの積算

流量を確認し、1 L/min 以下となった場合は膜が閉塞したと判断してろ過を中止した。

ろ過水量は予想されるウイルス量に応じて 50−100 L とし、流量計に表示された積算流

量により確認した。ろ過が完了した後、カートリッジ型陰電荷膜と両端に取り付けたシ

リコンチューブを連結したまま回収し、10C 以下に保冷して試験室に持ち帰った。 

カートリッジの試料取り込み側に連結したシリコンチューブの先に滅菌済み PP ロー

トを連結し、カートリッジの出口側に連結したシリコンチューブをアスピレーターに接
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続した。出口側に連結したシリコンチューブを折り曲げ、流路を閉じた状態にして、酸

洗浄液を注ぎ入れ、ハウジングおよびロート内に酸洗浄液を満たした。この時、ハウジ

ング内が水密となるよう注意した。その後、出口側の折り曲げたシリコンチューブをも

とに戻して一気に通水し、酸洗浄液全量を通水させた。カートリッジを様々な方向に傾

け、ハウジング内に残った酸洗浄液を完全に通水させた。 

続けて、精製水 1 L を用いて酸洗浄と同様の手順で洗浄操作を行った後、アルカリ溶

液を用いてウイルスを回収した。カートリッジの出口側に取り付けたシリコンチューブ

とアスピレーターの間にベルジャーを取り付け、ベルジャー内に誘出液を回収するため

のマイティーバックをセットした。出口側に連結したシリコンチューブを折り曲げ、流

路を閉じた状態にし、アルカリ誘出液 200 mL を注ぎ入れ、ハウジングおよびロート内

をアルカリ誘出液で満たした。水密状態を 3 分間ほど保持した後、一気に通水させ、マ

イティーバックにアルカリ誘出液を回収した。マイティーバック内にはあらかじめ酸と

緩衝液を添加しているため、pH は中性付近で安定となる。以上より得られた溶液を一

次濃縮液とし、二次濃縮操作に移行するまで冷蔵庫で保管した。 

 

 

図 4-4 カートリッジ型陰電荷膜を用いたろ過装置の概略図 

 

 

4.2.5.2 二次濃縮 

遠心式限外ろ過フィルター（アミコンウルトラ-15, 分画分子量 30 kDa, メルクミリポ

ア）を用いて一次濃縮液（200 mL）の濃縮を行った。1 サンプルにつき 4 本の限外ろ過

フィルターを使用した。フィルターデバイス内に 15 mL ずつ一次濃縮液を添加し、スイ

ング式遠心ローターにセットして 4,000×g で 5 分間遠心することにより、200 μL 程度の

濃縮液を得た。ろ液を捨て、一次濃縮液 15 mL を新たに追加し、同様に遠心を行った。
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一次濃縮液全量をろ過するまで上記操作を繰り返し行った。全量ろ過した後、マイティ

ーバック内に滅菌精製水 20 mL を加え洗浄し、洗浄液全量を遠心ろ過した。ろ過速度は

徐々に低下していくため遠心時間はろ過速度に合わせて 15 分程度まで延⾧した。最終

的に得られた 4 本のフィルターデバイス内のウイルス濃縮液は滅菌済 2 mL 容スクリュ

ーキャップチューブに全量回収した。濃縮液回収後のチューブ重量からチューブの風袋

重量を差し引き、二次濃縮液量を算出した。なお、二次濃縮液は次工程である RNA 抽

出操作に移行するまで、-80C で凍結保存した。 

 

4.2.5.3 核酸抽出 

測定対象としたノロウイルスおよびトウガラシ微斑ウイルスは RNA ウイルスである。

そのため、QIAamp viral RNA mini kit（キアゲン)を用いて以下の手順に従って二次濃縮

液から RNA を抽出した。なお、本操作以降のプロセスコントロールとしてマウスノロ

ウイルスを各サンプルに添加し、並行して精製水にマウスノロウイルスを添加し同様に

試験したものを比較基準とした。 

 

1) Buffer AVL を 2 mL 容スクリューキャップチューブに 560 μL ずつ分注し、マウスノ

ロウイルスを 1 μL ずつ添加した。 

2) 二次濃縮液 140 μL または滅菌精製水で 10 倍希釈した二次濃縮液 140 μL を上記の溶

解液に加え、15 秒間ボルテックスミキサーで撹拌した後、室温に 10 分間インキュ

ベートした。なお、二次濃縮液の代わりに精製水を 140 μL 加え、同様に処理したも

のを比較基準用サンプルとした。 

3) チューブをスピンダウンした後、99.5%エタノール（試薬特級、和光純薬工業）を 560 

μL 添加し、15 秒間ボルテックスミキサーで十分に撹拌した。 

4) チューブをスピンダウンした後、試料を 630 μL ずつカラムに添加し、6,000×g で 1

分間遠心して、核酸をシリカメンブレンに結合させた。 

5) カラムを別のコレクションチューブに移し、残りの試料全量をカラムに添加し、同

条件で遠心した。 

6) カラムを別のコレクションチューブに移し、Buffer AW1 を 500 μL 添加し、同条件で

遠心した（シリカメンブレンの洗浄）。 

7) カラムを別のコレクションチューブに移し、Buffer AW2 を 500 μL 添加し、20,000×g
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で 3 分間遠心した（シリカメンブレンの洗浄）。 

8) さらにカラムを別のコレクションチューブに移し、20,000×g で 1 分間遠心し、カラ

ム内に残存した Buffer を完全に除去した。 

9) カラムを 1.5 mL 容マイクロ遠心チューブに移し、Buffer AVE を 60 μL ずつ添加して

室温で 1 分間インキュベートした後、6,000×g で 1 分間遠心して得られた溶液を RNA

抽出液とした。 

10) 直ちに次工程の逆転写反応を行わない場合は、-80C で凍結保存した。 

 

4.2.5.4 逆転写反応 

RNA 抽出サンプルを用いて逆転写反応により cDNA を合成した。本研究では、ノロ

ウイルスとトウガラシ微斑ウイルス、さらにはプロセスコントロールとして添加したマ

ウスノロウイルスを測定対象ウイルスとしているため、種特異的プライマーではなく、

まとめて逆転写反応が可能なランダムプライマーを用いた。反応液は表 4-1 に示した組

成表に従って調製し、表 4-2 に示した条件にて反応を行った。 

 

表 4-1 逆転写反応液組成 

試  薬 添加量 (μL) 

10× RT Buffer* 5 

25× dNTP Mix (100 mM)* 2 

10× RT Random Primers* 5 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase (50 U/μL)* 2.5 

RNase Inhibitor (20 U/μL)** 2.5 

抽出 RNA サンプル 25 

滅菌精製水 8 

total 50 

* High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) 

** RNase Inhibitor (20U/μL) (Applied Biosystems) 
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表 4-2 逆転写反応条件 

ステージ サイクル数 ステップ 温度 時間 

1 1 1 25C 10 分 

2 1 1 37C 120 分 

3 1 1 85C 5 分 

4 1 1 4C ∞ 

 

 

4.2.5.5 リアルタイム PCR 法を用いたウイルス濃度の定量 

逆転写反応により合成された各種ウイルスの cDNA 濃度を TaqMan リアルタイム PCR

法により定量した。本研究では、ノロウイルス GI（Norovirus GI: NoV GI）、ノロウイル

ス GII（Norovirus GII: NoV GII）、トウガラシ微斑ウイルス（Pepper mild mottle virus: 

PMMoV）およびマウスノロウイルス（Murine norovirus: MNV）を測定対象とした。測

定対象とする各ウイルスの標的領域を含む標準プラスミド DNA 溶液の段階希釈系列を

試料と同時に反応させ、得られた Ct 値から検量線を作成し、各試料における一反応チ

ューブ当たりの平均ウイルス濃度を算出した（2 ウェルの平均）。これを二次濃縮液量、

希釈倍率、各反応工程における試料液量の割合から逆算して、試料水 1 L あたりのウイ

ルス濃度を算出した。 

PCR 反応液は表 4-3 に示した組成表に従って調製し、表 4-4 に示した条件にて反応を

行った。また、使用したプライマーおよびプローブ配列を測定対象ウイルス毎に表 4-5

～表 4-7 に示した。以下に操作手順を記した。 

 

1) 表 4-3 に示した反応液を必要量調製し、ウェル（MicroAmpTM Optical 8-Tube Strip, 

Applied Biosystems)に 20 μL ずつ分注した。 

2) 各試料につき 2 ウェルずつ使用し、cDNA を 5 μL ずつ添加した。 

3) 滅菌精製水で 10 倍段階希釈して 105−100 copies/5 μL の濃度に調整した標準 DNA 溶

液を 5μL ずつウェルに添加した。標準 DNA の測定は希釈系列ごとに 3 ウェルずつ

使用した。 

4) 陰性対象として、滅菌精製水を 2 ウェルに 5 μL ずつ添加した。 

5) 全てのウェルに蓋（MicroAmpTM Optical 8-Cap Strip, Applied Biosystems)を取り付け、

軽く遠心した。 
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6) 反応チューブを反応プレートにセットし、7500 リアルタイム PCR システム（Applied 

Biosystems）を用いて表 4-4 に示した反応条件で PCR を行った。 

7) 反応終了後、標準 DNＡ濃度の常用対数値と、これに相対する Ct 値より作成された

検量線をもとに、各試料の Ct 値から反応チューブ当たりのウイルス濃度を求めた。

各試料とも 2 ウェルずつで評価したため、2 ウェルの平均値をウイルス濃度とした。

一方のウェルが不検出（Undetermined）の場合は 0 copy として平均値を算出した。 

 

 

表 4-3 リアルタイム PCR 反応液組成 

試  薬 添加量 

TaqManTM Gene Expression Master Mix (2×) 12.5 μL 

Forward primer 10 pmola 

Reverse primer 10 pmol 

TaqMan probe 表 4-5~表 4-7 参照 b 

cDNA サンプル（RT 反応液） 5 μL 

滅菌精製水 up to 25 μL 

a ノロウイルス GII は Forward primer を 2 種類使用した 

b 表 4-5~表 4-7 に示した終濃度となるようプローブを添加した 

 

 

表 4-4 リアルタイム PCR 反応条件 

ウイルス ステージ サイクル数 ステップ 温度 時間 

NoV GI/GII, MNV 1 1 1 95C 10 分 

 2 50 1 95C 15 秒 

   2 56C 60 秒 

PMMoV 1 1 1 95C 10 分 

 2 50 1 95C 15 秒 

   2 60C 60 秒 
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表 4-5 ノロウイルス測定用プライマーおよびプローブと反応液中の濃度 

プライマー 
・プローブ 

塩基配列（5'→3'）a 
終濃度
(μM) 

増幅 
サイズ 

(bp) 
参考文献 

NoV GI 測定用    

COG1F CGYTGGATGCGNTTYCATGA 0.4 85 Kageyama et al., 
2003 

COG1R CTTAGACGCCATCATCATTYAC 0.4   

RING1-TP(a) 
FAM-AGATYGCGATCYCCTGTCCA-

TAMRA 
0.3   

RING1-TP(b) 
FAM-AGATCGCGGTCTCCTGTCCA -

TAMRA 
0.1   

NoV GII 測定用 b    

COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 0.4 85 Kageyama et al., 
2003 

ALPF TTTGAGTCCATGTACAAGTGGATGCG 0.4 98 西尾, 2003 

COF2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 0.4  Kageyama et al., 
2003 

RING2AL-
TP 

FAM-TGGGAGGGSGATCGCRATCT-
TAMRA 

0.2  西尾, 2003 

a B (T, C, G); N (A, T, C, G); R (A, G); S (C, G); Y (T, C). 

FAM, 6-carboxy-fluorescein reporter dye; TAMRA, carboxy tetramethyl-rhodamine. 
b NoV GII はフォーワードプライマーを 2 種類使用した 

 

 

表 4-6 トウガラシ微斑ウイルス測定用プライマーおよびプローブと反応液中の濃度 

プライマー 
・プローブ 

塩基配列（5'→3'）a 
終濃度 
(μM） 

増幅 
サイズ 
（bp） 

参考文献 

PMMV-FP1 GAGTGGTTTGACCTTAACGTTGA 0.4 68 Zhang et al., 
2006 

PMMV-RP1 TTGTCGGTTGCAATGCAAGT 0.4   

PMMV-Probe1 
FAM-CCTACCGAAGCAAATG-NFQ-

MGB 
0.2   

a FAM, 6-carboxy-fluorescein reporter dye; FNQ, Non Fluorescent Quencher; MGB, Minor 

Grove Binder. 
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表 4-7 マウスノロウイルス測定用プライマーおよびプローブと反応液中の濃度 

プライマー 
・プローブ 

塩基配列（5'→3'）a 
終濃度 
(μM） 

増幅 
サイズ 
（bp） 

参考文献 

MKMNVF CGGTGAAGTGCTTCTGAGGTT 0.4 60 北島ら, 
2008 

MKMNVR GCAGCGTCAGTGCTGTCAA 0.4   

MKMNVP 
FAM-CGAACCTACATGCGTCAG-

NFQ-MGB 
0.3   

a FAM, 6-carboxy-fluorescein reporter dye; FNQ, Non Fluorescent Quencher; MGB, Minor 

Grove Binder. 

 

 

4.2.5.6 マウスノロウイルスの回収率評価 

マウスノロウイルスをプロセスコントロールとして用いた検出阻害の評価では、精製

水に添加したサンプルのマウスノロウイルスの定量値を基準として、各試料のマウスノ

ロウイルスの定量値から回収率を算出した。回収率が 10%以下であった試料では、核酸

抽出以降の操作で検出阻害があったと判断した。なお、マウスノロウイルスの回収率を

もとに、ノロウイルスおよびトウガラシ微斑ウイルスの濃度補正は行わなかった。 
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4.3 結果 

4.3.1 海域におけるウェルシュ菌芽胞および大腸菌の濃度分布 

表 4-8 に 2013 年 7 月から 2014 年 6 月にかけて調査した各測定地点におけるウェルシ

ュ菌芽胞および大腸菌の陽性率を示した。ウェルシュ菌芽胞は St. 7 および St. 9 を除く

全ての測定地点において 100%の陽性率であり、St. 7 および St. 9 においてもそれぞれ

67%、92%と高い陽性率を示した。一方、大腸菌はすべての測定試料で陽性となったの

は太田川放水路の河口域に位置する St. 1 のみであった。沿岸から離れた測定地点にな

るほど、陽性率が低下する傾向が認められた。 

各測定地点における陽性試料から求めた両指標細菌の対数平均値を表 4-9 に示した。

ウェルシュ菌芽胞および大腸菌の平均濃度はともに St. 1 で最も高く、平均値はウェル

シュ菌芽胞で 102.24±0.51 CFU/L、大腸菌で 102.00±0.67 CFU/L であった。大腸菌濃度は、St. 1

以外の地点では、二級河川の河口域に位置する St. 2 と天満川や太田川等の河口域に近

い St. 11 で、それぞれ 101.28±0.34 CFU/L、101.50±0.90 CFU/L の濃度を示したが、残りの 8 地

点ではすべて 10 CFU/L 未満の低濃度であった。一方、ウェルシュ菌芽胞は、102 CFU/L

以上の濃度であったのは St. 1 のみであったが、St. 6 を除くその他の 9 地点全てにおい

て平均濃度は 101−102 CFU/L であり、当該調査対象水域において大腸菌よりも高濃度で

存在していることが確認された。 

次に、ウェルシュ菌芽胞（CP）と大腸菌（EC）の濃度比（CP/EC）を求め、地点毎に

比較を行った（表 4-9）。その結果、全地点とも 1 以上の値を示し、海域ではウェルシュ

菌芽胞は大腸菌よりも相対的に高い濃度で存在することが確認された。CP/EC 比は太田

川河口に位置する St. 1 で最も低く 1.7 の値を示した。St. 1 から沖合 5 km 程度離れた St. 

4 では 14.6 を示し、St. 1 と比較して大腸菌に対するウェルシュ菌芽胞の相対濃度が大

きくなっており、ウェルシュ菌芽胞と大腸菌の生残性の差が要因であると推察された。

一方、さらに沖合地点である St. 5、St. 6 および St. 7 では St. 1 より値が大きいものの、

St. 4 と比較して小さな値を示した。これは、St. 5 から St. 7 では大腸菌の不検出が増え

るとともに、嫌気性芽胞菌濃度も低下するためであると考えられた。本評価では大腸菌

が不検出の場合に定量下限値である“1”を用いたが、沖合地点であるほど、大腸菌濃度

は低濃度であると考えられる。仮に、定量下限値の 1/10 の値である“0.1”を代入した場

合、St. 5 で 20.9、St. 6 で 21.4、St. 7 で 36.8 を示し、CP/EC 比は大きく増大した。なお、

St.3 は 13.3 と高い CP/EC 比を示した。当該調査地点は下水処理場の放流口の近傍に位
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置しており、下水放流水の影響を強く受けていると考えられた。 

 

 

表 4-8 各測定地点におけるウェルシュ菌芽胞および大腸菌の陽性率 

地点 
番号 

サンプリング 
回数 

ウェルシュ菌芽胞  大腸菌 

陽性数 陽性率（%)  陽性数 陽性率（%) 

1 12 12 100  12 100 

2 12 12 100  11 92 

3 12 12 100  8 67 

4 12 12 100  9 75 

5 12 12 100  6 50 

6 12 12 100  3 25 

7 12 8 67  3 25 

8 11 11 100  6 55 

9 12 11 92  6 50 

10 12 12 100  7 58 

11 6 6 100  5 83 
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表 4-9 各測定地点におけるウェルシュ菌芽胞および大腸菌濃度 

a 対数変換前の各測定値について、ウェルシュ菌芽胞（CP）を分子、大腸菌（EC）を

分母にとり、試料毎の CP/EC 比を求め、地点ごとに比の幾何平均値を求めた。なお、

大腸菌のみが不検出の場合は、定量下限値である 1 を用いて評価した。 

 

 

4.3.2 マウスノロウイルスの回収率 

通常、水環境中に存在するウイルスは低濃度であるため、試料水の濃縮操作が必要と

なる。しかし、濃縮工程においてフミン質等の PCR 阻害の原因となる物質も濃縮され

るため、プロセスコントロールを用いた反応阻害の評価が必要となる。本研究では、核

酸抽出前の二次濃縮液にマウスノロウイルスをプロセスコントロールとして添加し、精

製水に同様に添加したものを基準として回収率を算出した。 

表 4-10 に 11 月および 12 月の調査試料におけるマウスノロウイルスの回収率を示し

た 。 二 次 濃 縮 液 を 希 釈 せ ず 測 定 し た 場 合 の マ ウ ス ノ ロ ウ イ ル ス の 回 収 率 は

<0.0002%−0.15%と極めて低く、検出阻害が認められた。一方、二次濃縮液を滅菌精製水

で 10 倍に希釈した場合、マウスノロウイルスの回収率は大きく改善された。そのため、

本研究ではすべての試料について二次濃縮液を 10 倍希釈して試験を行うこととした。

なお、回収率が 10%以下の場合は、検出阻害が認められたと判断した。 

地点 
番号 

ウェルシュ菌芽胞  大腸菌 

CP/EC 比 a 
対数平均 

対数 
標準偏差 

ｎ  対数平均 
対数 

標準偏差 
ｎ 

1 2.24 0.51 12  2.00 0.67 12 1.7 

2 1.95 0.44 12  1.28 0.34 11 6.0 

3 1.50 0.36 12  0.56 0.37 8 13.3 

4 1.43 0.47 12  0.35 0.47 9 14.6 

5 1.11 0.79 12  0.58 0.79 6 6.6 

6 0.64 0.70 12  0.26 0.45 3 3.8 

7 1.15 0.83 8  0.55 0.13 3 8.7 

8 1.12 0.89 11  0.45 0.59 6 7.6 

9 1.08 0.61 11  0.50 0.40 6 6.5 

10 1.25 0.47 12  0.16 0.32 7 14.2 

11 2.07 0.75 6  1.50 0.90 5 6.6 
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表 4-10 マウスノロウイルスの回収率 

サンプル番号 
二次濃縮液の希釈倍率 

×１ ×10 

1 (11 月調査 St. 1) 0.09% 75.2% 

2 (11 月調査 St. 4) 0.15% 82.0% 

3 (11 月調査 St. 6) 0.60% 49.3% 

4 (12 月調査 St. 3) 0.14% 21.9% 

5 (12 月調査 St. 6) 0.004% 8.9% 

6 (12 月調査 St. 12) <0.002% 7.0% 

 

 

4.3.3 ノロウイルスおよび指標微生物の定量結果と相関 

広島湾海域および広島湾西部海域の計 5 地点（St. 1, St. 3, St. 4, St. 6 および St. 11）に

おいて、ノロウイルスおよび指標微生物の測定を行った。指標微生物はウェルシュ菌芽

胞、大腸菌およびトウガラシ微斑ウイルスを測定対象とした。各測定地点における指標

微生物とノロウイルス濃度を表 4-11、測定地点別の濃度推移を図 4-5 に示した。ノロウ

イルス GI は 17 試料中、2015 年 1 月 6 日に St. 1 から採水した 1 試料のみから検出され

た（103.62 copies/L）。ノロウイルス GII は 17 試料中 12 試料で陽性となり、2014 年 12 月

に St. 3 から 1 L あたり 101.79 copies 検出され、2015 年 1 月 6 日以降はすべてのサンプリ

ング地点から検出された。2015 年 1 月 6 日の St. 1 の試料で 104.33 copies/L と最も高い濃

度を示し、その後は 102.04–103.49 copies/L の濃度で検出された。トウガラシ微斑ウイルス

およびウェルシュ菌芽胞はすべての試料から検出され、それぞれ 102.80–104.87 copies/L、

100.00–103.23 CFU/L の濃度で存在していた。特に、トウガラシ微斑ウイルスは全調査期間

を通じてノロウイルス GII よりも高い濃度で存在していた。大腸菌は 25 試料中 17 試料

から検出され、100.00–103.85 copies/L の範囲で検出された。2015 年 1 月 6 日の St. 6、1 月

20 日の St. 3 および St. 6、2 月の St. 6 の 5 試料については、ノロウイルス GII が検出さ

れていたが大腸菌は検出されなかった。 

次に、ノロウイルス GII 濃度と各指標微生物濃度の相関を評価した（図 4-6）。横軸に

各指標微生物濃度をプロットし、縦軸にノロウイルス GII 濃度をプロットした散布図を

作成し相関係数を求めた。その結果、トウガラシ微斑ウイルス濃度とノロウイルス GII

濃度の相関係数は 0.845（P < 0.00001）と最も高い値を示した。次いで、ウェルシュ菌
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芽胞濃度との相関係数は 0.760（P < 0.001）、大腸菌濃度との相関係数は 0.698（P < 0.01）

となり、共に高い値を示した。 

 

 

表 4-11 海水中のノロウイルス GI, GII および指標微生物濃度 

地点名 n 

ウェルシュ菌
芽胞 

大腸菌  
n 

PMMoV NoV GI NoV GII 

(log10 CFU/L)  (log10 copies/L) 

St. 1 5 1.84−3.23 0.70−3.85  3 4.27−4.87 ND–3.62 ND−4.33 

St. 3 5 1.48−1.83 ND−0.78  3 4.05−4.43 ND 1.79−2.99 

St. 4 5 1.45−1.98 0.00−0.90  3 3.81−4.48 ND ND−3.49 

St. 6 5 0.00−1.32 ND  3 2.80−4.19 ND ND−2.92 

St. 11 5 1.43−2.15 0.00−1.30  5 3.43−4.48 ND ND−3.29 

陽性数 25/25 17/25   17/17 1/17 12/17 
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St. 1      St. 3 

   
 

St. 4      St. 6 

   

 

St. 12 

 
 

 

図 4-5 各測定地点におけるノロウイルス GII および指標微生物濃度の推移 

  

    ウェルシュ菌芽胞 

    大腸菌 

    PMMoV 

    NoV GII 

白抜きで下矢印のついたプロット

は定量下限値以下を表す 

＊は検出阻害が認められたことを

表す 

* 
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図 4-6 ノロウイルス GII 濃度と指標微生物濃度との相関 
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4.3.4 海水試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の毒素遺伝子の保有状況 

海水試料から分離されたウェルシュ菌芽胞について、マルチプレックス PCR を用い

て主要毒素遺伝子の保有状況を評価した（表 4-12）。その結果、合計 1,320 株中 1,233 株

（93%）から cpa 遺伝子が検出され、このうち 1,229 株が A 型ウェルシュ菌に分類され

た（93%）。A 型ウェルシュ菌は各測定地点において 86%から 100%の範囲で検出され、

すべての測定地点において最も多く検出された。A 型ウェルシュ菌のうち、711 株は cpa

遺伝子と cpb2 遺伝子を保有しており、このうち 80 株 cpe 遺伝子も保有していた。残り

518 株は cpa 遺伝子のみを保有しており、このうち 17 株が cpe 遺伝子も保有していた。

その他の毒素型は、St. 1 より D 型が 3 株、E 型が 1 株分離され、B 型と C 型菌は分離

されなかった。 

海水試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の cpe 遺伝子の陽性率を表 4-13 に示した。

合計 1,320 株中 97 株のウェルシュ菌が cpe 遺伝子を保有していた（7%）。地点別には St. 

1 と St. 6 において陽性率が 4%と最も低く、St. 3 および St. 9 で 11%と最も高い陽性率

を示し、地点間で最大 2.8 倍程度の差が認められた。 
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表 4-12 海水試料から分離されたウェルシュ菌芽胞の毒素遺伝子の保有状況 

毒素型 A B C D E 
不
検
出 

cpa 遺伝子 
陽性率(％) 毒素 

遺伝子 
cpa 

cpa 
+cpb2 

cpa 
+cpe 

cpa 
+cpb2 
+cpe 

cpa 
+cpb 
+etx 

cpa 
+cpb 

cpa 
+etx 

cpa 
+iap 

+cpb2 

St. 1 62 121 2 7 0 0 3 1 12 
94 

(196/208) 

St. 2 42 37 0 6 0 0 0 0 8 
91 

(85/93) 

St. 3 87 78 2 20 0 0 0 0 19 
91 

(187/206) 

St. 4 71 107 4 9 0 0 0 0 11 
95 

(191/202) 

St. 5 34 27 2 2 0 0 0 0 8 
89 

(65/73) 

St. 6 42 40 0 4 0 0 0 0 7 
92 

(86/93) 

St. 7 21 22 2 2 0 0 0 0 0 
100 

(47/47) 

St. 8 23 32 1 3 0 0 0 0 4 
94 

(59/63) 

St. 9 26 29 0 8 0 0 0 0 10 
86 

(63/73) 

St. 10 34 42 1 6 0 0 0 0 1 
99 

(83/84) 

St. 11 59 96 3 13 0 0 0 0 7 
96 

(171/178) 

海水試料
合計 501 631 17 80 0 0 3 1 87 

93 
(1233/1320) 
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表 4-13 海水試料から分離されたウェルシュ菌芽胞のエンテロトキシン遺伝子陽性率 

地点名 cpe 遺伝子陽性株数/試験菌株数 cpe 遺伝子陽性率(%) 

St. 1 9/208 4 

St. 2 6/93 6 

St. 3 22/206 11 

St. 4 13/202 6 

St. 5 4/73 5 

St. 6 4/93 4 

St. 7 4/47 9 

St. 8 4/63 6 

St. 9 8/73 11 

St. 10 7/84 8 

St. 11 16/178 9 

海水試料合計 97/1320 7 

 

 

4.4 考察 

本章では、ウェルシュ菌芽胞の海域における糞便汚染指標、特にノロウイルス指標と

しての可能性について評価を行った。当該調査対象地点は、広島湾海域と広島湾西部海

域にあたり、広島湾海域には一級河川である太田川（流域面積：約 1,400 km2）が流入

し、広島湾西部海域には一級河川である小瀬川（流域面積：約 300 km2）が流入してい

る。また、沿岸海域には複数の中規模から大規模下水処理場が点在している。 

河口域を除くすべての調査地点においてウェルシュ菌芽胞は大腸菌よりも陽性率が

高く、高濃度に存在しており、ウェルシュ菌芽胞は大腸菌よりも海水中で⾧期間生残し

ていることが示唆された。ウェルシュ菌芽胞が水環境中でその他の指標細菌と比較して

⾧く生残することは先行研究においていくつか報告されている。例えば、糞便汚染源に

最も近い場所では大腸菌濃度はウェルシュ菌濃度より高いが、糞便汚染源から離れるに

つれ大腸菌濃度は急速に減少したとの報告(Bisson and Cabelli, 1980)や、小川において、
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ウェルシュ菌芽胞の濃度は糞便連鎖球菌や大腸菌群よりもヒト糞便汚染の影響をより

的確に示したとの報告がある（Sorensen et al., 1989）。また、ウェルシュ菌は海水や淡水

の堆積物において、大腸菌、糞便連鎖球菌、大腸菌群よりも豊富に存在していると報告

されている(Davies et al., 1995)。本調査研究結果は、ウェルシュ菌芽胞は海域においても

生残性の高い糞便汚染指標であることを示しており、大腸菌では検出できない糞便汚染

を検出可能な保存性の高い指標としての利用が期待された。 

ノロウイルス GII 濃度と各指標微生物濃度の相関係数は、トウガラシ微斑ウイルスが

0.84 と最も高く、次いでウェルシュ菌芽胞、大腸菌の順にそれぞれ 0.76、0.69 と共に高

い値を示した。このことから、本調査対象水域では、評価したすべての指標微生物がノ

ロウイルスの挙動指標敏江有効である可能性が示唆された。しかしながら、定性的な評

価では、大腸菌はノロウイルスが検出された 12 試料中 5 試料で検出されておらず、ノ

ロウイルス指標としては不十分であることが確認された。一方、ウェルシュ菌芽胞はノ

ロウイルス濃度よりも低濃度ではあるが、大腸菌よりも高濃度に存在し、ノロウイルス

が検出された試料すべてからウェルシュ菌芽胞も検出されたことからノロウイルス指

標としての有効性が示唆された。トウガラシ微斑ウイルスはノロウイルスよりも 10 倍

程度高濃度に存在しており、相関も最も高かったことから、ノロウイルス指標として有

効であると思われる。ウェルシュ菌芽胞はトウガラシ微斑ウイルスと比較して低濃度で

あり、低濃度のノロウイルス汚染を検知できない可能性も考えられるが、培養法である

ため試料水からの分離定量が極めて容易であることは大きなメリットである。 

海水試料から分離されたウェルシュ菌について cpe 遺伝子の保有状況を調査した結

果、すべての調査地点から cpe 遺伝子陽性ウェルシュ菌が検出され、その陽性率は全地

点平均で 7%であった。このことから、調査対象としたすべての地点においてヒト糞便

汚染が到達していることが示唆された。cpe 遺伝子陽性ウェルシュ菌はヒト糞便由来試

料から 23%の割合で分離されるとの前章の結果を考慮すると、海域では半分以上が動物

由来の糞便汚染であると推察することができる。各測定地点における cpe 遺伝子の陽性

率は 4−11%と幅があり、地点により陽性率に差が認められた。St. 3 および St. 9 では cpe

遺伝子陽性率が 11%と最も高い値を示したが、両地点の近傍には下水処理施設が存在し

ており、ヒト糞便汚染の影響を強く受けるためであると考えられた。一方、太田川河口

域に位置する St.1 では cpe 遺伝子陽性率が 4%と最も低い値であったが、太田川上流域

には家畜関連施設が 40 数施設存在しており、相当量の家畜糞便が混入している可能性



 

68 
 

が推察された。以上のことから、cpe 遺伝子はヒトソーストラッキング指標として有効

であることが示唆された。 

 

 

4.5 結論 

本研究では、ウェルシュ菌芽胞の海域における糞便汚染指標、特にノロウイルス指標

としての有効性について評価を行った。ウェルシュ菌芽胞は河口域を除く全ての調査地

点において大腸菌よりも常に高い濃度で存在しており、海域における保存性の高い糞便

汚染指標細菌であることが確認された。また、ウェルシュ菌芽胞は大腸菌では検出でき

ないノロウイルス汚染を検出することが可能であり、ノロウイルス濃度と高い相関が認

められたことからノロウイルスの挙動指標としての可能性も示唆された。 

cpe 遺伝子陽性率はヒト下水処理施設の放流口の近傍に位置する地点において高い値

を示したことから、cpe 遺伝子はヒトソーストラッキング指標として有効であることが

示唆された。 
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第 5 章 

総括 

 

本研究では、高濁度試料水に適応可能な細菌のケーキろ過濃縮法の開発（第 2 章）と、

ウェルシュ菌芽胞のソーストラッキング指標（第 3 章）、海域のノロウイルス指標（第

4 章）としての有効性について評価を行った。以下、第 2 章並びに第 3 章および第 4 章

について得られた知見をまとめ、展望を記し、総括とする。 

 

5.1 ハイドロキシアパタイト粉体を用いた細菌のケーキろ過濃縮法の開発 

本研究では、HAP をろ過助剤として用いた細菌のケーキろ過濃縮法を開発した。図

5-1 に HAP ケーキろ過濃縮法の特徴と展望をまとめた。本法は 0.5 g の HAP を試料水

に添加するか、もしくはあらかじめフィルター上部に HAP からなるケーキ層を形成さ

せてろ過する手法である。通常のメンブレンフィルター法に HAP を加えるだけの簡便

な操作であるが、メンブレンフィルター法と比較して、ろ過性能が向上し、捕捉した細

菌を簡便かつ高い収率で回収できる特徴を有していた。さらに、本法は特定酵素基質培

地を用いた MPN 法に組み合わせ可能であり、MPN 法の高感度化、高精度化を実現し

た。特に、海水中の大腸菌測定に適用した場合、Colilert-18 原法と比較して、感度が 100

倍にまで高まり、特異性を著しく向上させることができた。このことは、一般に最大で

100 mL の評価が限界であった MPN 法に濃縮法を付与できたこと、ろ過工程において試

料水中の溶存塩類を除去でき、その結果、偽陽性を引き起こす好塩性細菌の増殖を抑制

できたことが理由であった。 

本研究ではモデル細菌として糞便汚染指標細菌である大腸菌を用いて評価を行った

が、本法は腸球菌や本論文の後半で議論したウェルシュ菌芽胞等のその他の糞便汚染指

標細菌の測定にも適用可能であると考えられる。また、病原細菌の定量培養への応用も

考えられ、これまでの定性的な評価から定量的な評価への利用が期待される。 

序論で述べたように、水道原水やレクリエーショナル用水等の微生物学的安全性を評

価するためには、水利用形態別、水域別に水中の病原細菌や指標細菌濃度をモニタリン

グし、得られたデータに基づいて QMRA によりリスク評価を行うことが重要となる。

本法は、高濁度試料水を含む様々な水質の細菌試験に広く適用可能であると考えられ、
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QMRA に利用可能な高感度かつ高精度な細菌の定量法として有益なツールとなると期

待される。 

 

 

図 5-1 HAP ケーキろ過濃縮法の特徴と今後の展開 

 

 

5.2 ウェルシュ菌芽胞のヒトソーストラッキング指標、海域のノロウイルス指標として

の有効性 

本研究では、ウェルシュ菌芽胞の「ヒトソーストラッキング指標」と「海域のノロ

ウイルス指標」の二つの新たな指標機能を見出した。ヒトおよび家畜糞便由来試料の

調査より、cpe 遺伝子を保有するウェルシュ菌はヒト糞便由来試料中に特異的に分布

（陽性率：23%）しており、cpe 遺伝子はヒトソーストラッキング指標となる可能性が

示唆された。また、沿岸海域の調査より、ウェルシュ菌芽胞は海域において保存性の

高い糞便汚染指標として、大腸菌では検出できない糞便汚染の検出が可能であり、ノ

ロウイルスと高い相関が認められたことから濃度指標となりうる可能性が示唆され

た。 

ウェルシュ菌芽胞は現在、クリプトスポリジウム等の耐塩素性原虫の汚染の恐れの

判断指標として利用されているが、本研究で新たに見出した「ヒトソーストラッキン

グ指標」、「海域のノロウイルス指標」としての指標機能を加えることで、水域の微生

物リスク評価に広く利用可能な汎用性の高い糞便汚染指標細菌としての役割が期待さ

れる。 
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最後に本研究で見出したウェルシュ菌芽胞の二つの指標機能を利用したノロウイル

スリスクを考慮した生食用カキ養殖海域の評価について提案する。現在、カキの生食

用海域の基準は大腸菌群により定められているが、指標性や生残性の低さからウイル

スリスクを適切に評価できているとは考えにくい。そのため、生残性の高いウェルシ

ュ菌芽胞を合わせて測定することにより、ノロウイルス汚染を考慮したリスク評価が

可能になると考えられる。さらに、ノロウイルスはヒト由来であるため、ウェルシュ

菌のもう一つの指標機能であるヒトソーストラッキング指標としての機能を合わせて

利用することが重要になると思われる。すなわち、検出されたウェルシュ菌芽胞濃度

に cpe 遺伝子の陽性率を掛け合わせることで、ヒト由来のウェルシュ菌芽胞濃度が評

価でき、養殖水域ごとにヒト糞便汚染の強度を評価することができると考えられる。

以上のことから、ウェルシュ菌芽胞をカキ養殖水域の評価に利用することでノロウイ

ルスリスクを考慮した生食用カキ養殖海域の指定が行え、適切な衛生管理に役立てる

ことができるものと期待される。 
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