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下水流入水中のウイルスは，地域住民由来のウ
イルスの性状や流行状況を反映することが知られ
ている．ポリオウイルスについては，世界のポリ
オ根絶にむけて，不顕性感染を含むウイルスの動
向を監視する目的で，WHO のポリオ根絶計画の
もとで環境サーベイランスが実施されており，我
が国においても，厚生労働省感染症流行予測調査
事業の一環として全国の自治体で調査が実施され
ている[1, 2]．2019 年から世界的に流行している新
型コロナウイルス（SARS-CoV-2）は，呼吸器の
みならず，腸管へも感染し，糞便中にもウイルス
が排出されることから[3-4]，下水流入水からの検
出状況を地域や施設におけるウイルス流行の把握
や予測に活用することが試みられている[5-9]．富
山県衛生研究所においても，新型コロナウイルス
感染症（COVID-19）の流行下において下水流入
水のSARS-CoV-2 調査を実施し，地域におけるウ
イルス流行状況との関連を解析した．また，検査
方法の効率化のため，下水流入水からのSARS-
CoV-2 検出方法，および下水流入水中のSARS-
CoV-2 の安定性について検証を行ったので，あわ
せて報告する．

材料と方法：
（１）調査期間および調査地点

下水流入水からのウイルス調査では，富山県内
の1 下水処理場において，2020 年から2022 年 8
月までは月 1 回，2022 年 9 月から2024 年 3 月ま
では週 1 回下水流入水を採取した．

（２）下水流入水の濃縮
下水流入水中のウイルスは，陰電荷膜法 [10]，

またはWizard Enviro TNA Kit（Promega），あ
るいはRNeasy PowerSoil Total RNA kit（QIAGEN）
を用いて濃縮した．

陰電荷膜法による濃縮では，下水流入水 1 L を
4℃で3,000 rpm，30 分間遠心した上清に，最終
濃度 0.05 M となるように塩化マグネシウムを添
加し，0.5 N の塩酸を用いてpH 3.5 に調整した．
この液を陰電荷膜（セルロース混合エステルメン
ブレンフィルター, ADVANTEC）に加圧濾過し
て吸着させた後，陰電荷膜を細切し，3% ビーフ
エキストラクト（pH 7.4）10 mL を添加してボル
テックスミキサーによりウイルスを溶出した．溶
出液を回収し，4℃で10,000 rpm，30 分間遠心し
た．遠心上清を回収し，ポアサイズ 0.45 µm の
フィルターに濾過して得られた濾液を100 倍濃縮
下水検体とした．これらの濃縮下水検体から
QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）または
QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を用いてウ
イルス RNA またはDNA を抽出した．

市販キットを用いたウイルス遺伝子の濃縮では，
40 mL の下水流入水からWizard Enviro TNA Kit

（Promega）を用いてウイルス遺伝子を抽出した．
または，1 L の下 水 流 入 水 の沈 査 からRNeasy 
PowerSoil Total RNA kit（QIAGEN）を用いてウ
イルス遺伝子を抽出した．使用方法はキットの添
付文書に従った．

（３）リアルタイム PCR
抽出した下水流入水のRNA サンプルについて，

SARS-CoV-2 および対照としてトウガラシ微斑ウ
イルス遺伝子の定量を，SARS-CoV-2 Detection 
RT-qPCR Kit for Wastewater（タカラバイオ）を
用いてリアルタイム PCR 法により実施した．

（４）温度と凍結融解回数別の下水流入水中ウイ
ルス量の比較

SARS-CoV-2 およびトウガラシ微斑ウイルス遺
伝子量既知の下水流入水を40 mL ずつ分注し，
－ 20℃，4℃，28℃で1 週間，2 週間，4 週間保
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存した．また，－ 20℃での凍結と水浴での融解を，
凍結 1 週間，2 週間，4 週間後に繰り返し，それ
ぞれ計 1 ～ 3 回 の凍 結 融 解 を行 っ た．Wizard 
Enviro TNA Kit（Promega）を用いてRNA を抽
出し，SARS-CoV-2 およびトウガラシ微斑ウイル
ス遺伝子量をリアルタイム PCR により定量した．
定量値は3 回の実験の値を平均した．

（５）COVID-19 患者報告数
下水処理場流域の新規 COVID-19 患者報告数

は，富山県健康対策室および富山県感染症情報セ
ンターにおける公表数 [11, 12] を集計した．

（６）統計解析
COVID-19 患者数，対数変換した下水流入水中

のウイルス遺伝子量について，危険率 5% 未満を
有意とし，SPSS Statistics 27.0（IBM）を用いて
検定を行った．濃縮方法別のウイルス遺伝子量の

比較には，Friedman の順位付けによる変数の双
方向分析，保存条件別のウイルス遺伝子量の比較
には，Kruskal-Wallis 検定を用いた．COVID-19
患者数と，下水流入水中のウイルス遺伝子量との
相関はSpearman の相関係数を用いた．

結果：
（１）濃縮方法別の下水中ウイルス量

図 1 に2022 年 2 月から2023 年 3 月の下水流入
水を対象とした，濃縮方法別のSARS-CoV-2 およ
びトウガラシ微斑ウイルス遺伝子量を示す．

陰電荷膜法，RNeasy PowerSoil Total RNA kit，
およびWizard Enviro TNA Kit により濃縮，抽
出されたSARS-CoV-2 遺伝子量の平均値は，それ
ぞれ，2.2 × 102 copies/L（0 ～ 9.1 × 103 copies/
L），1.9 × 102 copies/L（0 ～ 7.1 × 103 copies/L），

図 1. 濃縮方法別の下水流入水中ウイルス量（2022 年 2 月～ 2023 年 3 月）
下水中の月別 SARS-CoV-2（A），濃縮方法別 SARS-CoV-2（B），月別トウガラシ微斑ウイルス（C），濃縮方法別
トウガラシ微斑ウイルス（D）の遺伝子量をリアルタイム PCR により定量した．***, p<0.001, **, p<0.01, Friedman 
の順位付けによる変数の双方向分析
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2.9 × 104 copies/L（9.0 × 102 ～ 1.2 × 106 copies/
L）であり，Wizard Enviro TNA Kit により検出
されたSARS-CoV-2 遺伝子量が有意に多かった

（図 1A, 1B）．
下水流入水中のトウガラシ微斑ウイルス遺伝子

量の平均値は，陰電荷膜法，RNeasy PowerSoil 
Total RNA kit，およびWizard Enviro TNA Kit
では，それぞれ，6.3 × 107 copies/L（6.8 × 106 ～
2.6 × 108 copies/L），2.9 × 106 copies/L（3.5 ×
105 ～ 4.4 × 107 copies/L），2.1 × 108 copies/L

（3.9 × 107 ～1.4 × 109 copies/L）であり，陰電化
膜法およびWizard Enviro TNA Kit による検出
の方が多かった（図 1C, 1D）．

（２）温度と凍結融解回数別の下水流入水中ウイ
ルス量の比較

図 2 に温度と凍結融解回数別の下水流入水中

SARS-CoV-2 およびトウガラシ微斑ウイルス遺伝
子量を示す．

下水流入水中のSARS-CoV-2 遺伝子量の平均値
は，保存開始時 2.0 × 104 copies/L が，28℃での
保存では１週間で7.6 copies/L と千分の一以下に
減少したが，4℃での保存では1 週間で1.4 × 104 
copies/L に半減，2 週間で4.0 ×103 copies/L，4 週
間で2.1 × 103 copies/L に減少した．－ 20℃での
保存では，1 週間，2 週間，および4 週間の保存
でそれぞれ2.3 × 103 copies/L，1.4 × 103 copies/
L，および1.7 × 103 copies/L であり，いずれも保
存開始時から1 log10 減少した量で推移した（図
2A）．一方，トウガラシ微斑ウイルスでは，28℃，
4℃，および－ 20℃での保存 1 週間，2 週間，4 週
間後でウイルス遺伝子量の減少はみられなかった

（保存温度別のウイルス遺伝子量の比較，保存期

図 2. 温度と凍結融解回数別の下水流入水中ウイルス量
A： 28℃，4℃，-20℃で1, 2, 4 週間保存した場合の下水流入水中のSARS-CoV-2（A）およびトウガラシ微斑ウイル
ス（B），-20℃の凍結と水浴による融解を1 ～ 3 回繰り返した場合の下水流入水中のSARS-CoV-2（C）およびトウ
ガラシ微斑ウイルス（D）の遺伝子量をリアルタイム PCR 法により定量した．
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間 別 のウ イ ル ス 遺 伝 子 量 の比 較， それぞれ
Kruskal-Wallis 検定，p>0.05, それぞれn=3）（図
2B）．

下水流入水を－ 20℃での凍結融解を，1 週間
（凍結融解 1 回），2 週間（凍結融解 2 回），およ
び4 週 間（ 凍 結 融 解 3 回 ） 後 に繰 り返 すと，
SARS-CoV-2 遺伝子量の平均値は，それぞれ2.3
× 103 copies/L，2.9 × 101 copies/L， および4.2 
copies/L であり，凍結融解 1 回ごとに1 log10 ずつ
減少した（図 2C）．一方，トウガラシ微斑ウイル
スでは，凍結融解を1 ～ 3 回繰り返しても，ウイ
ルス遺伝子量の減少はみられなかった（Kruskal-
Wallis 検定，p>0.05, それぞれn=3）（図 2D）．

（３）富山県の環境サーベイランスにおける
SARS-CoV-2 検出状況

図 3 に富山県内 1 下水処理場の下水流入水から
のSARS-CoV-2 検出状況と流域のCOVID-19 感染
者数の推移を示す．本調査では，2022 年 1 月ま
での下水流入水からはSARS-CoV-2 が検出されず，
COVID-19 流行のいわゆる第 6 波である，2022 年
2 月以降の下水流入水から継続的にSARS-CoV-2
が検出された（図 3A，3B）．また，流域のCOVID-19
患者の全数報告数が144 人／週（すなわち人口 10
万人あたり新規感染者数が約 72 人／週），または
定点あたり報告数が2 人／週を超えた場合に下水
流入水からSARS-CoV-2 が検出された．調査期間
中の下水流入水中のSARS-CoV-2 遺伝子量の平均
値は6.1 × 104 copies/L であり，最も多かったの
は，2022 年 8 月上旬の1.2 × 106 copies/L であっ
た．

（C） 

調査期間 COVID-19 報告方法 
下水調査の

頻度 

下水 SARS-CoV-2 量と COVID-19 

報告数との Spearman の相関 

2022 年 2 月***～2022 年 8 月 31 日 全数報告 毎月 R=0.429, p=0.337, n=7 

2022 年 9 月 1日～2022 年 9 月 25 日 全数報告 毎週 R=0.300, p=0.624, n=5 

2022 年 9 月 26 日～2023 年 5 月 7日 全数報告の見直し* 毎週 R=0.465, p<0.05, n=26 

2023 年 5 月 8日～2024 年 3 月 31 日 定点報告** 毎週 R=0.476, p<0.01, n=43 

図 3. 下水流入水 SARS-CoV-2 量と処理場流域におけるCOVID-19 患者数との推移
富山県内 1 下水処理場における下水流入水中のSARS-CoV-2 遺伝子は，Wizard Enviro TNA Kit により抽出し，
リアルタイム PCR により定量した．SARS-CoV-2 の検出下限値は，200 copies/L であった．
* 全数届出の見直し：医療機関からの発生届出の対象を65 歳以上の者，入院を要する者，重症化リスクがあり，新
型コロナウイルス感染症治療薬の投与又は新たに酸素投与が必要と医師が判断する者，および妊婦に限られた．そ
の他の軽症者は，医療機関，健康フォローアップセンター登録による感染者数の全数把握となった．
** 定点あたり患者数：下水処理場流域の20 定点医療機関からのCOVID-19 患者報告数の平均．
***2022 年 2 月以降，当該処理場の下水流入水からSARS-CoV-2 が検出された．
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下水流入水中 SARS-CoV-2 遺伝子量とCOVID-19
患者数との関連性を図 3C に示す．下水流入水中
SARS-CoV-2 遺 伝 子 量 とCOVID-19 患 者 数 は，
2022 年 2 月～ 9 月 25 日の調査（COVID-19 は全
数報告，下水調査の頻度は毎月または毎週）では
有意な相関はみられなかった．一方，2022 年 9 月
26 日から2023 年 5 月 7 日の調査（COVID-19 は
全数報告，下水調査の頻度は毎週），および2023
年 5 月8日から2024 年 3 月31日の調査（COVID-19
は定点報告，下水調査の頻度は毎週）では，中等
度の相関がみられた（Spearman の相関）（図 3C）．

考察：2022 年 2 月から2023 年 3 月の下水流入水
について，濃縮方法別のウイルス遺伝子量を比較
し た と こ ろ，SARS-CoV-2 で はWizard Enviro 
TNA Kit による検出量が多かった．以前報告した
下水流入水サンプルへのウイルス添加実験でも，
Wizard Enviro TNA Kit に よ るSARS-CoV-2 の
回収率が高く，高感度であることが示されており，
本調査の結果と一致する[13]．一方，トウガラシ
微斑ウイルスではWizard Enviro TNA Kit およ
び陰電荷膜法による検出量は同等であった．ウイ
ルスによって濃縮方法別の検出量に差がみられた
のは，SARS-CoV-2 はトウガラシ微斑ウイルスよ
りも下水流入水中の安定性が低いことや（図 2），
陰電荷膜法では下水をpH3.5 に調整する工程があ
るため，酸に対する感受性が影響した可能性が推
測される [14-16]．

また，下水流入水サンプルの保存条件を検討し
たところ，－ 20℃で4 週間保存した場合のSARS-
CoV-2 遺伝子量は，－ 20℃で1 週間保存した場合
とほぼ同 等 であっ たため，－ 20 ℃ ではSARS-
CoV-2 遺伝子量の減少は比較的少ないものと考え
られた．

一方，凍結融解を繰り返すと，SARS-CoV-2 遺
伝子量は，1 回ごとに1 log10 減少した．4℃での
保 存 では，SARS-CoV-2 ゲ ノ ム 量 は4 週 間 で1 
log10 減少した．これまでの研究により，下水流入
水中のSARS-CoV-2 の1 log10 減少時間は，4℃，
15℃，25℃，37℃それぞれ27.8 日，20.4 日，12.6
日，8 日と高温ほど速く不活化されること，不活
化の機序はウイルス蛋白質の変性が主であること
が報告されている [14-16]．本調査結果から，下水
流入水のサンプルは，4℃で速やかに検査に供す
ることが望ましいが，速やかな検査が困難な場合
は冷凍し，凍結融解を繰り返さないという基本に
従うことが重要と考えられた．

本調査では，流域のCOVID-19 患者の全数報告
数が144 人 / 週（すなわち人口 10 万人あたり新
規感染者数が約 72 人 / 週），または定点あたり患
者報告数が2 人 / 週を超えた場合に，下水流入水
から2 × 102 ～1.2 × 106 copies/L のSARS-CoV-2
が検出された．2022 年 9 月 26 日以降，下水流入
水中のSARS-CoV-2 遺伝子量は，感染者数と中等
度の相関がみられていることから，地域における
COVID-19 流行の目安になることが示された．

SARS-CoV-2 の感染者における糞便中へのウイ
ル ス 排 出 量 は3 log10 copies/mL か ら5 log10 

copies/mL 程 度 と少 なく[17]， 尿 中 へのSARS-
CoV-2 の排出量も少ないため[18]，流域の感染者
数が一定数を超えないと下水流入水からSARS-
CoV-2 が検出されないことが推測される．今後，
高感度で簡便なウイルス検出方法を検討し，継続
的な調査に適用することで，地域流行の状況をリ
アルタイムに捉えることが期待できる．
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