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研究要旨 

水道水の微生物学的な安全性は凝集沈殿ろ

過と塩素消毒により担保されてきた。クリプ

トスポリジウム等の耐塩素性病原微生物の混

入による大規模な水系集団感染の経験を契機

として、塩素消毒に大きく依存する微生物対

策を改めて見直すことが求められている。 

一般細菌に置き換わる指標としての従属栄

養細菌測定が開始され、全国の測定値が徐々

に明らかになりつつある。一般細菌に比べて

高感度な試験が可能となったことで，不検出

ではない、有意な測定値が得られている。 

ウイルスではノロウイルス、インフルエン

ザウイルスの処理性を検証し、水道の安全性

を確認した。 

耐塩素性病原微生物対策として、試料水の

濃縮方法、クリプトスポリジウムならびにジ

アルジアの迅速遺伝子検査法を開発した。

rRNA の逆転写によってクリプトスポリジウ

ムの高感度検出が可能となり、実用化に向け

ての道が開けた。一方、クリプトスポリジウ

ム等検査が定期的に行われているが、検出状

況を公表している 197 水道事業体中、24事業

体（13％）において原水からの検出を確認し

た。畜産排水処理施設に着目し，病原性原虫

の流出傾向を調査したところ、処理施設への

流入水中のクリプトスポリジウム濃度は

24,000～960,000 oocysts/L，ジアルジア濃度

は 3,900～810,000 cysts/L であり，検出率・

濃度とも高かった。排水処理による両原虫の

除去は平均で 2-3 log 程度であったが，処理

に不良が生じると原虫の除去性能が著しく低

下した。 

 

Ａ．研究目的 

微生物分科会では水道の微生物汚染に係る

諸問題、すなわち従属栄養細菌、腸管系ウイ

ルス、そして耐塩素性病原微生物を包括的に

検討し，水道の微生物学的な安全性確保と向

上を目指している。 

平成20年4月より従属栄養細菌数の測定は

水質管理目標設定項目に追加された。従属栄

養細菌を一般細菌に代わる指標として活用す

るには、現状を明らかにし、活用方法の整理

と実践が必要と考える。 

腸管系ウイルスでは現行の浄水処理によっ

て十分に不活化されることを示すことが、安

全・安心につながる。ヒトノロウイルスは，

未だ効率的な細胞培養系が確立されていない

ため，培養可能な病原性ウイルス（マウスノ

ロウイルス）との比較から現行の処理による

除去性能（log removal）を求めた。トリイン

フルエンザウイルスは腸管で増殖して鳥間で

の水を介した糞口感染が指摘されることから、

水道におけるインフルエンザウイルスの処理

性について確認を行った。 

（資料 2-1 別添 2） 
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クリプトスポリジウム等の耐塩素性病原微

生物対策ではモニタリングシステムの拡充に

向けた濃縮方法と検出方法の開発検討を進め

ている。平成 19 年４月に適用となった指針

で浄水を毎日 20リットル以上採水して 14日

間の保存が推奨されているが、試料水そのも

のの保存には場所を要することから、水試料

の濃縮とその保存方法について提案した。こ

こでは連続的に採水することで水質変化に対

応したり、濃縮物として保存することで保存

を容易にした。さらに浄水だけでなく原水試

料の濃縮方法についても新たに検討を始めた。 

現行の指針におけるクリプトスポリジウム

等検査法は顕微鏡を主体とする検査法である

が，顕微鏡検査に比べて複数の試料を一括し

て処理が可能となる遺伝子検査法に期待が寄

せられている。クリプトスポリジウム等に関

しては排出源対策が重要であることから、相

模川下流域及び社家取水口で検出されたクリ

プトスポリジウムの型別判定を行い、併せて、

畜産施設からのオーシストの排出状況を調査

した。 

 

Ｂ．研究方法 

B1 従属栄養細菌の指標性に関する研究 

従属栄養細菌検査について、神奈川県内広

域水道企業団の水源である酒匂川の河川水を

用いて実施した。また、全国各地における従

属栄養細菌の検出状況については各地の水道

事業体がインターネット上で公表している水

質検査結果を集計した。低濃度の残留塩素が

存在する状況での従属栄養細菌増殖（リグロ

ース）の可能性については、実験的に低濃度

の残留塩素を保持した環境を作り、滞留水（保

存水）における従属栄養細菌の挙動を追跡し

た。 

 

B2 腸管系ウイルスに関する研究 

ヒトノロウイルスは細胞培養形が確立され

ていないことから，PCR によるマウスノロウ

イルスの評価系を応用して塩素に対する耐性

の評価を行なった。また、凝集･沈殿･ろ過に

よる除去は、ヒトノロウイルスの外套タンパ

ク粒子（rNV-VLPs：バキュロウイルス-昆虫

細胞で発現させたもの）を用いた添加実験に

より評価した。あわせて、大腸菌ファージ Q

βならびに MS2 を用いて除去を求め、外套タ

ンパク粒子で得られた結果との比較した。イ

ンフルエンザウイルスはヒトインフルエンザ

（H1N1 季節性）ならびにトリインフルエンザ

（H5N3）を使用した。 

 

B3 耐塩素性病原性微生物の研究 

浄水試料の濃縮･保存を可能とする新規ろ

過方法として、酸溶解性の粒状ハイドロキシ

アパタイトを用いたケーキろ過フィルターを

開発し、性能評価を行った。試料水として国

立感染症研究所内の水道蛇口水、神奈川県内

広域水道企業団綾瀬浄水場計器室の浄水を使

用した。ろ過水中に既知濃度の 3μm蛍光ビー

ズ、あるいはホルマリン固定オーシストを添

加し、回収率を評価した。実地検証例として

神奈川県内の 2 つの水道事業体、Ａ市；河川

表流水を原水 15500m3/日浄水場、Ｂ市：深井

戸を水源とする浄水場の協力を得た。Ａ市で

は 20Ｌ、60Ｌ、及びＢ市では 24 時間の連続

濃縮を行った。一方、原水濃縮法としての応

用には相模川河川水を用いて、ろ過水量等を

確認した。原水適用装置モデルは、浄水用 37

ｍｍサンプリングユニットではなく、90ｍｍ

径のフィルターホルダーにろ紙と粉体を使用

した。 

オーシストからの核酸抽出は以下の手順で

行った。 

 

試料を濃縮 

↓ 

免疫磁気ビーズ法による精製 

（塩酸解離を行わず、次の核酸抽出に進む） 

↓ 

凍結融解を繰り返し、オーシスト等を破壊 

↓ 
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Proteinase K を添加し反応（～60℃） 

↓ 

超音波処理 

（オーシスト等の破壊を徹底） 

↓ 

再加熱で溶解を徹底（～75℃） 

↓ 

95℃で 5 分間の熱処理 

（Proteinase K を失活） 

（LAMP 法ではここで急冷） 

↓ 

遠心後、上清を遺伝子検査に使用 

↓ 

遺伝子増幅反応 

↓ 

判定 

 

図 遺伝子抽出手順を中心とした遺伝子検

査法の流れ 

 

RT-LAMP 法の感度試験では、核酸抽出液

（600 個/ 5μL）を 10 倍毎の連続希釈濃度で

0.00006 個/ 5μL まで調整し，各濃度段階に

ついて２連の RT-LAMP 反応を行った。 

 検鏡法と RT-LAMP 法による環境水からの

クリプトスポリジウム検出を比較した。環境

水 20L を定法に従いフィルター濃縮した。濃

縮液を２等分し，それぞれ免疫磁気ビーズに

よる精製を行った。一方を定法に従い検鏡法

で，他方を核酸抽出に使用した。濃縮液の沈

渣量が多い場合には，沈渣を２～３等分し，

それぞれを免疫磁気ビーズで精製した。全て

の環境水試料は磁気ビーズ精製後-20℃で冷

凍保存し，後日まとめて核酸抽出を行った。

核酸抽出液 20μL より 5μL を RT-LAMP に

使用した。 RT-LAMP により陽性となった増

幅産物は電気泳動を行い，バンドパターンの

異同により増幅産物がクリプトスポリジウム

等であることを確認した。併せて、定量 PCR

の反応系の構築を行なった。 

全国のクリプトスポリジウム等検出状況は、

インターネット上で公表している 197 水道事

業体の測定値を集計し、その解析を試みた。

相模川水系のクリプトスポリジウムの遺伝子

型別では、サンプルを中空糸膜＋遠心分離法

で濃縮し、ＤＮＡを精製した後、ＰＣＲ法で

解析対象遺伝子（18SrDNA、hsp70）を増幅し、

既知のクリプトスポリジウム遺伝子配列情報

に基づいて、クリプトスポリジウムの種及び

株を同定した。養豚施設の汚染実態調査では、

養豚舎内に排泄された糞便と母豚の直腸便を

FEA 法により検査し。また、試料の一部から

磁気ビーズ法によりクリプトスポリジウム等

を精製し、18S rDNA 遺伝子の配列に基づく型

別を実施した。畜産施設の排水処理評価では、

畜産流入排水は 2L、畜産排水処理水は 10 L

からクリプトスポリジウム等の検出を試みた。

なお，調査対象施設では畜舎排水は活性汚泥

法で処理がなされていた。施設への流入排水

は遠心濃縮、排水は中空糸限外ろ過膜で加圧

ろ過濃縮した。超音波処理後にショ糖密度勾

配遠心法で精製したオーシストをセルロース

フィルター上で蛍光抗体染色し、定法に従い

顕微鏡で計数した。 

 

Ｃ．研究結果および考察 

C1 従属栄養細菌の指標性に関する研究 

酒匂川の河川水を取水する飯泉取水管理事

務所で平成17年8月より平成20年12月まで

1回/月の頻度で行った41回の試験結果より、

同時に測定した他の項目と比較したところ、

図 インターネット上で公開された従属栄養

細菌の検出状況（試料総数 6888） 
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