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2012 年 9 月，わが国の定期接種用ポリオワクチンが経口生ワクチン（OPV）から不活化ワクチン（IPV）へ変更され

た．しかしながら，国外の一部地域においてはポリオウイルスまたはワクチン由来ポリオウイルス患者が依然として確

認されており，インバウンド等による国内へのポリオウイルスの侵入が危惧されている．このことから，2019 年度から

東京都においてもポリオウイルスの侵入を効率的に補足する目的で，環境水中（下水流入水）のウイルスサーベイラン

スを開始した．その結果，2019 年度において，年間を通しポリオウイルスは分離されず，ポリオウイルス以外のエンテ

ロウイルス（エコーウイルス 11 型，エコーウイルス 6 型，コクサッキーウイルス B 群 3 型等）やアデノウイルス（1
型，31 型等），レオウイルスが分離された． 

 
キキーーワワーードド：環境水サーベイランス，下水，ポリオウイルス，エンテロウイルス，アデノウイルス，レオウイルス 

 
はは じじ めめ にに  

急性灰白髄炎（ポリオ）は，ポリオウイルスが中枢神経

に侵入することで四肢の急性弛緩性麻痺を主症状とする二

類感染症（感染症法）である．主に糞口感染を感染経路と

し，世界では汚染水を通じた感染が知られている． 
我が国では 1964 年から経口生ポリオワクチン（Oral 

Polio Vaccine：OPV）の定期接種が開始されて以降，1980
年を最後に野生株ポリオウイルスによる患者の発生はない  
1, 2)．しかし，1970 年以降，ワクチン関連麻痺型ポリオが

散発したため，2012 年 9 月以降，定期接種用ワクチンは

OPV から，より安全な不活化ポリオワクチン（Inactivated 
polio vaccine：IPV）に変更された 3)．一方，アフガニスタ

ンやパキスタンを中心に野生株ポリオウイルスは継続的に

伝播しており，フィリピンやナイジェリアではワクチン由

来ポリオウイルスの流行が報告されている 4)．我が国にお

いても国際化の進展や大型マスギャザリングイベント等に

伴うインバウンドによる国内への来訪者増加のため，ポリ

オ流行国や OPV 使用国からのポリオウイルスの侵入が危

惧されている．そこで，東京都では 2019 年度から感染症

法に基づく感染症流行予測事業（感染源調査）として，ポ

リオウイルスの環境水サーベイランスを開始した． 

今回，東京都健康安全研究センターにおいて，2019 年

度感染症流行予測調査における感染源調査の一環として実

施した下水（流入水）からのポリオウイルスおよびその他

のウイルス（エンテロウイルス，アデノウイルス等）の分

離・検出状況について報告する． 
 
 

実実 験験 方方 法法  
1.  供供試試材材料料  
2019年4月～2020年3月の間，月1回の頻度で都内1か所の

水再生センターより下水（流入水）500 mLを採水し，供

試した． 

 
2. 検検体体のの濃濃縮縮（（陰陰電電荷荷膜膜法法））  
Ozawaら5)およびNakamuraら6)の報告を参考に試料500 

mLを4℃で10,000 rpm×30分間遠心分離を行った後，1.0 
µm孔径グラスファイバーフィルターによりろ過を行っ

た．塩化マグネシウムを終濃度0.05 Mになるよう添加し，

塩酸でpH3.5に調整後，上清を陰電荷膜（0.45 µm孔径フィ

ルター）でろ過吸着した．陰電荷膜を裁断した後，3％ビ

ーフエキス10 mL（50倍濃縮）を用いてウイルス誘出を実

施し（1回目誘出液），再度3％ビーフエキス10 mLにより

ウイルス誘出を行った（2回目誘出液）． 

 
3. ウウイイルルスス分分離離試試験験  
ポリオウイルス感染症の実験室診断マニュアル 7)を参考

に L20B 細胞，RD-A 細胞，A549 細胞，HEp-2 細胞を用い

てウイルス分離試験を行った．1 回目誘出液を 4 ウェル，

2 回目誘出液を 2 ウェルに各 50 µL ずつ接種し，3 代継代

を行った．細胞変性効果（CPE）が確認された際は，培養

上清液を回収し，ウイルス同定を行った．なお，L20B 細

胞を除く細胞で CPE が確認された場合は，培養上清液を

L20B 細胞へ継代し観察を行った． 
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4. 培培養養上上清清液液及及びび下下水水濃濃縮縮液液かかららのの核核酸酸抽抽出出 
培養上清液および下水（流入水）濃縮液 140 µL から

QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて核酸抽出

を行い，核酸抽出液 60 µL を得た． 
 
5. ウウイイルルスス同同定定検検査査  
1) 遺遺伝伝子子検検査査おおよよびび遺遺伝伝子子型型別別 
ウイルスの同定については，ポリオウイルスおよび他の

エンテロウイルス，アデノウイルス，レオウイルスを対象

とした遺伝子検査を実施した．エンテロウイルスは国立感

染症研究所の無菌性髄膜炎病原体検査マニュアル8)，アデ

ノウイルスは同所の咽頭結膜熱・流行性角結膜炎検査，診

断マニュアル9)を，レオウイルスはSpinnerら10)によるプラ

イマー配列を参考に設定し，標的遺伝子の増幅を行った．

なお，エンテロウイルス（ポリオウイルスを含む）および

レオウイルスは培養上清液，アデノウイルスは培養上清液

および下水（流入水）濃縮液由来の核酸抽出液を試料とし

て用いた．PCR反応産物を電気泳動し，特異バンドを切り

出した後，QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用

いて遺伝子精製を行い，DNA液30 µLを得た．シークエン

シング反応には，それぞれのプライマーを用いBig Dye 
Terminator v.3.1 Cycle Sequencing（サーモフィッシャー）

試薬を使用し，DNA液5.0 µLを混合し，94℃15秒，50℃15
秒，60℃4分のサイクルを25回繰り返した．シークエンシ

ング反応産物はCentri-Sep Colums（PRINCETON 
SEPARATIONS）を用い，ABI Prism 3130 Genetic Analyzer

（サーモフィッシャー）を用いて塩基配列を決定した． 
エンテロウイルスにおいては，取得した塩基配列を

NCBIのGenBankを利用したBLAST解析と，National 
Institute for Public Health and the Environmentが提供してい

る型別分類ウェブサービス

（http://www.rivm.nl/mpf/enterovirus/typingtool#/）による解

析により血清型分類を行った．また，アデノウイルスおよ

びレオウイルスはNCBIのGenBankを利用したBLAST解析

により遺伝子型別を実施した． 
2) NGSをを用用いいたたウウイイルルスス同同定定 

 分離株由来検体において塩基配列が複数感染等により同

定できない場合は，次世代シークエンサー（NGS）を用

いて塩基配列の取得を行った．NGS のライブラリー作成

には NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit for Illumina（NEB）
等を使用し，Miseq（illumina）を用いて塩基配列データを

取得した．これら塩基配列データは，国立感染症研究所の

VirusTap11)を用い，解析およびウイルス同定を実施した． 
  

結結果果及及びび考考察察  
1. ウウイイルルススのの分分離離・・検検出出状状況況 
11))  ポポリリオオウウイイルルススおおよよびびそそのの他他ののエエンンテテロロウウイイルルスス 

 年間を通しポリオウイルスおよびワクチン由来ポリオウ

イルスは分離されなかった． 
ポリオウイルスを除くエンテロウイルスは，5月から12

月にかけ7種類分離された（表1）．多く分離された順にエ

コーウイルス11型が7株（採取時期：6月～12月），エコー

ウウイイルルスス 型型 44月月 55月月 66月月 77月月 88月月 99月月 1100月月 1111月月 1122月月 11月月 22月月 33月月

1111型型 － － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － － －

66型型 － － － ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － － － － －

33型型 － ＋＋ － － － ＋＋ － － － － － －

77型型 － － － － － － － － ＋＋ － － －

2255型型 － － － ＋＋ － － ＋＋ ＋＋ － － － －

BB群群33型型 － － － ＋＋ － ＋＋ ＋＋ － ＋＋ － － －

BB群群55型型 － － － － － － － ＋＋ － － － －

　 ＋：ウイルス分離試験において1株以上ウイルスが分離

 　－：ウイルス分離試験においてウイルス分離せず

ウウイイルルスス 型型 44月月 55月月 66月月 77月月 88月月 99月月 1100月月 1111月月 1122月月 11月月 22月月 33月月

11型型 － － ＋＋ － － － ＋＋ ＋＋ － － － －

22型型 － － ＋＋ － － － － － － － － －

55型型 － ＋＋ － ＋＋ － － － － － － － －

66型型 － － － － － － － － － － ＋＋ －

3311型型 － － － － － － － － － ＋＋ ＋＋ －

4400型型 － － － － － － － － － － － ＋＋
4411型型 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

レレオオウウイイルルスス
（（分分離離試試験験））

－ － － － － ＋＋ － － － ＋＋ － －

　 ＋：ウイルス分離試験または遺伝子検査において1株（件）以上ウイルスが分離・検出

 　－：ウイルス分離試験または遺伝子検査においてウイルス分離・検出せず

エエココーー
ウウイイルルスス

（（分分離離試試験験））

ココククササッッキキーー
ウウイイルルスス

（（分分離離試試験験））

アアデデノノウウイイルル
スス

（（分分離離試試験験））

アアデデノノウウイイルルスス
（（遺遺伝伝子子検検査査））

表 1. 環境水サーベイランスにおけるエンテロウイルスの分離状況（2019 年度） 

表 2. 環境水サーベイランスにおけるアデノウイルスおよびレオウイルスの分離・検出状況（2019 年度） 
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ウイルス6型が4株（7～10月），コクサッキーウイルスB
群3型が4株（7月，9月，10月，12月），エコーウイルス25
型が3株（7月，10月，11月），エコーウイルス3型が2株
（5月，9月），エコーウイルス7型が1株（12月），コクサ

ッキーウイルスB群5型が1株（11月）であった． 
今回の調査において，ウイルス同定検査でエンテロウイ

ルスの特異バンドが確認されたものの，ダイレクトシーク

エンスによる遺伝子型別不可の分離株が3株あった．分離

培養上清を用いてNGSによる遺伝子解析を行った結果，

エコーウイルス6型の単独分離が2株，エコーウイルス3型
および11型の2種の分離が1株確認された．また，NGSに
よる解析では，ほぼ全長もしくは数千ベースのウイルスの

塩基配列が取得できた．遺伝子型別の困難時においては，

NGSを用いた解析は複数株の分離時の対応だけでなく，

より長い塩基配列が取得できるため精度の高い解析が可能

となると考えられる． 
22))  アアデデノノウウイイルルススおおよよびびレレオオウウイイルルスス 

  アデノウイルスは5種類の遺伝子型が分離され，C種1型
が3株（採取時期：6月，10月，11月），2型が1株（6
月），5型が2株（5月，7月），6型が1株（2月），A種31
型が2株（1月，2月）であった（表2）． 
下水（流入水）濃縮液からの核酸抽出液を用いた遺伝子

検査においては，アデノウイルスF種の41型が12件（採取

時期：4月～3月）と同種40型が1件（3月）検出された．ア

デノウイルス40型および41型は，主に感染性胃腸炎を引き

起こすとされ，急性期患者糞便中に多くウイルスが排出さ

れる．そのため，糞便中ウイルスを直接反映させる下水

（流入水）濃縮液から細胞分離を介さずに検出できたと考

えられる．また，患者発生に季節性があまりないことが知

られており，今回の調査期間においても年間を通して検出

された． 
レオウイルスは，9月および1月に分離された．なお，9

月に分離されたレオウイルスは，NGSによる解析を実施

した結果，レオウイルス2型および3型と同定された． 
 

2. 感感染染症症発発生生動動向向調調査査デデーータタととのの比比較較  
同調査期間における東京都の感染症発生動向調査事業に

おいて，インフルエンザ定点および小児科定点，内科定

点，基幹定点，眼科定点の病原体定点として搬入された検

体と環境水サーベイランスでのエンテロウイルスおよびア

デノウイルスの分離・検出状況を比較した． 
1) エエンンテテロロウウイイルルスス 
2019年度の感染症発生動向調査においては，夏季を中心

にヘルパンギーナや手足口病等の疾患においてエンテロウ

イルスが検出されていた．環境水サーベイランスおよび感

染症発生動向調査の両方において分離・検出されたウイル

スは，エコーウイルス11型および25型，コクサッキーウイ

ルスB群3型および5型であり，これらの検出時期はおおむ

ね近い時期であった（表3）．感染症発生動向調査におい

ては，コクサッキーウイルスA群（5型，6型，10型，16
型）が遺伝子検査で多く検出されていたが，環境水サーベ

イランスにおいては細胞感受性が低く，分離しにくいウイ

ルスであるため分離できなかったと考えられた．一方で，

環境水サーベイランスではエコーウイルス3型，6型，7型

ウウイイルルスス 型型 4月月 5月月 6月月 7月月 8月月 9月月 10月月 11月月 12月月 1月月 2月月 3月月
3 1 1

1 2

1

1

ウウイイルルスス 型型 4月月 5月月 6月月 7月月 8月月 9月月 10月月 11月月 12月月 1月月 2月月 3月月
4 1 1 2 1

2 3 2 1 3 1

1 2 1 1

1 1

ココククササッッキキーー
ウウイイルルスス

B群群3型型

B群群5型型

アアデデノノ
ウウイイルルスス

1型型

2型型

5型型

6型型

エエココーー
ウウイイルルスス

11型型

25型型

表 4. 感染症発生動向調査および環境水サーベイランスの両方において検出されたアデノウイルスの検出時期 

表 3. 感染症発生動向調査および環境水サーベイランスの両方において検出されたエンテロウイルスの検出時期 

検出数 ：感染症発⽣動向調査 ：環境⽔サーベイランス

検出数 ：感染症発⽣動向調査 ：環境⽔サーベイランス
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が分離されているが，感染症発生動向調査では検出されな

かった． 
2) アアデデノノウウイイルルスス  
環境水サーベイランスおよび感染症発生動向調査の両方

において分離・検出されたウイルスは，アデノウイルスＣ

種の1型，2型，5型，6型であり，おおむね同じ時期に検出

されていた（表4）．感染症発生動向調査においてはアデ

ノウイルス3型，４型，7型，54型，56型等の流行性結膜炎

や急性呼吸器疾患を引き起こすとされる遺伝子型株が検出

されており，環境水サーベイランスにおいては31型や40
型，41型等の感染性胃腸炎を引き起こす遺伝子型株が検出

された．アデノウイルスは遺伝子型により疾患が異なる傾

向があるが，環境水サーベイランスおよび感染症発生動向

調査を併用することで，それぞれ異なる特性をもつ遺伝子

型を併せたサーベイランスになることが示唆される． 
国立感染症研究所の報告によると,ポリオウイルス環境

水サーベイランスにおいて，2014年と2016年, 九州の調査

地点で採取された検体より, いずれも3型ワクチン由来ポ

リオウイルスが検出されている12,13）．2019年度は，東京

都における環境水サーベイランスにおいて，ポリオウイル

スは分離されなかった．環境水サーベイランスは調査対象

の下水道利用地域に限定され，感染源の特定は困難であ

る．一方で感染症発生動向調査においては，都内広域的な

患者を対象としており，不顕性患者を捕捉できない可能性

が高い．これら両方を用いたサーベイランスを拡大・継続

して実施することで，ポリオウイルス等の都内への侵入の

早期探知が可能となると考えられる． 

2020年 1月より国内において新型コロナウイルス患者の

発生が報告されている．また，新型コロナウイルスは患者

糞便中から検出されることが報告されており，山梨県や横

浜市における環境水調査においても新型コロナウイルスが

検出されている 14,15）．このように，環境水サーベイラン

スは流行しているウイルスの探知が可能であることが示唆

され，東京都においてもポリオウイルスに限らず新型コロ

ナウイルス等，対象を拡大し環境水サーベイランス調査を

実施していくことが求められる． 
 今回，我々は年間を通し環境水サーベラインスを実施し

た．ポリオウイルスは分離されなかったものの，その他の

エンテロウイルスやアデノウイルスが分離された．都内流

行状況との関連性を調査するためにも，継続的なサーベイ

ランスを実施していくことが重要である． 
 

まま とと めめ  
2019年度より感染症流行予測調査における感染源調査の

一環としてポリオウイルス環境水サーベイランスを実施し

た．年間を通しポリオウイルスは分離されず，他のエンテ

ロウイルスやアデノウイルス，レオウイルスが分離され

た． 
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Japan switched from vaccination with the live oral polio vaccine (OPV) to the inactivated poliovirus vaccine (IPV) in September 
2012. As high vaccination coverage has been maintained, the risk of polio outbreaks is considered low in Japan. Environmental 
surveillance can act as an early warning system to detect wild-type poliovirus or vaccine-derived poliovirus in low-risk areas, such as 
Japan. 

In this study, we conducted environmental surveillance at a sewage plant in an urban area in Tokyo from April 2019 to March 2020. 
During the surveillance, poliovirus was not detected. However, 7 types of non-polio enteroviruses, including Echovirus 11, Echovirus 
6, and Coxsackievirus B3; 7 types of adenoviruses, including Ad1 and Ad31; and reovirus were detected. 
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