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研究の概要 
本研究では、これまでに独自開発したウイルス吸着タンパク質（virus-binding protein: VBP）
や加水分解酵素を用いた固形試料からのウイルス回収技術（enzymatic virus elution 法: EVE 

法）を活用し，全く新しい病原ウイルス濃縮・検出・同定技術を開発する．具体的には，様々 

な固形物に付着している病原ウイルスを EVE 法により効率的に回収し，さらに VBP をウイル

吸着材及び検出プローブとして用いてウイルスを濃縮・検出した上でウイルス同定を行う包括 
ス的技術の確立を目指す。 
研 究 分 野：環境水質工学 
科研費の分科・細目：土木工学・土木環境システム 
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１．研究開始当初の背景 
 ここ数十年における様々な技術革新によ
りウイルス分析技術が発達し，人間社会にお
ける病原ウイルスの実態が少しずつ解明さ
れてきた．しかしながら，感染症被害をもた
らしている病原ウイルスの感染ルートを特
定することは従来から非常に困難であった．
これは，想定される病原ウイルスの感染ルー
トが多岐に渡り，存在濃度が希薄で，さらに
主要な媒体と考えられる食品や水環境中か
らのウイルス検出技術の感度に限界がある
ことに大きな原因がある．病原ウイルスの感
染ルート解明のため、環境中に存在する病原
ウイルスの高感度な検出手法を開発するこ
とが切望されているのが現状である． 
 
２．研究の目的 
 病原ウイルスを高感度で検出するために
は，環境サンプル中から高効率でウイルスを
濃縮する作業が必要不可欠である．本研究で
は，これまでに独自開発したウイルス吸着タ
ンパク質（virus-binding protein: VBP）や加水
分解酵素を用いた固形試料からのウイルス
回収技術（enzymatic virus elution 法: EVE 法）
を活用し，全く新しい病原ウイルス濃縮・検
出・同定技術を開発する． 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の 4 つの項目からなる． 
(1) 複数種の病原ウイルスを吸着可能な VBP
（enteric virus-binding protein: EVBP）の分
離・同定 
 本項目では複数種の病原ウイルスに対し

て吸着活性を有する EVBP の分離を目指す．
アフィニティリガンドを固定化したカラム
に活性汚泥細菌から粗抽出したタンパク質
を投入し，アフィニティリガンドに吸着して
カラム内に保持されたタンパク質を EVBP と
して回収する．回収された EVBP のウイルス
吸着能力は，実際のウイルス粒子を用いた
ELISA 法により確認する． 
(2) VBP 固定化カラムによる水中病原ウイル
ス濃縮・検出手法の確立 
 VBP を固定化したカラムに試料を流し込
むことでウイルスを固定化 VBP で捕捉し，さ
らに酵素で修飾した VBP プローブで検出す
る技術を開発する． 
(3) EVE 法による固形試料からのウイルス回
収技術の開発 
 ウイルスによる汚染が懸念される二枚貝
（カキ等）や下水中の懸濁物質のような固形
試料からのウイルスの誘出技術の開発を行
う．固形試料中の有機物をプロテアーゼ，リ
パーゼ，アミラーゼ等の酵素により消化する
ことで，付着したウイルスを効率的に液相へ
誘出する技術を開発する． 
(4) ウイルス遺伝子検出・同定技術の開発 
 水及び固形サンプルから回収，濃縮された
サンプル中から，感染力を持つウイルス遺伝
子を検出・同定する技術を開発する． 
 
４．これまでの成果 
(1) 複数種の病原ウイルスを吸着可能な VBP
（enteric virus-binding protein: EVBP）の分
離・同定 
 急性胃腸炎患者から頻繁に検出されるノ



ロウイルス GII/4 に吸着能を示すタンパク質
の分離に成功し，その特性評価を行った．得
られたノロウイルス吸着タンパク質はシャ
ペロニンの構成タンパク質である GroEL と
高い相同性を有していた．また，超音波処理
と遠心分離を組み合わせた活性汚泥からの
タンパク質抽出方法を確立し，さらに抽出タ
ンパク質中に EVBP が存在することがポリオ
ウイルス粒子を用いた ELISA 法により確認
された． 
(2) VBP 固定化カラムによる水中病原ウイル
ス濃縮・検出手法の確立 
 ガラスビーズへの VBP 固定化法を確立し
た．また，カゼインをブロッキング剤として
用いることで，VBP の活性を損なわずガラス
ビーズへの非特異的吸着が抑制できること
が明らかとなった． 
(3) EVE 法による固形試料からのウイルス回
収技術の開発 
 カキの中腸腺から効率的にウイルス粒子
を回収する手法として，リパーゼを用いた
EVE 法を開発した．本手法は酵素を用いない
手法と比べて約 80 倍ウイルス回収率が高く，
実試料を用いた比較評価により本手法が既
存の手法より格段に高効率であることを実
証した．また，リパーゼは流入下水をポリエ
チレングリコール（PEG）で凝集させた沈査
からの誘出にも効果的であることを発見し，
下水からの高効率なウイルス誘出技術を開
発した（PEG-EVE 法）． 
(4) ウイルス遺伝子検出・同定技術の開発 
 感染力を持つウイルスの遺伝子のみを検
出する技術として，エチジウムモノアザイド
を用いた手法（EMA-PCR 法）を開発した．
本手法は外殻タンパクが損傷しているウイ
ルスの遺伝子増幅を EMA により抑止する手
法である．実証試験として熱処理および塩素
処理によるウイルス不活化試験に EMA-PCR
法を適用し，本手法の有用性を確認した． 
 
５．今後の計画 

幅広い種類のウイルスを吸着する EVBP を
分離することの重要性が示されたので，今後
は活性汚泥由来の雑多なタンパク質からの
EVBP の分離を行う．具体的には，ウイルス
粒子を固定したアフィニティクロマトグラ
フィーゲルを用意し，活性汚泥から粗抽出し
たタンパク質を投入し，ゲルに吸着したタン
パク質を EVBP として回収する． 
また，VBP 固定化カラムによる水中病原ウ

イルス濃縮・検出手法の開発も並行して推進
させる．担体への非特異的吸着の抑制方法は
既に確立したので，VBP 固定化カラムにウイ
ルス粒子を投入し，捕捉されたウイルス粒子
を定量し，その回収率等を評価する． 
 (3)(4)に関しては，開発した手法を実試料に
対して適用し，各手法の有用性を評価すると
共に，環境試料からの感染力を持ったウイル

スの検出・定量に用いることで，これまでの
技術では不可能であった環境中に存在する
ウイルスの活性を評価することを目指す。 
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