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〔第lDIDIl尽かきシンポジウム ブロシーデイングt

カキのノロウイルス浄化法に関する研究

一培養可能なネコカリシウイルス(FCV)を代替えとして一

はじめに

ノロウイルス食中毒は、周年を通して発生が

報告されているが、カキに起因するものは12tJ

から 2月がピークになる傾向がある。ノロウイ

ルスはヒトの腸管でのみ増殖するウイルスであり、

カキには感染しない。すなわち、ノロウイルス

を保有していてもカキは影響を受けない。ノロ

ウイルス感染者から排il~ された糞便もしくは l恒

吐物は下水処理場に至るが、ウイルスの一部は

下水処理をかいくぐり、河川に排出される。そ

のまま海へ流出したウイルスは.ろ過食性であ

るカキなどの二枚貝の中腸腺に濃縮され

(Guyaucr et a/" 2000)、このウイルスを有する、

いわゆるれ汚染カキ"をヒトが生のままあるい

は加熱不十分のまま食すると、ウイルスはヒト

の消化管に戻り、感染を引き起こす。ウイルス

の感染経路は、大きく分けて経口感染と 11~ 沫!感

染に分けられ、主に以下の3点が挙げられる。

1)カキなどの二枚貝の生ないし加熱処理不十分

での摂食。

2)ノロウイルス感染者を介する汚染食品の摂食。

3)忠者ないし健康感染者の糞便・吐物からの二

次感染によるものである。

カキとノロウイルスに関しては室賀・高橋

(2004)の総説に詳述されている。

ノロウイルスは1968年、米国オハイオ州の

Norwalk市の小学校で発生した集団胃腸炎の忠者

から見出され、土地の名を冠してノーウオーク

ウイルスと呼ばれている。 1972年に電顕下でそ

の形態が明らかになり小型球形ウイルス (SRSV)

と称されたが (Kapikian('1 al.. 1972)、2002年に国

吉水 守・笠井久会(北海道大学大学院水産科学研究院)

室越 章(ヤンマーマリンファーム)

際ウイルス学会でノロウイルスという正式名称

が決定し、日本でも2003年8月、食品衛生法の

改正でSRSVからノロウイルスに変更された(入谷・

瀬戸.2003)。

ノロウイルスはカリシウイルス科のベシウイ

ルス属に属し、直径27~40nl11、正十二面体構造で、

7.5~7.7kbの l 本鎖(+)RNAを持つウイルスである。

現在、抗ウイルス薬はなく治療は困難であり、

感染者の体内のウイルスは便中に 2週間ほど排

iI止され続ける。ノロウイルスは人工的に培養で

きないために、今回、代替ウイルスとして、培

養が可能な同属のネコカリシウイルス(pCVF-23 

株)を則いることにした。カリシウイルス科ベシ

ウイルス属のFCVは、ノロウイルスと生化学的

な性状が類似し、主要な塩基配列やゲノム構成

も類似しているにもかかわらず、ノロウイルス

と異な f)培養細胞での培養が容易である。

カキのノロウイルス食中毒が主に冬場に発生

することから(Nishidaet (/1.， 2003)、以下の各要悶

を本研究の仮説として設定した。

1)夏季は忠者の発生がないために、環境へのウ

イルス放山が少なくなり、食物連鎖が成立しな

くなる。

2)水温が上昇し、カキの消化活性が上昇して、

ウイルスカf消化あるいは排出される。

3) カキの消化管内に存在する細菌が産生する物

質により、ウイルスが不活化される。

4)水温の上昇により環境中のウイルスの安定性

が低下し、夏季には検出されなくなる。

上記2)-4)の検証のため、およびカキの浄化施設

で使川する清浄海水を確保するために、以下の



試験を行った。

カキ浄化用水の検討、 FCVの紫外線感受性お

よび電解水感受性。

2. FCVに対するカキの消化酵素および消化管内

細菌の影響。

3. Fαの温度安定性。

4. カキ殻を外すための高静水圧処理によるFCV

の不活化。

1カキ浄化用海水の確保

カキの大腸菌浄化に閲しては、紫外線照射お

よび次亜塩素酸の海水への添加により浄化用海

水の確保が計られているが、ノロウイルスが不

活化される条件については不明である。そこで、

まずト1ではノロウイルス代替FCVの紫外線感受

性について検討した。続いて2・2では、海水およ

び‘NaCl溶液の電気分解により生成する次車塩謀・

酸によるFCVの不活化効果について検討した。

1-1ネコカリシウイルスの紫外線感受性

方法

低圧紫外線ランプには市販の殺菌灯(ナショ

ナルGL-lS) を使用した。照射量は紫外線強度計

(井内盛栄堂 UVR-400GL)による照度の実測値と

照射時聞から計算した。ウイルス液を径900101の

プラスチックシャーレに約O.5mLとり、均ーには:

げた後.低圧紫外線ランプを用いて所定時間紫

外線照射を行い、 ウイルス感染価を測定した。

結果

FCVの紫外線感受性を同 lに示した。 Fcvti

1.0x104μ W'sec/c012の紫外線照射でもー桁の感染

価減少を示したに過ぎなかった。既幸I'{(吉水・笠

井.2002)の衛生細菌.魚類病原ウイルスと比較

すると紫外紘感受性が低く、紫外線殺菌には高

性能中圧ランプが必要であることが明らかとな

った。
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図l.然外線照射後のFCVのウイルス感染価の消長

1・2ネコカリシウイルスの電解水感受性

方法

1 Lの海水もしくは3%NaCI溶液にFCV培養液

をlO1L添加し、所定の塩素濃度になるまで電気

分解し、 l、2.5および5分後に91存量の培地を加

え塩素の作用を止め、 ウイルス感染価を測定した。

結果

図2に見られるように、 3%NaCl溶液の場合、

FCV はO.2301g/Lの残留塩素を含む電解水で l分

間処理することにより、感染価は二桁以上減少

し分離されなくなった。海水の場合は、残骨塩

素濃度0.4101g/Lでほぼ検出限界以下となった。

FCVの電解水感受性は魚類病原ウイルスと比較

すると高く、 3%食塩水中ではO.23mg凡、海水中

ではO.3-0A01gんの塩素濃度で十分不活化が可能

となり、 ウイルスを不活化した電解水中でカキ

の生理活性を保持したまま飼育ができる結果と

なった。なお、 カキはO.3mglLの残留塩素を含む

電解海水中でも、摂餌および外套膜の動きは正

常であった。
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10'Cおよび20'Cで48時間保液100f1 Lを添加し、5.8 

ろ過済み試持した。未ろ過の試料はHAろ過し、l-・ー孟0.23mg/LI 思'"'4.8 

縦一=能宝 3.8
t<疋
=ミ宍 2.8
T 長
f、1.8

料はろ過せずに感染価を測定した。

結果

ろ過したホモジナイス液中では安定であったが、

未ろ過液(細菌を含む)巾では不安定であり、
6 5 2 3 4 

処理時間 (min)

0.8 

0 

この結果はイガイの消化酵素よりも、消化管に

存在する制11菌、主として脳内細菌がウイルスの区12-1.FCVをri語力11した3%NaCI溶液を屯気分Wf，
した場合のウイルス感染価の消長

不活化に関与している可能性が示唆された(図3)。
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図2・2.FCVを添加した海水を電気分解
した場合のウイルス感染価の消長
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実験H

次いで、広島湾奥の海岸に吊るしたカキの司lノロウイルスに対するカキ消化酵素および消2 

腸腺に等量のPBSを加え、ホモジナイズした液(図化管内細菌の影響

では“未ろ過") 180μLおよび14‘∞Orpm' 20分ノロウイルスによる食中毒の発生が夏場に、

間違心分離し得られた上清(図では・6上清") カキの消化減少することから、水温が上昇し、

180μ しに、 FCV液を20μL添加し、 20"Cで48時間活性が上昇してウイルスが消化あるいは排出さ

ろ過せずに感染価を測定した。保持した後に、もしくはカキの腸r"J細菌が産生する物れるか、

この場合、倒体別に5検体について検討した。ウイルスが不活化される現象がある質により、

結果のかどうか、イガイおよびカキを使用して試験

供試した 5個体中3個体のホモジナイズ液(未を行った。

ろ過)において、 Fαの感染価が二桁減少した(図実験I

4)0 [iiJーロットのカキでも胴体により差が認め同館湾内で採取したイガイの軟体部に等111:の

ろ過したホモジナイズ液では未ろ過のられた。PBSを加え、ホモジナイズした液(未ろ過)およ

、
'-ものほど感染価の減少が見られないために、びり.45μmミリポア一HAフィルターろ過した液(ろ

のFCVの不活化には細菌が関与していると考え

られたo

ノロウイルス代替

として形態が類似する魚類ノダウイルスBF-NNV

この場合は、過)900μLIこ、

16 
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図4.カキホモジナイズ液中で20''Cにて保持した場合のFCVの安定性(感染悩の消長)

実験皿

得られた栴養ろ液 (HA浦過)と103叶CIDso/wellの実験IJでカキの消化盲嚢とFCVを混合したとこ

FCVを4Hwellマイクロタイタープレート仁、 50μLこれは、ろ、 3β検体でFCVの感染力価が減少した。

ずつ1: 1の割合で混合し20'Cで3時間反応させた。中l腸腺を含むカキ消化管lこFCVを不活化する物

陰↑生対・照区にはMEMoを、陽f生対照区にはウイル質が存在するか、あるいはFCVを不活化する物

ス液を用いた。 CRFK細胞に接種後、 37'Cで72時

間培養し、抗FCV活性の有無を観察した。抗ウ

イルス活性の測定は101.0から106叶CIDso/wellまで

質を産生する細胞が存在する可能性があると考

を有する細菌を探索し、得られた抗ウイルス活

性物質産生細菌を対象に、抗ウイルス活性を検

カキ消化管から抗FCV活性えられる。そこで、

段階希釈したFCVをどこまで不活化できるかで

評価した。討した。

結果方法

抗FCV活性産細菌のスクリーニング結果:ヵ広島湾奥の海岸に吊るしたカキ10個体の消化

キの中腸腺から分離した供試株計310菌株を用い管ホモジナイズ液から、 2004年7月21日に204菌

て行った抗FCV活性のスクリーニング結果を

表 lに示した。

M-CYG培地

に接種して20'Cで48時間振とう培養を行った。

8月6日に106株を釣菌し、株を、

表1.抗FCV活性を有するカキ消化管ホモジナイス.ìf~山来細菌の検索結果
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表lに見られるよう仁、抗FCV活性を示した

細菌は 7月分離株20-l菌株中に l株(0.49%)、

8月分離株L061有利;111に3株 2.83%見いだされた。

FCVIこ対する抗ウイルス活性は、 NO.176が5.75、

NO.52、58、63が3.00logTCID5o/wellのウイルスを

不活化した。

カキ消化管内科物由来細菌の0.5-2.8%に抗

FCV活性を有する細菌が見いだされ、 これらの

株の培養液50μしが5.751ogTCIDsoものウイルスを

不活化したことから、 カキのm化管内でのFCV
の不活化はこれら細菌による可能性が示唆された。

なお、 NO.176株は¥libriohepalarillsと同定され、

二枚貝から分離される lうかin属細菌でヒトに害

はない。また、産生している抗ウイルス物質の

分子量は 5，000以下3，000以上の易熱性の物質であ

った。

3 ネコカリシウイルスの温度安定性および海水

中での安定性

ノロウイルスによる食中毒が主に冬季問に発

生することから。 代替FCVの温度安定性をウイ

ルス培養液および海水を用いて検討した。

方法

ノロウイルスの代替としてFCVを用い、血m
を含まない細胞およびウイルス培養液ME1VJoで、希

釈したFCV液を5・¥0・20および37'Cの各温度で保

持し、感染価の消長を観察した。 また、海水お

よび海水中の*111酬を除去したろ過海水にFcvi夜

を添加し、 5・10および20'Cの各温度で保持し、

感染価の消長を観察した。

結果

ウイルス培養液および海水中でのFCVの感染

価の変化を図5および6に示した。 FCVもノロ

ウイルス同様、 37'C前後で増殖するウイルスで

あるにもかかわらず、 37'Cでは不安定であり、

20'Cを下回る温度から安定性が噌し、 10'C、 5"(;

18 

と温度が低くなるにつれ長く生存した。特に

IO'C以下では、海水中で20日間も安定であった。

このことは、 ノロウイルスによる食中毒が夏

場に少なく、 冬季間に多く見られる要因の一つ

と推察される。
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4高静水圧処理によるウイルスの不活化

カキ殻を剥くのに40"C・ 80MPa'5分間の11可

正処理をする技術が開発され、図 7に見られる

ような装置が実用化されている。高J(-fでは*111

的およびウイルスが不活化されるとの幸1，1.告があ

るζ とから，本条件でFCVが不活化されるかと

うか検討‘したc

図7.カキの自動政事l機

}j i~ 

FCV培養液をストマ yカー旧ポリ袋に封入し、

住18に示す加圧装世に入れ、 40"Cで80MPa.200

MPa. 300~伊a.400MPaで 5 分間処理し、減圧・冷

却後、ウイルス感染佃iを測定したっ

[:;.(18加圧試験段:置

かき研究所ニコースヌ0.16

結果

40"C・ 80MPa. 5分間の処理で、 FCVの感染価

は約 l桁減少し、 200MPaで99.99%以上不活化さ

れた(凶9)。本装置でFCVを完全に不活化する

とすれば40"C・ 300MPa・5分間の処理が必要と

なったい
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FCVを40'C・ 80MPa' 5分間処理した時のrcv

の感染fiUiを実数値で、表示すると図10のようになり、

40'C・ 80MPa・5分間の高静水圧処理で、ドCVの

感染粒子が百万感染粒子単位で不活化でき、カ

キの浄化に有効な手段と考えられた。

試験II

次いで図7に示したカキの殻剥機にFCVを入れ、

40'C・ ROMPa・5分間処理した時のFCVの感染価

を表2に示した。この場合、 FCVは40'C・ 5分の

加熱により約 l桁減少し、加圧によりさらに約

1桁減少した。

表.実用機でウイルス液を加圧した場合の感染価の変動

試験区 感染fdli
(Log.'f'CI [)so /mL) 

対照区 (ot) 8.5 

加温区 (40t.5 min) 6.7 

加圧区 (40t. 80 ~IPa. 5 min) 5.8 

考察

ノロウイルスはカリシウイルス科ノロウイル

ス属のウイルスで、ヒトの腸管上皮で増える。

しかし、未だ培養細胞を用いて増やすことがで

きず、その存在は本ウイルス特異遺伝子を検出

して確かめるしかすべがない。ノロウイルスの

不活化条件を検討するに際し、培養可.能な代替

ウイルスの検索と代替ウイルスを!日いた不活化

法の検討を行ってきた。魚類ウイルスを検討・し

たが、よりノロウイルスに近いネコカリシウイ

ルス (FCV)を用い、カキの消化管に取り込まれ

たウイルスを想定した不活化法の検討を行った。

まず、大腸菌を指標としたカキの浄化に関し

ては.紫外線殺附装置および次亜塩素酸の海水

への添加による浄化m水の確保が閃られているが.
ノロウイルスが不活化される条件については不

明である。今岡、 rcvの紫外線感受性について

検討したとよろ、 FCVはl.Ox104μw・sec/cm2の紫

外線照射でも一桁の感染価減少を示すに過ぎず、

既報の衛生細菌等と比較すると紫外線感受性が

低い部類に属すウイルスであった。一方、 FCV

の電解水!感受性を検討したと ζろ、 FCVは食jjI

電解水(3%1、laCI)r1JでO.23mgfL、海水電解水中で
は0.3-O.4mg/Lの塩素濃度で不活化され、この濃

度はカキの生理活性を保持したままウイルス不

活化水で飼育ができることを示し、ノロウイル

スの浄化に電解水が有効であることが示された。

次いで、広島湾奥に懸垂したカキのノロウイ

ルス遺伝子保有状況をRT-PCR法で調査したところ、

夏季にはノロウイルス遺伝子が検出されなくな

った。この現象は従来から知られているもので

あり、今回その要因として

①夏季は食中毒の発生がないために環境へのウ

イルス放出が低くなり、食物連鎖が成立しな

かった。

②水温がJ:外しカキの消化活性が上昇してウイ

ルスが消化あるいは排出された。

③カキの腸内細菌が産生する物質によりウイル

スが不活化された。

④水温の上昇により環境中のウイルスの安定性

が低下した。

の4つの仮説をたて、それぞれについて検証した。

FCVに対するカキの消化酵素および消化管内細

菌の影響を、カキの1'1:.腸腺ホモジナイズ液およ

び遠心上消にFCV液を添加し、 10および20'Cで

2日間保持して感染価の変化を測定したところ、

5個体中3個体のホモジナイズ液においてFCVの

感染価が2桁減少した。 i意過除菌液では感染価



の減少は見られなかった。このことはウイルス

の不前化に細菌が関与していることを示唆して

いる。実際にカキの消化管から制liMiを分離し、

抗FCV昨t生を有する細菌の検索を行ったところ、

310菌株中に4株見いだされ、 FCVに対する抗ウ

イルス活性は、l株が5.75、3株が3.∞LogTCIDso/well
のウイルスを不活化した。このように、カキ消

化管内容物由来細菌の0.5-2.8%に抗FCV活性を

有する細菌が見いだされ、これらの株の培養液

がFCVを不活化したことから、カキの消化管内

でのFCVの不活化はこれら紺|閣による可能↑生が

示唆された。さらにFCVを5・10・20および37"Cの

各温度に保持し感染価の消長を観察したところ、

温度が低くなるにつれFCVは安定となった。こ

れらの結果は夏季に海水温が上昇すればFCVは

不安定となり速やかに不活化される可能性が示

唆された。

現在、カキ殻を剥くために40"C・ 80MPa・5

分間の高圧処理をする技術が開発され実用化さ

れている。そこでこの条件下でFCVが不活化さ

れるかどうかを検討したところ、 FCVの数百万

感染粒子が不活化され、初発の感染粒子数を下

げても同様に不活化され、カキの浄化に有効な

手段と考えられた。

以上の結果は、ノロウイルスと [iiJJiliの培養可

能なFCVを用いて待られたものであり、ノロウ

イルスにそのまま適応することは出来ないものの、

ノロウイルスも同様の挙動をとると考えると、

カキのノロウイルス対策を考える上で参考にな

る知見であると考える。今後は、本条件がノロ

ウイルスに有効かどうかの評価系を雌立する必

要がある。

tJ'き研究所=コースNo.l6

結論

カキのノロウイルスによる食中毒防止のため

の坤・化言U食を、 ノロウイルスの培養ができず感

染価を指標に評価できないために、代替ウイル

スに同属のネコカリシウイルス (FCV) を用い

て試験し以下の結果を得た。

1.カキの浄化用水に関しては、紫外線ではFCV

を十分不活化できなかったが、電解海水では

カキの生四に悪影響を与えない塩素濃度で

FCVが十分不活化されたことから、'j;¥i僻海水

カ{j直していた。

2. 海水中ではFCVは10"C以下で安定であり、

20"C以上になると不安定になった。

3. カキの消化管内に存在する細菌がFCVの不活

イtに関与・していることカ宣明らかになった。

4.カキの殻剥機を用い、 40'C・ 80MPa・5分間の

高 Il(fiリ~FE処理を行うことにより、 FCVの感染

価が¥-2桁減少した。実数値換算では百万感

染粒子単位で不活化で、きた。

ノロウイルスの代替えとしてFCVの感染価を

指標にした場合、浄化用水を電解海水にする、

浄化を20'C前後で行う、高静水加圧処理を行うの、

3点を組み合わせることにより、カキのノロウ

イルス持化がある程度可能になると考える。
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