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【研究目的】 

 現在世界的な流行をもたらしている新型コロナウイルス感染症 (COVID-19) は，その原

因ウイルス (SARS-CoV-2) が患者の糞便中にも排出されることが知られている．このため，

下水中に存在する SARS-CoV-2 の定量を行うことで，その排水地域における COVID-19 患

者数を予測できる可能性が期待されている．また，ノロウイルスについては，下水中のウイ

ルス定量結果が地域の感染性胃腸炎報告数と有意に相関することが既に示されている 1．こ

れらのことは，下水中のウイルス定量結果を市民に情報提供し，市民の感染症に対する危機

意識を醸成することで，感染症の拡大封じ込め策の行政政策のひとつとして応用できる可

能性を示している．本研究では，行政政策としての応用を見据え，下水中のウイルス定量の

科学的知見を蓄積することを目的とした． 

 

【材料と方法】 

1) 流入下水サンプル採取および RNA 抽出 

流入下水は，神戸市建設局下水道部の協力の下に，神戸市内の都市部 2 か所の下水処理場 

(処理場 A および B) で，週 1 回スポット採水した．採取したサンプルは，RNA 抽出処理を

するまで-20℃で保存した．流入下水サンプル 160 mL を，40 mL ずつ 50 mL チューブ 4 本に

分注し，遠心分離 (10,000 × g, 30 min, 4℃) を行って沈殿物 (固形画分) と上清に分けた．固

形物は NucleoBond RNA soil (Macherey-Nagel) を用いて RNA を抽出した (以下，Solid RNA)．

上清へはポリエチレングリコール 8000 (10%, w/v; Promega) および NaCl (終濃度 1M; Wako) 

を加え，4℃で一晩ゆっくり撹拌し，遠心分離 (10,000 × g, 60 min, 4℃) した沈殿物をリン酸

緩衝液 (pH 7.0, 0.067 mol/L; Nacalai Tesque) 500 μL で再懸濁した．この懸濁液 140 μL から，

QIAamp Viral RNA Kit (Qiagen) を用いて RNA 抽出を行った (以下，PEG RNA)．また，濃縮

前の流入下水を 140 μL 用いて，QIAamp Viral RNA Kit (Qiagen) で RNA 抽出した (以下，

Raw RNA)． 

 

2) リアルタイム PCR によるウイルス定量 

ウイルス RNA の定量は，Thermal Cycler Dice Real Time System III (Takara Bio) を用いて，

逆転写定量リアルタイム PCR (RT-qPCR) を行った．トウガラシ微斑ウイルス (PMMoV) の

定量には One Step PrimeScript III RT-qPCR Mix (Takara Bio) を，SARS-CoV-2 の定量には



TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems) を用いた．Run ごとにポジティブコ

ントロールから標準曲線を作製し，Ct 値から RNA コピー数を算出した．プライマーは，

PMMoV 検出には PMMV-FP1-rev，PMMV-RP1，PMMV-Probe1 2, 3を，SARS-CoV-2 検出には

CDC 2019-nCoV_N1 および CDC 2019-nCoV_N2 4を混合したものをそれぞれ用いた． 

 

3) 統計処理 

COVID-19 患者数は，神戸市保健所からそれぞれの処理場域内の患者数データを供与いた

だいた．統計解析は，GraphPad Prism 8 ソフトウェアを用いた．下水処理の RNA コピー数

の比較には Mann-Whitney U 検定を，患者数と RNA コピー数の相関係数 (r) は Spearman の

相関係数を，患者数と RNA コピー数の関係は線形回帰分析をそれぞれ用いた． 

 

【結果と考察】 

1) RNA 抽出評価と回収率 

RNA 抽出のインターナルコントロールとして，PMMoV を用いて回収効率の評価を行っ

た．PMMoV はヒトに対する病原性はないが，植物感染性のため，それを摂取するヒトの糞

便から多く検出されることで知られており，環境中からの検出率も高い 3．PMMoV の定量

は，Raw RNA から 1.2 × 109 – 1.6 × 1010 copy/L，Solid RNA から 1.5 × 107 – 2.0 × 108 copy/L，

PEG RNA から 3.1 × 107 – 5.5 × 108 copy/L，の範囲で検出され，Solid RNA に比べて PEG RNA

は有意に検出率が高かった (図 1A) ．PMMoV のコピー数を基に算出した回収率は，Solid

が 0.5–3.8%，PEG が 1.7–20%であり，PEG の方が有意に高かった (図 1B) ．これらのこと

は，PMMoV がノンエンベロープウイルスであり，固形画分よりも上清中での存在率が高い

という報告 5 と一致している．また，先行研究において，PMMoV RNA のコピー数は、液体

画分では 8.2 × 106 –3.1 × 108 copy/L、固体画分では 1.6 × 102 –1.0 × 107 copy /L の範囲であ

った 6．本研究における PMMoV のコピー数は，過去の研究での範囲から大きく逸脱してお

らず，下水の濃縮工程が適切に行われていることが示された． 

 

図 1. (A) 下水処理方法ごとの PMMoV のコピー数．(B) PMMoV のコピー数を基に算出し

た回収率． 

 



2) SARS-CoV-2 RNA の下水分画ごとの検出 

Solid RNA および PEG RNA から，それ

ぞれ SARS-CoV-2 の検出を行った．SARS-

CoV-2 の検出率は，処理場 A は Solid RNA

が75.0% (24/32)，PEG RNAが46.9% (15/32) 

であり，処理場 B は Solid RNA が 81.3% 

(26/32)，PEG RNA が 51.1% (17/32) であ

り，それぞれの処理場において Solid RNA

の検出頻度が有意に高かった (図 2A)．ま

た，検出されたサンプルのコピー数を比較

すると，処理場 A では Solid RNA の方が

有意に高かったものの，処理場 B では有

意な差ではなかった (図 2B)．PMMoV と

は違い，液相と固相の間に明確な検出率の

差が認められず，このことは先行研究にお

いても同様の傾向がみられており，両者を

回収することが推奨されている 7．  

 

 

3) SARS-CoV-2 RNA 濃度と流域内 COVID-19 患者数の関係 

固形画分中の SARS-CoV-2 RNA コピー数は，2021 年 2 月 24 日から 2021 年 10 月 27 日の

間に報告された処理場流域内 COVID-19 症例数と高い相関があった (処理場 A: r = 0.8205, p 

< 0.001; 処理場 B: r = 0.8482, p < 0.001; 図 3). COVID-19 陽性患者数は，他国でも下水中の

SARS-CoV-2 RNA と相関している 8-10 が，SARS-CoV-2 RNA 検出が COVID-19 患者数より先

に増加するか，同時かについては結果が異なっている．下水中のウイルス量は，いくつかの

研究 8,11-14 では臨床データより 4 日から 2 週間先行した一方で，他の研究 6, 15 では時間差は

ないと報告された．我々のデータでも，COVID-19 の症例数と SARS-CoV-2 の RNA 量を相

関させたところ，時間差はなかった．これらの傾向の違いは，感染者数の認知期間の違い，

すなわち，パンデミックの初期には報告が比較的遅くなるため感染者数の把握が難しく，ウ

イルス RNA の検出が感染者数に先行するためであると思われる．神戸市では，積極的疫学

調査を積極的に実施し，感染者数の把握に努めていたため，患者数の報告までの時間差が少

なく，ウイルス RNA 量と患者数は明らかな時間差なく相関した可能性がある．また，処理

場 B からの SARS-CoV-2 RNA の検出は，処理場 A よりも早く起こっていた．実際，処理場

B 流域の COVID-19 患者数は処理場 A より早くピークに達する傾向にあった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. SARS-CoV-2 RNA の下水処理場ごと，方

法ごとの検出頻度(A)とコピー数(B)． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

下水処理場流域における SARS-CoV-2 RNA と COVID-19 症例の関係を線形回帰分析で評

価した (図 4)．本研究では，RT-PCR による SARS-CoV-2 RNA の検出限界は 2.5 copy/reaction

であり，固形物画分では 625 copy/L と算出された．また，勾配を用いて計算した 10 万人あ

たりの COVID-19 の捕捉限界は，処理場 A で 0.75 例，処理場 B で 1.20 例であった．先行研

究では，1 日の COVID-19 陽性率が 1 万人あたり 1 人未満でも検出可能であったこと 16 や，

下水処理場流域地域の人口の約 0.09 および 0.12%で検出できたこと 17 が報告されている．

日本の研究では，5 つの下水処理場から採取した排水サンプル中の SARS-CoV-2 は，流域圏

で 10 万人あたり 10 人以上の COVID-19 の確定患者が発生すると検出されやすくなるが，

10 万人あたり 1 人の患者数になる前でも検出可能だったことが報告されている 18．今回の

研究では，COVID-19 症例の捕捉は，これまでの研究と同等かそれ以上であることがわかっ

た．また本研究では，10 万人当たりの COVID-19 症例が 0.77–34.4 人の範囲にあるとき，

RNA 濃度は 7.6 × 102–2.4 × 104 copy/L の範囲で検出された．先行研究では，10 万人あたり

の COVID-19 の症例数が 4.8–57.3 人のときに 1.7 × 103–3.8 × 105 copy/L19，0.1–100 人のとき

に 1.2 × 101–2.2 × 103 copy/L8，30–174 人のときに 3.0× 103–2.0× 104 copy/L20 であったことが

報告されている．また，Medema らは，人口中の COVID-19 感染者数と下水中の SARS-CoV-

2 RNA 濃度のシミュレーションモデルを報告し，10 万人あたり 10–100 人の症例で RNA コ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. SARS-CoV-2 RNA (Solid RNA)の下水処理場 A (A) および B (B) におけるコピー数

と流域内患者数． 



ピー数は約 102–105 copy/L と推定している 21．今回の結果は，これらの先行研究と一致し，

RNA 濃度が COVID-19 感染者数を反映していることが示唆された． 

 

【まとめ】 

今回の研究で評価した COVID-19 の第 4 波と第 5 波中における下水中 SARS-CoV-2 RNA

のデータは，症例数のモニタリングに有用であり，下水中の SARS-CoV-2 RNA の検出が，

COVID-19 感染の動向をモニターし予測するために使用できることを示している．このモニ

タリングは，ワクチン接種により臨床現場で COVID-19 と診断される患者数が少なくなっ

ても，貴重なデータを提供する可能性がある．今後は，ワクチンの集団接種によって無症状

者の増加が予想され，地域社会における実際の患者数の把握が困難になる可能性がある．地

域内の感染者数，無症状者数を把握できる下水道疫学の有用性は今後ますます高まると思

われる．我々の研究結果は，下水道流域内での対応や健康警報の発令など，下水道モニタリ

ングの公衆衛生への活用の可能性を示している． 

 

【今後の課題】 

ノロウイルスについては，一部の研究サンプルで定量と遺伝子型別を行い一定の傾向を

見出したが，本研究期間内に全てを行うことができず本報告書からは割愛した．さらなる研

究を進め，下水疫学がノロウイルス検知についても有用であるかどうかを確かめたい． 
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図 4. SARS-CoV-2 RNA と COVID-19 患者の関係; (A)下水処理場 A，(B)下水処理場 B． 



【論文発表】 

以上の結果について，第 4 波第 5 波の新型コロナウイルスの動向を論文発表した． 

Yoshihiko Tanimoto, Erika Ito, Sonoko Miyamoto, Ai Mori, Ryohei Nomoto, Noriko Nakanishi, 

Naohiro Oka, Takao Morimoto, Tomotada Iwamoto. (2022). SARS-CoV-2 RNA in wastewater was 

highly correlated with the number of COVID-19 cases during the fourth and fifth pandemic wave in 

Kobe City, Japan. Front. Microbiol. 13:892447. doi: 10.3389/fmicb.2022.892447 
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【経費使途明細】 

              使  途 金 額 

NucleoBond RNA soil (Macherey-Nagel) 

One Step PrimeScript III RT-qPCR Mix (Takara)    

コニカルチューブ 50 mL (Falcon)              

マイクロチューブ 1.5 mL (ワトソン)           

マイクロピペット 200 μL (ニチリョー)      

マイクロピペット 20 μL (ニチリョー)       

振込手数料 

2 箱 

2 箱 

2 箱 

2 箱 

1 本 

1 本 

99,990円 

89,980円 

40,730円 

11,220円 

28,160円 

28,600円 

1,320円 

合  計 300,000円 

大同生命厚生事業団助成金 300,000円 

 


