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　ノロウイルスは秋から冬にかけて発生する食中毒原因
ウイルスとして知られている。本ウイルスは感染した患
者の糞便や嘔吐物とともに排出され，下水等を通じて環
境中に放出される。その一部が海水を汚染し，やがて二
枚貝類に蓄積され，食品として消費されることで再び人
へと感染していく1)。二枚貝類の中でも特に秋から冬に
かけて主として生食で消費されるマガキCrassostrea 
gigas（以下，カキ）において，本ウイルスが原因の食中
毒事例が全国的に見られている2)。
　本県ではカキ養殖漁期中，カキのノロウイルス汚染状
況について関係漁業協同組合による自主検査，水産部局
によるノロウイルス分布調査及び衛生部局による行政検
査を行っており，陽性の場合には生産者が出荷自粛等の
措置を講じ，本ウイルスのリスク低減策に取り組んでい
る。
　一方，カキのノロウイルスに関する浄化法について，
砂ろ過海水による浄化3,4)，紫外線殺菌法5-7)，高圧処理
法5,7)及びノロウイルス汚染カキを低リスク海域へ移動
させる方法（いわゆる転地）8)等の研究が行われている。
また，海外ではバージニアガキC. virginica で浄化に関
する研究9)がなされているが，いずれの方法も実用化に
至っていない。近年では，機能性植物成分を含有させた
マイクロカプセルをカキに取り込ませることでノロウイ
ルス検出率を低減させる方法＊が開発されているが，こ
れら一連の研究の過程でカキ消化管内の細菌叢の違いが
ノロウイルス蓄積の有無に影響を与えている可能性も推
察された。
　そこで，2010及びｾ11年度に人為的にノロウイルス汚
染カキを作出し，本ウイルス蓄積の有無を確認するとと
もに，それぞれの細菌叢を属レベルで比較したので報告

する。

材料と方法

　供試カキ ノロウイルスは現在まで培養細胞での増殖
が確認されていないことから，汚染海域と思われる場所
にカキを垂下し，人為的に本ウイルスの検出率を高める
こととした。ｾ10及び ｾ11年度とも岡山県瀬戸内市牛窓町
地先海面で養殖されていたカキを購入し試験に供した。
ｾ10年度は12月20日に購入し，一旦水産研究所地先の試験
筏に垂下後，70個体をカゴに入れ１月７日から３月８日
まで県内の下水処理場排水口付近の海面（水面下約１m）
に垂下した。一方，ｾ11年度は12月５日に購入し，100個
体を12月６日から２月６日まで前年度と同じ場所に同様
に垂下した。取り上げ時のカキの大きさは，平均殻高，
平均殻長，平均殻幅及び平均殻付き重量の順に，ｾ10年度
は120mm，61mm，28mm及び94ｇで，ｾ11年度は119mm，
58mm，31mm及び105ｇであった。
　なお，両年とも垂下期間中カキに目立った斃死は見ら
れなかった。
　水温測定　ｾ11年度のみカキを収容したカゴの中に水
温自動観測装置（Onset 社製）を設置し，垂下期間中の
水温を１時間間隔で毎日24回測定した。
　ノロウイルスの検出　供試カキ１個体ずつ消化管周囲
のグリコーゲン部分を可能な限り取り除き，消化管をハ
サミを用いて切り出した。切り出した消化管を５ml 容量
のガラスホモジナイザーに入れ滅菌海水を３ml 加えて
磨砕し，３等分したものを1.5ml マイクロチューブに収
容後－80℃に保存した。ノロウイルスの検出には，３等
分した消化管磨砕液のうちの１つを用いた。消化管磨砕
液に１％ NALC含有 SDS-トリス-グリシンバッファー
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を500μl 加え，約30秒間激しく攪拌し，37℃，30分間加
熱後，13,000rpm，10分間遠心分離し，上清をRNA抽
出に用いた。RNAの抽出にはQIAamp Viral RNA Mini
キット（QIAGEN社製）を使用し，抽出後はDNase 処
理を行った。そして，NASBA法と RT-LAMP法を組み
合わせた方法10)に準じてノロウイルス遺伝子の増幅を行
った。本ウイルス有無の判定は，反応の最終過程におい
て肉眼でピロリン酸マグネシウムの白濁が見られたもの
を陽性とした。
　細菌の分離　細菌分離には，上記の消化管磨砕液を３
等分したもののうちの１つを原液として滅菌海水で10倍
階段希釈したものを用いた。培地には，ZoBell2216e 寒
天培地（ペプトン5.0ｇ，酵母エキス1.0ｇ，FePO4 0.1
ｇ，寒天15.0ｇ，海水1,000ml，pH7.6)を用い，各希釈
階段ごとに0.1ml ずつ接種後コンラージ棒で塗布し，10
℃で48～72時間培養した。培地は各希釈階段ごとに２枚
ずつ使用した。平板ごとにコロニー数を計数し，ノロウ
イルス陽性群及び陰性群別に消化管１ｇ当たりの一般細
菌数を求めた。そして，コロニーの色及び形状を指標に，
ノロウイルス陽性個体及び陰性個体ごとに分離菌のグル
ープ分けを行い，それぞれのグループで代表的な菌を１
株抽出し，簡易同定試験に供した。なお，簡易同定試験
に供するまでの期間，各代表菌はマリンブロス（Difco
製）４ml に接種し10℃で培養した。その後，対数増殖期
に80％滅菌グリセリン液１ml を加え混合し，１ml ずつ
チューブに分注し－80℃に保存した。
　分離菌の簡易同定試験　基 礎 培 地 と し て 上 記 の
ZoBell2216e 寒天培地を用い，絵面・清水の簡易同定法11)

に従い，分離菌のグループごとに属レベルまで同定した。

結果と考察

　水温の推移　ｾ11年度のカキ垂下期間中の下水処理場
地先海面における日平均水温の推移を図１に示した。期
間中の水温は，12.7～4.6℃で推移した。12月下旬までは
順調に水温低下がみられたが，年末から年明けにかけて
６℃前後で横ばいとなった。その後，１月中旬から下旬
に一時わずかな水温の上昇が確認されたが，２月に入る
と５℃を下回る日が続いた。
　ノロウイルス検査結果　表１にノロウイルス検査結果
及び消化管内における一般細菌数を示した。ｾ10年度はカ
キ70個体中13個体（陽性率18.6％）が，ｾ11年度はカキ100
個体中16個体（陽性率16.0％）が陽性であり，両年の陽
性率に大きな差はみられなかった。ｾ08年に行った試験＊

では，今回と同じ場所，同じ時期に同様に垂下したカキ

のノロウイルス陽性率は70％程度で，今回の結果は，い
ずれの年もそれより低い値であった。
　ｾ10年度の一般細菌数は，ノロウイルス陽性及び陰性群
とも一般細菌数は消化管１ｇ当たり平均104 CFUレベル
であった。また，ｾ11年度は，ノロウイルス陽性及び陰性
群とも平均103 CFUレベルであった。両年度ともノロウ
イルス陽性カキより陰性カキの方が個体数が多かったた
めか，陰性群内において菌数のばらつきが大きい傾向が
みられた。また，年度間の差をみるとノロウイルス陽性
及び陰性群ともにｾ10年度の方がｾ11年度より一般細菌数
が平均１桁多かった。過去に県内産カキの消化管内細菌
数の周年変化を調査した例では，食塩濃度を３％に調整
した普通寒天培地を用いて25℃及び37℃で培養した場
合，冬季の一般細菌数は消化管１g 当たり平均103及び
102 CFUレベルで推移していた12)。ZoBell2216e 寒天培地
は，普通寒天培地と比較して菌数が５割程度多く検出さ
れる12)ことを考慮すると，培養温度が異なるため単純に
比較はできないが，今回の結果はこれとほぼ同様の菌数
で推移した。また，広島県においても養殖カキの消化管
内細菌叢を２年間にわたって季節ごとに調査している
が，ZoBell2216e 寒天培地を使用し25℃で培養を行った
場合，12月の一般細菌数は２年とも消化管１g 当たり
104CFUレベルであった13)。以上のことから，冬季のカキ
の消化管内一般細菌数は年変動はみられるが，海況の似
ている瀬戸内海域ではほぼ同レベルの細菌数が検出され
るものと思われた。また，同一年においてノロウイルス
陽性及び陰性群の一般細菌数を比較すると，差はみられ
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図１　下水処理場地先海面における日平均水温の推移
（2011年度）

表１　 ノロウイルス検査結果及び消化管内における一般
細菌数

供試個体数 陽性率（％） ノロウイルス陽性群＊ ノロウイルス陰性群＊

2010年度  70 18.6 4.3±0.3 4.3±0.5

2011年度 100 16.0 3.1±0.1 3.4±0.6
＊平均値±標準偏差（単位 Log CFU/g）
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ないことが明らかになった。
　簡易同定試験及び消化管内細菌叢　分離菌はコロニー
の色及び形状からｾ10年度は，ノロウイルス陽性群で７グ
ループに，ノロウイルス陰性群で９グループに分けられ
た。同様にｾ11年度はノロウイルス陽性群で７グループ
に，ノロウイルス陰性群で12グループに分けられた。各
グループの代表菌の簡易同定結果から，カキ消化管内に
おける細菌出現状況を表２に示した。ｾ10年度はノロウイ
ルス陽性及び陰性群ともAeromonas 属が優占し，次いで
Pseudomonas 属，Flavobacterium属の順に出現した。出
現率は低いが，陰性群のみにVibrio 属がみられた。一
方，ｾ11年度もノロウイルス陽性及び陰性群とも
Aeromonas 属が優占したが，次いでVibrio 属，不明，
Pseudomonas 属，Pasteurella 属の順に出現し，陰性群の
みに Flavobacterium属がみられた。これらのことから，
今回の試験ではノロウイルス陽性及び陰性に関わらず，
Aeromonas 属が優占したが，その他の菌の出現は年によ
って差が大きいことが分かった。Aeromonas 属は河川，
下水及び海水中に生息し，カキや魚介類から高頻度に検
出されている14)。広島県の例では，Aeromonas 属の出現
率が冬季（12月）は夏季に比べて低く，カキ消化管内か
らVibrio 属の出現が目立っていた13)。また，過去の本県
の例では10及び11月のカキサンプルについて，細菌数の
最も多かったもの及び最も少なかったものについて細菌
組成を調査しているが，いずれもVibrio 属が優占してい
た12)。これらの事例と今回の結果を比較すると，Vibrio
属の出現率はｾ10年度ではノロウイルス陰性群でわずか
0.4％にとどまり，ｾ11年度ではノロウイルス陽性及び陰
性群で20.5％及び17.8％で，今回の出現率は相対的に低
かった。また，本試験ではいずれの場合もAeromonas 属
の出現率は突出していたが，前述の２事例 12,13)では
Aeromonas 属の出現率は数％程度であった。これらの原
因は明らかでないが，前述の２事例12,13)で用いられたカ
キはいずれも各県の水産試験場地先に垂下したもので，
今回は処理水の影響を受けやすい下水処理場の排水口付
近に垂下していることから，カキの垂下場所の違いが菌

組成に影響を及ぼしている可能性も推測された。
　ところで，ノロウイルスは培養細胞を用いて増やすこ
とができないため，現在，ノロウイルスと同じカリシウ
イルス科に属するネコカリシウイルスを代替ウイルスと
して実験に用いることが多い。ネコカリシウイルスはノ
ロウイルスと生化学的な性状や塩基配列が類似してお
り，培養細胞での培養が容易である。笠井ら7)は，カキ
消化管内容物由来細菌から抗ネコカリシウイルス活性を
有する細菌を見いだし，これら細菌がネコカリシウイル
スの不活化に寄与している可能性を示唆した。すなわち，
これら細菌はノロウイルスと同属かつ性質も類似してい
るネコカリシウイルスを不活化させることから，カキノ
ロウイルス対策を考慮する上で大変興味深い知見であ
る。今回カキ消化管内の細菌叢を属レベルではあるが，
ノロウイルス陽性及び陰性別に調査した。その中でノロ
ウイルス陰性カキのみから分離された菌（Vibrio 属及び
Flavobacterium属）が得られた。冒頭で述べたようにカ
キ消化管内の細菌叢の違いがノロウイルス蓄積の有無に
影響していることが推測されていることから，これらの
細菌がカキ消化管内で本ウイルスを不活化させ，本ウイ
ルスの蓄積に関与するか否か今後調査する必要がある。
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