
1　はじめに
エンテロウイルス（以下「EV」という。）は，ゲノムにプ

ラス一本鎖の RNA を有するピコルナウイルス科エンテ
ロウイルス属のウイルスであり，A ～ D の 4 種に分類
される。その血清型は更に細分化され，ポリオウイルス
1～3型，コクサッキーウイルスA群（以下「CA」という。）
1 ～ 22 型及び 24 型，コクサッキーウイルス B 群（以下

「CB」という。）1 ～ 6 型，エコーウイルス（以下「E」とい
う。）1 ～ 9 型，11 ～ 21 型，24 ～ 27 型及び 29 ～ 33 型
並びに EV68 ～ 71 型が知られている 1）。

EV は，血清型によってヒトに重症度の異なる様々な
病態を引き起こし，主な感染症として急性灰白髄炎，手
足口病，ヘルパンギーナ，無菌性髄膜炎などが知られて
いる。特に新生児においては，特定の血清型の EV によっ
て，髄膜炎，脳炎・脳症，麻痺性疾患，心筋炎などの重
篤な症状を呈することがあり，この原因となる血清型は，
CB や E に属するものが多いとされている 2）。このうち，
E11 型については，新生児死亡例が他の血清型よりも多
く，これまでに新生児のアウトブレイクが複数の国で発
生している 2）。近年では，フランスで 2022 年 7 月以降，
E11 型による肝不全及び多臓器不全を伴う新生児重症例

が増加していることが世界保健機関（WHO）から報告さ
れ 3），それに続いて複数の欧州諸国でも，E11 型による
類似の新生児重症例の発生が報告された 4），5）。フランス
の新生児重症例から分離された E11 型株は，これまで
とは異なる新しい遺伝子系統（以下「New lineage 1」とい
う。）に属しており 3），6），本邦で 2024 年 8 ～ 11 月に発生
した急性肝不全による 3 例の新生児死亡例でも，同系統
の E11 型が検出されている 7）～ 9）。

本センターは，2014 年度から国の実施する下水中の
ポリオウイルスを対象とした感染症流行予測調査事業
に参画しており，当該事業で副次的に分離された EV に
ついて，感染症発生動向調査事業で患者から分離又は
PCR 等で検出された EV と比較することで，流行疫学
解析への活用を試みてきた。しかしながら，下水検体
から同時に複数の血清型の EV が検出されることはまれ
で，また，下水検体と患者検体は，同時期に採取しても
異なる血清型の EV が分離又は検出されることが多く，
流行疫学解析への活用は困難であった 10）～ 14）。これは，
下水中には様々な血清型の EV が混在し，分離に使用す
る RD-A 細胞への指向性がそれぞれ異なることが原因
と考えられた。そこで我々は，下水検体に混在する様々
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な血清型の EV の存在比率を反映した分離結果を得るこ
とを目的としてプラック分離法の至適条件を検討し，昨
年にその成果を報告した 15）。

今回我々は，本分離法を用い，2023 年 11 月から 2025
年 3 月までの期間（17 か月間）に県内の下水処理場 1 施
設で採取した流入下水から EV を分離し，流行疫学解析
を実施した。その結果，若干の知見を得たので報告する。

2　材料及び方法
2.1　材料
2.1.1　流入下水

2023 年 11 月から 2025 年 3 月までの期間（17 か月間）
に，県内の A 下水処理場（処理人口約 3 万 7 千人）で毎
月 1 回採取した流入下水 500 mL を用いた。
2.1.2　株化細胞

株化細胞として，ヒト横紋筋腫由来の RD-A 細胞を
用いた。培養には，Eagleʼs Minimum Essential Medi-
um にペニシリン - ストレプトマイシンを 1 単位 /mL
となるよう添加し，更にウシ胎児血清を増殖用としては
5 %，維持用としては 2 %（以下「維持培養液」という。）
となるよう添加した培養液を用いた。
2.2　方法
2.2.1　検体処理

感染症流行予測調査実施要領 16），17）及び感染症流行予
測調査事業検査術式令和元年度改訂版 18）に従い，材料
の流入下水を陰電荷膜吸着 / 誘出法により 100 倍濃縮し
た後，当該濃縮液を 10 倍希釈したものを下水検体とし，
試験に供した。
2.2.2　プラック分離法によるウイルスの分離及び同定

プラック分離法による下水検体からのウイルス分離
は，寒天濃度，培養時間，染色液濃度及び染色時間を昨
年に報告した至適条件 15）で実施した。すなわち，RD-A
細胞を単層培養した 60 mm シャーレを 1 下水検体当た
り 5 枚用意し，下水検体を 200 µL ずつ接種し，1 時間
吸着させた。その後ウイルス液を除去し，45 ℃に維持
した 1.5 % 寒天培地（維持培養液に寒天を添加したもの）
を 5 mL ずつ重層し，37 ℃，5 %CO2 ガス気相下で 72
時間培養した。培養後，染色液（2-（p- ヨードフェニル）
-3-（p- ニトロフェニル）-5- フェニル - テトラゾリウム
クロリド（以下「INT」という。））を 0.1 % となるよう添加
した 1.0 % 寒天培地を 5 mL 重層し，37 ℃，5 %CO2 ガ
ス気相下で 8 時間静置し，プラックの染色を行った。

INT 染色されたプラックからウイルスを回収し，24
ウェルプレートに培養した RD-A 細胞に接種し，37 ℃，

5 %CO2 ガス気相下で培養した。1 下水検体当たり 10 個
以上のプラックが生じた場合には，10 個のプラックを
無作為に選定した。細胞変性効果（cytopathic effect；以
下「CPE」という。）が出現したウェルについて 2 代継代
し，2 代目で CPE が認められたウェルについて，培養
上清中のウイルスのゲノム RNA を QIAamp Viral RNA 
mini kit（QIAGEN 社）を用いて抽出した。当該 RNA 抽
出液を用いて，Monique らのリアルタイム RT-PCR 法
19）により，EV の存在を確認した後，病原体検出マニュ
アル「手足口病」20）及び「無菌性髄膜炎」21）に従い，ダイレ
クトシークエンス法により決定した VP1 遺伝子領域の
一部の塩基配列をデータベースの既知株と比較し，血清
型を同定した。
2.2.3　系統樹解析

本調査期間に下水検体及び患者検体から分離又は検出
された E11 型株の VP1 遺伝子領域の一部（312 塩基）に
ついて，MEGA7 を用いて，近隣結合法による系統樹解
析を実施した。比較対象株として，2013 ～ 2023 年に欧
州，米国及び中国において検出された E11 型 69 株並び
に 2024 年に日本において新生児死亡例から検出された
E11 型 3 株を用いた。なお，New lineage 1 は，Ikuse
らの報告 9）を参考に分類を行った。

3　結果
3.1　プラック分離法による下水検体からのEVの分離結果

調査期間におけるプラック分離法による下水検体から
の EV の分離結果を図 1 に示す。4 種類の EV が分離さ
れ，その血清型の内訳は，CB4 型が 5 株，E3 型が 12 株，
E11 型が 22 株，E25 型が 1 株であり，全て EV-B 種であっ
た。最も多く分離された E11 型については，2024 年 8
月から 11 月まで継続して分離された。

同調査期間において，感染症発生動向調査事業で患者
検体から分離又は検出された EV の検出結果と比較した
ところ（表 1），下水検体及び患者検体から共通して分離
又は検出された血清型は，CB4 型，E3 型及び E11 型で
あり，その時期に大きな乖離は認められなかった。また，
これらの血清型が検出された患者は，全て無菌性髄膜炎
と診断されていた。なお，E11 型については，2024 年
11 月に 2 株が検出された。

他方，手足口病又は急性脳炎の患者検体から検出され
た EV-A 種の EV71 型や手足口病の患者検体から検出
された EV-A 種の CA6 型及び CA16 型については，下
水検体からは分離されなかった。
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3.2　E11 型の系統樹解析
下水検体から分離された E11 型 22 株について，患者

検体から検出された E11 型 2 株を併せて，VP1 遺伝子
領域の一部（312 塩基）の系統樹解析を実施した（図 2）。
その結果，調査期間中に分離又は検出された全ての E11
型株が New lineage 1 に分類された。当該系統は，県内
の患者検体から 2024 年 11 月に初めて検出されたが，下

水検体の分離株の解析結果から，2024 年 8 月には既に
県内に侵淫していたことが明らかとなった。なお，2024
年 11 月に採取された下水検体から分離された E11 型株
のうち 2 株は，国内の新生児死亡例から検出された E11
型株と同じクレードに属していた。
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図 1　プラック分離法による下水検体からのエンテロウイルスの分離結果
（2023 年 11 月～ 2025 年 3月）
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表 1　下水検体及び患者検体からの月別エンテロウイルス検出結果（2023 年 11 月～ 2025 年 3月）
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図 2　下水検体及び無菌性髄膜炎の患者検体から分離されたE11 型株の系統樹解析
VP1遺伝子（312 塩基）について，近隣結合法による系統樹解析を実施した（1000 Bootstrap）。
※比較対象株については，「アクセッション番号 検出国 検出年」により表記している。
　本県で分離された株については，「Okayama 検出年月 -検体番号」により表記している。
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4　考察
今回我々は，昨年報告したプラック分離法 15）により，

下水検体からの EV の分離を試みた。その結果，調査期
間中に 4 種の血清型の EV を分離した（図 1）。また，同
一検体から複数の血清型の EV を分離することにも成功
した。さらに，患者検体から検出された EV の血清型と
比較したところ（表 1），3 種の血清型が共通しており，
検体採取時期にも大きな乖離は認められなかった。これ
らのことから，本調査では，当初の目的どおり，下水検
体に混在する様々な血清型の EV の存在比率をある程度
反映した分離結果を得ることができたと考えている。

下水から分離された血清型のうち，最も多かった E11
型は，新生児期又は乳児期の患者からも 2 株が検出され，
全て無菌性髄膜炎と診断されていた。無菌性髄膜炎は，
夏季を中心に流行する感染症であるが，秋～冬にも発生
が認められ 21），EV に起因する場合，血清型は CB や E
といった EV-B 種のウイルスによることが多い 1）。これ
まで，Iwai ら 22）及び西嶋ら 23）により，流入下水と無菌
性髄膜炎患者から分離される EV-B 種のウイルスに関
連があることが報告されているが，本調査においても，
流入下水から分離された EV-B 種の血清型株数の経時
的推移は，無菌性髄膜炎の患者発生動向の一端を反映し
ていると考えられる（図１）。

他方，EV を起因とする手足口病については，2024
年の定点当たり報告数が過去 10 年で最も多かったに
もかかわらず 24），患者検体から検出された EV-A 種の
EV71 型，CA6 型及び CA16 型は，下水検体からは分離
されなかった。EV-A 種は，EV-B 種の血清型と比較し
て，今回用いた RD-A 細胞での増殖能が低いが，本プ
ラック分離法は，増殖能が異なる血清型についても，存
在比率が大きく乖離していなければ，増殖能に依存す
ることなく EV を分離できる。このことから，本調査の
流入下水においては，EV-A 種の血清型の存在比率が
EV-B 種の血清型と比較して非常に低かったと考えられ
る。また，これらの EV-A 種の血清型が RD-A 細胞に
よる初代培養では CPE を認めづらい，すなわちプラッ
ク形成が不十分でウイルスを回収できなかった可能性も
あるが，現段階で結論づけることは困難であり，今後の
課題である。

E11 型 New lineage 1 による国内の新生児死亡例は
2024 年 8 ～ 11 月に 3 例の発生が報告されているが 7），
本調査によって，本県では流入下水から同時期に 22 株，
患者から 11 月に 2 株が分離又は検出されており，流入
下水からは患者発生に先んじて当該系統が分離されてい

たことが明らかとなった。このことから，流入下水を対
象にした EV 調査は，EV 感染症の地域流行や EV の遺
伝子系統の変異などを，実際の患者発生よりも早い段階
で把握するための有用な手段の一つとなることが期待さ
れる。今後はより正確な流入下水中の EV の存在状況を
把握すべく，必要に応じて本プラック分離法の更なる改
良も検討し，県内の EV の流行状況の正確な把握に努め
ていきたい。
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