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はじめに 

 我々は水中や食品中のウイルスを短時間で簡便に濃縮で

き，かつ特殊な試薬や装置を必要としない方法の構築を目

的として，非晶性リン酸カルシウム（Amorphous calcium 

phosphate：ACP）微粒子を用いたウイルス濃縮方法（ACP

微粒子濃縮法）を構築した．この方法を用いて，キャベツ，

レタス，ハム等，種々の食品へのネコカリシウイルス（FCV）

の添加回収実験を行い，本法で効率良くウイルスが回収で

きる食品群と，ウイルス回収が困難な食品群があることを

明らかにした．そこで本研究では，ウイルス回収困難食品

群のうち，ウイルス回収困難な食品のひとつであるペクチ

ン等ウイルス濃縮及び遺伝子検出を阻害する物質を多く含

む生鮮果実，冷凍果実等について，前処理方法の検討を行

った． 

 

材料および方法 

１ 冷凍ラズベリー，冷凍ストロベリー，冷凍ブルーベリ

ー，生鮮ストロベリー，生鮮ブルーベリー，生鮮パイナッ

プルを検討の対象とした． 

２ 生鮮パイナップルは小片に切り，冷凍果実は解凍した

後，検体 10 g に FCV 6.4x103‐2.7x105コピーを添加した．

ウイルス汚染検体をストマッカーバッグに移し，食品洗浄

液 40 mlを添加して10分間振とうした．冷凍ラズベリーを

用いた検討では，食品洗浄液にPBS（－）（以下PBSと記載），

3％ビーフエキス加 PBS（－）（以下 BE 加 PBS と記載），

Tris-glycine液(pH9.5)（100mM Tris，50mM glycine），3％

ビーフエキス加 Tris-glycine 液(pH9.5)（以下 BE 加

Tris-glycine 液と記載）を用い，他の果実には BE 加 PBS

を用いた．冷凍ラズベリーでは，ACP 微粒子を加えて撹拌

する際に，ペクチナーゼ（マセラーゼ）0.04g を添加する

方法も検討した．ろ過後，ろ液を 1880×gで 30分遠心し，

遠心上清に ACP 粒子（積水化成品工業）0.3 g を添加し 1

時間撹拌した．遠心で集めたACP粒子を 3.3 Ｍクエン酸 3 

mlで溶解し，溶解液 140 μlから，QIAamp Viral RNA Mini 

Kit（Qiagen）を用いて，ウイルス RNAを抽出した．逆転写

反応実施後，リアルタイムPCRによるウイルスゲノムコ

ピー数の測定をおこなった． 

 

結果及び考察 

１ 冷凍ラズベリーについての検討結果 

 種々の洗浄液を用いた場合およびペクチナーゼを添加し

た場合の冷凍ラズベリーからのウイルス回収結果では，PBS，

Tris-glycine 液で洗浄した場合にはともに 2%の回収率で

あった．ペクチナーゼ処理を追加すると，Tris-glycine液

では 3%，PBSでは 8％となった．一方，BE加 PBSを洗浄液

に用いると 56％の回収率となったが，BE 加 Tris-glycine

液の場合には，回収率は改善されなかった． 

２ 冷凍果実および生鮮果実からのウイルス回収結果 

 冷凍ラズベリーでウイルス回収率の改善が認められた

BE 加 PBS を用いて他の果実から添加回収を行ったところ，

いずれの果実からも平均回収率 23－185％と，BE加 PBSを

用いて効率よくウイルスが回収された． 

 BE 加 Tris-glycine 液が冷凍ブルーベリーの処理に適

していると報告されていることから，Tris-glycine液を用

いてビーフエキスの添加とペクチナーゼ処理を試みたとこ

ろ，回収率の改善は見られなかった．この結果は，高 pH

の洗浄液を使用することにより，果実の損傷がPBSに比べ

て激しく，内容液の流出も多いためではないかと考えられ

た．高pH洗浄液の効果が認められなかったため，細胞損傷

が少ないと思われるPBSを用いて，ビーフエキス添加とペ

クチナーゼ処理を実施した．ペクチナーゼ処理では回収率

に若干の改善が認められたが，回収率は 10%未満であり，

効果的な方法とはならなかった．これに対し，BE加 PBSを

用いた場合，回収率は平均で 56%と大きく改善された．ま

た，冷凍ラズベリーで検証した方法を，他の冷凍果実およ

び生鮮果実に応用したところ，いずれの果実からも効率良

くウイルスを回収することができた．以上の結果から，冷

凍ラズベリーでは，BE加 PBSを用いることで，その他の手

順を変更することなく効率的にウイルスを回収できること

が判明した． 


