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【要旨】重症急性呼吸器症候群コロナウイルス 2 型（SARS-CoV-2）が世界的に流行し，コロナウイルス病 2019（COVID-19）を引き起こしている。COVID-19 のパンデミック発生時に

は，手洗い，マスク着用，行動制限などの感染対策がとられた。しかし，これらの非薬剤的介入の効果が，呼吸器感染症に関連する他の病原体の有病率をどのように変化させたかは，

十分に明らかにされていない。本研究では、2020 年 3 月 1 日から 2021 年 2月 28日までに日本の山梨県立中央病院を受診した患者 3,249 人から鼻咽頭スワブ試料 3,508 個を

採取した。FilmArray Respiratory Panel を用いたマルチプレックスポリメラーゼ連鎖反応（PCR）と SARS-CoV-2 を標的としたシングルプレックス定量逆転写 PCR を実施し、呼吸器疾

患関連病原体を検出した。3,508 検体のうち 246 検体（7。0%）から少なくとも 1 つの病原体が検出された。非薬剤による介入が十分に実施されなかった 2020 年 3 月～5 月に採取

されたサンプルからは、11 種類の病原体が検出された。一方、非薬事的介入が十分に行われた後は、5 種類の病原体しか検出されず、その多くは SARS-CoV-2、アデノウイルス、ヒ

トライノウイルス/エンテロウイルスであった。0〜9 歳ではアデノウイルス、ヒトライノウイルス/エンテロウイルスが 10 歳以上に比べて多く、10 歳以上では SARS-CoV-2 やその他の病原

体が多く検出された。これらの結果は、薬剤以外の介入によって、循環する病原体の多様性が減少している可能性を示している。さらに、年齢層によって病原体の有病率に違いが見ら

れた。 

 

【はじめに】2020 年 3 月 11 日、世界保健機関は重症急性呼吸器症候群コロナウイルス 2 型（SARS-CoV-2）の世界パンデミックを宣言した 1。2021 年 10 月現在、2

億 3 千万人以上がこのウイルスに感染し、その結果 480 万人が死亡している 2。ウイルスの蔓延を抑制するため、各国で感染予防対策が実施されています。 

風邪とは、鼻づまりや鼻汁、くしゃみ、のどの痛み、咳などの症状を特徴とする軽度の上気道炎を指す 3。風邪には、いくつかの種類のウイルスが関連している 3, 4。

ライノウイルスは風邪全体の約 30％～50％、従来からあるヒトコロナウイルス（HCoVs）は約 10％～15％、インフルエンザウイルスは約 5％～15％の原因となって

いると言われる。インフルエンザや HCoVs に感染する患者数は、通常冬場に増加する 5-10。コロナウイルスはコロナウイルス科に属し、ヒトへの感染が知られている

ものは、α-コロナウイルス（HCoV-229E、HCoV-NL63）と β-コロナウイルス（A 系統； HCoV-OC43、HCoV-HKU1、B 系統； SARS-CoV-1、SARS-CoV-2、MERS-

CoV）の 2 属に属している。我々は以前、2020 年 3 月から 5 月にかけて山梨で SARS-CoV-2 が検出されたことを報告したが、この間、インフルエンザウイルスに感

染した患者はいなかった 11。また、オーストラリア（2020 年 3 月～9 月）12、南半球（2020 年 4 月～7 月）、米国での季節間循環期間（2020 年 5 月～8 月）13におけ

るインフルエンザウイルスの流行は、コロナウイルス症 2019（COVID-19）流行前と比較して極めて低く保たれていた 14。これらの知見は、インフルエンザウイルス

とともに、他の呼吸器関連ウイルスの地域社会における流行状況が変化していたことを示唆しているが、この仮説は十分に検証されてはいない。 

本研究では，COVID-19 パンデミック発生後の病原体の流行を検討した。そのため，SARS-CoV-2，インフルエンザウイルス（A，B），従来型のコロナウイルス（HCoV-

OC43，-229E，-NL63，-HKU1），その他の病原体 (ヒトライノウイルス、アデノウイルス、ヒトメタニューモウイルス、RS ウイルス、パラインフルエンザ 1～4、肺

炎マイコプラズマ、百日咳、クラミジア肺炎) を含む 21 種の呼吸器ウイルスの循環動態を明らかにするために核酸増幅検査を行い，サーベイランス調査を実施した。 

 

【方法】 

患者およびサンプル:2020年 3月 1日から 2021年 2月 28日まで、山梨県立中央病院を受診した患者から検体を採取した。これらの患者の大半は、発熱、頭痛、疲労、鼻づまり、

鼻汁、くしゃみ、咽頭痛、および/または咳の少なくとも 1 つの症状を示した。また、SARS-CoV-2 感染者と密接な接触を持った無症状の人も含まれる。医師が検査を必要と判断した

人を対象とし、除外基準はなかった。 

合計 3,249人（男性 1,821人、女性 1,428人）の患者を研究に組み入れた。年齢は 0歳から 103歳までで、平均年齢は 58。6歳であった。同一患者から異なる時点で 2つ以上の

サンプルが採取されたケースもあったため、全部で 3,508の鼻咽頭スワブサンプルが採取された。すべてのサンプルは綿棒で採取され、ウイルス輸送媒体（Copan, Murrieta, CA, USA）

で保存された。検査で内部コントロールが検出されない場合、または検査結果が得られない場合、サンプルは再試験された。検査後、電子記録からデータを収集した。山梨県立中央

病院の施設審査委員会は，ヘルシンキ宣言を遵守し，全患者に書面で通知するオプトアウト同意法を採用した本研究を承認した（承認番号：G-2019-1）。本研究では、通常の医療

診断で得られたデータを使用し、研究中に患者に追加で情報収集等は行わなかった。また、個人情報の特定を避けるため、多数の人のデータから結果を得て分析し、個人情報は含

んでいない。観察研究であるため、書面によるインフォームドコンセントの要件は免除された。 

フィルムアレイ呼吸器パネル(RP): FilmArray RP v1。7 (bioMérieux, Marcy-l'Etoile, France) を用いて、18種類のウイルスと 3種類の細菌を標的とした多重 PCRを既報の通り実施

した 11。簡単には、バッファーと 300μLのウイルス輸送培地を FilmArrayパウチに注入した。反応は、FilmArray Torch システム上で自動的に行った 15。また、SARS-CoV-2 もター

ゲットとする FilmArray RPの新バージョン v2。116を使用した。2020年 3 月 1日から 2020年 8月 4日の間に採取された FilmArray RP v1。7を用いた 370サンプルと、2020年 8

月 5日から 2021 年 2 月 28日の間に採取された FilmArray RP v2。1を用いた 3138サンプルの試験を行った。内部陽性コントロールが検出されなかった（失敗または無効）場合、

同じウイルス輸送媒体を使用し、検体を再検査した。尚、FilmArray RP は、ライノウイルスとエンテロウイルスの区別ができません。従って、本検討では、ライノウイルスまたはエンテロウイ

ルスが検出された場合、便宜上、単体の病原体として扱った。 

ウイルス核酸抽出: MagMax Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて、KingFisher Duo Prime system (Thermo Fisher 

Scientific) で既報の通り、鼻咽頭スワブから総核酸を自動分離した 17, 18。深穴 96 ウェルプレートの各ウェルに、200 µL のウイルス輸送培地、5 µL のプロテイナーゼ K、265 µL の結

合液、10 µLの全核酸結合ビーズ、0。5 mLの洗浄バッファ、0。5-1 mL の 80%エタノールを添加した。核酸は 70 µLの溶出バッファーで溶出させた。全核酸は直ちに定量的逆転写

PCR（RT-qPCR）に供した。 

RT-qPCR: SARS-CoV-2を検出するために、日本の国立感染症研究所が作成したプロトコルに従って、1step RT-qPCRを実施した 19。この PCR 法は SARS-CoV-2のヌクレオキャ

プシド遺伝子(NC_045512。2)を増幅する 17。反応混合物は、4×TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix（Thermo Fisher Scientific）5μL、10μM の Forward Primer（5′-

AAATTTTGGGACCAGGAAC-3′）1。0 μL、1。 4μL の 10μM リバースプライマー（5′-TGCAGCTGTGTAGTCAAC-3′）、0。8μL の 5μM プローブ（5′-FAM-

ATGTCGCATTGCATGGA-TAMRA-3′）、無核水 6。8μL 及び核酸試料 5μLの合計 20μLで実施した。予想されるアンプリコンサイズは 158 bpであった。ヒトリボヌクレアーゼ P

タンパク質サブユニット p30（RPP30）遺伝子を内部陽性対照として使用した（Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA）17。RT-qPCR アッセイは、StepOnePlus Real-Time 

PCR システム（Thermo Fisher Scientific）を用いて、以下のサイクル条件で実施した。逆転写は 50 ℃ 5 分，95 ℃ 20 秒，95 ℃ 3 秒と 60 ℃ 30 秒を 45 サイクル行った。

国内プロトコル（バージョン 2。9。1）19に従い、目に見える増幅プロットが観察された場合、サンプルを陽性と評価し、増幅が観察されない場合は陰性と評価した。2020年 3月 1日から

2020年 8月 4日まで、サンプルに対して RT-qPCRを実施した。これらは、FilmArray RP v1。7によって分析した同じサンプル（上述）であった。 

統計情報: 年齢層別の病原体感染状況について、クロス集計によるピアソンのカイ二乗検定を実施した。P値はモンテカルロ・シミュレーションにより算出した。 

 

【結果】 

解析対象サンプル: 2020 年 3 月 1 日から 2021 年 2 月 28 日までに、3,249 人の患者から合計 3,508 件の鼻咽頭スワブサンプルが採取された（表 1、図 S1）。毎月平均 292 検

体が検査された（範囲：36～696）（Fig S1）。すべてのサンプルは、呼吸器系病原体の存在を確認するために、多重 PCR検査（FilmArray RP v1。7または v2。1）にかけられた 20。ま

た、以前に記述したように、RT-qPCR を用いて SARS-CoV-2 の存在についても検査した 17, 18。調査期間中、少なくとも 1 つの病原体に対して陽性であった 246 のサンプルを確認し

た。これは全サンプルの 7。0%を占めた(246/3,508)。 

COVID-19 パンデミック発生後の緊急事態宣言と病原体の検出状況: 緊急事態宣言による制限で、検出される病原体の種類が変化したかどうかを調べた。2020 年 2 月、日本政府

は COVID-19 を「特定感染症」として宣言し、全国で基本的な感染対策（マスク着用、手洗い・消毒、人と人との距離の確保など）を実施するよう勧告した（図 1）。その後、4 月上旬に

一部地域で最初の緊急事態宣言が出され、この緊急事態宣言は 2020 年 4 月 16 日に日本全国（山梨県を含む）に拡大され、2020 年 5 月 14日まで実施された（図 1）。この緊急

事態宣言では、外出の自粛、休校、テレワークの推奨、人が集まる施設の利用制限などが要請された。また、2021 年 1 月 8 日から 3 月 21 日まで、近隣の県で 2 回目の緊急事態

宣言が実施されたが、山梨県は含まれなかった（図 1）。2 回目の緊急宣言では、飲食店に対して営業時間の短縮を要請し、指定されたエリアへの移動の自粛をお願いした。2020 年

3 月から 5 月までに 292 検体を検査し、59 検体（20。2％）が陽性、233 検体（79。8％）が陰性であった。11 種類の病原体が確認された（図 1）。この間、ヒトライノウイルス/エンテロ

ウイルス（n=23）、ヒトメタニューモウイルス（n=13）、SARS-CoV-2（n=8）、アデノウイルス（n=6）、HCoV-OC43（n=4）などが検出された。HCoV-229E（n=3）、呼吸器合胞体ウイルス

（n=3）、HCoV-NL63（n=1）、HCoV-HKU1（n=1）、パラインフルエンザウイルス 1（n=1）、肺炎マイコプラズマ（n=1）である。2020年 6月以降、3,216検体を検査し、187検体（5。8％）

が陽性、3,029 検体（94。2％）が陰性であることがわかった。しかし、検出された病原体は 5 種類に留まった（図 1）。この期間の大半のサンプル（98。9% [185/187 サンプル]）は、

SARS-CoV-2（n=47）、ヒトライノウイルス/エンテロウイルス（n=128）、アデノウイルス（n=19）に対して陽性だった（Fig。 1）。その他の検体は，パラインフルエンザウイルス 3（n=1）また

はパラインフルエンザウイルス 4（n=1）が陽性であった。これらの結果から、2020 年 6 月以降、病原体の多様性が顕著に低下したことが示唆された。検出された病原体の種類は、全

国的に強い規制がかかった第 1次緊急事態宣言の終了後に減少した。しかし、第二次緊急事態宣言の前後では、大きな変化はほとんど見られなかった。 

観測期間中の病原体検出数の推移: 次に、月別の病原体の検出率を調べた。SARS-CoV-2、ヒトライノウイルス/エンテロウイルス、アデノウイルスは観測期間中、他の病原体よりも多

く検出された（Fig。2）。検出率が高かった月は，SARS-CoV-2 が 7 月（7％，3/41），ヒトライノウイルス/エンテロウイルスが 7 月（22％，9/41），アデノウイルスが 4 月（3％，5/171）

および 6月（2％，1/36）であった（図 2）。ヒトメタニューモウイルスと respiratory syncytial virus はそれぞれ 3月の 7%と 4%をピークにその後減少した（Fig。2）。従来の、季節性コロナ

ウイルスは 3 月から 5 月にかけて 1%から 2%の検体で検出されたが、それ以降は検出されなかった（図 2）。A 型インフルエンザウイルス、B 型インフルエンザウイルスは調査期間中、

検出されなかった（図 2）。 

感染症の年齢分布: これまでの報告では，COVID-19の流行開始後，小児（0〜9歳）のヒトライノウイルスの検出数が増加したことが報告されている 21, 22。そこで、各年齢層で検出され

る病原体に違いがあるかどうかを解析した。解析対象は、ほとんどが高齢者（70-79歳：703検体、80-89歳：701検体）であった（図 3A）。少なくとも 1つの病原体が陽性であった検

体数は、0～9歳が最も多く（38。4％、103/268）、次いで 10～19歳（13。5％、18/133）、20～29歳（11。3％、32/282）、30～39歳（11。8％、26/219）だった（図 3Aおよび図

3B）。また、分析検体数は少ないが、少なくとも 1 つの病原体が検出された割合は、100 歳以上（12。5%、1/8）でも高かった（図 3A、図 3B）。アデノウイルスおよびヒトライノウイルス/

エンテロウイルスは、10 歳以上の高齢者よりも 0～9 歳の集団で多く検出された（図 S2 および表 2、p＜0。001、アデノウイルス、p＜0。001、ヒトライノウイルス/エンテロウイルス）。

SARS-CoV-2 およびその他の病原体は，10 歳以上で高頻度に検出された（図 S2，表 2，p＜0。11，SARS-CoV-2；p＜0。006，その他）。今回の調査では、2020 年 6 月以降に検

出される病原体の多様性が減少していることが示された（図 1）。さらに、年齢分布によって病原体の数が減少しているかどうかを分析するために、各月で検出された病原体と年齢層と

の関係を検討した。0～9 歳のグループでは、2020 年 3 月～5 月に 6 種類の病原体が確認され、2020 年 6 月～2021 年 2 月に 4 種類の病原体が確認された（図 3C、S3A）。10

歳以上の年齢層では、2020年 3月～5 月の間に 9種類、2020年 6月～2021年 2月の間に 4種類が確認された（図 3D、S3B）。注目すべきは、ヒトメタニューモウイルスと呼吸器

合胞体ウイルスは、両年齢層とも 2020年 6月以降は検出されなかったことである。HCoV-229E、HCoV-HKU1、HCoV-NL63、HCoV-OC43などのコロナウイルスは 2020年 3～5月

に 10歳以上の集団で特に検出されたが、2020年 6 月以降には検出されなくなった。SARS-CoV-2は 2020年 3月～5月に検出されたが、2020年 6月以降に 10歳以上の集団

で増加した。これらの結果から、年齢層によって感染性病原体の割合が異なること、年齢に関係なく検出される病原体の多様性が減少していることが示された。 

 

【考察】本研究では，COVID-19 のパンデミック発生から 1 年間の 3,508 検体における SARS-CoV-2 を含む呼吸器病原体の有病率を解析した。2020 年 5 月以前に数種類の病原

体が検出された。しかし、2020年 6月から 2021年 2月までの期間では、より少ない種類の病原体が検出された。この病原体の種類の減少は、0～9歳、≧10歳の年齢層で起った。

観測期間中、アデノウイルス、ヒトライノウイルス/エンテロウイルス、SARS-CoV-2 が多く検出された。アデノウイルスとヒトライノウイルス/エンテロウイルスは 0〜9 歳の幼児に多い傾向

があり，これは過去の報告と一致した 21, 22。SARS-CoV-2 感染は 10 歳以上で多く、年齢層によって感染しやすい病原体の種類に違いがあることが示唆された。COVID-19 のパンデミ

ックを軽減するために行われた予防対策が，呼吸器感染性の病原体の循環をかなり変化させた可能性がある。我々のデータでは、緊急事態宣言の前後で病原体の検出率が著しく異

なることがわかった（図 2）。日本では，COVID-19 のパンデミックの数ヶ月後，より多くの人々がマスクを着用し，より頻繁に手を洗い，物理的距離を保ち，自宅で仕事をし，旅行を制限

し始めた 23。外科用フェイスマスクの着用は、ウイルスの拡散を防ぐのに有効である 24, 25。これは、マスクの着用により、ウイルス粒子を含む呼吸器飛沫の分布を減少させ、感染のリスク

を低減させるためと考えられる 26。新たな感染症に対する心理的な反応から生じる行動変化が、感染状況を変化させた可能性がある。人は，脅威を深刻と感じ，その行動がリスク低減

に効果的である場合に行動を起こすと考えられている 27。携帯電話の位置情報のビッグデータ解析により，日本全国の観光地で県外からの来訪者が前年比 90％以上減少しているこ

とが明らかになった 28。山梨県では 72%～84%も減少しています。COVID-19 関連情報の普及と政府の勧告は、個人の意識を高め、予防策を実行する動機付けとなった 29。緊急事態

宣言は、マスクの着用、手指の消毒、社会的距離の取り方など、医薬品以外の介入方法を用いるよう人々に促した。このような宣言は、人々が個人的な対策を講じる動機付けとなり、

その結果、例年と比較して、予想される病原体の流行状況が変化した可能性があります。しかし、一部の病原体（アデノウイルス、ヒトライノウイルス/エンテロウイルス）は観察期間中も

継続して検出されていることがわかった。これらのウイルスは、脂質膜を持たないノンエンベロープウイルスであり、エンベロープウイルスよりもアルコールに対する抵抗力が強いとされてい

ます 21。これらのウイルスに対しては，感染対策の一つであるアルコールによる手指消毒の効果が低かったと推察される。尚、本研究に補足するべき点としては、以下のものが挙げら

れる。第一に，FilmArray が呼吸器系病原体の検査に使用された唯一の方法であった。第二に、可能性は極めて少ないが、サンプリング手順や検体中の PCR 阻害物質や汚染物質な

ど、何らかの要因で陰性となった。さらに、患者が感染症から回復していた場合、病原体が検出限界以下であった可能性もある。第 3 に、本研究は山梨県の単一施設で実施されたた

め、サンプリングの選択の可能性は残される。結論として，本研究はCOVID-19パンデミックの前半における呼吸器系ウイルスの循環動態に関する予備的データを提供するものである。

COVID-19パンデミックの期間中のウイルス流行動向を十分に把握するためには，現在進行中の COVID-19ワクチン接種展開中の呼吸器系病原体の循環疫学調査を追加することが

必要であろう。    
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Abstract: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has circulated worldwide and causes coronavirus disease 2019 (COVID-19). At the onset of the 

COVID-19 pandemic, infection control measures were taken, such as hand washing, mask wearing, and behavioral restrictions. However, it is not fully clear how the effects 

of these non-pharmaceutical interventions changed the prevalence of other pathogens associated with respiratory infections. In this study, we collected 3,508 nasopharyngeal 

swab samples from 3,249 patients who visited the Yamanashi Central Hospital in Japan from March 1, 2020 to February 28, 2021. We performed multiplex polymerase chain 

reaction (PCR) using the FilmArray Respiratory Panel and singleplex quantitative reverse transcription PCR targeting SARS-CoV-2 to detect respiratory disease-associated 

pathogens. At least one pathogen was detected in 246 (7.0%) of the 3,508 samples. Eleven types of pathogens were detected in the samples collected from March–May 2020, 

during which non-pharmaceutical interventions were not well implemented. In contrast, after non-pharmaceutical interventions were thoroughly implemented, only five types 

of pathogens were detected, and the majority were SARS-CoV-2, adenoviruses, or human rhinoviruses / enteroviruses. The 0–9 year age group had a higher prevalence of 

infection with adenoviruses and human rhinoviruses / enteroviruses compared with those 10 years and older, while those 10 years and older had a higher prevalence of 

infection with SARS-CoV-2 and other pathogens. These results indicated that non-pharmaceutical interventions likely reduced the diversity of circulating pathogens. Moreover, 

differences in the prevalence of pathogens were observed among the different age groups. 

 

Introduction: On March 11, 2020, the World Health Organization declared a worldwide pandemic of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)1. As of 

October 2021, more than 230 million people have been infected with this virus, and 4.8 million have died as a result2. To suppress the spread of the virus, infection prevention 

measures have been implemented in many countries. The “common cold” refers to mild upper respiratory illness characterized by symptoms such as nasal congestion and 

discharge, sneezing, sore throat, and cough3. Several types of viruses are associated with the common cold3, 4. Rhinoviruses are responsible for approximately 30%–50% of all 

colds, human coronaviruses (HCoVs) are responsible for approximately 10%–15%, and influenza viruses are responsible for approximately 5%–15%. The number of patients 

infected with influenza or HCoVs increases during winter5-10. Coronaviruses belong to the Coronaviridae family and the ones known to infect humans belong to two genera, 

α-coronaviruses (HCoV-229E, HCoV-NL63) and β-coronaviruses (linage A, HCoV-OC43, HCoV-HKU1; linage B, SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, MERS-CoV). We previously reported 

that SARS-CoV-2 was detected in Yamanashi, Japan in March to May 2020, whereas no patients were found to be infected with influenza viruses during this time11. 

Concordantly, the prevalence of influenza virus remained extremely low in Australia (March–September 2020)12, the Southern Hemisphere (April–July 2020), and during the 

interseasonal circulation in the USA (May–August 2020)13 compared with their typical rates before the coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic14. These findings 

suggest that, along with influenza viruses, the prevalence of other respiratory-related viruses in the community had changed; however, this hypothesis has not been fully 

verified. In this study, we examined the prevalence of circulating viruses and pathogens after the onset of the COVID-19 pandemic. To this end, we conducted a surveillance 

study by performing nucleic acid amplification tests to clarify the trends in the circulation of several types of respiratory viruses, including SARS-CoV-2, influenza viruses 

(A and B), common coronaviruses (HCoV-OC43, -229E, -NL63, and -HKU1), and other pathogens. 

 

Materials and Methods 

Patients and samples: From March 1, 2020 to February 28, 2021, we collected samples from patients who visited Yamanashi Central Hospital, Japan. The majority of these 

patients showed at least one symptom of fever, headache, fatigue, nasal congestion, nasal discharge, sneezing, sore throat, and/or cough. Some asymptomatic individuals 

who had close contact with an individual infected with SARS-CoV-2 were also included. Individuals who were judged by doctors to need testing were included; there were no 

exclusion criteria. We included a total of 3,249 patients (1,821 men and 1,428 women) in the study. The age ranged from 0 to 103 years old, with an average age of 58.6 

years. In all, 3,508 nasopharyngeal swab samples were collected, because in some cases two or more samples were taken from the same patient at different time points. All 

samples were collected with cotton swabs and were stored in viral transport medium (Copan, Murrieta, CA, USA). In instances where the test failed to detect the internal 

controls or when the test results were not available, the samples were retested. The data was collected from the electronic records after testing. The Institutional Review 

Board of Yamanashi Central Hospital approved this study, which complied with the Declaration of Helsinki and used the opt-out consent method with written notice for all 

patients (approval number: G-2019-1). This study used data obtained in the regular course of medical diagnosis, and no additional procedures were required of the patients 

during the study. To avoid identifying personal information, the results were obtained and analyzed from the data of a large number of people and do not include personal 

data. The requirement for written informed consent was waived because this was an observational study. 

FilmArray respiratory panel (RP): We performed multiplex PCR targeting 18 viruses and three bacteria species using FilmArray RP v1.7 (bioMérieux, Marcy-l'Etoile, France) 

as previously described11. Briefly, buffer and 300 µL of viral transport medium were injected into the FilmArray pouch. The reaction proceeded automatically on the FilmArray 

Torch system15. We also used a newer version of FilmArray RP, v2.116, which additionally targets SARS-CoV-2. We tested 370 samples using FilmArray RP v1.7 that were 

collected between March 1, 2020 and August 4, 2020 and 3,138 samples using FilmArray RP v2.1 that were collected between August 5, 2020 and February 28, 2021. If the 

internal positive control was not detected (failed or invalid), we used the same viral transport medium and retested the sample. FilmArray RP does not distinguish between 

rhinoviruses and enteroviruses. For this study, when a rhinovirus or enterovirus was detected, they were treated as a single pathogen for convenience. 

Viral nucleic acid extraction: The total nucleic acid was automatically isolated from the nasopharyngeal swabs using the MagMax Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) on a KingFisher Duo Prime system (Thermo Fisher Scientific) as previously described17, 18. Briefly, we added 200 µL of viral 

transport medium, 5 µL of proteinase K, 265 µL of binding solution, 10 µL of total nucleic acid-binding beads, 0.5 mL of wash buffer, and 0.5–1 mL of 80% ethanol to each 

well of a deep-well 96-well plate. The nucleic acids were eluted with 70 µL of elution buffer. The total nucleic acids were immediately subjected to quantitative reverse 

transcription PCR (RT-qPCR).  

RT-qPCR: To detect SARS-CoV-2, we performed one-step RT-qPCR in accordance with the protocol developed by the National Institute of Infectious Diseases in Japan19. This 

PCR method amplifies the nucleocapsid gene of SARS-CoV-2 (NC_045512.2)17. The reaction mixture was composed of 5 µL of 4× TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific), 1.0 μL of 10 μM forward primer (5′-AAATTTTGGGGACCAGGAAC-3′), 1.4 μL of 10 μM reverse primer (5′-TGGCAGCTGTGTAGGTCAAC-

3′), 0.8 μL of 5 μM probe (5′-FAM-ATGTCGCGCATTGGCATGGA-TAMRA-3′), 6.8 µL of nuclease-free water, and 5 µL of nucleic acid sample in a 20-μL total volume. 

The expected amplicon size was 158 bp. The human ribonuclease P protein subunit p30 (RPP30) gene was used as an internal posi tive control (Integrated DNA Technologies, 

Coralville, IA, USA) [17]. The RT-qPCR assays were conducted on a StepOnePlus Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific) with the following cycle conditions: 50 °C 

for 5 min for reverse transcription, 95 °C for 20 s, and 45 cycles of 95 °C for 3 s and 60 °C for 30 s. The threshold was set at 0.2. In accordance with the national 

protocol (version 2.9.1)19, samples were assessed as positive if a visible amplification plot was observed and assessed as negative if no amplification was observed. From 

March 1, 2020 to August 4, 2020, we conducted RT-qPCR on samples; these were the same samples (described above) analyzed by FilmArray RP v1.7. 

Statistics: Pearson's chi-square test with cross-tabulation was performed to determine the pathogen infection status by age group. P-values were computed by Monte Carlo 

simulation. 

 

Results 

Analyzed samples: From March 1, 2020 to February 28, 2021, a total of 3,508 nasopharyngeal swab samples were collected from 3,249 patients (Tab le 1 and Fig S1). An 

average of 292 samples were tested each month (range: 36–696) (Fig S1). All samples were subjected to multiplex PCR testing (FilmArray RP v1.7 or v2.1) to identify the 

presence of respiratory pathogens20. We also tested for the presence of SARS-CoV-2 using RT-qPCR as previously described17, 18. Over the study period, we identified 246 

samples that were positive for at least one pathogen. This accounted for 7.0% of all samples (246/3,508). 

Emergency declarations and pathogen detection after onset of the COVID-19 pandemic: We examined whether the restrictions imposed by the emergency declaration changed 

the types of pathogens detected. In February 2020, the Japanese government declared COVID-19 as a "designated infectious disease" and recommended that basic infection 

control measures be implemented nationwide (e.g., wearing masks, hand washing and sanitizing, and keeping a safe distance between people) (Fig 1). Subsequently, the first 

emergency declaration was issued in the beginning of April for some areas; this emergency declaration was then expanded to all of Japan (including Yamanashi Prefecture) 

on April 16, 2020, and was in place until May 14, 2020 (Fig 1). The emergency declaration requested people to refrain from going out, closed schools, recommended telework, 

and restricted the use of facilities where people gather. A second emergency declaration was implemented from January 8 to March 21, 2021 in neighboring prefectures but 

did not include Yamanashi Prefecture (Fig 1). The second emergency declaration requested restaurants to shorten their hours and asked people to refrain from traveling to 

the designated areas. From March to May 2020, we tested 292 samples and found 59 positive samples (20.2%) and 233 negative samples (79.8%). Eleven types of pathogens 

were identified (Fig 1). During this period, we detected human rhinovirus / enterovirus (n=23), human metapneumovirus (n=13), SARS-CoV-2 (n=8), adenovirus (n=6), HCoV-

OC43 (n=4), HCoV-229E (n=3), respiratory syncytial virus (n=3), HCoV-NL63 (n=1), HCoV-HKU1 (n=1), parainfluenza virus 1 (n=1), and Mycoplasma pneumoniae (n=1). After 

June 2020, we tested 3,216 samples and found 187 positive samples (5.8%) and 3,029 negative samples (94.2%). However, only five types of pathogens were detected (Fig 

1). The majority of samples in this period (98.9% [185/187 samples]) were positive for SARS-CoV-2 (n=47), human rhinovirus / enterovirus (n=128), or adenovirus (n=19) 

(Fig 1). The other samples were positive for parainfluenza virus 3 (n=1) or parainfluenza virus 4 (n=1). These results suggested that the diversity of pathogens markedly fell 

after June 2020. The number of detected pathogen types decreased after the end of the first emergency declaration, when strong restrictions were imposed nationwide. 

However, few significant changes were seen before and after the second emergency declaration. 

Trends in pathogen detection during the observation period: We next examined the detection rate of pathogens by month. SARS-CoV-2, human rhinovirus / enterovirus, and 

adenovirus were more prevalent than the other pathogens during the observation period (Fig 2). The months with the highest detection rates were July (7%, 3/41) for SARS-

CoV-2, July (22%, 9/41) for human rhinovirus / enterovirus, and April (3%, 5/171) and June (2%, 1/36) for adenovirus (Fig 2). Human metapneumovirus and respiratory 

syncytial virus respectively peaked at 7% and 4% in March and decreased thereafter (Fig 2). Seasonal coronavirus was detected in 1% to 2% of samples throughout March to 

May but was not detected thereafter (Fig 2). We did not detect any influenza A virus or influenza B virus during the study period (Fig 2). 

Age distribution of infections: Previous reports have shown that the number of human rhinovirus detections in children (0–9 years) increased after the onset of the COVID-

19 pandemic21, 22. Therefore, we analyzed whether there were differences in the pathogens detected in each age group. The samples analyzed were mostly from older adults 

(703 samples from those 70–79 years, 701 samples from those 80–89 years) (Fig 3A). The number of samples that were positive for at least one pathogen was highest in 

the 0–9 year age group (38.4％, 103/268), followed by the 10–19 year group (13.5%, 18/133), the 20–29 year group (11.3％, 32/282), and the 30–39 year group (11.8%, 

26/219) (Figs 3A and 3B). Although the number of samples analyzed was small, the percentage with at least one pathogen detection was also high in those over 100 years 

old (12.5%, 1/8) (Figs 3A and 3B). Adenovirus and human rhinovirus / enterovirus were more prevalent in the 0–9 year group than in those older than 10 (Fig S2 and Table 

2, p < 0.001, adenovirus; p < 0.001, human rhinovirus / enterovirus). SARS-CoV-2 and other pathogens were frequently detected in those older than 10 (Fig S2 and Table 2, 

p < 0.11, SARS-CoV-2; p < 0.006, Others). Present study showed the diversity of detected pathogens was reduced after June 2020 (Fig 1). To further analyze whether the 

number of pathogens reduced depending on the age distribution, we examined the relationship between the pathogens detected in each month and age groups. In 0–9 year 

group, six types of pathogens were identified during March-May 2020 and four types were identified during June 2020 to February 2021 (Fig 3C and S3A). In age group older 

than 10, nine types were identified during March-May 2020 and four types were identified during June 2020 to February 2021 (Fig 3D and S3B). Of note, human 

metapneumovirus and respiratory syncytial virus did not detect after June 2020 in both age groups. Common coronaviruses such as HCoV-229E, HCoV-HKU1, HCoV-NL63 

and HCoV-OC43 were detected particularly in older than 10 years group in March-May 2020, but did not detect after June 2020. SARS-CoV-2 was observed in March-May 

2020, but increased after June 2020 in the group of older than 10. These results indicated that the proportion of infectious pathogens varied by age group and thatthe 

diversity of detected pathogens was decreased regardless of age. 

 

Discussion: In this study, we analyzed the prevalence of respiratory pathogens, including SARS-CoV-2, in 3,508 samples over the first year of the COVID-19 pandemic. Several 

different types of pathogens were detected before May 2020. However, a smaller variety of pathogens was detected in the period from June 2020 to February 2021. This 

decrease in the number of pathogen types occurred in 0–9 and ≥10 year age groups. During the observation period, adenovirus, human rhinovirus / enterovirus, and SARS-

CoV-2 were frequently detected. Adenovirus and human rhinovirus/enterovirus tended to be more prevalent in young children aged 0–9 years, which was consistent with 

previous reports21, 22. SARS-CoV-2 infection was more common in people aged 10 years and older, suggesting that there are differences in the types of pathogens that are 

easily transmitted by different age groups. The preventative measures taken to mitigate the COVID-19 pandemic may have considerably changed the circulation of respiratory-

rerated pathogens. Our data showed that the pathogen detection rates before and after the emergency was declared were markedly different (Fig 2). In Japan, a few months 

into the COVID-19 pandemic, more people started to wear masks, wash their hands more frequently, maintain physical distance, work from home, and restrict their travel 23. 

Wearing a surgical face mask is effective for preventing the spread of viruses24, 25. This is likely because wearing a mask reduces the distribution of respiratory droplets that 

contain viral particles, thereby reducing the risk of infection26. Behavioral changes arising from the psychological reaction to a new infectious disease may have altered the 

infection situation. It is believed that people take action when they perceive a threat as serious and when the action is effective in reducing risk27. Big data analysis of mobile 

phone location data showed that the number of visitors from outside a prefecture was reduced by more than 90% compared with the previous year in tourist areas across 

Japan28. In Yamanashi Prefecture, the number of visitors decreased by 72%–84%. The dissemination of COVID-19-related information and the government recommendations 

raised awareness among individuals and motivated them to implement preventative measures29. The emergency declarations encouraged people to use non-pharmaceutical 

interventions such as wearing masks, hand disinfection, and social distancing. Such declarations may have served as an incentive for people to take personal measures, thus 

altering the prevalence of expected pathogens when compared with previous years. However, we also found that some pathogens (adenovirus, human rhinovirus / enterovirus) 

continued to be detected during the observation period. These viruses are non-enveloped viruses that do not have lipid membranes and are more resistant to alcohol than 

enveloped viruses are21. It can be presumed that the effectiveness of hand disinfection with alcohol, one of the infection control measures, was low for these viruses.This 

study had some limitations. First, FilmArray was the only method used to test for respiratory pathogens. Second, some factors can cause a negative result, such as the 

sampling procedure or PCR inhibitors or contaminants in the specimen; furthermore, pathogens may have been below the detection limit if the patient was recovering from 

an infection. Third, this study was conducted at a single center in Yamanashi Prefecture, which led to bias in the choice of sampling. In conclusion, this study provides 

preliminary data on trends in circulating respiratory viruses during the first part of the COVID-19 pandemic. Additional epidemiological surveillance of circulating respiratory 

pathogens during the ongoing COVID-19 vaccination rollout will be necessary to fully understand virus prevalence trends throughout the COVID-19 pandemic. 
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図 1. COVID-19パンデミック時の SARS-CoV-2をはじめとする呼吸器系病原体の循環の推移。 

図上部の模式図は、日本政府が実施した基本的な感染対策と緊急事態の制限のタイミングを表している。棒グラフは 

調査期間中に検出された呼吸器系病原体の数を月別に示したものである。各色は異なるウイルスの種類を示しています。 

図 2. 各病原体の検出頻度。 

検出率は、検出された各病原体の例数を、各期間に検査した病原体の総数で割ることで算出した。 

図 3. 年齢層別の呼吸器関連病原体の感染状況。 
(A) 各年齢群における陽性検体数。棒グラフは、少なくとも 1つの病原体が検出された検体（ピンク）と検出されなかった検体（水色）。(B）各年齢群における

陽性サンプルの割合。グラフは、各年齢群で検出された陽性検体数を検査した総検体数で割ったものである。パーセンテージは(A)のデータをもとに算出。

(C、D）2020 年 3 月～5 月、2020 年 6 月～2021 年 2 月の期間に検出された病原体を円グラフで示したものです。年齢層は、0～9 歳（C）、10 歳以上
（D）のデータを表しています。円グラフの上に陽性検体数を記載した。 

 

 

図 S1. 月別のテスト数 

調査期間中、月ごとに検査したサンプル数。合計 3,052検体が分析された。 

図 S2. 年齢層別の代表的な病原体の検出数 

0～9歳グループ（オレンジ）、10歳以上グループ（青）の陽性検出数。別の棒グラフは、アデノウイルス、

ヒトライノウイルス/エンテロウイルス、SARS-CoV-2、その他の病原体の陽性検体数を示している。 

図 S3. 2020年 3月から 2021年 2月にかけて検出された年齢層別の病原体。 

(A, B) 棒グラフは、各月に検出された病原体を年齢層別に示したものである。各年齢層は、0～9歳（A）、10歳以上

（B）のデータを表している。の数をグラフにしたものです。 
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