
１ はじめに

ウイルス性胃腸炎は全国的に毎年頻発しており，今

後も流行と感染の拡大が懸念されている。その病原と

して，ヒトＡ群ロタウイルス（ヒト ARV），ヒトＣ群

ロタウイルス（ヒト CRV），小型球形ウイルス（Small

Round Structured Virus以下 SRSVと略），アデノウ

イルス（ADV）等があげられる。

食品が原因と疑われる集団胃腸炎の多発により，

１９９７年に食品衛生法が改正され，これらのウイルスが

食中毒の原因として記載された。これらのうちヒト

ARV，ADV については培養が比較的効率良く行える

ため，早くから開発された市販試薬による迅速な検査

が可能となっている。しかし，ヒト CRV及び SRSV

は培養が困難又は不可能であるため，検査法について

の研究が十分進展していない状況である。

我々は，胃腸炎ウイルスのうちヒト CRV及び SRSV

について下記のように研究を行っているので報告す

る。

１．１ ヒトCRVの免疫学的検出

ＡからＦ群に分類されるロタウイルスのうち，ヒト
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要 旨

ウイルス性胃腸炎及びウイルス性食中毒の主要な原因ウイルスであるヒトＣ群ロタウイルス（ヒト CRV）及び小型

球形ウイルス（SRSV）の検査法改良のための研究を行い，以下のような結果を得た。①：開発した CRV検出用酵素

抗体（ELISA）法又は逆受身血球凝集法，及び電子顕微鏡（EM）法により２００３年度採取の胃腸炎患者糞便３４７件を検査

した結果，EM法でロタウイルス様粒子陽性の４６件中１件でヒト CRVが，４５件でＡ群ロタウイルスが検出され，ELISA

法に用いたモノクローナル抗体１３A３との反応性が低いヒト CRVの出現は認められなかった。②：ヒト CRV胃腸炎の

感染源究明のため，２００２年～２００３年採取のブタ盲腸便５９９検体について，ELISA法及び外殻糖蛋白（VP７）遺伝子を増

幅する逆転写 PCR（RT−PCR）法により CRV検索を行ったところ，１４検体（２．３％）が陽性となった。RT−PCR法でそ

の全長が増幅された２検体の VP７遺伝子は，両者とも１，０７５塩基対（bp）から成り，３３６個のアミノ酸（aa）をコード

する一つのオープンリーディングフレームが存在した。これは，既知の CRVより１２bp，４aa分長かった。また，２ndPCR

陽性の１２検体中９検体の増幅産物は，９４０bp（予測 aa３１３個）と９５２bp（予測 aa３１７個）の２種類が存在した。２ndPCR

部分の相同性及び系統解析により，ブタ CRVの VP７遺伝子には大きく３種類あることが初めて明らかになり，ブタ

が保有する多様な CRVがヒト由来ウイルスと遺伝子再集合を起こすことで，新たな性状のヒト CRVが出現する可能

性も考えられた。③：小型球形ウイルス（SRSV）のうち Norovirus（NV）について，糞便とカキを用いてリアルタイ

ム PCR－ハイブリダイゼーション法（リアルタイム法）と従来法（カプシド領域及びポリメラーゼ領域を増幅する

PCR）の陽性率比較・導入効果を検証した。その結果，�）１９９７～２００２年度搬入のカキ４８件の保存 RNAのリアルタイ

ム法陽性率は従来法と差はなく，結果一致率も高かった。�）リアルタイム法導入により，食品からの陽性確定は最短

７日程度→最短３～４日と大幅に迅速化可能となった。�）２００３年度の集団胃腸炎事例糞便１４３件のリアルタイム法陽

性率は昨年度と同程度で，従来法との結果一致率も高かった。�）リアルタイム法と EM法・従来法の結果不一致例の

存在から，NV 以外の SRSVや現行リアルタイム法で検出困難な NV の流行の可能性も考えられた。

［キーワード：Ｃ群ロタウイルス，ノロウイルス，モノクローナル抗体，分子疫学，PCR法］
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ARV は毎年冬期に乳幼児を中心に流行することが知

られており１），酵素抗体（ELISA）法，逆受身赤血球

凝集反応（RPHA）法，ラテックス凝集反応（Lx−

Ag）法等の市販試薬により検査が行われている。一

方，ヒト CRVについては集団胃腸炎事例が福井県で

確認されて以来２），日本各地で集団胃腸炎の報告がな

され３）－９），さらに本県でも２年続けて集団胃腸炎事例

が確認されるなど１０），１１），公衆衛生上の問題点となって

いる。ヒト CRVには簡便な検査法がなかったが，

我々は多数検体を迅速，正確，簡便に検査することが

可能なモノクローナル抗体（MAb）を用いた検査法

（ELISA法，RPHA法 及 び Lx−Ag法）を 開 発 し

た１２），１３）。これらの方法のうち RPHA法による検査は全

国の地方衛生研究所でも行われつつある。

岡山県でも毎年，秋期から冬期を中心に感染性胃腸

炎の流行がみられ，開発した CRV検出法（ELISA

法，RPHA法）の有効性を確認することを主目的とし

て２００２年度と同様に２００３年４月～２００４年３月に散発し

た感染性胃腸炎患者の糞便について，ARV 及び CRV

の検査と電子顕微鏡（EM）法によるウイルス検査を

行った。また，食中毒を疑われた集団発生事例につい

ても同様に検査を行った。

１．２ ブタ糞便からのCRVの検出とその性状解析

ロタウイルスはレオウイルス科に属する１１本に分節

した２本鎖 RNAをゲノムとして持つウイルスであ

る。分節した RNAの末端配列は非常に良く保存され

ているため，異なる由来のウイルスが同一の細胞に感

染した際に，遺伝子再集合（リアソートメント）と呼

ばれる遺伝子分節の組み替え現象を起こすことが知ら

れている１４）。リアソートメントにより出現したウイル

スは，親株とは全く異なったゲノム性状を有すること

から，新型ウイルス出現の重要なメカニズムであると

考えられている１４）。

CRVはヒトをはじめ，ブタ，ウシおよびイヌなど

の各種動物に感染することが知られているが１５），１６），抗

体保有調査の結果などから１７），１８）特にブタの間で広く蔓

延しているものと推察される。さらに，恒光ら１９）はヒ

トおよび動物由来 CRVの VP７遺伝子の比較から，

ヒト CRVがブタ CRV Cowden株およびWH株と密接

に関連しており，これらのウイルスが同じ血清型に属

する可能性があることを報告している。その後，我々

が行った交差中和試験の結果から，ヒト CRVと

Cowden株が同一血清型内の異なるサブタイプに属す

ることが明らかとなり２０），ヒト CRVとブタ CRVとが

比較的近い関係にあることがわかってきた。これらの

ことは，ヒト CRV胃腸炎の感染源としてブタが重要

な役割を果たしている可能性を示唆するものである。

昨年度の本研究において，ヒト CRVによる集団胃

腸炎の感染源究明の一助として，動物由来糞便（ウシ

糞便４７８検体およびブタ糞便１４５検体）について CRV

検索を行ったところ，ウシ糞便１検体が陽性となった

のみで，ブタ糞便からは CRVは検出されなかっ

た２０）。そこで，今年度はブタ糞便を中心に CRV検索

を行った。

１．３ SRSV の遺伝子学的検出

ウイルス性胃腸炎は毎年冬季に多発する感染症であ

るが，その原因ウイルスの１つである SRSVは培養細

胞・実験動物を使って人工的に増殖させる技術がいま

だ確立されていないウイルスである。このため，純粋

な抗原を大量に得ることが困難であり，他の胃腸炎ウ

イルス検出に用いられる迅速簡便な免疫学的検査法も

開発されていなかった。このため，SRSVの検出は電

子顕微鏡検索で主に行われてきた。

近年 SRSVの一種でカリシウイルス科に属する

Norovirus属（以下 NV）の一部の株の遺伝子配列が解

明され２１），これに基づいた逆転写ポリメラーゼ連鎖反

応（以下 RT−PCR）法での検出が可能となり，多くの

NV 株について遺伝子情報が蓄積されてきた。この結

果，①NV の遺伝子は多様な配列をもち，大きく２つ

の 遺 伝 子 群（GenogroupⅠ：GⅠ，GenogroupⅡ：G

Ⅱ）にわかれ，さらに少なくとも GⅠは５，GⅡは

７の遺伝子型に分かれること２２），②同一検体中に複数

の遺伝子型の NV が存在する場合があること２３）が明ら

かになってきた。

このような遺伝子的多様性のため，すべての NV を

検出できるような RT−PCR法はまだ確立されていな

い。公衆衛生行政では感染症対策と食品衛生対策の両

面からより精度の高い NV の検査法が求められてお

り，１９９７年食品衛生法の一部改正に伴って NV を含む

SRSVが食中毒の原因として認められ，検査法につい

ても年々改良が加えられてきた２４）－２７）が，プライマーの

検出能力や確認検査用プローブの特異性等，いまだ改
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良の必要な点が多々ある。糞便検体に関しては，昨年

度の検討２０）により，最近開発されたリアルタイム

PCR－ハイブリダイゼーション法（カプシド領域を増

幅する COG系プライマーによる１stC−PCRと RING

プローブによるハイブリダイゼーションを同時進行し

て検出。以下リアルタイム法と略）が従来の RT−PCR

法（カプシド領域を増幅する GSK系プライマーによ

る C−PCRとポリメラーゼ領域を増幅する３５’－３６系

および Yuri 系プライマーによる P−PCR）と同等ある

いはそれ以上の検出能力を持つことが確認され，本法

の導入によって確認検査に要する時間を省略すること

が可能となり迅速化できた。また，２００２年度単年度の

カキについての検討で，従来 nested PCRで検出を

行っているカキ等の食品についてもリアルタイム法が

導入できると予想されたが，陽性検体が少数であるた

め，過去の保存陽性検体により導入の可能性を検討す

る必要がある。また，リアルタイム法は単一のプライ

マー系であり，標的領域に変異が起こった場合検出不

能となる可能性がある等，行政対応のために改良を要

する点が残されている。

２００３年度は，１９９７～２００２年度に搬入された県内産カ

キから抽出した RNAについてリアルタイム法導入の

可否を検討するとともに，２００３年度に搬入された集団

胃腸炎事例の糞便について，昨年に引き続き従来の

RT−PCR法とリアルタイム法の検出能力比較を行っ

た。

２ 材料と方法

２．１ ヒトCRVの免疫学的検出

� 対象

２００３年４月～２００４年３月に岡山地区（岡山赤十字病

院，国立病院岡山医療センター）及び玉野地区（のう

の小児科）の感染性胃腸炎患者各 ９々９名，１１６名及び

１８名，合計２３３名から糞便を採取した。また，２００３年

度内に発生した集団胃腸炎１９事例の患者１１４名から糞

便を採取した。

� ウイルス検査方法

ロタウイルス，ADV 及び SRSVの EM法による検

索は既報と同様にネガティブ染色法で行った２８）。

EM法によりロタウイルス様粒子が観察された場

合，次のように ARV と CRVを同定するための検査

を行った。

ARV の検出は ELISA法（ロタクロン，TFB製）

で，添付の説明書に従って行った。

CRVの検出は当センターで開発した CRV検出用

ELISA法又は RPHA法で既報と同様に行った２８）。

RPHA法は MAb １３A３を用いた試薬で，当センター

と共同研究を行っているデンカ生研㈱製造のものを使

用し，検査法は概ね添付の使用説明書に従った。

２．２ ブタ糞便からのCRVの検出とその性状解析

� 糞便検体

２００２年１１月～２００３年５月に岡山市内のと畜場で採取

されたブタ盲腸便５９９検体を本研究に用いた。検体の

由来（検体採取月およびブタの生産地区）は表１に示

すとおりである。なお生産地区は，いずれも岡山県北

中部～広島県東部に位置していた。

表１ CRV検索結果

生産地区
検体採取年月 合計

（陽性率）Ｈ１４年１１月 １２月 Ｈ１５年１月 ２月 ３月 ４月 ５月

Ａ － １／２１＊ － ０／１４ ０／２０ ０／３ ０／２４ １／８２（１．２）
Ｂ － － － － － － ０／３ ０／３
Ｃ － － － ０／１９ － － － ０／１９
Ｄ － － ０／１５ － － － － ０／１５
Ｅ － １／２９ － － － － ０／１１ １／４０（２．５）
Ｆ １／１９ － － ０／２７ １／１０ １／２８ ３／２８ ６／１１２（５．４）
Ｇ － － １／３０ － ０／４０ ２／３１ － ３／１０１（３．０）
Ｈ ０／３０ － １／５５ ０／４０ １／３０ １／３８ ０／３４ ３／２２７（１．３）

合計 １／４９ ２／５０ ２／１００ ０／１００ ２／１００ ４／１００ ３／１００ １４／５９９（２．３）

＊陽性数／検体数
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� CRV検索方法

採取した盲腸便の２０％乳剤について，抗ヒト CRV

モノクローナル抗体を用いたサンドイッチ ELISA

法１２），２８）によりスクリーニング検査を実施した。吸光度

０．４以上を示した検体について，確認のため CRVの

外殻糖蛋白（VP７）に設定したプライマー（表２）

を用いた逆転写 PCR（RT−PCR）法を既報の方法２９）に

準じて行い，特異バンドが観察された場合を最終的に

CRV陽性と判定した。なお，RT−PCR法は nested法

（１st PCR : PCRVP７Sお よ び PCRVP７A，２nd

PCR : PCRVP７NSおよび PCRVP７NA）により実施

した。

� 電子顕微鏡（EM）検索

既報２８）に従って糞便検体を処理し，２％酢酸ウラニ

ルでネガティブ染色を行い観察した。

� CRVの分離培養

ヒト結腸癌由来 CaCo－２細胞を用い既報の方法２８）

に従い分離培養を行った。

� 遺伝子配列決定法

PCR産物をアガロース電気泳動後，目的のバンド

部分を切り出し，DNA gel extraction kit（Millipore 社

製）により抽出を行った。得られた DNA について，

オートシークエンサー（Long−Read Tower，アマシャ

ムバイオサイエンス株式会社製）により塩基配列を決

定した。

� 塩基配列データの解析

塩基配列の解析は市販ソフトウェア（Genetyx MAC

ver．１１，ソフトウェア開発株式会社）を用いて実施し

た。また，遺伝子系統解析は Clustal W（フリーソフ

ト）を用い，A 群ロタウイルス SA－１１株を参照株と

した近隣結合法により実施した。なお系統解析につい

ては，同様の解析を１，０００回繰り返した場合に，同一

結果が得られる回数（ブートストラップ値）でその信

頼性を示した。

２．３ SRSV の遺伝子学的検出

� 材料

１９９７～２００２年度県内産カキ４８件（従来の RT−PCR

法のいずれかで PCR陽性かつ確認検査陽性検体２１

件，従来の RT−PCR法で PCR判定保留かつ確認検査

陰性検体２７件）の保存 RNAおよび２００３年度に県内で

発生した集団胃腸炎１９事例の糞便１４３件（患者糞便１１４

件，調理従事者糞便２９件）を使用した。

� 方法

糞便は，既報２０）と同様に前処理，RNA抽出を行っ

た。カキ RNAは，中腸腺から既報２０）と同様に前処

理，抽出されたのち－７０℃に保存されていた RNAを

用いた。

使用したプライマーおよびプローブを表３に示す。

糞便およびカキについて，厚生労働省より示されたプ

ライマー系である COG系（COG１F／COG２F+ALPF−

COG１R／COG２R）と GSK系（G１SKF／G２SKF−G

１SKR／G２SKR+G２ALSKR）の２系統のカプシド領

域 PCR（C−PCR）２７）（糞便は１st，カキは semi−nested

PCR），３５’－３６系（３５’－３６→NV８１－NV８２，SM８２）

および Yuri 系（MR３－MR４→Yuri２２F−Yuri２２R）の

２系統のポリメラーゼ領域 PCR（P−PCR）（糞便は inner

Primerによる１st，カキは nested PCR）を実施した。

RT−PCRは平成１５年（２００３年）１１月５日付け食安監第

１１０５００１号厚生労働省医薬食品局食品安全部監視安全

課長通知既報２７）に準拠して行った。ただし，Yuri 系プ

ライマーによる RT−PCR条件は斉藤らの方法３０）によっ

た。

COG系は LightCyclerシステム３３０２と LightCycler−

FastStart DNAマスターハイブリダイゼーションプ

ローブ（いずれもロシュ・ダイアグノスティックス

社）を用いたリアルタイム法３１）で，他のプライマー系

は従来法で実施した。リアルタイム法では経時的に蛍

光輝度の増強がみられたものを，従来法では目的とす

表２ RT−PCR法に使用したプライマー

プライマー名 塩基配列（５’－３’） 部位 配列の由来

PCRVP７S GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGT １－２４ ブタ CRV（Cowden株）
PCRVP７A AGCCACATGATCTTGTTTACGC １，０４２－１，０６３ VP７遺伝子

PCRVP７NS TCTTTTTAAATGGTTTGTAC ４０－５９ CRV（OS５３株）
PCRVP７NA GGATATATGGCCCGATGTCT １，０１２－１，０３１ VP７遺伝子

８２ 岡山県環境保健センター年報



る分子量あるいはその近傍に PCR産物のバンドが認

められたものを PCR陽性とした。また，P−PCRで

は，プライマー系による Genogroup検出の偏り３２）をな

くすため，３５’－３６系または Yuri 系で陽性となった検

体を P−PCR陽性検体として，陽性率・一致率を算出

した。

３ 結 果

３．１ ヒトCRV免疫学的検出

� 患者発生状況

岡山県結核・感染症発生動向調査事業に基づ

く，２００３年度における岡山県の感染性胃腸炎の週別発

生状況は図１に示すとおりであった。感染性胃腸炎の

定点当たり患者数は第４８週（１１月）に急増し，第５０週

には２００３年度で最多の２０．３９名に達した。第５２週（１２

月）以後は患者数は一旦減少傾向に転じたものの，第

２週（１月）には再び上昇に転じ，第１１週（３月）に

は定点当たり患者数はピークの１２．０６名に達した。

� 散発患者からのウイルス検出状況

表４に示すとおり，合計２３３件の散発患者糞便より

ARV４５件（１９．３％），CRV１件（０．４％），ADV４件

（１．７％），SRSV４３件（１８．５％）合 計９３件（３９．９％）

のウイルスが検出された。また，EM法でロタウイル

ス様粒子が観察された検体４６件からは，１件のみ CRV

が検出され，その他の検体からはいずれも ARV が検

出された。

月別ウイルス検出状況は表４に示すとおり，ARV

は２００３年４月，２００４年２月，３月に多く検出された。

SRSVは２００３年１１月から２００４年３月に多く検出され

た。

� 集団発生事例患者からのヒト CRV検出状況

合計１１４名の患者から採取した糞便について EM法

によるウイルス検索を実施したところ，５９件から

SRSVのみが検出され，ロタウイルス様粒子や ADV

は検出されなかった。

３．２ ブタ糞便からのCRVの検出とその性状解析

� ブタ盲腸便からの CRVの検出

ブタ盲腸便５９９検体について ELISA法によるスク

リーニングを行ったところ，吸光度０．４以上を示した

のは２４検体で，そのうちブタ由来 Cowden株の VP７

遺伝子両端に相補的なプライマー（PCRVP７Sおよび

PCRVP７A）による RT−PCR法で陽性となったのは

２検体のみ（検体番号 OS５３および OS４１９）であっ

た。そこで，OS５３について塩基配列を決定し，その

表３ ノロウイルス検出に使用したプライマー系およびプローブ一覧＊

領
域

使用プライマー 対応プローブ

系名 プライマー名 塩基配列 位置＊＊ 産物 プローブ名 塩基配列 位置＊＊

ポ
リ
メ
ラ
ー
ゼ

３５’－３６

35’
36

NV81
NV82
SM82

ATAAAAGTTGGCATGAACA
CTTGTTGGTTTGAGGCCATA
ACAATCTCATCATCACCATA

TCATTTTGATGCAGATTA
CCACTATGATGCAGATTA

４９３７－４９５６
４４８７－４５０６
４８６５－４８８４
４５５５－４５７２
４５５５－４５７２

４７０bp
３３０bp

Yuri

MR4
MR3

Yuri22R
Yuri22F

AGTGGGTTTGAGGCCGTA
CCGTCAGAGTGGGTATGAA

CATCATCCCCGTAGAAAGAG
ATGAATGAGGATGGACCCAT

４９３７－４９５４
４４８５－４５０３
４５８５－４６０４
４２３２－４２５３

４７０bp
３７３bp

カ
プ
シ
ド

COG

COG1R
COG1F
COG2R
COG2F
ALPF

CTTAGACGCCATCATCATTYAC
CGYTGGATGCGNTTYCATGA
TCGACGCCATCTTCATTCACA

CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG
TTTGAGTCCATGTACAAGTGGATGCG

５３５４－５３７５
５２９１－５３１０
５０８０－５１００
５００３－５０２８
５００３－５０２８

８５bp
９８bp

RING1−TP (a)
RING2AL−TP

AGATYGCGATCYCCTGTCCA
TGGGAGGGSGATCGCRATCT

５３２９－５３４８
５０４８－５０６７

GSK

G1SKR
G1SKF
G2SKR

G2ALSKR
G2SKF

CCAACCCARCCATTRTACA
CTGCCCGAATTYGTAAATGA

CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT
CCACCAGCATATGAATTGTACAT

CNTGGGAGGGCGATCGCAA

５６５３－５６７１
５３４２－５３６５
５３６７－５３８９
５３６７－５３８９
５０４７－５０６５

３３０bp
３４３bp

＊ 文献２７）より引用
＊＊プライマーの位置は基本的に Norwalk／６８／USに基づく。ただし斜字は Lordsdale／９３／UK に基づく。

図１ 感染性胃腸炎の発生状況
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配列を基に新たなプライマー（PCRVP７NSおよび

PCRVP７NA）を設定し（表２）２nd PCRを行ったと

ころ，さらに１２検体で特異バンドが観察され，最終的

に１４検体（２．３％）が CRV陽性と判定された。

検体採取時期および生産地区別の CRV検出状況は

表１に示すとおりで，２００３年２月を除くすべての月で

CRVが検出されており，また月ごとの検出率にも大

きな違いは認められなかった。採取地区別の検出状況

をみると，検査した８地区中５地区で CRVが検出さ

れていた。また検出率では，F地区の陽性率が５．４％

と，他の地区に比べ約２～４倍高かった。

なお，RT−PCRの結果からウイルス量が比較的多い

と思われた OS５３および OS４１９について EMによる観

察を行ったが，ウイルス粒子を確認することはできな

かった。また，CRV陽性と判定された盲腸便のうち

１２検体を CaCo－２細胞に接種し培養を試みたもの

の，ウイルスを分離することはできなかった。

� VP７遺伝子相同性解析

まず最初に，VP７遺伝子全長が増幅された２株

（検体番号から OS５３および OS４１９株と命名）につい

て，その塩基配列決定し解析を行ったところ，両株と

も１，０７５塩基対（bp）から成り，３３６個のアミノ酸

（aa）をコードする一つのオープンリーディングフ

レームが存在することがわかった。これは，既知の

CRVに比べて遺伝子（nt）で１２bp分，また aaで４残

基分長かった（aa配列を図２に示す）。OS５３および OS

４１９株の VP７遺伝子を相互に比較したところ ntで

９０．５％，aaで９４％と比較的高い相同性であった。一

方，既知の CRV株との比較では（表５），OS５３およ

び OS４１９株とも ntレベルでヒト，ブタおよびウシ

CRV株の何れとも６０～７０％台の相同性であり，aaレ

ベルにおいてもほぼ同様の値であったが，OS５３につ

いてはヒト CRV株との相同性が８０．４～８１％と，他に

比べ若干高い値を示した。

次に，２nd PCRで陽性となった１２検体のうち，比

較的 PCR産物量の多かった９検体について塩基配列

を決定したところ，産物には９４０bp（予測アミノ酸３１３

個）と９５２bp（予測アミノ酸３１７個）の２種類が存在し

ていた（表６，７）。２nd PCR増幅部分について，先

に決定した OS５３および OS４１９株の配列も加え，既知

の CRV株との比較を行ったところ，ブタ盲腸便由来

株の VP７には①既知の CRVと同一塩基長（９４０bp）

で，ブタ CRVの Cowden株およびWH株に近縁（nt

相同性８７．２～８９．５％，aa相同性９２．３～９３．３％）なも

表４ 採取年月別・採取機関別ウイルス検出状況

採取年月
岡山赤十字病院 国立病院岡山医療センター のうの小児科

合計
ARV CRV ADV SRSV 陰性 小計 ARV CRV ADV SRSV 陰性 小計 ARV CRV ADV SRSV 陰性 小計

H１５年４月

５月

６月

７月

８月

９月

１０月

１１月

１２月

H１６年１月

２月

３月

－

２

０

０

０

０

０

０

０

０

１

３

－

０

０

０

０

０

０

０

０

０

０

０

－

０

０

０

０

０

０

０

０

０

１

０

－

１

２

０

０

１

２

４

４

２

２

５

－

１２

１７

４

４

４

１

４

２

４

９

８

－

１５

１９

４

４

５

３

８

６

６

１３

１６

１１

１

０

０

－

０

－

０

０

０

４

２１

０

１

０

０

－

０

－

０

０

０

０

０

１

２

０

０

－

０

－

０

０

０

０

０

０

０

０

０

－

０

－

２

８

５

０

０

１３

２

４

４

－

１

－

３

６

５

６

１６

２５

６

４

４

－

１

－

５

１４

１０

１０

３７

２

－

－

０

－

０

０

０

０

０

０

０

０

－

－

０

－

０

０

０

０

０

０

０

０

－

－

０

－

０

０

０

０

０

０

０

０

－

－

０

－

０

０

１

１

１

１

１

０

－

－

１

－

２

２

１

０

２

１

２

２

－

－

１

－

２

２

２

１

３

２

３

２７

２１

２３

９

４

８

５

１５

２１

１９

２５

５６

計 ６ ０ １ ２３ ６９ ９９ ３７ １ ３ １５ ６０ １１６ ２ ０ ０ ５ １１ １８ ２３３

表５ ブタ盲腸便由来 CRVの VP７遺伝子配列相同性

株名
VP７遺伝子配列の相同性値（％）

ヒト CRV ブタ CRV ウシ CRV

OS５３
遺伝子 ７７．８～７８．７ ７４．２～７６．７ ７７．０～７８．３
アミノ酸 ８０．４～８１．０ ７２．０～７８．３ ７７．７～７８．６

OS４１９
遺伝子 ７８．０～７８．６ ７４．１～７７．１ ７６．３～７８．３
アミノ酸 ７７．４～７８．０ ６８．８～７６．５ ７５．３～７７．４

８４ 岡山県環境保健センター年報



の（E地区由来 OS７８株），②既知の CRVと同一塩基

長で，ブタ CRVの HF株に近縁（nt相同性８５．７％，aa

相同性８９．８～９０．１％）なもの（H地区由来 OS３０２およ

び OS４９３株），③既知の CRV株より１２塩基，４アミ

ノ酸長く，配列にも類似性がみられない（ntおよび aa

相同性とも６０～７０％台）もの（前記以外のブタ盲腸便

由来８株）の大きく３つのグループに分類しうること

がわかった。さらに３番目のグループについては，由

来地区の異なる株間では ntおよび aaとも８９．２～

９３．４％の相同性であったのに対し，同一地区では nt

および aaとも９８．９％以上という極めて高い相同性を

示した（表６，７）。

� VP７アミノ酸系統解析

相同性解析を行った１７株の CRVについて，近隣結

合法による VP７アミノ酸配列系統解析を実施したと

ころ，相同性解析で得られた知見を良く反映するかた

ちで，大まかに３つのクラスター（A，Bおよび C）

に分けられることがわかった（図３）。さらに同一ク

ラスター内においても，高いブートストラップ値（９７０

以上）をもって，由来動物種もしくは由来地区ごとに

サブクラスターを形成した。さらに同一地区由来株で

は，その採取時期に関わらず VP７が高度に保存され

表６ VP７遺伝子配列相同性＊

株名
（由来＊＊）

鎖長
（塩基対）

各種動物由来株 ブタ盲腸便由来株

OK１１８ OK４５０ Cowden WH HF Shintoku OS７８ OS３０２ OS４９３ OS５３ OS３５４ OS４６４ OS５０２ OS５５４ OS１８１ OS４１９ OS４３８

OK１１８（ヒト） ９４０ １００ ９５．５ ８２．６ ８２．０ ７２．８ ７３．６ ８０．８ ７２．０ ７２．０ ７６．８ ７７．８ ７７．７ ７７．８ ７７．８ ７６．９ ７６．９ ７６．８

OK４５０（ヒト） ９４０ １００ ８２．２ ８１．８ ７１．７ ７２．５ ８０．０ ７１．０ ７１．０ ７６．０ ７６．６ ７６．５ ７６．６ ７６．６ ７６．４ ７６．２ ７６．３

Cowden（ブタ） ９４０ １００ ９３．７ ７２．７ ７４．３ ８９．５ ７１．４ ７１．６ ７４．１ ７４．７ ７４．８ ７４．９ ７４．９ ７４．７ ７４．７ ７４．６

WH（ブタ） ９４０ １００ ７２．０ ７３．７ ８７．２ ７０．５ ７０．７ ７２．９ ７３．４ ７３．５ ７３．８ ７３．８ ７３．５ ７３．３ ７３．４

HF（ブタ） ９４０ １００ ７１．９ ７２．２ ８５．７ ８５．７ ７１．５ ７１．４ ７１．４ ７１．４ ７１．４ ７１．６ ７１．５ ７１．４

Shintoku（ウシ） ９４０ １００ ７２．８ ７２．１ ７２．３ ７５．１ ７３．９ ７３．８ ７３．８ ７３．８ ７４．９ ７４．８ ７４．８

OS７８（E） ９４０ １００ ７０．８ ７０．８ ７４．５ ７４．９ ７４．８ ７４．８ ７４．８ ７５．２ ７４．９ ７４．８

OS３０２（H） ９４０ １００ ９９．８ ７１．８ ７１．１ ７１．０ ７０．９ ７１．０ ７１．１ ７１．１ ７１．０

OS４９３（H） ９４０ １００ ７１．８ ７１．０ ７１．０ ７１．０ ７１．０ ７１．１ ７１．１ ７１．０

OS５３（A） ９５２ １００ ９０．２ ９０．３ ９０．１ ９０．１ ８９．８ ８９．６ ８９．５

OS３５４（F） ９５２ １００ ９９．７ ９９．３ ９９．３ ８９．７ ８９．５ ８９．４

OS４６４（F） ９５２ １００ ９８．９ ９８．９ ８９．８ ８９．６ ８９．５

OS５０２（F） ９５２ １００ １００ ８９．５ ８９．３ ８９．２

OS５５４（F） ９５２ １００ ８９．５ ８９．３ ８９．２

OS１８１（G） ９５２ １００ ９９．５ ９９．６

OS４１９（G） ９５２ １００ ９９．９

OS４３８（G） ９５２ １００

＊ 相同性値９０％以上を太字で示し，９９％以上を枠で囲む
＊＊ 既知の株については由来動物を，供試検体については由来地区を示す

図２ CRV株の VP７アミノ酸配列の比較
括弧内は由来地区または由来動物を示す。OS５３株と同一のアミノ酸はドットで示し，欠損部分はハイフンで示した。ま

た，糖鎖付加部位を枠で囲んだ。
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ていた。

３．２．４ VP７アミノ酸配列アライメント

由来地区ごとの代表株と既知の CRV株との aa配列

アライメントを行った結果を図２に示した。全体を比

較すると N末端側に置換部位が多く認められ，特に

３０～７５aa部分には置換が集中していた。また，クラ

スター Cに属する OS５３，OS４１９および OS３５４株では

アミノ酸追加位置（２４８aa部分）および追加配列（バ

リン・アスパラギン・グルタミン・ロイシン）とも全

く同一であった。

CRVの VP７には２～３カ所の糖鎖付加部位の存在

が確認されている１９）が，これらの位置を調べたとこ

ろ，今回検出された株は何れも３カ所に付加部位が認

められ，そのうち２カ所（６７～６９aa，２２５～２２７aa）に

ついては既知の株との間で良く保存されていた。な

お，これまでヒト CRVのみで確認されていた１５２～

１５４aa部分の付加部位が，クラスター Cに属する株に

も認められたが，このことはヒト CRVとの関連性を

考えるうえで大変興味深い知見であった。さらに，ウ

シ CRVのみに存在していた付加部位（２７０～２７２aa）

がクラスター Bの株（OS３０２株）にも観察された。

３．３ SRSV の遺伝子学的検出

� カキ保存 RNAにおけるリアルタイム法と従来法

の比較

１９９７～２００２年度県内産カキ４８件（従来の RT−PCR

法のいずれかで PCR陽性かつ確認検査陽性検体２１

件，従来の RT−PCR法で PCR判定保留かつ確認検査

陰性検体２７件）の保存 RNAについてリアルタイム法

を実施し，陽性率及び一致率を表８に示す。陽性率

図３ VP７アミノ酸配列の系統解析結果
Ａ郡ロタウイルス SA－１１株を参照株として近隣結合法によ

り実施した。既知の CRV株を太字で表した。括弧内は検体の
由来（由来動物もしくは地区別：採取年月日）を，系統樹上
の数値はブートストラップ値をそれぞれ示す。

表７ VP７アミノ酸配列相同性＊

株名
（由来＊＊）

鎖長
（アミノ酸）

各種動物由来株 ブタ盲腸便由来株

OK１１８ OK４５０ Cowden WH HF Shintoku OS７８ OS３０２ OS４９３ OS５３ OS３５４ OS４６４ OS５０２ OS５５４ OS１８１ OS４１９ OS４３８

OK１１８（ヒト） ３１３ １００ ９６．５ ８６．３ ８３．７ ６８．７ ７２．２ ８３．７ ６８．７ ６９．０ ７９．８ ７８．９ ７８．５ ７８．９ ７８．９ ７７．３ ７６．７ ７６．７

OK４５０（ヒト） ３１３ １００ ８６．６ ８４．０ ６８．７ ７２．２ ８４．０ ６８．４ ６８．７ ７９．２ ７８．２ ７７．９ ７８．２ ７８．２ ７６．７ ７６．０ ７６．０

Cowden（ブタ） ３１３ １００ ９６．８ ６８．７ ７２．８ ９３．３ ６８．４ ６８．７ ７７．０ ７５．１ ７５．１ ７５．１ ７５．１ ７５．７ ７５．１ ７５．１

WH（ブタ） ３１３ １００ ６８．１ ７３．２ ９２．３ ６８．４ ６８．７ ７５．７ ７３．８ ７３．８ ７３．８ ７３．８ ７５．４ ７４．８ ７４．８

HF（ブタ） ３１３ １００ ７１．２ ６８．７ ８９．８ ９０．１ ７０．３ ６８．１ ６７．８ ６８．１ ６８．１ ６７．５ ６６．９ ６６．９

Shintoku（ウシ） ３１３ １００ ７１．９ ７１．９ ７２．２ ７６．３ ７３．８ ７３．５ ７３．８ ７３．８ ７４．４ ７３．８ ７３．８

OS７８（E） ３１３ １００ ６８．７ ６９．０ ７７．９ ７５．４ ７５．４ ７５．４ ７５．４ ７６．３ ７５．７ ７５．７

OS３０２（H） ３１３ １００ ９９．７ ７１．６ ６８．８ ６８．５ ６８．８ ６８．８ ６９．１ ６８．５ ６８．５

OS４９３（H） ３１３ １００ ７１．９ ６９．１ ６８．８ ６９．１ ６９．１ ６９．４ ６８．８ ６８．８

OS５３（A） ３１７ １００ ９３．４ ９３．４ ９３．４ ９３．４ ９４．３ ９３．７ ９３．７

OS３５４（F） ３１７ １００ ９９．４ １００ １００ ９２．１ ９１．５ ９１．５

OS４６４（F） ３１７ １００ ９９．４ ９９．４ ９２．１ ９１．５ ９１．５

OS５０２（F） ３１７ １００ １００ ９２．１ ９１．５ ９１．５

OS５５４（F） ３１７ １００ ９２．１ ９１．５ ９１．５

OS１８１（G） ３１７ １００ ９９．４ ９９．４

OS４１９（G） ３１７ １００ １００

OS４３８（G） ３１７ １００

＊ 相同性値９０％以上を太字で示し，９９％以上を枠で囲む
＊＊ 既知の株については由来動物を，供試検体については由来地区を示す
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は，リアルタイム法，従来法とも４３．８％で差はなく，

結果一致率も７９．２％と高かった。

� カキ等食品におけるリアルタイム法導入の効果

リアルタイム法の導入により，検査の迅速化をは

かった。食品で NV 陽性であった場合の検査工程を従

来法とリアルタイム法で比較して示す（図４）。食品

の場合 nestsd PCRを実施するため，従来法では最短

でも PCR検査に４日，確認検査に３日の計７日必要

であったが，リアルタイム法では最短３．５日で最終判

定が可能であった。

� 糞便におけるリアルタイム法と従来法との比較

２００３年度に県内で発生した集団胃腸炎１９事例の糞便

１４３件についてリアルタイム法と GSK系の C−

PCR，３５’－３６系と Yuri 系の２系統の P−PCRを行っ

た。プライマー系別の PCR陽性率を過去２年度の陽

性率とともに表９に，リアルタイム法と従来法の PCR

結果比較を表１０に示す。

各プライマー系の陽性率は，リアルタイム法５８．０％

（８３／１４３），３５’－３６系５１．７％（７４／１４３），GSK系５０．３％

（７２／１４３），Yuri 系２８．７％（４１／１４３）で あ っ た。

３５’－３６系と Yuri 系の２系統を総合判定した場合，す

なわち P−PCRとしての陽性率は５７．３％（８２／１４３）で

あった。リアルタイム法との一致率は，GSK系と

３５’－３６系で８６．７％，Yuri 系が最も低く６９．３％であっ

た。P−PCRの一致率は９２．３％であった。リアルタイ

ム法と従来法の不一致例は，いずれの系もリアルタイ

ム法陽性・従来法陰性検体がリアルタイム法陰性・従

来法陽性検体より多かった。各プライマー系の陽性率

を過去と比較した場合，リアルタイム法，GSK系と

Yuri 系は大きな変化はみられなかったが，３５’－３６系

図４ カキ検体における PCR検査所要時間の比較

表８ カキ保存 RNAの PCRにおけるリアルタイム法と
従来法の結果比較

従来法

リアルタイム法 陽性数 陰性数 計

陽性数
（％）

１６
（３３．３）

５
（１０．４）

１
（２．２）

陰性数
（％）

５
（１０．４）

２２
（４５．８）

２７
（５６．２）

計
（％）

２１
（４３．８）

２７
（５６．２）

４８
（１００．０）

一致率（％） ７９．２

表９ プライマー系別陽性率の年度別比較

増幅領域 カプシド領域 PCR ポリメラーゼ領域 PCR

方 法 リアルタイム法 従来法

プライマー系 COG系 GSK系 ３５’－３６系 Yuri系

糞
便

２００３年度陽性率（％） ５８．０ ５０．３ ５１．７ ２８．７

２００２年度陽性率（％） ６０．９ ５３．６ ７２．５ ２６．１

２００１年度陽性率（％） ４４．４＊ ５５．６ ２９．６ ２５．９

*COG系プライマーの２００１年度陽性率は，従来法 PCRによる
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は約２／３に低下した。

集団胃腸炎１９事例中１３事例で NV が検出された。G

Ⅱのみが検出されたのが１１事例，GⅠと GⅡが検出さ

れたのが２事例で，GⅠのみが検出された事例はな

かった。

� 糞便における電子顕微鏡検索と NV の PCRとの

比較

前項で使用した１４３検体について，電子顕微鏡検索

（EM）と NV の PCR（リアルタイム法，GSK系，

３５’－３６系及び Yuri 系）を比較した。その結果を表１１

に示す。各プライマー系の５６．６～６２．２％の検体で EM

と PCRの結果が一致したが，EM陽性 PCR陰性検体

が１５．４～３０．０％みられた。EM陽性リアルタイム法陰

性検体が月別検体数に占める割合を図５に示す。EM

陽性リアルタイム法陰性検体の割合は１８．１～４０．０％で

６月と翌年２月に最も高く，１１月～翌年２月にかけて

表１０ 糞便の PCRにおけるリアルタイム法と従来法の結果比較

従 来 法

リアルタイム法 カプシド領域 PCR ポリメラーゼ領域 PCR

カプシド領域 PCR GSK系 ３５’－３６系 Yuri系

COG系 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数

陽性数
（％）

６８
（４７．５）

１５
（１０．５）

６９
（４８．２）

１４
（９．８）

４０
（２８．０）

４３
（３０．０）

陰性数
（％）

４
（２．８）

５６
（３９．２）

５
（３．５）

５５
（３８．５）

１
（０．７）

５９
（４１．３）

一致率（％） ８６．７
８６．７ ６９．３

９２．３

表１１ 糞便の電子顕微鏡検索と NVの PCRとの結果比較

NV の PCR

リアルタイム法 従来法

電子顕微鏡検索 COG系 GSK系 ３５’－３６系 Yuri系

陽性数 陰性数 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数

陽性数
（％）

４８
（３３．５）

２２
（１５．４）

４０
（２８．０）

３０
（２１．０）

４５
（３１．４）

２５
（１７．５）

２７
（１８．９）

４３
（３０．０）

陰性数
（％）

３５
（２４．５）

３８
（２６．６）

３２
（２２．４）

４１
（２８．６）

２９
（２０．３）

４４
（３０．８）

１４
（９．８）

５９
（４１．３）

一致率（％） ６０．１ ５６．６
６２．２ ６０．１

６０．８

図５ 月別 EM陽性リアルタイム法陰性検体の割合
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増加傾向であった。

４ 考 察

４．１ ヒトCRV免疫学的検出

冬期を中心とするウイルス性胃腸炎の発生ピークは

１２月をピークとする SRSVと２，３月をピークとして

発生する ARV により，二峰性の発生曲線を持つ傾向

が指摘されている３３）が，２００３年度冬期の感染性胃腸炎

患者の発生パターンは１２月と２月をピークとする発生

曲線となり，標準的な発生パターンであった。

また，２００２年度のピーク時の定点当たり患者数は

１１．４４名（第５１週）及 び８．９４名（第１０週）で あ っ た

が，２００３年度のピーク時には２０．３９名（第５０週）及び

１２．０６名（第１１週）となり，２００３年度の患者数が大幅

に増加したことが示された。

このことをウイルス検出状況と比較すると，SRSV

は１１月～翌年３月に多く検出され，ARV は４月及び

翌年２月，３月に多く検出され，患者発生状況と一致

していた。また，SRSVが１２月以降３月まで多く検出

され，２００３年度冬期の流行が２００２年度に比べ患者数が

大幅に増加した一因と考えられる。

EM法でロタウイルス様粒子が観察された検体４６件

のうち１件から CRVが検出され，その他の検体から

は ARV が検出された。群を同定できないロタウイル

ス陽性検体はなかったため，MAb１３A３との反応性が

劣る CRVの出現は認められなかった。当センターで

開発した CRV検出用 ELISA法及び RPHA試薬は，

CRVの内殻共通抗原に反応する MAb を使用している

ため，CRVの抗原変異により検出ができなくなる可

能性は少ないと思われるが，今後も，この MAb で検

出できない CRVの出現に注意を払う必要があると思

われる。

CRVは抗原的分類ができていないため，MAb との

反応性による分類や，中和法による分類を検討中であ

るが，今後，抗原的分類が可能になれば，CRVの感

染源，感染ルートの究明に役立つと思われる。

４．２ ブタ糞便からのCRVの検出とその性状解析

今回ヒト CRV胃腸炎の感染源究明の一助として，

ブタ盲腸便５９９検体について CRV検索を行ったとこ

ろ，１４検体（２．３％）から CRVの遺伝子が検出され

た。これまでに，胃腸炎を発症した仔豚等の糞便から

CRVが検出されたという報告は多いものの１５），３４），健

康な成豚から検出されたというのは今回が初めてであ

る。ただし，CRV陽性例のうち比較的ウイルス量が

多いと考えられた２検体について EMによる観察を

行ったものの，ウイルス粒子を確認することができ

ず，また CaCo－２細胞による分離培養も陰性であっ

た。したがって，検体に含まれるウイルス量はあまり

多くないものと思われ，健康なブタが直ちにヒトへの

感染源となる可能性は低いものと考えられた。

ヒト CRVの全国的な流行が認められた１９９２～９３年

シーズンに，胃腸炎患者糞便に限って CRV検索を

行った場合でも，その検出率は６．８％であった３５）こと

から考えて，健康なブタの２．３％が CRVを保有して

いたということは，ブタにおける本ウイルスの侵淫度

がヒトに比べてかなり高いことを示唆している。ま

た，検査した８地区中５地区で CRVが検出されたこ

とから，岡山県北中部～広島県東部地域におけるブタ

の間で CRVが広く蔓延しているものと思われた。

ヒト CRVによる集団胃腸炎のほとんどが３～６月

に発生し，また散発性胃腸炎患者から CRVが検出さ

れるのも同時期に多いことなどから，ヒト CRVが冬

季よりむしろ春季に流行しやすいことがわかってい

る２）－１１），３５）。今回の結果から，ブタ盲腸便からの CRV

検出が特定時期に集中するという傾向は認められな

かったことから，ヒトとブタでは CRVの流行時期に

違いがあるのかもしれない。何れにしても今回は１

シーズンのみの成績であり，本調査をさらに継続する

ことで，ブタにおける CRV流行の実態を明らかにで

きるものと思われる。

VP７遺伝子の相同性およびアミノ酸系統解析の結

果から，ブタ盲腸便中にヒト CRVに極めて近縁なウ

イルスは発見されなかったものの，既知の CRV株に

近縁なものから全く異なるものまで，多様なウイルス

が存在していることが今回初めて明らかになった。イ

ンフルエンザウイルスでは，カモなどの水禽類がリ

ザーバーとして多種類のウイルスを保有し，それらが

ヒト由来ウイルスとリアソートメントを起こすことで

新型ウイルスが出現し，大規模なインフルエンザ流行

を引き起こすことが知られている３６）。したがって CRV

の場合も同様に，ブタがリザーバーとなって様々なウ

イルスを保有し，それらのウイルスがヒト由来株との
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間でリアソートメントを起こすことで，新型ウイルス

が出現する可能性も十分考えられる。今後，新たな性

状を持つウイルスの出現を監視するうえでも，ブタ盲

腸便の CRV検査を継続していく必要があると思われ

る。

ブタが多様な CRVを保有する一方で，同一地区に

由来するウイルスでは，その採取時期に関わらず VP

７が高度に保存されていたことから，各地区に特定の

ウイルスが定着し，しかもそれぞれが独自に進化して

いることがうかがわれた。さらに調査を進める必要が

あるものの，もしこれが事実とすれば，地区を越えた

ウイルス伝搬はあまり起こっていないものと思われる

ため，各地区ごとに消毒等の対策を施すことで，CRV

の清浄化が図られるのではないかと考えられる。

CRV陽性例１０検体について CaCo－２細胞による分

離を試みたものの，ウイルスを培養することはできな

かった。しかしながら VP７アミノ酸配列アライメン

ト結果から，ヒト CRVに特徴的な糖鎖結合部位がク

ラスター Cに属する株にも存在するなど，両者の配

列に類似した部分も認められることから，今後異なる

細胞を用いるなどの工夫によりブタ盲腸便由来株を培

養し，その抗原性や血清学的性状を詳しく解析する必

要がある。

４．３ SRSV の遺伝子学的検出

� カキ保存 RNAにおけるリアルタイム法と従来法

の比較

陽性率がリアルタイム法と従来法ともに差がなく，

両方の一致率も高かったことから，リアルタイム法

は，１st PCRではあるがカキ等食品検査における

nested PCRとほぼ同等の検出能力を持つことが確認さ

れた。なお，従来法確認検査で陽性でありながらリア

ルタイム法陰性となった５検体は２００２年度の検体で，

うち４検体は Yuri 系のみで検出されていた。２００２年

度は糞便においても Yuri 系とリアルタイム法との一

致率が他のプライマー系より低く２０），リアルタイム法

で検出効率の低い Genotypeが流行していた可能性が

ある。

� カキ等食品におけるリアルタイム法導入による効

果

リアルタイム法の特徴は，PCRによる核酸増幅と

ハイブリダイゼーションによる確認とを同時進行でき

る点と蛍光発色測定による高感度測定にある。昨年検

討した糞便の場合は核酸増幅と確認検査の同時進行に

よる迅速化効果が大きかった。カキ等食品において

は，それに加えて，前項で示されたように一段階の

PCRでありながら従来法の nested PCRに匹敵すると

いう蛍光測定の高感度性が効果を発揮している。この

結果，従来法で nested PCRに要する約半日とその後

に実施する確認検査に要する３日が不要となり，リア

ルタイム法では最短で３．５日と大幅に迅速化可能と

なった。リアルタイム法導入による NV 陽性結果の迅

速還元と検査時間短縮による事件対応能力の向上は，

集団胃腸炎発生時の感染源調査のみならず，カキ等食

品 NV 汚染の常時監視により事件発生自体を未然防止

するためにも有用と考えられる。

� 糞便におけるリアルタイム法と従来法との比較

PCR陽性率は，リアルタイム法が最も高く，従来

法のプライマー系を上まわっており，かつ従来法との

一致率も高かったことから，現行の糞便からの NV 検

出系では最も優れていると考えられた。各プライマー

系の陽性率を過去と比較すると，COG系（従来法で

あった２００１年度を除く）と GSK系及び Yuri 系は大き

な変化がなかったが，３５’－３６系は２９．６～７２．５％と大

きく変動しており，NV の流行 Genotypeによって陽

性率が変動する可能性があると考えられた。一方，

COG系と GSK系は，陽性率の変動が少なく，NV の

流行 Genotypeに左右されにくい検出系と考えられ

た。従って COG系を使用するリアルタイム法はこの

点でも有用な方法といえる。厚生労働省の示す NV の

RT−PCR法は，今年度改良が加えられ２７），従来のプラ

イマー系では検出できなかった Alphatronタイプの

NV３７）も検出可能になった。しかし，少数ながら，依

然リアルタイム法陰性従来法陽性の検体が見られるこ

とから，現行のリアルタイム法で検出困難な NV が存

在する可能性も否定できなかった。

� 糞便における電子顕微鏡検索（EM）と NV の PCR

との比較

EMと NV の PCRの結果比較で，EMで SRSV陽性

でありながら NV の PCR陰性である検体が１５．４～

３０．０％みられた。EMは形態学的観察であり，NV を

特異的に検出しているわけではない。従って，これら

の検体で観察された SRSVは，①NV 以外の SRSV，
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たとえばサポウイルスやアストロウイルス②現行の

RT−PCRで検出し得ない Genotypeの NV の２つの可

能性がある。EM陽性検体のうち，最も NV を効率に

検出するリアルタイム法陰性の検体が，NV 非流行期

の６月と NV 流行期後半に高率にみられたことから，

PCR陽性となる NV とは異なる流行形態を持つ SRSV

の存在が疑われたが，非流行期や流行期後半は検体数

自体が少なく，このために検出割合が高率になった可

能性もある。EMで観察された NV の PCR陰性の

SRSVについて，今後サポウイルス及びアストロウイ

ルスの RT−PCR等を実施し，その実態を明らかにし

ていく必要があると思われる。
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