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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のうち，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研究を行い，以下の結果を得た。①：開発したヒト CRV 検出用の酵

素抗体（ELISA）法又は逆受身血球凝集（RPHA）法及び電子顕微鏡（EM）法を用いて，2002年度採取の患者糞便

（散発140件，集発101件）を検査したところ，EM 法でロタウイルス陽性検体20件中１件でヒト CRVが，それ以外

の検体でＡ群ロタウイルスが検出された。②：開発したCRV用中和試験法を用いて，ヒトCRV（OK118，OK450，

Ｋ9304及びＧ７株），ブタ CRV Cowden株及びウシ CRV Shintoku株の交差中和試験を行った結果，全ての株が同

一のＧ血清型に属していたが，ヒトCRV，Cowden株，Shintoku株は異なる亜型に属していた。③：CRV用ELISA

法を用いて2002年度採取の糞便（ウシ478件，ブタ145件）を検査したところ，ウシ糞便１件が陽性と判定され，EM 法

および逆転写PCR（RT-PCR）法により，本ウイルス（Ｔ-199株）が CRVであることが確認された。Ｔ-199株PCR

産物の塩基配列を決定したところ，VP７遺伝子は1,063塩基対で，332個のアミノ酸をコードし，VP４遺伝子は2,259

塩基対で，735個のアミノ酸をコードしていた。Ｔ-199株を既知の CRV株と塩基配列を比較した結果，遺伝的にウシ

CRVに近縁であることが強く示唆されたが，既知CRV株抗血清による中和試験では，血清学的にはむしろヒトCRV

に近縁であった。④：SRSV のうち Norwalk-virus（NV）について，糞便とカキを用いて，RT-PCR 法における

増幅領域による陽性率の比較，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）と従来法の陽性率

比較・導入効果を検証した。その結果，１）糞便検体陽性率の増幅領域による差は明瞭ではなく，リアルタイム法と

従来法の一致率は80％前後と高かった。２）カキからは，リアルタイム PCR が従来法より効率的に検出しうること

が示された。３）糞便からの陽性確定に従来法では最短６日程度であったが，リアルタイム法では最短３日と大幅に

迅速化可能となった。

［キーワード：Ｃ群ロタウイルス，小型球形ウイルス，モノクローナル抗体，分子疫学，PCR 法］

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（SRSV），

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

毒の原因として登載された。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 および 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および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。

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

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 ，酵素抗体法（ELISA）法，逆受身血球凝集

（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 ，

全国各地で本ウイルスを原因とする集団胃腸炎の報告

がなされ ，さらに岡山県でも２年続けてヒトCRV

による集団胃腸炎事例が確認されるなど ，公衆衛生

上問題となっている。ヒト CRVには簡便な検査法が

なかったが，岡山県環境保健センターで多数検体を迅
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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

法および Lx-Ag 法）を開発した 。そこで，検査

法（ELISA法，RPHA法）の有効性を確認すること

を主目的として2001年度と同様に2002年４月～2003年

３月に散発した感染性胃腸炎患者の糞便について，ヒ

ト ARVおよびヒト CRVの検査と電子顕微鏡（EM）

によるウイルス検索を行った。また，食中毒を疑われ

た集団発生事例12事例についても同様に検査を行った。

ヒト CRVの交差中和試験

CRVは，動物や下痢症患者から各地で検出され，ヒ

トでは集団発生例の報告も多い。ARVに比べヒトCRV

で集団発生が多いのは，ヒト CRVに対する中和抗体

保有率が低い ことも一因と考えられるが，CRVの中

和に関する研究は進展しておらず，血清型別もあまり

行われていない。

ロタウイルスの中和は２つの外殻蛋白，VP４および

VP７によって媒介される。VP４によって担われた中

和特異性はＰ血清型と呼ばれ，VP７によって担われた

中和特異性はＧ血清型と呼ばれる。

ウイルス粒子に対する過免疫血清の中和応答は，主

としてVP７への抗体応答であるが，VP４への抗体応

答も複合的に反応する。このため，ARVでは，中和抗

体価の20倍以上の差に基づいてＧ血清型が定義されて

いる 。一方，CRVでは，16倍以上の差に基づいてＧ

血清型が定義されている 。

Tsunemitsuらは，ヒトの株とブタの Cowden株が

同じＧ血清型に属しているが，ウシの Shintoku 株が

別のＧ血清型に属していると報告している 。この報告

では，ヒト CRVに対する中和抗体価は測定されてい

ないため，確定的な血清型別は行われていない。

我々は RPHA 法を用いた CRV の中和抗体測定法

について報告した 。この方法を用い，上に述べた基準

を適用してＧ血清型別を試みた。

動物糞便からの CRVの検出とその性状解析

CRVは仔豚の下痢起因ウイルスとして初めて確認さ

れ ，その後の研究により，抗原的に類似したウイルス

がヒトからも検出されるに至った 。その他にも，ウシ

やイヌなどの胃腸炎から本ウイルスが検出されたとい

う報告がなされるなど，CRVが各種動物に感染性を有

することがわかっている 。一方，CRVに対する抗

体保有状況では，ヒトで約30％程度である のに対し，

ウシで47～56％，ブタで93～97％と報告されており ，

CRVがヒトよりもむしろ動物間に広く侵淫しているも

のと考えられる。

ロタウイルスは分節した２本鎖 RNAをゲノムとし

て持つため，異なる株が単一の細胞に同時感染した際

に，遺伝子分節の組み替え現象（遺伝子再集合）が起

こり，新たな性状を持つウイルスが出現することが知

られている 。ARVでは，遺伝子分節の一部あるいは

多くが，動物ロタウイルスと遺伝的に極めて近縁なヒ

トロタウイルス株の存在が報告されているが，このこ

とはヒト由来ウイルスと動物由来ウイルスとが遺伝子

再集合を起こしたり，動物由来ウイルスがヒトに直接

感染した結果であると考えられている 。

我が国では1988年以降，ヒト CRVによる集団胃腸

炎の発生が公衆衛生上問題となっているが，その感染

源については不明な点が多く残されている。そこで感

染源究明の一助として，動物由来糞便についてCRV検

索を実施するとともに，検出されたウイルスについて

詳細な解析を行った。

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確立

されていないウイルスであり，また，患者糞便中に排

出されるウイルス粒子数がロタウイルス等に比べて少

ないため，他の胃腸炎ウイルス検出に用いられる迅速

簡便な検査法も開発されていなかった。このため，SRSV

の検出は EM 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

Norwalk-virus（NV）の一部の株の遺伝子配列が解明

され ，これに基づいた逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（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

（Genogroup ：Ｇ ，Genogroup ：Ｇ ）にわか

れ，さらに少なくともＧ は５，Ｇ は７の遺伝子型

に分かれること ，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 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
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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いる。

1997年の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

ても例示された 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，さらには結果確定までに時

間がかかる等，改良の必要な点が多々ある。

迅速かつ精度の高いNVの検査法確立のために，今

年度は昨年度に引き続き RT-PCR 法による検出にお

ける増幅領域の違いによる検出率の比較を行うととも

に，機器導入により実施可能となったリアルタイム

PCR－ハイブリダイゼーション法（リアルタイム法）

と従来法の陽性率比較・導入効果を検証した。

材料と方法

ヒト CRVの免疫学的検出

対 象

2002年４月～2003年３月に岡山地区（Ｏ病院）及び

玉野地区（Ｎ病院）の感染性胃腸炎患者各々104名およ

び36名，合計140名から糞便を採取した。

また，2002年度内に発生した集団感染性胃腸炎12事

例101名から糞便を採取した。

方 法

ウイルスのEM による検索は2001年度と同様にネガ

ティブ染色法で行った 。

ヒト ARVの検査は ELISA法（ロタクロン，TFB

製）で，添付の説明書に従って行った。

ヒトCRVの検出は当センターで開発したヒトCRV

検出用 ELISA 法又は RPHA 法で2001年度と同様に

行った 。RPHA法は MAb13Ａ３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。

SRSVの検出は，集団発生事例の一部の検体にデン

カ生研㈱製の SRSV 検出用 ELISA 法キットを EM

法と併用した。

ヒト CRVの交差中和試験

ウイルス株

ヒト CRV株は，1988年～1993年に岡山県で分離さ

れたOK118，OK450，K9304およびＧ７株を使用し，

その他の動物種の株としてブタ CRV Cowden株及び

ウシ CRV Shintoku株を使用した。

ヒト CRVは，コラーゲンでコートしたローラーボ

トルで培養したCaCo-２細胞で増殖させ，Cowden株

と Shintoku株はローラーボトルで培養した MA 104

細胞で増殖させた。

感染細胞を培養液と共に２回凍結融解し，細胞断片

を取り除くために，遠心分離し，上清を逆受身赤血球

凝集法中和試験（N-RPHA）に使用した。

抗 血 清

ヒト CRV，Cowden 株および Shintoku 株に対す

る過免疫抗血清はマウス又はモルモットで作成した。

また，1988年に発生したヒト CRVを原因とする下

痢症患者１人の回復期血清（M198）を抗血清として用

いた。

さらに，OK450株のVP７に対する中和能を持つモ

ノクローナル抗体（MAb）（42Ｅ９）を作成した。この

MAbがVP７と反応することは既報 に従って確認し

た。

交差中和試験

交差中和試験は，以前報告 したようにＮ-RPHAに

よって実行したので，以下に簡潔に述べる。

回転培養させた96穴マイクロプレート内で増殖させ

た時，培養液が８単位の RPHA 価を持つようにウイ

ルスを希釈し，その希釈液と抗血清（２倍段階希釈）

を37℃で90分間保温した。ヒト CRVでは，混合液は

CaCo-２細胞を培養したコラーゲンコート96穴マイク

ロプレートに接種し，Cowden株又は Shintoku株で

は MA104細胞を培養した96穴マイクロプレートに接

種し，37℃で１時間保温した。ウエルを洗浄後，１ml

あたりパンクレアチン100ug（ヒト CRV）又は50ug

（Cowden株及び Shintoku株）を含む MEM 200ul

を添加し，マイクロプレートをシール後，37℃，３日

間，回転培養した。培養後，凍結融解を行い，遠心上

清の RPHA 価を測定した。

RPHA価が対照ウイルス液のRPHA価の４分の一

以下に減少した場合，抗体陽性とし，抗体価は投入ウ

イルスを中和する抗血清の最も高い希釈の逆数として

表した。
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動物糞便からの CRVの検出とその性状解析

動物由来糞便

2001年４月～2002年３月に採取されたウシ糞便478検

体およびブタ糞便145検体の計623検体を本研究に用い

た。

CRV検索方法

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 によりスクリーニングを行った。

EM 検索

既報 の方法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を行った。

RT-PCR 法

表１に示すような４組のプライマーを用い，既報の

方法 に準じてCRVの外殻糖蛋白（VP７）および外

殻スパイク蛋白（VP４）遺伝子を標的とするRT-PCR

を行った。なお，VP７遺伝子を増幅するPCR反応に

ついては，熱変性：94℃１分，アニーリング：48℃２

分，伸長反応：72℃２分の条件で行い，VP４遺伝子を

増幅する場合には，伸長反応を３分間に延長した。

遺伝子配列決定法

PCR増幅産物をプラスミド（pT７Blue，Novagen

社）にクローニングした後，２種類のユニバーサルプ

ライマー（Ｕ-19および R-20，Novagen社）およびVP

４遺伝子については表２に示すようなプライマーを追

加使用し，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）により塩基

配列を決定した。なお，塩基配列は少なくとも３つの

クローンについて決定し，それらの配列を総合して最

終的な配列とした。

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.10，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，サル ARV 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（ブーツストラップ値）でその信頼性を示し

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 に

従い分離培養を行った。

血清学的性状試験

N-RPHA法 により分離ウイルスの血清学的性状を

調べた。なお，試験にはヒト CRV 株（OK118，OK450

およびＫ9304），ブタ由来 Cowden 株およびウシ由来

Shintoku株をそれぞれモルモットに免疫して作製した

表１ 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

HCRVP７S  GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGT １-24 ヒト CRV（OK118株）

HCRVP７A  AGCCACATGATCTTGTTTACGC 1,042-1,063 VP７遺伝子

BCRVP７S  GGCATTTAAAAAAGAAGGAGCTG １-23 ウシCRV（Shintoku株）

BCRVP７A  AGCCACATAATCTCGTTTAC 1,044-1,063 VP７遺伝子

HCRVP４S  GGCTTAAAAAGTAGAGATCG １-20 ヒト CRV（Bristol株）

HCRVP４A  AGCCACATTATTGAGATCTC 2,264-2,283 VP４遺伝子

BCRVP４S  GGCTTAAAAAAGTCAGGATC １-20 ウシCRV（Shintoku株）

BCRVP４A  AGCCACATAATAAGTCGATC 2,234-2,253 VP４遺伝子

表２ VP４遺伝子のシークエンス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

CBRV８A  ATTATTGGTTGCTGTAATGC 706-725 Shintoku株 VP４遺伝子

199VP４N１ GGGAAGAATGGAAACACAATTTTCC 607-631 Ｔ-199株 VP４遺伝子

199VP４Ｎ２ CTCATAACGTTTGCTGCGAC 1,679-1,658 〃

199VP４Ｎ３ GCATCTATTATGTCAAACCGTCC 1,067-1,045 〃
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抗血清を使用した。

SRSVの遺伝子学的検出

材 料

2002年度に県内で発生した集団胃腸炎事例の糞便69

件（患者糞便56件，調理従事者糞便13件）および県内

産カキ46件を使用した。

方 法

糞便は0.2gを滅菌PBS（－）で20％乳剤とし，フル

オロカーボン（バートレル XF，三井・デュポンフロ

ロケミカル社）で処理したものを前処理材料とした。

カキは５個分の中腸腺を滅菌 PBS（－）で10％乳剤と

し，同様にフルオロカーボン処理して40,000rpm，２

時間超遠心後の沈澱物を200μlに浮遊させたものを前

処理材料とした。RNA抽出は QIA Viral RNA Mini
 

Kit（QIAGEN 社）により行った。

RT-PCRおよびハイブリダイゼーションに使用した

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/COG 2Ｆ -COG 1Ｒ/

COG2Ｒ）と GSK 系（Ｇ1SKF/Ｇ2SKF-Ｇ1SKR/

Ｇ2SKR）の２系統のカプシド領域PCR（Ｃ-PCR）

（糞便は１st，カキは semi-nested PCR），35’-36系（35’

-36→NV81-NV82,SM 82）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，

ハイブリダイゼーションによる確認は平成９年５月30

日付け衛食第156号厚生省生活衛生局食品保健課長，乳

肉衛生課長通知 ，平成11年２月10日付け衛食第20号

衛乳第28号厚生省生活衛生局食品保健課長，乳肉衛生

課長通知 および平成13年11月16日付け食監第267号厚

生労働省医薬局食品保健部監視安全課長通知 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 Saitohらの方法 によった。

COG系はリアルタイム法で，他のプライマー系は従

来法で実施した。COG系のリアルタイム法は，LightCy-

cler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）を用いて，Kageyama

らが ABI Prism 7700で実施した方法 を改変して

Lig-htCyclerシステムに最適化した術式で実施した。

PCR条件は95℃10分変性，95℃15秒，60℃20秒，72℃

４秒で45回（糞便）または55回（カキ）増幅，40℃30

秒冷却である。PCRの判定は，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

目的とする分子量あるいはその近傍に PCR 産物のバ

表３ ノーウォーク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

使 用 プ ラ イ マ － 対 応 プ ロ － ブ領

域 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

35’-36  35’

36
 

NV 81
 

NV 82
 

SM 82

 

ATAAAAGTTGGCATGAACA
 

CTTGTTGGTTTGAGGCCATA
 

ACAATCTCATCATCACCATA
 

TCATTTTGATGCAGATTA
 

CCACTATGATGCAGATTA

 

4937 -4956
 

4487 -4506
 

4865 -4884
 

4555 -4572
 

4555 -4572

 

470 bp

 

330 bp

 

SR 47d
 

SR 61d
 

SR 63d
 

SR 65d
 

SR 67d
 

SR 69d

 

ATGTCAGGGGACAGGTTTGTATGTC
 

GGGGCCTAGTCCTGT
 

ACATCAGGAGAGTGCCCACT
 

ACATCAGGTGATAAGCCAGT
 

ACATCTGGTGAGAGACCAGA
 

ACATCGGGTGATAGGCCTGT

 

4817 -4836
 

4817 -4836
 

4817 -4836
 

4817 -4836
 

4817 -4836

ポ

リ

メ

ラ

ー

ゼ

Yuri  MR 4
 

MR 3
 

Yuri 22R
 

Yuri 22F

 

AGTGGGTTTGAGGCCGTA
 

CCGTCAGAGTGGGTATGAA
 

CATCATCCCCGTAGAAAGAG
 

ATGAATGAGGATGGACCCAT

 

4937 -4954
 

4485 -4503
 

4585 -4604
 

4232 -4253

 

470 bp

 

373 bp

 

COG  COG 1R
 

COG 1F
 

COG 2R
 

COG 2F

 

CTTAGACGCCATCATCATTYAC
 

CGYTGGATGCGNTTYCATGA
 

TCGACGCCATCTTCATTCACA
 

CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG

 

5354 -5375
 

5291 -5310
 

5080 -5100
 

5003 -5028

 

85 bp

 

98 bp

 

RING 1

 

RING 2

 

AGATYGCGATCYCCTGTCCA

 

TGGGACGGCGATCGCAATCT

 

5329 -5348

 

5048 -5067
カ

プ

シ

ド

GSK  G1 SKR
 

G1 SKF

 

G2 SKR
 

G2 SKF

 

CCAACCCARCCATTRTACA
 

CTGCCCGAATTYGTAAATGA

 

CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT
 

CNTGGGAGGGCGATCGCAA

 

5653 -5671
 

5342 -5365

 

5367 -5389
 

5047 -5065

 

330 bp

 

343 bp

 

ISG 1-1
 

ISG 1-2
 

ISG 1-3
 

ISG 1-4
 

ISG 2-1
 

ISG 2-2
 

ISG 2-3

 

CCAACAAACATGGATGGCACCAGTG
 

CAGTTGGTACCGGAGGTTAATGCTT
 

CCTCAAAGCGCTGATGGCGCAAGC
 

GCTACACCAAGCGCAGATGGCGCCA
 

ATAATTGACCCCTGGATTAGAAA
 

ATAATTGATCCCTGGATTATGAATA
 

GCCGCTCCATCTAATGATGGTGCA

 

5382 -5406
 

5382 -5405
 

5415 -5439
 

5379 -5403
 

5223 -5245
 

5223 -5247
 

5105 -5129

文献29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。

ISG １-１～４，ISG ２-１～３は石古博昭他の作成になるプローブ
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ンドが認められたものを PCR 陽性とした。

また，カキの PCR 陽性検体については確認検査を

行い，プライマー系の評価指標として，①検出率（％）＝

確認検査陽性検体数÷検体数×100，②確認率（％）＝

確認検査陽性検体数÷PCR 陽性検体数×100を算出し

た。

結 果

ヒト CRVの免疫学的検出

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，平

成14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

あたり患者数は第48週（11月）に急増し，第51週には

2002年度で最多の11.44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10週（３月）には定点あ

たり患者数はピークの8.94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140件の散発患者糞便よりヒ

ト ARV 19件（13.6％），ヒト CRV １件（0.7％），

ADV ２件（1.4％），SRSV 19件（13.6％）合計41件

（29.3％）のウイルスが検出された。また，EM でロ

タウイルス様粒子が観察された検体20件からは，１件

のみヒト CRVが検出され，その他の検体からはいず

れもヒト 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，ヒトARV

は2002年４月，2003年２月，３月に多く検出され，流

行が集中していた。SRSVは2002年10月から2003年２

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

患者101名について，糞便を採取し細菌検査及びウイ

ルス検査を実施した。細菌検査では原因と考えられる

食中毒起因菌が検出されなかったため，SRSV検出用

ELISA 法又は EM 法による検索を行ったところ，

ELISA法では検査した101検体中43件（42.6％）が陽

性となり，EM 法では101検体中50件（49.5％）でSRSV

様粒子が観察され，その他のウイルス様粒子は観察さ

れなかった。

ヒト CRVの交差中和試験

表５はヒト，ブタおよびウシのCRV６株に対する過

免疫抗血清，ヒト CRVを原因とする胃腸炎患者１人

の回復期血清Ｍ198，OK450株に対する中和能を有する

MAb42Ｅ9での，ヒト，ブタおよびウシからのCRV６

表４ 採取年月別・採取機関別ウイルス検出状況

Ｏ 病 院 Ｎ 小 児 科
採取年月 合 計

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

Ｈ13年４月 4 0 0 1 7 12 3 0 0 1 8 12 24

５月 1 0 0 0 9 10 0 0 0 0 1 1 11

６月 0 0 0 0 3 3 0 0 0 0 1 1 4

７月 0 0 1 0 8 9 ― ― ― ― ― ― 9

８月 0 0 0 0 7 7 0 0 0 0 1 1 8

９月 ― ― ― ― ― ― 0 0 1 0 2 3 3

10月 0 0 0 3 11 14 ― ― ― ― ― ― 14

11月 0 0 0 4 12 16 0 0 0 1 2 3 19

12月 0 0 0 1 8 9 0 0 0 2 2 4 13

Ｈ14年１月 1 0 0 2 4 7 ― ― ― ― ― ― 7

２月 3 1 0 3 8 15 0 0 0 0 2 2 17

３月 1 0 0 0 1 2 6 0 0 1 2 9 11

計 10 1 1 14 78 104 9 0 １ ５ 21 36 140

図１ 感染性胃腸炎の発生状況
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株に対する中和の結果を示す。

ヒトCRV４株全てで，双方向にホモとヘテロの中和

抗体価の差が２倍以内であった。

Cowden株については，抗 OK118抗血清及び抗Ｇ7

抗血清で，中和抗体価がホモと比べて２倍以内の差で

中和されたが，抗Cowden抗血清のOK118株及びＧ7

株に対する中和抗体価はホモと比べて16倍以上の差が

あった。また，別のヒト CRV２株（OK450，K9304）

と Cowden株間では，中和抗体価が双方向ともホモと

比べて16倍以上の差があった。

Shintoku株は，ヒトCRV３株（OK118，OK450お

よび K9304）および Cowden 株に対して，双方向と

も中和抗体価がホモと比べて16倍以上の差があった。

一方，Ｇ7株は抗 Shintoku抗血清で中和抗体価がホモ

と比べて２倍以内の差で中和されたが，抗Ｇ7抗血清の

Shintoku株に対する中和抗体価はホモと比べて16倍以

上の差があった。

患者の回復期血清 M198は検査したヒト CRV２株

（OK118および OK450）及び Cowden 株を同程度に

中和したが，Shintoku株を中和しなかった。

MAb42Ｅ9は検査したヒトCRV２株（OK450および

Ｇ7）を高度に中和したが，Cowden株およびShintoku

株を中和しなかった。

動物糞便からの CRVの検出とその性状解析

動物由来糞便からの CRVの検出

動物由来糞便642検体についてELISA法によりスク

リーニングを行ったところ，平成12年12月６日に岡山

県内のと畜場で採取されたウシ糞便１検体（検体番号

Ｔ-199）のみが CRV陽性と判定された。なおウイル

スが検出されたウシは，鳥取県内で飼育されていた７

表５ 中和試験

抗血清に対する中和抗体価
ウイルス

抗 OK118 抗 OK450 抗Ｋ9304 抗Ｇ７ 抗 Cowden 抗 Shintoku  M198 42E９

OK 118 512 256 512 512 128 64 2,048 ―

OK 450 256 512 512 256 512 ＜32 1,024 19,200

K9304 256 512 512 256 64 ＜32 ― ―

G７ 512 256 512 512 512 512 ― 9,600

Cowden 256 ＜32 ＜32 512 8,192 64 1,024 ＜10

Shintoku ＜32 ＜32 ＜32 ＜32 128 1,024 ＜32 ＜10

：10μg/ml
―：未検査

Ａ Ｂ

図２ CRV陽性ウシ糞便（パネルＡ）およびＴ-199株培養上清（パネルＢ）の電子顕微鏡観察像

バーは100nmを示す。
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歳の黒毛和牛で，便性状に異状は認められなかった。

さらに，同検体についてEM によるウイルス検索を行

ったところ多数のロタウイルス様粒子が観察された（図

２Ａ）。

次に，陽性検体について RT-PCR 法による検査を

実施したところ，VP７遺伝子についてはいずれのプラ

イマーにおいても目的産物（約1,000bp）が増幅された

が，VP４遺伝子ではウシCRVを標的としたプライマ

ー（BCRVP４ＳおよびBCRVP４Ａ）のみで増幅産物

（約2,200bp）が認められた。以上の成績から，今回検

出されたウイルスが CRVであることが確認された。

さらに，陽性検体をCaCo-２細胞に接種しウイルス

分離を試みたところ，盲継代７代目で抗CRV MAbを

用いた間接蛍光抗体法により特異蛍光が観察され，培

養上清にもロタウイルス様粒子が確認された（図２B）。

分離されたウイルスはその検体番号からＴ-199株と命

名した。なお，Ｔ-199株の VP７および VP４遺伝子

の一部について塩基配列を決定し，オリジナルのウイ

ルスと比較したところ，両者の配列は完全に一致した。

VP 遺伝子解析

RT-PCR法で増幅された遺伝子産物の塩基配列を決

定し解析を行ったところ，Ｔ-199株の VP７遺伝子は

1,063塩基対から成り，332個のアミノ酸をコードする

一つのオープンリーディングフレーム（ORF）が存在

するものと考えられた（アミノ酸配列のみ図３に示す）。

既知の CRV 株との遺伝子配列相同性はヒト CRV

株と74.9～75.7％，ブタ CRV株と74.6～76.4％，ウ

シ由来 Shintoku 株と94.2％であった。また，アミノ

酸配列でも同様にヒト CRV株と73.5～73.8％，ブタ

CRV株と72.9～75.3％，Shintoku株と97％であり，

Ｔ-199株の VP７がウシ CRV のそれに最も類似して

いることがわかった（表６）。さらに近隣結合法による

アミノ酸系統解析を行ったところ，Ｔ-199株の VP７

は Shintoku 株と最も近縁であることがわかった（図

４）。なお，Shintoku株とのアミノ酸配列の比較では，

わずか10カ所に置換が認められたのみだったものの，

そのうち７カ所はN末端の60アミノ酸部分に集中して

いた（図３）。

VP 遺伝子解析

Ｔ-199株のVP４遺伝子は2,259塩基対から成り，735

個のアミノ酸をコードする一つの ORF を持つことが

わかった（アミノ酸配列は図５参照）。既知のCRV株

との遺伝子配列相同性はヒトCRV株と70.3～71.2％，

図４ VP７アミノ酸配列の系統解析結果

Ａ群ロタウイルスSA-11株を参照株として近隣結合

法により実施した。括弧内は由来動物を，系統樹上

の数値はブーツストラップ値をそれぞれ示す。

表６ VP７の遺伝子およびアミノ酸配列相同性

相 同 性 値（％)株 名

（由来動物） OK118 OK450 Bristol  Belem  Cowden  HF  WH  Shintoku Ｔ-199

OK118 （ヒト） 95.7 98.2 98.1 84.1 75.2 83.3 75.5

OK450 （ヒト） 96.7 95.6 95.3 83.7 74.3 83.2 74.4

Bristol （ヒト） 98.8 96.7 97.8 84.1 75.3 83.5 76.1

Belem （ヒト） 98.5 96.4 99.1 83.6 75.3 83.0 75.7

Cowden（ブタ） 87.0 87.3 87.7 87.3 75.4 94.1 76.3

HF （ブタ） 70.5 70.5 70.5 70.2 70.5 74.7 74.2

WH （ブタ） 84.6 84.9 85.5 84.9 97.0 69.9 75.4

Shintoku(ウシ） 73.8 73.8 73.8 74.1 74.4 72.9 74.7

Ｔ-199 （ウシ）

右上半分の値が遺伝子相同性を，左下半分の値がアミノ酸配列の相同性を示す
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図３ Ｔ-199株と既知の CRV株との VP７アミノ酸配列の比較

同一のアミノ酸はドットで示した。

図５ Ｔ-199株と既知の CRV株との VP４アミノ酸配列の比較

同一のアミノ酸はドットで示し，トリプシン解裂部位を枠で囲んだ。
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ブタ由来 Cowden株と76.6％，Shintoku株と85.3％

であり，またアミノ酸配列でもヒトCRV株と72～72.4

％，Cowden株と80.7％，Shintoku株と89.7％であり，

ウシ CRVに若干類似していたものの特に相同性の高

い株は認められなかった（表７）。さらにアミノ酸系統

解析の結果，Ｔ-199株の VP４は既知の CRV とは系

統的に大きく異なっていることがわかった（図６）。な

お，類似性が認められた Shintoku 株とのアミノ酸配

列の比較では，アミノ酸の追加，欠失および置換が多

く認められたが，その大部分はトリプシン解裂部位の

上流域（いわゆるVP８領域）に集中しており（図５），

当該部分の相同性については79.2％と低い値であった。

中和試験成績

Ｔ-199株の免疫学的性状を明らかにするため，Ｎ-

RPHA法により既知のCRV株に対する抗血清の中和

抗体価を測定した（表８）。その結果，Ｔ-199株は抗ヒ

ト CRV株血清によりいずれもホモと４倍以内の差で

中和されたが，抗 Shintoku 株血清ではホモと８倍の

差で，抗Cowden株血清ではホモと64倍の差でそれぞ

れ中和された。

SRSVの遺伝子学的検出

増幅領域の違いによる比較

2002年度に県内で発生した集団胃腸炎事例の糞便69

件，県内産カキ46件について COG 系と GSK 系の２

系統の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 陽性率を昨年度の

陽性率とともに表９に示す。PCR陽性率は，糞便では

表７ VP４の遺伝子およびアミノ酸配列相同性

相 同 性 値（％)株 名

（由来動物） OK118 OK450 Bristol  Belem  Cowden  Shintoku Ｔ-199

OK118 （ヒト） 94.3 97.5 97.1 71.8 69.6

OK450 （ヒト） 97.3 95.5 95.5 71.1 69.7

Bristol （ヒト） 97.6 98.7 98.0 71.6 69.8

Belem （ヒト） 97.6 98.7 99.2 71.5 69.4

Cowden（ブタ） 73.3 73.1 73.4 73.4 76.1

Shintoku（ウシ） 71.6 71.6 72.2 71.9 78.7

Ｔ-199 （ウシ）

右上半分の値が遺伝子相同性を，左下半分の値がアミノ酸配列の相同性を示す

図６ VP４アミノ酸配列の系統解析結果

Ａ群ロタウイルスSA-11株を参照株として近隣結合

法により実施した。括弧内は由来動物を，系統樹上

の数値はブーツストラップ値をそれぞれ示す。

表８ 中和試験成績

抗血清に対する中和抗体価ウイルス株

（由来動物） OK118 OK450 K9304 Cowden  Shintoku
 

OK118 （ヒト） 512 256 512 128 64

OK450 （ヒト） 256 512 512 512 ＜32

K9304 （ヒト） 256 512 512 256 ＜32

Cowden （ブタ） 256 ＜32 ＜32 8,192 64

Shintoku （ウシ） ＜32 ＜32 ＜32 128 1,024

Ｔ-199 （ウシ） 128 256 256 128 128

抗血清のホモ価をアンダーラインで示した
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35’-36系72.5％，COG系60.9％，GSK系53.6％，Yuri

系26.1％，カキでは，GSK系41.3％，COG系6.5％，

35’-36系6.5％，Yuri系4.3％であった。昨年度の陽性

率と比較すると，糞便ではCOG系と35’-36系は上昇し，

GSK系とYuri系は大きな変化はみられなかった。カ

キのPCR陽性率は，昨年よりCOG系とYuri系で低

下し，GSK 系と35’-36系で上昇した。

リアルタイム法と従来法との比較

前項で使用した各検体について，リアルタイム法と

従来法の PCR 結果比較を行った。糞便69件の結果を

表10に，カキ46件の結果を表11に示す。

糞便ではリアルタイム法と最も一致率が高かったの

は GSK系で81.2％，ついで35’-36系79.7％，Yuri系

が最も一致率が低く56.5％であった。リアルタイム法

と従来法の不一致例は，GSK系とYuri系ではリアル

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く，35’-36系では逆にリアルタイ

ム法陰性・従来法陽性検体がリアルタイム法陽性・従

表10 糞便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 Ｐ Ｃ Ｒ

カプシド領域ＰＣＲ ＧＳＫ系 ３５’-３６系 Ｙｕｒｉ系

Ｃ Ｏ Ｇ 系 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数

陽 性 数
（％）

33
（47.8）

9
（13.0）

39
（56.5）

3
（4.3）

15
（21.7）

27
（39.1）

陰 性 数
（％）

4
（5.8）

23
（33.3）

11
（15.9）

16
（23.2）

3
（4.3）

24
（34.8）

一 致 率（％) 81.2 79.7 56.5

表11 カキ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 Ｐ Ｃ Ｒ

カプシド領域ＰＣＲ ＧＳＫ系 ３５’-３６系 Ｙｕｒｉ系

Ｃ Ｏ Ｇ 系 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数 陽性数 陰性数

陽 性 数
（％）

2
（4.3）

1
（2.2）

1
（2.2）

2
（4.3）

2
（4.3）

1
（2.2）

陰 性 数
（％）

17
（37.0）

26
（56.5）

2
（4.3）

41
（89.1）

0
（0.0）

43
（93.5）

一 致 率（％) 60.5 91.3 97.8

表９ プライマー系別陽性率の昨年度との比較

増 幅 領 域 カ プ シ ド 領 域 Ｐ Ｃ Ｒ 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 Ｈ14年度陽性率（％) 60.9 53.6 72.5 26.1

便 Ｈ13年度陽性率（％) 44.4 55.6 29.6 25.9

カ Ｈ14年度陽性率（％) 6.5 41.3 6.5 4.3

キ Ｈ13年度陽性率（％) 20.0 20.0 2.0 12.0

COG 系プライマーのＨ13年度陽性率は，従来法 PCR による
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来法陰性検体より多かった。

カキではリアルタイム法と最も一致率が高かったの

は Yuri系で97.8％，ついで35’-36系91.3％，GSK系

が最も一致率が低く60.9％であった。リアルタイム法

と従来法の不一致例は，35’-36系とYuri系ではリアル

タイム法陽性・従来法陰性検体がリアルタイム法陰性・

従来法陽性検体と同数または多く，GSK系では逆にリ

アルタイム法陰性・従来法陽性検体がリアルタイム法

陽性・従来法陰性検体より多かった。

カキについては従来法 PCR 陽性検体の確認検査を行

い，検出率と確認率を算定した（表12）。確認検査陽性

となったのはリアルタイム法で３件，従来法ではGSK

系の２件のみであり，GSK系での陽性検体はリアルタ

イム法ですべて陽性であった。検出率と確認率はそれ

ぞれリアルタイム法で6.5％，100％，GSK系で4.3％，

10.5％であった。

リアルタイム法導入による効果

リアルタイム法の導入により，検査の迅速化をはか

った。糞便で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７）。従来法で

は最短でも PCR 検査に３日，確認検査に３日の計６

日必要であったが，リアルタイム法では最短３日で最

終判定が可能であった。

考 察

ヒト CRVの免疫学的検出

冬期を中心とするウイルス性下痢症の発生ピークは

12月をピークとする SRSVと２，３月をピークとして

発生するヒト 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 が，2002年度冬期の感染性胃腸

炎患者の発生パターンは12月と３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。

このことをウイルス検出状況と比較すると，SRSVは

10月～２月に多く検出され，ヒト ARVは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月以後も多く検出されたことから，２月に

は両者の流行が重なっていたと考えられる。

EM 法でロタウイルス様粒子が観察された検体のう

ち１件からヒト CRVが検出され，その他の検体から

はヒトARVが検出されたことから，MAb13Ａ3との

反応性の劣るヒト CRVの出現は認められなかった。

当センターで開発したヒト CRV 検出用 ELISA 法お

よび RPHA 試薬は，ヒト CRV の内殻共通抗原に反

応する MAbを使用しているため，ヒト 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で検出できないヒト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，ヒトCRVの

感染源，感染ルートの究明に役立つと思われる。

ヒト CRVの交差中和試験

16倍以上の中和抗体価の差がホモとヘテロの株の間

に生じたとき，２つの CRVが抗原的に異なると考え

た 。この基準に従えば，表５に記載されている株のう

ち，ヒトCRV４株は同一のＧ血清型と考えられるが，

表12 カキにおけるリアルタイム法と従来法の検出能力の比較

方 法 リアルタイム法 従 来 法

プライマー系 カプシド領域ＰＣＲ カプシド領域ＰＣＲ ポ リ メ ラ ー ゼ 領 域 Ｐ Ｃ Ｒ

検体別 ＣＯＧ系 ＧＳＫ系 ３５’-３６系 Ｙｕｒｉ系

ＰＣＲ陽性率（％） 6.5 41.3 6.5 4.3

検 出 率（％） 6.5 4.3 0.0 0.0

確 認 率（％） 100.0 10.5 0.0 0.0

図７ 糞便検体における検査所要時間の比較
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OK118株およびＧ7株に対して Cowden株は，一方向

にのみ中和がみられた。また，Ｇ7株に対して Shintoku

株は，一方向にのみ中和がみられた。

亜型（subtype）の定義は，ポリクローナル抗体によ

る交差中和試験で一方向に中和があり，VP７に特異的

な MAb抗体による中和試験で識別可能な血清型とさ

れている 。一方，亜型と混同しやすいmonotypeは，

ポリクローナル抗体では双方向に中和があるが，VP７

に特異的な MAb抗体で異なる反応性を示す血清型と

されている 。

これらのことから，ヒトCRV４株，Cowden株およ

び Shintoku 株は同一のＧ血清型内の各々異なる亜型

に属すると考えられる。

ARVでは，Ｇ血清型別の基準が提唱されている が，

Ｐ血清型別ではＧ血清型別と基本的に同じ基準が適用

されているものの，８～16倍の差で型別される場合も

ある 。CRVに関しては，Ｇ血清型別のための基準が

確定されていないため，今後，さらに検証されていく

と考えられる。

また，ARVでは VP４遺伝子の配列に基づく型別，

すなわちP遺伝子型別も行われており，Ｐ血清型別の

結果とP遺伝子型別の結果が必ずしも一致しないこと

が知られている。CRVではＰ血清型別が行われていな

いため，P遺伝子型別の結果と一致するかどうかは不

明であるが，ヒトのBristol株，Cowden株及びShinto-

ku株間で P遺伝子型別の結果，これらの P遺伝子型

は異なると報告されている 。このことから，今回使用

したヒト CRV４株，Cowden 株および Shintoku 株

の P遺伝子型は異なる可能性が高いと考えられる。し

たがって，VP４に媒介される中和により異なるＧ血清

型間で一方向の中和が見られる場合があるため，交差

中和試験に対する VP４の影響を考慮に入れる必要が

あると思われるが，今回の試験では VP４の影響は少

ないと考えられる。

CRVの免疫学的なＰ血清型別は行われていないため，

CRVのＧ血清型別に及ぼすVP４に対する抗体の影響

を完全に理解するためにはさらなる免疫学的研究が必

要であろう。

動物糞便からの CRVの検出とその性状解析

ヒト CRV集団胃腸炎の感染源究明の一助として，

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

ものの，ブタ糞便からCRVは検出されなかった。CRV

に対する抗体保有率がウシで約50％，ブタでは90％以

上であった ことからすると，今回の検出率は低いと思

われる。ただし，これまでの CRV検出報告が主に幼

獣の糞便からのものである ことから，検査した検体

の多くが成牛や成豚から採取された糞便であったこと

が，低検出率の要因となった可能性がある。いずれに

しても本研究結果から見る限り，成獣の糞便がヒトCRV

感染症の原因となる可能性は低いものと考えられるが，

今後仔牛や仔豚から採取した糞便も検査対象に加えつ

つ，さらに多くの検体について CRV検索を行う予定

である。

今回ウシ糞便から分離されたＴ-199株は，VP７およ

びVP４遺伝子の相同性および系統解析結果などから，

ウシCRVに近縁なウイルスであることが示唆された。

ウシ CRV に関しては，1990年に恒光ら が北海道内

の下痢を呈する仔牛から世界で初めて本ウイルスを確

認したものの，その後まったく検出報告がなく，今回

が10年ぶりの検出例となった。さらに，細胞培養で増

殖可能なウシCRVとしてはＴ-199株がShintoku株

に次いで世界で２例目であり，本ウイルスは CRV研

究において極めて有用であると考えられる。

Ｔ-199株のVP７については，Shintoku株と遺伝子

レベルで94.2％，アミノ酸レベルで97.0％の相同性で

あり，かつ系統解析でも Shintoku 株と同一の系統樹

上に分類されたが，VP４については Shintoku株と比

較した場合，アミノ酸レベルでも89.7％の相同性であ

り，また系統解析でも異なる系統樹に分類された。こ

のように VP７と VP４の類似性にくい違いが生じた

原因として，①Shintoku株が検出されてからＴ-199株

の検出されるまでの10年間に，ウイルス粒子の最表面

に位置するVP４に変異が集中した，②Shintoku株に

極めて類似した株とそうでない株との遺伝子再集合に

よりＴ-199株が出現したことなどが考えられる。いず

れにしても，他の遺伝子分節について解析を行うこと

で，Ｔ-199株の由来が明らかになるものと思われる。

ARV では交差中和試験に基づき14の VP７血清型

（Ｇタイプ）および11の VP４血清型（Ｐタイプ）に

分類されているが，それぞれ同一のＧタイプおよびＰ

タイプの株間では，アミノ酸配列の相同性がそれぞれ
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87％以上および89％以上であることが報告されている 。

VP７アミノ酸配列相同性から，今回分離されたＴ-199

株はヒト CRV 株およびブタ CRV株とは異なるＧタ

イプに，Shintoku株とは同一のＧタイプに属するもの

と考えられた。また VP４アミノ酸配列相同性からも

同様に，Ｔ-199株はヒト CRV 株およびブタ CRV株

とは異なるＰタイプの株であり，Shintoku株とは同一

のＰタイプに属するものと考えられた。しかしながら，

Ｐタイプ特異的エピトープが存在するVP８領域 の相

同性が，Ｔ-199株と Shintoku 株間で79.2％と低い値

であり，かつ互いの VP４が系統学的にも異なってい

たことなどから，両株が異なるＰタイプに属する可能

性も考えられる。

Ｔ-199株は，抗ヒト CRV血清によりいずれもホモ

と４倍以内の差で中和されたが，抗 Shintoku 株血清

ではホモと８倍の差で，抗Cowden株血清ではホモと

64倍の差でそれぞれ中和されたことから，Ｔ-199株は

血清学的にウシ CRV よりも，むしろヒト CRVに近

縁であるという興味深い結果が得られた。しかしなが

らこの結果は，前述のアミノ酸配列に基づく解析結果

とは食い違いがみられる点もあることから，今後Ｔ-199

株に対する抗血清を作製し，これを用いた交差中和試

験を行うことで，ヒト CRV株との血清学的関連性を

明らかにする必要がある。

SRSVの遺伝子学的検出

増幅領域の違いによる比較

糞便では昨年度に続いてＣ-PCR の２系の PCR 陽

性率が高かったが，今年度はＰ-PCRのうち35’-36系が

Ｃ-PCRを上まわっており，PCR段階ではＣ-PCRと

Ｐ-PCR どちらが優れているとはいえなかった。

昨年度との比較で COG 系と35’-36系の PCR 陽性

率が今年度上昇したが，COG系の場合はリアルタイム

法に変わり感度があがったためと考えられる。一方，

方法が変わっていない35’-36系については，今年度流行

していた NV が昨年度の NV に比べ35’-36系で検出

されやすいタイプであった可能性が考えられる。逆に

みれば，陽性率があまり変化しなかった GSK 系は，

NVの流行タイプにあまり左右されずに検出できると

いえるかもしれない。今後同じＣ-PCRであるCOG系

についても，リアルタイム法で実施した場合同様な傾

向がみられるか，引き続き検討する必要がある。

カキの PCR 陽性率はＣ-PCR の GSK 系以外の他

の３系は大差はなく，陽性検体数が少ないためはっき

りした傾向は認められなかった。

リアルタイム法と従来法との比較

糞便におけるリアルタイム法は，陽性数の少なかっ

た Yuri 系を除いて従来法とよく一致していた。結果

不一致例でも GSK 系と Yuri系はリアルタイム法陽

性・従来法陰性検体が多く，リアルタイム法が従来法

と同等以上の検出能力を持つことが示された。

カキにおいても，リアルタイム法は PCR 陽性数の

多かったGSK系を除いて従来法とよく一致していた。

従来法での確認検査後，GSK 系の NV検出数はリア

ルタイム法で陽性であった２件のみで，Ｐ-PCR の２

系では確認検査はすべて陰性であった。この結果，カ

キからのNV検出数はリアルタイム法の３件が最も多

くなった。このことから，糞便よりも含有ウイルス量

が少ないと考えられるカキにおいても，リアルタイム

法がNVを効率的かつ特異的にに検出しうることが示

された。またＰ-PCR の２系ではリアルタイム法で陽

性であった検体が確認検査で陰性と判定されたが，こ

れは確認検査の検出限界以下のNVがリアルタイム法

で検出された可能性があり，リアルタイム法が従来法

の nested-PCRと同程度ないしはそれ以上の高感度を

有することを示唆するものである。

リアルタイム法が従来法と同等以上の検出能力を有

することが明らかとなった。しかし，今回実施したCOG

系によるリアルタイム法で検出し得ないNVの報告

もあり，NV遺伝子の多様性からみて，さらに新しい

タイプのNVが流行するおそれもあることから，今後

も常に検出状況を EM 法や ELISA法の結果と照合し

つつ，必要に応じて従来法の併用，あるいは新しいリ

アルタイム法用のプライマー構築等を考慮するべきで

ある。

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。

糞便からの NV 検出陽性の場合，従来法では PCR

検査の後に実施していた確認検査に要する３日が不要

となり，リアルタイム PCR では最短で３日と大幅に

迅速化可能となった。これによってNV陽性結果をよ
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り早く行政サイドに還元することが可能となる。また，

１検査に要する時間短縮により，流行期に同時多発す

る別個の事件にも迅速に対応可能となり，行政対応に

大きく資すると思われる。

なお，今回検出率・迅速性ともに優れていたリアル

タイム法で用いた COG 系は，前報 ではカキで検出

能力が低かったが，もともとリアルタイム法用に設計

されたものであり，リアルタイム法では本来の能力を

発揮したと考えられた。
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