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 研究要旨 

 平成23年度に本研究班の活動によって設定した、研究分担者の関係病院ベースの

ネットワーク（8都道府県、12病院）の協力の下、ロタウイルス感染症入院事例の

網羅的情報検出、検体サンプリング、ウイルス学的データ、臨床データの蓄積およ

び解析を開始した。ロタウイルスの全11ゲノムセグメント増幅法の開発に成功した

ことにより、平成24年度までに131入院事例のロタウイルスゲノム全セグメント全

長塩基配列決定に成功した。ワクチンの第一の標的である入院患者におけるロタウ

イルスの遺伝子型分布を調査し、全国で優勢株が同様であることが分かった。しか

し、驚くべきことにその優勢株は、G1P[8]の過半数が一般的なWa-likeな遺伝子型

構成ではなく、DS-1-like遺伝子分節再集合体であることが全セグメント全長塩基

配列決定によって明らかになった。これらの結果は、ロタウイルスが予想をはるか

に超えた形で遺伝子分節再集合を起こして進化していることを示していた。また、

ブタ様セグメントのヒトロタウイルスへの侵入も検出した。平成25年度は、北海道、

秋田県、宮城県、東京都、愛知県、京都府、山口県の7都道府県9病院からRV下痢症

入院患者のロタウイルス陽性患者便検体165検体の内、Wa-like G1タイプが32検体

（19%）、DS-1-like G1タイプが100検体（61%）、G2タイプが10検体（6%）、G3タイプ

が3検体（2%）、G9タイプが20検体（12%）であった。2011/12シーズンに発見された

DS-1-like G1タイプの流行が、2012/13シーズンに入っても引き続き優勢になって

いることが明らかとなった。このウイルス株は特に東日本・北日本で多く検出され

ており、今後の動向に注意が必要である。現在ワクチン接種率は、全国平均で45%

に達しており、ワクチンによる淘汰圧上昇がロタウイルスのゲノム遺伝子型構成に

影響を与え、新規リアソータントの出現を加速させている可能性も否定できない。

我々は、ロタルイスの未知の変化に対応すべく、ロタウイルスの11ゲノムセグメン

トを対象とした分子疫学的研究を継続していく必要がある。 

 

 

A. 研究目的 

 本研究の第一の目的は、国家レベルでロタウイル

ス（RV） の分子疫学調査基盤を構築し、RVワクチン

導入効果を多角的に評価することである。現在、我

が国に存在する公的RV情報データベースは、国立感

染症研究所感染情報センターの病原体検出情報であ
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る。この情報源は地方衛生研究所からのデータ報告に

基づいており、報告総数から見ても明らかなようにR

V感染症の実態を捉えているとは言い難い。そこで、

全国を5つのブロックに分割し、それぞれのブロック

を統括する研究者が病院ベースのネットワークを構

築し、RV感染症事例(重症の入院事例を含む)を対象に

網羅的な情報検出と、RV全ゲノム塩基配列を対象とし

た分子疫学情報の蓄積を行った。情報は、臨床的側面、

ワクチンの投与の有無、ゲノム塩基配列などから多角

的に解析し、RV感染症重篤化に関与する因子の同定、

ワクチン評価システムの構築等に役立てる。 

 本研究の第二の目的は、全国規模の RV 感染症の疫

学情報、ゲノム塩基配列情報の蓄積とバイオインフ

ォマティックスによる解析で、RV の基礎的研究に関

する情報基盤を提供し、病原性発現機構研究、ワク

チン作用機序研究の推進に寄与することである。RV

の病原性発現機構やワクチンの作用機序に関する研

究は遅れており、わが国へ導入された生ワクチンの

弱毒化の分子基盤も解明されていない。ワクチンの

作用機序を理解して効果予測、評価を行うためには、

ウイルスの病原性、免疫誘導などに関する基礎的研

究、流行の疫学や流行株の分子疫学的研究が必須で

ある。 

 ３年目は、可能な限り日本全国の小児科病院から

RV による嘔吐下痢症により入院した乳幼児患者のア

クティブサーベイランスを実施可能な体制の整備と、

採取した便検体に含まれる RV のスクリーニング、全

ゲノムセグメント塩基配列解析を継続した。最終年

度からは全ゲノム解析に次世代シーケンスシステム

（NGS）を導入し、増加する検体数に対応した。また、

我が国の流行動向を把握するため、周辺諸国のロタ

ウイルス流行についても調査を継続した。昨年度か

ら開始した動物のロタウイルスに関する分子疫学調

査も継続し、データを蓄積した。 

B. 研究方法、結果の総括 

 日本全国を北海道、東北、関東、関西、四国九州

ブロックに分け、分担研究者に各ブロックの研究協

力協力が得られる小児科病院への協力要請拠点を決

定した。本年度は、2012/13 年シーズンは、NTT 東

日本札幌病院（北海道）、小樽協会病院（北海道）、

由利組合総合病院（秋田県）、宮城県立こども病院（宮

城県）、東京医科大学病院（東京都）、公立昭和病院

（東京都）、公立南丹病院（京都府）、江南厚生病院

（愛知県）、山口大学医学部附属病院（山口県）の 9

病院から入院症例の便検体を収集した。 

 2012/13 年シーズンは全国 9 病院から 344 検

体を収集し、そのうち 236 検体が ELISA 法で陽性で

あった。このうち、165 検体のフルゲノムシークエ

ンス解析が現在までに完了している。その内訳は、

Wa-like G1 タイプ（G1- P[8]- I1- R1- C1- M1- A1- 

N1- T1- E1- H1）が 32 検体（19%）、DS-1-like G1

タイプ（G1- P[8]- I2- R2- C2- M2- A2- N2- T2- E2- 

H2）が 100 検体（61%）、G2タイプ（G2- P[4]- I2- R2- 

C2- M2- A2- N2- T2- E2- H2）が 10 検体（6%）、G3

タイプ（G3- P[8]- I1- R1- C1- M1- A1- N1- T1- E1- 

H1）が 3検体（2%）、G9 タイプ（G9- P[8]- I1- R1- 

C1- M1- A1- N1- T1- E1- H1）が 20 検体（12%）で

あった。主流行株である DS-1-like G1 タイプの地

域分布について調べたところ、各病院から収集した

検体のうち DS-1-like G1 タイプが占める割合は、

NTT 東日本札幌病院は 56%（15 検体）、小樽協会病院

は 20%（1検体）、由利組合総合病院は 67%（6検体）、

宮城県立こども病院は 100％（2検体）、公立昭和病

院は 33％（1検体）、江南厚生病院は 97%（63 検体）、

公立南丹病院は 38%（8検体）、山口大学医学部附属

病院 12%（4検体）であった。2012/13 年シーズンの

我が国におけるロタウイルス分子疫学調査の結果、

昨シーズンから流行が確認されていた新しいタイ

プのウイルス、DS-1-like G1 が引き続いて主要流行

株であることが判明した。 

辰巳らは、札幌市で経年的に採取されたロタウイル

スについて疫学調査を行った。1987年から開始した

調査では2000年度まではG1P[8]株が優先株であっ

た。しかし、それ以降は同株に加えてG3P[8]株や

G2P[4]株、G9P[8]株が入れ替わり優先株となって混

沌とした傾向を示していたことを明らかにした。次

に札幌市で検出されたG2P[4]株についてVP7遺伝子

の変遷を解析した。この結果、20年を隔てて検出さ

れたG2P[4]株は全て同じ系統に属し、G1P[8]株VP7

遺伝子とは異なる進化形式をとることが示唆され

た。このことからロタウイルスの経時的疫学調査を

継続することがロタウイルスの流行のメカニズム

を研究する上で重要であることが明らかになった。 
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 感染研の藤井らは、昨シーズンから引き続き、全

国的なロタウイルス（RV）の分子疫学調査を行った。

2012/13年シーズンは北海道、秋田県、宮城県、東京

都、愛知県、京都府、山口県の7都道府県9病院から

RV下痢症入院患者の便検体を収集し、全ゲノムシー

クエンス解析を実施した。その結果、RV陽性だった

165検体の内、Wa-like G1タイプが32検体（19%）、

DS-1-like G1タイプが100検体（61%）、G2タイプが

10検体（6%）、G3タイプが3検体（2%）、G9タイプが

20検体（12%）であった。このことから、2011/12シ

ーズンに発見されたDS-1-like G1タイプの流行が、

2012/13シーズンに入っても引き続き優勢になって

いることが明らかにした。このタイプのウイルスは

特に東日本・北日本で多く検出されており、今後の

動向に注意が必要であることを示唆した。 

 東京農工大学の水谷、長井らは、ウシを中心に、

ウマ及びブタから近年分離された RV（ウシ 36 株、ウ

マ 24 株及びブタ 8株）の全遺伝子配列を調べ、解析

を行った。また、ウシ RV感染症を効率よく摘発する

ため、RV 感染症の類症鑑別が可能で、同時に他の疾

病が診断できる診断系を作出した。我が国のウシ RV

の遺伝子解析を継続し、平成 25 年度のウシにおける

ロタウイルスの分子疫学象を明らかにした。我が国

では、ウシから検出されるロタウイルスは、典型的

なウシ RV の遺伝子型を示し、RotaTeq あるいはヒト

RV の遺伝子分節の組み換えは認められなかった。ウ

シ RV の 1株は G15-P[14]というこれまでに報告のな

い遺伝子型の組み合わせを示したが、ウシ RV 間の遺

伝子再集合で出現した株と考えられた。ウマロタウ

イルスの場合、全てのウマ RV は典型的なウマ RV の

遺伝子型を示し、ヒト RV遺伝子分節は確認されなか

った。しかし、系統樹解析の結果、多くのウマロタ

ウイルス株のNSP4遺伝子はウシ型であることが判明

した。NSP4 遺伝子は RV の宿主指向性と病原性に関わ

り、異種動物由来 RV と組変わった場合には弱毒化が

認められる場合があるが、このウシ型 NSP4 は子馬へ

の病原性を保ちながらウマへの浸潤を広めた希有な

例と考えられた。ブタ RV については 1株の NSP5 遺

伝子以外は、全て典型的なブタ型の遺伝子型を示し

た。NSP5 遺伝子がヒト RV にしか報告のない H2 型に

分類された 1株は、ヒト RV とブタ RVとの遺伝子再

集合である可能性が考えられた。 

  感染研・高木らは、MA104s 細胞より得たクロ

ーン C4 及び C8 から再クローニングを行い、新たに

4 種類の優良なサブクローンを得た。このうち 7代

以上の継続継代を行い、サブクローン C4D10 及び

C8D1 で hRVA 増殖性を保存していることを確認した。

またサブクローンにおいて培養 7日目に上清除去・

洗浄・培地交換を行い、さらに培養を続けた結果、

培養上清中の hRVA 抗原シグナルが明瞭化し、かつ

CPE 発現がみられないことから hRVA が持続感染状

態にあることを明らかにした。今後 CPE 発現促進あ

るいは顕在化についてはさらに検討を要するがワ

クチン接種、後の防御抗体産生状況などを簡便に確

認するための細胞株として利用できるかもしれな

い。 

中込治らは、網羅的ロタウイルス分子疫学基盤構

築とワクチン評価研究班の一環として、今後のワク

チンの有効性評価の基礎データとするため、わが国

に流行しているロタウイルス株の血清型（遺伝子型）

の分布を全国6ヶ所に設けた協力病院の小児科入院

患者の臨床検体を解析することにより明らかにし

た。すなわち、2012 年のロタウイルス流行期中に

132 のロタウイルス検体が得られたが、その VP7 遺

伝子型は、G1 が 83（63%）、G3 が 9（7%）、G9 が 40

（30%）であり G2 は 1 例もなかった。VP4 遺伝子型

は全て P[8]であった。すなわち、G/P 型の組み合わ

せでは G1 P[8]株が優勢であった。なお、この優勢

な G1P[8]株が分子疫学的に極めて興味深い成り立

ちの株であることが分かった。今後、ワクチンの接

種率が高まるに連れて、接種率に地域差が大きく生

じるようであれば、ロタウイルスの遺伝子型の分布

に変化が起こる可能性があり、さらに地域を拡大し

て継続的な調査が必要であると考えられた。 

 中込とよ子らは、網羅的ロタウイルス分子疫学基

盤構築とワクチン評価研究班の一環として、今後の

ワクチンの有効性評価の基礎データとするため、京

都府南丹地区および秋田県由利地区におけるロタ

ウイルス胃腸炎による入院率を同一の診断基準お

よび同一の検査で診断し、それぞれ、3.9人/1000人・

年および11.4人/1000人・年と算出した。すなわち、

京都府南丹地区のロタウイルス胃腸炎による入院

率は、秋田県由利地区の約3分の一に相当する入院

率であることが分かり、ロタウイルス胃腸炎の入院
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率には明らかな地域差が存在することを示した。ま

た、わが国では5歳になるまでに、約20人から50人に

1人がロタウイルス胃腸炎に罹患し、その治療のため

に、入院を余儀なくされていると推測した。 

 感染研・村上、下池は、ロタウイルスの11分節ゲ

ノム二本鎖RNA（dsRNA）解析法である、

polyacrylamide gel electrophoresis（RNA-PAGE）

の問題を解決し、施設間で11本のdsRNAのPAGEパ

ターン比較を行うため、マイクロチップ電気泳動装

置MCE-202 MultiNA（MultiNA、島津製作所）を導

入し、条件の検討を開始した。昨年度、DNA-500 kit

を用い、泳動電圧を標準値の50％として、標準の2倍

濃度のSYBR Gold存在下で泳動すると、dsRNAのバ

ンドの分解能が高く、再現性に優れた解析が可能で

あることを明らかにした。本年度は、互いに塩基配

列の異なるロタウイルス株を用い、RNA-PAGEパタ

ーンと、MultiNA-RNA-pattern（MultiNA-RNAP）

の比較検討を行った。RNA-PAGEでは、塩基は列が

異なるロタウイルス株を完全に分別することができ

なかった。しかし、MultiNA-RNAPでは鑑別が可能

であった。また、塩基配列が等しい場合、再現性良

く同じMultiNA-RNAPを示すことが明らかになった。

MultiNA-RNAPを用いた簡便かつ高感度なロタウイ

ルス株鑑別が実施可能であることを明らかにした。 

 札幌医科大学・小林らは、(1)中国における主要な

遺伝子型G3P[8]ヒトロタウイルス、(2)中国での

G3P[9] 型ヒトロタウイルス株について全遺伝子配

列を決定し、各遺伝子分節の分子進化の様態や、世

界中のヒトまたは動物ロタウイルス株との関連を解

析した。中国・武漢市において2000～2013年の期間

に検出された33株のG3P[8]株の全遺伝子分節は、同

一の遺伝子型（Wa遺伝子群）に属していた。それら

の株間で各遺伝子分節の主系統は本研究の全期間に

わたり概ね保持されていたが、VP1, VP4, VP6, 

NSP1-NSP5遺伝子において時折異なる系統が出現し、

様々なアレル配座（allele constellation）が見ら

れた。このことから、同じ遺伝子型G3P[8]であって

も長期間のうちに、非構造蛋白遺伝子を中心に他の

ロタウイルス株との間でリアソートメントが起きた

ことが示唆された。中国で検出された2株のG3P[9] 

型ヒトロタウイルスは、ヒトロタウイルスでは稀な

AU-1遺伝子群に属していたが、NSP5遺伝子型はH6で、

AU-1株のそれ（H3）とは異なっていた。系統解析か

ら、これらG3P[6]株はネコ/イヌのロタウイルスが

ヒトへ直接的感染、伝播した可能性、またはネコ/

イヌおよび他の動物ロタウイルス間で形成された

遺伝子再集合体がヒトへ感染した可能性が示唆し

た。 

協力研究者である岡山県の葛谷らは、岡山県にお

けるロタウイルス A(RVA)流行状況を把握するため、

(独)国立病院機構岡山医療センター小児科の協力を

得て、胃腸炎患者における RVA 検出状況および検

出ウイルスのVP7遺伝子型(G型)分布状況について

継続的な調査を実施した。今回は RVA ワクチンの

国内導入前後の時期にあたる 2010～2013年の 3シ

ーズンの状況について報告した。岡山県における

RVA のシーズン別検出率は 2010/11 が 30.1％、

2011/12 が 18.5％、2012/13 が 12.6％と低下傾向が

見られた。RVA の検出率のピークは、１~3 月、ピ

ーク時の値は前報 2)同様44.3～69.7％と高率であっ

たが、2010/11 シーズンに比べて 2011/12、2012/13

両シーズンは、やや低い傾向であった。また、

2011/12、2012/13 両シーズンは、少数ながら夏季(6

月、7 月)に RVA が検出された。次に、RVA 陽性 262

件の G 型別を行った。3 シーズンを通しての G 型

別割合は G3 型 65.7％、G1 型 30.5％、G9 型 2.3％、

G2 型 1.1％で、その他に G1＆G3 の混合感染例が 1

例認められた(表)。シーズン別では、2010/11、

2011/12 シーズンは 2008/09、2009/10 シーズンに

引き続き G3 型が優占型となったが、2011/12 シー

ズンには G1 型の割合が増加し、2012/13 シーズン

は 6 シーズンぶりに G1 型が優占型となったことを

報告した。2011/12 シーズンの岡山県において、こ

れまでに検出されたことのないタイプの RVA を報

告した。このウイルスは、VP7 および VP4 遺伝子

型(P 型)が G1 型プロトタイプの Wa 株と同じ

G1P[8]型であるのに対し、VP6、NSP4 および

NSP5/6 遺伝子型は G2 型プロトタイプの DS-1 株

と同一であるという、異なるゲノグループ間(Wa ゲ

ノグループと DS-1 ゲノグループ)の遺伝子再集合

体(リアソータント)に由来する株であった。さらに、

この株が同シーズンに検出された G1 型全体の

71.4％を占めて広く流行したことも明らかにした。
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2012/13 シーズンにおけるリアソータント株の流行

状況を明らかにするため、G1P[8]と同定された 49

株についてRT-PCR法 によりNSP4およびNSP5/6

遺伝子全長をそれぞれ増幅し、両者の鎖長を比較し

た。その結果、25 株 (51.0％)がリアソータント株と

推定され、これまで遺伝的に不安定であるとされて

きた異なるゲノグループ間のリアソータント株が、2

シーズン連続で広範な流行を起こしたことが今回初

めて明らかにした。 

 藤田保健大学・谷口らは、ロタウイルスのリバー

スジェネティクスの改良にあたり、レオウイルスの

系をモデルとして用いた。T7RNA ポリメラーゼの供

給に、組換えワクシニアウイルスを利用する、ある

いは、T7 RNA ポリメラーゼ発現 BHK 細胞の利用する

ことが考えられた。本研究では、T7 RNA ポリメラ

ーゼ発現プラスミドを用いたレオウイルスの遺伝子

操作系の確立を試みた。その結果、レオウイルスゲ

ノムをコードする10個のT7プラスミドとpC-T7pol

を共導入した L929 細胞では、ウイルス量は少ない

ものの、組換えレオウイルスが回収された。また、

インターフェロン産生能が欠損している BHK-21 細

胞にこれら 11 個のプラスミドを同様に共導入した

ところ、組換えレオウイルスの回収効率は著しく上

昇することを明らかにした。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究は、ヒト由来の便材料を用いた研究である

ため、倫理委員会に研究内容を申請し、承認を受け

た後に検体採取並びに解析を行った。組換え DNA 実

験は全て国立感染症研究所の承認を得た上で実験計

画に基づいて、認定施設内で実施した。 

 

D. 結論 

 平成23年度に本研究班の活動によって設定した、

病院ベースのネットワークを用いて、ロタウイル

ス感染症の入院事例を対象とした網羅的な情報検

出と、検体のサンプリング、蓄積が継続され流行

期の検体解析が行われた。 

 全ゲノムセグメントを対象とした網羅的塩基配

列解析は、これまでの疫学では検出し得なかった

新規リアソータントロタウイルスの感染事例が重

症ロタウイルス感染症での入院症例に含まれてい

たことを明らかにした。これらの結果は、ロタウ

イルスが予想をはるかに超えた形で遺伝子分節

再集合を起こして進化していることを示してい

た。また、ブタ様セグメントがヒトロタウイルス

に侵入したことも検出した。動物のロタウイルス

セグメント侵入は、ウシロタウイルスベース生ワ

クチン（ロタテック）の接種により加速される可

能性も有り、今後も厳重な注意が必要である。 

 ワクチンの接種率は、地域によって差があるが、

全国平均で約45％に達したことが明らかになっ

た。昨年、本研究班の調査対象地域では、最大で

5%に満たなかった異から考えると、劇的な摂取率

上昇を示した。ワクチン導入前後にあたる3
シーズンのRVA流行状況を解析したとこ
ろ、ウイルス検出率の低下傾向や、リア
ソータント株の2シーズン連続の流行な
ど、これまでにない状況が観察された。
今後従来とは異なる流行パターンに移行
するおそれもあり、広範囲での継続的か
つ詳細な監視体制の強化が必要である。
また、今回2シーズン連続の流行が明らか
となったリアソータント株は、今後新た
な流行株として定着する可能性も十分に
考えられる。 

 また、高精度なマイクロチップ電気泳動装置を

用いた新規ロタウイルスRNAパターン解析系を構

築した。今後、本方法のさらなる検討により、病

原性大腸菌O157などで施行され、流行株解析に大

きな実績を上げているパルスネットの様なパタ

ーンデータベス構築によるロタウイルス流行株

の大規模な疫学調査施行への可能性も見えてき

た。さらには、NGSの導入によりロタウイルス全

ゲノム塩基配列解析の効率を飛躍的に向上させ

ることに成功した。 
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