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平成 23-25年度 厚生労働省新型インフルエンザ等新興再興感染症研究事業 

「網羅的ロタウイルス分子疫学基盤構築とワクチン評価」 

総合研究代表報告(平成 23～25 年度) 

 

 網羅的ロタウイルス分子疫学基盤構築とワクチン評価・総括  

 研究代表者 片山 和彦 国立感染症研究所 ウイルス第二部  

 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、次世代シーケンスシステム（NGS） の導入に成功したことにより、2011/12

シーズンに 131 入院事例、2012/2013 シーズンに 165 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。VP7 遺伝子型は G1 が 63%、G3 が 6%、G9

が 31%であった。VP4 遺伝子型 は全て P[8]であった。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っ

た。驚くべきことに、全ゲノム塩基配列解析の結果、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。本研究において、2011/12 シーズンに発見された

DS-1-like G1 タイプは、2012/13 シーズンに入っても引き続き優勢であった。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、わが国においてロタウイルスの入院

症例では、GP遺伝子型解析だけでは把握できない多様なロタウイルス株が流行してい

ることを明らかにした。本研究で構築した分子疫学基盤を活用し、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。本研究班で調査対象としたロタウイルス感染重症入

院症例におけるワクチン接種率は極めて低く、現時点において 284 例（2012/13 シー

ズン 115 例、2013/14 シーズン 169 例解析終了）の症例中、5例、つまり、1.76%であ

った。さらに 5例の内、ワクチン接種終了後 1年以上経過後の入院症例は 1例のみで

あった。調査対象地域によりワクチン接種率が異なっているため、重症化阻止に対し

てどの程度効力を発揮しているかは、今シーズンの検体（2013/14 シーズン、3 月か

ら 6月にかけて）を解析する必要がある。 
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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RV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。 
 2 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可能とする核酸増

幅システムの構築を目的として研究活動を行った。

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行った。 

 我が国に導入されたロタウイルスワクチンの内、

ロタテックはウシロタウイルスをベースとしたワク

チンである。このワクチンが環境中に大量に放出さ

れることにより生じるウシロタウイルスリアソー

タントへの影響は、やがてヒトロタウイルスに入り

込み、ロタウイルス感染症へ影響を与える可能性が

ある。そこで、動物のロタウイルスに関する分子疫

学調査データ蓄積も行った。 

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。 

 各ブロックを担当する研究分担者と協議を繰り

返し、症例の絞り込み条件、サンプリングから保存

発送、ロタウイルススクリーニング、ゲノム解析手

法など調査の概要を決定した。決定した条件は、１）

拠点病院にて重篤な嘔吐下痢症で入院した症例か

ら、倫理面に配慮しながら便検体を採取する。２）

症例に関する情報を添付し、便検体と共に国立感染

症研究所（感染研）ウイルス第二部に発送する。３）

受け入れた検体は、全て、感染研ウイルス第二部に

てロタクロンによるロタウイルスの同定検査を行

う。４）ロタウイルス陽性を呈した検体からロタウ

イルス RNA を抽出精製し、ロタウイルス遺伝子型の

調査を行う。５）可能な限り、全ての全長ゲノム塩

基配列を決定し、データベースに蓄積する。６）得

られた全てのデータは、感染研ウイルス第二部内の

データベースに保管管理する。７）ウイルス学的デ

ータ解析、研究は、国立感染症研究所ウイルス第二

部第一室、藤田保健大学、札幌医科大学で行う。８）

分子疫学研究は長崎大学を中心に実施することと

した。疫学調査には以下の大学、病院の研究協力を

得た。札幌医科大学小児科、NTT 東日本札幌病院

（北海道）、小樽協会病院（北海道）、苫小牧市立
病院（北海道）、秋田大学医学部（秋田県）、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）。 
 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
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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。 

 感染研の藤井、下池らは、我が国におけるロタウ

イルス（RV）のサーベイランス体制を整え、全国的

なロタウイルス（RV）の分子疫学調査を行った。

2011/12年シーズンは北海道、秋田県、東京都、愛知

県、京都府、山口県の6都道府県の病院からRV下痢症

入院患者の便検体を収集し、VP7およびVP4のシーク

エンス解析を行い、各々の遺伝子型を決定した。そ

の結果、これまでに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。VP7遺

伝子型はG1が63%、G3が6%、G9が31%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。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、

全ゲノム塩基配列解析の結果、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。わが国においてロタウイルスの

入院症例では、GP遺伝子型解析だけでは把握できな

い多様なロタウイルス株が流行していることを初め

て明らかにすることができた。さらに、G9には2種類

のclusterが見られ、世界的に広く流行している

cluster（27検体）と、これまでに報告されていない

ブタRVに類似したcluster（13検体）に分類された。

このブタRVに類似したclusterのウイルスは、既に中

部・近畿地方において、ヒトRVとして流行していた。

ブタRVに類似したセグメントのヒトRVへの侵入は、

ヒトRVの進化に動物のロタウイルスセグメントの侵

入が深く関わっている可能性を示唆した。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、我が国に導入さ

れたロタウイルスワクチンの内、ウシロタウイルス

をベースとした5価ワクチンであるロタテックの環

境への放出により生じるウシロタウイルスリアソ

ータントへの影響、ひいてはヒトロタウイルス感染

症へ与える影響を把握するため、次世代シーケンス

テクノロジーを用いたウシロタウイルスの疫学調

査基盤の構築を試みた。ヒト用ロタウイルス簡易診

断キット（イムノクロマト法 5種類、ラテックス凝

集反応 2種類および ELISA 1 種類）についてウシロ

タウイルス 4株に対する検出感度を比較した結果、

ディップスティック‘栄研’ロタ（栄研化学、東京）

の検出感度が最も高いことが確認されたが、ウイル

ス分離はその 104倍感度が高かった。イルミナ社の

MiSeq を用いた次世代シークエンスでは、ウイルス

分離陰性の糞便検体からもロタウイルス遺伝子を

検出でき、11分節すべてのウイルス遺伝子の型別が

可能であった。畜産現場においてはディップスティ

ック‘栄研’ロタ陽性の糞便を採材することで迅速

で効率的なウシロタウイルス株の収集が可能と思

われたが、可能な限りウイルス分離を実施すべきと

した。また、次世代シークエンステクノロジーは検

出と同時に、1度に 11 分節すべての遺伝子解析が可

能であり、ウシロタウイルスの疫学調査の強力なツ

ールであるばかりでなく、ヒトロタウイルスの全ゲ

ノム配列解析、特に混合感染事例における全ゲノム

配列解析に応用可能であることが示された。さらに

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
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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に

ついて報告した。 

  感染研・高木らは、A群ヒトロタウイルス
(以下 hRVA)の分離培養成功率向上のため、
限界希釈法による培養細胞のクローン化と
それらを用いた臨床材料からの直接的分離
を検討した。hRVA-Wa株を増殖指標として
用い、hRVAの増殖効率の良い細胞株をクロ
ーニングした。MA104細胞では 2 clones、
CV-1細胞では 1 cloneの hRVA増殖効率の
良いクローンを得た。ロタウイルス実験室
分離株 SA-11、DS-1標準株の増殖性はクロ
ーンによって異なっていた。これらの細胞
クローンを用いて、患者糞便材料からの
hRVAの単離培養を試みたところ、6検体中
4検体において 1継代目での良好なウイル
ス増殖が確認された。これら 4種類の優良なサ

ブクローンのうち 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、細胞株

としての利用する可能性を示した。 

 中込治らは、迅速なロタウイルス全ゲノム解析へ

の RNA-PAGE の応用を目的として、研究を行った。

ロタウイルスワクチンの導入によってロタウイル

ス下痢症患者から検出される野生ウイルス株に何

らかの影響が及ぼされることが予想されている。こ

のような問題の解析のために臨床分離株にもとづ

く分子疫学基盤構築が要求されるのであるが、これ

は単にロタウイルスの G および P 遺伝子型の変化

のみではなく、全ゲノムに基づいたウイルス「株」

の変化を追跡する必要がある。このような「株」の

レベルでの同定と解析のため electropherotyping

という 11 分節の 2 本鎖 RNA からなるゲノムのポ

リアクリルアミドゲル電気泳動に基づく解析法が

使われる。本研究では、electropherotypingにより、

どのようなロタウイルスの分子進化情報が得られ

るのかという一例を示すことを目的に、同一の Gお

よび P遺伝子型（G12P[6]型）の中におけるウイル

ス株の分子進化を electropherotyping により解析

した。G12P[6]型のロタウイルスが連続して優勢遺

伝子型として流行しているネパールにおいて、2007

年 11月から 2010年 2月までの 28か月間に検出さ

れ、ポリアクリルアミドゲル電気泳動により

electropherotypeを決定できた147検体のG12P[6]

型ロタウイルスを解析した。その結果、ネパールで

は、単一の G12P[6]株が連綿として流行しているの

ではなく、一時期には１つの優勢株が少数の劣勢株

とともに一定期間（約 6か月）流行し、これが新た

な優勢株に次々と置き換わっていくというダイナ

ミックなしかたで進化していることがわかった。こ

のように electropherotyping は比較的単純な解析

法でありながら、重要な分子疫学情報を提供するこ

とが可能であり、全ゲノム塩基配列解析によって、

さらにどのような情報を取得すべきかについて有

用な示唆を与えるものであることを明らかにした。

さらに中込治らは、網羅的ロタウイルス分子疫学基
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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ことを示唆した。

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。長崎大

学・中込とよ子らは、本年度、ロタウイルスサーベ

イランスで得られる非通常株の全ゲノム解析により

どのような分子進化情報が得られるのかという一例

を示すことを目的に行った。すなわち、かつてイン

ドで分離された G3P[4]株(107E1B)と G2P[4]株

(116E3D)の全ゲノムを解析により、「107E1B 株は、

G2P[4]株が同時期に流行していたG3ヒトロタウイル

スから VP7 遺伝子を遺伝子分節再集合の機序により

獲得したものである」ことを示すことを目的とした。 

107E1B の 遺 伝 子 型 構 成 は

G3-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 、 116E3D は

G2-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 であった。す

なわち 107E1B は VP7 を除き 116E3D と同じ DS-1 型

の遺伝子型構成であった。これら 2株の遺伝子分節

（VP7 以外）の塩基配列は、99.83－100%の一致率で

あり、どの分節でもわずか 2塩基以下が不一致であ

った。一方、107E1B の VP7 遺伝子はヒトロタウイル

ス G3VP7 遺伝子の 76%が所属する主要な系統に属し、

かつ、2004 年に登録されたインドのロタウイルス株

RMC437 と 99.3%の一致率であった。この全ゲノム解

析の結果、107E1B と 116E3D の 2 株は同一クローン

に属すことが分かり、同時期に流行しているロタウ

イルス株間で遺伝子分節再集合が起こっているこ

とが示された。 

 感染研・村上、下池は、RNA-PAGEの精度向上と、

アッセイ間変動、施設間変動を制御するため、マイ

クロチップ電気泳動装置を用いたロタウイルスRNA

パターン解析系の構築を試みた。3台の装置でそれ

ぞれ4枚のマイクロチップをセットし、各マイクロ

チップで3回の測定を実施した。各セグメントの移

動度を相対移動度として数値化し、合計36回の測定

結果を比較した。各測定結果で誤差がほとんど認め

られなかった。しかし、チップ内の泳動距離が短い

ため、ロタウイルスゲノム11文節のうち幾つかは一

つのバンドブロード名バンドとして分離され、11セ

グメント全ての分離はできなかった。マイクロチッ

プ電気泳動はdsRNAを安定して分離できるが、11セ

グメントの分離能力はRNA-PAGEの方が高かった。さ

らに詳細に比較検討するため、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）を

比較した。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)中国における最近

の主流行型G1P[8]ヒトロタウイルス、(2)非定型的

G1P[9] 型ヒトロタウイルス株（K8株、日本）、(3)
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非定型的G4P[10]型ヒトロタウイルス株（57M株、イ

ンドネシア）について全遺伝子配列を決定し、世界

に分布するヒトロタウイルスまたは動物ロタウイル

ス、および現行のワクチン株との関連を解析するこ

とを目的として研究を行った。中国・武漢市におい

て乳児、幼児、成人の下痢症例便検体から分離され

た3株のG1P[8]株の全遺伝子分節は、1株のNSP3遺伝

子分節を除き、互いに遺伝的にきわめて近縁で、近

年アジアで検出されたヒトロタウイルスと同じクラ

スターに属していた。乳児からの分離株E1911が持つ

NSP3遺伝子は、インドで報告されたブタ様ヒトロタ

ウイルスに近縁であり、遺伝子再集合に起因してブ

タロタウイルスに由来することが示唆された。中国

のG1P[8]株の外殻蛋白VP7, VP4における中和抗原部

位を現行の1価および5価ワクチンのそれと比較する

と、数個のアミノ酸の違いが認められた。G1P[9] 型

ヒトロタウイルスK8株は、ヒトロタウイルスのWa遺

伝子群、AU-1遺伝子群間の遺伝子再集合体、G4P[10]

型ヒトロタウイルス57M株はヒトロタウイルスWa遺

伝子群とG8P[10]株間の遺伝子再集合体であると考

えられた。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。 

 藤田保健大学・谷口らは、平成23年度に引き続き、

リバースジェネティクス系を利用して、ロタウイル

スの外層タンパク質 VP4 の解析を行った。ロタウイ

ルスは、タンパク質分解酵素による開裂：VP4→VP8* 

+ VP5* により感染性を獲得する。生体内では、腸管

でのトリプシンにより、この活性化は行われている。

VP4 のトリプシン開裂部位のアルギニン残基 231, 

241, 247 の感染性獲得における意義を検討するた

めに、リバースジェネティクス系を利用してこれら

３ヵ所の各アルギニン残基に変異を導入した組換

えロタウイルスを作成し、各残基の重要性を感染性

ウイルスを用いて検討した。その結果、R247 が感

染性獲得に最も重要であることが示された。さらに、

ヘルパーウイルスを利用しないリバースジェネテ

ィクス系の確立を試みたが、十分な成果が得られな

かった。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。今後、引き続き、高効率なリバ

ースジェネティクス系の確立への試みを続けるこ

ととした。 

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
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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。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。 

 

(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
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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。 

 
E. 研究発表 
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