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 研究要旨 

わが国におけるロタウイルスワクチン評価のためのロタウイルスの分子疫学

基盤情報の構築を目的として、3年間の研究期間の各年度に以下の３つの個別

の課題を設定して研究を行った。すなわち、１(2011): わが国におけるロタ

ウイルスワクチンの医療経済効果.、２(2012): ロタウイルスの分子疫学的基

盤情報としてelectropherotypeの有用性に関する研究、３(2013): わが国に

おけるロタウイルス株の遺伝子型分布（2012年流行期）である。１では、わ

れわれが構築した疫学的研究情報に基づいて、ロタウイルスによる疾病負担

を計算し、医療経済分析を行った。その結果、社会的視点からの1 QALYあた

りの増分費用対効果比は86万円となり、ロタウイルスワクチンが費用対効果

に優れたものであると結論された。２では、ロタウイルスの「株」のレベル

での同定と解析のために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の実例として、

ネパールでのG12P[6]株の変化を追跡し、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ること

を示した。最終年では、３の課題に取り組み、2012年流行期におけるロタウ

イルス株の遺伝子型の全国分布状況を把握するため、６ヶ所の定点病院での

132検体の解析結果をまとめ、G1P[8]株が優勢であること、現状では大きな地

域差がないことを確認した。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。 

 



 

A. 研究目的 

３つの課題があるため、これらを順番

に分けて示す。 

１．わが国の 5 歳未満のロタウイルス下

痢症発生をモデルとするシミュレーショ

ンを行い、このモデルにワクチンを導入

して費用対効果を評価する。 

２．ロタウイルスの「株」のレベルでの

同定と解析のために electropherotyping

が有効であることを実際の分子疫学研究

で示す。 

３．ワクチンが広く使われる前の流行期

におけるロタウイルス株の遺伝子型の全

国分布状況を把握し、ベースライン情報

とする。 

 

B. 研究方法 

１．ロタウイルスワクチンを定期接種に

導入した場合と未導入の場合とのそれぞ

れについて，新生児集団を 5 年間追跡し

たときに発生するロタウイルス下痢症に

よる入院患者数と外来受診者数を計算機

模擬実験から得た。ベースケースに使用

する入院率として、疫学研究が行われた

秋田県由利本荘市、三重県津市および伊

勢市のデータを参考に、1000 人・年あた

り 6 例の入院発生を使った。実験結果に

基づき，入院と外来にかかる直接医療費、

間接費として保護者の遺失賃金，ワクチ

ン接種にかかる費用、質調整生存年

（QALY）を算出した。 

２．ネパールにおける 28 か月間の疫学研

究で得た 539 のロタウイルス陽性検体を

出発材料としゲノム RNA を抽出し、ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動法によりゲ

ノム11分節のelectropherotypeを調べ、

electropherotype が同一の検体を同一の

ウイルス株と定義した。遺伝子型 G12P[6]

と同定した検体中ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動法によりelectropherotypeを

決定した 147 検体を使って解析した。 

３．2012 年 2 月～7 月のロタウイルス胃

腸炎流行期に全国 6 病院（愛知県江南厚

生病院、秋田県由利組合総合病院、京都

府公立南丹病院、北海道苫小牧市立病院、

東京都昭和病院、山口県山口大学附属病

院）で入院加療した 5 歳未満のロタウイ

ルス胃腸炎症例の便から検出されたロタ

ウイルスについて、VP4 遺伝子分節と VP7

遺伝子分節の部分塩基配列を解析して遺

伝子型を決定した。 

 

 (倫理面への配慮) 

 本研究では、特定の研究対象者は存在

せず、倫理面への配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

1. 結果 1 

 このモデルでワクチン未導入の場合、

医療保険的視点からするとわが国におけ

るロタウイルスの疾病負担は 131 億円で

あり、間接費用を含めた社会的視点から

は 241 億円となった。このモデルでワク

チンを導入すると、入院患者が1600人に、

また、外来患者が 10 万人に減少し、それ

に応じて、直接費用と間接費用の総計が

30 億円にまで減少した。一方で、ワクチ

ン接種のために 220 億円の費用が発生し

た。1 QALY あたりの増分費用対効果比は、

社会的視点からは、86 万円と計算された。



わが国の社会が 1 QALY を獲得するために

医療に費やしてもよいと考える上限は、

500～600 万円であるから、1 QALY あたり

の増分費用対効果比がこの上限値（閾値）

よりずっと小さい86万円であるというこ

とは、ロタウイルスワクチンが費用対効

果に優れたものであると結論された。 

2. 結果 2 

 電気泳動法によりelectropherotypeを

決定した147検体の解析結果から28か月

間に G12P[6]という遺伝子型は同一であ

るが、15 株の異なるロタウイルスが流行

していたことがわかった。このうち、出

現頻度が 10%以上あった優勢株は、

electropherotype が LP1, LP24, および

LP27 の３株であり、それぞれの相対出現

頻度は 10%, 32% および 38%であった。こ

れらの主要なelectropherotypeをもつウ

イルス株がお互いに入れ替わるように順

次に出現した。 

3. 結果 3 

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（江南厚

生病院 57、由利組合総合病院 44、京都府

公立南丹病院 16、苫小牧市立病院 6、昭

和病院 6、山口大学病院 3）。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。遺伝子型

の分布は地域（病院）により多少の違い

がみられたが、すべての地域で G1 が優勢

であり、かつ流行期全体にわたっていた。

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。 

 

D. 考察 

１．臨床試験および先行導入した諸外国

のデータが示す優れたロタウイルスワク

チンであるが、これを定期接種に導入し、

費用対効果のあるものにするためには、

接種方法やワクチン接種費用をいかに下

げるかなどの社会技術的問題解決が必要

である。 

２．ネパールでは 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

ているが、本研究により、これが単一の

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変化をしてい

ることがわかった。ロタウイルスは、次々

に出現するウイルス株のプールの中から、

そのときの条件にもっとも適したウイル

ス株が選択され、優勢を占め、これが一

時期続くと、また新しいより適したウイ

ルス株によってとってかわられるという

進化のしかたをしているものと考えられ

る。 

３．今回の網羅的調査で、ロタウイルス

の遺伝子型の分布には大きな地域差が存

在しない可能性が高いことが分かった。

これは、本研究班の研究の中で、同一診

断基準により検査されたロタウイルス陽

性検体にもとづく、京都府南丹地区およ

び秋田県由利地区における入院率の比較

において、約３倍の大きな開きがあるこ

とが分かったが、この違いが流行ウイル

ス株の違い（ウイルス株の毒力の違い）

によるものであると明確に示唆するよう



な結果は得られなかった。 

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

あると考えられる。 

 

E. 結論 

１．わが国にロタウイルスワクチンを定

期接種ワクチンとして導入することは費

用対効果に優れたものである。 

２．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ることが

示された。 

３．ロタウイルスワクチンが第一の標

的とする入院患者における遺伝子型分布

は、G1 P[8]株が優勢であった。今後、ワ

クチンの接種率が高まるに連れて、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、継続的な調査が必要で

ある。 
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 研究要旨 

わが国に導入されたロタウイルスワクチンがおよぼす効果と野生株に与える

影響について全国レベルで評価する基盤的方法を確立することを目的とし

て、3年間の研究期間の各年度に以下の３つの個別の課題を設定して研究を行

った。すなわち、１(2011): ワクチン導入後の増加が先行する導入国で報告

されている G2 株の地球規模で見た分子進化学的変遷、２(2012): 過去の保存

株にある G3P[4]型ロタウイルスの出現機構の解析を通して全ゲノム解析の有

用性の実証、３(2013):疾病負担評価に最も重要なロタウイルス胃腸炎による

入院率の算出である。１では、ロタウイルス G2 株の VP7 遺伝子の系統関係を

確立し、１つの系統の中から新しい系統が出現し、それが優位となり、その

中からまた新たな系統が出現するというダイナミックな進化をしていること

を明らかにした。２では、非通常株の全ゲノム解析によって、このような株

の出現機構を明らかにすることができることを示した。３では、わが国の 5

歳未満児におけるロタウイルス胃腸炎による入院率には地域差があるが、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ことを明らかにした。 

 

 

A. 研究目的 

わが国に導入されたロタウイルスワク

チンがおよぼす効果と野生株に与える影

響について全国レベルで評価する一環と

して、3年間の研究期間の各年度に以下の

３つの個別の課題を設定して研究を行っ

た。すなわち、１(2011): ワクチン導入

後の増加が先行する導入国で報告されて

いるG2株の地球規模で見た分子進化学的

変遷を明らかにすること、２(2012): 過



去の保存株にある G3P[4]型ロタウイルス

の出現機構の解析を通して全ゲノム解析

の有用性を示すこと、３(2013):疾病負担

評価に最も重要なロタウイルス胃腸炎に

よる入院率を算出すること、である。 

 

B. 研究方法 

１．ネパールで 2004/2005 年の流行期に

採取した 67 株の G2 株のうち、45 株の

G2P[4]株の VP7 遺伝子分節の塩基配列を

決定した。過去 34 年間にわたり DNA デー

タベースに登録されている 339 株の

G2P[4]株の VP7 遺伝子分節の塩基配列情

報にもとづき、MEGA4 により分子系統解析

を行った。 

２．インドで分離された G3P[4] 株

(107E1B)および G2P[4]株(116E3D)から

QIAamp Viral RNA mini kit によりゲノム

RNA を抽出し、RT-PCR により全遺伝子分

節の DNA を増幅した後、オートシーケン

サーにより塩基配列を決定した。塩基配

列の分子系統解析は MEGA5.0 を用いた。 

３．公立南丹病院（京都府南丹地区）お

よび由利組合総合病院（秋田県由利地区）

において、ロタウイルス胃腸炎（24 時間

以内に 3 回以上の通常よりゆるい便が 3

行以上あるか、他の疾患で説明できない

激しい嘔吐がある発症後 7 日以内の症例

で、便検体中にロタウイルス抗原を検出

した症例）を抽出し、これらの病院のキ

ャッチメント地区の 5 歳未満の小児人口

を母集団として、ロタウイルス胃腸炎に

よる入院率を計算した。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究では、特定の研究対象者は存在

せず、倫理面への配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

１．ネパールで検出された 45 株の G2 VP7

遺伝子とデータベースに登録されている

339 株の G2 VP7 遺伝子にもとづき作成し

た分子系統樹の解析の結果、(1)４つの系

統といくつかの亜系統の存在、(2)分子系

統と、ウイルスの中和抗原部位にある４

つのアミノ酸残基（87, 96, 213, 242）

との間の対応関係、(3)系統 IVa とその亜

系統である IVa-3 が近年の優勢株である

こと、(4)最近は、すべて系統IVaとなり、

その３分の２を IVa-3 であること、

(5)2004 年以降に G2 株が急増したネパー

ルの株はすべて IVa-3 であったが、ブラ

ジルでは 2006～2007 年を境に IVa-１か

ら IVa-3 への変遷が起こっていたことが

明らかになった。 

２．G3P[4]のロタウイルス株(107E1B)の

遺 伝 子 型 構 成 は G3P[4]-I2-R2-C2- 

M2-A2-N2-T2-E2-H2 であることが分かっ

た。一方、G2P[4]株(116E3D) G2-P[4]-I2 

-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2 であることが

分かった。これら 2つのウイルス株の VP7

遺伝子以外の遺伝子分節の塩基配列の一

致率を計算したところ、99.83－100%であ

り、不一致な塩基数は各分節で 2 塩基以

下であった。一方、107E1B の VP7 遺伝子

の分子系統解析を行ったところ、この遺

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 lineage 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%の一致率である

ことがわかった 

３．京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

院率は、それぞれ、3.9 人/1000 人・年お

よび 11.4 人/1000 人・年であった。 

 

D. 考察 

１．本研究の結果として得られた、すべ

てのネパール株で96番目のアミノ酸がア

スパラギン酸からアスパラギンへの置換

を有している観察事実を、過去 34 年にお

ける G2VP7 遺伝子の分子系統進化の中に

位置づけると、この変化が系統 IVa に特

徴的に起こっており、近年の G2 株はすべ

て系統 IVa になっていた。この現象は 96

番目のアミノ酸置換により、系統 IVa 株

が選択的優位性を獲得したためであると

思われる。 

２．全ゲノム解析の結果から、107E1B は、

典型的な DS-1 genogroup の株である

116E3D が同時期に流行している G3 ヒト

ロタウイルス株から VP7 遺伝子を

genetic reassortment により獲得したも

のであることが示された。2つのウイルス

株の VP7 遺伝子分節を除く、10 遺伝子分

節において塩基配列の不一致が 2 個以下

であることから、これら 2 つのウイルス

が同一クローンに属するものであること

が証明された。本研究により同時期に流

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を示す

robust な証拠を得た。 

３．本研究班の統一基準によって明らか

になった京都府南丹地区でのロタウイル

ス胃腸炎入院率は 3.9 人/1000 人・年は、

秋田県由利地区における入院率である

11.4 人/1000 人・年の約 3 分の一に相当す

る入院率であり、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

とが示された。その一方で、それぞれの

地区での既報の入院率（南丹地区では 5.1

人/1000 人・年、由利地区では 13.7 人/1000

人・年）とは類似し、ほぼ同様の地域差

があったことには、大きな意義がある。 

 

E. 結論 

１．ロタウイルスＧ２株のVP7遺伝子は、

１つの系統の中から新しい系統が出現し、

それが優位となり、その中からまた新た

な系統が出現するというダイナミックな

変化の中で進化しているものと思われる 

２．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って、このような株

の出現機構を明らかにすることができる

ことを示した。わが国で使用されている

ロタウイルスワクチンは被接種者の便中

に排泄されることが知られており、野生

株との間で遺伝子分節再集合を起こすこ

とが想定される。本研究は、そのような

検体が検出された場合、何をどう証明す

ればよいのかということに関する有用な

基盤情報を提供する。 

３．わが国の 5 歳未満児におけるロタウ

イルス胃腸炎による入院率には地域差が

あるが、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

されていると推測された 
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 研究要旨 

ロタウイルスは小児下痢症の主要な原因ウイルスであり、その重症化の予防のためワ

クチンが世界的に用いられている。またロタウイルスは哺乳動物、鳥類に広く分布し、

稀に異なる動物種間での伝播が起こることが報告されている。本研究では主にアジア

に分布する主要な遺伝子型および稀で非定型的な遺伝子型のヒトロタウイルスを対

象に全遺伝子配列を決定することにより全遺伝子分節の遺伝子型および遺伝学的系

統を解析し、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明することを目的とした。解析の対象としたのは、主要な

遺伝子型としては中国におけるG3P[8]およびG1P[8]株、非定型的遺伝子型ではG1P[9]

（K8株、日本）、G3P[9]（L621、E2451株、中国）G4P[10]（57M株、インドネシア）、

G9P[19]（Mc323, Mc345、タイ）のロタウイルス株である。中国（武漢市）における

G1P[8], G3P[8]株の全遺伝子分節は、同一の遺伝子型（Wa遺伝子群）に属していたが、

G3P[8]ロタウイルスの長期間にわたる観察では非構造蛋白遺伝子を中心に時折異な

る系統が出現し、様々なアレル配座（allele constellation）が見られ、他のロタウ

イルス株との間でリアソートメントが起きていることが示唆された。G3P[9]株はAU-1

遺伝子群に属し、ネコ／イヌロタウイルスとの関連が示唆され、G1P[9]株はヒトWaお

よびAU-1遺伝子群間の、G4P[10]株はWaおよびDS-1遺伝子群間のリアソータントであ

ると考えられた。G9P[19]株はブタロタウイルスにきわめて近かった。以上より、非

定型的ヒトロタウイルスは、主要遺伝子群間で形成されたリアソータントまたは動物

ロタウイルスが伝播したものであると考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 ロタウイルス（A 群）は 5 歳未満の小児

における重症下痢症の主要な原因ウイルスで

あり、先進国、発展途上国を問わず世界中に

広く分布している。また広く哺乳動物、鳥類

にも分布している。ロタウイルスはレオウイ

ルス科の一員であり、11 本の分節化した 2本

鎖 RNA をゲノムとして有する。ウイルス粒子

の最外層を構成する 2種の構造蛋白 VP7、VP4

の遺伝子配列により遺伝子型（各々G型、P型）



が区別され、ロタウイルスの疫学的調査に用

いられている。ヒトでは G1-G4, G9, P[4], 

P[6], P[8]が普遍的に多いことが知られ、そ

れぞれの動物種においても高頻度にみられる

遺伝子型がある。ヒトロタウイルスには 2 種

類の主要な遺伝子群、Wa および DS-1 遺伝子

群があり、そのほか比較的稀に見られる AU-1

遺伝子群が知られる。 

ロタウイルスは稀に異なる動物種

間で感染・伝播することがあり、ヒト、

動物個体における混合感染により遺

伝子分節のリアソートメント（遺伝子

再集合）を起こすことも知られる。従

来、VP7、VP4 遺伝子の解析に基づい

て動物-ヒト間での伝播やロタウイル

ス間のリアソートメントを調べた報

告は多数あるが、それ以外の遺伝子分

節についてはあまりよく調べられて

いない。そのような自然界でのロタウ

イルスの動態を明らかにするには全

遺伝子配列にもとづく解析が必要で

ある。 
2008年にロタウイルスの 11本の全

遺伝子分節に基づく遺伝子型別が提

唱 さ れ た 。 こ れ に よ り 、

VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3- 
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5の各

遺伝子に対応する各々の遺伝子型を

合わせた G-P-I-R-C-M-A-N-T-E-H 遺

伝子型としてロタウイルス株の遺伝

子学的性状が表記されることとなっ

た。これに加えて各遺伝子分節の系統

解析を行うことにより、ロタウイルス

株の遺伝学的位置づけをより明確に

することができる。そこで最近、分子

疫学的研究に全遺伝子配列に基づく

解析が頻繁に行われるようになって

きている。 

本研究では、日本を取り巻くアジアにおけ

るヒトロタウイルスの分子疫学的状況を明ら

かにすることを目的として、定型的および非

定型的ロタウイルス株の全遺伝子配列に

基づく系統解析を行った。定型的なロ

タウイルス株として、最近まで 10 年以上

にわたり中国において主要な遺伝子型であっ

た G3P[8]、その後の優勢な型 G1P[9] のヒト

ロタウイルス、非定型的ロタウイルスとして、

G1P[9]（K8 株、日本）、G3P[9]（L621、E2451

株、中国）G4P[10]（57M 株、インドネシア）、

G9P[19]（Mc323, Mc345、タイ）の各型のロタ

ウイルスを対象とした。これらのウイルス株

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。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

中国の G1P[8], G3P[8]、G3P[9]ロタウイ

ルスは、共同研究機関である湖北省・武

漢市疾病対策予防センターにおいて収

集・保管されているものを用いた。同セ

ンターでは市内 5 か所の病院から下痢便

検体を供与されており、ロタウイルスの

検出と G/P 型別が行われている。G1P[8]

株は、2004、2005、2009 年に検出された

計 3 株、G3P[8]株は 2000 年から 2013 年

までの計33株（毎年概ね1－3株）、G3P[9]

株は現在までに検出された 2 株（2006 年

および 2011 年）を研究対象とした。非定

型的ロタウイルス K8 株（G1P[9]）、L621、E2451

株（G3P[9]）、57M 株（G4P[10]）、Mc323, Mc345

株（G9P[19]）は札幌医科大学衛生学講座に以



前から保存されている組織培養分離株を用い

た。 

2. 方法 

 ウイルス RNA は QIAamp Viral RNA mini kit

により抽出し、RT-PCR により各ロタウイルス

遺伝子の全長または互いに重複する末端配列

を有し全長をカバーする複数の部分配列を増

幅した。PCR 産物は Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System により精製し、 BigDye 

Terminator ver.3.1cycle sequencing kit を

用いてダイデオキシ法によるシークエンス反

応を行い、配列を ABI Prism 3100 genetic 

analyzer により決定した。得られた遺伝子配

列は、GenBank に登録されている代表的な G

型、P 型ヒトロタウイルス株、動物ロタウイ

ルスの配列情報と比較し、MEGA ver.5 を用い

て多数の既知遺伝子配列とともに系統解析を

行った。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究では、特定の研究対象者は存在

せず、倫理面への配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

4. G3P[8]株（中国） 

解 析 し た 33 株 は す べ て

G3-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1 遺

伝子型を有し、Wa 様遺伝子群に属してい

た。全 11 分節の塩基配列は、一部の株を

除き互いに高い一致率（>95%）を示した。

VP6 遺伝子、NSP1 遺伝子、NSP2 遺伝子、

NSP3 遺伝子では株間での多様性が認めら

れた（一致率：83-100%）。VP7, VP2, VP3

遺伝子はすべての株が単一の系統に属し、

一致率は極めて高かった（98-100%）。各

遺伝子分節の主系統は本研究の全期間

（約 12 年間）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、さま

ざまなアレル配座（allele constellation）

が見られた。最も顕著な変化が見られた

のは NSP1 遺伝子であった。解析された多

くの G3P[8]株はポリアクリルアミドゲル

電気泳動（PAGE）では類似した RNA パタ

ーンを示したが、泳動度が大きく異なる 2

種類の第 5 遺伝子分節（NSP1 遺伝子）が

観察され、泳動度の遅いもの、早いもの

をそれぞれ E-A1-1、E-A1-2 と名付けた。 

E-A1-1 は研究期間全体を通じて認められ

たが、E-A1-2 は 2006-2007 シーズンに現

れ急増したものの 2009-2010 年以降減少

していった。 E-A1-1、E-A1-2 の NSP1 遺

伝子は、系統樹ではそれぞれ A1-1、A1-2

の系統に分類された。A1-1 はさらに 2 つ

の亜系統A1-1a、A1-1bに区別された。A1-1

系統には YO 株をはじめ米国の G3P[8]株

や古い G1P[8]株が含まれ、古くから維持

されてきた系統であると考えられた。

A1-2 系統には比較的新しい G1，G3，G9，

G12 株が含まれ、A1-1 より後に拡がった

系統であると考えられた。異なる遺伝子

分節で非主系統が同時に存在する株が少

数見られた（例：VP1 と NSP2 遺伝子、VP4

と VP6 遺伝子、など） 。しかし多くの株

では、各遺伝子分節における非主系統へ

の置換は遺伝子分節間で規則性はなく、

分節毎に独立して起きていることが示唆

され、それら非主系統の遺伝子の多くは

中国以外のG3または他の遺伝子型株とク

ラスターを形成していた。 

5. G1P[8]株（中国） 

3株のG1P[8]ヒトロタウイルスE1911, R588, 



Y128は、Wa遺伝子群（Wa様遺伝子配座、

G1-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1 -E1-H1）に

属し、E1911株のNSP3遺伝子を除き、遺伝学的

に互いに近縁で密接な関係が見られた。この

ことから乳児、幼児、成人の間で同一のロタ

ウイルスが伝播したことが示唆された。これ

らの全ゲノムはG1P[8]のプロトタイプ株や他

の古い株よりも、近年アジアや世界中で検出

されヒトに普遍的に見られるG1-4,9型のWa遺

伝子群ロタウイルスに密接に関係していた。

T1遺伝子型のNSP3遺伝子において、R588株、

Y128株は通常のWa遺伝子群ヒトロタウイルス

と同じクラスターに属していたが、E1911株の

NSP3遺伝子はブタロタウイルス様ヒトロタウ

イルス株（RMC321, mcs-13, mani-97）に近く、

それらと同じクラスターに含まれていた。中

国武漢市周辺におけるブタロタウイルスの遺

伝子配列情報がないためその由来は明確には

わからないが、ブタロタウイルスがG1P[8]ヒ

トロタウイルスと同時に感染し、遺伝子再集

合によりNSP3遺伝子がブタのウイルスから取

り込まれたことが示唆された。VP7, VP4の中

和抗原領域のアミノ酸配列を比較すると、1

価および5価ワクチンのG1-VP7, P[8]-VP4と

G1P[8]株の間で幾つかのアミノ酸の違いが認

められた。 

6. G3P[9]株 

G3P[9]ロタウイルス 2 株（L621 および 

E2451 ） の 遺 伝 子 型 は 、 G3-P[9]-I3- 

R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H6 であった。これ

ら 2株の VP1, VP3, VP4, VP6, NSP2, NSP5

遺伝子は遺伝学的にきわめて近く高い一

致率（>97％）を示したが、VP7 と NSP1

遺伝子ではやや低く、さらに低い一致率

は VP2 (87%), NSP3 (86%) and NSP4 (92%)

の各遺伝子で見られた。系統遺伝学的に

AU-1 遺伝子群のプロトタイプ AU-1 株と

同じクラスターに属した遺伝子は、L621

株では VP4, VP6, NSP1 遺伝子、E2451 株

では VP2, VP4, VP6, NSP1, NSP3, NSP4

遺伝子のみであった。これら 2 株の VP4, 

VP7, NSP4 遺伝子は典型的なネコ／イヌ

ロタウイルスのそれにきわめて近く、VP1, 

VP3, VP6, NSP3, NSP5 遺伝子もネコ／イ

ヌロタウイルスと共通の起源をもつと考

えられた。2株の NSP1 遺伝子はグアナコ

のロタウイルスと高い一致率を示し、

L621 株の VP2 遺伝子はウマ、サル、ウサ

ギロタウイルスと、2 株の NSP2 遺伝子は

ウサギロタウイルスとクラスターを形成

していた。 

４．G1P[9]株 

日本で分離されたヒトロタウイルスK8株は、

Wa遺伝子群に属するG1-VP7とAU-1遺伝子群に

属するP[9]-VP4を持つユニークな株である。

その全遺伝子を解析した結果、全遺伝子型は、

G1-P[9]-I1-R3-C3-M3-A1-N1-T3-E3-H3と決定

された。系統解析も行った結果、VP6, VP7, 

NSP1, NSP2遺伝子はWa遺伝子群に、VP1-4, 

NSP3-5遺伝子はAU-1遺伝子群に属することが

判明し、AU-1遺伝子群のウイルスが遺伝子再

集合によりWa遺伝子群の4遺伝子分節を獲得

したウイルス（異なる遺伝子群間のリアソー

タント）であることが示唆された。 

5．G4P[10]株 

G4P[10]ロタウイルス57Mは、G8P[10]の69M

株とともにインドネシアで検出、分離された

ロタウイルスで、11遺伝子分節の電気泳動パ

ターンにおいてNSP5遺伝子の移動度がDS-1遺

伝子群のそれよりも遅い”supershort”パタ

ーンを示すことが特徴的である。69M株の全遺

伝子配列はすでに早い時期に報告されている



が、今回の研究では59M株の全遺伝子解析を行

うとともに、69M株の遺伝子構成についても再

検討を行なった。57M株の遺伝子型は、

G4-P[10]- I1-R1-C1-M1-A1-N1-T2-E1-H2と決

定され、系統解析の結果も合わせると、この

株はWa遺伝子群に属するウイルスが69M株様

のVP4, NSP3, NSP5を獲得した遺伝子再集合体

であることが判明した。69M株は従来の文献で

はDS-1遺伝子群に属するヒトロタウイルスと

されてきたが、今回改めて系統解析を行った

ところ、NSP1, NSP3, NSP5遺伝しは典型的な

DS-1遺伝子群に属していたのに対し、VP1-3, 

VP6, NSP2, NSP4は偶蹄類のロタウイルス（ま

たは偶蹄類様P[14]ヒトロタウイルス株）に近

縁であった。すなわち69M株はDS-1遺伝子群に

属する典型的なヒトロタウイルスではなく、

DS-1遺伝子群と偶蹄類ロタウイルスの遺伝子

再集合体であると考えられた。ただし

P[10]-VP4の由来は明らかではなかった。以上

の知見から、57MはヒトロタウイルスのWa遺伝

子群、DS-1遺伝子群の間の遺伝子群間リアソ

ータントであり、そこにP[10]-VP4遺伝子が取

り込まれた稀な成因によるウイルスであるこ

とが示唆された。 

6. G9P[19]株 

G9P[19]の Mc323、Mc345 株の全遺伝子

分 節 に 基 づ く 遺 伝 子 型 は 、

G9-P[19]-I5-R1-C1-M1-A8-N1-T1-E1-H1

に属し、ほぼ同一の RNA パターンを示し

た。これら 2 株間の遺伝子配列の一致率

は、NSP5 遺伝子を除き、96.2-98.8％と高

かった。NSP5 遺伝子は Mc345 株において

リアレンジメントが起きていることがす

でにわかっており、一致率は 95.0％とや

や低かった。Mc323、Mc345 株の VP7、VP4

遺伝子の配列は既に決定されている。VP4

遺伝子はタイにおけるブタ P[19]ロタウ

イルスのそれと同じ系統に属し、VP7 遺伝

子は殆どのヒトG9ロタウイルスが属する

系統とは異なる系統に属しており、これ

にはタイのブタロタウイルスが含まれて

いた。Mc323、Mc345 株の VP6 遺伝子はブ

タロタウイルスに特徴的な I5 型に属し、

系統樹でもタイのブタロタウイルスの

VP6 遺伝子と同じクラスターに属した。

Mc323、Mc345 株の VP2、VP3、NSP1-4 遺伝

子は、いずれもブタロタウイルスに近縁

であり、それらと同一のクラスターを形

成していた。Mc323、Mc345 株の VP１、NSP5

遺伝子は既知のヒトロタウイルス、ブタ

ロタウイルスとの関連は明白ではなかっ

たが、主要なヒトロタウイルス株のそれ

らとは同じクラスターには含まれていな

かった。以上をまとめると、Mc323、Mc345

株の遺伝子分節は、VP1、NSP5 を除き、ブ

タロタウイルス、しかもこれらの株が見

つけられたタイのウイルスに極めて近縁

であった。VP１、NSP5 遺伝子との関連は

明らかではないが、少なくとも通常のヒ

トロタウイルスとは遺伝学的に近い関係

にはないので、動物ロタウイルスに由来

している可能性が残されている。結論と

して、Mc323、Mc345 株はブタロタウイル

スがヒトに直接感染したウイルスである

ことが示唆された。 

 

D. 考察 

G3P[8]ヒトロタウイルス株の分子疫学

的研究は、主流行株の全ゲノムにおける

変異を長期間解析したものであり、アジ

アでは初めての研究である。これにより、

G3P[8]ヒトロタウイルスが同時期のWa遺



伝子群ロタウイルスとの間でリアソート

メントを起こしながら変異を蓄積させて

きた様態が明らかとなった。またリアソ

ートメントを起こした遺伝子は主に非構

造蛋白遺伝子であり、自然界ではより頻

繁に変異が起きていると考えられた。中

でも NSP1 遺伝子の変化は顕著であり、A1

遺伝子型に属する一つのクラスターの増

加が数年間観察され、集団免疫の回避や

ウイルス増殖における何らかの利点を獲

得したことが推測される。VP4 ではクラス

ターの変化が見られたものの、VP7 は観察

期間を通じて変化は見られず、遺伝学的

にきわめて安定であると考えられた。ロ

タウイルスの優勢な G/P 型が数年間持続

した後、他の型に置き換わることはよく

報告されており、これは優勢な型に対す

る免疫応答が集団において高まることが

一因と理解されている。しかし中国の G3

ロタウイルスでは長年これが優勢であり

つつもVP7遺伝子は変化を見せておらず、

その後 G1, G9 へと主要な型がシフトして

いる。このことは VP7 への免疫応答が優

勢な G 型の変化の主たる要因ではないこ

とを示唆している。 

今回調べられたG3/G1P[8]株の遺伝子配列

は、VP7, VP4遺伝子を含め、すでに1価、5価

ワクチンを導入している国々のロタウイルス

のそれにきわめて近縁であり、それらのワク

チンは中国においても有効であると考えられ

た。ただしそれらのワクチン（あるいはその

VP7, VP4成分）の元になっているロタウイル

ス株は、20年以上前に分離されたものであり、

現在の野外流行株には変異の蓄積により、ア

ミノ酸の違いが生じていることも今回の研究

で明らかになった。従って今後も継続的な調

査を行うことが必要であると考えられる。 

 G3P[9]はヒトロタウイルスにおける稀

なAU-1遺伝子群において特徴的なG/P型

である。AU-1株の遺伝子型はG3-P[9]-I3- 

R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3 であるが、今回

の解析でNSP5遺伝子型 H6も H3とともに

AU-1 遺伝子群ヒトロタウイルスでコモン

な型であることが示された。また AU-1 遺

伝子群に属する株は、ネコ／イヌロタウ

イルス株との関連が強く、それらからの

直接伝播や共通の祖先ウイルスから分子

進化した可能性が考えられるほか、ウマ

やウサギなど他の動物に由来または関連

する遺伝子分節も含まれていると考えら

れた。したがって AU-1 遺伝子群のロタウ

イルスはネコ／イヌ及びその他の動物種

のロタウイルスの遺伝子分節が再集合に

よる、複雑な遺伝学的背景を有すると考

えられた。一方 G9P[19]ロタウイルスはブ

タからの直接的な感染が示唆された。ま

た G1P[9]株、G4P[10]株は、Wa、DS-1、ま

たはAU-1遺伝子群間のリアソータントで

あることが示唆された。したがって、非

定型的ヒトロタウイルス株の成因は主に

動物からの感染、または遺伝子群間のリ

アソートメントであり、ヒトにおける増

殖・適合性は低いと考えられる。しかし 

そのようなロタウイルスがさらなる変異

により新興ウイルス株としてヒト集団の

中で拡がる可能性もあり、非定型的ウイ

ルス株についても監視してゆくことが必

要と思われる。 

 

E. 結論 

中国・武漢市における主流行型 G3P[8]

ヒトロタウイルスを12年間にわたり追跡



し、その全遺伝子の分子進化を解析した。

その結果、非構造蛋白遺伝子を中心にリ

アソートメントにより変異が蓄積する様

態が明らかとなった。G1P[8]株は Wa 遺伝

子群に属し、アジアの他の国の同型ウイ

ルスと近縁であった。G3P[9]株は AU-1 遺伝

子群に属し、ネコ／イヌロタウイルスとの関

連が示唆され、G1P[9]株はヒト Waおよび AU-1

遺伝子群間の、G4P[10]株は Wa および DS-1 遺

伝子群間のリアソータントであると考えられ

た。G9P[19]株はブタロタウイルスにきわめて

近かった。以上より、非定型的ヒトロタウイ

ルスは、主要遺伝子群間で形成されたリアソ

ータントまたは動物ロタウイルスが伝播した

ものであると考えられた。 
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 研究要旨 

 ロタウイルスは、タンパク質分解酵素による VP4 の開裂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。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 の解析を行い、以下の結果を得た。１． VP4

の開裂の意義を検討する目的で、細胞外に存在するトリプシンと同様に細胞内に存在するフ

ューリンにも感受性が生じるように、VP4 の開裂部位にフューリン認識配列を導入し、得ら

れたウイルスの性状を検討した。本ウイルスは、親株と比較して増殖能が低く、トリプシン

を与えないと、プラーク形成も観察できなかった。細胞内で、VP4 が開裂すると、細胞外へ

の放出効率が悪くなることが示唆された。２．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。３．ロタウイルスのリバースジェネティクス系の改良のための

試みの一貫として、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、L929 細胞および BHK-21 細胞において、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が可能であった。 

 

 

 

A. 研究目的 

  ロタウイルスは、直径 80nm の球状で、三

層の構造をとり、最内層であるコアは、VP1, 

VP2, VP3 から、内層は VP6 から、 外層は VP7

と VP4 からなる。コアに含まれるゲノムは 11

本の分節二本鎖 RNA 遺伝子（dsRNA）で構成さ

れている。ロタウイルスは、乳幼児嘔吐下痢

症の病原体であり、開発途上国では、年間 60

万人の乳幼児の死亡の原因となっている。わ

が国のような先進国においては、死亡例は少

ないものの、重篤な例は多く、入院に占める

率は高い。また、胃腸炎以外の疾患との関連

が強く示唆されており、特に、脳症・脳炎と

いった中枢神経系疾患との関連も注目されて



いる。 

 ロタウイルスの病原性の基盤は解明されて

いない。つまり、ロタウイルスのどの遺伝子

のどの領域がロタウイルスの病原性に関与す

るのかが明確でない。したがって、ワクチン

の弱毒化の機構もわからない。そこで、点変

異の蓄積あるいは組換えによる毒力復帰があ

り得るのかもよくわからない。 

こうした背景のもと、本研究では、われわ

れが世界に先駆けて開発したリバースジェネ

ティクス系を利用して各遺伝子の機能を解析

することを目的としている。まずは、ロタウ

イルスの外層タンパク質で、感染防御抗原で

ある VP4 タンパク質の機能の解析を進めた。 

エンベロープウイルスの多くは、表面スパ

イク蛋白質が宿主プロテアーゼによって切断、

活性化されて膜融合活性を獲得することはよ

く知られているが、非エンベロープウイルス

であるロタウイルスも外殻（外層）スパイク

蛋白質 VP4 がトリプシンで VP8*と VP5*に

切断され活性化されることで感染性を獲得す

る。今回、リバースジェネティクス系を用い

て、VP4 上の３ヵ所のトリプシン切断部位 

R231、  R241、および R247 の重要性を検

討した。 

VP4 上のトリプシン切断領域にフューリン

様プロテアーゼ認識配列を導入した組換えロ

タウイルス（KU//rVP4-R247Furin）を作製

し、トリプシン非存在下でのロタウイルスの

多段階増殖の可能性を試みた。 

また、現時点では、VP4 しかリバースジェ

ネティクスの系が利用できない現状であるの

で、他の遺伝子に活用できるような改良も試

みた。その試みの一貫として、レオウイルス

のリバースジェネティクス系の検討を行った。

哺乳類オルソレオウイルス（レオウイルス）

は、10 本の分節二本鎖 RNA（dsRNA）をゲ

ノムとして保有し、多分節 dsRNA ウイルス

の複製機構および病原性を解析する上で優れ

たモデルである。近年、cDNA のみから感染

性レオウイルスの作製を可能にする遺伝子操

作系が 

開発され、従来の系では困難であった任意の

ウイルスゲノム改変を可能にした。T7 RNA

ポリメラーゼを発現している培養細胞にレオ

ウイルスゲノムをコードする T7 プラスミド

を導入することで、感染性レオウイルスを作

製できる。これまで、T7 RNA ポリメラーゼ

の供給は、組換えワクシニアウイルス

rDIs-T7pol あるいは BHK-T7 細胞の使用に

限られてきた。本研究では、さらに幅広く応

用できる 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。 

 

B. 研究方法 

細胞 

サル腎臓由来細胞株 COS-7、MA104 および

CV-1 細胞は、Eagle’s MEM + 5%FCS で培養し

た。ヒト大腸 adenocaricinoma 細胞株 LoVo 細

胞は Ham’s F12 培養液+ 10%FCS で培養した。 

組換えウイルスの調製 

KU//rVP4（VP4 遺伝子のみ SA11 株由来で他

の遺伝子はすべて KU 株由来）を親株として用

いた。COS-7 細胞に各プラスミドを導入し、

ヘルパーウイルスとしては、ヒトロタウイル



ス KU 株を感染させた後、KU 株 VP4 に対する

中和モノクロン抗体存在下で培養を行い、

cDNA由来 VP4遺伝子を有する組換えロタウイ

ル ス :  KU//rVP4-R241K,  

KU//rVP4-R231K,   KU// rVP4-R247K, 

および KU//rVP4-R231K, R247K を作成し

た。 

 サル RV SA11 株の VP4 遺伝子上のトリプ

シン切断領域（244IHYR247）にフューリン

認識配列（244RHRR247）を導入したプラス

鎖 RNA 発現プラスミドを構築した。COS-7

細胞にプラスミドを導入し、ヘルパーウイル

スとしてヒト RV KU 株を感染させた後に、

KU 株 VP4 に対する中和モノクロン抗体存在

下で培養を行い、cDNA 由来 VP4 遺伝子を有

する KU//rVP4-R247Furin を単離した。対照

として、KU//rVP4 を用いた。 

 レオウイルス 3 型（T3D）のゲノムをコー

ドする 10個のT7プラスミドとT7 RNAポリ

メラーゼ発現プラスミドpC-T7polをL929細

胞あるいは BHK-21 細胞に共導入し、5 日間

培養後にプラークアッセイで組換えレオウイ

ルスを回収した。 

 ヘルパーウイルスとしては、ヒトロタウイ

ルス KU 株（G1P[8]）を利用した。 

部位変異の導入 

 部位変異は、QuickChange II site-directed 

mutagenesis kit (Stratagene)を利用して、

行った。  

抗血清 

抗ビリオン抗体は、精製 SA11 ビリオンをモ

ルモットに免疫し得た。抗 VP5 抗体は、２種

の合成ペプチド(SA11 VP5 配列由来)：

296FKPANYQYTYTRDGEEVT313 と

444LDRLYGLPAADPNNGKE460 を KLH に結合し、

ウサギに免疫して得た。 

ウェスタンブロッティング 

 精製ビリオンを SDS-PAGE で電気泳動し、

PVDF 膜にトランスファーした。ウイルスタン

パク質は、抗ロタウイルスビリオンか抗ロタ

ウイルス VP5 のポリクロナール抗体、ぺルオ

キシダ―ゼ標識抗体で反応させ、化学発光に

より検出した。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究では、特定の研究対象者は存在

せず、倫理面への配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

結果１ 

 ロタウイルスのスパイクタンパク質 VP4 のトリプ

シン開裂部位には高度に保存されたアルギニン

残基 R231、  R241、および R247 が存在す

る。細胞侵入試験において、細胞侵入には、

R247の切断だけで十分であり、R231やR241

の切断は必須ではないとの可能性が示されて

いる。そこで、まず R241 をヒスチジンに変

異を加え（R241H) 、その増殖能を、CV-1 細

胞におけるプラーク形成能より検討した。

R241H 変異株は野生株と同程度の増殖能お

よびトリプシン依存性を示した。一段階増殖

曲線においても顕著な違いは見られなかった。

したがって、アミノ酸 No.241 のアルギニン

残基での切断はロタウイルスの感染性の獲得

には必須ではないことが示された。 

ついで、R231, R241, R247 を R231K, 



R241K, R247K に変異を導入した組換えロタ

ウイルスを作成した。アルギニン残基の C 末

端ペプチド結合を特異的に切断するアルギニ

ルエンドぺプチダ－ゼおよびリジン残基の C

末端ペプチド結合を特異的に切断するリシル

エンドぺプチダ－ゼを利用して、231, 241, 

247 の切断の意義を確認した。 

アルギニルエンドぺプチダ－ゼ処理による

感染性獲得を検討した。KU//rVP4-R241K お

よび KU//rVP4-R231K では、アルギニルエン

ドぺプチダ－ゼ処理により感染性の上昇がみ

られた。一方、KU//rVP4-R247K および KU// 

rVP4-R231K,R247K は、アルギニルエンドぺ

プチダ－ゼ処理により感染性の上昇がなく、

R247 が重要であることが示された。 

結果 2 

KU//rVP4-R247Furin の増殖効率を検討し、

以下の結果を得た。KU//rVP4-R247Furin は

トリプシン非存在下では多段階増殖し得ず、

プラークを形成できなかった。さらに、トリ

プシン存在下でもMA104およびCV-1細胞に

おける増殖能は野生型 VP4 を有する親株

KU//rVP4 に比べて大きく低下していた。

KU//rVP4-R247Furin 感染細胞では、総ウイ

ルス量は親株 KU//rVP4 とほぼ同じであった

が、培養上清中のウイルス量が著しく低下し

ていたが、細胞結合分画でのウイルス量が多

かった。一方で、LoVo 細胞（フューリン発現

を欠損）においては、KU//rVP4-R247Furin

は親株 KU//rVP4 と同程度の増殖能を示した。

ま た 、 フ ュ ー リ ン の 阻 害 剤 で あ る

Dec-RVKR-CMK 存在下では増殖能は回復し

た。 

結果 3 

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（~ 10 

PFU/ml）。次に、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した

（103 PFU/ml）。 

 

D. 考察 

 ロタウイルス感染性の獲得には R247 に

おける切断が必須であるが、残る２個のアル

ギニン残基（R231 および R241）における切

断は必須ではない可能性が示唆された  

今後、リバースジェネティクス系とアルギニ

ルエンドペプチダーゼ/リシルエンペプチダ

ーゼを用いることで、各残基における切断の

重要性を詳細に検討したい。 

細胞内フューリンによる VP4 切断効率は

低いものの、細胞内での VP4 切断活性化はウ

イルス粒子の放出効率を著しく低下させ、ロ

タウイルスの増殖には負に作用する可能性が

考えられた。現在、フューリンによる VP4 切

断とロタウイルス増殖能の関連について検討

を進めている。 

 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が確立され

た。理論上は、この系はあらゆる培養細胞に

適用可能であり、レオウイルス増殖過程の解

析のみならず、安全性が確認された細胞株を

用いることで、医療用レオウイルスベクター



の開発といった臨床応用にも役立つと期待さ

れる。現在、さまざまな細胞株を用いてこの

遺伝子操作系の適用を試みている。 

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への試みを行った。し

かしながら、いまだ成功していない。今後、

引き続き、現状の条件下での VP4 の解析を続

けるとともに、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への試み

を行いたい。 

 

E. 結論 

  ロタウイルスのリバースジェネティクス系

を利用して、VP4 タンパク質の解析を行い、

開裂領域のアミノ酸 No.247 のアルギニン残

基の切断が感染性の獲得にもっとも重要であ

ること、VP4 の細胞内開裂は、ロタウイルス

の増殖には不都合であることなどが明らかと

なった。 
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 研究要旨 

 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 G1P[8]株が優先株であったが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

た。次に札幌市で検出された G1P[8]株について VP7 遺伝子と NSP4 遺伝子ならびに

G2P[4]株 VP7 遺伝子の変遷を解析した。札幌市の G1P[8]株 VP7 遺伝子の解析では大き

く３つの系統 I、II、IV に分類することができ、このうち系統 Iは年代を問わず広く

分布しており生存に有利な株であることが示唆された。また同遺伝子の塩基置換速度

は世界で検出されている G1P[8]株と比較すると比較的進化速度がゆっくりであり安

定した株の印象を受けた。札幌市の G1P[8]株 NSP4 遺伝子の解析では抗原部位 II 番を

中心とした変遷がみられ大きく 3系統に分岐する傾向が見られた。Enterotoxic site

には変異を認めなかった。非構造蛋白である NSP4 遺伝子も抗原部位を中心とした遺

伝子の変遷が確認され、その進化速度は最外殻に位置する VP7 遺伝子と同等かそれ以

上であることが確認された。次に札幌市の G2P[4]株 VP7 遺伝子の解析では 20 年を隔

てて検出された G2P[4]株はすべて同じ系統に属し、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。札幌市で長期的に観察したロタウイルス G1P[8]株

VP7 遺伝子、NSP4 遺伝子ならびに G2P[4]株 VP7 遺伝子の解析でともに可変領域や抗原

部位を中心に変異が確認された。それぞれの遺伝子は各々独自の進化をするため疫学

調査継続の重要性、必要性が再確認された。 

 

A. 研究目的 

ロタウイルスは小児下痢症の原因として最

も多く、特に乳幼児に重症下痢症を引き起こ

し途上国を中心に年間 45 万人もの乳幼児が

死亡している。感染防御に重要な中和抗体は

最外殻蛋白である VP7、VP4 遺伝子が関与して

おり VP7 遺伝子は G 血清型を VP4 遺伝子は P

血清型をそれぞれ規定している。様々な研究



においてG1P[8]株が世界中で最も重要なタイ

プであることが証明され、さらに G1P[8]株、

G2P[4]株、G3P[8]株、G4P[8]株、G9P[8]株で

ロタウイルス全検出の９割以上を占めること

が証明されている。またロタウイルスは多様

性に富み抗原変化を繰り返すことから継続的

なサーベイランスが必要である。2006 年以降

2 種類のロタウイルスワクチンが世界各国で

認可され、重症化を予防する上で高い効果を

上げているが、これらのワクチンが定期接種

化された国々ではワクチン投与後の血清型分

布に変化が認められてきておりまた変異株に

備えた継続的な疫学研究が重要である。日本

でもこれら 2 種類のロタウイルスワクチンが

発売になったが、これらのワクチンが定期接

種化された国々ではワクチン投与後の血清型

分布に変化が認められてきており、また一部

の地域ではG2P[4]株の台頭が報告されてきて

いる。日本でのロタウイルス血清疫学の長期

観察研究はないため、札幌医大小児科で保存

されている 25 年間の便検体について後方視

的な疫学研究を企画した。また世界的にみて

優先株である G1P[8]株の VP7 遺伝子と NSP4

遺伝子について、また今後台頭が予測される

G2P[4]株 VP7 遺伝子についてそれぞれの変遷

を調べることもあわせて目的とした。 

B. 研究方法 

[札幌市ロタウイルス G1P[8]株 VP7遺伝子、

NSP4 遺伝子の解析] 

1987 年～2012 年の 25 年間に札幌市で収集

した下痢症患児 3218 検体、うち 2000 年度ま

での検体で迅速診断キット（イムノクロマト

法）により A 群ロタ陽性と判明した 541 検体

を使用した。20%懸濁液から RNA を抽出し

RT-PCR 法で VP7/VP4 遺伝子を増幅し、各

genotypeに特異的なプライマーでnested PCR

を行い、電気泳動パターンから G/P 遺伝子型

を決定した。次に 1987 年～2000 年度までの

検体のなかから G1P[8]株を抽出し全 VP7遺伝

子と NSP4 遺伝子のシークエンスを行った。系

統解析後、コード領域の塩基配列をベイズ推

定により進化速度を推定した(BEAST ver1.5)。

VP7 遺伝子については系統解析で分類した 4

系統群について系統間の推定アミノ酸配列を

比較し、重要なアミノ酸変異を明らかにした。

結晶解析で決定された既報の VP7 蛋白立体構

造を鋳型として SWISS-MODEL を用いて札幌

G1P[8]株の 3 次元立体構造を予測した。予測

した立体構造を Chimera により画像化し、変

異部位の局在を可視化した。 

[札幌市ロタウイルス G2P[4]株 VP7 遺伝子

の解析] 

同様に 1987 年～2012 年の 25年間に札幌市

で収集した下痢症患児 3218 検体で迅速診断

キット（イムノクロマト法）により A 群ロタ

ウイルス陽性と判明した 736 検体を使用した。

G ならびに P タイピング決定後 G2P[4]株を抽

出し全 VP7 遺伝子のシークエンスを行い系統

解析を行った。また系統解析で分類した系統

群について系統間の推定アミノ酸配列を比較

し、重要なアミノ酸変異を明らかにした。 

C. 研究結果 

[札幌市ロタウイルスの血清疫学調査] 

1987年から開始したロタウイルス疫学調査

では 2000 年度までは G1P[8]株が優先株であ

ったが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た。 

 [札幌市ロタウイルス G1P[8]株 VP7遺伝子

の解析] 

1987 年から 2000 年度までの札幌市の

G1P[8]株 VP7 遺伝子の解析では VP7 遺伝子は



大きく３つの系統 I、II、IV に分類すること

ができた。このうち系統 I は年代を問わず広

く分布しており生存に有利な株であることが

示唆された。この生存に有利な系統 I を特徴

づけるアミノ酸は 2 個あり何れも VP7 蛋白の

外表に位置し VP7 蛋白の中和ドメインとサブ

ユニット間の境界に局在していた。また同遺

伝子の塩基置換速度は世界で検出されている

G1P[8]株と比較するとやや遅かった。 

[札幌市ロタウイルス G1P[8]株 NSP4遺伝子

の解析] 

1987 年から 2000 年度までの札幌市の

G1P[8]株 NSP4 遺伝子の解析では抗原部位 II

番を中心とした変遷がみられ大きく 3 系統に

分岐する傾向が見られたが VP7 と異なりどの

系統も通年を通して検出された。調べたすべ

ての株でEnterotoxic siteには変異を認めな

かった。非構造蛋白である NSP4 も抗原部位を

中心とした遺伝子の変遷が確認され、その進

化速度は最外殻に位置する VP7 遺伝子と同等

かそれ以上であることが確認された。 

[札幌市ロタウイルス G2P[4]株 VP7 遺伝子

の解析] 

1987 年から 2010 年度までの札幌市の

G2P[4]株VP7遺伝子の解析では20年を隔てて

検出された株すべてが同じ系統 IV に属しそ

の安定性を示した。さらに系統 IV 亜系の調

査では近年世界で優占株を占めている亜系統

IVa-1 と Iva-3 が、札幌市でも同様に検出さ

れた。アミノ酸解析では可変領域を中心に変

異を起こしていることが確認された。 

C. 考察 

札幌市で長期的に観察したロタウイルス

G1P[8]株 VP7 遺伝子、NSP4 遺伝子ならびに

G2P[4]株 VP7 遺伝子を解析した。札幌市 VP7

遺伝子の解析では系統 I が生存に有利な株で

あることが示され、系統 I を決定する 2 個の

アミノ酸は VP7 蛋白の外側に位置し、VP7 蛋

白の中和ドメインとサブユニット間の境界に

局在しており中和抗体からのエスケープ、ロ

タウイルス複製の際に重要な VP7 蛋白の分離

に影響を与える可能性が考えられた。また塩

基置換速度は札幌市の VP7 遺伝子は他の都市

と比べるとややゆっくりとしており安定した

株の印象を受けた。一方、NSP4 遺伝子の解析

では VP7 遺伝子とは異なる独自の変遷を起こ

していることが確認された。非構造蛋白であ

る NSP4 遺伝子も抗原部位 II を中心とした容

易な変異が確認され塩基置換速度も最外殻蛋

白である VP7 と同等かそれ以上であったこと

から、今後も NSP4 遺伝子を含めた疫学調査の

必要性、重要性が再確認された。また札幌市

G2P[4]株VP7遺伝子の系統樹解析では20年を

隔てて検出された株であったが、全て同じ系

統 IV に属しており、G1P[8]株 VP7 遺伝子とは

異なり、比較的安定した株の印象を受けた。

札幌市で近年検出されたG2P[4]株も近年世界

で広く分布している亜系統と同じ系統（亜系

統 IVa-1と IVa-3）にすべて属しているため、

札幌市で検出されたG2P[4]株は世界と同様に

進化、分布していることが伺える。G1P[8]株

VP7 遺伝子と比べると検出された検体が全て

同じ系統に属した G2P[4]株 VP7 遺伝子、とて

も安定した印象を受けるが、アミノ酸解析で

は可変領域を中心に変異が確認されたため、

今後も継続的に遺伝子の変遷を確認すること

が重要と考えられた。ワクチン導入に伴い今

後日本でもG2P[4]株台頭の可能性は残るため、

G2P[4]株含めたロタウイルス血清疫学調査の

重要性が改めて再確認された。 

E. 結論 

札幌市で長期的に観察したロタウイルス



G1P[8]株 VP7 遺伝子、NSP4 遺伝子、G2P[4]株

VP7 遺伝子の解析ではともに可変領域や抗原

部位を中心とした変異が確認され、疫学調査

の必要性、重要性が再確認された。今後ワク

チン耐性株の出現やレア株等の出現、台頭に

備え引き続き疫学調査を継続する方針である。 
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 研究要旨 

ウシ A 群ロタウイルスを原株としたヒト用ロタウイルス生ワクチン

(RotaTeq)が平成 24 年度から市販された。また、近年、A群ロタウイルス(RV)

は種の壁を越え、動物からヒト、あるいはヒトから動物へ感染することが報

告されており、畜産現場における RV への監視の必要性が高まっている。そこ

で本研究では、まず畜産現場における効率的な分子疫学検査法を検討し、そ

れを利用してウシ、ウマ及びブタにおける RV の分子疫学調査を実施した。ま

た、ウシ RV 感染症との類症鑑別を行うため、ウシ下痢症についての迅速診断

法も開発し、検体材料の類症鑑別に応用するために条件を検討中である。RV

検査法の検討では、イムノクロマト法による簡易検査でスクリーニングを行

い、陽性となった糞便検体について次世代シークエンスを実施し、解析ソフ

トで全遺伝子型を迅速かつ簡便に行う方法を確立した。この方法を用いたウ

シ RV の分子疫学調査では、調査した我が国のウシ RV35 株は全て典型的なウ

シの遺伝子型を示し、RotaTeq あるいはヒト RV との遺伝子再集合は認められ

なかった。ウシ RV の 1 株はこれまでに報告のない G15-P[14]遺伝子型を示し

たが、各遺伝子分節の解析でウシ RV どうしの遺伝子再集合で出現した株と考

えられた。ウマ RV は、調査 24 株全てが典型的なウマ型の遺伝子型を示し、

ヒト RV との組み換えは確認されなかった。しかし系統樹解析を実施したとこ

ろ、この 24 株中 20 株の NSP4 はウシ RV のクラスターに分類された。NSP4 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 はウマ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 については調査し

た 8株中の 1株は NSP5 遺伝子がヒトでしか報告のない H2型を保有しており、

ヒト RV の NSP5 がブタ RV のそれと組み変わった可能性が考えられた。今回の

研究では、我が国の家畜には各家畜固有のRVが浸潤していることが確認され、

ウシにおいては RotaTeq やヒト RV との遺伝子組み換えは確認されなかった。

しかし、ウマ RV にはウシ RV と、ブタ RV ではヒト RV との遺伝子組み換えを

示唆する知見が得られたことから、今回確立した分子疫学検査法を用いて今

後も家畜の RV を監視し続ける必要があると考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 A 群ロタウイルス(RV)は各種動物の若

齢個体に下痢を起こす病原体であり、家

畜のRV感染症は経営において育成前期の

下痢による発育不良により経済損失を伴

う疾病であるが、法令で監視伝染病に指

定されていないことから、その対策が遅

れており、各地で冬季を中心とした発生

が認められる。家畜の RV については、他

の感染症と混合感染すると症状は重篤化

し、哺乳期の家畜においては死亡の原因

となる。予防にはウシ及びウマ RV の不活



化ワクチンが応用されており、母畜に接

種し、初乳を介して子牛あるいは子馬を

免疫するが、接種を行っている農家は一

部に限られているのが現状である。RV ワ

クチン RotaTeq は、ワクチン原株のウシ

RVのVP4およびVP7遺伝子をヒトRVのそ

れと入れ替えた 5 種類のヒト－ウシ再集

合体RV株からなる多価生ワクチンであり、

元株がウシ由来の株であるにもかかわら

ずウシに対する病原性は検討されていな

い。また、RV はウイルス粒子内部に 11

本 2 本鎖 RNA 分節を遺伝子として持ち、

分節 RNA を交換することで容易に変異ウ

イルス（遺伝子組換え体）が出現するこ

とから、ワクチン株が畜産現場に漏出し、

反芻獣やその他の家畜由来のRV株との遺

伝子組換え体が発生する可能性がある。

これらのことから、家畜の RV に対する監

視をこれまで以上に強化する必要がある。

また、家畜にはそれぞれの家畜固有の RV

が報告されているが、近年、異種動物由

来のRV間に遺伝子分節の交換による遺伝

子再集合体が確認されている。そこで、

畜産現場におけるRVの効率かつ効果的な

診断法を特にウシを中心に検討し、その

方法を用いてウシ、ウマ及びブタの RV の

分子疫学調査を行った。 

 

B. 研究方法 

3. 材料 

 4 株 の ウ シ RV ：

RVA/Cow-tc/JPN/IS-1/1996/G6P[5] 、

RVA/Cow-tc/JPN/IS-8/1997/G6P[11] 、

RVA/Cow-tc/USA/NCDV/1967/G6P[1] 及 び

RVA/Cow-XX/XXX/KK-3/XXXX/G10P[11] を

用い、ヒト用の RV 簡易検出キット：イム

ノクロマト法 5 種類（ディップスティッ

ク‘栄研’ロタ（栄研化学）、ラピッドテ

スタ ロタ－アデノ（積水メディカル）、

BD Rota/Adeno エグザマン スティック

（ベクトン・ディッキンソン）、ラピッド

エスピー＜ロタ＞（DS ファーマバイオメ

ディカル）、イムノカード ST ロタウイル

ス（ティ エフ ビー）、ラテックス凝集反

応 2 種類：ロタレックスドライ（積水メ

ディカル）及びロタスクリーン（デンカ

生研）及び ELISA 1 種類：ロタクロン（テ

ィ エフ ビー）の感度を検討した。 

 次世代シークエンスによる遺伝子型別

は、イルミナ社の MiSeq を用い、ウシ RV

については 36 株、ウマ RV は 24 株、ブタ

RV は 8株を遺伝子解析に供した。 

2. 方法（ヒト用の RV 簡易検出キットの

感度の検討） 

4 株のウシ RV を 10 倍段階希釈し、ヒト

用のRV簡易検出キットそれぞれの感度を

比較した。さらに MA-104 細胞を用いたウ

イルス分離及び Gouvea ら  (J Clin 

Microbiol 28, 276-282 (1990))の VP7 を

標的としたプライマーを用いたRT-PCRと

の感度の比較も行った。 

3. 方法（次世代シークエンスを用いた遺

伝子型別） 

 次世代シークエンスのライブラリーの

作成は、ウイルス RNA を ISOGEN LS（ニッ

ポンジーン）で抽出し、DNaseI で処理し

た後、NEBNext mRNA Library Prep Master 

Mix Set for Illumina (New England 

Biolabs)を用いて行った。得られたデー

タは CLC Genomics Workbench 5.5（CLC

バイオジャパン）を用いて解析した。 

4. 方法（ウシ RV 感染症の識別検査） 



 ウシ RV と類症鑑別の必要な病原体、B

群ロタウイルス(GBR)、C 群ロタウイルス

(GCR)、牛トロウイルス(BToV)、哺乳類オ

ルソレオウイルス(MRV)、アイメリア

（Eimeria zuernii、Eimeria bovis）に

対する特異的プライマー及びプローブを

GenBank に登録されている配列をもとに

設計した。牛エンテロウイルス(BEV)、牛

コロナウイルス（BCV）、牛白血病ウイル

ス(BLV)、牛ヘルペスウイルス 1(BHV-1)、

牛アデノウイルス(BAV)、サルモネラ(S. 

Dublin 、 S. Enteritidis 、  S. 

Typhimurium) 、 Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis、Clostridium 

perfringens、Cryptosporidium parvum、

毒素原性大腸菌(ETEC)については既知の

プライマー及びプローブを用いた。それ

ぞれのPrimer及びProbe領域の塩基配列

を含む DNA(gBlocks® Gene Fragments:  

IDT 社)の希釈系列(5.0×106 コピー

/reaction～1.0×100 コピー/reaction)

を作成し、Real-time PCR の感度を検証し

た(n=2)。リアルタイム PCR の機器は

LightCycler nano(Roche)を用いた。DNA

を 対 象 と す る 反 応 に は Premix Ex 

Taq(Perfect Real time: TaKaRa 社)、RNA

を 対 象 と す る 反 応 に は One step 

PrimeScript RT-PCR Kit(Perfect Real 

time: TaKaRa 社)を使用し、反応条件は全

て 45℃300 秒、95℃30 秒の後、95℃5秒、

55℃20 秒、72℃20 秒を 40 サイクル行っ

た。 

 

C. 研究結果 

1. 結果（ヒト用の RV 簡易検出キットの

感度） 

 1×107TCID50/ml の濃度に調整した 4株の

ウシ RV を 10 倍段階希釈し、5 種類のイム

ノクロマト法によるキットの検出限界を調

べたところ、検出限界はディップスティッ

ク‘栄研’ロタで、1×103TCID50/ml、ラピ

ッドテスタ ロタ－アデノで 1×101～

102TCID50/ml、BD Rota/Adeno エグザマン ス

ティックで 1×101～102TCID50/ml、ラピッド

エスピー＜ロタ＞で 1×100～101TCID50/ml、

イムノカード ST ロタウイルスで 1×100～

101TCID50/ml であり、ディップスティック

‘栄研’ロタが最も高い検出感度を示した。

ラテックス凝集反応の検出限界は、ロタ

レックスドライが 1×101TCID50/ml、ロタ

スクリーンが 1×100TCID50/ml であり、イ

ミュノクロマト法よりも若干低い傾向に

あった。ELISA を用いたキットロタクロン

の検出限界は 1×101～102TCID50/ml であ

った。RT-PCR では、Gouvea ら のプライ

マーは農林水産省の定める家畜の病性鑑

定指針に記載されているため、現場で病

性鑑定を行っている全国の家畜保健衛生

所で使用されている。このプライマーを

用いたワンステップRT-PCRの検出感度は

0～1×103TCID50/ml であり、KK3 株を検出

することができなかった。ウイルス分離

では 4 株すべて、元の濃度である 1×

107TCID50/ml を示した。 

2. 結果（次世代シークエンスによる遺伝

子型別） 

 次世代シークエンサーMiSeq により得

られた fastq ファイルを CLC Genomics 

Workbench 5.5 にインポートし、データベ

ース上から得たウシ、ウマ及びブタ RV の

各遺伝子分節の代表的な遺伝子型を参照

配列として reads をマッピングすること



で簡易的な遺伝子型別を行ったところ、

ディップスティック‘栄研’ロタ陽性の

糞便は全て、全 11 遺伝子分節の配列の遺

伝子型別を行うことができた。 

3. 結果（ウシ RV 感染症の類症鑑別） 

 作成したプライマー及びプローブを用

いて、ウシ B 群ロタウイルス、ウシ C 群

ロタウイルス、牛トロウイルス、哺乳類

オルソレオウイルス、アイメリアを識別

することができた。既知のプライマー及

びプローブも併用し、ウシ RV 感染症との

類症鑑別に応用するために条件を検討中

である。 

4. 結果（ウシ、ウマ及びブタ RV の遺伝

子解析） 

 ウシ RV の分子疫学調査では、調査した

我 が 国 の ウ シ RV35 株 は

G6/G10-P[5]/P[11]-I2-R2-C2-M2-A3/A13

-N2-T6-E2-H3 の典型的なウシの遺伝子型

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を示したが、G15、

P[14] 及 び そ の 他 の 遺 伝 子 分 節

(I2-R2-C2-M2-A3-N2-T6-E2-H3)のいずれ

もウシ RV 由来の遺伝子型であった。ウマ

RV は 、 調 査 し た 24 株 全 て が

G3/G14-P[12]-I2/I6-R2-C2-M3-A10-N2-T

3-E2-H7 の典型的なウマ型であり、ヒト

RV 遺伝子分節は確認されなかった。しか

し系統樹解析を実施したところ、24 株中

20 株の NSP4 はウシ RV のクラスターに分

類された。ブタ RV については調査した 8

株 は

G4/G5/G9-P[6]/P[7]/P[13]/P[19]/P23]-

I5-R1-C1-M1-A8-N1-T1-H1/H2 の遺伝子型

を示し、この中の 1株の NSP5 遺伝子はヒ

ト RV にしか報告のない H2 型であった。 

 

D. 考察 

 畜産において病性鑑定材料は、畜舎や

放牧場等家畜が飼養されている場所に立

ち入り、採材する以外に収集する手段が

ない。家畜の飼養場所は農林水産省の定

める家畜飼養管理衛生基準に基づき、家

畜保健衛生所の職員や管理獣医師以外は

防疫上の観念から立ち入ることが制限さ

れている。したがって、現場において家

畜の RV 株を収集するには家畜保健衛生

所または管理獣医師の協力が必要不可欠

である。しかしながら、産業動物の診療

業務を行う管理獣医師は全国的に不足し

ており、現場採材を依頼しにくい状況に

ある。また、家畜保健衛生所においては

口蹄疫、高病原性鳥インフルエンザや牛

海綿状脳症といった国家経済に影響を及

ぼす疾病が近年連続して発生し、これら

の重要家畜伝染病に対する業務量が増加

したのに対し、それに見合う職員数の増

員がなされていない。このため、ウシ RV

感染症のような損失の無視できない疾病

であっても、監視伝染病に指定されてい

ない理由から、それに費やす労力や時間

は限られており、今回、ウシ RV 感染症

の識別に開発したリアルタイム RT-PCR

の手法は有用と考え、現在、類症鑑別に

応用するために条件を検討中である。 

家畜の RV の採材および材料の提供を

依頼する場合、省力的かつ効率的な方法

を提示する必要がある。このことから、

操作や判定が簡単であるヒト用キットの

応用は有用と考えられる。これまで家畜



保健衛生所や一部の家畜診療所において、

RV 感染症の診断にヒト用キットは用い

られてきたものの、キットによる検出感

度は考慮されていなかった。Nemoto ら（J 

Vet Med Sci 73, 1247-1250 (2010)）は、

ウマ RV のヒト用キットでの検出感度を

調べ、キットの種類により感度に差があ

ることを報告している。しかしながら、

ウシ RV についてヒト用キットの検出感

度を調べた報告はない。そこで、ウシ RV

のヒト用キットでの検出感度を調べた。

その結果、Nemoto らの報告と同様に、8

種中 6 種に使用したウイルス株に対する

10～100 倍の検出感度の差が認められた。

このことは、ヒト用キットはヒトのロタ

ウイルスに対するモノクローナルおよび

ポリクローナル抗体が使用されているこ

とから、この抗体のウシ RV およびウマ

RV の各株に対する反応性の相違がその

原因の１つである可能性が考えられた。

さらにキット間を比較すると 10～1000

倍の検出感度の差が認められ、ディップ

スティック‘栄研’ロタがすべての株に

最も高い検出感度を示した。この結果は

Nemoto らの結果と一致し、ディップステ

ィック‘栄研’ロタはウマ RV 同様、ウ

シ RV に対しても最も有用なヒト用キッ

トと考えられた。さらにブタの糞便検体

についてもウシ同様の感度を有すること

も確認した。本キットはウシ RV ではウ

イルス分離よりも 1×104倍感度が低いも

のの、畜産現場で採材する際のスクリー

ニング法として意義が高く、有効活用す

ることで、効率的に家畜の RV 株の収集

が可能と思われた。 

次世代シークエンサーは一度に RV 遺

伝子11分節全ての遺伝子を解析できる有

用な検査方法である。ディップスティッ

ク‘栄研’ロタで陽性を示す糞便のほと

んどが、今回の手法により遺伝子型別が

可能であったことから、ウイルス分離を

行わないことで in vivoにおけるウイルス

の状態に忠実な遺伝子解析を行うことが

できる優れた技術と考えられた。ウシ RV

について実施した次世代シークエンス解

析では、36 株のウシ RV 全てが典型的な

ウシの遺伝子型を示し、RotaTeq あるい

はヒト RV との遺伝子再集合を認めない

ことが明らかになった。ウシ RV の 1 株

はこれまでに報告のない G15-P[14]遺伝

子型を示したが、各遺伝子分節の解析で

ウシ RV どうしの遺伝子再集合で出現し

た株と考えられた。ウマ RV は、調査し

た全株が典型的なウマ型の遺伝子を示し、

ヒト RV との組み換えは確認されなかっ

た。しかしこの中の殆どが NSP4 はウシ

型を示し、NSP4 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 はウマへの

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

いては調査した全ての株はブタ型の遺伝

子分節を保有していたが、この中の 1 株

は NSP5 遺伝子がヒトでのみ報告されて

いる H2 型であった。この株の NSP5 以

外の遺伝子はブタ型であり、ヒト RV の

NSP5 がブタ RV と遺伝子組み換えを起

こしたものである可能性が考えられた。 

 

E. 結論 

今回検討した畜産現場における効率的



なRV感染症診断法及びRV遺伝子型別は、

今後我が国におけるヒトから家畜、家畜

からヒトへのRV感染を監視する上で有用

であり、我が国の畜産現場における RV 感

染症対策にも役立つと考えられた。 

今回の研究結果から、ヒト RV と家畜あ

るいは家畜のRVどうしの遺伝子組み換え

が確認されたことから、今後、RotaTeq

と野外のウシRVとの遺伝子組み換え株の

出現を含め、家畜全体の RV を監視し続け

る必要があると考えられた。 
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 研究要旨 

 ロタウイルスは、コア、内殻、外殻の 3層で構成される二重殻粒子で、コア内に 11 本の

分節二本鎖 RNA（double-stranded RNA：dsRNA）をゲノムとして有する。患者便検体より

抽出したゲノム RNA をアクリルアミドゲルにより電気泳動すると（RNA-PAGE）、分子量の差

によって各分節を分離することができる。この泳動パターンは、群および遺伝子型によっ

て異なるため、RNA-PAGE の泳動パターンから群、遺伝子型を大まかに分類することができ

る。しかし、RNA-PAGE は、泳動条件が異なると泳動パターンが異なるため、施設が異なる

と簡単に比較することができない。この問題点を解決するため、本分担研究では、施設間

誤差の小さい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。マイクロチップ電気泳動装置 MCE-202 MultiNA（MultiNA、島津製作所）

は、本研究で設定したポリマーと泳動条件において、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った。MultiNA-RNA-pattern（MultiNA-RNAP）は、塩基配

列が等しい場合、再現性良く同じ MultiNA-RNAP を示すこと、塩基は列が異なる場合に

は異なる MultiNA-RNAP を示すことが明らかになった。今後、MultiNA-RNAP をスタン

ダードフラグメントに対する相対移動度として数値化することで、パターン判別プログラ

ムを構築し、地理的に離れたラボ間であっても利用可能な、簡便かつ高感度なロタウイル

ス株鑑別が実現可能となる。 

 

 

A. 研究目的 
ロタウイルスは、コア、内殻、外殻

の 3層で構成され、11 本の分節二本鎖

RNA（double-stranded RNA：dsRNA）

をゲノムとしてコア内に有する。内殻

を構成するVP6の抗原性によりA-G群

に分類され、このうち A-C 群がヒトに

感染する。さらに A群は、スパイクを

構成する VP4、外殻を構成する VP7 の

遺 伝 子 型 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ

P[1]-P[35]、G1-G26 に分類される。こ

れらの分類は主に遺伝子解析により

行われるが、各群、遺伝子型ごとに異

なるプライマーを用意しなければな



らないことから、作業が煩雑である。 

患者便検体より抽出したゲノム RNA

をアクリルアミドゲル電気泳動する

と（RNA-PAGE）、分子量の差によって

各分節が分離される。この泳動パター

ンは、群および遺伝子型によって異な

る。そのため、RNA-PAGE の泳動パター

ンから大まかな群、遺伝子型を簡便に

分類することができる。しかし、

RNA-PAGE は、泳動条件が異なると泳動

パターンに差が生じるため、施設間で

簡単に比較することができない。 

近年、微小基板上に作製した微細な

流路内で電気泳動を行う「マイクロチ

ップ電気泳動」が実用化され、DNA や

RNA を分離することが可能となった。

この手法で使用されるマイクロチッ

プや試薬は高精度で管理されている

ため、施設間誤差が小さいという特徴

があり、各施設で得られた泳動パター

ンを容易に比較可能である。 

 本研究では、施設間誤差の小さいマ

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。 
 
B. 研究方法 

4. 材料および方法 

＜試験サンプル＞ 

 ロタウイルス実験室標準株 Wa 株、Hochi

株、69M 株、WI61 株、臨床分離株（G1P1[8]）、

サルロタウイルス SA-11(ATCC より購入)を

用いた。本研究に用いたヒトロタウイルス

陽性便検体は、RNA-PAGE パターン解析を

行い、ゲノムセグメント NSP5 の移動距離

が長いタイプ（long type）14 種類（L1-L14）

と、短いタイプ (short type) 8 種類（S1-S8）

の計 22 検体を選択して用いた。これら 22

検体は、次世代シーケンサーを用いて全塩

基配列を明らかにし、VP4 (P 型)と VP7 (G

型)の遺伝子型を決定した。 

＜ロタウイルス dsRNA の精製＞ 

ロタウイルスゲノム dsRNA は、10%便検体

(v/w)PBS 懸濁液より TRIzol LS Reagent 

(Life technologies)、及び Direct-zol RNA 

MiniPrep kit (ZYMO Research)を用いて抽

出、精製した。dsRNA は、最終的に 40uL

の RNA 用 DW を用いて溶出し、以下の解

析に用いた。 

＜比較検討のための RNA-PAGE＞ 

RNA-PAGE には、10% ホモジーニアスポ

リアクリルアミドゲル(ATTO)を用いた。定

電流 30mA で 100min 泳動した後、CYBR 

Gold (Life technologies)を用いてdsRNAを

染色し、イメージアナライザーLAS-3000 

(FUJIFILM)により dsRNA を検出した。 

＜マイクロチップ電気泳動、並びにカセッ

ト型キャピラリー電気泳動＞ 

 マイクロチップ電気泳動は、MultiNA 

MCF-202 (島津製作所)を用いて実施した。 

泳動に用いるポリマーには、DNA-500, 

DNA-1000, DNA-2500, DNA-12000 及び

RNA kit（島津製作所）を用い、染色には

SYBR Gold を用いた。 

 カセット型キャピラリー電気泳動は、

QIAxcel Advanced system (QIAGEN)を用

いた。キャピラリーカセットには、QIAxcel 

DNA High Resolution Kit (1200)を用いた。

泳動後のパターン解析は、4 種類の解析方

法 OH 500, OH 800, OH1200, OH1600 を用

いて実施した。 
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RNA-PAGE との比較
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た。装置 1 台につき
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以下であり、大きな誤差が認められな

かった。マイクロチップ電気泳動装置を用

いたロタウイルス

異なる施設の泳動結果を高精度に比較でき

るため、RNA パターン解析による全国多施
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共に、パターンの蓄積を行うことで、ロタ

データベースとしても利
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ロタウイルス

QIAxcel Advanced system (QIAGEN)

検討に用いた

QIAxcel DNA High Resolution 

を用い

OH500, OH800, OH1200, OH1600

を用いて条件の最適化を行った

OH1600

11 本全てのバンドが分離可能であることが
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Upper marker をスタンダードとして

サンプルと同時に泳動することで、サ

ンプルの dsRNA のモビリティーシフ

トをスタンダードとの相対移動度で

数値化している。本検討では Lower 
marker, Upper markerにDNAを使用

した。このため、同時に泳動する

dsRNA の濃度、サンプルに含まれる

夾雑物などによって、スタンダードの

モビリティシフトが、影響を受ける可

能性がある。この際、スタンダードと

dsRNA が同程度に影響を受け、モビ

リティシフトが起きればよいが、異な

る場合、相対移動度の算出に影響が出

る。この問題を解消するためには、

Lower marker, Upper marker を既知

配列の dsRNA にする必要がある。今

後、検討を進める予定である。 
 

E. 結論 

 本年度最適化した MultiNAP 用いて、ロ

タウイルス 11 分節 dsRNA の泳動パターン

分析を行うことで、野外流行株の簡便な比

較検討が可能となった。今後、dsRNA スタ

ンダードを導入するなど、MultiNAP の精

度を上げること、モビリティシフトの数値

化により、自動判定を行うことなどにより、

on lineや web siteを利用した簡便かつ高精

度なロタウイルス株解析システムを構築で

きる。 
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 我が国におけるロタウイルス分子疫学解析手法の確立と 

2011/12 年および 2012/13 年シーズンの解析結果 

 

 

 研究分担者 藤井克樹 国立感染症研究所 ウイルス第二部  

 

 研究要旨 

我が国におけるロタウイルス（RV）の分子疫学調査を行うにあたり、

RV ゲノムの各セグメントの 5'端および 3'端近傍に universal primer

を設計し、RT-PCR 法によるゲノム全長の増幅および効率的な塩基配列

解析法を確立した。また、次世代シーケンサーを用いて更に効率的に全

塩基配列を決定する手法についても確立した。分子疫学調査は 2011/12

年シーズンおよび 2012/13 年シーズンにかけて実施した。調査期間中、

7 都道府県 10 病院（北海道 3病院、秋田県、宮城県、東京都 2病院、愛知県、

京都府、山口県）から、RV 下痢症入院患者の便検体を収集し、ウイルスの全

塩基配列解析を実施した。2011/12 年シーズンは 119 例、2012/13 年シー

ズンは 236 例の RV 陽性検体を収集した。2011/12 年シーズンの 119 検

体について VP7 の遺伝子型を決定したところ、G1 が 74 検体（62%）、

G3 が 8 検体（7%）、G9 が 37 検体（31%）であった。更に全てのゲノム遺

伝子型構成（VP7- VP4- VP6- VP1- VP2- VP3- NSP1- NSP2- NSP3- NSP4- 

NSP5）を調べたところ、G1 タイプ 74 検体のうち、19 検体は典型的な

Wa-like 遺伝子型構成（G1- P[8]- I1- R1- C1- M1- A1- N1- T1- E1- H1)

であったが、54 検体は VP7 と VP4 以外が DS-1-like 遺伝子型構成（G1- 

P[8]- I2- R2- C2- M2- A2- N2- T2- E2- H2）を示す新しいタイプのリ

アソータントであった。2012/13 年シーズンの 236 検体中、165 検体に

ついても解析を行ったところ、この DS-1-like G1 タイプが 61%（100

検体）を占めていた。このことから、2011/12 年シーズンに初めて確認

された DS-1-like G1 ウイルスの流行は、2012/13 年シーズンも継続し

ていることが明らかとなった。 

 

 

A. 研究目的 

 ロタウイルス（RV）は乳幼児の重症胃

腸炎の最大の原因であり、我が国におけ

る年間の患者数は 70-80 万人、入院数は



7-8 万人におよぶと推定されている。また、

時に腎炎や腸重積、脳炎・脳症などの重

篤な合併症を引き起こすこともあり、年

間数人から 10 人前後の患者が、RV が原因

で命を落としている。しかし、2011 年 11

月（ロタリックス）および 2012 年 7月（ロ

タテック）から RV ワクチンが接種可能と

なったため、RV による疾病負担が減少す

ることが期待されている。但し、この 2

種類のワクチンは、いずれも経口生ワク

チンである事から、ワクチンによる発症、

ワクチン株と野生株とのリアソータント

の出現などが懸念されている。また、ワ

クチンの導入によって、流行株の遺伝子

型分布が変化する可能性、更にはワクチ

ンが無効なウイルス株が発生する可能性

もあるため、それらを監視する必要があ

る。ところが、我が国における RV サーベ

イランス体制は貧弱であり、これまで全

国的なRVの分子疫学調査は行われておら

ず、RV ワクチンの効果を検証する事や、

ワクチン導入による流行株の変化を監視

する事が出来ない状況であった。そこで

我々は、RV による入院症例の便検体を全

国の病院から収集し、我が国における初

の全国的 RV 分子疫学調査を開始した。 

 

B. 研究方法 

5. 検体の採集 

 2011/12 年シーズンは、苫小牧市立病院

（北海道）、由利組合総合病院（秋田県）、

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 6 病院か

ら入院症例の便検体を収集した。2012/13

年シーズンはこれに加えて、NTT 東日本札

幌病院（北海道）、小樽協会病院（北海道）、

宮城県立こども病院（宮城県）、東京医科

大学病院（東京都）の 4 病院からも収集

することができた。 

6. RV スクリーニング 

 収集した便検体を 10％PBS 懸濁液に調

製し、ELISA 法（ロタクロン）により RV

のスクリーニングを行った。OD 値 0.15

以上を陽性と判定した。 

7. RV 遺伝子解析 

 ウイルス RNA の抽出は TRIzol LS 

Reagent（ Life technologies）および

Direct-zol RNA MiniPrep Kit （ ZYMO 

Research）を使用して行った。逆転写反応

には PrimeScript cDNA Synthesis Kit（タ

カラバイオ）を用い、プライマーは random 6 

mer を用いて行った。PCR 反応は PrimeSTAR 

GXL DNA polimerase（タカラバイオ）を用い

た。各セグメントに特異的なプライマー（表

１）を用いて PCR を行い、得られた PCR 産物

についてダイレクトシークエンス法にて塩基

配列を解読した。また、2012/13 シーズン以

降の検体については次世代シーケンサーを用

いて解析を行った。サンプルは抽出した RNA

から NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit 

for Illumina (NEB)を用いて調製し、次

世代シーケンサー MiSeq（illumina）で

RV のフルゲノムシークエンス解析を行っ

た。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究はヒト患者由来の便検体を用い

た研究であるため、各関係施設の倫理委

員会に研究内容を申請し、承認を受けた

後に検体採取および解析を行った。 

 



C. 研究結果 

7. 2011/12 年シーズンの解析

結果 

 2011/12 年シーズンは 6 病院から 165

検体を収集し、このうち 119 検体が RV 陽

性であった。シークエンス解析の結果、

119 検体の内、VP7 遺伝子型の内訳は G1

が 74 検体（62%）、G3 が 8 検体（7%）、G9

が 37 検体（31%）であった（表２）。更に、

全てのゲノム遺伝子型構成（VP7- VP4- VP6- 

VP1- VP2- VP3- NSP1- NSP2- NSP3- NSP4- 

NSP5）を調べたところ、G1 タイプ 74 検体

のうち、19 検体は典型的な Wa-like 遺伝子

型構成（G1- P[8]- I1- R1- C1- M1- A1- N1- 

T1- E1- H1)であったが、54 検体は VP7 と

VP4 以外が DS-1-like 遺伝子型構成（G1- 

P[8]- I2- R2- C2- M2- A2- N2- T2- E2- H2）

を示す新しいタイプのリアソータントであ

った。また、1検体は Wa-like ウイルスと

DS-1-like ウイルスの混合感染であった。

G3 および G9 のウイルスは全て Wa-like

遺伝子型構成であった。ただし、G9 には

2種の lineage が存在し、一方（24 検体）

は世界的に広く流行している株であり、

もう一方（13 検体）はこれまでに報告さ

れていないブタRVに類似した配列を有し

ていた。 

8. 2012/13 年シーズンの解析

結果 

 2012/13 年シーズンは 9 病院から

344 検体を収集し、そのうち 236 検体が

RV 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（表３）。

昨シーズンに引き続いて主流行株であっ

た 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。残りの検体については引き続き解

析中である。 

 

D. 考察 

 従来、RV遺伝子型の世界分布はG1P[8]、

G2P[4]、G3P[8]、G4P[8]、G9P[8]の 5 種

類が全体の 90%を占めていることが分か

っている。また、G1P[8]型のウイルスは

通常 Wa-like 遺伝子型構成（G1- P[8]- 

I1- R1- C1- M1- A1- N1- T1- E1- H1）

を有しており、他の遺伝子型との間でリ

アソートメントが起こっても優勢とはな

らず、流行株として定着することは無か

った。従って、本研究で発見された

DS-1-like遺伝子型構成を持つG1P[8]

型ウイルス（G1- P[8]- I2- R2- C2- M2- 

A2- N2- T2- E2- H2）が広い範囲で流

行を引き起こしたのは、これまでの常

識を覆す世界で初めての例である。塩

基配列の解析結果から、DS-1-like G1

ウイルスの検体間の相同性は極めて

高く、ほとんどが clonal strain であ

ると考えられる。従って、この



DS-1-like G1 ウイルスはごく最近、

Wa-like G1 ウイルスと DS-1-like G2

ウイルスの間のリアソートメントに

より発生し、それを単一起源として我

が国全土に急速に広がり、2011/12 年

シーズン以降の流行を引き起こした

と考えられる。また、このウイルスの

塩基配列はアメリカおよびオースト

ラリアで報告されたウイルスに近い

ことが判明したが、他の地域（特に日

本および近隣アジア地域）におけるこ

れまでの RV 分子疫学調査が不十分で

ある以上、このリアソータントウイル

スがどこで発生し、どのように広がっ

たのかを結論付けることは困難であ

る。 

 我が国における遺伝子型の地域分

布について詳しく見ると、地域によっ

て流行している遺伝子型の割合が大

きく異なっていることが分かる。例え

ば、2011/12 年シーズンは DS-1-like 

G1 ウイルスは本州にある全ての病院

から検出されたが、北海道の病院から

は 1 例も検出されなかった。しかし

2012/13 年シーズンになると、北海道でも

検 出 さ れ た ウ イ ル ス の 約 半 数 が

DS-1-like G1 であった。愛知県は

DS-1-like G1 の割合が突出して高か

った（97%）。また、ブタロタウイルス

に類似した G9 タイプのウイルスは、

2011/12 年シーズンは愛知県で多く

（13 検体中 12 検体、残り 1 検体は京

都）、2012/13 年シーズンは山口県で多く

見られた（13 検体中 12 検体、残り 1

検体は北海道）。G2 タイプは 2011/12 年

シーズンは1検体も検出されなかった

が、2012/13 年シーズンは東日本（北海

道～東京）において 10 検体検出された。

これらのことから、RV の流行遺伝子型は、

地域ごと・シーズンごとに目まぐるしく

変化することが分かる。 

どのような要因でこの様な変化が起こ

るのか明確には分かっていないが、考え

られる要因としては以下のようなものが

ある。まず１つ目は単純な伝播のスピー

ドである。RV の重症患者の大部分は乳幼

児であるため、患者自身の行動範囲が狭

く、糞口感染という特性上、（例えば飛沫

感染する病原体よりも）離れた地域へ伝

播するのに時間がかかると考えられる。

２つ目は感受性集団の免疫状態の影響で

ある。RV は感染する度に軽症化する傾向

があるため、特定の遺伝子型のウイルス

が流行するとそのウイルスに対する集団

免疫が形成され、それ以外のウイルスが

流行し易くなると考えられる。ただし毎

年新生児（＝新しい感受性集団）が生ま

れるため、同じ遺伝子型のウイルスでも

一定の間隔で流行を繰り返す、あるいは

比較的小規模な流行が毎年継続すること

になる。３つ目はワクチンによる影響で

ある。現在我が国では２種類のワクチン

が接種可能であるが、どちらも高額であ

り任意接種であることから、未だ接種率

はあまり高くない（50%未満）。また、自

治体により助成の有無・程度が異なるた

め、地域ごとの接種率の差を生み、これ

が流行する遺伝子型に影響を与える可能

性がある。これらの要因が複雑に絡み合

い、流行遺伝子型の地域差やシーズンご

との変化をもたらしていると考えられる。 

本研究では遺伝子型と重症度（重症度



スコアおよび中枢神経症状の有無）との

相関性についても調査しているが、これ

までに明確な偏りは確認されていない。

特に中枢神経症状については症例が少な

く、結論を得るためには更なる継続調査

が必要である。また、重症度と遺伝子型

の関連性を厳密に検証するには、RV 感染

症の軽症例や不顕性感染例についても調

べる必要があり、今後の課題である。 

本研究において新しく発見された

DS-1-like G1 タイプのウイルスは、従

来の検出・検査法（イムノクロマト法

や ELISA 法、multiplex-PCR 法など）

では区別できないため、今後は VP7、

VP4 だけでなく、全セグメントの塩基

配列解析による分子疫学調査が必要

不可欠である。また、このウイルスの

病原性や、これに対するワクチンの効

果、このウイルスが今後も流行を引き

起こし続けるのか否か、といった点が

今後の重要な研究テーマである。 

 

E. 結論 

我が国における全国的なRV分子疫学調

査の結果、これまでにどの国からも報告

されていない新しいタイプのリアソータ

ントウイルス DS-1-like G1P[8]が検出さ

れ、これが 2011/12 年シーズンおよび

2012/13 年に渡って大流行を引き起こし

ていることが明らかとなった。このウイ

ルスの今後の動向には注意が必要であり、

継続的に監視するべきである。 
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表１．ロタウイルスの各セグメント特異的プライマー

 Primer name           5'- Sequence -3' Tm Value Position
Product

size (bp)
Full genome
size (bp)

VP1 F primer GGCTATTAAAGCTRTACAATGG 53.0-54.8 1-22

VP1 R primer CACATCTAAGCACTCTAATCTTG 55.1 3277-3299

VP2 F primer GGCTATTAAAGGCTCAATGG 54.3 1-20

VP2 R primer TTGGCGTTTACARTTCGTTCA 52.6-54.6 2676-2696

VP3 F primer AGTAGTGYGTTTTACCTCTG 52.2-54.3 19-38

VP3 R primer TCACATCATGACYAGTGTGTTAAG 55.3-57.1 2566-2589

VP4 F primer GGCTATAAAATGGCTTCGCT 54.3 1-20

VP4 R primer GGGGGTCACATCCTC 54.8 2348-2359 (+3)

VP6 F primer GGCTTTWAAACGAAGTCTTC 52.2 1-20

VP6 R primer GGTCACATCCTCTCACT 53.1 1340-1356

VP7 F primer GGCTTTAAAAGMGAGAATTTCC 53.0-54.8 1-22

VP7 R primer GGGGGTCACATCATACAATTCT 56.7 1041-1059 (+3)

NSP1 F primer GGCTTTTTTTATGAAAAGTCTTGTG 53.9 1-25

NSP1 R primer CTAGGCGCTACTCTAGT 53.1 1531-1547

NSP2 F primer GGCTTTTAAAGCGTCTCAGTC 56.5 1-21

NSP2 R primer GGTCACATAAGCGCTTTCTATTC 56.9 1036-1058

NSP3 F primer GGCTTTTAATGCTTTTCAGTGGTTG 57.2 1-25

NSP3 R primer GGTCACATAACGCCCCTATAG 58.5 1030-1050

NSP4 F primer CTTTTAAAAGTTCTGTTCCGAGAG 55.3 3-26

NSP4 R primer AAGACCATTCCTTCCATTAAC 52.6 721-741

NSP5 F primer GGCTTTTAAAGCGCTACAGT 54.3 1-20

NSP5 R primer GGTCACAAAACGGGAGTGGGGA 62.3 642-663
663 663

1058 1058

1050 1050

739 750

1356 1356

1062 1059

1547 1564

3302

2696 2717

2571 2591

2362 2359

3299

表2．2011/12年シーズンの解析結果（検体数）
病院名 苫小牧 由利 昭和 江南 南丹 山口大

（都道府県） （北海道） （秋田） （東京） （愛知） （京都） （山口）
RV positive 5 42 3 52 14 3 119
Wa-like G1 5 5 1 5 2 1 19

DS-1-like G1 0 26 2 16 8 2 54
G1 (mix) 0 0 0 1 0 0 1

G3 0 2 0 3 3 0 8
G9 0 9 0 27 1 0 37

合計

表3．2012/13年シーズンの解析結果（検体数）
病院 NTT札幌 小樽 由利 宮城 昭和 東京医大 江南 南丹 山口

（都道府県） （北海道） （北海道） （秋田） （宮城） （東京） （東京） （愛知） （京都） （山口）
RV Positive 28 39 9 3 4 8 89 22 34 236
Wa-like G1 1 0 1 0 0 0 1 12 17 32

DS-1-like G1 15 1 6 2 1 0 63 8 4 100
G3 0 0 0 0 0 0 1 0 2 3
G9 6 3 0 0 0 0 0 1 10 20
G2 5 1 2 0 2 0 0 0 0 10

解析済み 27 5 9 2 3 0 65 21 33 165
未解析 1 34 0 1 1 8 24 1 1 71

合計
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 研究要旨 

臨床材料から簡便かつ効率よく A 群ロタウイルスを分離・培養可能な手法

を開発すべく、汎用感受性細胞 MA104 及び CV-1 を用いて、Wa 株及び DS1 株を

増殖指標として細胞クローニングを行った。その結果札幌医大分譲 MA104S 細

胞より増殖性優良な細胞クローンを得ることができた。またこれらの細胞ク

ローンにおいては Wa 及び DS1 が持続感染を起こしうることが示唆され、臨床

材料からの hRVA 分離手法を大きく見直し検証する必要性が示された。 

 

 



A. 研究目的 

 これまで A 群ロタウイルス(以下 hRVA)の分離培養については成功率が 5 割程度であ

り、さらに多数回の盲継代を要するなど煩雑である。加えて臨床材料そのものに大量に

ウイルスが含まれること、本研究の主題でもある分子疫学的手法が発達し培養法を用い

ない解析が可能になったことなどから、培養細胞を用いた古典的な分離手法はあまり用

いられなくなった。しかしながらワクチンが導入され、その効果を評価する上で流行株

に対する中和抗体価は非常に重要であり、そのためにはその年の流行株の分離・ストッ

ク作製および中和抗体価測定は必須となる。必然的に培養細胞増殖系は必要となるので

ある。 

 本研究においてはこれまでの細胞培養手法を見直し、hRVA 培養における細胞株や培

養条件の改善を図るとともに、簡便かつ明瞭に①臨床材料からの直接分離、②感染力価

測定などの評価、の実施を実現させることを目的とした。また感受性細胞である MA104

細胞は ATCC より日本への分譲が不可となっていることから、国内で調達できる細胞株

を用いて検討を行うこととした。 

 

B. 研究方法 

8. 材料 

(1)供試ウイルス 

・hRVA-Wa 株(ATCC VR-2018)  

・hRVA-DS1 株(ATCC VR-2550) 

・sRVA-SA11 株(ATCC VR-1565) 

*sRVA：サルロタウイルス 

(2)培養細胞 

・MA104S(札医大より分譲) 

・MA104R(理化学研究所より有償分譲) 

・CV-1(JCRB9049) 

(3)試薬類 

・5%FBS-EMEM(細胞培養用培地) 

・0.15%BSA-EMEM/acetyltrypsin 2.5μg/ml 含有(ウイルス増殖用培地) 

・Acetyltrypsin：Sigma  Cat NO.6767 

(4)RVA 検出キット 

・Rotaclone® (TFB)：ELISA キット 

・ﾃﾞｨｯﾌﾟｽﾃｨｯｸ‘栄研’ﾛﾀ(栄研化学)：IC キット 



 

9. 方法 1 

各細胞株からの hRVA 感受性クローン抽出 

 限界希釈法により各細胞株より 24 クローンを作出し、trypsin 耐性(～3μg/ml)、Wa

及び DS1 接種後のウイルス増殖性を指標として優良クローンを抽出した。またこれらの

うち MA104S から得られた細胞クローンに対して、限界希釈法により 24 クローンを作成

し、同様の手法でサブクローニングを実施した。 

 

10. 方法 2 

MA104s サブクローン細胞への hRVA 接種後の持続感染性の検討 

 MA104S クローン細胞へ hRVA を接種・培養し、CPE 非発現/培養上清抗原(+)の状態を

確認後、この細胞を走査電子顕微鏡で観察すると細胞表面に virion-budding 様の像が

観察された。これより hRVA の持続感染性が考えられたため、方法 1 により得られた

MA104S サブクローン細胞を用いて、hRVA 接種後 7 日目に培養上清除去・洗浄・培地交

換を行い、更に 3日間培養し、その上清中の抗原を IC 検出キットにて確認した。 

 

(倫理面への配慮) 

本研究では、特定の研究対象者は存在せず、倫理面への配慮は不要である。 

 

 

C. 研究結果 

9. 結果 1 

hRVA 高感受性細胞クローン及びサブクローン細胞の抽出 

 最初のクローニングにより、MA104S で 2 クローン、MA104R で 1 クローン、CV-1 で 1

クローン、hRVA 増殖優良な高感受性細胞クローンを抽出した。この中で MA104S-C4 及

び C8 の 2 クローンが細胞の安定性・ウイルス増殖性ともに優れていたので、これらか

らさらに限界希釈法にてサブクローニングを実施し、C4 から 3 クローン(C4D2、C4D9、

C4D10)、C8 から 1 クローン(C8D1)を抽出した。このサブクローンを 7 代以上継代後に

Wa 及び DS1 の増殖性を確認したところ、C4D10 及び C8D1 で増殖性が安定していること

が認められた。 

 

10. 結果 2 

hRVA 持続感染性の検討 



 方法 1で得られた 4つのサブクローン C4D2、C4D9、C4D10 及び C8D1 に対し、Wa 及び

DS1 を接種し、培養-上清除去・洗浄・培地交換を行いさらに 3 日間培養したところ、

培養上清中の抗原シグナルは C4D10 において最も強かった。その他のサブクローンでも

明瞭な抗原シグナルが確認された。また C4D10 について、さらに上清除去・洗浄・培地

交換を行い培養 2日後に上清中の抗原を確認したところ、明瞭なシグナルが確認された。 

 

D. 考察 

 臨床材料からの効率的な hRVA 分離・増殖を目指し、感受性細胞のクローニングとい

う手法からアプローチを試み、従来汎用されてきた MA104 細胞より、増殖性優良なクロ

ーンを得るに至った。これまでの検討では ATCC 標準株による検討を行っており、臨床

材料については得られた MA104S サブクローンを用いて検討を続行する。またこれまで

培養上清を新たな細胞に接種するという盲継代法にかわり、「培地交換による感染細胞

継続培養」という手法によるウイルス分離法も試みる。今回「CPE 非発現→持続感染」

ということの一面が示唆されたことは大きな収穫であろう。今後は特異抗体を用いた細

胞内分布解析や感染細胞の TEM 観察など持続感染の証拠を集め、その解析を進めてゆく

ことも可能であろう。またサブクローンの一部では継続培養により CPE 様の形状変化も

認められているため、このサブクローンを用いて感染価測定系や中和試験系などの構築

が大いに期待できよう。 

 

E. 結論 

臨床材料からの hRVA の効率的な分離培養を目指し、汎用されている感受性細胞株の

クローニングを行い、ウイルス増殖性優良なクローンを得ることができた。またこれら

のクローンにおいて、hRVA-Wa 及び DS1 が持続感染に至り、効率よくウイルスを産生し

ていることが示唆された。 
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