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研究要旨   
ノロウイルスは、河川や水中生物などの自然環境、汚染食材などの生活環境中に、

多様な遺伝子型が混在している。我々は、ヒト集団における優位なノロウイルスの特
徴を抽出するため、集団食中毒が発生した4集団を対象にした。次世代シークエンサ
ーを用いて、ノロウイルス配列を包括的に収集し、遺伝子型および亜株の比較を行っ
た。本解析で優位に検出されたGII.4 2006b亜株は、どの集団でもウイルスコピー数が
高く、複製能・増殖能に優れたウイルスである可能性が示唆された。これらの解析を
もとに流行発生のしくみを検討し、流行株の検出、サーベイランス、リスク評価、創
薬やワクチン開発等に幅広く役立つ重要な科学基盤を提供したい。 

 
 

A. 研究目的  
ノロウイルスは、河川や水中生物などの

自然環境、汚染食材などの生活環境中に、
多様な遺伝子型が混在している。飯塚らは、
第 60 回本学会にて、2012 年 3 月に発生し
た集団食中毒事例の原因汚染食材よりパ
ンソルビントラップ法を用い、原因微生物
として、ノロウイルス GII.2 と GII.4 を検出
したと報告した。本研究では、本集団食中
毒発生事例のノロウイルス感染者体内に
おけるウイルス亜集団の実態を明らかに
することを目的とする。次世代シークエン
サーを用いて、ノロウイルス カプシド遺
伝子シェル領域（330bps, 24 検体）の配列
情報を収集し、感染者体内に存在する亜株、
遺伝子型の種類と頻度を解析した。 
ヒト集団におけるノロウイルス感染伝

播、拡大の解明となる基盤情報が得られる。 
個体内における遺伝子型や亜株の種類、

分布、動態を明らかにする。これらの解析
をもとに流行発生のしくみを検討し、流行
株の検出、サーベイランス、リスク評価、
創薬やワクチン開発等に幅広く役立つ重

要な科学基盤を提供すると考えている。 
 
B.研究方法  

2012年 3月に島根県で発生した集団食中
毒事例を対象に解析した。原因施設調理従
事者（n=7）から、汚染食材を介して、原
因施設弁当喫食者（n=9）、関連他施設 A 料
理喫食者(n=3)、関連他施設 B 料理喫食者
(n=6)と感染拡大した集団食中毒事例を対
象とした。糞便試料を出発材料とし、糞便
に PBS を加え 10%懸濁液を作成し、
11000×g、20分間遠心の後、その上清をRNA
抽出液とした。この RNA 抽出液より、
QIAamp  Viral  RNA  Mini  Kit (QI-
AGEN)を使って、ノロウイルス RNA を抽
出した後、G2SKR (Katayama K et. al; Vi-
rology. 2002 Aug 1;299(2):225-239.)を用いて
cDNA を合成した。 cDNA を template にし
て、カプシド遺伝子シェル領域を PCR で増
幅した。ION TORRENT (Life technologies)
を用いて、遺伝子増幅産物の配列情報を取
得した。配列集団の系統関係の解析は最尤
法により解析した。in-house の配列解析プ
ログラムで亜株、遺伝子型の頻度を調べ比



 
    

較した。 
 
（倫理面からの配慮について） 
ヒト由来臨床材料を使う研究は、関連機

関の倫理審査会の承認を得て、提供者本人
に十分な説明を行い、承諾を得た上で行っ
た。 
 
C.  研究結果  
(i) カプシド遺伝子シェル領域の配列情報
（1503418 配列：約 5.0×108 塩基 / 25 検体）
を取得した。 (ii)シェル領域の遺伝系統が
異なるウイルス亜集団の重感染は、25 検体
中 23 検体で検出された。 (iii) 食中毒事例
では原因施設調理従事者群（n=7）は 7 種、
原因施設弁当喫食者群（n=9）は 7 種、関
連他施設 A 料理喫食者群 (n=3) は 4 種、関
連他施設 B 料理喫食者群 (n=6) は 5 種の、
異なる遺伝子型と亜株が検出された。 (iv) 
2012 年秋冬期に大流行した GII.4 2012 
Sydneyは、個体内に微小集団（0.1 - 22.0 ％）
として、13 例で検出された。(v) 2006b は、
調理従業員発症者群で 7 名中 6 名検出され、
平均ウイルスコピー数は 4.2×109 copies/g
であった。弁当喫食者で 9 名中 9 名検出さ
れ、平均ウイルスコピー数は 6.4×109 
copies/g であった。関連他施設 A 料理喫食
者群は、3 名中 3 名検出され、平均ウイル
スコピー数は 4.4×109 copies/g であった。
関連他施設 B 料理喫食者群は、6 名中 6 名
検出され、平均ウイルスコピー数は 1.8×
109 copies/g であった。 
 
D. 考案  
集団食中毒事例では、シェル領域の遺伝

系統が異なるウイルス亜集団の重感染が
多いことがわかった（23/25 例）。2006b 亜
株は、原因施設調理従事者群（n=7）、種、
原因施設弁当喫食者群（n=9）、関連他施設
A 料理喫食者群 (n=3)、関連他施設 B 料理
喫食者群 (n=6)、以上、4 群で、平均ウイル
スコピー数が、109 copies/g で極めて高かっ
た。このことにより、集団内で、ウイルス
粒子の安定性、複製能、集団免疫からの逃
避能に優れたものが選択され、感染伝播の
際に、遺伝的に多様な集団から一部のウイ

ルス亜集団が抽出されるボトルネックが
生じている可能性が示唆された。2012-2013
秋冬期に日本国内で流行した GII.4 2012 
Sydney が、ヒト個体内で、微小集団として、
2012年 3月に存在していることが判明した。
今後、先端技術を用いたゲノム情報収集お
よび情報科学的手法による解析は、ノロウ
イルスの流行監視、および、流行予測の基
盤情報となることが期待される。ウイルス
遺伝情報の包括的収集および情報科学的
手法による解析は、ノロウイルスの流行予
測の基盤情報となることが期待される。 
 
E. 結論  
今年度は、次世代シークエンサーを用い

て、個体内における遺伝子型や亜株の種類、
分布、動態を明らかにした。次年度は、集
団内で、ウイルス粒子の安定性、複製能、
集団免疫からの逃避能に優れたものが選
択され、感染伝播の際に、遺伝的に多様な
集団から一部のウイルスが流行形成する
という作業仮説を証明するために、VLP を
作成して、温度変化、pH 変化への安定性の
比較、VLP を用いた IgA 抗体価の動態を加
えて、検証を続けていきたい。 
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