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研究要旨 

 ロタウイルス（RV）は二本鎖 RNA で構成される 11本の遺伝子分節をゲノムとして有する。

RV 感染患者の便検体から抽出した RNAをポリアクリルアミドゲルで電気泳動（RNA-PAGE）する

と、その分子量や二次構造の違いにより各分節を分離・検出することが可能である。この泳動

パターンは遺伝子型や株によって異なるため、検体間のウイルスの類似性を推定する事も可能

である。我々の保有する検体を用いて、RNA-PAGE のバンドパターンとそれらの遺伝子型との関

連性について検討を行ったところ、VP2、VP3、VP6、VP7、NSP1、NSP2、NSP3、NSP5 の各遺伝子

分節において遺伝子型とバンドパターンに明確な関連性が認められた。本研究では、島津社製

マイクロチップ電気泳動装置 MultiNA の RNA-PAGEによるパターン分類プログラムを開発し

て、RV流行株を広範かつ簡便に調査するシステムを構築する。本年度は、マイクロチップ電気

泳動装置 MultiNAによる標準株泳動パターンを蓄積し、RNA-PAGE泳動パターンを標準株と相関

係数を用いて比較し、判定するプログラム構築を行った。 
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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。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。また、RV は教

育施設や老人施設などで集団感染を引き起こ

す事も多く、食中毒の原因として検出される

事例も散見されており、公衆衛生上も問題視

されている。 

RV はコア、内殻、外殻の三層構造を有する

ウイルスであり、そのゲノムは 11分節からな

る二本鎖 RNA（double-stranded RNA：dsRNA）

で構成されている。RVのゲノムは非常に多様

性が高く、11 本の遺伝子分節それぞれに多数

の遺伝子型が存在している。実際にヒトの間

で流行している RV 株も地域や時期によって

大きく異なる事があり、非常に多彩な様相を

呈している。ウイルス株の遺伝子型を記載す

る場合には、11 分節の遺伝子型を VP7 - VP4 

- VP6 - VP1 - VP2 - VP3 - NSP1 - NSP2 - 

NSP3 - NSP4 - NSP5（Gx - P[x] - Ix - Rx - 

Cx - Mx - Ax - Nx - Tx - Ex - Hx）の順に

羅列する方法が取られているが、それぞれの

株の遺伝子型を全て決定するには多大な労力

と時間を要する。従って、RV の流行株を詳細

に幅広く把握するのは容易ではない。 

地研などの検査室では、RVの検出法として

は ELISA 法や RT-PCR 法およびシークエンス

解析を行うことが通例となっているが、RV研

究者の間では、ポリアクリルアミドゲル電気

泳動（RNA-PAGE）によりウイルスゲノムを直

接検出できる事がよく知られている。RV 感染

患者の便 1g には 10 の 10 乗～12 乗もの大量

のウイルス粒子が存在している為、便検体か

ら抽出した RNA について RNA-PAGE を行うと

11本の遺伝子分節に由来するバンドを容易に

検出できる。しかも、そのバンドパターンは

遺伝子型の違い或いは僅かな塩基配列の違い

により泳動度が異なって現れる。これまでの

研究により、RNA-PAGEとマイクロチップ電気

泳動装置 MultiNAの比較検討を行い、MultiNA

による株判別が可能であることを示した。本

年度は、MultiNA による標準 RV株の RNA-PAGE

パターン蓄積を実施するとともに、検体のバ

ンドパターンを標準株のバンドパターンの相

関値を算出し、それを用いて株判別を行うプ

ログラムの開発を行った。 

 

B. 研究方法 

本実験には、共同研究者より提供されたユ

ニークな RNA-PAGE パターンを示したロタウ

イルス陽性便検体を用いた。便検体から 10％

PBS 懸濁液を調製し、TRIzol LS Reagent

（Life technologies）および Direct-zol RNA 

MiniPrep Kit（ZYMO Research）を使用してウ

イルス RNA の抽出を行った。マイクロチップ

電気泳動装置 MultiNA における泳動は、

DNA500ポリマーキットを用いて行った。得ら

れ た バ ン ド パ タ ー ン の 画 像 と

electrophoregram（泳動波形とピーク位置が

示されたグラフ）の蓄積を行った。すべての

検体について、次世代シーケンスシステムを

用いたウイルスゲノムの塩基配列解析を行い、
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遺伝子型を決定してパターンライブラリーに

蓄積した。相関値の算出は、泳動パターンの

長鎖部分（上部）、中鎖部分(中部)、短鎖部分

（下部）に分け、electrophoregram のフィッ

ティング処理を行った後、その相関係数をそ

れぞれ算出した。 

 

C. 研究結果および考察 

RV のゲノムはサイズの大きいものから順に

VP1（3300 bp）、VP2（2700 bp）、VP3（2600 bp）、

VP4（2350 bp）、NSP1（1550 bp）、VP6（1350 

bp）、NSP3（1070 bp）、VP7（1062 bp）、NSP2

（1059 bp）、NSP4（740 bp）、NSP5（665 or 820 

bp）の順番で MultiNA によるパターンとして

検出された（サイズは株により異なるため、

およその値で示した）。MultiNA では、VP1

（3300 bp）、VP2（2700 bp）、VP3（2600 bp）、

VP4（2350 bp）は上部に近接したバンド群と

して、NSP1（1550 bp）、VP6（1350 bp）、NSP3

（1070 bp）、VP7（1062 bp）、NSP2（1059 bp）

は中部に近接したバンド群として、NSP4（740 

bp）、NSP5（665 or 820 bp）は下部に互いに

独立した 2 本のバンドとして検出された（図

１）。そこで、この特長を生かし、上部、中部、

下部の 3 箇所に分けて、相対移動度だけでは

無く、画像と electrophoregram（泳動波形と

ピーク位置が示されたグラフ）の蓄積を行っ

た(図 2-1, -2)。 

 

 MultiNAによる相対移動度は、時にアッセイ

間差が株間差を上回る場合が有り、RV株の中

には相対移動度で分別できない株を経験した。

そこで、画像と electrophoregram（泳動波形

とピーク位置が示されたグラフ）の蓄積デー

タを基盤として、上部、中部、下部の

electrophoregramを互いにフィッティングさ

せることで、その相関係数を算出した。 

 

上記表(図 3)には、一致度が高い法から低い

方に赤色から青色へのグラデーションでカラ
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ーリングを施した。左上部から右下部にかけ

ての対角線上に暖色系（特に赤の頻度が高い）

ことが分かる。つまり、同じサンプルは、アッ

セイ間変動が多少存在しても高い相関係数を

示した。逆に、異なる株は寒色系（青色）の頻

度が高くなる。 

次に、実際の疫学調査で得られた検体をこの

解析方法で解析し、蓄積した標準株と照合す

ることでタイピングを行った(図 4)。 

 

全 100 検体のロタウイルス陽性サンプルは、

全ゲノム塩基配列を次世代シーケンサーによ

ってあらかじめ決定した。このシーケンスデ

ータの基づきあらかじめ遺伝子型を決定した。

MultiNAと PAGE の検出率は、シーケンスデー

タにに基づいて決定された遺伝子型との一致

率を示す。図 4 の結果から、MultiNAによる遺

伝子型分類正解率は、RNA-PAGEよりも若干劣

っていた。しかし、RNA-PAGE では、PAGE のア

ッセイ間比較が非常に困難である事、ラボ間

比較はほぼ不可能に近いことを考慮すると、

これらを全て On line で可能とする MultiNA

を用いた株判定システムの正解率は、十分に

実用化できるレベルであると評価できる。特

に、GP タイピングで G1P[8]と判定される DS-

1 like G1P[8]の判定的中率が 60％を超えて

いるのは、高く評価できる。また、本システム

の場合、標準株、既報の株に一致しないパタ

ーン、つまり新しい遺伝子型の可能性がある

場合、Not assigned （NA）と表示されるため、

新型の流行をいち早く感知できるメリットが

ある。また、A 群ロタウイルスだけでは無く、

それ以外の B 群、C 群と他ウイルスに対して

も、理論上判定が可能であるというメリット

がある。 

 こ の よ う に し て 、 MultiNA に よ る

electrophoregramデータを用いて、互いにフ

ィッティングを行い、相関係数を指標にする

ことで、株分けを行うソフトウェア開発に成

功した。来年度は、ベータバージョンを

GatVirusWebに搭載し、関西地区の MultiNAを

保有する衛生研究所の協力を受け、プレラン

テストを実行する予定である。 

 

E. 結論 

 MultiNAは、アッセイ間変動、チップ間変動、

施設間変動がわずかしか生じず、RNA-PAGEと

の比較においても、良好な成績を示した。

Electrophoregramのフィッティングと、相関

係数を指標にする株分別法は、異なる施設間

における結果も安定しており、ベータバージ

ョンでのプレランに値する。 

 

F. 健康危険情報 

  なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表（英文） 
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「食品由来感染症の病原体情報の解析及び共有化システムの構築に関する研究」 

平成 28年度研究分担報告書 

 

“GatVirusWeb”ウェブサイトの構築 

 

研究分担者 三瀨敬治    札幌医科大学 

 

研究要旨 

 ロタウイルス遺伝子データベースおよび遺伝子型判定システムを CaliciWebに加え、新

たに GatVirusWebとして運用するべく Web siteの構築、維持、開発を行う。具体的に

は、これまで運用してきたカリシウイルスデータベース＆配列検索システムに、NoroNet 

norovirus genotyping systemへのリンクを加え、さらにロタウイルスでは、RNA-PAGE によ

るパターン分類をマイクロチップ電気泳動装置 MultiNA に適応させ、MultiNA泳動パターンフ

ィッティング解析によって算出される相関係数を用いた株分類法の搭載準備を進めた。本年度

は過去三年間で倍増したデータに対応し、今後搭載されるロタウイルスのパターンフィッティ

ングソフトウェアへの対応へも対応するため、サーバー環境の刷新を行った。 
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A. 研究目的 

 世界 3大データベース上に登録された下

痢症ウイルス（ノロウイルス、サポウイル

ス、ロタウイルスなど）の塩基配列データ

は膨大な数に上り、ユーザーが研究目的に

応じて必要な配列を見つけ出すために、か

なりの努力を要する。そこで、オートパイ

ロットシステムにより、毎日登録される下

痢症ウイルスの塩基配列データをアップデ

ートしつつ、我が国内部から自由にアクセ

ス可能な下痢症ウイルスに特化したサブデ

ータベースを構築し、インターフェースの

改良を行いつつ維持管理を行う。さらに、

新規に開発される下痢症ウイルス遺伝子型

分類ツールを搭載し、我が国の研究者が自

由に使用して型分類を行い、ワクチン導入

後の疫学調査に資することのできるウェブ

サイトを構築することを目的とする。本年

度は過去三年間で倍増したデータに対応

し、今後搭載されるロタウイルスのパター

ンフィッティングソフトウェアへの対応へ

も対応するため、サーバー環境の刷新を行

う。 

 

 

B. 研究方法 

 ウイルス第二部第一室の分担研究者より

提案された案件のウェブサイトへの搭載を

行い、テストドライブにてパブリックベー

ター版をユーザーに評価させる。実際のユ

ーザーからのリクエストをウェブサイトに

併設している掲示板を通じて入手し、リク

エストを反映させつつウェブサイトの充実

を図る。さらに、現状のユーザーを把握する

ため、アクセスモニターを施行し、利用状況

に応じたウェブ管理、改変を実施する。 

C. 研究結果および考察 

今年度の活動結果を以下に箇条書きにまと

めた。 

 

① ウイルスデータベース登録数、 

登 録 総 数

 46,216

 62,648 97,035 

Norovirus 16,696

 20,192 31,272 

Sapovirus 2,543

   3,094 3,911 

Lagovirus 994

   1,154 1,557 

Vesivirus 1,442

   1,485 1,672 

Rotavirus 25,891

 38,023 58,623 

 2013年 1月 29日 2014

年 6月 2日 2016年 1月 10日 

 3年間で約 2倍に増加。 

 登録されたデータのうち、重複する

ものがあったため、確認の上削除。重

複登録データは約 2000（重複の原因

は DDBJ の不具合によるものも含む） 

 

② OS（Ubuntu Linux）の大幅バージョン

アップによる GatVirusWeb 不具合への

対応（新サーバへの移行を含む） 

 2016 年 7 月にサーバの OS として
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利用している Ubuntu Linuxのバー

ジョンアップにより、GatVirusWeb

のシステムに大幅な不具合、一部

デンターの消失などに対応 

 GatVirusWeb 上で電気泳動画像の

解析の可能性を図るため、Linuxの

みではなく Windows サーバ同時に

稼働する仮想複数サーバ導入に向

け作業中（現在作業中） 

 

③ リ ン ク 集 に NoroNet

（ http://www.rivm.nl/en/Topics/N/N

oroNet）とのリンクを作成。これによっ

て GatVirusWeb と情報の国際的相互利

用が可能となった。 

④ 系統樹作成支援サービスの動作安定性

を確認、インターフェースなどを整備

し、公開した。 

1. 検索条件での最小塩基配列数と最

大塩基配列数による絞り込み条件

の変更。これまで 0～、100～、250

～、500～、1000～、2000～、3000

～、5000bp～の大ざっぱな検索条

件であったものを、0～、50～、100

～、200～、、、、と 100bp 単位で、

1000bp 以上のデータも 1000bp 単

位で絞り込みを可能とした。 

2. ウイルスデータベースのデータ保

存方法の変更 

これまでは、データベースへ登録

されるデータは、accessionナン

バー、塩基配列数など、最小限に

とどめ、実際の塩基配列データを

表示するには、その都度 DDBJ か

らデータをダウンロードしてき

た。これによって、サーバの CPU、

ディスク容量負荷の減少を可能

としていた。今年度から、登録デ

ータはすべて GatVirusWeb のサ

ーバにダウンロードして保存し

たものを利用する方式に変更し

た。新しく登録されたデータのダ

ウンロードは、毎日、新規登録デ

ータをチェックする際、同時にダ

ウンロードおよび保存されるよ

うにプログラムを変更した。この

変更によって塩基配列データ表

示のためのデータ転送のボトル

ネックが解消され、④-3に示す、

大量のデータ表示も可能となっ

た。 

3. ウイルスデータベースの検索結果

から一度に複数の塩基配列を表示

されるシステムを実装、公開した。 

これまでウイルスデータベース

の 検 索 結 果 で は 、 個 々 の

accessionナンバーをクリックす

ることによって、DDBJに登録され

たデータを表示することが可能

であった。実際にこのデータは複

数の標準とされる塩基配列と比

較することによってはじめて意

味のあるものとなる。このため、

Select のチェックボックスで複

数選択し、続けて Get_sequences

ボタンをクリックすることで、必
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要な塩基配列を同時にすべて入

手可能となるようにプログラム

を変更した。これは④-2の「ウイ

ルスデータベースのデータ保存

方法の変更」によってはじめて可

能となったものである。 

⑤ ロタウイルスの MultiNA チップ型自動

電気泳動装置を用いた全ゲノムセグメ

ント遺伝子型分別システムを構築に成

功し、プログラムソフトウェアのウェ

ブ搭載、地研とのネットワークシステ

ムによる簡便な遺伝子型分別のテスト

ランを開始した。 

⑥ 電気泳動画像データのオンライン解析

の可能性を検討開始。 

E. 結論 

下痢症ウイルス塩基配列データベースの環

境整備とサーバー環境の大幅な改良により、

操作性が増したとともに、データキャパシ

ティの大幅なアップを達成した。NoroNetと

のリンクにより、Norovirus typing toolの

利用が可能となった。ロタウイルスの

MultiNA チップ型自動電気泳動装置を用い

た全ゲノムセグメント遺伝子型分別システ

ムを構築に成功し、プログラムソフトウェ

アのウェブ搭載、地研とのネットワークシ

ステムによる簡便な遺伝子型分別のテスト

ランを開始した。 

F. 健康危険情報 

  なし 

G. 研究発表 

なし 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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