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研究要旨

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

感染患者の便検体から抽出した をポリアクリルアミドゲルで電気泳動（ ）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、 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、 、 、 、 、 、 、 、 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 の によるパターン分類プログラムを開発し

て、 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、昨年度に完成を見た

マイクロチップ電気泳動装置 によるロタウイルス遺伝子型判定プログラムのβテスト

を実施した。
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研究目的

ロタウイルス（ ）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 万人、入院数は 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 人前後の患者が、

が原因で命を落としている。また、 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。

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 分節からな

る二本鎖 （ ： ）

で構成されている。 のゲノムは非常に多様

性が高く、 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 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、 分節の遺伝子型を

（

）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、 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、 の検出法として

は 法や 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、 研

究者の間では、ポリアクリルアミドゲル電気

泳動（ ）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。 感染

患者の便 には の 乗～ 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 について を行うと

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

研究によりマイクロチップ電気泳動装置

と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

が完了した。本年度は型判別システムのパブ

リックβテストを行い、システムの稼働とそ

の精度の確認を行った。

研究方法

研究協力者の所有するロタウイルス陽性便

検体を用いて とバンドパターンによ

る流行株分類法を検証した。検体は、 地域よ

り 検体、 地域より 検体、 地域より

検体の合計 検体を用いてβテストランを

行った。便検体から ％ 懸濁液を調製し、

 （ ）お

よび （

）を使用してウイルス の抽出を

行った。マイクロチップ電気泳動装置

における泳動は、 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

を昨年度構築したソフトウェアに転送し、型

判別を行った。

研究結果および考察
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地域の 検体中 検体からロタウイルス

の遺伝子パターンが検出され、検出率は

％であった。そのうち、シーケンスで確

認された遺伝子型の正答率は ％であった。

地域の 検体中 検体からロタウイルスの

遺伝子パターンが検出され、検出率は ％

正答率 ％であった。以下同様に 地域の

検体中検出されたのは 検体、検出率 ％、

遺伝子型の正答率 ％であった。この 地

域をまとめると、総検体数 検体の 検体

からロタウイルスを検出し、検出率は ％、

遺伝子型の正答率は ％であった。以下に

正答率のばらつきの理由を調べるため、シー

ケンスによって確認した遺伝子型別の正答率

をまとめた。

など、基準泳動パターンのある遺

伝子型の正答率は高かった。しかし、 セグ

メントを有する ベースの遺伝子型は 例

中 例が 型と判定されていた。 セグメ

ントを有する ベースの遺伝子型 例と、

セグメントを有する 例は、全て と判

定されていた。これらのうち、 セグメント

を有する ベースの遺伝子型は、基準泳動パ

ターンが薄く不明瞭であったため、基準泳動

パターン供給に用いる株（つまり、レファレ

ンス株）を再検討することで対応が可能だと

思われた。また、 ベース は、基準泳

動パターンが無かったため、パターンの類似

した と判定されたと思われた。従って、

ベース 株のレファレンス株を設定し、

基準泳動パターンを供給することで、正しい

判定ができるようになると思われた。

しかし、 年ほど前から流行しはじめた セ

グメントを有する ベースの遺伝子型は、

高解像度の ― を行った場合でも、バ

ンドパターンで判別することが困難であった

（一番右のレーン 株）。

そのため、 を用いた本システムで型判

定はできないと考えられた。

各地域のユーザーのコメントからは、全ゲノ

ムセグメントを対象とした遺伝子型分類が、

自動電気泳動後に、泳動パターンをウェブペ

ージ上のソフトウェアに送るだけである程度

の精度をもって可能とする本システムについ

て、実用性はありそうとの回答を得ることが

できた。

現在、地方衛生研究所には システム

を有する研究所が多く、特殊な知識や技術が

無くても、ロタウイルスの全ゲノムセグメン

トを対象とした簡易的な遺伝子型分類が可能
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なウェブサイトは、ロタウイルスの疫学調査

の底上げに十分対応可能だと考えられた。

結論

の 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、

流行しているロタウイルスが、他の地域で流

行しているロタウイルスと同じなのか、異な

るのかをパターンをサーバーに送るだけであ

る程度判別可能な本ウェブサイトは、ハード

ルの高かったロタウイルスの全ゲノムセグメ

ントを対象とした分子疫学の底上げにつなが

る。また、今まで検出不可能であった食中毒

事件の原因に成り得る 群ロタウイルスの検

出と鑑別にも対応可能な本システムの有用性

は高い。引き続きβテストを続け小規模な改

良を加え、来年度終了前には一般公開に踏み

切りたい。
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“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 に加え、新

たに として運用するべく 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＆配列検索システムを新サーバー

システムに移行した。これにより、 へのリンク追

加後の、データ量の急増と操作速度向上を実現した。さらにロタウイルスでは、 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ソフトの搭載を実

現し、本システムのβテストを開始した。

－ 128 －



研究目的

世界 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のは難し

い。昨年実装した、オートパイロットシス

テムの速度アップと、インターフェースの

改良、 国際標準のノロウイルスタ

イピングツールを搭載するウェブサイト・

ノロウイルスの遺伝子型はここで決定され

ている。新規遺伝子型の報告、承認、遺伝

子番号交付を行っている。 とのリンク、

インターフェースの改良は、作業効率を大

幅にアップさせた。今年度は、サブデータ

バンクをサーバー内部に構築し、これを毎

日自動更新することで、 サーバー依

存的であった検索速度を改善することを目

的として、 の見直しを図った。さら

に、新規に開発されるロタウイルス遺伝子

型分類ソフトウェアを搭載し、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

るウェブサイトを立ち上げを目的として活

動した。

研究結果および考察

【新サーバへの移行】 

 仮想サーバの導入により、データ

保護、悪意のあるハッキングなど

への対応が可能となった。 
【ウイルスデータベース登録数】 

 2017 年 

12 月 3

日現在 

2017

年 

1 月

10 日 

2014

年 

6 月 2

日 

総登録数 107,953 97,035 62,648 

Norovirus 35,472 31,272 20,192 

Sapovirus 4,157 3,911 3,094 

Lagovirus 1,824 1,557 1,154 

Vesivirus 1,747 1,672 1,485 

Rotavirus 65,987 58,623 38,023 

 

【MultiNAWeb サーバの構築】 

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、現在、デザインを含む公

開用 WEB サーバ（仮称：MultiNAWeb

サーバ）の最適化を検討中。2018 年 3

月までに終了予定。 

 

MultiNAWeb サーバの概念図 
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MultiNAWeb サーバの画面例 

ログイン画面 

 

 

ユーザー利用画面 

 

解析結果ダウンロード画面 

 
（zip 形式でダウンロード） 

 

ダウンロードしたサンプル解析結果 

 
データを Excel 形式に変換 

 
① 

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。 と

のリンクにより、 の

利用が可能となった。ロタウイルスの

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。

健康危険情報

なし

 研究発表

ここから画像データを

アップロードする 
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知的財産権の出願・登録状況
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