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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

総括研究報告 

 

 ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究  

 

研究代表者  野田 衛 国立医薬品食品衛生研究所・食品衛生管理部 第四室長 

 

研究要旨 

ノロウイルス等のウイルスによる食品媒介性疾患の発生及び被害の拡大を効果的に

低減するための手法の確立を目標として以下の研究を実施した。 

1. 食中毒検査体制の強化に関する研究 

10 機関を対象にノロウイルス定量検査の外部精度管理を実施した結果，概ね良好な

結果が得られた。パンソルビン・トラップ法の捕捉抗体として用いられているガンマ

グロブリンが，これまで流行したことのない GII.17 に対しても適用できることを確認

した。メタゲノム解析を下水からのウイルス検出に適応した結果，ノロウイルスやサ

ポウイルスを幅広く検出することができた。食中毒事例の調理従事者および患者から

検出されたノロウイルスの塩基配列は，RT-PCR の検出プライマー内の配列が一致する

同一事例内の検体は，VP1 全長などより長い配列を用いて比較してもほぼ一致した。

迅速簡便なふき取りからのウイルス検出法を開発した。カキからのノロウイルス検出

においてアミラーゼ・アセトン法は簡便で，従来法と同等の感度であった。下水，患

者，カキ等からのウイルスの検出と遺伝子解析を実施し，食品媒介ウイルスの流行状

況を把握した。2015/16 シーズンは，GII.4(Sydney2012)，GII.17，GII.3 など，2016/17

シーズンは GII.2 などが主要流行株であった。市販カキ等について検査したところ，

カキ自体に加え，浮遊液からもノロウイルスが検出された。流入下水中のノロウイル

ス汚染量は感染性胃腸炎の患者数の増加より，早期に増加することが確認された。

2016/17 シーズンに流行したノロウイルス GII.2は小児での流行が多い傾向にあった。

これまで報告のないキメラウイルス GII.P16-GII.4 Sydney_2012 が 2事例確認された。

CaCo-2 細胞や胆汁等を用いた NoV の分離培養法の検討を開始した。 

2 調理従事者からの二次汚染防止に関する研究 

水溶性高分子ポリマー化合物をコーティングした後，手洗いすることで，簡易な手洗

いで効率的に汚染を除去することができた。冬季の公衆トイレはノロウイルスに汚染

していることを実証した。低温加熱によるノロウイルスの遺伝子定量値はネコカリシ

やコクサッキーウイルス B5 型と概ね類似した動きを示したことから，ノロウイルスも

それらと概ね同様の条件で不活化される可能性が示された。各種の電解水やファイン

バブルについてネコカリシウイルスとマウスノロウイルスに対する不活化効果を検討
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した結果，弱酸性電解水の不活化効果が高い傾向が認められた。各種の消毒剤に対す

る不活化効果はウイルスや株により異なることが示されたことから，この結果を踏ま

え，ガイドラインに示すウイルスや株の選定を行う予定である。 

研究分担者  

斎藤 博之 秋田県健康環境センタ

ー 

滝澤 剛則 富山県衛生研究所 

鈴木 達也 一般財団法人食品薬品

安全センター 

髙木 弘隆 国立感染症研究所 

上間 匡 国立医薬品食品衛生研

究所 

  

研究協力者  

中阪 聡亮 

 

一般財団法人食品薬品

安全センター 

秋野 和華子 

 

佐藤 寛子 

清水 優子 

 

牛島 廣治 

秋田県健康環境センタ

ー 

 同上 

日本大学・医学部・微生

物学教室 

同上 

名古屋 真弓 富山県衛生研究所 

稲崎 倫子 

板持 雅恵 

嶋 一世 

長谷川 澄代 

 同上 

 同上 

 同上 

 同上 

吉澄 志磨 

後藤 明子 

大久保 和洋 

石田 勢津子 

北海道立衛生研究所 

 同上 

 同上 

 同上 

筒井 理華 

 

坂 恭平 

菩提寺 誉子 

青森県環境保健センタ

ー 

 同上 

 同上 

佐藤 直人 

 

高橋 雅輝 

梶田 弘子 

岩手県環境保健研究セ

ンター 

 同上 

 同上 

植木 洋 

 

菅原 直子 

宮城県保健環境センタ

ー 

 同上 

田村 務 

 

新井 礼子 

新潟県保健環境科学研

究所 

 同上 

宗村 佳子 

 

森 功次 

永野 美由紀 

木本 佳那 

小田 真悠子 

奥津 雄太 

秋場 哲哉 

東京都健康安全研究セ

ンター 

同上 

同上 

同上 

同上 

同上 

同上 

清水 智美 

清水 英明 

川崎市健康安全研究所 

 同上 

入谷 展弘 大阪市立環境科学研究

所 

改田 厚 

阿部 仁一郎 

上林 大起 

山元 誠司 

久保 英幸 

 同上 

 同上 

 同上 

同上 

同上 

三好 龍也 

内野 清子 

中谷 誠宏 

岡山 文香 

吉田 永祥 

堺市衛生研究所 

 同上 

 同上 

同上 

同上 
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小林 和夫 同上 

谷澤 由枝 

 

重本 直樹 

広島県立総合技術研究

所保健環境センター 

同上 

山本 美和子 

則常 浩太 

藤井 慶樹 

八島 加八 

松室 信宏 

広島市衛生研究所 

同上 

 同上 

 同上 

同上 

小林 孝行 

吉冨 秀亮 

芦塚 由紀 

中村 麻子 

梶原 淳睦 

福岡県保健環境研究所

同上 

 同上 

 同上 

同上 

小菅 大嗣 

永田 宏文 

 

三元 昌美 

麻布大学 

国立医薬品食品衛生研

究所 

 同上 

(順不同) 

 

A. 研究目的 

ウイルス性食中毒は依然多発し，近年

はノロウイルス以外のウイルスによる食

中毒も増加傾向にある。近年のウイルス

を原因とする食中毒は食品取扱者からの

食品の二次汚染を原因とする場合が多く， 

その汚染防止対策の確立が急務である。

ウイルス性食中毒発生時に，迅速な原因

究明や蔓延防止のための措置の実施を可

能とするためには，発生例の原因食品や

感染経路を特定することが重要である。

しかし，遺伝子が変異し検出できないな

どの事例も認められており，より簡便か

つ網羅的な検査法の確立が求められてい

る。また変異株の出現を早期に探知し，

被害拡大前にあらかじめ検査法を構築す

るためには食品や環境のウイルスサーベ

イランスが不可欠である。食品ウイルス

検査は外部精度管理体制が確立されてい

ないため信頼性が確保されておらず，検

査の信頼性確保も急務の課題である。一

方，飲食店や大規模調理施設等における，

食品従事者からの二次感染を効果的に予

防するためには，手洗い，環境・トイレ

の清掃・消毒等が確実に実施されている

ことを検証するための簡便な方法，現場

に応じたウイルスの除去方法の確立が求

められている。さらに現在ノロウイルス

に有効とされる各種消毒剤が市販されて

いるが，不活化試験の検査法が定まって

いないこと等から有効性を客観的に判断

することができず，試験法のガイドライ

ンが求められている。 

本研究では，近年，件数･患者数ともに

増加傾向にある，ノロウイルス，サポウ

イルス，E型肝炎ウイルス等のウイルスに

よる食品媒介性疾患の発生及び被害の拡

大を効果的に低減するための手法の確立

を目標とする。 

 

B. 研究方法 

1. 食中毒検査体制の強化に関する研究 

(1) 食品のウイルス検査の精度管理 

国内で食品のノロウイルス検査を実施

している 10 機関を対象として，検体 7種

〔高濃度検体：3種，低濃度検体：3 種（3

種はいずれも同一濃度）および陰性検

体：1 種〕，および標準 DNA 溶液を調査検

体として配布し，定量検査を各検査機関

にて実施した後，回収した結果の解析を

行った。検査方法はあらかじめ指定した

共通の方法とし，検量線作成用陽性コン
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トロール溶液も共通とした。 

(2) 食中毒調査等に係る検査法の開

発・改良・評価 

① パンソルビン・トラップ法を用いる

際の RNA 検出系の最適化パンソルビン・

トラップ法の捕捉抗体供給源としての 

ガンマグロブリンの再評価 

 一般食品からのウイルス検出法である

パンソルビン・トラップ法について，新

し い 変 異 株 で あ る

GII.17(GII.P17:GII.17)に対して本法が

対応可能か検討した。 

② メタゲノム解析による下水からのノ

ロウイルス・サポウイルスの検出 

2011年から2013年に富山県で採取した

下水流入水について次世代シークエンサ

ーを用いたメタゲノム解析を行い，ノロ

ウイルスとサポウイルスの検出を試みた。 

③ 現行の遺伝子解析手法の評価 

食中毒か感染症かの判断に有用とされ

ている患者，調理従事者，食品等から検

出されたノロウイルスの塩基配列の比較

について，実際の食中毒事例等において

検証した。 

④ ふき取り検体からのウイルス検出法

の改良 

 ふき取り検体からのノロウイルス検出

法について，検査時間の短縮および検出

感度の向上を目的に改良を行った。 

⑤ カキからのウイルス検出法の改良 

 カキからのウイルス検出においてアセ

トン処理の有用性を調べた。 

⑥ 市販ノロウイルス検出キットの評価 

市販ノロウイルス検出キットについて

遺伝子型ごとの検出率について比較した。 

 

(3) 食品媒介ウイルスの食中毒事例，胃

腸胃炎事例，下水および食品からの検出

と遺伝子解析 

 富山県，宮城県，堺市，福岡県におい

て定期的に下水からの食品媒介性ウイル

スの検出を行い，患者からの検出ウイル

スや感染性胃腸炎報告数と比較した。 

 北海道，青森県，岩手県，秋田県，東

京都，川崎市において食中毒等の集団胃

腸炎からのウイルスの検出と遺伝子解析

を行い，流行ウイルスの性状把握を行っ

た。 

 秋田県，広島市において，カキ等の二

枚貝からノロウイルス等の検出と遺伝子

型別を行い，ヒトから検出ウイルスと比

較した。 

(4) ノロウイルスの培養法の検討 

 ノロウイルスの培養に関する情報を整

理し、CaCo-2細胞や胆汁等を用いた培養

法に向けた基礎的実験を行った。 

 

2. 調理従事者からの二次汚染防止に関

する研究 

(1) 低温加熱によるノロウイルスの不

活化 

ノロウイルス GI，GII，ネコカリシウ

イルスおよびコクサッキーウイルスB群5

型を10% Beef extract加PBS(-)溶液で希

釈したものを60℃以下の低温で長時間加

熱を行い，感染価および遺伝子定量値の

測定によって評価した。 

(2) ノロウイルスの不活化 

不活化試験でノロウイルスの代替とし

て用いられているネコカリシウイルスと

マウスノロウイルスの系を用いて，消毒

剤のウイルス不活化効果（電解水・ファ
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インバブルの相乗効果）について検討し

た。 

また，市販のペットシーツに熱湯を含

ませた場合どれくらい温度を保持するこ

とが可能なのかを検討した。 

(3) ウイルスの不活化法のガイドライ

ン作成のための基礎研究 

 消毒剤のウイルスに対する不活化効果

判定試験法のガイドライン作成に必要な

基礎データを得るために，評価試験に使

用するウイルスの候補として想定してい

る数種類のウイルス(ネコカリシウイル

ス2株，マウスノロウイルス1株， 

エンテロウイルス71型1株，ポリオウイル

スワクチン株1株)を用いて，エタノール

製剤や次亜塩素酸ナトリウム，酸化剤な

どの不活性化効果を比較した。 

(4) 効率的な手洗いの方法の検討 

水溶性高分子ポリマーで手指をコーテ

ィングすることで，その後の汚染を簡易

に除去できないか検討した。 

(5) トイレの汚染リスク評価 

 トイレにおける感染リスクの基礎資料

とするために，2016年10月～12月の間に，

9つの公共施設内トイレについて，ふき取

りによるノロウイルスモニタリング調査

を行った。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究において，ヒトから提供を受け

た検体(便検体)は感染症法に基づく感染

症発生動向調査，食品衛生法に基づく食

中毒原因究明調査等の行政検査として採

取されたものである。その試料の取り扱

いに関しては，試料提供者，その家族の

人権，尊厳，利益が保護されるよう十分

に配慮した。また提供試料，個人情報を

厳格に管理，保存した。一部の研究にお

いては各研究機関において研究倫理審査

委員会に申請し，承認を得た。  

 

C. 研究結果 

1. 食品等からのウイルス検出法および

遺伝子解析法の開発 

(1) 食品のウイルス検査の精度管理 

検量線の濃度範囲を 101コピーまで拡

張しても，相関係数は 103コピー以上の濃

度範囲の場合と同等であった。また，標

準 DNA 溶液において 1機関で高めの値を

報告したが，その他の検査試料では全て

の検査機関で正しく検査が実施されてい

た。これらの結果のばらつきは非常に小

さいものであった。今後はより食品検体

に近い調査試料を開発し，抽出工程のみ

ならず，濃縮工程を含んだ外部精度管理

調査を実施する必要がある。 

(鈴木研究分担報告) 

(2) 食中毒調査に係る検査法の開発・改

良・評価 

① パンソルビン・トラップ法を用いる

際の RNA 検出系の最適化パンソルビン・

トラップ法の捕捉抗体供給源としての 

ガンマグロブリンの再評価 

添加回収試験において，GII.17 の回収

率は GII.4 のそれには及ばないものの，

汚染濃度が低くなるにつれて高くなる傾

向が認められた。低濃度領域の汚染を検

出するために用いられる nested 

real-time PCR を用いた検討では，ポテト

サラダと焼きそばにおいて，35 コピー/g

まで検出可能であり，すでに発表済の

GII.4 におけるものと同等であった。 
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（斎藤研究分担報告） 

② メタゲノム解析による下水からのノ

ロウイルス・サポウイルスの検出 

富山県で 2011 年から 2013 年に採取し

た下水流入水について次世代シークエン

サーを用いてノロウイルスとサポウイル

スの検出を試みた結果，ノロウイルス GI，

GII，GIV，SaV GI，GII，GIV，GV の配列

が得られた。ダイレクトシークエンス法

では検出されなかった遺伝子群や遺伝子

型についても検出された一方で，ダイレ

クトシークエンス法よりも検出感度が低

い場合もあった。 

(稲崎研究分担報告) 

③ 現行の遺伝子解析手法の評価 

北海道において，現在，通常の検査で

患者や食品等からのノロウイルス遺伝子

の検出に用いているPCRの増幅産物（RdRp

領域：約 290nt，RdRp-VP1 領域:約 340nt）

の塩基配列が一致する検体は，より長い

配列を用いて比較してもほぼ一致するこ

とが示された。 

（吉澄研究協力報告） 

 青森県で2013/14～2015/16シーズンに

発生したノロウイルス集団胃腸炎事例は

49 事例で，調理従事者が関与した食中毒

事例は 6 事例であった。5事例の発症者便

と調理従事者便等の塩基配列の相同性は

100％で，1事例では 1塩基異なる検体が

見られた。 

（筒井研究協力報告） 

 大阪市において，調理従事者からノロ

ウイルスが検出された食中毒を対象に，

調理従事者と患者の両者由来ノロウイル

スの遺伝子解析を実施したところ，すべ

ての事例において両者由来ノロウイルス

の遺伝子型，塩基配列が一致した。特に

食中毒か感染症かの判断が困難な事例に

おいて，調理従事者由来ノロウイルスの

遺伝子解析は有用であった。 

（入谷研究協力報告） 

④ ふき取り検体からのウイルス検出法

の改良 

ふき取りおよび再浮遊液に

0.3%Zwittergent 加 PBS(-)を用い，核酸

抽出に供する試料の量を増やすことで，

濃縮行程無しでも効率的にノロウイルス

を検出することができた。 

（谷澤研究協力報告） 

⑤ カキからのウイルス検出法の改良 

同一ロットのカキについて旧アミラー

ゼあるいは新アミラーゼで処理したPEG

沈殿法と新アミラーゼとアセトンで処理

した方法の実測値を比較したところ，法 

全体的にアミラーゼ・アセトン法が同等

あるいは若干高い結果であった。 

（山本研究協力報告） 

⑥ 市販ノロウイルス検出キットの評価 

比較した市販ノロウイルス検出キット

において，GII.4，GII.17は全てのキット

で検出可能であったが。GII.2および

GII.6に対しては感度が不十分なキット

があることが示唆された。 

(小林研究協力報告書) 

(3) 食品媒介ウイルスの食中毒事例，胃

腸胃炎事例，下水および食品からの検出

と遺伝子解析 

富山県において，2016年の感染性胃腸

炎患者，下水流入水からウイルス検出を

試みた結果，患者からはノロウルス 

GII.4，GII.17，GII.2，サポウイルス GI.1

など，下水からはノロウイルスGII.4，
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GII.17，GI.6などが検出された。1月～8

月には集団発生事例，小児散発例，下水

からノロウイルスGII.4が，集団発生事例

と下水流からノロウイルスGII.17が共通

して検出された。11月～12月はノロウイ

ルスGII.2が主流であった。 

（稲崎研究分担報告） 

 北海道において平成28年度に発生した

ノロウイルスによる集団胃腸炎は，4～6

月はGII.Pe_GII.4 Sydney 2012，11月以

降はGII.P16_GII.2が優勢であった。

GII.P16_GII.2の検出は感染症事例では

主に低年齢層の事例（保育所・幼稚園，

小学校）で認められ，12月以降は食中毒

事例からの検出もGII.P16_GII.2のみで

あった。 

（吉澄研究協力報告） 

青森県で 2013/14～2015/16 シーズンに

発生したノロウイルス集団胃腸炎事例は

49 事例で，調理従事者が関与した食中毒

事例は 6 事例であった。5事例（事例番号

23 を除く）の発症者便と調理従事者便等

の塩基配列の相同性は 100％で，1 事例で

は 1塩基異なる検体が見られた。 

（筒井研究協力報告） 

岩手県で 2015/16 シーズンに発生した

集団発生事例 38 事例のうち 36 事例はノ

ロウイルスによるもので，GII.4(Sydney 

2012)が 12 事例，GII.17 が 11 事例，GII.3

が 9 事例などであった。施設別では，保

育所が 17 事例，高齢者施設 5事例，飲食

店 4事例などで，保育所では GII.3，食中

毒事例では GII.17 が多く検出された。 

(佐藤研究協力報告) 

秋田県で 2016 年 1 月購入生カキから

GII.3，GII.17，GI.2，GI.4 が，パック充

填の浮遊液から GII.17，2 月購入生カキ

から GII.4 Sydney 2012，GII.17，GI.2，

GI.4が，3月購入アサリからGII.6とGI.7

のノロウイルスが検出された。サポウイ

ルスは陰性であった。10 月，11 月，12

月に購入した生カキおよびアサリのうち

12 月のカキから GII.2 と GII.3 が，11 月

と 12 月のアサリから GII.2 が，12 月のア

サリからGI.7のノロウイルスが検出され

た。また，2016 年の秋田県の食中毒 3事

例はすべてノロウイルスによるもので，

検出遺伝子型は GII.4 Sydney 2012 と

GII.17であった。集団感染事例ではGII.2

が最も多く，感染症発生動向調査では

GII.4 Sydney 2012 が最も多く，次いで

GII.2 であった。 

（秋野研究協力報告） 

 宮城県において，流入下水について，

ノロウイルスおよびサポウイルスの検出

を試みた結果，各ウイルス遺伝子は通年

検出された。下水から検出された両ウル

スの遺伝子型は感染性胃腸炎患者から検

出された遺伝子型と同じであった。また，

下水中のノロウイルス濃度は感染性胃腸

炎患者報告数の増加よりも，早期に上昇

することが確認された。 

(植木研究協力報告) 

東京都において，2013/14～15/16 シー

ズンのノロウイルスによる集団発生例に

おいて，2013/14 シーズンでは GII.4 が

55.1%の事例から，2014/15 と 2015/16 シ

ーズンでは GII.17 がそれぞれ 33.1%，

42.6%から検出され，多くを占めた。85

例のGII.17について全長解析を行なった

ところ，全てGII.P17-GII.17であり，8582

例は系統樹上，
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Hu/GII.P17-GII.17/Kawasaki308/2015/J

P（Kawasaki308 株）と同一のクラスター

に属した。 

（宗村研究協力報告） 

 

川崎市において，2014 年 9 月から 2017

年 1 月に集団事例から検出されたノロウ

イルスの遺伝子型は，2014/15 シーズンで

は GII.4（23 事例），GII.17（16 事例），

GI.2（8 事例），2015/16 シーズンでは

GII.17（14事例），GII.4（11事例），2016/17

シーズンでは（集計時現在）GII.2（13

事例）が主流であった。 

（清水研究協力報告） 

大阪市の集団胃腸炎 2事例から，これ

まで報告のないキメラウイルス

GII.P16-GII.4 Sydney_2012 が確認され

たが，今のところ，その発生は 2事例の

みである。2016 年 11 月および 12 月に大

阪市内の保育園や小学校においてノロウ

イルス GII.2 事例が多発した。12 月市販

の生食用カキにノロウイルウイルス 

汚染（33.3%）が認められ，その遺伝子型

は GII.2 であった。 

（入谷研究協力報告） 

堺市において 2014 年～2016 年の下水

中のノロウイルス汚染量は感染性胃腸炎

患者の報告数のピークと同時期にピーク

となり，また報告数が多いほど定量値も

大きくなった。臨床検体と下水検体から

検出される遺伝子型に相関がみられた。 

A 型肝炎患者の報告はなかったが，A型肝

炎ウイルスが 3か所から検出された。遺

伝子解析の結果から少なくとも 2系統の

異なる A 型肝炎ウイルスに分けられた。 

（三好研究協力報告） 

広島市で，2016/17 シーズンに採取され

たカキからノロウイルス GⅡ.17 のみが 3

ロットから検出され，Hu/GⅡ/JP/2015/G

Ⅱ.P17-GⅡ.17/Kawasaki308 に近縁な株

であった。ヒトからは，全国的に流行し

ている GⅡ.2 が最も多く 5株検出され，

RdRp 領域の解析ができた 2株はいずれも

GⅡ.P16-GⅡ.2 であった。 

（山本研究協力報告書） 

福岡県において，2015/16 シーズンの下

水流入水中のノロウイルス定量値は

106/L で推移し，例年と比較して少ない流

行であった感染性胃腸炎報告数と相関が

認められた。 

（小林研究協力報告書） 

(4) ノロウイルスの培養法の検討 

 CaCo-2細胞を用いて、安定的に上皮構

造を形成させることが可能となった。 

 

2. 調理従事者からの二次汚染防止に関

する研究 

(1) 低温加熱によるノロウイルスの不

活化 

低温加熱試験において，感染価はネコ

カリシウイルスでは45℃一夜，50℃ 6時

間，55℃ 2時間，60℃ 1時間，コクサッ

キーウイルスB5型では55℃ 一夜，60℃ 1

時間の加熱で検出限界以下となった。ノ

ロウイルスの遺伝子定量値はそれらの遺

伝子定量値と類似した動きを示した。 

（上間研究分担報告） 

(2) ノロウイルスの不活化に関する研

究 

電解水およびファインバブルの不活化

に関して，ネコカリシウイルスでは電解

水のpHによる不活化効果が認められたが，
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ファインバブルの有無による有意な差は

認められなかった。マウスノロウイルス

では，ファインバブルと弱酸性電解水の

併用で最も高い不活化効果が認められた

が，さらなる検討が必要である。 

市販ペットシーツに熱湯を加えて加熱

する方法は，床や卓上などの表面が平滑

な環境では汚染したノロウイルスの不活

化が期待できる温度保持ができたた。一

方，カーペット（絨毯）では深部での温

度が十分に上昇せず，ノロウイルスの不

活化が期待できる温度保持はできなかっ

た。また，ペットシーツの中心部と比較

して，端では高温の持続が困難であった。 

（上間研究分担報告） 

(3) ウイルスの不活化法のガイドライ

ン作成のための基礎研究 

エタノール製剤，次亜塩素酸ナトリウ

ム，酸化剤などによる不活効果は，各ウ

イルスや使用した株によって顕著な違い

が認められた。 

（髙木研究分担報告） 

(4) 効率的な手洗いの方法の検討 

 3%カルボキシメチルセルロースの 45%

エタノール液（CMC 液）や 7%ポリエチレ

ングリコール 85%エタノール液（PEG 液）

により指をコーティングし，簡易な水洗

いを行ったところ，墨汁の汚れを容易に

落とすことができた。また，CMC 液のコー

ティングにより，水流のみでノロウイル

スの汚染を 79%低減できた。また，PEG 液

のコーティングに加え指をこすることで，

ノロウイルスの汚染を 87%洗い流すこと

ができた。 

（田村研究協力報告） 

(5) トイレの汚染リスク評価 

トイレのふき取り調査において，便座裏

38 検体中 7検体，ペーパーホルダー36 検

体中 1検体からノロウイルスが検出され

た。検出遺伝子型は，GII.2 が 5検体，GII.6，

GII.7 および GII.17 が各 1検体から検出

された。 

（谷澤研究協力報告） 

 

D. 考察 

1. 食中毒検査体制の強化に関する研究 

(1) 食品のウイルス検査の精度管理 

参加機関の評価を行うためXbar-R管理

図を参考とした解析または z－スコア管

理図を採用したが，より多くの検査機関

が参加した場合に検査結果のばらつきが

大きくなる可能性も否定できないことか

ら，評価に用いる管理限界線の値につい

て，経験則に基づいた一定の標準偏差を

用いることも一案であると考えられた。 

（鈴木研究分担報告） 

(2) 食中毒調査に係る検査法の開発・改

良・評価 

① パンソルビン・トラップ法を用いる

際の RNA 検出系の最適化パンソルビン・

トラップ法の捕捉抗体供給源としての 

ガンマグロブリンの再評価 

 ガンマグロブリンを捕捉抗体として用

いるパンソルビン・トラップ法は，GII.17

に対しても問題なく適用できることが示

された。 

(斎藤研究分担報告) 

② メタゲノム解析による下水からのノ

ロウイルス・サポウイルスの検出 

メタゲノム解析では，常法では検出さ

れなかった遺伝子群及び遺伝子型の配列

も検出され，下水検体に含まれる複数種
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類のノロウイルスやサポウイルスを幅広

く検出するには有用であると考えられた。

一方，ノロウイルス GI で，常法よりも検

出率が低い場合があり，その原因として， 

GI のウイルス量が少ない可能性が考えら

れた。特異的プライマーを用いたダイレ

クトシークエンス法や，NGS を用いたディ

ープシークエンス法の併用も考慮する必

要があると考えられた。 

③ 現行の遺伝子解析手法の評価 

北海道における食中毒事例内の検体の

比較においては，RT-PCR の検出用プライ

マー内の短い配列情報（RdRp および VP1

領域の一部）を用いた結果が，その領域

全体の一致・不一致の状況から大きくは

逸脱しないと考えられた。 

（吉澄研究協力報告） 

青森県で，同一事例内で異なる塩基配

列が検出された事例が 1 事例認められた

が，原因としてシークエンサーの塩基配

列の読み違い，遺伝学的な変異などが考

えられた。引き続きデータを蓄積する必

要がある。 

（筒井研究協力報告） 

④ ふき取り検体からのウイルス検出法

の改良 

一般的に，ふき取り検体からのノロウ

イルス検出には超遠心や PEG 沈殿などの

ウイルスの濃縮操作を行うが，ふき取り

および再浮遊液に 0.3%Zwittergent 加

PBS(-)を用い，核酸抽出量を増やすこと

で，濃縮行程無しでも効率的にノロウイ

ルスが検出できた。迅速，簡便なふき取

り検査法として有用と思われる。 

（谷澤研究協力報告書） 

⑤ カキからのウイルス検出法の改良 

カキからのノロウイルス検出法として

検討したアミラーゼ・アセトン法の検出

感度は，従来法であるアミラーゼ・PEG

沈法と同等あるいは若干高く，検査時間

の短縮が図れる等のメリットがある。 

⑥ 市販ノロウイルス検出キットの評価 

近年流行していない遺伝子型は検出キ

ットにより検出できないことが示唆され

た。流行するノロウイルスの遺伝子型が

変化したシーズンは特に反応性の評価を

行う必要があると考えられた。 

(小林研究協力報告書) 

 

(3) 食品媒介ウイルスの食中毒事例，胃

腸胃炎事例，下水および食品からの検出

と遺伝子解析 

ノロウイルスによる食中毒の発生は，

ノロウイルスの流行状況や流行する遺伝

子型の変化等により影響を受ける。その

ため，流行ウイルスの検出動向について

継続的に監視することが，食中毒予防に

寄与する。食中毒事例等の集団発生や感

染症発生動向調査などから検出されたノ

ロウイルスの遺伝子型等を調べた。

2013/14シーズンはGII.4（東京都），

2014/15シーズンはGII.17（東京都，川崎

市），GII.4(川崎市)，GI.2（川崎市），

2015/16 シーズンは GII.4(Sydney2012)

（富山県，北海道，岩手県，秋田），GII.17

（富山県，岩手県，秋田，東京都，川崎

市），GII.3（岩手県），GII.4(川崎市)，

2016/17シーズンはGII.2（富山県，北海

道，秋田県，川崎市，大阪市）などが，

主要流行遺伝子型であった。GII.2による

感染症事例は主に低年齢層の事例であっ

たが，食中毒事例からも多く検出された。 
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ノロウイルス等の食品媒介性ウイルス

は糞便中に排出される。そのため，下水

を継続的にモニタリングすることにより，

顕性感染や不顕性感染を問わず，ヒトで

の流行状況を迅速にモニタリングするこ

とができる。また，下水中のウイルス汚

染量をモニタリングすることにより，患

者の発生動向よりも先に流行の増加を捉

えることができる可能性もある。また，

カキ等の二枚貝がノロウイルス等の汚染

を受ける主な原因は下水であることから，

下水中のウイルスのモニタリングはカキ

等の二枚貝の汚染リスクを早期に探知し，

汚染防止に寄与できる可能性がある。こ

れらの背景から，我々は長期に渡り，下

水のウイルス調査を継続している。今年

は，従来の富山県，堺市，福岡県に加え

て，宮城県においても，下水の調査を実

施した。これまでの調査と同様に下水中

のノロウイルス汚染量は感染性胃腸炎患

者の報告数のピークと同時期に，とピー

クとなり，また報告数が多いほど定量値

も大きくなり，臨床検体と下水検体検出

される遺伝子型に相関がみられた。さら

に，宮城県において流入下水中のノロウ

イルス汚染量は感染性胃腸炎の患者数の

増加より，早期に増加することが確認さ

れた。このことから，流入下水のノロウ

イルス汚染量を継続的に監視することに

より，感染性胃腸炎の流行をの早期に探

知することができるかの可能性が示され

た。一方，他の地域ではそのようなこと

は明確には確認されていない。引き続き

調査を継続し，下水中のウイルス量と感

染性胃腸炎の発生動向の関連性について

データを蓄積する予定である。 

堺市において下水からA型肝炎ウイル

スが検出された，A型肝炎患者の報告はな

かったが，遺伝子解析の結果から少なく

とも2系統のA型肝炎ウイルスの感染があ

ったと考えられた。また，このことは下

水の汚染を受けるカキ等の二枚貝にA型

肝炎ウイルスが汚染するリスクがあるこ

とを示唆している。 

カキが関連する食中毒事例から検出さ

れるノロウイルスの遺伝子型はGIが比較

的多いなど，必ずしも，ヒトで流行して

いる遺伝子型や二枚貝以外の食中毒事例

や集団感染事例から検出される遺伝子型

と一致するわけではない。そのため，二

枚貝から検出されるノロウイルス遺伝子

型とヒトから検出される遺伝子型に関す

るデータを蓄積することはカキ関連食中

毒の予防や発生要因の解明に重要である。 

秋田県の調査では，カキとヒトから検出

されたノロウイルスの遺伝子型に関連が

認められた一方，広島市の調査ではヒト

からは多様な遺伝子型が検出されたが，

カキからはGII.17が多く検出されるなど

両者に違いが認められた。一方，今回市

販パック詰めカキの浮遊液からノロウイ

ルスが検出された。このことは，調理時

における汚染拡大の原因となり得る危険

性を示唆しており，注意喚起を促すひと

つのデータとして重要な結果であると考

えられる。 

(4) ノロウイルスの培養法の検討 

 ノロウイルスの培養に関する各種の論

文を参考に、ノロウイルスの培養に関与

する腸内細菌(Enterobacter cloacae)、

胆汁等を準備した。現在、腸内細菌の添

加、胆汁酸等の添加条件の検討を行い、
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CaCo-2細胞での腸内環境の再現を試みて

いるところである。 

 

2. 調理従事者からの二次汚染防止に関

する研究 

 (1) 低温加熱によるノロウイルスの不

活化 

低温加熱によりノロウイルスの遺伝子

定量値はネコカリシやコクサッキーウイ

ルスB5型と類似した動きを示したことか

ら，ノロウイルスもそれらと概ね同様の

条件で不活化(例：60℃，1～2時間)され

ているものと推定されれ，低温加熱がウ

イルスの簡便な不活化法として有用と考

えられた。 

（上間研究分担報告書） 

(2) ノロウイルスの不活化 

各種の電解水とファインバブル水につ

いてネコカリシウイルスとマウスノロウ

イルスを用いて不活化効果を比較したと

ところ，ネコカリシウイルスでは，微酸

性電解水，弱酸性電解水，アルカリ電解

水，およびファインバブル存在の弱酸性

電解水で概ね同等の不活化効果が認めら

れたが，マウスノロウイルスでは，弱酸

性電解水とファインバブル存在の弱酸性

電解水である程度の不活化効果が認めら

えた。マウスノロウイルスはネコカリシ

ウイルスと比較して，pH安定性が高いと

報告されており，反応時間が3分間と短い

ことからも，この結果は妥当であると考

えられた。 

市販のペットシーツに温水を含ませた

場合，卓上，床であればウイルスの不活

化は期待できるが，カーペットでは十分

な効果は期待できない結果であった。ペ

ットシーツ中心部と比較して，端では高

温の持続は難しく，汚染範囲が広い場合

にはペットシーツの敷き方に注意が必要

である。 

（上間研究分担報告） 

(3) ウイルスの不活化法のガイドライ

ン作成のための基礎研究 

各種の消毒剤に対する不活化効果はウ

イルスにより，また株により異なること

から，これらの結果を踏まえ，ガイドラ

インに示すウイルスや株の選定を行う予

定である。 

（髙木研究分担報告） 

(4) 効率的な手洗いの方法の検討 

トイレの前に手指をコーティング剤で

保護することで，トイレ後の手洗いにお

いて，トイレ中のウイルス汚染を効率的

に洗い流すことができる可能性が示唆さ

てた。 

（田村研究協力報告） 

(5) トイレの汚染リスク評価 

感染性胃腸炎流行期の公共施設トイレ

は，高率にノロウイルスに汚染されてお

り，感染リスクがあることが実証された。 

(谷澤研究協力報告) 

 

E. 結論 

1. 食中毒検査体制の強化に関する研究 

 10 機関を対象にノロウイルス定量検

査の外部精度管理を実施した結果，概

ね良好な結果が得られた。 

 パンソルビン・トラップ法の捕捉抗体

として用いられているガンマグロブリ

ンが，これまで流行したことのない

GII.17 に対しても適用できることを

確認した。 
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 メタゲノム解析を下水からのウイルス

検出に適応した結果，ノロウイルスや

サポウイルスを幅広く検出することが

できた。 

 食中毒事例の調理従事者および患者か

ら検出されたノロウイルスの塩基配列

は，RT-PCR の検出プライマー内の配列

が一致する同一事例内の検体は，VP1

全長などより長い配列を用いて比較し

てもほぼ一致した。 

 同一事例内で異なる塩基配列が検出さ

れた事例が 1 事例認められたが，原因

としてシークエンサーの塩基配列の読

み違いの可能性が示唆された。 

 迅速・簡便なふき取りの検査法を開発

した。 

 カキからのノロウイルス検出において

アミラーゼ・アセトン法は，感度は従

来法と同等であり，検査時間の短縮等

のメリットがある。 

 市販キットでGII.4とGII.17は全ての

キットで検出可能であっが，GII.2 お

よび GII.6 に対しては検出感度に問題

があることが示唆された。 

 下水，患者，カキ等からのウイルスの

検出と遺伝子解析を実施し，食品媒介

ウイルスの流行状況を把握した。 

 下水中のノロウイルス汚染量は感染性

胃腸炎患者の発生動向と概ね一致し，

報告数と下水中のノロウイルス定量値

に相関性が見られた。臨床検体と下水

検体から検出される遺伝子型にも関が

みられた。 

 流入下水中のノロウイルス汚染量は感

染性胃腸炎の患者数の増加より，早期

に増加することが確認された。 

 下水 3か所から A型肝炎ウイルス遺伝

子が 3検出され，検出ウイルスは遺伝

子解析から少なくとも 2 系統に分けら

れた。 

 市販カキ等について検査したところ，

カキに加え，浮遊液からもノロウイル

スが検出された。 

 2016/17 シーズンに流行したノロウイ

ルス GII.2 は小児での流行が多い傾向

にあった。 

 大阪市でこれまで報告のないキメラウ

イルス GII.P16-GII.4 Sydney_2012 が

確認された。 

 CaCo-2 細胞を用いて、安定的に上皮構

造を形成させることができた。 

2. 調理従事者からの二次汚染防止に関

する研究 

 水溶性高分子ポリマー化合物をコーテ

ィングした後，手洗いすることで，簡

易な手洗いで効率的に汚染を除去する

ことができた。 
 感染性胃腸炎流行期の公共施設トイレ

は，高率にノロウイルスに汚染されて

おり，感染リスクがあることが実証さ

れた。 
 低温加熱によるノロウイルスの遺伝子

定量値はネコカリシやコクサッキーウ

イルスB5型と概ね類似した動きを示

したことから，ノロウイルスもそれら

と概ね同様の条件で不活化される可能

性が示された。 
 各種の電解水やファインバブルについ

てネコカリシウイルスとマウスノロウ

イルスに対する不活化効果を検討した

結果，弱酸性電解水の不活化効果が高

い傾向が認められた。 

− 15 −



 ペットシーツに温水を含ませる加熱方

法は，床や卓上では，ウイルスの不活

化が期待できる温度保持ができたが，

カーペットでは困難であった。また，

ペットシーツの，中心部と端部につい

て比較すると，中心部の温度保持が高

い傾向にあった。 
 各種の消毒剤に対する不活化効果はウ

イルスにより，また株により異なるこ

とから，これらの結果を踏まえ，ガイ

ドラインに示すウイルスや株の選定を

行う予定である。 
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 研究要旨 

国内で食品のノロウイルス検査を実施している 10 機関を対象として、共通

試料を配布することにより外部精度管理調査を行った。検体 7 種〔高濃度検

体：3 種、低濃度検体：3 種（3 種はいずれも同一濃度）および陰性検体：1

種〕、および標準 DNA 溶液を調査検体として配布し、定量検査を各検査機関に

て実施した後、回収した結果の解析を行った。なお、繰り返し測定回数は 2

回とした。また、検査方法はあらかじめ指定した共通の方法とし、検量線作

成用陽性コントロール溶液も共通とした。その結果、検量線の濃度範囲を 101

コピーまで拡張しても、相関係数は 103コピー以上の濃度範囲の場合と同等で

あった。また、標準 DNA 溶液において 1 機関で高めの値を報告したが、その

他の検査試料では全ての検査機関で正しく検査が実施されているものと考え

られた。これらの結果のばらつきは非常に小さいものであった。また、参加

機関の評価を行うため Xbar-R 管理図を参考とした解析または z－スコア管理

図を採用したが、より多くの検査機関が参加した場合に検査結果のばらつき

が大きくなる可能性も否定できないことから、評価に用いる管理限界線の値

 

− 23 −



について、経験則に基づいた一定の標準偏差を用いることも一案であると考

えられた。 

 

A. 研究目的 

 食品検査はその食品の安全性を担保す

るためのひとつの手段であるが、この検

査結果をもって市場への流通の可否を判

定することとなるため、その結果の妥当

性を明確にする必要性がある。また、一

定の基準で結果を判断するためには、ど

の検査機関で実施しても同等の検査結果

が得られることが求められる。そのため

にも結果の信頼性を確保する必要があり、

食品検査については平成 9 年度より GLP

制度が導入された。また、国際的な試験

所認定でもあるISO/IEC17025では定期的

な技能試験への参加が求められている。

現在、一般的な微生物検査については国

内においても技能試験が実施されている

が、ノロウイルス検査については国内で

は導入されていない。また、これまでの

結果から各検査機関で使用している検量

線作成用陽性コントロール DNA 溶液濃度

にばらつきがあること、外部精度管理調

査結果においてばらつきを小さくするた

めには、試験方法や検査担当者等を限定

する必要があることがわかった。そのた

め、本研究では、共通検体を用いた外部

精度管理調査を行うことにより、結果の

再現性を得ること、ならびに得られた結

果をもとに各検査機関の評価方法を確立

することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

1. 調査試料 

 調査試料は検査試料（ノロウイルス GII

陽性または陰性の10%肉エキス加PBS(-)）

および標準 DNA 溶液とした。このうち、

検査試料については 2 濃度（各 3 本）と

し、1 本については陰性とした。なお、検

体-1、検体-3および検体-6を高濃度検体、

検体-4、検体-5 および検体-7 を低濃度検

体とした。また、標準 DNA 溶液について

は濃度未知の 1本と濃度既知 2 本（101コ

ピーおよび102コピー）の合計3本とした。

このうち濃度既知の標準 DNA 溶液につい

ては、検量線の相関性確認に使用した。

調査試料の均質性の確認は、国立医薬品

食品衛生研究所で実施した。なお、均質

性確認試験結果は以下のとおりであった。

高濃度検体：9.18×104±5.81×103コピー、

低濃度検体：2.27×103±2.77×102コピー。 

2. 外部精度管理調査の実施 

 協力機関である 10 機関を対象として、

2016 年 7 月 5 日に国立医薬品食品衛生研

究所より調査試料の発送を行った。なお、

検査方法については、あらかじめ指定し

た共通の検査方法（QIAamp Viral RNA Mini

キットを用いた RNA の抽出、DNase 処理、

逆転写反応およびリアルタイム PCR の実

施）とした（表 1）。また、検量線作成用

陽性コントロール DNA 溶液は共通とし、

調査試料と同時に配布した。各検査機関

における繰り返し測定回数はそれぞれ 2

回とした。各検査機関より各調査検体の

Ct 値、実測値および換算値を回収し、得

られた結果について統計解析を行った。

あわせて、採用した検査方法（表 2）およ

び検量線の情報についても回収した。な
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お、統計解析、Xbar-R 管理図を参考とし

た管理図および z－スコア管理図の作成

には JMP ver.11 を使用した。各検査試料

に お け る 平 均 値 の 群 間 比 較 は

Tukey-Kramer の HSD 検定により行い、

p<0.05 のとき有意差ありとした。 

 

(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. 検量線の解析 

これまでに実施した外部精度管理調査

では、検量線の濃度範囲を 103コピーから

106コピーで作成していた。しかし、陽性

判定を行う濃度が 101 コピー以上である

ことを考慮すると、上記の濃度範囲で検

量線を設定した場合、検量線外での定量

を行うこととなるため、正しい定量結果

が得られているかについては不明である。

そこで、既知濃度の標準 DNA 溶液（101コ

ピーおよび 102コピー）を用いて検量線の

濃度範囲を 101 コピーまで拡張したとき

の相関係数について観察することとした。

その結果、検量線のパターンは図 1 に示

した3パターンに分類された。すなわち、

2 回の繰り返し測定においてほぼ同等の

Ct 値が得られる（A）、102コピー以上の濃

度範囲ではほぼ同等のCt値が得られてい

るが、101コピーにおいてわずかにばらつ

きが生じる（B）、および全濃度範囲にお

いて同様の傾向が得られているがわずか

にずれが生じている（C）である。しかし、

いずれのパターンにおいても検量線の相

関係数は 103以上の濃度範囲と比較して、

101 コピー以上に濃度範囲を拡大しても

ほぼ同等の相関係数が得られた。 

2. 調査試料における Ct 値の解析 

標準 DNA溶液および検査試料のCt値に

ついて観察した。その結果、1機関を除い

て標準 DNA 溶液ではほぼ 2 サイクルの範

囲に、検査試料ではほぼ 3 サイクルの範

囲にあった（図 2）。 

3. 調査試料における実測値の解析 

実測値について観察したところ、標準

DNA 溶液および検査試料の実数解析での

基本統計量は表 3 のとおりであった。ま

た、ヒストグラムおよび正規確率プロッ

トを図 3～5に示した。さらに検査試料は

高濃度検体、低濃度検体のいずれも 3 本

で同一濃度であったが、検査試料間の平

均値の比較を行ったところ、高濃度検体

および低濃度検体のいずれにおいても有

意差は認められなかった（図 6）。一方、

対数解析についても同様に行い、基本統

計量を表 4 に示した。また、各調査試料

におけるヒストグラムおよび正規確率プ

ロットを図 7～9 に示した。報告値の平均

値についても実数解析の場合と同様、検

査試料間で有意差は認められなかった。

一方、標準 DNA 溶液における標準偏差は

検査試料と比較すると明らかに小さかっ

た。さらに、実数解析と対数解析におけ

る変動係数を比較したところ、実数解析

のほうが明らかに変動係数は大きかった。 

4. 調査試料における換算値の解析 

検査試料の 1 mL あたりの換算値の実数

解析および対数解析での基本統計量は表

5 および表 6 のとおりであった。実測値の

場合と同様、報告値の平均値において検

査試料間で有意差は認められなかった
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（データには示していない）。 

5. 外部精度管理調査の評価方法の検討 

 外部精度管理調査における最終的な目

的は参加機関から提出された結果の評価

を行うことである。そこで、上記の解析

により得られた平均値および標準偏差を

用いた z－スコアによる評価を行った。ま

た、これと並行して今回の外部精度管理

調査では 2 回の繰り返し測定を行ったこ

とから、2回の測定の差、すなわち R を評

価対象として加え、Xbar-R 管理図を参考

とした評価を行うこととした。Xbar-R 管

理図を代用した評価は、食品衛生外部精

度管理調査でも採用されている方法であ

るが、食品衛生外部精度管理調査のよう

に添加回収等を指標とした管理限界線の

設定ができないことから、z－スコアにお

ける判断基準である｜z－スコア｜=2 お

よび 3 を管理限界線として採用し評価を

行った。その結果、実数測定の場合、標

準 DNA 溶液では z－スコア、Xbar-R 管理

図を参考とした評価のいずれにおいても

検査機関の評価を行うことは可能であっ

たが（図 11）、検査試料においては z－ス

コアによる評価は見かけ上可能であるも

のの、Xbar-R 管理図を参考とした評価で

はXbar管理図の下部管理限界線の値がマ

イナスの値となった（代表例として検体

-1 の結果を図 13 に示した）。これに対し、

対数解析ではXbar-R管理図を参考とした

評価においても上部、下部管理限界線の

いずれもプラスの値として設定すること

ができた（図 12、14～19）。以上のことか

ら、対数解析による参加機関の評価を行

ったところ、標準 DNA 溶液において 1 機

関で z－スコアが 2 以上の値を示した機

関が認められたが、それ以外の検査試料

ではいずれも正しく検査が実施されてい

るものと判断した。また、R 管理図におい

ても全ての調査試料で管理限界線を超え

る機関は認められなかった。 

 

D. 考察 

 検量線の作成において標準 DNA 溶液と

して配布した試料を検量点として加えた

場合の相関係数について観察したところ、

103 コピー以上の濃度範囲で作成した検

量線とほぼ同等の相関係数が得られた。

ノロウイルス検査では 101 コピー以上で

陽性と判定することから、仮に判定基準

値付近の濃度で調査試料を作製した場合

には、現行の外部精度管理調査では検量

線の範囲外で定量する可能性を含むこと

となる。そのため、101コピー以上の濃度

範囲においても 103 コピー以上での検量

線とほぼ同等の相関係数が得られたこと

は、低濃度域での定量性の確保という意

味でも大きいものと考えられる。また、

機関Hにおいて全ての測定でCt値が他の

検査機関と比較して高かったが、これは

Th line の設定方法に基づく可能性が考

えられた。なお、機関 H の定量値が他の

検査機関と比較して低いということはな

かったことから、本検査機関においては

Ct 値が高いことが定量結果に与える影響

はないものと考えられた。また、高濃度

検体および低濃度検体の変動係数は 5～

10%であり、非常にばらつきの小さな結果

が得られた。一方、標準 DNA 溶液につい

ては 105 コピーの未知試料については変

動係数が 1.3%と非常に小さかったが、102

コピーでは 5%、101コピーでは 13%であっ
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た。このことは標準 DNA 溶液でもより低

濃度となることによりばらつきの要因が

増える可能性を示唆した。さらに、標準

DNA 溶液と検査試料における変動係数を

比較すると、検査試料のほうが大きい傾

向にあることから、リアルタイム PCR に

よる測定のみならず抽出工程を含むこと

でばらつきが大きくなることが示唆され

た。これらの結果を用いて参加機関の評

価を行った。このとき、実数解析を行っ

た場合、z－スコアによる評価においては

見かけ上、評価を行うことは可能であっ

たが、Xbar-R 管理図を参考とした評価に

おいて、変動係数が 0.5 を超えているこ

とからXbar管理図の下部管理限界線の値

がマイナスの値となった。このことは、

検出限界未満であったとしても定量可能

な濃度で検出できれば、評価を行ううえ

では許容範囲内であると判断される可能

性を含んでいる。そのため、実数解析は

ノロウイルス検査の外部精度管理調査を

行ううえでは参加機関の評価方法として

は適していないものと考えられた。一方、

対数解析の場合には実数解析で認められ

たような傾向はなかった。以上のことか

ら、参加機関の評価を行ううえでは、対

数解析によって得られた基本統計量を採

用することが適切であると判断した。こ

れにより、各調査試料について解析を行

ったところ、対数解析では標準 DNA 溶液

における 1 機関を除いて、各検査機関に

おいて正しく検査が実施されているもの

と考えられた。しかし、今回得られた結

果は、ある意味、エキスパート実験室で

得られた結果であることから、他の検査

機関が本外部精度管理調査に参加した場

合に、同様の結果が得られない可能性も

考えられる。そこで、これらエキスパー

ト実験室で得られた標準偏差を一定の判

断基準として採用することが可能か、す

なわち経験則に基づいた 1 組の管理限界

線を設定することでの評価方法を採用す

ることが可能なのかについて検討するこ

ととした。その結果、検査試料について

は標準偏差を 0.3～0.4 とすることで、高

濃度検体、低濃度検体のいずれにおいて

も今回の z－スコア管理図と同等の評価

を 1 組の管理限界線で行うことが可能で

あった（図 20、21）。これに対して標準

DNA 溶液では高濃度域において 0.1 程度

でも十分に評価ができる可能性が示唆さ

れた。一般的に統計解析により得られる

標準偏差は参加機関から回収された結果

により変動するため、ばらつきが非常に

大きくなる可能性を含んでいる。そのた

め、一定の許容範囲を設定することは目

標値としての管理を行うことも可能とな

ることから、判断基準が明確になるとい

うメリットがある。しかし、ばらつきは

採用する調査試料の基材によっても異な

ることから、これにより許容範囲を設定

する場合には、より多くの調査試料を作

製することで検証を進める必要があると

考えられる。 

 

E. 結論 

ノロウイルス GII 陽性または陰性の検

査試料、合計 7 種と標準 DNA 溶液を調査

試料として採用した外部精度管理調査を

10 機関を対象に実施した。その結果、検

量線の濃度範囲を 101 コピーまで拡張す

ることによっても 103 コピー以上の場合
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と同等の相関係数を示した。また、調査

試料についてはいずれの検査機関も陽性

または陰性を正しく報告しており、かつ

同一濃度の 3 本についても同様の検査結

果が得られた。また、z－スコアおよび

Xbar-R 管理図を参考とした評価を行った

ところ、1機関において標準 DNA 溶液で高

めの値を報告したが、これ以外では正し

く検査が実施されているものと判断した。

さらに、Xbar-R 管理図における許容範囲

を設定するため、一定の標準偏差を採用

したときの外れ機関の発生について観察

したところ、検査試料では 0.3～0.4 とし

た場合に、今回の z－スコアにおける評価

と同等の結果を得ることができた。今後

はより食品検体に近い調査試料を開発し、

抽出工程のみならず、濃縮工程を含んだ

外部精度管理調査を実施する必要がある

ものと考えられた。 
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表1　指定した検査方法の詳細
検査方法 初期設定

RNA抽出
QIAamp Viral RNA Mini
Kit（QIAGEN，52904）

Recombinant DNase I（タ
カラ，No. 2270A）
5×First-Strand Buffer：
Super Script Ⅱ RNase
H- Reverse
Transcriptase（life
technologies, 18064-
01）に添付

Super Script Ⅱ RNase
H- Reverse
Transcriptase （ life
technologies, 18064-
014）:
反応 用バ ッ ファー（ 5×
SSII Buffer ） お よ び
100mM DTT
Recombinant
Ribonuclease Inhibitor
（タカラ，2313A）
10mM dNTPs mix （ life
technologies, 18427-
013）
ランダムプライマー（life
technologies, 48190-
011）

Taq Man Universal
Master Mix

COG2F

ALPF

COG2R

プローブ（合成受託会社） RING2AL-TP

7500(life technologies)

RNA抽出キット

DNase処理

DNase

Buffer

装置

プライマー

装置

リアルタイム
PCR

マスターミックス

プライマー（合成受託会社）

リアルタイムPCR装置

逆転写反応

逆転写酵素

反応バッファー

RNaseインヒビター

cdNTPs　mix
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表
2
-
1
　

各
検

査
機

関
に

お
け

る
検

査
方

法
の

詳
細

（
1
/
2
）

機
関

A
機

関
B

機
関

C
機

関
D

機
関

E

R
N

A
抽

出
Q

IA
am

p 
V

ir
al

 R
N

A
 M

in
i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N
，

5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

R
e
c
o
m

bi
n
an

t 
D
N

as
e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
D
e
o
xy

ri
bo

n
u
c
le

as
e
(R

T
G

ra
de

)
（

ニ
ッ

ポ
ン

ジ
ー

ン
，

N
o
.3

1
3
-
0
3
1
6
1
）

R
e
c
o
m

bi
n
an

t 
D

N
as

e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t 
D
N

as
e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t 
D

N
as

e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B
u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s®
 G

e
n
e
A

m
p®

 P
C

R
S

ys
te

m
 9

7
0
0

B
T

-
2
3
 （

ヤ
マ

ト
科

学
株

式
会

社
）

A
B

I2
7
2
0

T
aK

aR
a 

P
C

R
 T

h
e
rn

al
 C

yc
le

r 
D

ic
e
 T

P
6
0
0

（
タ

カ
ラ

バ
イ

オ
）

A
st

e
c
 P

C
-
8
0
5

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

R
e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R
e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t 
R

ib
o
n
u
c
le

as
e
 I
n
h
ib

it
o
r（

ナ
カ

ラ
イ

テ
ス

ク
, 
3
0
2
6
0
-
9
6
）

1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

D
e
o
xy

n
u
c
le

o
ti

de
 (

dN
T

P
) 

S
o
lu

ti
o
n
 M

ix
（
N

e
w

 E
n
gl

an
d 

B
io

L
ab

s,
 N

0
4
4
7
S

）
dN

T
P

s 
m

ix
（
R

o
c
h
e
#
1
1
8
1
4
3
6
2
0
0
1
）

1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

2
.5

m
M

 d
N

T
P

s 
m

ix
（
タ

カ
ラ

, 
S

D
0
3
0
4
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（
in

vi
tr

o
ge

n
, 
N

8
0
8
0
1
2
7
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（
R

o
c
h
e
#
1
1
0
3
4
7
3
1
0
0
1
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（
タ

カ
ラ

, 
3
8
0
1
）

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s®
 G

e
n
e
A

m
p®

 P
C

R
S

ys
te

m
 9

7
0
0

B
T

-
2
3
 （

ヤ
マ

ト
科

学
株

式
会

社
）

A
B

I2
7
2
0

T
aK

aR
a 

P
C

R
 T

h
e
rn

al
 C

yc
le

r 
D

ic
e
 T

P
6
0
0

（
タ

カ
ラ

バ
イ

オ
）

A
st

e
c
 P

C
-
8
0
5

T
aq

 M
an

 U
n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
L
ig

h
tC

yc
le

r4
8
0
 P

ro
be

s 
M

as
te

r 
(R

o
c
h
e

D
ia

gn
o
st

ic
s)

T
aq

 M
an

 U
n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
T

aq
 M

an
 U

n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
T

aq
 M

an
 U

n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix

C
O

G
2
F

F
A

S
M

A
C

S
IG

M
A

 g
e
n
o
sy

s
S

IG
M

A
 G

e
n
o
sy

s
フ

ァ
ス

マ
ッ

ク
F
as

m
ac

A
L
P

F
F
A

S
M

A
C

日
本

遺
伝

子
研

究
所

フ
ナ

コ
シ

フ
ァ

ス
マ

ッ
ク

F
as

m
ac

C
O

G
2
R

F
A

S
M

A
C

S
IG

M
A

 g
e
n
o
sy

s
S

IG
M

A
 G

e
n
o
sy

s
フ

ァ
ス

マ
ッ

ク
F
as

m
ac

プ
ロ

ー
ブ

（
合

成
受

託
会

社
）

R
IN

G
2
A

L
-
T

P
A

pp
lie

d 
B

io
sy

st
e
m

s 
T

aq
M

an
(R

) 
プ

ロ
ー

ブ
T
h
e
rm

o
 S

c
ie

n
ti

fi
c

e
u
ro

fi
n
s

lif
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s

7
5
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

L
ig

h
tC

yc
le

r4
8
0
 (

R
o
c
h
e
 D

ia
gn

o
st

ic
s)

7
5
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

7
5
0
0
 F

as
t(

lif
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

7
9
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

色
つ

き
の

セ
ル

は
各

検
査

機
関

で
変

更
し

た
内

容
を

示
す

プ
ラ

イ
マ

ー

装
置

リ
ア

ル
タ

イ
ム

P
C

R

マ
ス

タ
ー

ミ
ッ

ク
ス

プ
ラ

イ
マ

ー
（
合

成
受

託
会

社
）

リ
ア

ル
タ

イ
ム

P
C

R
装

置

逆
転

写
反

応

逆
転

写
酵

素

反
応

バ
ッ

フ
ァ

ー

R
N

A
se

イ
ン

ヒ
ビ

タ
ー

c
dN

T
P
s　

m
ix

R
N

A
抽

出
キ

ッ
ト

D
n
as

e
処

理

D
n
as

e

B
u
ff

e
r

装
置

− 30 −



表
2
-
2
　

各
検

査
機

関
に

お
け

る
検

査
方

法
の

詳
細

（
2
/
2
）

機
関

F
機

関
G

機
関

H
機

関
I

機
関

J

R
N

A
抽

出
Q

IA
am

p 
V

ir
al

 R
N

A
 M

in
i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
6
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N
，

5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
 （

Q
IA

G
E
N

，
5
2
9
0
4
）

Q
IA

am
p 

V
ir

al
 R

N
A

 M
in

i 
K

it
（
Q

IA
G

E
N

，
5
2
9
0
4
）

R
e
c
o
m

bi
n
an

t 
D
N

as
e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
R
e
c
o
m

bi
n
an

t 
D

N
as

e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t 
D

N
as

e
 I
（
タ

カ
ラ

，
N

o
. 
2
2
7
0
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t 
D
N

as
e
 I
 （

タ
カ

ラ
，

N
o
. 
2
2
7
0
A

）
D

n
as

e
Ⅰ

A
m

pl
if
ic

at
io

n
ag

ra
de

(i
n
vi

tr
o
ge

n
1
8
0
6
8
0
1
5
)

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B
u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
 （

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

5
×

F
ir

st
-
S

tr
an

d 
B

u
ff

e
r：

 S
u
pe

r 
S

c
ri

pt
 Ⅱ

R
N

as
e
 H

-
 R

e
ve

rs
e
 T

ra
n
sc

ri
pt

as
e
（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

 1
8
0
6
4
-
0
1
）
に

添
付

2
7
2
0
 T

h
e
rm

al
 C

yc
le

r（
A

pp
lie

d 
B

io
sy

st
e
m

s）
M

as
te

rc
yc

le
r 

gr
ad

ie
n
t 

(e
pp

e
n
do

rf
)

A
S

T
E
C

 P
C

 3
1
0

A
B

I 
2
7
2
0
 (

lif
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s 
2
7
2
0
サ

ー
マ

ル
サ

イ
ク

ラ
ー

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

S
u
pe

r
S

c
ri

pt
Ⅱ

R
N

as
e

H
-

R
e
ve

rs
e

T
ra

n
sc

ri
pt

as
e

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
0
6
4
-

0
1
4
）
:

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

反
応

用
バ

ッ
フ

ァ
ー

（
5

×
S

S
II

B
u
ff

e
r）

お
よ

び
1
0
0
m

M
 D

T
T

R
e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R
e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r
（

タ
カ

ラ
，

2
3
1
3
A

）
R

e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r

（
タ

カ
ラ

，
2
3
1
3
A

）
R

N
as

e
O

U
T

R
e
c
o
m

bi
n
an

t
R

ib
o
n
u
c
le

as
e

In
h
ib

it
o
r(

in
vi

tr
o
ge

n
 1

0
7
7
7
0
1
9
)

1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

E
xp

an
d

H
ig

h
F
id

e
lit

y
P

C
R

S
ys

te
m

,
dN

T
P

ac
k 

 (
R

o
c
h
e
, 
0
4
7
3
8
2
7
6
0
0
1
) 

に
添

付
1
0
m

M
dN

T
P

s
m

ix
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

1
8
4
2
7
-
0
1
3
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

R
an

da
m

 6
m

e
rs

 (
タ

カ
ラ

, 
R

R
0
3
7
A

)
ラ

ン
ダ

ム
プ

ラ
イ

マ
ー

（
lif

e
te

c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

ラ
ン

ダ
ム

プ
ラ

イ
マ

ー
（

lif
e

te
c
h
n
o
lo

gi
e
s,

4
8
1
9
0
-
0
1
1
）

2
7
2
0
 T

h
e
rm

al
 C

yc
le

r（
A

pp
lie

d 
B

io
sy

st
e
m

s）
M

as
te

rc
yc

le
r 

gr
ad

ie
n
t 

(e
pp

e
n
do

rf
)

A
S

T
E
C

 P
C

 3
1
0

A
B

I 
2
7
2
0
 (

lif
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s 
2
7
2
0
サ

ー
マ

ル
サ

イ
ク

ラ
ー

T
aq

 M
an

 U
n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
T
aq

 M
an

 U
n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
T

aq
 M

an
 U

n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix
T

aq
 M

an
 U

n
iv

e
rs

al
 P

C
R
 M

as
te

r 
M

ix
T

aq
 M

an
 U

n
iv

e
rs

al
 M

as
te

r 
M

ix

C
O

G
2
F

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s
lif

e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s 

ja
pa

n
日

本
遺

伝
子

研
究

所
L
if
e
 T

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s

in
vi

tr
o
ge

n

A
L
P

F
A

pp
lie

d 
B

io
sy

st
e
m

s
lif

e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s 

ja
pa

n
日

本
遺

伝
子

研
究

所
L
if
e
 T

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s

in
vi

tr
o
ge

n

C
O

G
2
R

A
pp

lie
d 

B
io

sy
st

e
m

s
lif

e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s 

ja
pa

n
日

本
遺

伝
子

研
究

所
L
if
e
 T

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s

in
vi

tr
o
ge

n

プ
ロ

ー
ブ

（
合

成
受

託
会

社
）

R
IN

G
2
A

L
-
T

P
A

pp
lie

d 
B

io
sy

st
e
m

s
lif

e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s 

ja
pa

n
ﾗ
ｲ
ﾌ
ﾃ

ｸ
ﾉﾛ

ｼ
ﾞｰ

ｽ
ﾞ

L
if
e
 T

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s

in
vi

tr
o
ge

n

7
5
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

7
5
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

7
5
0
0
(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

7
9
0
0
H

T
 (

lif
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

Q
u
an

t 
S

tu
di

o
7
 F

le
x 

(l
if
e
 t

e
c
h
n
o
lo

gi
e
s)

色
つ

き
の

セ
ル

は
各

検
査

機
関

で
変

更
し

た
内

容
を

示
す

リ
ア

ル
タ

イ
ム

P
C

R

マ
ス

タ
ー

ミ
ッ

ク
ス

プ
ラ

イ
マ

ー
（
合

成
受

託
会

社
）

リ
ア

ル
タ

イ
ム

P
C

R
装

置

逆
転

写
反

応

逆
転

写
酵

素

反
応

バ
ッ

フ
ァ

ー

R
N

A
se

イ
ン

ヒ
ビ

タ
ー

c
dN

T
P
s　

m
ix

プ
ラ

イ
マ

ー

装
置

R
N

A
抽

出
キ

ッ
ト

D
n
as

e
処

理

D
n
as

e

B
u
ff

e
r

装
置

− 31 −



0

5

10

15

20

25

30

35

40

1 10 100 1000 10000 100000 1000000

Ct
値

濃度

No.1

No.2

0

5

10

15

20

25

30

35

40

1 10 100 1000 10000 100000 1000000

Ct
値

濃度

No.1

No.2

0

5

10

15

20

25

30

35

40

1 10 100 1000 10000 100000 1000000

Ct
値

濃度

No.1

No.2

A

C

B

図1 検量線のパターンと相関係数

パターン 測定 10^3～ 10^1～
No.1 0.999387 0.99971
No.2 0.998285 0.998847
No.1 0.995524 0.997554
No.2 0.996831 0.998598
No.1 0.999729 0.999222
No.2 0.999807 0.999873
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表 3 ノロウイルス検査の外部精度管理調査結果の概要（実測値：実数解析） 

検体  平均値±標準偏差 変動係数 

高濃度検体 検体-1 40571.896±19982.381 0.492518 

 検体-3 43141.390±22365.800 0.518430 

 検体-6 41130.337±21827.725 0.530696 

低濃度検体 検体-4 1033.157±650.279 0.6294.9 

 検体-5 1072.102±711.328 0.663489 

 検体-7 1155.274±801.132 0.693456 

標準 DNA 溶液 101コピー 11.619±3.660 0.314965 

 102コピー 102.244±26.755 0.261680 

 未知試料 513577.59±102564.15 0.199705 

平均値、標準偏差の単位：コピー 

 

表 4 ノロウイルス検査の外部精度管理調査結果の概要（実測値：対数解析） 

検体  平均値±標準偏差 変動係数 

高濃度検体 検体-1 4.549849±0.235246 0.051704 

 検体-3 4.570021±0.255461 0.055899 

 検体-6 4.544060±0.257096 0.056578 

低濃度検体 検体-4 2.926178±0.277427 0.094809 

 検体-5 2.947285±0.259804 0.088150 

 検体-7 2.969404±0.280289 0.094392 

標準 DNA 溶液 101コピー 1.037870±0.136416 0.131439 

 102コピー 1.997580±0.089564 0.044836 

 未知試料 5.702405±0.075040 0.013159 

平均値、標準偏差の単位：log（コピー） 
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図9 低濃度検体におけるヒストグラムと正規確率プロット（実測値、実数解析）

− 41 −



0

1

2

3

4

5

6

平
均

10^1 10^2 標準DNA液

検体

平
均

標準DNA溶液

高濃度検体

低濃度検体
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高濃度検体および低濃度検体における平均値の比較はTukey-KramerのHSD検定により行った。
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表 5 ノロウイルス検査の外部精度管理調査結果の概要（換算値：実数解析） 

検体  平均値±標準偏差 変動係数 

高濃度検体 検体-1 48686275±23978857 0.492518 

 検体-3 51769669±26838958 0.518430 

 検体-6 49356405±26193271 0.530696 

低濃度検体 検体-4 1239788.6±780334.2 0.629409 

 検体-5 1286523.0±853593.6 0.663489 

 検体-7 1386328.8±961358.1 0.693456 

平均値、標準偏差の単位：コピー/mL 

 

表 6 ノロウイルス検査の外部精度管理調査結果の概要（換算値：対数解析） 

検体  平均値±標準偏差 変動係数 

高濃度検体 検体-1 7.629031±0.235246 0.030836 

 検体-3 7.649203±0.255461 0.033397 

 検体-6 7.623241±0.257096 0.033725 

低濃度検体 検体-4 6.005359±0.277427 0.046197 

 検体-5 6.026466±0.259804 0.043111 

 検体-7 6.048585±0.280289 0.046340 

平均値、標準偏差の単位：log（コピー）/mL 
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Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図13 検体-1における参加機関の評価（実測値、実数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図14 検体-1における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図15 検体-3における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図16 検体-4における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図17 検体-5における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。

− 50 −



ｚ
-ス
コ
ア

検
体
-6
の
範
囲

1) Z－スコア

2) Xbar-R管理図を参考とした評価

図18 検体-6における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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図19 検体-7における参加機関の評価（実測値、対数解析）
Xbar-R管理図を参考とした評価では、管理限界線の値を|z－スコア|=2および3とした。
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1)標準偏差を0.025、0.03、0.04、0.05および0.1としたときの2倍の値を管理限界線とした。
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図21 調査試料における一定の標準偏差を用いた参加機関の評価（実測値、対数解析）
標準偏差を0.25、0.3および0.4としたときの2倍の値を管理限界線とした。
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図22 調査試料における一定の標準偏差を用いた参加機関の評価（実測値、対数解析）
標準偏差を0.25、0.3および0.4としたときの2倍の値を管理限界線とした。
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 研究要旨 

パンソルビン・トラップ法は、食品検体に含まれるウイルス粒子を黄色ブドウ球菌

（ブ菌）の表面に吸着させて回収することを基本原理としている。その際に、ウイルス

をブ菌に吸着させる”糊”の役目を果たす捕捉抗体としてガンマグロブリンが用いら

れている。一方、ガンマグロブリンは過去に流行したウイルスに対する抗体の集積で

あり、ノロウイルス GII.17 のような、これまで流行したことのない型に対する抗体は含

まれていないことが危惧された。本研究では、これまで何度も流行を繰り返している

ノロウイルス GII.4 に感染した際に、GII.17 等の他の型に対する抗体も同時に誘導

されてくることを見出し、ガンマグロブリンの有用性について再評価を行った。添加

回収試験において、GII.17 の回収率は GII.4 のそれには及ばないものの、汚染濃

度が低くなるにつれて高くなる傾向が認められた。さらに、低濃度領域の汚染を検

出するために用いられる nested real-time PCR を用いた検討では、ポテトサラダと

焼きそばにおいて、35 コピー/g まで検出可能であった。この成績は、すでに発表済

のGII.4におけるものと同等であった。実際の食中毒事例は微量の汚染に起因して

いることから、ガンマグロブリンを捕捉抗体として用いるパンソルビン・トラップ法は、

GII.17 に対しても問題なく適用できることが示された。 

 

 

A. 研究目的 
 ウイルス性食中毒の対策として二枚貝の汚

染実態調査や、調理従事者への衛生教育

等が進められてきている。しかしながら、原

因として疑われる食品からのウイルス検出は、

その作業の困難さからこれまでほとんど検討

されてこなかったため、具体的な汚染ルート

の解明に決め手を欠いていた。原因物質と

してはノロウイルス（NoV）が大部分を占めて

いるが、他にもサポウイルス（SaV）やアデノ

ウイルス41型（AdV41）に代表される腸管系

アデノウイルスも含まれている。さらに、近年
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では輸入食品等が原因と考えられる A 型肝

炎ウイルス（HAV）や、野生動物に由来する

E 型肝炎ウイルス（HEV）の感染報告が急

増するなど、食品中のウイルスを検出する方

法の確立が急務となっている。平成 19～21
年度に実施された厚生労働科学研究費補

助金「食品中のウイルスの制御に関する研

究」（H19-食品-一般-016）において、固形、

液状、練り物、油物などの一般的な食品から

NoV を検出する手法としてパンソルビン・トラ

ップ法（パントラ法）を開発し、この問題を解

決するための糸口を見出すことができた。そ

の後、平成 22~24 年度に実施された厚生労

働科学研究費補助金「食品中の病原ウイル

スのリスク管理に関する研究」(H22-食品-一
般-013)において、市販のガンマグロブリン

製剤を利用することで添加抗体の安定供給

が図られた他、検出した遺伝子の塩基配列

解析も可能な方法として発展させることがで

きた。一方、平成 26～27 年にかけて、これ

までに流行の見られなかった遺伝子型であ

る NoV GII.P17-GII.17（以降、GII.17 と標

記）による食中毒事例が多発した。ガンマグ

ロブリン製剤は過去の流行に由来する様々

な抗体の集積であると考えるならば、捕捉抗

体としての有効性を再検討する必要があっ

たため、今年度の研究としてこれを実施し

た。 
 

B. 研究方法 
1. 研究材料 

ガンマグロブリンの検討に用いる食品とし

て、市販されているポテトサラダと焼きそばを

用いた。また、検出対象となるウイルスとして、

NoV GII.17 (2016 年 1 月 28 日、感染症発

生動向調査にて採取)、及び GII.2（2016 年

12 月 26 日、集団感染事例における積極的

疫学調査で採取）を含む糞便を用いた。 
 血清中の IgG の推移を検討するため、感

染年月日の明らかな患者の保存血清を、本

人の同意の元に使用した。 
2. 試薬類 
1) 食品洗滌液 
 Tris-HCl (pH8.4) – 0.5M NaCl – 0.1% 

Tween20 を調製して使用した。 

2) 5%ガンマグロブリン製剤 
 米国 HDM Labs Inc 社の試薬用 5％ガン

マグロブリン製剤を用いた。Advy Japan
社から購入した。 

3) パンソルビン 
 黄色ブドウ球菌（ブ菌）を熱処理してホル

マリン固定したものの懸濁液で、メルク社か

ら購入した。 
4) フェノール系 RNA 抽出キット 
 TRIzol-LS (Thermo Fischer Scientific)

を使用した。 
5) カラム方式の RNA 抽出キット 
 QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)

を使用した。 
6) 再懸濁液 
 5)の抽出キット添付の AVL 液を用いた。 
7) DNase I (RT Grade)  及び RNase 

inhibitor 
 ニッポンジーンの製品を使用した。 
8) アミラーゼ 
 枯草菌由来 α-Amylase 粉末（和光純薬）

を液化調製（平成 25 年度報告書参照）し

て使用した。 
9) 食品処理袋 

 サニスペックテストバッグ（アズワン）を使用

した。 
10) 逆転写酵素 
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 ReverTraAce（東洋紡）を使用した。 
11) conventional PCR 用酵素 
 1st.PCR、及び 2nd. PCR には AptaTaq 
Fast PCR Master（日本ジェネティクス）を

用いた。このとき酵素をホットスタート化する

ため、anti-Taq high（東洋紡）を添加した。 
12) 逆転写反応に用いたプライマー 
 回収率の検討には COG2R (J. Clin. 
Microbiol., 41, 1548-1557, 2003)を、検出

限界の検討には PANR-G2 (Food Environ. 
Virol., 7, 239-248, 2015)用いた。 
13) conventional PCR に用いたプライマー 
 1st. PCR では COG2F / G2SKR (J. 
Virol. Methods, 100, 107-114, 2002)、
2nd.PCR では G2SKF / G2SKR のプライ

マーセットをそれぞれ用いた。 
14) conventional PCR 装置 
 アステック社製「PC-320」を用いた。 
15) real-time PCR 装置 
 ロシュ社製「LightCycler320S」を用いた。 
16) real-time PCR 用酵素 
 日 本 ジ ェ ネ テ ィ ク ス 社 製 「 FastStart 

Essential DNA Probes Master」を用い

た。 
17) real-time PCR 反応系 
 Kageyama ら の 方 法  (J. Clin. 

Microbiol., 41, 1548-1557, 2003) に従

った。 
18) ELISA 抗原 
 NoV GI.3、GI.4、GII.3、GII.6、GII.17
で作製したウイルス様粒子  (VLP)を用い

た。 
 
3. パントラ法の手順 

平成 22 年度に完成した汎用プロトコル

（図 1）に従った。この時、平成 25 年に検討

したオンカラム DNase I 処理（図 2）を組み

入れた。 
 
4. NoV GII.17 の回収率に関する検討 
 食品洗滌液 50mL 中に 1.00×104～2.01
×106 コピーの NoV GII.17 を添加し、ガン

マグロブリンを捕捉抗体としたパンソルビン・

トラップ法による回収率を検討した。また、ポ

テトサラダと焼きそば、それぞれ 10g を用い

た添加回収試験も合わせて行った。ここで

は純粋に抗原抗体反応を比較する必要から、

逆転写反応には COG2R を用いた。このプ

ライマーは、次に続く real-time PCR 反応

の直近に位置するため、RNA の損傷度や

逆転写反応効率等のファクターを排除する

ことができるからである。 
 
5. NoV GII.17 の検出限界に関する検討 

ポテトサラダと焼きそばに様々な濃度で

NoV GII.17 を添加し、COG2F / G2SKR
で 1st. PCR を行った後、real-time PCR、

または RT-PCR による 2nd. PCR により検出

できる限界について検討した。ここでの逆転

写反応は PANR-G2 を用いた。サーマルサ

イクラーの設定条件は、次のとおりである。 
 
【タッチダウン PCR】 
95℃2 分 1 サイクル 
95℃30 秒－（55→50℃）30 秒－72℃30 秒 
5 サイクル：下線部がタッチダウン設定 
95℃30 秒-50℃30 秒-72℃30 秒 40 サイク

ル 
72℃7 分 1 サイクル 
 
C. 研究結果 
1. NoV 感染時の免疫応答 
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図 3 に示すとおり、NoV GII.17 に感染し

た場合、特に初感染時において GII.3 や

GII.4 といった、他の遺伝子型の IgG も上昇

していることが見て取れる。逆に GII.4 に感

染した場合においても、GII.3 と GII.17 の

IgG の上昇が認められた（図 4A、4B）。 
 
2. NoV GII.17 の回収率に関する検討 

食品洗滌液 50mL からガンマグロブリンを

用いて NoV GII.17 の回収を試みた結果を

表 1 に示した。添加量が少なくなるにつれて

回収率が高くなる傾向にあるのがわかる。ま

た、実際に食品を用いて添加回収試験を行

った結果については、食品洗滌液からの回

収率（105 コピー台）とほぼ同じであった（表

2）。 
 
3. NoV GII.17 の検出限界に関する検討 

図 5A、5B に示したとおり、ポテトサラダと

焼 き そ ば の 両 方 に お い て 、 nested 
real-time PCR を用いることで、35 コピー/g
まで検出可能であった。同様に RT-PCR 後

のゲル電気泳動でも、35 コピー/g までの検

出でき、PCR 産物をシークエンスしたところ

正しく NoV GII.17 の配列であった（図 6）。 
 
D. 考察 
1. NoV 感染時の免疫応答について 

現在パンソルビン・トラップ法の捕捉抗体

として用いられているガンマグロブリンは、過

去の流行ウイルスに対する抗体（IgG）の集

積であるものと考えられている。それゆえ、

多くの種類のウイルスに対して汎用できるこ

とが期待されるが、NoV GII.17 のように突

如として流行が拡大したウイルスに対しては、

その抗体が含まれていないことが懸念され

た。また、将来的には同様の”新型”ウイルス

に対する問題が繰り返し起こり得るものと想

定される。本研究では、最初に感染者の保

存血清を利用して、様々な遺伝子型の NoV
に対する抗体の推移について検討した。

NoV GII.17 に感染した場合、そのウイルス

に対する抗体は当然のごとく上昇するが、図

3 によると、GII.3 や GII.4 に対する抗体も

同時に上昇していることがわかる。次に逆の

ケースとして、NoV GII.4 に感染した際の免

疫応答について検討した。図4A、4Bに示し

たとおり、GII.3 と GII.17 に対しても感染前

後の ELISA OD 値において 2 倍以上の抗

体上昇が見られる。感染日は 2012 年 12 月

4 日であるから、GII.17 の流行が拡大した

2014 年よりも 2 年前の時点になる。以上のこ

とから、過去に何度も大規模な流行が起こっ

た GII.4 に感染した際に、同時に GII.17 の

抗体も誘導され、それはすでにガンマグロブ

リンにも含まれているものと推察される。 
 
2. NoV GII.17 の回収率について 
 ガンマグロブリン中にすでに NoV GII.17
に対する抗体が含まれていることが期待でき

るため、パンソルビン・トラップ法による添加

回収試験を行った（表 1）。食品洗滌液

50mL 中に NoV GII.17 を 2.01×106 コピ

ー添加した際の回収率は 3.61%であったが、

1.46×105 コピー添加の場合は 5.34%、

1.00×104 コピー添加の場合は 10.60%と、

低濃度になるにつれて回収率が上昇傾向

にあることがわかる。表 2 に示した食品から

回収試験（105 コピー台）においても、表 1 と

同等の数値であった。参考値としてあげた

GII.4 の回収率は、1.16×105 コピー添加で

25.10%と明らかに高いが、これは図 3 に示
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された抗体の絶対量の違いを反映している

ものと考えられる。しかしながら、多くのウイ

ルス性食中毒事例は、微量のウイルスによる

汚染に起因しているため、低濃度になるに

つれて回収率が高くなるという結果は、ガン

マグロブリンが有用であることを支持するも

のである。 
 
3. NoV GII.17 の検出限界について 
 表 1 の検討において、NoV GII.17 の汚染

濃度が低くなるほど回収率が高くなる傾向に

あることが示されたが、さらに低濃度の汚染

について調べることは、リアルタイム PCR の

機器表示値が 10 コピー/well 以下になるこ

とから無理がある。そこで、低濃度領域にお

いて一般的な検出手法とされる nested 
real-time PCR によって検出限界を検討し

た。ポテトサラダと焼きそばを様々な濃度の

NoV GII.17 で 汚 染 さ せ て 、 nested 
real-time PCR での検出を試みた結果が図

5A、5B である。いずれの食品検体において

も 35 コピー/g の汚染濃度まで検出できてい

ることがわかる。また、検出ウイルスの遺伝子

配列を調べるために、real-time PCR に替

えて conventional PCR を用いた場合でも

35 コピー/g まで検出可能で、この増幅産物

は以後のシークエンス解析用いることができ

た（図 6）。35 コピー/g という数値は、本法の

原著（Food Environ. Virol., 7, 239-248, 
2015）において、GII.4 を用いて得られた成

績と同等であることから、前述の低濃度汚染

ほど回収率が高くなるという結果の延長と見

なして差支えないものと考えられる。 
 
4. 補遺 
 今シーズンに保育園等での大規模な流行

が見られた NoV GII.2 に関して、一部報道

機関において”変異型 GII.2”との標記が用

いられたが、図 7 に示したとおり、ガンマグロ

ブリンを捕捉抗体としたパンソルビン・トラッ

プ法で問題なく回収できることを確認してい

る。 
 
5. まとめと今後の課題 
 昨年度までの「食品中の病原ウイルスの検

出法に関する研究（H25-食品-一般-012）」

で残された課題の一つとして、新たな型に対

する捕捉抗体の見直しが挙げられたが、本

研究においてガンマグロブリンの有用性が

再評価された。これまで流行したことのない

型に対する抗体はガンマグロブリンに含まれ

ていないことが危惧されたが、実際に NoV
に対する免疫応答を検討すると、感染した

型とは別の型に対する抗体も同時に誘導さ

れてくることがわかった。特に 2012 年に

GII.4 に感染したケースでは、2 年後の

2014 年以降に流行する GII.17 に対する抗

体も誘導されていた。このことから、新しい型

に対する抗体といえども、ガンマグロブリンに

含まれていることが期待できるようになり、添

加回収試験等を行ったところそのことが証明

された。将来的に、”新型”と称されるウイルス

が流行したとしても、第一選択としてガンマ

グロブリンは有用であると考えられる。その際

の検証方法としては、回収率の評価だけで

はなく、nested real-time PCR による検出

限界も合わせて検討する必要がある。 
他の食中毒起因ウイルスとしては、近年報

告が増加しつつある E 型肝炎ウイルス等へ

の適用を進める必要があるが、捕捉抗体の

供給源を確保することが重要である。 
 さらに、本法が有効に活用されるためには、
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適切な食品サンプルの確保が重要である。

具体的には、実際に食卓に供せられる段階

の検食（調理から盛り付けのプロセスを経た

もの）を保存するという原則を、事業者に周

知する必要がある。また、ウイルスは食品中

では増えず付着するのみであることから、分

取した食品サンプルに付着していなければ

陰性となってしまう。そのため、サンプリング

プランや、スケールアップの方法についても

検討する余地が残されている。加えて、今後

はウイルスの回収効率を客観的に評価する

必要性も生じてくることから、内部標準物質

の使用についても検討を進める必要があ

る。 
 
E. 結論 
 パンソルビン・トラップ法の捕捉抗体として

用いられているガンマグロブリンが、これまで

流行したことのない型である NoV GII.17 に

対しても適用できるかを検討した。これまで

に何度も大流行した GII.4 に感染すると同

時に GII.17 の抗体も誘導されるという結果

を元に、ガンマグロブリンの再評価を行い、

GII.17 に対しても問題なく使用できることを

確認した。 
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図 1 パンソルビン・トラップ法の操作手順 

 

 

 

 

食品 10g 

洗滌液 50mL （食品処理袋中で行う）

3,000 rpm 30 分 

上清 

5% ガンマグロブリン製剤 150μL 

パンソルビン 1.0mL 

37℃15 分 静置 

3,000 rpm 20 分 

沈澱 

再懸濁液 250μL 

TRIzol-LS  750μL 

クロロホルム 200μL 

12,000 rpm 15 分 
激しく震盪 

水層 

エタノール （水層の 0.8 倍量） 

QIAamp Viral RNA Mini Kit のカラムにアプライして、オンカラム

DNase I 処理を行って RNA 抽出（図 2 参照） 

超音波処理 15 分 

液化調製α-Amylase 1mL 
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図 2  QIAamp Viral RNA Mini Kit へのオンカラム DNase I 処理 

 

0.8 倍の EtOH 

TRIzol 抽出後の水層 

混合・スピンダウン 

半量をカラムにアプライ 

8,000rpm, 1 分 

コレクションチューブ交換 

残り半量をカラムにアプライ 

8,000rpm, 1 分 
コレクションチューブ交換 

AW1, 500μl 

8,000rpm, 1 分 

コレクションチューブ交換 

40μl をカラム中心のフィルターに添加 

室温で 5 分間 静置 

AW2, 500μl 

（別のチューブで混合・1 検体当たり） 

DW 16μl 

10×添付バッファー 4μl 

DNase I (1unit/μl)  20μl 

ニッポンジーン DNase I 使用 

8,000rpm, 1 分 

コレクションチューブ交換 

AW2, 500μl 

15,000rpm, 3 分 

微量遠心チューブに交換 

AVE 60μl にて溶出操作
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図 3 NoV GII.17 感染時の血清 IgG の推移  

感染日： 2015 年 8 月 5 日（初感染）, 10 月 12 日（再感染） 
 
 
 
 

 

図 4A  NoV GII.4 感染時における血清 IgG の応答（ELISA OD 値） 
感染日： 2012 年 12 月 4 日 
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図 4B  NoV GII.4 感染時における血清 IgG の応答（上昇比率） 
感染日： 2012 年 12 月 4 日 

 

 

表 1  食品洗滌液 50mL からの NoV GII.17 の回収率 

遺伝子型 添加量(copies /50mL) 回収量(copies /50mL) 回収率（％） 

GII.17  2.01×106 7.23×104        3.61

GII.17  1.46×105 7.80×103        5.34

GII.17  1.00×104 1.06×103      10.60 

GII.4（参考値） 1.16×105 2.90×104      25.10 

 
 

表 2  食品 10g からの NoV GII.17 の回収率 

食品 添加量(copies /g) 回収量(copies /g) 回収率（％） 

ポテトサラダ 1.43×105 1.05×104        7.35 

焼きそば 1.32×105 6.67×103        5.04 
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図 5A  Nested real-time PCR による検出限界（ポテトサラダ） 

 
 

 
図 5B  Nested real-time PCR による検出限界（焼きそば） 
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図 6  Nested RT-PCR による検出限界 
 

 

 
図 7  食品洗滌液 50mL からの NoV GII.2（2016/2017 シーズン）の回収率 

添加量： 3.94×105 コピー 
回収量： 1.48×105 コピー 
回収率： 37.5 % 
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 富山県におけるノロウイルス・サポウイルス検出状況及び 
メタゲノム解析による下水からのノロウイルス・サポウイルスの検出 
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 研究要旨 

富山県におけるノロウイルス（NoV）、サポウイルス（SaV）の浸淫状況を調査

するため、2016 年の感染性胃腸炎患者、下水流入水からウイルスを検出した。

患者からは NoV GII.4、GII.17、GII.2、SaV GI.1 などが検出された。下水か

らは NoV GII.4、GII.17、GI.6 などが検出された。1月～8月には集団発生事

例、小児散発例、下水からは NoV GII.4 が、集団発生事例と下水流から NoV 

GII.17 が共通して検出された。11 月～12 月には NoV GII.2 が主流であった。

2011年から2013年に採取した下水流入水について次世代シークエンサーを用

いたメタゲノム解析を行い、NoV と SaV の検出を試みたところ、NoV GI、GII、

GIV、SaV GI、GII、GIV、GV の配列が得られた。ダイレクトシークエンス法で

は検出されなかった遺伝子群や遺伝子型についても検出された一方で、ダイ

レクトシークエンス法よりも検出感度が低い場合もあった。メタゲノム解析

は、下水検体に含まれる複数種類の NoV、SaV を幅広く検出するには有用であ

った。 

 

 

A. 研究目的 

2016 年の 1 年間に、胃腸炎患者や下水

流入水からノロウイルス（NoV）・サポウ

イルス（SaV）を検出し、患者での流行型、

不顕性感染を含めた地域の流行状況を把

握することを目的とした。 

また、下水流入水には、流入域に存在

する患者から排泄された複数の遺伝子群

や遺伝子型の NoV、SaV が含まれると考え

られる。しかしながら、PCR 産物のダイレ

クトシークエンス法（常法）による解析

では、多数を占める種類しか検出できな

い。そこで、次世代シークエンサー（NGS）

を用いたメタゲノム解析によりウイルス

を網羅的に検出することで、下水に存在

する複数種類の NoV、SaV を明らかにでき

るか検討した。 
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B. 研究方法 

1. 2016 年の患者検体 

富山県において 2016 年 1 月から 12 月

に発生した食中毒、感染性胃腸炎（集団

発生例及び小児散発例）から得られた糞

便を用いた。検体採取は管轄の厚生セン

ター、保健所が行った。 

糞便検体の 10%乳剤上清から、厚生労働

省通知（食安監発 1105001 号）に基づき

RNA を抽出し、DNase 処理、逆転写反応及

び PCR を行った。NoV の検出には、リアル

タイム PCR を用い、PCR には、ポリメラー

ゼ領域 3’末端からカプシド領域を対象と

した G1-SKF/G1-SKR、G2-SKF/G2-SKR もし

くは ORF1/ORF2 ジャンクション領域を対

象としたプライマー1421f/G1-SKR 及び

1364f/G1-SKR（GI 用）、1421f/NV2oR 及び

1364f/G2-SKR（GII 用）（Nakamura et al., 

Jpn. J. Infect. Dis., 62: 394-398, 

2009）を用いた nested PCR を行った。SaV

の検出には、カプシド領域を対象とした

プ ラ イ マ ー SV-F11/SV-R1 及 び

SV-F2/SV-R2 による nested-PCR（Okada 

et al., Arch. Virol., 147: 1445-1451, 

2002）を用いた。PCR 産物から、ダイレク

トシークエンスにより塩基配列を決定し

た。NoV の型別判定にはカプシド領域を対

象とした G1-SKF/G1-SKR、G2-SKF/G2-SKR

の部分を用いて、Norovirus Genotyping 

Tool（URL：http://www.rivm.nl/mpf/ 

norovirus/typingtool）及び基準配列を

用いた近接接合法による系統樹解析によ

り行い、遺伝子型番号は、新しい遺伝子

型分類法（国立感染症研究所, IASR 病原

微生物検出情報， 35(7), 173-175, 2014）

により表記した。SaV の型別判定には基準

配列を用いた近接接合法による系統樹解

析を行った。 

2. 下水流入水 

県西部に位置する下水処理場において、

2016年 1月から12月の毎月1回下水流入

水 1リットルを採取した。 

下水流入水を 3,000rpm で 30 分遠心し

て得られた上清に、最終濃度 0.05M にな

るように塩化マグネシウムを添加し、0.5

規定の塩酸を用いて pH3.5 に調整した。

この液を陰電荷膜にろ過した後、細切し

た陰電荷膜を 3% beef extract 液 10ml に

浸漬し、Vortex 処理により吸着分子を溶

出した。溶出液を遠心し、回収した上清

を 100 倍濃縮下水検体とした。濃縮下水

検体から、患者検体と同様に RNA 抽出、

DNase 処理、逆転写反応、PCR 法及びダイ

レクトシークエンス法による塩基配列の

決定を行った。PCR 法におけるプライマー

は、NoV GI の検出には G1-SKF/G1SKR、NoV 

GII の検出には G2SKF/ G2SKR、SaV の検出

には SV-F11/SV-R1 を用いた。 

3. メタゲノム解析による下水からの

NoV・SaV の検出 

2011 年 1 月から 2013 年 12 月に、研究

方法 2 と同様に得た下水流入水の 100 倍

濃縮液から、キャリアフリーの抽出液を

用いて RNA 抽出を行い、ScriptSeq v2 

RNA-Seq Library Preparation 

kit(Epicentre)を用いて RNA-Seq ライブ

ラリを作製した。この検体を、NGS

（ MiSeq;Illumina) を 用 い て 、 MiSeq 

Reagent Kit v3 (150 cycle)により塩基

配列を解読した。 

解読結果は、国立感染症研究所病原体ゲ

ノム解析研究センターの Metagenomic 
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Pathogen Identification for Clinical 

specimens（MePIC）ソフト（Takeuchi,F., et 

al. Jpn.J.Infect.Dis., 2014, 67:62）に

よりヒト遺伝子配列を除いて megablast

解析を行った。MePIC により分類された塩

基配列は MEtaGenome Analyzer（MEGAN）5

（Universität Tübingen）により閲覧を行

い、NoV 及び SaV の配列を抽出した。得ら

れ た 基 準 配 列 を 元 に Norovirus 

Genotyping Tool（http://www.rivm.nl/ 

mpf/norovirus/typingtool）により NoV

遺伝子型（ORF2）及び SaV 遺伝子群の推

定を行った。 

同一の下水検体について、常法として

2016 年の下水検体と同様に RNA 抽出、

DNase 処理、逆転写反応、PCR 法及びダイ

レクトシークエンス法による塩基配列の

決定を行った。 

 

(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 

1. 患者からの NoV、SaV 検出状況 

 ウイルス性感染性胃腸炎及び食中毒等

の集団発生は 20 事例あり（表 1）、事例数

としては 2015 年の 19 事例と同程度であ

り、2014 年の 13 事例と比較してやや多か

った。20 事例全てから NoV が検出された。

うち食中毒事例は 5 事例であり、2015 年

の 2事例より多かった。 

 小児散発例として検査を実施した18例

中 7例から NoV が、4 例から SaV が検出さ

れた。（表 2） 

2. 患者、下水流入水から検出された NoV

及び SaV の遺伝子型 

集団発生の患者から検出されたウイル

スは NoV GII.17、GII.2、GII.4 の順に多

かった（表 1）。散発例の患者では SaV GI.1、

NoV GII.4 の順に多かった（表 2）。下水

流入水からは、NoV については患者から検

出された遺伝子型が GII.6 を除いて検出

されたほか、患者から検出されなかった

GI.2 も検出された。SaV は下水流入水か

らは検出されなかった（表 3）。 

2015/16シーズンにあたる1月～8月に

は、NoV GII.4 が集団発生、散発例、下水

から、GII.17 が集団発生、下水から多く

検出される傾向にあった。GII.2 は、11

月～12 月に集団発生・散発例・下水の全

てから最も多く検出された。 

3. 検出された NoV 及び SaV の比較 

検出された NoV 及び SaV の塩基配列を

用いた系統樹を図 1～3 に示す。NoV GI

については、集団発生事例と下水から検

出された株のうち、4月の下水と 5月の集

団発生事例から検出されたGI.3株が互い

に近縁であった（相同性 100%）。NoV GII

については、検出された GII.4 株の亜型

は、患者と下水ともに Sydney_2012 亜型

（Sydney/NSW0514/2012/AU と近縁）が主

流であった。特に 1 月と 3 月の小児散発

例、4 月と 6 月の集団発生事例、7 月の下

水から検出された株が互いに近縁であっ

た（相同性 99.7～100％）。集団発生事例

6 事例から検出された GII.17 株はいずれ

も、2014/15 シーズンに国内で検出され

た Kawasaki308/2015/JP 株に近縁であっ

た。SaV については、散発例から検出さ

れた GII.1 株のうち、6 月から 12 月に検

出された 3 株が互いに近縁であった（相
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同性 99.7～100％）。 

4. メタゲノム解析による下水からの

NoV・SaV の検出 

各検体のメタゲノム解析により検出さ

れた NoV 及び SaV のリード数を、推定遺

伝子型及び遺伝子群別に表 4 に示す。3

年間の 36 検体のうち、25 検体から NoV

の配列（最大 107 リード）が、24 検体か

ら SaV の配列（最大 57 リード）が検出さ

れた。 

NoV は GI、GII、GIV の 3 つの遺伝子群

に分けられ、GI と GII はさらにそれぞれ

8 種類と 10 種類の遺伝子型に分けられた。

得られたリードが多い順に、GIではGI.6、

GI.4、GII では GII.4、GII.14 であり、常

法で最も多く検出された GI.4、GII.4 と

概ね一致していた。SaV は、常法では GI

のみが検出されたのに対し、メタゲノム

解析では GI、GII、GIV、GV の 4 つの遺伝

子群が得られ、GI のリード数が最も多か

った（図 4）。 

メタゲノム解析により、常法では検出

されなかったNoVの遺伝子型（GI.8、GI.9、

GII.6、GII.7、GII.13、GII.16、GII.22、

GIV）及び SaV の遺伝子群（GII、GIV、GV）

が得られた一方、常法では各 1 検体より

検出された NoV GI.2、GII.17 については

メタゲノム解析では検出されなかった

（図 4）。NoV GI については、2011 年は常

法で検出された GI.2、GI.4 がメタゲノム

法では検出されなかった（表 4-A）。また、

2012年においては、常法ではGI.1、GI.3、

GI.4、GI.6 が検出されたのに対し、メタ

ゲノム解析ではGIのリードは検出されな

かった（表 4-B）。 

 

D. 考察 

2015/16シーズンにあたる1月～8月に

は NoV GII.4 が小児散発例、集団事例、

下水から検出されており、2015 年までと

同様にこの型が流行していたと考えられ

た。GII.4 の亜型は 2015 年に引き続き

Sydney_2012 亜型が中心であったと考え

られた。NoV GII.17 は特に 3 月に集団発

生事例から最も多く検出され、この傾向

は 3 月～5 月に集団発生から GII.17 が検

出された 2015 年と同様であった。GII.17

の 検 出 株 は 2015 年 と 同 様 に

Kawasaki308/2015/JP 近縁株が最も多く、

2014/15 シーズンと 2015/16 シーズンと

もにこのタイプが県内における流行の中

心であったと推定された。2016/17 シーズ

ンにあたる11月～12月はGII.2が集団発

生、散発例、下水の全てにおいて検出数

が最も多かったことから、この期間は

GII.2 が流行の中心であったと考えられ

た。 

NoV GI については、集団発生事例と下

水から遺伝子型 GI.3、GI.4、GI.6 が共通

して検出された。例年 NoV GI は下水から

は高い頻度で検出されるものの、患者か

らの検出数は少ない傾向にあった。本研

究おいて、複数の遺伝子型が患者と下水

の両方から検出されたことにより、下水

から検出される NoV GI の遺伝子型が患者

の発生と関連していることが改めて示唆

された。 

集団発生事例と小児散発例の患者から

検出された NoV の遺伝子型は、GII.6 を除

いて下水からも検出された。また、一部

の遺伝子型においては、患者と下水から

近縁な株が検出された。このことから、
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下水中には NoV の患者発生状況が反映さ

れていると考えられる。 

SaV については、散発例から検出された

株はいずれも GI.1 であり、この遺伝子型

が小児で流行していたと考えられた。 

下水中の NoV 及び SaV の遺伝子群及び

遺伝子型の検出法としてメタゲノム法を

検討した。その結果、多数を占める遺伝

子型のみ検出されると考えられる常法と

比較して、より多くの種類の遺伝子型が

検出された。NoV GI、GII、SaV それぞれ

においてメタゲノム解析により最も多く

リードが得られた遺伝子群、遺伝子型は、

概ね常法で検出率の高い遺伝子群、遺伝

子型に対応しており、検体中のウイルス

量が常法及びメタゲノム解析の結果に反

映されていると考えられた。これに加え

て、メタゲノム解析では、常法では検出

されなかった遺伝子群及び遺伝子型の配

列も検出された。これより、メタゲノム

解析は下水検体に含まれる複数種類の

NoV、SaV を幅広く検出するには有用であ

ると考えられた。さらに、メタゲノム解

析でのみ検出されたNoV GIVと SaV GVは、

常法で用いるプライマーの結合部位に塩

基配列のミスマッチが存在しており、PCR

法で検出されにくい可能性があることか

ら、従来の検出法で検出感度が低い遺伝

子型の検出においても、プライマーに依

存しないメタゲノム解析は有用であると

考えられた。 

その一方で、NoV GI については、常法

よりも検出率が低い場合があった。この

原因として、検査対象とした下水検体で

は NoV GI のウイルス量が NoV GII や SaV

と比較して少なく、メタゲノム解析にお

ける検出率が低くなった可能性が考えら

れる。このように、検体中の存在比が低

いと考えられる特定のウイルスを検出す

る場合には、特異的プライマーを用いた

ダイレクトシークエンス法や、NGS を用い

たディープシークエンス法の併用も考慮

する必要があると考えられた。 
 

E. 結論 

2016 年のノロウイルスは、2015/16 シ

ーズンにあたる 1月～8 月には、例年流行

している GII.4 のほか、2015 年と同様に

集団発生を中心にGII.17の流行がみられ

た。GII.4 の亜型は Sydney 2012 が主流で

あった。2016/17 シーズンにあたる 11 月

～12 月には、患者及び下水からの検出株

は GII.2 が主流であった。 

メタゲノム解析により下水流入水から

NoV 及び SaV のリードを検出し、遺伝子群

及び遺伝子型の推定を行ったところ、常

法で検出された多数を占める遺伝子以外

の遺伝子群、遺伝子型も検出できた。常

法では検出されにくい可能性がある遺伝

子型も検出された一方で、常法よりも検

出率が低い場合もあった。メタゲノム解

析は、下水検体に含まれる複数種類の NoV、

SaV を幅広く検出するには有用であった。 
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表 1．集団発生事例からのノロウイルス及びサポウイルス検出状況 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 計

GI.3 1 1

GI.4 1b 1

GI.6 1 1

GII.2 2 3 5

GII.3 1 1

GII.4 2 1 1 1 5

GII.6 1a 1 2

GII.17 4 1a 1b 6

合計 2 1 4 2 2 3 0 0 2 0 3 3 22

ウイルス
2016年

NoV

 
（数値：のべ事例数） 

a,b：それぞれ同一事例 

 

表 2．小児散発例からのノロウイルス及びサポウイルス検出状況 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 計

GII.2 2 2
GII.3 1 1 2
GII.4 1 1 1 3

SaV GI.1 1 1 1 1 4

合計 2 0 1 1 1 2 0 0 0 0 1 3 11

NoV

ウイルス
2016年

 
 

表 3．下水流入水におけるノロウイルス及びサポウイルス検出状況 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 計

GI.2 1
GI.3 2
GI.4 1
GI.6 3
GII.2 1
GII.3 1
GII.4 3
GII.17 3

ウイルス
2016年

NoV

 
サポウイルスは非検出 
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図 1．ノロウイルス GI の系統樹 

Case10(3)May/2016(2016-383-385)
NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Nov(B1,T1)/2016
NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Mar(2)/2016

NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Jan(1,2)/2016
GI.6 AF093797BS5/98/GE

GI.5 AJ277614Musgrove/89/UK
NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Feb(1,2)/2016
GI.2 L07418Southampton/91/UK

GI.1 M87661Norwalk/68/US
GI.4 AB042808Chiba407/87/JP

Case14(1)Sep/2016(2016-461)
NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Jun(B1,B2)/2016

GI.7 AJ277609Winchester/94/UK
GI.9 HQ637267 Vancouver730/2004/CA

GI.8 AF538679Boxer/01/US
Case11(2)May/2016(2016-388/389)
NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Apr(1)/2016

NoVGI/Sewage/Toyama/Fu-Jun(T2)/2016
GI.3 U04469DesertShieldDSV395/90/US

OutGroup GV NC008311MNV-1

99

100

87

100

100

99

100

50

97

62

57

45

40

42

19

39

20

0.05

GI.6

GI.2

GI.4

GI.3

  

太字のうち斜体は下水流入水から、それ以外は患者から検出されたウイルスを示す。そ

の他は参考株（型別 accession no./株名）を示す。 

 

図 2．ノロウイルス GII の系統樹 
Case2(1)Jan/2016(2016-30-34)
Case3(6)Feb/2016(2016-187/188/204-207)
Case1(1)Jan/2016(2016-48)
185/Mar/2016
Sydney 2012 JX459908Hu/GII.4/Sydney/NSW0514/2012/AU
NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Jan(1,2)/2016
042/Jan/2016
382/May/2016
Case13(1)Jun/2016(2016-401)
Case8(3)Apr/2016(2016-361-363)
NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Jul(B1,B2,T1)/2016

NewOrleans 2009 GU445325Hu/GII.4/NewOrleans1805/2009/USA
Yerseke 2006a EF126963Hu/GII.4/Yerseke38/2006/NL

Asia 2003 AB220921Hu/Chiba/04-1050/2005/JP
Hunter 2004 AY883096Hu/GII.4/2004/NL

Farmington Hills 2002 AY485642NLV/GII/Langen1061/2002/DE
US95 96 AJ004864
Den Haag 2006b EF126965Hu/GII.4/DenHaag89/2006/NL
GII.4 X76716Bristol/93/UK

NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Feb(1,2)/2016
GII.20 EU373815Luckenwalde591/2002/DE

NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Jun(B1,B2,T1)/2016
GII.3 U02030 Tront
344/Apr/2016

421/Jun/2016
Case9(2)Apr/2016(2016-355/359)

GII.14 AY130761M7/99/US
Case12(2)Jun/2016(2016-395/397)
GII.6 AJ277620Seacroft/90/UK

Case17(10)Nov/2016(2016-521/538-540/542-545/548)
GII.22 AB083780YURI/JP

GII.8 AF195848 Amsterdam
GII.9 AY038599 VA97207/97

GII.11 AB074893 SwNoV/Sw918/97/JP
GII.19 AY823306SwNoV/OHQW170/2003/US

GII.18 AY823304SwNoV/OHQW101/2003/US
Case6(2)Mar/2016(2016-243/312)
GII.17 LC037415 Kawasaki308/2015/JP
Case5(1)Mar/2016(2016-238)
Case4(5)Mar/2016(2016-232-235/237)
Case14(1)Sep/2016(2016-472)
Case12(1)Jun/2016(2016-398)
Case7(8)Mar/2016(2016-260-263/271-273/305)
GII.17 AB983218 Kawasaki323/2014/JP

NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Mar(1,2F)2016
GII.17 AY502009CSE1/2002/US
NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Mar(1,2R)/2016

GII.13 AY113106Fayetteville/1998/US
GII.12 AJ277618Wortley/90/UK

GII.1 U07611Hawaii/71/US
GII.16 AY502010Tiffin/1999/US

GII.5 AJ277607Hillingdon/90/UK
GII.10 AF427118 Erfurt/546/00/DE
GII.2 X81879Melksham/89/UK
NoVGII/Sewage/Toyama/Fu-Dec(B1,T1,T2)/2016
Case20(2)Dec/2016(2016-596/597)
560/Dec/2016
583/Dec/2016
Case15(3)Nov/2016(2016-507/508/510)
Case16(2)Nov/2016(2016-519/520)

GII.21 AY675554IF1998/2003/IR
GII.7 AJ277608Leeds/90/UK

GII.15 AY130762J23/1999/US
OutGroup GV NC008311MNV-1

70

48

61

41

75

99

97

66

42

99

99

91
79

60

53

99

88

82

46
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78

37

43

23

39

16

11

67

14

1
34

1

2

2

2

7
23

17

33
26

34

44

35

99

37
43

65

10

34

24

26

58

0.05

GII.4

GII.3

GII.6

GII.17

GII.2

Sydney_
2012
variant

 
株名については図 1 と同じ。GII.4 参考株については（亜型 accession no./株名）で示

す。 
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図 3．サポウイルスの系統樹 

501/Nov/2016 SV
547/Dec/2016 SV
420/Jun/2016 SV
GI.1-U65427-Sapporo82
058/Jan/2016 SV

GI.1-AY237422-Mc114
GI.1-X86560-Manchester

GI.4-AJ606693-Chiba000496
GI.6-AJ606694-Chiba000764
GI.6-AB455803-Nichinan
GI.6-AB622435-Tokyo08-2439

GI.5-AB253740-Yokote1
GI.5-DQ366345-Ehime643

GI.2-U73124-Parkville
GI.2-U95644-Houston90

GI.2-AF294739-Potsdam
GI.3-AF194182-Stockholm
GI.7-AB258428-Ehime04-1680
GI.7-AB522390-D1714

GIV-DQ125333-SW278
GIV-DQ058829-Ehime1107

GIV-DQ104357-Syd3
GV-AY289803-Arg39

GV-AY646856-NK24
GII.7-AB630067-20072248

GII.6-AY646855-SK15
GII.1-AY237419-Mc2
GII.2-AF435812-Mex340
GII.5-AY289804-Cruise ship

GII.4-AB429084-Kumamoto6
GII.3-AY603425-C12

GII.3-DQ104360-Syd53
GIII-AF182760-TC PEC-Cowden

100

100

83

58

33

31

41
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100

98
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100

91
100
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100

87

47
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株名については図 1 と同じ。 

 

表 4．下水流入水からメタゲノム解析により得られたノロウイルス及びサポウイルスの

リード数 

A.2011 年 

月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月
総リード数 2,360,642 3,076,464 2,524,770 4,103,576 2,941,728 2,868,358 2,409,804 2,441,216 3,069,784 2,651,710 2,260,094 2,575,002
Norovirus リード数 20 16 21 24 14 4 1 0 2 0 10 3
Sapovirus リード数 8 9 6 22 38 50 0 0 0 0 2 1

NoV GI GI.1 2 2
GI.2
GI.4
GI.7 10 2 1
GI.8 2
GI.9 1
GI不明 2 2

NoV GII GII.2 4 3 4
GII.3 3 3 1 2
GII.4 18 5 4 4 4 2 2
GII.6 2
GII.7 1
GII.12 2 2 1 4
GII.13 2
GII.14 2 3 2
GII.16 1

NoV GIV 10

SaV GI 2 6 2 14 33
SaV GII 2 3 4 4 6 2
SaV GIV 2 14 6 4 1
SaV GV 4 2 12 11 2  

網掛けで示した遺伝子型または遺伝子群：常法で得られた遺伝子型または遺伝子群 
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B.2012 年 

月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月
総リード数 1,001,086 1,342,590 1,803,852 1,185,640 1,353,902 1,804,918 1,497,468 4,050,046 1,242,226 1,544,364 2,070,858 1,774,586
Norovirus リード数 2 4 17 0 2 0 0 0 0 0 2 4
Sapovirus リード数 0 6 0 10 2 0 2 0 0 0 2 0

NoV GI GI.1
GI.3
GI.4
GI.6

NoV GII GII.2 4
GII.3 2
GII.4 2 2 4 2 2
GII.12
GII.14 13
GII.17

SaV GI 6 10 2
SaV GII 2
SaV GIV 2  

 

C.2013 年 

月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月
総リード数 4,172,478 3,982,550 3,798,780 5,670,066 3,847,610 3,360,356 3,725,864 4,630,814 3,286,584 4,115,612 3,703,622 4,216,554
Norovirus リード数 45 3 36 23 22 12 0 2 0 0 6 107
Sapovirus リード数 19 19 25 56 16 2 22 0 4 1 2 33

NoV GI GI.3 1 2
GI.4 2 16 1 2
GI.6 1 3 19
GI不明 1 1

NoV GII GII.2 4 2
GII.4 37 2 18 17 8 50
GII.6 2 2 32
GII.7 4
GII.12 2
GII.14 2 6 4 10 2
GII.22 2
GII不明 1

SaV GI 18 19 24 43 14 6 4 1 2 33
SaV GII 1 2 3
SaV GIV 1 13 13
SaV GV 2  

 
図 4．メタゲノム法と常法におけるノロウイルス、サポウイルスの遺伝子群・遺伝子型別検
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「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 低温加熱によるノロウイルスの不活化  

 

 研究分担者 

研究協力者 

研究協力者 

上間 匡 

小菅 大嗣 

野田 衛 

国立医薬品食品衛生研究所 

麻布大学 環境保健学研究科 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

ノロウイルス(NoV)による食中毒の予防には，本ウイルスに対する不活化法

を確立することが重要である。本研究では，汚染物質存在下での低温加熱に

よる不活化の条件を明らかにすることを目的とした。NoV GI，GII，ネコカリ

シウイルス(FCV)およびコクサッキーウイルス B 群 5 型(CB5)を 10% Beef 

extract 加 PBS(-)溶液で希釈したものを 35℃～60℃の各温度で，1 時間～一

夜加熱を行い，感染価および遺伝子定量値の測定によって評価した。感染価

は FCV で，45℃一夜，50℃ 6 時間，55℃ 2 時間，60℃ 1 時間，CB5 で，55℃ 

一夜，60℃ 1 時間の条件で検出限界以下となった。感染性推定法による NoV

の遺伝子定量値は FCV や CB5 の定量値と類似した動きを示したことから，NoV

も概ね同様に不活化されているものと推定された。そのため，60℃の場合 1

時間の加熱でノロウイルスが不活化されているものと考えられた。低温加熱

はウイルスの簡便な不活化法として有用と考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス(NoV)の食中毒を予防す

るためには，NoV に汚染した食品あるいは

糞便や嘔吐物によって汚染した環境中の

NoV を不活化することが重要であり，その

不活化法として加熱は有効な手段である。

NoV 汚染のおそれのある二枚貝などの食

品の場合は中心部温度が 85℃～90℃ 90

秒以上，調理器具等の消毒には，85℃ 1

分以上の加熱が推奨されているが，食品

の低温調理の場合や，嘔吐物等で汚染さ

れた絨毯や布団などの大型なものは煮沸

消毒等での高温加熱による不活化が困難

である場合がある。そこで今回，NoV 不活

化に対する温度と時間の関係について把

握することを目的とし，60℃以下の低温

条件で長時間加熱することによる NoV 不

活化効果を検討した。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

ウイルスは NoV GI（5.88×105 コピー

/25μL）および NoV GII（1.75×106 コピ

ー/25μL），培養可能なネコカリシウイル
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ス F9 株(FCV)(3.16×108 TCID50/mL)およ

びコクサッキーウイルス B 群 5 型

(CB5)(4.4×107 TCID50/mL)を用いた。NoV

と培養可能なウイルスを一組として，NoV 

GI と FCV，NoV GII と CB5 の組み合わせで

ウイルス液を調製した。ウイルス液は 10% 

Beef extract加 PBS(-)14.4 mLにウイル

スの保存液を各 300μL 添加した後に，

0.5mL チューブに 350μL ずつ分注して，

試験時まで-80℃で凍結保存した。 

2. 加熱方法 

加熱は恒温水槽を用いて行った。各温

度（35℃，40℃，45℃，50℃，55℃，60℃）

で一定時間（0 時間(対照)，1 時間，2 時

間，4 時間，6 時間，一夜(23 時間)）加温

後，定量試験時まで-80℃で保存した。 

3. 感染価定量 

 加熱したウイルス液 50μL を 2% FCS 加

DMEM 450μL にて 10 倍希釈し，さらに 10-8

まで階段希釈した。96 穴プレートに FCV

用に CRFK 細胞または CB5用に HEp-2 細胞

を播種し，そこへ希釈液 100μL ずつ 4ウ

ェルに接種し 37℃ 5% CO2条件で 4～5 日

程度培養後，細胞変性効果(CPE)を指標と

して 50% 感染終末点法(TCID50/mL)で感染

価を定量した。 

4. 遺伝子定量 

感染性推定遺伝子検査法（推定法）と

従来法で評価した。推定法は加熱したウ

イルス液 70μL を RNase による消化を 60

分間行い，Roche High Pure Viral RNA Kit

にて核酸抽出後，Oligo d(T)プライマー

で逆転写反応を行った。従来法は，加熱

ウイルス液70μLを RNase処理を行わず，

逆転写にはランダムプライマーを用いた。 

得られたcDNAからリアルタイムPCRにて

ウイルスゲノムコピー数/2.5μL を定量

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. 感染価定量 

 対照(0 時間)と比較して FCV は，45℃ 

一夜，50℃ 6 時間，55℃ 2 時間，60℃ 1

時間で感染価が検出限界以下となり，

50℃ 1 時間～4 時間，55℃ 1 時間では概

ね 3 log10 程度の感染価減少がみられた

(図 1）。CB5 では 55℃ 一夜，60℃ 1 時間

で感染価が検出限界以下となり，55℃ 6

時間では 3.37 log10 の感染価減少がみら

れた(図 3)。 

2. 遺伝子定量 

対照（0時間）の定量値と比較して，推

定法では，FCVで50℃ 一夜で1.08 log10，

55℃ 一夜で 1.55 log10，60℃では 1.86 

log10の遺伝子量の減少がみられた(図1)。

CB5 では 55℃ 一夜で 4.01 log10，60℃ 1

時間で 3.11 log10，2 時間～一夜で 4 log10

程度の遺伝子量の減少がみられた(図 3)。

NoV GI は 55℃ 一夜で 1.53 log10の遺伝

子量の減少がみられ，一夜で検出限界以

下となった(図 4)。NoV GII は 50℃，55℃

の一夜 加熱で 1 log10程度，60℃ 一夜で

2 log10 の遺伝子量の減少がみられた(図

2)。 

従来法では FCV と NoV GII では遺伝子

量の大きな減少はみられなかった。CB5

では55℃ 一夜，60℃ 2時間で1.8 log10，

60℃ 一夜で 2 log10 の遺伝子の減少がみ
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られ，NoV GI では 60℃ 一夜で 1.17 log10

の遺伝子量の減少がみられた。 

FCV と CB5 の遺伝子定量において推定

法と従来法を比較すると，推定法は従来

法より感染価の減少を反映した。また，

遺伝子量の減少曲線は，FCV と NoV GII，

CB5 と NoV GI が類似した動きを示した。 

 

D. 考察 

FCV および CB5 の遺伝子量と感染価定

量の結果と，NoV GI，GII の遺伝子量の定

量結果の関係を比較すると，FCV と NoV 

GII，CB5 と NoV GI の遺伝子量減少が同様

な動きを示していることから，FCV または

CB5 の感染価と同様に NoV においても感

染性が失われている可能性が考えられた。 

FCV と CB5 の感染価を比較すると，55℃

の加熱で FCV は 2 時間で検出限界以下と

なったが，CB5 では検出限界以下まで一夜

を要した。50℃の加熱によって FCV は一

夜で検出限界以下となったが，CB5 の一夜

では 2.5 log10程度の減少にとどまり，CB5

は FCV（F9 株）より温度抵抗性が強い傾

向にあった。そのため NoV の加熱による

不活化に関して安全性を担保する場合，

CB5 を用いた評価を行うことが望ましい

と考えられた。 

以上のことから CB5 の感染価が検出限

界以下に減少した 55℃ 一夜加熱および

60℃ 1 時間以上の加熱で NoV GI，GII が

不活化できる可能性が示唆された。また

50℃の加熱では CB5 の感染価減少は一夜

で 2.5 log10の減少にとどまったことから，

十分な不活化効果は期待できないことが

示唆された。 

NoV によって汚染された絨毯や布団等

の大型で，煮沸消毒等の高温での加熱が

困難な物に対するウイルスの不活化につ

いて，電気毛布，布団乾燥機等の加熱用

電気機器を活用できる可能性が考えられ

た。 

2016年のEttayebiらのNoVの培養に成

功した論文では，60℃ 15 分の加熱で NoV

の不活化が可能であったと報告されてい

る。一方，加熱による不活化は一般に有

機物存在下ではウイルスに対する保護作

業が認められ，清浄環境と比較して不活

化はされにくいとされている。そのため，

本試験では汚染環境を想定し，ウイルス

液に 10%Beef extract を添加した環境で

不活化試験を実施したが、上記報告のよ

うにより短時間でもウイルスが不活化さ

れる可能性がある。本試験では 1 時間よ

り短い時間では検討していないことから，

今後検討が必要である。 

 

E. 結論 

FCV は，45℃ 一夜，50℃ 6 時間，55℃ 

2 時間，60℃ 1 時間で感染価が検出限界

以下となり，CB5 では 55℃ 一夜，60℃ 1

時間で感染価が検出限界以下となった。

遺伝子定量の減少値が FCV と GII，CB5 と

GI で似た傾向を示したことから，55℃ 一

夜，60℃ 1 時間で NoV も不活化できる可

能性が示唆された。NoV の不活化に低温長

時間加熱は有効である可能性が示唆され

た。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 
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研究分担報告 

 

 ノロウイルスの不活化に関する研究  

 

 研究分担者 

研究協力者 

研究協力者 

上間 匡 

永田 文宏 

野田 衛 
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国立医薬品食品衛生研究所 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

現場に応じた各種のノロウイルス(NoV)の不活化法を確立することを目的と

して、消毒剤（各種の電解水およびファインバブル(FB)）およびペットシーツ

を用いた加熱方法を検討した。 

NoV の代替としてネコカリシウイルス(FCV)とマウスノロウイルス(MNV)の系

を用いて、電解水（微酸性、弱酸性、アルカリ性）および FB の不活化効果を

検討した。FCV ではいずれの電解水も不活化効果が認められたが、FB 単独では

不活化効果は認められず、FB と弱酸性電解水の組み合わせによる相乗効果も認

められなかった。一方、MNV では FB と酸性電解水の併用が最も不活化効果が高

く、次いで、酸性電解水であった。両ウイルスの結果が乖離したこともあり、

さらなる検討が必要である。 

市販のペットシーツに温水を含ませた場合に、どれくらい温度が保持される

かを検討した。その結果、卓上、床であれば、本法によるウイルスの不活化は

期待できるが、カーペットでは十分な効果は期待できない結果であった。ペッ

トシーツ中心部と比較して、端では高温の持続は難しく、汚染範囲が広い場合

にはペットシーツの敷き方に注意が必要である。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス(NoV)の食中毒を予防す

るためには，NoV に汚染した食品あるいは

糞便や嘔吐物によって汚染した環境中の

NoV を不活化することが重要である。 

電解水は、食塩や塩酸等を電気分解す

ることによって得られる水溶液であり、

食品の洗浄・殺菌等に用いられている。

電解水には、原水や生成方法の違いによ

り強酸性、弱酸性、微酸性、強アルカリ

性などの電解水がある。このうち酸性の

電解水は殺菌料として食品添加物として

認可されている。一方、ファインバブル

（FB）とは、水中で発生する気泡のうち

発生時の直径が 100µm 以下の微細な気泡

のことで、従来マイクロバブルやナノバ

ブルと呼ばれていたものが統一された。

直径が 1µm 以下のものは、特に、ウルト
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ラファインバブルと呼ばれており、有害

物質の分解除去技術や殺菌技術の一つと

して注目されている。本研究では、不活

化試験で NoV の代替としてよく用いられ

ている、ネコカリシウイルス(FCV)とマウ

スノロウイルス(MNV)の系を用いて、各種

の電解水および FB 水について、不活化効

果を検討した。 

一方、おう吐物の汚染があった床等の

環境の NoV の汚染除去方法として、ペッ

トシーツに熱湯をかけ、レジャーシート

とタオル 2 枚で上から覆い保温すること

により、ノロウイルスの不活化が可能で

あるという報告がある。そこで、市販の

ペットシーツを用いた場合に、どれくら

い温度を保持することが可能なのかを検

討した。 

 

B. 研究方法 

1. 電解水および FB による不活化 

試験には FCV F9 株とネコの腎臓由来

の CRFK 細胞、MNV とマウスのマクロファ

ージ由来のRAW細胞を用いた。被検液は、

供与された微酸性電解水、弱酸性電解水、

アルカリ性電解水、弱酸性電解水に FB を

含ませたもの（FB+弱酸性電解水）、水道

水にFBを含ませたもの5種類と対照とし

て PBS(-)を用いた。 

ウイルス液と被検液を 1：9の割合で混

合後、3分間反応させ、10 倍段階希釈し、

あらかじめ用意しておいた細胞に接種し、

37℃で数日間（～6日程度）培養・観察を

行い、50%感染終末点法(TCID50)で感染価

を求めた。 

 

2. ペットシーツの保温試験 

ペットシーツ（レギュラーサイズ：44×

32cm）、熱湯（1.5L）、アルミホイル、温

度ロガーを用い、卓上（実験台）、床（実

験室＝リノリウム）、タイルカーペットの

上で実施した。 

 ペットシーツの下に温度ロガーを中心

と端の 2 か所設置し、熱湯をかけた後、

アルミホイルで保温し、1分間隔で温度を

計測、記録した。 

 

(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. 電解水および FB による不活化 

FCV では、微酸性電解水で 3log、弱酸

性電解水・アルカリ性電解水および FB+

弱酸性電解水で4log程度感染価が低下し

た。（図 1）一方、MNV では、微酸性電解

水で 1log、弱酸性電解水で 3log、FB+弱

酸性電解水で4log程度感染価が低下した。

（図 2） 

 

2. ペットシーツの保温試験 

ペットシーツに温水を含ませた後の温

度保持時間を図 3 に示した。黄色で示し

た部分は、各温度が 1 分間以上保持され

たものを示している。床および卓上では

ある程度の温度保持が確認された。一方、

カーペットでは深部の温度を測定してい

たため、温度の上昇はほとんど認められ

なかった。そこで、カーペット表面の温

度で測定しなおしたところ、卓上や床と

同様の温度保持が確認された。 

FCV および MNV で報告されている加熱
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によるD値から算出された不活化条件（巻

末の表参照）と比較すると、1010のウイル

スの不活化に必要な 63℃、5 分あるいは

72℃、2 分の条件は概ね満たしていた。 

中心部と端部について比較すると、中

心部の温度保持が高い傾向にあった。 

 

D. 考察 

1. 電解水および FB による不活化 

 今回、各種の電解水および FB 水につい

て FCV および MNV に対する不活化効果を

検討した。電解水については、FCV では微

酸性、弱酸性およびアルカリ性電解水で

3log 以上の不活化効果が認められたが、

MNV では微酸性電解水で 1log、弱酸性電

解水で 3log の低下が認められたが、アル

カリ性電解水では不活化効果は認められ

なかった。MNV は FCV に比べて、pH 安定

性が高いと報告されており、反応時間が 3

分間と短いことからも、この結果は妥当

であるといえる。 

FB についは、FB+水道水では FCV および

MNV で不活化効果は観察されなかったこ

とから、FB 自体によるウイルス不活化効

果は期待できないものと思われた。一方、

FB+弱酸性電解水では、弱酸性電解水と概

ね同等の不活化効果を示したが、この不

活化効果は、弱酸性電解水によるものと

思われる。なお、FCV は弱酸性電解水単独

と同程度であったが、MNV では若干、FB

を含むものの不活化効果が高く、FB と微

酸性電解水の併用により相乗/相加効果

が生じる可能性は否定できない。一方、

今回の実験において、出荷時の被検液に

含まれるFBの数は一定量以上入っている

ことがメーカーによって確認されている

が、試験時の FB の数を計ることができな

いため、FB の効果がないとは言い切れな

い状況である。それらのことを含めて、

今後詳細に検討する必要がある。 

また、以上のように、被検液の FCV や

MNV に対する不活化効果は必ずしも同じ

ではなかったことから、消毒剤等の不活

化効果の判定には複数のウイルスを用い

て評価を行う必要がある。 

 

2. ペットシーツの保温試験 

おう吐物の汚染があった床等の環境の

NoV の汚染除去方法として、ペットシーツ

に熱湯をかけ、レジャーシートとタオル 2

枚で上から覆い保温することにより、ノ

ロウイルスの不活化が可能であるという

報告があることから、同様の試験を実施

し、温度変化等について検証した。ノロ

ウイルスの加熱による不活化に関しては、

従来はボランティアの感染実験により、

60℃、30 分で完全には不活化されないと

報告されていたが、2016 年に発表された

ヒト腸管エンテロイドによるノロウイル

スの培養に成功した論文では 60℃、15 分

で不活化されたと報告されている。ウイ

ルスの不活化はウイルスが存在する環境

（有機物の有無等）やウイルス汚染量等

により変化するため、上記のデータは必

ずしも直接比較できるものではない。一

方、FCV や MNV については D値（ウイルス

量を 1/10 に減少させるのに必要な時間）

が報告されており、参考に巻末に示した。

そのデータに基づくと、1010のウイルスを

1 に減少させるためには 56℃で 35 分

(MNV)から 68 分(FCV)、63℃で 5 分、72℃

で 2 分が必要となる。我々の FCV を用い
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た汚染環境(10%Beef extract 加 PBS(-))

における不活化実験では、75℃、2分、70℃、

3 分で不活化できている。今回のペットシ

ーツに熱湯を加えた場合の温度の保持時

間は、卓上や床のように表面が平滑な環

境では概ね上記の不活化条件を満たして

おり、汚染量を低減させる手段としては

利用可能であると考えられた。一方、カ

ーペット（絨毯）については、表面では

不活化が期待できる温度が保持されたが、

深部では 60℃以上の温度には多くの場合

達することはなかった。そのため、カー

ペット等の表面に凹凸を持つものに対し

ては、本方法の適応は困難であると思わ

れた。 

また、ペットシーツの中心部と端の部

分では端の部分の温度低下が早い傾向に

あった。汚染が広範囲に及ぶ際には、そ

のことを考慮した上で、シーツの覆う場

所を変えて複数回処理を行うなどの対応

が必要と思われた。 

 

E. 結論 

FCV においては、電解水の pH による不

活化効果が認められたが、FB の有無によ

る有意な差は認められなかった。MNV にお

いては、FB 酸性で最も高い不活化効果が

認められたが、さらなる検討が必要であ

る。代替ウイルスによって、pH 安定性が

異なるため、両方のウイルスを用いて評

価試験を実施することが望ましい。今回

の結果では、電解水と FB の明らかな相乗

効果は認められなかった。 

ペットシーツに熱湯を加えて加熱する

方法は、床や卓上などの表面が平滑な環

境では汚染したノロウイルスの不活化が

期待できる。ただし、カーペット（絨毯）

などの表面に凹凸があるものは不活化効

果は期待できない。また、ペットシーツ

の端では高温の持続は難しいため、広範

囲にペットシーツを敷き詰める際は注意

が必要である。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表：なし 

2. 学会発表：なし 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 
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図 1：各種消毒剤等による FCV の不活化 

 

 

図 2：各種消毒剤等による MNV の不活化 
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図 3：ペットシートに熱湯を加えた後の加熱の持続時間（卓上、床、カーペット深部） 

 

 

図 4：ペットシートに熱湯を加えた後の加熱の持続時間（カーペット表面） 
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（参考） 表 FCV および MNV の各種ウイルス量における不活化に必要な時間 

加熱 

温度 

供試 

ウイルス 
D 値 

各ウイルス量(log10)を 1 に減少させるのに必要な時間(分) 

3 4 5 6 7 8 9 10

56℃ 
FCV 6.715 21.0 27.0 34.0 41.0 48.0 54.0 61.0 68.0 

MNV 3.473 11.0 14.0 18.0 21.0 25.0 28.0 32.0 35.0 

63℃ 
FCV 0.406 2.0 2.0 3.0 3.0 3.0 4.0 4.0 5.0 

MNV 0.435 2.0 2.0 3.0 3.0 4.0 4.0 4.0 5.0 

72℃ 
FCV 0.118 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 

MNV 0.166 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

文献（Cannon JL, et al.:J Food Prot. 69:2761-2765(2006)）の D 値を基に作成 
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「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究分担報告 
 
 ウイルス不活性化評価ガイドライン策定に向けた 

ヒトノロウイルス(hNoV)代替法の検討 
 

 
 研究分担者 

 
髙木 弘隆 
 

国立感染症研究所 
バイオセーフティ管理室 

 

 
 研究要旨 

 hNoV を中心とした食品媒介性下痢症の感染・拡大の制御における有用手段

として化学的除染が期待されるが、hNoV を用いた培養系評価が困難であり、

評価方法も統一されていないことから代替ウイルスでの結果も比較ができて

いない。これを踏まえ評価ガイドラインの策定を目指し、供試候補

non-envelope virus を用いてエタノール製剤や NaClO、酸化剤などによる不活

性化効果比較を行った。製剤の有効成分濃度、組成などでウイルス間・ウイ

ルス株間で不活性化効果に顕著な差が認められ、一部の結果のみならず、総

合的な評価による実効性・使用場面の判断が必要であることが示唆された。 

 

 
A. 研究目的 
 食品媒介あるいは介在を起因と下痢症

ウイルス感染及びその拡大防止は社会的

ダメージが深刻であり、より汎用的かつ

実効性の高い手法が渇望されている。こ

れには「推定されうる要因物質・汚染箇

所の迅速・局所的除染」が効果的であり、

その一手段として化学的除染、いわゆる

化学製剤を用いた除染が挙げられ、その

一端は予防にも繋がる可能性がある。し

かしながら対象ウイルスの対環境耐性等

の性質を鑑みると容易ではなく、使用可

能な製剤はかなり限定されている。また

hNoV についてはある程度培養が可能に

なっているが、操作性・コストの面で汎

用性は低く、巷にある多くの製剤を検証

するには非常に困難である。 
 加えて現在これら製剤に関する評価系

のガイドラインは国内に存在せず、諸外

国のガイドラインを参照して、企業単位

で検証結果を提示する場合が多く、デー

タの比較も非常に困難な状況にある。 
 こうした状況を踏まえ、現場において

実際の除染・感染制御における適切な手

法選択が可能となるよう、その科学的根

拠となる評価方法の適正化を図るべく、

評価ガイドラインの策定を目指すことと

した。今回は hNoV 代替法として、代替

ウイルスの選定とその特性について検証

した。 
 
B. 研究方法 
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1. 供試材料 
a) ウイルス 
①FCV* F9 株(ATCC VR-782) 
②FCV ym3 株(臨床分離株、化学剤抵抗性) 
③MNV** S7-PP3 株(日大・遠矢氏供与)  
④Enterovirus type71(EV71)； Shiga1095 株 
⑤human poliovirus type-sabin I(hPoV-I) 
→④⑤はウイルス二部・清水氏より供与 
*feline calicivirus **murine norovirus 
 
b) 使用培養細胞 
①CRFK 細胞(JCRB9035) 
②RAW264.7 細胞(ATCC TIB-71) 
③VERO 細胞(ATCC CCL-81) 
④HEp2 細胞(ATCC CCL-23) 
①は FCV、②は MNV、③は EV71、④は

hPoV の各培養用として使用した。 
 
c)使用培地 
①2~5%FBS_EMEM 
②5%FBS_DMEM(high-glucose) 
①は CRFK、VERO、HEp2 用、②は RAW
用 
 
2. 方法 1) エタノール製剤による供試 
ウイルス不活性化の比較検討 
 自家調整エタノールは終濃度が 50～
80%となるよう溶液を調製する。市販局方

消毒用エタノール(消毒用エタノール IP；
健栄製薬)は原液のまま使用した。エタノ

ール(Et)溶液と供試ウイルスの混合比を

9:1 とし、マイクロチューブ内にて混合し

た。反応後 15～最長 300 秒まで経時的に

採取し、ただちに各培地にて 7 倍希釈し

反応を停止する。96well-microplate にて 7
倍段階希釈系(7-1～7-8)を作成し、これを予

め用意した培養細胞 96well-micro 
-plate に 50μl/well で接種した。36℃・

5%CO2にて 4～6 日間培養後、10%ホルマ

リン-PBS(-)で一晩固定し、固定液を捨て

methylene-blue にて染色後に CPE 観察に

より感染価を算出(Behrens-karber 法)した。 
 
 方法 2) 次亜塩素酸ナトリウム液に 
よる供試ウイルス不活性化の比較検討 
有効塩素 5%以上の次亜塩素酸ナトリウ

ム液より、有効塩素 200ppm(0.02%)±を滅

菌精製水にて希釈調製した ( 試験用

NaClO)。試験用 NaClO と供試ウイルスの

混合比を 9:1 として、マイクロチューブ内

にて混合した。反応後 20～180 秒まで経

時的に採取し、ただちに中和用培地液 1*
にて 7 倍希釈し反応を停止する。 
 96well-microplate にて 7 倍段階希釈系

(7-1～7-8)を作成し、これを予め用意した培

養細胞 96well-microplate に 50μl/wellで接

種した。36℃・5%CO2にて 4～6 日間培養

後、10%ホルマリン-PBS(-)で一晩固定し、

固定液を捨て methylene-blue にて染色後

に CPE 観 察 に よ り 感 染 価 を 算 出

(Behrens-karber 法)した。 
 
 方法 3) 炭酸ナトリウム、過酸化水素及

び過炭酸ナトリウムの各溶液による FCV
及び MNV 不活性化の比較検討 
 炭酸ナトリウム(Na２CO3)、過酸化水素

水(H2O2)、及び過炭酸ナトリウム(Na2CO3･

H2O2)は各々強アルカリ(pH11 以上)、酸化

剤、強アルカリ+酸化、という性質を持ち、

この 3 者を調べることにより、個々の感

受性と両者の相乗効果を図ることができ

る。代替ウイルスの代表格である FCV・
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MNV の性状を確認する上で重要なファ

クターとなり得る。 
 炭酸ナトリウム及びか炭酸ナトリウム

については各 1%溶液を、過酸化水素水に

ついては 30%原液を希釈し、0.25～2%液

を調製した。各試験液と供試ウイルスの

混合比を 4:1 とし、マイクロチューブ内に

て混合した。炭酸ナトリウム及び方炭酸

ナトリウムは反応後 2～15 分まで、過酸

化水素水反応後 5~60分まで経時的に採取

し、ただちに中和用培地液 2**にて 7 倍希

釈し反応を停止する。 
 96well-microplate にて 7 倍段階希釈系

(7-1～7-8)を作成し、これを予め用意した培

養細胞 96well-microplate に 50μl/wellで接

種した。36℃・5%CO2にて 4～6 日間培養

後、10%ホルマリン-PBS(-)で一晩固定し、

固定液を捨て methylene-blue にて染色後

に CPE 観 察 に よ り 感 染 価 を 算 出

(Behrens-karber 法)した。 
 
*中和用培地液 1： 
20mM Na2S2O3含有各使用培地 
**中和用培地液 2： 
・H2O2 用：20μg/ml Catalase 含有各使用

培地 
・炭酸Na用：重炭酸Na不含、10mM HEPES
含有各使用培地 
・過炭酸 Na 用：20μg/ml Catalase、10mM 
HEPES 含有、重炭酸 Na 不含各使用培地 
 
(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 エタノール製剤による各ウイ 
ルスの不活性化 
FCV においては 60-70%v/v で感染価減衰

が最大となり反応時間 60-120 秒以降で顕

著な減衰が認められた。これに対し局方

濃度 80%v/v±では感染価減衰が非常に弱

くなる傾向もみられた(図 1-a)、1-b))。
MNV は 50~80%v/v まで速やかな感染価

減衰を示す。EV71 では局方濃度 80%v/v
においても 3 分まで感染価減衰はほとん

ど認められず(図 2)、hPoV-I では同様の濃

度で反応時間 60秒以降に顕著な感染価減

衰が認められた(図 3)。 
 
2. 結果 2 NaClO 200±10ppm による各 
ウイルスの不活性化 
 FCV、MNV、EV71、hPoV-I はいずれも

反応 20-40 秒後に検出限界となり、4～
5log10TCID50の感染価減衰となった(表 1)。 
 
3. 結果 3  H2O2、Na2CO3、及び Na2CO3･ 
H2O2による FCV、MNV の不活性化 
 まず H2O2について、FCV-F9 と MNV-S7
の不活性化効果を比較したところ、

FCV-F9 で 2%、MNV-S7 で 0.5%の感染価

減衰の傾きがほぼ一致した。すなわち

FCV に比べ、MNV のほうが H2O2に対す

る感受性が約 4 倍高かった。また 2%濃度

では約 20 分で 4log10TCID50の感染価減衰

がみられた(図 4-a)、4-b))。 
 次に Na2CO3 及び Na2CO3･H2O2 につい

て、FCV では反応 2 分後で速やかな感染

価減衰がみられ、反応後 5-7 分には

5log10TCID50 まで感染価が減衰した (図
5-a))。MNV では Na2CO3で反応 15 分後で

も 1log10TCID50 程度の感染価減衰にとど
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まったが、Na2CO3･H2O2 においては反応後

10 分で検出限界以下となり、4log10TCID50

の感染価減衰が認められた(図 5-b))。この

際 1%Na2CO3･H2O2中の過酸化水素濃度は

0.16-0.18%で、5 時間までは安定であった。 
 
D. 考察 
 エタノール製剤については calisivirus
と enterovirus で、その感受性濃度がかな

り異なることが明らかになり、enterovirus
同士でも hPoV-I と EV71 では感染価減衰

の有無に至る相違が認められた。hPoV-I
の感染価減衰パターンは EtOH50-60%に

おける FCV-F9 と酷似するものでもあっ

た。hPoV-sabin III も 80%エタノール製剤

で同時に検証したところ、感受性が高く

反応 60秒後には検出限界に至るほどであ

った(図 3)。また non-envelope virus 対応の

エタノール製剤について、いくつかピッ

クアップ検証を行ったが、EV71 に対する

不活性化効果は様々であり、感染価減衰

はするが、実効性に関して極端に良いと

は言い難かった(図 6)。加えて雑品として

販売されている除菌用エタノール剤

(EtOH-compA; pH3.7、62.5%v/v)は FCV に

対しては速効性を示した(図 7-a))ものの、

EV71 や hPoV-I に対して不活性化効果は

全くなかった(図 7-b)、7-c))。おそらく FCV
に対しては含有成分である有機酸が主に

作用しているものと考えられ、さきの結

果と合わせて、酸性条件下でのエタノー

ル製剤のウイルス不活性化効果は成分依

存的に限定されると考える。 
 次に NaClO について、NaClO 200ppm
による除染処理はノロウイルス対策Q&A
にも推奨されており、calicivurus はもちろ

ん、今回供試した enterovirus にたいして

も即時的な不活性化を示した。更に

NaClO100ppm で行った FCV-ym3 と EV71
の不活性化試験では FCV-ym3 で顕著な

virion 残存が認められるが、EV71 では反

応 20 秒以降、ほとんど検出できなくなっ

ている(表 2)。よって「non-envelope virus
が全て塩素系に強い」のではないことが

明確に示された。FCV-ym3 の塩素抵抗性

は「次亜塩素酸水(ほとんどが電解水)」な

どでも確かめられており、今後塩素系製

剤評価をカバーする上で、やはり『感受

性差』は留意が必須である。Enterovirus
の中では human parechovirus が NaClO に

対して抵抗性を示す傾向があるため、評

価用ウイルスとしての採用も含め、目下

検証中である。またエタノール製剤と

NaClO の不活性化効果の結果より、hPoV
は他の enterovirus でも充分に代替が可能

であり、流行状況や WHO 推進の GAP3
を鑑みても、評価用として継続使用する

ことは適切でないと考える。 
 最後に H2O2、Na2CO3、及び Na2CO3･ 
H2O2 についてだが、これらは日常雑品の

成分として汎用されているが、ウイルス

に対する不活性化効果の報告例は極端に

少ない。現在では単品入手も容易であり、

NaClO と比較しても物性的に安定である

ため、今後の検証結果によっては使用場

面が増える可能性がある。しかしながら、

雑品ゆえに効能・効果は示せないという

こともあり、得られた結果をどのように

示してゆくかに課題を残すところである。

Na2CO3単体では同じ calisivirus でも FCV
と MNV で感受性が極端に異なること、

envelope-virusである influenza virusに対し
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ても不活性化効果が極端に低い(data not 
shown)こともあり、単独での使用はかな

り限定されるであろう。Na2CO3･H2O2 に

おいては相乗的な不活性化効果が MNV
で認められており、他の non-envelopoe 
virus についても同様の効果を期待し、現

在検証を進めている。 
 以上の検証より、化学製剤に対する感

受性はウイルスにより、また株により

様々であり、もちろん hNoV も同じ土俵

に上がることを踏まえても、各種ウイル

スを用いた総合的な評価が望まれること

は必定である。 
  
E. 結論 
 今回「ウイルス不活性化評価ガイドラ

イン」策定の検証において、基本的な製

剤であるエタノール、NaClO に対し、供

試ウイルス間・ウイルス株間で不活性化

効果に明らかな差が生じることが示され

た。また H2O2、炭酸 Na 及び過炭酸 Na に

対しては calicivirus 内で不活性化効果に

顕著な差が認められた。hNoV の対化学製

剤感受性が不明確である以上、これらを

駆使して、総合的な判断が可能となるよ

う当該ガイドライン策定を目指す。 
 
F. 研究発表  
1. 論文発表 なし 
2. 学会発表 なし 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得：なし 
2. 実用新案登録：なし 
3. その他：なし 

 

− 99 −



 
 
図 1.   
   a)                    b) 

 
 
 
図 2. 局方消毒用エタノール IP(EtOH-IP)による EV71 不活性化効果 

 
 
図 3. 局方消毒用エタノール IP(EtOH-IP)による hPoVs 不活性化効果 
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図 4. H2O2 溶液による FCV 及び MNV の不活性化効果 
  a)                     b) 

 
 
図 5. Na2CO3及び Na2CO3･H2O2(perCO3Na2)による FCV 及び MNV の不活性化効果 
    a)                    b) 

 
 
図 6. 各種エタノール製剤(non-envelope virus 対応品)による EV71 の不活性化効果 
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図 7. 除菌用エタノール製剤(雑品、pH3.7、EtOH 62.5%v/v)による各種ウイルスの不活性化効果 
 
    a) 

 
 
    b)                     c) 
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表 1. NaClO 200±ppm 処理によるによる供試ウイルス感染価の経時的変化 

   ウイルス 
反応時間 

FCV-F9 FCV-ym3 MNV-S7 EV71_Shiga hPoV_SabⅠ 

0  (sec) 
20 
40 
60 

4.65 

2.11 

≦0.42 

≦0.42 

5.63 

0.84 

≦0.42 

≦0.42 

5.92 

≦0.42 

≦0.42 

≦0.42 

4.96 

≦0.42 

≦0.42 

≦0.42 

5.49 

≦0.42 

≦0.42 

≦0.42 

反応比率 NaClO：virus=1:9  単位：log10TCID50 

 
 
表 2. NaClO100ppm±ppm による供試ウイルス感染価の経時的変化 

   ウイルス 
反応時間 

FCV-ym3 EV71_Shiga 

0  (sec) 
20 
40 
60 
120 

5.63 

4.22 

4.22 

3.80 

3.80 

4.96 

≦0.42 

0.84 

0.84 

≦0.42 

             反応比率 NaClO：virus=1:9  単位：log10TCID50 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究分担報告 

 

 ノロウイルスの培養に関する研究  

 

 研究分担者 

研究協力者 

研究協力者 

上間 匡 

永田 文宏 

野田 衛 

国立医薬品食品衛生研究所 

国立医薬品食品衛生研究所 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

ノロウイルス（NoV）については、2016 年にヒト腸管細胞由来のエンテロイ

ドを用いた増殖系が新たに示されたが、用いる細胞の特殊性や培養に必要な試

薬等のコストの面などから、実用化には程遠い。一方、ヒトノロウイルスの増

殖には、組織血液型抗原を有する細菌や胆汁などが関与していることが示され

ている。本研究では、ヒト腸管由来の Caco-2 細胞および培養に関与するとさ

れるそれらの関連物質を用いて、NoV 増殖系の構築を目指す。現在は Caco-2 細

胞を用いて、安定的に上皮構造を形成させることが可能となっており、腸内細

菌や、胆汁酸を培地に添加して腸内環境の再現を試みているところである。 

 

 

A. 研究目的 

 2016 年 9 月に腸管幹細胞に由来するエ

ンテロイドの単層培養によって複数のノ

ロウイルス(NoV)遺伝子型株の増殖に成

功したとする Estes らのグループによる

論文がサイエンス誌に報告された。用い

る細胞の特殊性や培養に必要な試薬等の

コストなどに課題があり、まだまだ実用

化には程遠く、一般的な研究室で直ちに

実施することは困難と思われる。 

 そこで本研究では、ヒトの腸管環境を

再現することで増殖系を構築しているこ

とに着目し、ヒト結腸癌由来の株化細胞

である Caco-2 細胞を用いて、NoV 増殖系

の構築を目指す。Caco-2 細胞は VLP を用

いた実験で、VLP を取り込むことが示され

ているほか、実験室培養で、腸上皮構造

を形成するように分化させることが可能

であり、試験管内で腸管環境を模するこ

とが可能と考えられる。 

 また、Jones らは、NoV の B 細胞への感

染に、組織血液型抗原（H抗原）を発現す

る腸内細菌（Enterobacter cloacae）が

関与していると報告している。さらに、

Estes らの系では、培養中の胆汁の存在が

重要であることが示されている。そこで、

まず、NoV 感染時の腸内環境を再現するた

め、Caco-2 細胞を培養する際に、培地に

腸内細菌および、胆汁の主成分である胆

汁酸を添加する等の条件検討を行った後、

患者糞便材料の遠心上清を用いて、

Caco-2 細胞での NoV の培養を試みる。 
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B. 研究方法 

1．Caco-2 細胞 継代 

 継代用培地として、DMEM＋10%FBS＋

1%NEAA＋100 U/ml Penicillin-100 µg/ml 

Streptmycin を用いる。 

 継代方法は、Caco-2 細胞フラスコ内の

培地を除去し、10ml PBS(-)で洗浄した後、

0.25% Trypsin-EDTA を 2ml 加え、37℃-5% 

CO2 にて 1～3 分インキュベートし、細胞

をはがす。4ml 培地で懸濁し、15ml チュ

ーブに移し、4℃で 1000rpm 5 分遠心分離

する。上清を除去し、培地を 5ml 加えピ

ペッティングする。フラスコに培地を加

え、細胞懸濁液を加える。37℃-5%CO2 で

培養する。 

2．Caco-2 細胞 単層上皮細胞への分化 

 分 化 用 培 地 と し て 、 Enterocyte 

Differentiation Medium ＋ 0.08% 

MITO-Serum Extender を、分化用プレート

は BioCoat Fibrillar Collagen Cell 

Culture Insert を用いる。 

 まず、分化用プレートへの Caco-2 細胞

捲種を行う。インサート内に予め 37℃で

温めておいた継代用培地 200µl を入れ、

室温で 30 分放置する。Caco-2 細胞を継代

と同様に処理し、培地 5ml に懸濁した段

階で細胞数を計測する。インサート内の

培地を除去し、インサート内に 4×105 

cells/ml の細胞懸濁液を 500µl ずつ加え

る。ウェル側に培地を 1000µl 加え、24

時間培養する。 

 分 化 誘 導 方 法 は 、 1 日 目 に 、

Millicel-ERS にて各ウェルの抵抗値を測

定した後、ウェル側（下）→インサート

側（上）の順で培地を除去する。分化用

培地をウェル側に 1000µl、インサート側

に 500µl 加え 24 時間培養する。2日目、3

日目も同様に分化誘導を行い、抵抗値が

800～1000 で分化完了となる。 

 

(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. 研究結果および考察 

 NoV の培養に関する各種の論文を参考

に、NoV の培養に関与する腸内細菌

(Enterobacter cloacae)、胆汁等を準備

した。現在、Caco-2 細胞を用いて、安定

的に上皮構造を形成させることが可能と

なっている。現在、腸内細菌の添加、胆

汁酸等の添加条件の検討を行い、Caco2

細胞での腸内環境の再現を試みていると

ころである。 

 

D. 結論 

今年度は、NoV の培養に関する情報収集

を行い、Caco-2 細胞の培養に着手した。

現在は Caco-2 細胞を用いて、安定的に上

皮構造を形成させることが可能となって

おり、腸内細菌や、胆汁酸を培地に添加

して腸内環境の再現を試みているところ

である。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表：なし 

2. 学会発表：なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

その他：なし 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 北海道で発生した食中毒事例の分子疫学的解析  

 

 研究協力者 

 

 

 

研究分担者 

吉澄 志磨 

後藤 明子 

大久保 和洋 

石田 勢津子 

野田 衛 

北海道立衛生研究所 

北海道立衛生研究所 

北海道立衛生研究所 

北海道立衛生研究所 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

ノロウイルス（NoV）の流行状況を把握するため、平成 28 年度に北海道で発

生した集団胃腸炎について、検出された NoV の遺伝子型別を行った。4～6 月の

優勢遺伝子型は GII.Pe_GII.4 Sydney 2012 であったが、11 月以降は

GII.P16_GII.2 が優勢となった。GII.P16_GII.2 の検出は、感染症事例では主

に低年齢層の事例（保育所・幼稚園、小学校）で認められた。12 月以降は、食

中毒事例からの検出も GII.P16_GII.2 のみであった。 

北海道では、食中毒疑い事例の患者、調理従事者、食品等から検出された NoV

遺伝子の塩基配列を比較し、一致するかどうかを確認している。比較には

RT-PCR の検出用プライマー内の配列（RdRp 領域：約 290nt、RdRp-VP1 領域:約

340nt）を用いているが、この領域の配列の一致が同一感染源によるとの判断

を裏付ける情報として十分なものかどうかを確認するため、より長い配列

（RdRp 領域：793nt、VP1 領域全長：1,623-1,629nt）を用いて比較を行った。

その結果、食中毒の同一事例内では、RT-PCR の検出プライマー内の配列が一致

する検体は、より長い配列を用いて比較してもほぼ一致することが示された。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス（NoV）はヒトに急性胃腸

炎を引き起こす代表的なウイルスであり、

食中毒の病因物質としても重要視されて

いる。今回は、平成 28 年度に北海道で発

生した NoV による食中毒事例を対象とし

て、以下の調査を実施した。 

１．NoV 感染は主にヒト－ヒト感染により

拡大する。NoV 感染者の数が多くなるほど、

二枚貝の NoV 汚染や調理従事者を介した

食品汚染のリスクが高くなると考えられ

ることから、NoV の流行状況の把握は食中

毒予防の観点からも重要である。そこで、

北海道で発生した NoV による食中毒およ

び感染症事例について、検出された NoV

の分子疫学的解析を行い、NoV の流行と食
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中毒への関与について検討を行った。 

２．北海道における食中毒事例の NoV 検

査では、患者、調理従事者、食品等から

検出された NoV 遺伝子について塩基配列

を決定し、配列が一致するかどうかの確

認を行っている。この一致・不一致の情

報は、疫学的解析による同一感染源かど

うかの判断の裏付けとして使用される。

しかし、ここで比較しているのは RT-PCR

の検出用プライマー内の配列であり、こ

れは RdRp 領域の一部（約 290bp）と

RdRp-VP1 領域の一部（約 340bp）の配列

情報に過ぎない。そこで、この領域にお

ける配列の一致が同一感染源によるとの

判断を裏付ける情報として十分なもので

あったかどうかを確認するため、食中毒

と判断された事例の調理従事者および患

者由来の NoV について、それぞれの領域

のより長い配列を決定し、比較検討を行

った。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

1）NoV の流行状況の把握 

北海道において 2016 年 4 月から 2017

年 1 月の間に発生した食中毒 7 事例（表

１）と感染症およびその他（食中毒とも

感染症とも判断されなかった感染経路不

明の事例）の 45 事例を対象とした。 

2）調理従事者および患者由来 NoV の塩基

配列の比較 

北海道において 2016 年 4 月から 2017

年 1 月の間に発生した食中毒 7 事例のう

ち、表１に示す No.3,4 の 2 事例は道立保

健所管轄外で発生したものであり、当所

での検査は患者についてのみであった。

今回の調査では、当所において調理従事

者と患者の検査を実施した4事例（表１、

事例 No.1, 2, 5, 6）を対象とし、それぞ

れの事例について、すべての NoV 陽性検

体を用いた。 

2. 方法 

1）検出された NoV の遺伝子型別 

 厚生労働省通知の方法に準じて NoV 遺

伝子の増幅を行った。増幅プライマーに

は、RdRp 領域の P1/P3 および NV82・

SM82/NV81、RdRp-VP1領域のCOG1F/G1-SKR

および COG2F/G2-SKRの 4セットを使用し

た。得られた PCR 産物について、ダイレ

クトシークエンス法により塩基配列を決

定した。RdRp 領域の遺伝子型別は

Norovirus Genotyping Tool （http://www. 

rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool）を、

VP1 領域の遺伝子型別は Norovirus 

Genotyping Tool と近隣結合法による系

統樹解析を併用した。 

2）調理従事者および患者由来 NoV の塩基

配列の決定 

ORF3の VP2領域に設定したプライマー

を用いて cDNA を合成した。これを鋳型と

して、RdRp 領域に設定された NV82 改変プ

ライマー(1st)および P1 改変プライマー

(nested)と、VP2 領域に設定した 2種類の

プライマーを用いて Nested PCR を行った。

Nested PCR の増幅産物について、ダイレ

クトシークエンス法により塩基配列を決

定した。今回の検討に使用する塩基配列

は、P1 プライマーより下流の RdRp 領域

（793nt）とVP1領域全長（1,623-1,629nt）

とした。 

 

(倫理面への配慮) 
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 本研究については、北海道立衛生研究

所倫理審査委員会の審査を受け、承認を

得た。 

 

C. 研究結果 

1. 北海道における NoV の検出状況 

表 2 に、集団胃腸炎事例からの NoV 検

出状況を、食中毒と感染症・その他の事

例とに分けて示した。 

検出 NoV の VP1 遺伝子型は、感染症・

その他の事例では、2015/16 シーズンにあ

たる 4～6月は GII.4 が優勢であり、他に

GII.2 と GII.17 が検出された。2016/17

シーズンは 11 月に入って事例が急増し、

優勢遺伝子型は GII.2 であった。次いで

GII.6 が多く検出され、その他、GII.4 と

GII.17 の検出がみられた。食中毒は 10

月から毎月発生しており、10 月の 1 事例

からは GII.17、11 月の 2 事例からはそれ

ぞれ GII.4、GII.17 が検出された。12 月

以降は 4 事例の発生があり、すべての事

例から GII.2 が検出された。 

GII.2 の RdRp 遺伝子型は、6 月までに

検出された株は GII.P2 であったが、11

月以降の株は GII.P16 であった。GII.4

の亜型はすべて Sydney 2012 であり、RdRp

遺伝子型はほとんどがGII.Peであったが、

5 月に高齢者施設において検出された 1

株が GII.P16 であった。 

表 3 に、原因または発生施設別の NoV

検出状況を、2015/16 シーズン（4～8月）

と 2016/17 シーズン（9月～翌年 1月）に

分けて示した。2015/16 シーズン（4～8

月）は、保育所・幼稚園、病院・高齢者

施設ともに GII.4 が優勢遺伝子型であっ

た。2016/17 シーズン（9月～翌年 1月）

の優勢遺伝子型は GII.2 であり、主に低

年齢層（保育所・幼稚園、小学校）の感

染症事例から検出され、食中毒事例から

の検出頻度も高かった。 

2. 調理従事者および患者由来 NoV の塩

基配列の一致・不一致についての検証 

食中毒 4 事例について、調理従事者と

患者から検出された NoV の塩基配列の比

較結果を図１に示した。今回の検証に用

いた塩基配列は図１の太矢印で示した領

域のものであり、GII.17 は 2,396nt（RdRp

領 域 の 一 部 ： 793nt 、 VP1 領 域 全

長:1,623nt）、GII.2 は 2,402nt（RdRp 領

域の一部：793nt、VP1 領域全長:1,629nt）

である。また、行政検査時の比較は P1/P3

およびCOG2F/G2-SKRのプライマー内の配

列であり（それぞれ 286nt、338nt）、これ

らの領域を細矢印で示した。 

事例 No.1 は、行政検査時の比較領域で

は、すべての検体で塩基配列が 100％一致

した。一方 VP1 全長の比較では、患者 1

検体で１カ所、A→R（Aと Gの混合）への

置換がみられた。A→G の置換は、非同義

置換であった。 

事例No.2も、行政検査時の比較領域は、

すべての検体で塩基配列が 100％一致し

た。NoV 陽性 4検体のうち、調理従事者 2

は今回の検証用の比較領域についてシー

クエンスに十分な量の増幅ができなかっ

たため、今回は調理従事者 1検体と患者 2

検体についての比較とした。VP1 全長の比

較において、患者 1 で１カ所、A→R（A

と G の混合）への置換があり、患者 2 で

も１カ所、T→Y（T と Cの混合）への置換

がみられた。どちらも非同義置換であっ

た。 
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事例No.5の行政検査時の塩基配列の比

較では、VP1 領域はすべての検体で塩基配

列が 100％一致したが、RdRp 領域は患者

１検体で１カ所、A→R（A と Gの混合）へ

の置換があった。この他、VP1 全長を比較

すると、別の患者 1 検体で１カ所、G→A

への置換がみられた。これらはどちらも

同義置換であった。 

事例 No.6 は、行政検査時の比較領域で

は、すべての検体で塩基配列が 100％一致

した。RdRp 領域のより長い配列と VP1 全

長を比較した場合でも、塩基配列は全て

の検体で 100％一致した。 

 

D. 考察 

１．北海道における NoV の検出状況 

 食中毒事例において検出された NoV の

遺伝子型は、2016 年 12 月および 2017 年

1 月 に 発 生 し た 4 事 例 す べ て で

GII.P16_GII.2 で あ っ た 。 こ の

GII.P16_GII.2 は、食中毒以外の事例では

主に低年齢層の事例の優勢遺伝子型であ

った。北海道における食中毒事例からの

検出遺伝子型は、同時期の低年齢層主体

の流行遺伝子型と一致することは少なく、

食中毒事例では GII.4 や、最近では

GII.P17_GII.17 が主に関与する傾向がみ

られていた。そのため、2016/17 シーズン

の食中毒発生に GII.P16_GII.2 が大きく

関与していることは興味深く、成人にお

ける病原性（不顕性感染の多さなど）や

感受性（免疫状況）の情報を含めた解析

が必要と考えられた。 

 GII.P16_GII.2 に次いで多く検出され

た遺伝子型は GII.P7_GII.6 であったが、

GII.P16_GII.2 が道内全域で検出されて

いるのに対し、GII.P7_GII.6 の検出は１

保健所管内のみであった。また平成 28 年

度に検出された GII.4 Sydney 2012 株の

RdRp 遺伝子型は、1 株のみ GII.P16 であ

った。このタイプは、北海道では同年 3

月にも検出されており、検出はこの 2 事

例のみである。 

２．調理従事者および患者由来 NoV の塩

基配列の一致・不一致についての検証 

今回対象とした食中毒 4 事例は、行政

検査時に、調理従事者および患者から検

出された NoV の塩基配列が一致すること

（100％一致と 1塩基違いの混合も含む）

を確認していた事例である。これらの事

例では、長い配列の比較でも、検体の多

くが 100％一致した。3 事例において一部

患者検体に配列の違いが確認されたが、

違いは１検体につき 1 カ所であり、その

多くは他の検体と同じ塩基と異なる塩基

との混合であった。このことから、食中

毒事例内の検体の比較においては、

RT-PCR の検出用プライマー内の短い配列

情報（RdRp および VP1 領域の一部）を用

いた結果が、その領域全体の一致・不一

致の状況から大きくは逸脱しないと考え

られた。今後は、食中毒事例内の比較デ

ータをさらに蓄積するとともに、同時期

発生の同遺伝子型検出事例間の比較を行

い、感染源の異なる事例間の比較ではど

の程度の配列の不一致がみられるかにつ

いて情報を収集する予定である。 
 

E. 結論 

平成 28年度の北海道におけるNoV検出

は、6 月までは GII.4 優勢、11 月以降は

GII.2 優勢であった。GII.2 の RdRp 遺伝
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子型は、6 月まではすべて GII.P2、11 月

以 降 は す べ て GII.P16 で あ っ た 。

GII.P16_GII.2 は、11 月から保育所・幼

稚園・小学校を中心に流行がみられ、ま

た、12 月以降に発生した食中毒事例はす

べてGII.P16_GII.2によるものであった。 

食中毒事例の調理従事者および患者か

ら検出された NoV の塩基配列を比較する

と、RT-PCR の検出プライマー内の配列が

一致する同一事例内の検体は、VP1 全長な

ど、より長い配列を用いて比較してもほ

ぼ一致した。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 
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 表１ 食中毒事例の概要 

調理従事者 その他

1   2016/10 　飲食店 　提供された食品 1/4 1/1 7/8     GII.17

2   2016/11 　飲食店 　提供された食品 2/5 - 2/2     GII.17

3   2016/11 　飲食店 　提供された食品 - - 14/16     GII.4_2012

4   2016/12 　飲食店 　提供された食品 - - 1/1     GII.2

5   2017/ 1 　飲食店 　提供された弁当 2/4 1/1 8/8     GII.2

6   2017/ 1 　飲食店 　提供された食品 1/12 0/1 6/6     GII.2

7   2017/ 1 　パン製造所 　パン 4/11 - 8/8     GII.2

検出NoV
VP1遺伝子型

検査結果　（NoV陽性数/検査数）
事例
No.

発生年月 原因食品原因施設 原因施設
患者
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表２ 北海道で発生した集団胃腸炎事例からの NoV 検出状況 

Ａ．食中毒

  VP1  RdRp 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月

  GII.2  GII.P16 - - - - - - - - 1 3

  GII.4_2012  GII.Pe - - - - - - - 1 - -

  GII.17  GII.P17 - - - - - - 1 1 - -

Ｂ．感染症・その他

  VP1  RdRp 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月

  GII.2  GII.P2 1 1 1 - - - - - - -

 GII.P16 - - - - - - - 12 2 2

  GII.4_2012  GII.Pe 1 4 2 - - - 1 2 1 1

 GII.P16 - 1 - - - - - - - -

  GII.6  GII.P7 - - - - - - - 6 1 -

  GII.17  GII.P17 2 - - - - - 1 3 - -

※1　このうち1事例は、1検体から GII.P2_GII.2 検出

※2　このうち1事例は、1検体から GII.P16_GII.2 検出

検出遺伝子型

検出遺伝子型

事例発生月

事例発生月

※1

※2

 

 

 

 

 

 

表３ 原因または発生施設別にみた NoV 検出状況 

  VP1  RdRp
保育所
幼稚園

小学校
病院
高齢者施設

その他
保育所
幼稚園

小学校
病院
高齢者施設

その他

  GII.2  GII.P2 - 1 - - 2 - - - - -

 GII.P16 - - - - - 4 11 2 1 2

  GII.4_2012  GII.Pe - 5 - 2 - 1 3 - 1 1

 GII.P16 - - - 1 - - - - - -

  GII.6  GII.P7 - - - - - - 4 - - 3

  GII.17  GII.P17 - - - 2 - 2 - 1 1 2

※1　このうち1事例は、1検体から GII.P2_GII.2 検出

※2　このうち1事例は、1検体から GII.P16_GII.2 検出

検出遺伝子型
2016年4月～8月 2016年9月～2017年1月

感染症・その他

食中毒 食中毒

感染症・その他

※1

※2
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図１ 調理従事者と患者から検出された NoV の塩基配列の比較 

今回の比較領域 

　行政検査時の
　　　比較領域

  食中毒事例 No.1  (GII.17)
2,396nt

調理従事者

その他従業員

患者１

患者２

患者３

患者４

患者５

患者６

患者７

  食中毒事例 No.2  (GII.17)
2,396nt

調理従事者１

調理従事者２

患者１

患者２

  食中毒事例 No.5  (GII.2)
2,402nt

調理従事者１

調理従事者２

従業員関係者

患者１

患者２

患者３

患者４

患者５

患者６

患者７

患者８

  食中毒事例 No.6  (GII.2)
2,402nt

調理従事者

患者１

患者２

患者３

患者４

患者５

患者６

A

RdRp：793 nt VP1全長 ：1,623 nt (GII.17)

1,629 nt (GII.2)

RdRp：286 nt

338 nt

(VP1：282 nt)

T A

A

A

A

A

A

A

A

R

アミノ酸 M/V

アミノ酸 V/A D/G

A G

A G

A G

A G

A G

R G

A G

AA

A G

A G

A G

２カ所とも同義置換 （V/V）

RT

Y A

 

 

− 116 −



平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 青森県における集団胃腸炎事例から検出されたノロウイルスの 

分子疫学解析（2013/14～2015/16 シーズン） 

 

 

 研究協力者 

研究協力者 

研究協力者 

研究分担者 

筒井 理華 

坂 恭平 

菩提寺 誉子 
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青森県環境保健センター 

青森県環境保健センター 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

2013 年 9 月～2016 年 8 月（2013/14～2015/16 シーズン）までに青森県内（青

森市を除く）で発生した集団胃腸炎事例のうち、ノロウイルスが検出された 49

事例の遺伝子解析を行った。調理従事者が関与した食中毒事例は6事例であり、

そのうち 5 事例（事例番号 23 を除く）の発症者便と調理従事者便等の塩基配

列の相同性は 100％であった。事例番号 23 は、塩基配列が 1塩基異なる検体が

見られたが、アミノ酸置換が見られなかったことや系統樹解析の結果から遺伝

学的な変異は見られなかったと推測された。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス（Norovirus、以下 NoV）

は、冬季の胃腸炎や食中毒の原因ウイル

スの１つとして知られている。過去のノ

ロウイルス食中毒の調査結果から、ウイ

ルスに感染した調理従事者等を介して食

品が汚染されたことが原因となっている

ケースが多いが、食品から直接ウイルス

を検出することは難しいため、食中毒事

例のうち約 70％で原因食品が特定できて

いない 1)。 

調理従事者の関与が疑われる事例にお

いて、発症者と調理従事者等から同一の

病原体を検出することは、食中毒と断定

するための有力な根拠となる 1)。一方、発

症者と調理従事者等から検出された NoV

のシークエンス解析の結果、シークエン

サーによる塩基配列の読み違いあるいは

ウイルスの変異により 1 ヵ所の塩基に 2

種類の塩基のピークが見えたり、塩基配

列に変異が認められる場合がある。 

今回、2013/14～2015/16 シーズンに青

森県内（青森市を除く）で発生した NoV

による集団胃腸炎事例について、分子疫

学的に検討したので報告する。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

 2013/14～2015/16 シーズンに青森県内

（青森市を除く）で発生した NoV による
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集団胃腸炎事例49事例のうち青森県環境

保健センターが検査した 1,377 検体（糞

便 798、吐物 7、拭き取り 393、食品 179）

を用いた（表 1）。感染地が県外であると

推定される事例は除いた。 

2. ウイルス RNA の抽出・cDNA 合成・NoV

遺伝子の検出（リアルタイム PCR およ

び nested PCR） 

 「ノロウイルスの検出法について」（平

成 15 年 11 月 5 日付食安監発第 1105001

号）に準じて行った。 

3. 遺伝子解析 

 Nested PCR 産 物 を QIAquick PCR 

Purification Kit で 精 製 し 、 BigDye 

Terminator Kit（ABIPRISM）で BigDye 反

応後、DNA ダイレクトシークエンサー ABI 

PRISM310（Applied Biosystems）または

Applied Biosystems® 3500 Genetic 

Analyzer（Applied Biosystems）を用い

て遺伝子解析を行った。DNA ダイレクトシ

ークエンス解析法により NoV Capsid 領域

の塩基配列を決定し（GI：260nt、GII：

279nt）、得られた塩基配列を塩基配列解

析ソフトウェア Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA) version6 2)

を用い、Kimura 2-parameter model を用

いた ML(Maximum-Likelihood)法で系統樹

を作成した。系統樹の信頼性の評価には

bootstrap 法（反復回数 1000）を用いた。

標準株は文献 3)に記載の株を使用した。 

 

 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 

 2013/14～2015/16 シーズンに発生し、

NoV が検出された集団胃腸炎事例の概要

を表 1に示した。全 49 事例中食中毒とし

て行政的に断定された事例は、表 1 に黄

色およびオレンジ色で示した14事例であ

った（事例番号 2、3、5、7、14、17、21、

23、25、28、29、34、40、46）。食中毒と

断定された14事例のうち調理従事者が関

与した事例は、表 1 にオレンジ色で示し

た 6 事例であった（事例番号 2、7、17、

23、28、29）。 

調理従事者が関与した 6 事例は、発症

者、非発症者及び調理従事者等便（陽性

数/検体数：104/163 検体）、吐物（1/5 検

体）、拭取り（5/60 検体）から NoV 遺伝子

が検出されたが、食品（0/7 検体）からは

検出されなかった。 

調理従事者が関与した6事例について、

NoV 陽性検体の遺伝子解析を行ったとこ

ろ、発症者便・発症者吐物・調理従事者

等便 94 検体、拭取り 5 検体について NoV

遺伝子型を同定することができた(表 1)。

遺伝子群別では、6事例全てが GII であっ

た。この 6事例の NoV の ML 法による系統

樹を図 1 に示した。事例の配列名には各

事例内で遺伝子配列が同じである検体数

を記載した。備考として発症者便、発症

者吐物、調理従事者、拭取りの検出数を

記載した。 

系統樹解析の結果、NoV GII.4 は 4 事例

(事例番号 2の一部、7、17、29)で、全て

GII.4 Sydney/2012 と同じクラスターに

分類された(図 1)。また、NoV GII.13 は 1

事例(事例番号 28 の一部)、NoV GII.17

は 3 事例(事例番号 2 の一部、23、28 の一

部)であった。 

これら 6 事例から検出された NoV の塩
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基配列を事例ごとに比較した（解析塩基

279nt）。事例番号 2 では NoV GII.4（27

検体）と GII.17（1 検体）が検出され、

発症者便（21 検体）、調理従事者便（2 検

体）および拭取り（4検体）から検出され

たNoV GII.4の塩基配列は100％一致した。

事例番号 7では発症者便（18 検体）、発症

者吐物（1検体）、調理従事者便（1 検体）

および拭取り（1検体）から NoV GII.4（21

検体）が検出され、それらの塩基配列は

100％一致した。事例番号 17 では発症者

便（4検体）および調理従事者便（2検体）

から NoV GII.4（6 検体）が検出され、そ

れらの塩基配列は 100％一致した。事例番

号 23 では NoV GII.17（18 検体）が検出

され、その塩基配列は 2 つ、すなわち、

①発症者便（14 検体）および調理従事者

便（2検体）、②発症者便（2検体）に分

けられた。①の 138 番目の塩基配列

（aa138）はシトシン（C）、②の aa138

はチミン（T）で、①と②は 1塩基異なり

相同性は 99.6％であった。①と②にアミ

ノ酸置換は見られなかった。事例番号 28

では NoV GII.13（15 検体）と GII.17（1

検体）が検出され、発症者便（13 検体）

および調理従事者便（2検体）から検出さ

れた NoV GII.13 の塩基配列は 100％一致

した。事例番号 29 では、発症者便（7検

体）および調理従事者便（3検体）から

NoV GII.4（10 検体）が検出され、それら

の塩基配列は 100％一致した。 

一方、異なる事例から検出された NoV

の塩基配列を比較すると、事例番号 2、7、

17、29 から NoV GII.4/sydney/2012 株に

属する株が検出されたが、事例番号 2、7、

17 に由来する株の塩基配列は一致し、事

例番号29に由来する株とは3塩基異なっ

た。 

 

D. 考察 

2013/14～2015/16 シーズンに発生した

NoV が検出された集団胃腸炎事例は 49 事

例あり、そのうち食中毒と断定された事

例は 14 事例であった。そのうち、調理従

事者が関与した食中毒事例は 6 事例であ

った。 

事例番号 2、7、17、28、29 は、遺伝子

解析の結果、それぞれの事例において、

検出された同じ遺伝子型の NoV の塩基配

列は全て一致したため、食中毒と断定す

るための有力な根拠であったと推察され

た。 

事例番号23は NoVの遺伝子解析ができ

た全ての株が NoV GII.17 と型別されたが、

塩基配列が 1 ヵ所異なる 2 種類（①、②；

aa138：C ⇔ T）の塩基配列が見られた。

①の発症者便14検体と調理従事者便2検

体の塩基配列（279nt）は完全に一致し、

②の発症者便 2検体の塩基配列（279nt）

は完全に一致した。①でシークエンスに

よって得られた波形データを解析したと

ころ、①では主として C が検出され、若

干ではあるが T が含まれていた検体が見

られた。一方、②では主として T が検出

され、1検体は若干ではあるが C が含まれ

ていた。他の 1 検体は T と C が同程度の

波形が見られた。2種類の波形が見られた

数検体は、シークエンサーが塩基配列の

読み違いを起こす程度の塩基のピークは

見られず、塩基配列は 1 ヵ所異なってい

たが、アミノ酸置換が見られなかったこ

とや系統樹解析の結果から遺伝学的な変
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異は見られなかったと推測された。②の 1

検体の結果からシークエンサーが塩基配

列の読み違いを起こす可能性が示唆され

た。 

今回は同一事例内で異なる塩基配列が

検出されたのは 1 事例のみであったが、

シークエンサーが塩基配列の読み違いを

起こす場合や遺伝学的な変異が発生する

場合など、塩基配列が 1 塩基異なる可能

性があるので、今後も引き続きデータを

蓄積し、解析する必要がある。 

 

E. 結論 

1. 食中毒事例 49 事例中、調理従事者が関

与した食中毒事例は 6事例であった。 

2. 5 事例（事例番号 23 を除く）の発症者

便と調理従事者便等の塩基配列の相同

性は 100％であった。 

3. 事例番号 23 は、塩基配列が 1塩基異な

る検体が見られた。 
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表 1 青森県内(青森市を除く)で発生した NoV による集団胃腸炎事例 

(2013/14～2015/16 シーズン) 

陽性数 検査数 陽性数 検査数 陽性数 検査数 陽性数 検査数

1 ツアー旅行 H25.9.6 NoVGII GII.4 1 2

2 宿泊施設 H25.12.15 NoVGII
GII.4（発症者22名のうち解析に用いたの
は21名、調理従事者2名、拭取り4）、
GII.17（調理従事者1名）

25 53 4 17

3 小学校 H25.12.8 NoVGII GII.4 16 22 0 16 0 7
4 飲食店 H25.12.20 NoVGII GII.4（発症者2名、調理従事者1名) 3 5 0 8

5 飲食店 H25.12.20
NoVGI・
NoVGII

GI解析不能（発症者3名）、GI.13（発症
者2名）、GII解析不能（発症者3名、従業
員1名）、GII.4（発症者4名）、GII.8
（発症者3名）、GII.17（発症者5名）、
GII.13（発症者2名）、GI解析不能・
GII.8（発症者1名）

24 38 0 11 0 3

6 飲食店 H25.12.29 NoVGII GII.4 6 11 1 9

7 飲食店 H26.1.15 NoVGII
GII.4（発症者25名のうち解析に用いたの
は18名、発症者吐物1名、調理従事者1
名、拭取り1)

26 32 1 5 1 13

8 宿泊施設 H26.1.29 NoVGII GII.4 1 9 1 12

9 保育所 H26.1.25 NoVGII
GII.4（先生1名、園児2名）、GII.6（園
児6名）

9 13 0 10 0 12

10 家庭 H26.1.23 NoVGII GII.4 4 7 0 11
11 保育所 H26.2.21 NoVGII GII.2 4 7 0 4 0 13
12 小学校 H26.3.6 NoVGII GII.6 5 5

13 老人福祉施設 H26.4.12 NoVGII GII.4 6 11 0 8
14 飲食店 H26.4.12 NoVGI GI.4、大腸菌 1 27
15 老人福祉施設 H26.5.10 NoVGII GII.4 2 2
16 宿泊施設 H26.5.16 NoVGI GI.2 1 31 0 4 0 7

17 給食施設 H26.5.15 NoVGII
GII.4（発症者4名、調理従事者2名)、GII
解析不能（発症者1名）

7 13 0 5 0 7

18 披露宴 H26.5.28 NoVGII GII.6 17 31 1 41 0 1
19 家庭 H26.6.19 NoVGI GI.4 4 4
20 飲食店 H26.9.17 NoVGI GI.7 1 10
21 飲食店 H26.12.8 NoVGII GII.17 3 9 0 8

22 仕出し店 H26.12.21 NoVGII
GII.4(調理従事者1名)、GII.17（発症者5
名)

6 35 0 14 0 2

23 飲食店 H26.12.31 NoVGII
GII.17（発症者16名、調理従事者4名のう
ち解析に用いたのは2名)

20 24 0 13

24 老人福祉施設 H27.1.6 NoVGII GII.4 1 2
25 飲食店 H27.1.11 NoVGII GII.17 17 28 0 19
26 老人福祉施設 H27.1.27 NoVGII GII.4 5 10 0 9
27 高校 H27.2.9 NoVGII GII.4 4 5

28 高校 H27.2.9 NoVGII
GII.13（発症者13名、調理従事者2名)、
GII.17(調理従事者1名)

16 30 0 6

29 老人福祉施設 H27.2.12 NoVGII GII.4（発症者7名、調理従事者3名) 10 11 0 6
30 宿泊施設 H27.3.12 NoVGII GII.17、GII.13 3 12 1 23
31 飲食店 NoVGII GII.17、GII.13 3 25

32 老人福祉施設 H27.5.1 NoVGII GII.17 4 4
33 飲食店？ H27.6.3 NoVGI GI.3 7 8
34 保育園 H27.10.17 NoVGII GII.3 10 13 0 3 0 24
35 老人福祉施設 H27.12.14 NoVGII GII.3 1 1 0 1 0 4
36 宿泊施設 H27.12.18 NoVGII GII.3 10 32 0 5 0 4
37 保育園 H28.1.19 NoVGII GII.4（発症者7名、調理従事者1名) 8 11 0 5 0 12
38 葬儀会社 H28.2.1 NoVGII GII.3 5 28 0 1 0 10 0 2

39 飲食店 H28.1.31
NoVGI・
NoVGII

GI.7、GII.17 1 3 0 15 0 2

40 飲食店 H28.2.6 NoVGII GII.4 7 8 0 11
41 幼稚園 H28.2.16 NoVGII GII.17（発症者11名、調理従事者1名) 12 16 0 14 0 8
42 飲食店 H28.2.19 NoVGII GII.17 1 1 0 1
43 老人福祉施設 H28.2.16 NoVGII GII.17 2 15 0 8 0 9
44 老人福祉施設 H28.2.21 NoVGII GII.17（発症者5名、調理従事者2名) 7 23 0 10 0 33
45 老人福祉施設 H28.3.7 NoVGII GII.17 3 5 0 8 0 9
46 飲食店 H28.3.19 NoVGII GII.17 23 43 0 5 0 1

47 障害者支援施設 H28.4.12 NoVGII GII.17 5 18 0 9 0 3
48 馬肉販売店 H28.4.26 NoVGII GII.17 4 9
49 自衛隊施設 H28.7.2 NoVGII GII.3、GII.17 6 36 0 19 0 19

367 798 1 7 9 393 0 179
104 163 1 5 5 60 0 7

シーズン 事例No. 施設分類 発生日
検出

病原体
遺伝子型

ふん便 吐物 拭き取り 食品

2013/14

H25

H26

検体合計
調理従事者が関与した食中毒6事例の検体数

2014/15

H27

2015/16

H28

 

表中の  は食中毒事例を、  は調理従事者が関与した食中毒事例を示す。 
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GII.17 AB983218 Kawasaki323/2014/JP
No23 0115693(①発症者13/調理従事者2)
No28 0215893(調理従事者)
No23 0115730(②発症者)
GII.17 LC037415 Kawasaki308/2015/JP

GII.17/AY502009/CSE1/2002/US
No2 1213525(調理従事者)
GII.13/AY113106/Fayettevil/98/US
No28 0215868(発症者12/調理従事者2)
GII.21/AY675554/IF1998/2003/IR
GII.1/U07611/Hawaii
GII.12/AJ277618/Wortley/90/UK

GII.16/AY502010/Triffin/1999/US
GII.18/AY823304/SwNoV/OHQW101/2003/US
GII.11/AB074893/SwNoV/Sw918/97/JP

GII.19/AY823306/SwNoV/OHQW170/2003/US
GII.10/AF427118/Erfurt/546/00/DE

GII.2/X81879/Melksham
GII.5/AJ277607/Hillingdon/90/UK

GII.22/AB083780/YURI/JP
GII.3/U02030/Tronto

GII.6/AJ277620/Seacroft/90/UK
GII.20/EU373815/Luckenwalde591/2002/DE

GII.4/JX459908/Sydney 2012
No2 1213489(発症者20/調理従事者2/拭取り4)
No29 0215923(発症者6/調理従事者3)
No7 0114719(発症者18/発症者吐物1/調理従事者1/拭取り1)
No17 0514173(発症者3/調理従事者2)
GII.4/EF126965/DenHaag 2006b
GII.4/X76716/Bristol
GII.4/AB220921/Asia 2003
GII.4/AY485642/Farmington Hills 2002
GII.4/AJ004864/US95 96
GII.4/AY883096/Hunter 2004
GII.4/EF126963/Yerseke 2006a
GII.4/GU445325/NewOrleans 2009

GII.14/AY130761/M7/99/US
GII.7/AJ277608/Leeds/90/UK

GII.9/AY038599/VA97207/97
GII.8/AF195848/Amsterdam

GII.15/AY130762/J23/1999/US

85

83

99

89

90

81

93

100

0.1

 

図 1 2013/14 ～2015/16 シーズン集団胃腸炎事例のうち調理従事者が関与した食中毒

事例から検出された NoVGⅡの系統樹(279nt) 

配列名:表 1の事例番号。  は調理従事者が関与した食中毒事例を示す。 
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 研究要旨 

ノロウイルスによる食中毒予防の基礎資料とすることを目的として、2015/16

シーズンに当センターに依頼のあった集団発生事例等を対象に、ノロウイル

スの検出および解析を試みた。38 事例について検査を実施した結果、

GII.4_Sydney2012 が 12 事例（33.3％）と最も多く、次いで GII.17 が 11 事例

（30.6％）、GII.3 が９事例（25.0％）と、この３つの遺伝子型の合計が全体

の９割近くを占めた。施設別では、保育所が 17 事例（47.2％）と最も多く、

次いで高齢者施設５事例（13.9％）、飲食店４事例（11.1％）であった。施設

別の遺伝子型の検出状況では、保育所において GII.3 が多く検出された。食

中毒事例からは GII.17 が多く検出され、同株の系統樹解析を行った結果、

GII.P17-GII.17/ Kawasaki308 株と近縁であることが確認された。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス(NoV)は冬季の食中毒お

よび感染性胃腸炎の主な起因ウイルスの

1 つである。毎年、ノロウイルスによる食

中毒やヒト－ヒト感染（疑い）による感

染性胃腸炎の集団発生が多発し、その発

生を防止するための対策が求められてい

る。有効な対策を講じるためには、食中

毒や集団発生の状況を詳しく把握するこ

とが不可欠である。ノロウイルスによる

食中毒および感染性胃腸炎集団発生の予

防に資することを目的に、ノロウイルス

の検出状況を調査したので報告する。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

2015/16 シーズン（2015 年 9 月～2016

年 8 月）に当センターに検査依頼のあっ

た食中毒４事例、有症苦情３事例、感染

性胃腸炎集団発生 31 事例の計 38 事例か

ら得られた糞便検体を対象とした。 

2. 検査方法 

NoV の検出は、平成 19 年 5月 14 日付け

食安監発第 0514004 号厚生労働省通知に

準じて実施した。糞便に滅菌した PBS（-）

を加え 10％乳剤にした後、12000rpm20 分
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間遠心後、上清から QIAamp Viral RNA 

Mini Kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽出し

た。RNA 抽出後、High Capacity cDNA 

Reverse Transcription kitを用いてcDNA

を合成し、リアルタイム RT-PCR 法により

NoV の検出を行った。NoV が検出された検

体について、COG2F/G2SKR プライマーセッ

トを用いたPCR法によりCapsid領域を増

幅した。増幅産物（276bp）はダイレクト

シークエンス法により塩基配列を決定し、

Norovirus genotyping tool

（ http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/t

ypingtool#/） を用いて遺伝子型を同定

し、MEGA ver6.0 を用いて最尤法による系

統樹解析を行った。また、NoV GII.17 が

検出された検体について、Yuri22F/G2SKR

プライマーセットを用いた PCR 法により

Polymerase 領域を増幅し、上記と同様に

遺伝子型別を行った。 

 

(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 

38 事例について検査を実施した結果、

36 事例（94.7％）から NoV が検出された。

NoVが検出された36事例のうちGIが１事

例（2.7％）、GII が 35 事例（97.2％）と

GII が大半を占めた。 

遺伝子型別では、GII.4_Sydney2012 が

12 事例（33.3％）と最も多く、次いで

GII.17 が 11 事例（30.6％）、GII.3 が９

事例（25.0％）と、この３つの遺伝子型

の合計が全体の９割近くを占めた（図１）。 

遺伝子型の月別の発生状況では、シー

ズン前半の11月～12月はGII.3が主流で

あったが、年明け以降 GII.17 および

GII.4 が多く検出された。 

施設別では、保育所が 17 事例（47.2％）

と最も多く、次いで高齢者施設５事例

（13.9％）、飲食店４事例（11.1％）であ

った。 

施設別遺伝子型別の発生状況では、保

育所においては GII.3、高齢者施設では

GII.4 Sydney_2012 がそれぞれ最も多く

検出された。また、食中毒４事例中３事

例 か ら GII.17 、 １ 事 例 か ら GII.4 

Sydney_2012 がそれぞれ検出された。 

GII.17 が検出された 11 事例について、

Capsid 領域の系統樹解析を行った結果、

10 株 が Kawasaki308 株 、 １ 株 が

Kawasaki323 株と同じクラスターに分類

された。また、上記 11 事例からコピー数

の多い数株を選定しPolymerase領域の遺

伝子型別を行った結果、遺伝子型は全て

GII.P17 であった。 

 

D. 考察 

岩手県において、2015/16 シーズンに検

査依頼のあった食中毒および感染性胃腸

炎集団発生事例から、GII.4_Sydney2012、

GII.17、GII.3 が多く検出された。全国に

おける検出状況においても同様の傾向が

みられることから、同シーズンは上記の

３つの遺伝子型が広範に流行したことが

推察された。 

施設別の検出状況では、保育所におい

て GII.3 が多く検出された。過去３シー

ズンにおける全国での GII.3 の検出状況

はやや低い報告数で推移しており、GII.3

に対する低年齢層の感受性者の増加が今
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回の流行の要因と考えられた。 

GII.17 に つ い て 解 析 し た 結 果 、

GII.P17-GII.17/ Kawasaki308 株に近縁

の株であることから、2014/15 シーズンに

全国で流行が認められた株が今シーズン

も流行していることが明らかになった。

本株は食中毒事例から多く検出される傾

向があることから、今後の流行状況を注

意深く監視する必要があると考えられる。 

 

E. 結論 

岩手県において、2015/16 シーズンは

GII.4_Sydney2012、GII.17、GII.3 が多く

検出された。検出された GII.17 は、

GII.P17-GII.17/ Kawasaki308 株と近縁

であった。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 

 

 

 

 

 

 
図１ 遺伝子型別ノロウイルス集団事例数（ｶｯｺ内は事例数） 

− 125 −



 

図２ 月別遺伝子型別ノロウイルス集団事例の発生状況 

 

 

 

図３ 施設別ノロウイルス集団事例の発生状況（ｶｯｺ内は事例数） 
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表１．施設別遺伝子型別の発生状況 

遺伝子型
施設 GII.4 Sydney_2012 GII.17 GII.3 GI.3 GII.6 GI.6、GII.17 GI.3、GＩ.6、GII.6 計

保育所 4 2 8 1 1 1 17
老人福祉施設 4 1 5
飲食店 2(1) 2(2) 4
障がい者福祉施設 2 3
小学校 1 1 2
家族 1 1
専門学校 1 1
病院 1 1
旅館 1 1
不明 2(1) 1

計 12(1) 11(3) 9 1 1 1 1 36
（　）：食中毒事例再掲  
 

 

図４ ノロウイルス GII.17 の Capsid 領域の分子系統樹 

●：本県における検出株 
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「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告書 

 

 秋田県における二枚貝からのノロウイルス・サポウイルスの検出と 
感染性胃腸炎患者からのノロウイルス・サポウイルスの検出状況 

 

 

 研究協力者 

研究分担者 

秋野 和華子

斎藤 博之 

秋田県健康環境センター・保健衛生部 

秋田県健康環境センター・保健衛生部 

 

 

 研究要旨 

2016 年に秋田県で流通した生食用カキおよび殻付き生アサリについて、ノ

ロウイルス（NoV）、サポウイルス（SaV）の検出を行った。1 月に購入した生

カキは、NoV GII が 3 海域から、NoV GI が 2 海域から検出され、遺伝子型は

GII.3、GII.17、GI.2、GI.4 が確認された。パック充填の浮遊液については、

1 海域から NoV GII.17 が検出された。2 月に購入した生カキからは、NoV の 

GII.4 Sydney 2012 亜型、GII.17、GI.2、GI.4 が検出された。3月に購入した

アサリからは、NoV の GII.6 と GI.7 が検出された。1 月～3月に購入した生カ

キおよびアサリの SaV は、不検出であった。10 月、11 月、12 月に購入した生

カキについては、12 月購入分から NoV の GII.2 と GII.3 が検出された。同時

期に購入したアサリについては、NoV の GII.2 が 11 月購入分以降に確認され、

NoV の GI.7 が 12 月購入分より検出された。 

2016 年の秋田県における食中毒事例 3 事例はすべてが NoV GII の感染であ

り、検出された遺伝子型は GII.4 Sydney 2012 亜型と GII.17 であった。集団

感染事例において検出された NoV の遺伝子型は、GII.2 が最も多く、その検

出時期は 10 月～12 月であった。感染症発生動向調査においては、NoV GII.4 

Sydney 2012 亜型の検出が最も多かった。次いで多く確認された NoV GII.2 の

検出時期は、11 月～12 月であった。SaV は、GI.1 と GII.3 が散発的に検出さ

れた。 

今回の結果から、秋田県で流通している二枚貝の NoV、SaV の汚染実態が明

らかとなり、検出された遺伝子型は市中の流行状況に反映されているものと

考えられた。 

 

 

A. 研究目的 

カキ等二枚貝の生食および加熱不十分

な状態での喫食は、ノロウイルス等によ

るウイルス性胃腸炎を引き起こす原因と

考えられている。今回、二枚貝の汚染状

況を把握するため、秋田県内で流通して
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いる生食用カキおよび殻付き生アサリに

ついてノロウイルス（NoV）、サポウイル

ス（SaV）の検出を行った。 

また、秋田県において 2016 年に感染性

胃腸炎患者から検出された NoV、SaV の状

況についても併せて報告する。 

 

B. 研究方法 

1. 材料および対象 

1） 市販生カキ 

① 2016 年 1 月購入分 

2016 年 1 月 30・31 日に秋田市内で購入

した国産の生カキを用いた。生食用 3県 4

海域（ロット）を各 2パックずつ用意し、

カキの中腸腺 2～4 個分を 1 検体として、

1 パックにつき 2～3検体（合計：22 検体）

の検査を行った。また、パックに充填さ

れている浮遊液についてもロットごとに

NoV のみ検査を行った。 

② 2016 年 2 月購入分 

2016年2月22日に秋田市内で購入した

国産の生カキを用いた。生食用 1 県 1 海

域（ロット）を 1 パック用意し、カキの

中腸腺 1 個分を 1検体として、6検体の検

査を行った。 

③ 2016 年 10 月、11 月、12 月購入分 

2016 年 10 月 15 日、11 月 25 日、12 月

17 日に秋田市内で購入した国産の生カキ

を用いた。10 月、11 月は生食用 1県 1海

域（ロット）を 1 パック、12 月は生食用

2 県 2海域（ロット）を各 1パックずつ用

意し、カキの中腸腺 2～4個分を 1 検体と

して、1 パックにつき 2～3 検体（合計：

11 検体）について NoV のみ検査を行った。

なお、10 月、11 月、12 月の 1パックにつ

いては同じ業者で加工された同一海域の

カキを選択し、経時変化も確認した。 

2）市販殻付き生アサリ 

①2016 年 3 月購入分 

2016 年 3 月 7 日に秋田市内で購入した

国産の殻付き生アサリを用いた。1 県 1

海域（ロット）を 1 パック用意し、パッ

クに入っていたアサリの中腸腺（40 個分）

を合わせ 1 検体として NoV のみ検査を行

った。また、アサリは検査実施まで冷凍

にて保存していたが、解凍の際に得られ

た液（解凍液）についても NoV の検査を

行った。 

②2016 年 10 月、11 月、12 月購入分 

2016 年 10 月 16 日、11 月 25 日、12 月

17 日に秋田市内で購入した国産の殻付き

生アサリを用いた。各月、1県 1海域（ロ

ット）を 1 パック用意し、パックに入っ

ていたアサリの中腸腺（10 月：26 個分、

11 月：29 個分、12 月：24 個分）を合わ

せて各月 1検体ずつとし、NoV のみ検査を

行った。なお、アサリはすべて同じ店舗

にて、同一産地のものを購入し、経時変

化も確認した。 

3）食中毒事例および集団感染事例 

2016年 1月～12月にウイルスが検出さ

れた食中毒事例 3事例と NoV、SaV が検出

された集団感染事例31事例を集計対象と

した（中核市である秋田市分の事例は除

く）。 

4）感染症発生動向調査 

病原体定点医療機関において 2016 年 1

月～12 月に小児科から採取された糞便検

体 310 検体のうち NoV、SaV が検出された

52 検体を集計対象とした。 

 

2．方法 
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1）市販生カキおよび殻付き生アサリから

のウイルス検出 

厚生労働省通知法（平成 19 年 5 月 14

日付け食安監発第 0514004 号）「貝の中腸

腺を用いた方法（超遠心法）」に準じ濃縮

を行い、 QIAamp Viral RNA Mini Kit

（QIAGEN）により核酸を抽出した。抽出

時にはニッポンジーンの「DNaseI（RT 

Grade）」を用い、オンカラム DNaseI 処理

を実施した。その後、NoV は Kojima らの

方法（J. Virol. Methods, 100, 107-114, 

2002.）により、SaV は Kitajima らの方法

（ Appl. Environ. Microbiol., 76, 

2461-2467, 2010.）により RT-PCR を行い、

陽性検体の一部については Capsid N/S 領

域遺伝子を増幅し、ダイレクトシークエ

ンスにて塩基配列を決定した。GII.4 

Sydney 2012 亜型については、日本遺伝子

研究所の「ノロウイルス GII.4 Sydney 

2012 変異株検出用プライマーセット」を

使用し、判定した。 
2） 糞便検体からのウイルス検出 

糞便乳剤から QIAamp Viral RNA Mini 

Kit（QIAGEN）により核酸を抽出した。そ

の後、NoV は Kageyama らの方法（J. Clin. 

Microbiol., 41, 1548-1557, 2003.）に

より、SaV は Oka らの方法（J. Med. Virol., 

78, 1347-1353, 2006.）によりリアルタ

イム RT-PCR を行い、陽性検体については

Capsid N/S 領域遺伝子を増幅し、ダイレ

クトシークエンスにて塩基配列を決定し

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. 市販生カキおよび殻付き生アサリか

らのウイルス検出状況 

1）1 月購入分の市販生カキ（表 1） 

3 海域から NoV GII が検出された。検出

された NoV GII の遺伝子型は、GII.3 と

GII.17 であった。また、NoV GI は 2 海域

から検出されたが、そのうち 1 海域から

検出された NoV GI については型別不能で

あった。確認された NoV GI の遺伝子型は

GI.2 と GI.4 であった。SaV はすべての海

域において不検出であった。浮遊液につ

いては、中腸腺からの検出率が高かった 1

海域から NoV GII が検出され、遺伝子型

は GII.17 であった。 

2）2 月購入分の市販生カキ（表 2） 

すべての検体から NoV GII が検出され

た。検出された NoV GII の遺伝子型は、

GII.4 Sydney 2012 亜型と GII.17 であっ

た。NoV GI は 5 検体から検出され、検出

された NoV GI の遺伝子型は GI.2 と GI.4

であった。 

3）3 月購入分の殻付き生アサリ（表 3） 

NoV の GII.6 と GI.7 が検出され、SaV

は検出されなかった。解凍液の NoV は不

検出であった。 

4）10 月、11 月、12 月購入分の市販生カ

キおよび殻付き生アサリ（表 4） 

経時変化の確認を実施した 10 月、11

月、12 月の生カキ（同一 1 海域）につい

ては、12 月購入分から NoV GII.2 が検出

された。また、12 月のみ購入の生カキ 1

海域からは、NoV GII.3 が検出された。NoV 

GI は不検出であった。経時変化の確認を

実施した 10 月、11 月、12 月の殻付き生

アサリについては、11 月、12 月購入分か
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ら NoV GII.2 が検出され、また、12 月購

入分からは NoV GI.7 も検出された。 

2. 食中毒事例におけるウイルスの検出

状況 

食中毒事例の詳細について表5に示す。

3 事例すべてが NoV GII の感染であり、遺

伝子型は GII.4 Sydney 2012 亜型と

GII.17が確認された。3事例中1事例は、

GII.4 Sydney 2012 亜型と GII.17 が同時

に検出された。 

3. 集団感染事例における NoV の遺伝子

型別検出状況 

集団感染事例において検出された NoV

の遺伝子型について表 6 に示す。10 月以

降、GII.2 の検出が増加し、19 例（61.3％）

と最も多かった。次いで、GII.17 が 7 例

（22.6％）で 1 月～5 月の検出であった。

GII.4 Sydney 2012 亜型は 3 例（9.7％）

確認され、GII.6 と GI.3 はそれぞれ１例

（3.2％）から検出された。2016 年の集団

感染事例において SaV は検出されなかっ

た。 

4. 感染症発生動向調査におけるNoV、SaV

の遺伝子型別検出状況 

感染症発生動向調査において検出され

た NoV、SaV の遺伝子型について表 7、表

8 に示す。NoV は GII.4 Sydney 2012 亜型

が 22 例（46.8％）と最も多く、その検出

時期は流行期である 1 月がピークとなっ

ており、その後は散発的に確認された。

また、GII.17 の 6 例（12.8％）は、集団

感染事例の検出状況と同様に 1 月～5 月

の検出であり、GII.2 の 13 例（27.7％）

は 11 月以降に確認された。GII.3 は 4 例

（8.5％）、GI.2 は 2 例（4.3％）で、いず

れも散発的に検出された。SaV は検出数が

少なく、検出遺伝子型は GII.3 が 4 例

（80.0％）、GI.1 が 1 例（20.0％）で散発

的に認められた。 

 

D. 考察 

 二枚貝による食中毒事例が多発してい

た 2014/2015 シーズン（平成 27 年度報告

書参照）に比べ、2016 年は秋田県内にお

いて食中毒事例が大幅に減少した。しか

しながら、1 月、2月購入の市販生カキか

らは、2014/2015 シーズンに引き続き NoV 

GII.17 が多く検出され、また、カキの流

通が増加する 1 月以降に感染症発生動向

調査および食中毒・集団感染事例におい

ても NoV GII.17 の検出数が多くなってい

る。昨年の調査と同様に、県内で流通し

た生カキの喫食により、NoV GII.17 の感

染および不顕性感染が引き起こされ、感

染の契機となっていた可能性も考えられ

た。今回、カキの浮遊液から NoV が検出

されたことは、調理時における汚染拡大

の原因となり得る危険性を示唆しており、

注意喚起を促すひとつのデータとして重

要な結果であると考えられる。市販殻付

き生アサリからの NoV の検出は、アサリ

の加熱不足による喫食が、家庭内等での

感染を引き起こし、そこから伝播する可

能性も懸念されると思われた。アサリは

本来、加熱することが前提の食材である

が、調理の方法によっては加熱不十分な

状態で提供される可能性も考えられるた

め、注意が必要である。秋田県内で生カ

キが店頭に並び始めた10月以降のカキお

よびアサリからは、NoV GII.2 と GII.3

が検出された。特に GII.2 は、2016/2017

シーズンに検出数が多くなっているとの
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報告があり（病原微生物検出情報 Vol.38 

No.1）、本県の感染症発生動向調査および

集団感染事例においても10月以降に多く

検出されている。購入した生カキおよび

殻付き生アサリは秋田県が産地となって

いないことから、海域周辺でも本県同様

の時期に流行が始まったものと考えられ

る。また、2016 年に秋田県内で NoV GII.2

が検出された集団感染 19 事例は、すべて

保育園および幼稚園での発生であった。

免疫が未熟である低年齢層への感染拡大

が懸念され、今後の動向に注視する必要

があると考える。 

 

E. 結論 

市販生カキおよびアサリからの NoV、

SaV の検出は、秋田県内におけるウイルス

の侵淫状況に反映されているものと考え

られ、検出される遺伝子型も市中の流行

と相関するものと思われた。また、今回、

検査を試みた生カキの浮遊液やアサリか

らの NoV の検出は、食品の取り扱いを考

える上でも重要な結果であり、今後もデ

ータを蓄積しながら、感染予防に向けて

の啓発や注意喚起に役立てていく必要性

があると考えられた。 
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表 1 市販生カキからのウイルス検出状況（1 月購入） 

ＧⅡ型 ＧⅠ型

A-21 ①－1 GII.17 （－） （－）

①－2 GII.17 （－） （－）

①－3 GII.17 GI.2 （－）

②－1 GII.17 検出 （－）

②－2 GII.17 （－） （－）

②－3 GII.17 GI.4 （－）

C-1 ③－1 （－） （－） （－）

③－2 （－） GI.NA （－）

④－1 （－） （－） （－）

④－2 （－） （－） （－）

B-9 ⑤－1 （－） （－） （－）

⑤－2 GII.17 （－） （－）

⑤－3 GII.17 （－） （－）

⑥－1 （－） （－） （－）

⑥－2 （－） （－） （－）

⑥－3 （－） （－） （－）

B-5 ⑦－1 GII.17 （－） （－）

⑦－2 （－） （－） （－）

⑦－3 （－） （－） （－）

⑧－1 GII.3 （－） （－）

⑧－2 GII.17 （－） （－）

⑧－3 （－） （－） （－）

ノロウイルス
GII.17

（－）

（－）

（－）

海域 Ｎｏ．
ノロウイルス

浮遊液サポウイルス

 
 

 

表 2 市販生カキからのウイルス検出状況（2 月購入） 

ＧⅡ型 ＧⅠ型

A-30 1 GII.17 GI.2 （－）

2 GII.17 GI.4 （－）

3 GII.17 GI.2 （－）

4 GII.4＊、GII.17 GI.4 （－）

5 GII.17 （－） （－）

6 GII.17 GI.4 （－）

海域 Ｎｏ．
ノロウイルス

サポウイルス

 

＊ GII.4 ： GII.4 Sydney 2012 
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表 3 市販殻付き生アサリからのウイルス検出状況（3月購入） 

ＧⅡ型 ＧⅠ型

K県 40 GII.6 GI.7 （－） （－）

海域 個数
ノロウイルス

解凍液サポウイルス

 

 

表 4 市販生カキおよび殻付き生アサリからのウイルス検出状況（10 月～12 月購入） 

ＧⅡ型 ＧⅠ型

3 （－） （－）

3 （－） （－）

アサリ
K県

2016年10月16日 26 （－） （－）

3 （－） （－）

3 （－） （－）

2 （－） （－）

アサリ
K県

2016年11月25日 29 GII.2 （－）

12月 3 （－） （－）

3 （－） （－）

2 GII.2 （－）

4 GII.3 （－）

4 GII.3 （－）

3 （－） （－）

アサリ
K県

2016年12月17日 24 GII.2 GI.7

ノロウイルス

生カキ
B-9

生カキ
B-9

購入月 加工日

2016年10月14日
10月

11月

生カキ
B-9

2016年12月16日

生カキ
A-30

2016年12月16日

個数

2016年11月24日

検体名
海域

 

 

表 5 秋田県における食中毒事例の詳細（2016 年） 

2016年1月8日 不明（提供した料理） 飲食店
GII.4 Sydney 2012
GII.17

2016年1月26日 不明（弁当） 仕出屋 GII.4 Sydney 2012

2016年2月9日 不明（弁当） 飲食店 GII.17

検出ノロウイルス遺伝子型依頼年月日 推定原因食品 原因施設
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表 6 集団感染事例において検出された NoV の遺伝子型（2016 年） 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 計

GII.2 1 6 12 19

GII.4 Sydney 2012 1 2 3

GII.6 1 1

GII.17 2 2 2 1 7

GI.3 1 1

計 2 1 2 4 2 1 0 0 0 1 6 12 31

　　 （株数） 

 

 

表 7 感染症発生動向調査において検出された NoV の遺伝子型（2016 年） 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 計

GII.2 3 10 13

GII.3 1 1 1 1 4

GII.4 Sydney 2012 9 4 1 3 1 1 1 2 22

GII.17 2 1 2 1 6

GI.2 1 1 2

計 12 6 3 3 2 1 2 0 2 0 4 12 47

　　 （株数） 

 

 

表 8 感染症発生動向調査において検出された SaV の遺伝子型（2016 年） 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 計

GI.1 1 1

GII.3 1 2 1 4

計 1 0 0 0 1 2 0 0 0 1 0 0 5

　　 （株数） 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 流入下水からの腸管系病原ウイルス遺伝子の検出  

 

 研究協力者 

 

研究分担者 

植木 洋   

菅原 直子 

野田 衛 

宮城県保健環境センター 

 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

 腸管系ウイルス性感染症の流行状況を早期に察知し、被害拡大防止や二枚貝

の汚染防止に寄与するための手法として，下水処理場へ流入する流入下水中に

含まれる病原ウイルスの挙動の把握が注目されている。流入下水中の各種病原

ウイルス遺伝子の検出を試みた結果，主要な胃腸炎起因ウイルスであるサポウ

イルスおよびノロウイルスの遺伝子は通年検出された。特に感染症発生動向調

査の感染性胃腸炎患者報告数と流入下水中のノロウイルス濃度の推移は一致

がみられ,流行期には患者およびカキから検出された遺伝子型と流入下水から

検出された遺伝子型も一致していた。 

 

 

 

A. 研究目的 

 現在，感染症の流行状況の把握と感染

拡大防止のための注意喚起等は,感染症

発生動向調査の定点医療機関からの患者

報告数が根拠となっている。 

しかしこの患者報告数は，発症患者の

受診後に集計を行うため,報告数が注意

報・警報レベルに達し,注意喚起を行う頃

には,すでに流行が拡大している。また,

感染性胃腸炎は,小児科定点からの患者

数報告のみで，成人での流行状況は把握

されていない。 

一方,下水道処理施設へ流入する流入

下水中には,ヒトから排泄されたウイル

スなどの病原微生物が直接流れ込むため,

流入下水を継続的に監視することにより,

流行の早期探知が可能となり,潜在的な

流行についても把握できる。さらに，カ

キ等の二枚貝のノロウイルス(NoV)等の

腸管系ウイルスの主要な汚染源は下水で

あることから，下水中のウイルスの動態

に関するリアルタイムの情報は二枚貝の

汚染防止対策にも寄与できる可能性があ

る。 

そこで,流入下水中の病原ウイルスの

挙動の把握がそれらによる感染症の被害

拡大防止や二枚貝の汚染防止に寄与でき

るかを検証することを目的として、胃腸

炎起因ウイルスの NoV とサポウイルス

(SaV)について，real-time PCR 法を用い
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て定量的に検出し，季節的なウイルス遺

伝子の消長を把握した。さらに，下水中

の NoV 遺伝子濃度と感染性胃腸炎の流行

期の患者数の推移を比較した。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

宮城県内の都市部に所在する下水処理

場に流入する流入下水を平成28年 7月～

平成 28 年 12 月の毎週 1 回採水し，計 25

検体を試料とした。 

2. ウイルス遺伝子の検出 

1)流入下水の濃縮 

流入下水を混和後25または 50ｍLを測

り取りポリエチレングリコールおよび

NaCL を終濃度がそれぞれ 0.08g/mL，

0.021g/mL となるように加え，4℃で 1 夜

攪拌した後，10,000rpm で 20 分間冷却遠

心した。上清をアスピレーターで取り除

き，沈渣に滅菌蒸留水を加え，5.0ｍL の

クライオチューブに洗い込み,下水濃縮

液とした。 

2)ウイルス RNA の抽出と各ウイルス遺伝

子の検出 

下水濃縮液 140μL について QIAGEN 

viral RNA mini kit を用いてウイルス RNA

を抽出した。 

逆転写反応および各ウイルス遺伝子の

検出は,図１に示した方法で行った。 

real-time PCR 法による NoV および SaV

遺伝子の検出は，国立感染症研究所より

分与された既知濃度の陽性コントロール

を用いて検量線を作成し，試料中のコピ

ー数を算出し,下水１L あたりに換算した。 

各ウイルス遺伝子が検出された場合は,

それぞれについてダイレクトシーケンス

を行い，MEGA6 でアライメント後，Blast

または Norovirus typing tool 用いて遺

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. SaV の検出状況（図２） 

調査期間中の全検体から検出され,3.5 

×103～3.7×106copies/L の濃度で推移

し,10 月 26 日に最大値となった。検出さ

れたSaVの遺伝子群はGⅠおよびGⅡであ

った。 

2. NoV の検出状況（図３，表１） 

SaV 同様，全検体から検出され，GⅠ群

は 0～1.6×105 copies/L,GⅡ群は 1.3×

104～4.3×107 copies/L で,GⅠ群と比較

し全体的に GⅡ群が高い濃度で推移した。

県内の感染症発生動向調査で感染性胃腸

炎の患者報告数が急増した 11 月からは，

下水中の GⅡ群遺伝子濃度が急激に増加

し，12 月 7 日採水の検体が最高値を示し

た。 

また，検出された遺伝子型は，GⅠ群は

全期間で多種の遺伝子型が検出され，GⅡ

群は感染性胃腸炎の非流行期である 7 月

～10 月は GⅡ.17 を中心に多種類の遺伝

子型が，流行期となる 10 月末～12 月は G

Ⅱ.2 のみが検出され，同時期には感染性

胃腸炎集団事例の患者や市販生食用カキ

からも GⅡ.2 が検出されていた。 

 

D. 考察 

 流入下水中から水中病原ウイルスであ
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る，SaV，NoV の定量的な検出を試みた。

その結果，胃腸炎ウイルス一つの SaV は,

全期間で検出された。また，感染症発生

動向調査で胃腸炎患者から検出された

SaV と同じ遺伝子型が下水からも検出さ

れたことから，散発的な発生は通年的に

起きていることが推測された。 

一方，調査期間中には集団感染事例の

患者からの SaV の検出はなかったが,10

月下旬に濃度の上昇がみられ，下水処理

区域内での小規模な流行などの可能性も

考えられた。   

 NoV の推移については，SaV と同様に全

検体より検出され，SaV と比較し高い濃度

で推移した。このことは，SaV 同様に NoV

による胃腸炎も通年的に発生しており，

SaV 感染者よりも NoV 感染者の割合が高

いことが考えられた。感染症発生動向調

査における患者報告数の少ない時期であ

っても流入下水から検出されることから，

散発的な患者発生に加えて不顕性感染者

の存在も示唆された。また，NoV のうち，

GⅠ群および GⅡ群の汚染量を比較すると，

GⅠ群と比べ GⅡ群の濃度が高い傾向を示

し，GⅡ群感染者の存在割合が高いことが

推察された。 

感染性胃腸炎の流行期となった，10 月

下旬からは NoV GⅡ群遺伝子濃度が上昇

し，12 月初旬に最大値を示した。この時

期，宮城県内ではノロウイルスによる感

染性胃腸炎の集団事例が多発し，感染症

発生動向調査の定点あたり患者報告数も

急増した。これら事例の患者から検出さ

れた遺伝子型は GⅡ.2 であり，同時期の

下水からも GⅡ.2 が検出された。このこ

とからも，流入下水から検出されるウイ

ルス遺伝子が流域での感染性胃腸炎流行

状況を直接的に反映していると考えられ

た。また，患者数推移と流入下水中の NoV 

GⅡ群遺伝子の濃度推移を比較すると，流

入下水中の遺伝子濃度の上昇がより早期

に確認された。（図４）このことは，流入

下水の NoV 遺伝子を継続的に監視するこ

とにより，感染性胃腸炎流行の早期探知

の可能性が示された。 

 

E. 結論 

下水処理施設に流入する流入下水につ

いて，水中病原ウイルスの NoV，SaV 遺伝

子の検出を試みた。その結果，各ウイル

ス遺伝子は通年的に検出され，下水から

検出された NoV と SaV 遺伝子は，感染性

胃腸炎患者から検出された遺伝子型と同

じ遺伝子型であった。 

また，下水中の NoV 遺伝子濃度は感染

性胃腸炎患者報告数の増加よりも，早期

に上昇することが確認され，感染性胃腸

炎流行の早期探知の可能性が示唆された。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他
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図１ 各ウイルス遺伝子の検出方法 

 

図２ 流入下水中のサポウイルス遺伝子の濃度推移 
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＜NoVGⅠ群＞

7/6 7/14 7/20 7/27 8/3 8/10 8/19 8/24 9/1 9/7 9/15 9/21 9/28 10/5 10/12 10/19 10/27 11/2 11/9 11/16 11/24 12/1 12/7 12/15 12/21

GⅠ.1

GⅠ.2

GⅠ.3

GⅠ.4

GⅠ.6

GⅠ.9

＜NoVGⅡ群＞

7/6 7/14 7/20 7/27 8/3 8/10 8/19 8/24 9/1 9/7 9/15 9/21 9/28 10/5 10/12 10/19 10/27 11/2 11/9 11/16 11/24 12/1 12/7 12/15 12/21

GⅡ.2

GⅡ.3

GⅡ.4
Sydne

y2012

GⅡ.5

GⅡ.6

GⅡ.7

GⅡ.17

 

図３ 流入下水中のノロウイルス遺伝子濃度推移 

 

 

表１ 検出されたノロウイルスの遺伝子型別（■は検出された遺伝子型） 
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図４ 感染性胃腸炎の定点当たり報告数と流入下水中の NoV GⅡ群濃度推移 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 水溶性高分子ポリマーコーティングによる手指汚染の 
水洗いによる簡易除去 

 

 

 研究協力者 

研究分担者 

田村 務 

野田 衛 

新潟県保健環境科学研究所 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

調理従事者による食品汚染が食中毒の原因となることが多く、手指の衛生

管理が重要な課題である。そこで、水溶性高分子ポリマーで手指をコーティ

ングすることで、その後の汚染を簡易に除去できないか検討した。 

3%カルボキシメチルセルロースの 45%エタノール液（CMC 液）や 7%ポリエチ

レングリコール 85%エタノール液（PEG 液）により指をコーティングし、簡易

な水洗いで、墨汁の汚れを容易に落とすことができた。また、CMC 液のコーテ

ィングにより、水流のみでノロウイルスの汚染を 79%低減できた。また、PEG

液のコーティングに加え指をこすることで、ノロウイルスの汚染を 87%洗い流

すことができた。 

トイレの前に手指をこれらのコーティング剤で保護することで、トイレ後

の手洗いにおいて、トイレ中のウイルス汚染を効率的に洗い流すことができ

ると考えられる。 

 

 

A. 研究目的 

食中毒の多くが調理従事者による食品

汚染が原因となっている。食品の汚染は

手指を介して汚染することが多いと考え

られ、厳重な手洗いの方法が周知された

り、多くの手指消毒剤が販売されたりし

ている。しかし推奨されている手洗い方

法は時間や手間を要し、それを日々実践

することは容易であるとは言いがたい。 

 手指をウイルスにより汚染する機会と

して最も多いのはトイレと考えられ、特

に自分のお尻を拭く際に手指を汚すこと

が多いと考えられる。 

 お尻を拭く作業を汚染作業と考えると、

その前に手袋をして行うと手を汚すこと

が無いが、手袋の着脱に手間がかかり、

汎用的ではない。 

 そこで、トイレに入る前に手指を水溶

性ポリマーでコーティングして、トイレ

の後に手を洗えば、ポリマーとともに簡

単にウイルスを含む汚れを落とすことが

できるのでないかと考え、検討を行った。 

 

B. 研究方法 
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1. 材料 

 水溶性ポリマーとして、以下 A,B の二

種類を使用した。 

A ポリエチレングリコール 6000 

 85%エタノールに 1，3，5，7，10%に溶

解して使用液（PEG 液)とした。 

B カルボキシメチルセルロース 

45%エタノールに 1，2，3%に溶解して使

用液（CMC 液)とした。 

 

2. 墨汁の汚染除去効果の検討 

PEG 液と CMC 液で、どの希釈濃度で最も

墨汁の汚れを落とす効果があるかを評価

した。対照として、墨汁のみ（コーティ

ング無し）、および市販の消毒用ハンドジ

ェルを塗布した。 

 試験方法は、次の手順で実施した。 

①水溶性ポリマー液を人差し指、中指、

薬指の腹側に 20μL 塗布し、ドライヤー

で乾燥させた。 

②2 倍希釈した墨汁を 2μL ポリマーを塗

布した指に滴下し、ピペットの腹で 1 往

復して伸ばし、ドライヤーで乾燥させた。 

③1 分間で 413mL（3 本併せて 1240 mL）

出る定量ポンプの水流で指を20秒洗い流

した。 

 定量ポンプは、Geotech Environmental 

Equipment 社の Geopump を使用した。また、

3本の管から同じ量の水が出るように図1

のような分岐管を作成した。この時の水

温は 14℃であった。 

 

3. ノロウイルスの汚染除去効果の検討 

実験１で効果が確認された 7%PEG 液と

3%CMC 液について、ノロウイルスによる汚

染の除去効果を評価した。 

ノロウイルス液：GⅡ.4 型のノロウイル

ス陽性便を 0.5%BSA（牛血清アルブミン）

加 PBS(-)で溶解し、9000rpm 20 分遠心後

の上清を更に5倍希釈して-80℃に冷凍保

管し、これを使用した。 

実験方法は以下のとおり実施した。 

①水溶性ポリマー液を指の腹側に 20μL

塗布し乾燥させた。 

②5μL のノロウイルス液を塗布し、乾燥

させた。なお、5μL 中のノロウイルスの

コピー数は、1.5×107個であった。 

③B. 2 ③と同じ定量ポンプの水流で 20

秒間洗い、ペーパータオルで余分な水を

ふき取った。 

 汚染が容易に落ちるよう、指をこする

動作を入れた実験も行った。 

この時の水温は 8℃であった。 

④0.1 %Tween 加 PBS が 3 mL 入ったアセト

ニトリル製クリーンルーム用手袋の指を

カットした指サック（クリーンファース

トニトリル（クリーン洗浄済・γ線滅菌

済）（アズワン））をはめて、輪ゴムをか

けた。 

⑤60 秒指サックをもみ、指を洗った。輪

ゴムを外し、指サックを外した。 

⑥指サックから洗浄液をそれぞれチュー

ブに回収した。 

⑦指を 1000ppm の次亜塩素酸ナトリウム

液で 1 分すすぎ、その後ハンドソープで

手洗いして、次の実験を繰り返した。 

 表 1 のとおり条件を変えて、一人の手

で 5回①から⑦を繰り返して実験した。 

 なお、ノロウイルスで汚染した指を洗

い流した水はバットに貯め、次亜塩素酸

ナトリウム液で消毒した。 

指サックから回収した洗浄液2mlから、
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BSA-PEG 法にてノロウイルスを濃縮した。

具体的には、2ml の回収液に、BSA：0.04g、

PEG6000：0.18g、NaCl：0.09g を入れて加

温溶解し、4℃で一晩静置後、10000rpm

で 30 分遠心して約 40µL の BSA の沈渣を

得た。これに、100μL の PBS(-)を加えて

溶解し、QIA Viral RNA mini kit（QIAGEN）

でウイルス RNA を抽出した。さらに、High 

-capacity RNA-to-cDNA kit（Thermo- 

Fisher Scientific）により cDNA を合成

し、厚生労働省通知法のリアルタイム PCR

法で GⅡ型ノロウイルスを定量した。なお、

コピー数に換算するため、ノロウイルス

標準プラスミドは、国立感染症研究所か

ら分与された物を用いた。 

(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. 墨汁の汚染除去効果の比較 

PEG 液をコーティングした場合は、7%

以上で、墨汁を落とす効果が最大となっ

た（図 2）。CMC 液をコーティングした場

合は、3%が最も汚れ落とし効果が高かっ

た（図 3）。 

一方、PEG 液や CMC 液でコーティングせ

ず、墨汁を直接指に付けて 20 秒流水で洗

っても、墨汁は全く落ちなかった。また、

市販の消毒用ハンドジェルを付けても同

様に墨汁は落ちなかった。 

 

2. ノロウイルス汚染除去効果の比較 

 汚染の除去効果の結果を図4に示した。 

 2 本あるいは 3 本の指で同じ条件で実

施したデータを算術平均してグラフに示

した。 

 コーティングせずに、水流のみで指を

洗った場合、指から回収できたノロウイ

ルスは 1.9×103コピーであった。 

 7%PEG 液でコーティングした場合、1.1

×103コピーの回収量であった。この PEG

液でコーティングして、洗浄時に指をこ

すった場合は、回収量は 2.5×102コピー

と、こすらない場合に比べ 1/5 となり、

使用しない場合に比べて、87%の低減効果

があった。 

 3%CMC でコーティングした場合は、洗浄

後のノロウイルスの回収量は 4.0×102コ

ピーで、使用しない場合の 21%となった。 

また、この実験の際の BSA-PEG 法によ

るノロウイルスの添加回収率は 55%であ

った。ノロウイルス液を塗布しない指か

らはノロウイルスは検出されなかった。 

 

D. 考察 

排便後の肛門拭き取り時の手指の汚染

が手指自体や衣服の袖口を汚染すること

が実証されている 1)。調理従事者が関与す

る食中毒では、このようなトイレにおい

て汚染した手指を介して食品が汚染され

食中毒につながると考えられる。食中毒

や感染予防のために厳重な手洗いの方法

が示されているが、実際に日々実践する

ことは容易とは言いがたい。また、ノロ

ウイルス感染症では不顕性感染も多く、

感染を認識することが無い場合は、手洗

いを簡易に済ませる場合も多いと考えら

れる。また、多くの手指消毒剤が販売さ

れているものの、それだけの使用では十

分な不活化効果は期待できない。 

そこで、トイレの後の手指汚染リスク
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を減らすため、トイレ前に水溶性高分子

ポリマーで手指をコーティングして、ト

イレ時の汚染を手洗い時に簡易に除去で

きないか検討した。 

 水溶性高分子ポリマーとして、PEG6000

はノロウイルスの濃縮用に使用されてお

り、ノロウイルスの汚染を捕捉すること

ができると考え、実験に使用した。PEG

も化粧品等で多用されており、安全性に

問題はないが、調理従事者の用途を考え、

手指に残留しても問題無い食品添加物と

して CMC も試してみた。 

 手指に塗った後速やかに乾燥させるた

め、エタノール水溶液に溶解させた。PEG

は 85%エタノールに容易に溶解するが、

CMC は溶解するために水が必要であるこ

とから、45%エタノールに溶解し、最大で

3%にしか溶解できなかった。 

これらのポリマーを使用してまず墨汁

を落とすことができるかどうか試したと

ころ、水流だけでも洗い流すことができ、

さらに指をこすると容易に墨汁を除去で

きた。実際のノロウイルス汚染で試した

ところ、CMC 液を使用した場合は、ノロウ

イルスによる汚染を「20 秒の水流のみ」

で使用しない場合に比べて約 1/5(21%)に

減少できた。また、PEG 液によるコーティ

ングでは「20 秒の水流＋洗浄中に指をこ

する」ことで、ノロウイルスによる汚染

を、使用しない場合に比べて約 13%に減少

できた。 

今回、2種類の水溶性ポリマーによる手

指のコーティングで、その後のノロウイ

ルス汚染を水で洗い流すだけで、減らす

ことが可能であると確認できた。 

トイレの前にこれらの水溶性ポリマー

でコーティングすることで、トイレ中の

ノロウイルスによる手指汚染を容易に水

洗いで低減することができ、手洗い補助

剤として使用することで食中毒や感染の

リスクの低減に活用できると思われる。 

 今回は、指の腹部分の汚染で、簡易な

評価であったが、今後は手全体で、石け

んを使用した場合と比較して汚染の低減

効果があるかどうか評価が必要である。 

 

E. 結論 

 PEG や CMC などの水溶性高分子ポリマ

ー化合物で手指をコーティングすること

で、その後の汚染を手洗い時に、水流の

みで簡易に低減できると考えられる。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 

 

文献 

1. トイレを起点とするノロウイルス汚

染拡大の検証 長野県北信保健福祉事務

所（http://www.pref.nagano.lg.jp/ 

hokuho/syokuhin-anzen/documents/toir

enoro.pdf） 
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図１ 分岐管 
 5 本の出口のうち 3 本を使用。

 出口の口径は 3mm 

人差し指 中指 薬指

１回目 PEG液のみ CMC液のみ 塗布無し

２回目
7%　PEG液
　＋ノロウイルス液

7%　PEG液
　＋ノロウイルス液

7%　PEG液
　＋ノロウイルス液

３回目
3% CMC液
　＋ノロウイルス液

3% CMC液
　　＋ノロウイルス液

塗布無し

４回目
7%　PEG液
　＋ノロウイルス液
  ＋こすり洗い

7%　PEG液
　＋ノロウイルス液
  ＋こすり洗い

塗布無し

５回目
コーティング無し
ノロウイルス液のみ

コーティング無し
ノロウイルス液のみ

塗布無し

※こすり洗い：5 秒水流で洗う＋指をこする＋15 秒水流で洗う 
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A B C D

E F G

A B C

図２ PEG 液のコーティングによる墨汁の除去効果 
A：1%PEG、B：3%PEG、C：5%PEG、D：7%PEG、E：10%PEG、いずれも 85%エ

タノール液に溶解。 F：コーティング無し、G：市販の消毒用ハンドジェル。 
上段は洗浄前、下段は洗浄後 

図３ CMC 液のコーティングによる墨汁の除去効果 
A：1%CMC、B：2%CMC、C：5%PEG、いずれも 45%エタノール液に溶解。 
上段は洗浄前、下段は洗浄後 
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図４ 3%CMC液と 7%PEG液のコーティングによるノロウイルスの除去効果の比較

7% 
PEG 液 

3%
CMC 液 

7%
PEG 液 
＋ 

こすり洗い

コーティ
ング無し 

1.9×103

2.5×102
4.0×102

1.1×103 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 東京都におけるノロウイルスを原因とした集団発生例での 
遺伝子型の解析（2013/14～15/16 シーズン） 

 

 

 研究協力者 宗村 佳子 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 森 功次 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 永野 美由紀 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 木本 佳那 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 小田 真悠子 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 奥津 雄太 東京都健康安全研究センター  

 研究協力者 秋場 哲哉 東京都健康安全研究センター  

 研究分担者 野田 衛 国立医薬品食品衛生研究所  

 

 研究要旨 
ノロウイルス食中毒予防の基礎資料とするために、2013/14～15/16 シーズ

ンの東京都における集団発生例から検出されたノロウイルスの遺伝子型を解

析した。その結果、2013/14 シーズンにおいては GII.4 が 55.1%（108/196）の

事例から検出され最多であったが、2014/15 及び 2015/16 シーズンにおいては

GII.17 がそれぞれ 33.1%（83/251）、42.6%（83/195）から検出され、最多遺伝子

型となった。検出された GII.17 のうち、85 例について全長解析を行なったところ、

全 て GII.P17-GII.17 で あ り 、 85 例 中 82 例 は 系 統 樹 上 、

Hu/GII.P17-GII.17/Kawasaki308/2015/JP（Kawasaki308 株）と同一のクラスタ

ーに属していた。 
 

 

A. 研究目的 
ノロウイルス(NoV)は代表的な胃腸炎

感染症原因ウイルスであり、NoV の遺伝

子型の把握は、長期的な疫学解析におい

て有用である。今回、NoV 食中毒予防の

基礎資料とするために、2013/14～15/16
の過去３シーズンに東京都内で検出され

た NoV について、その遺伝子型を解析し

たので報告する。 
 
B. 研究方法 
1. 材料 

2013/14～15/16 シーズンに食中毒あ

るいは施設内感染が疑われ、胃腸炎ウイ
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ルス検査の依頼があったもののうち、

NoV が陽性となった 672 事例 959 検体

（患者糞便等）から抽出した RNA を材料

とした。 
2. 方法 

N/S 領域の塩基配列をダイレクトシー

ケ ン ス に よ り 決 定 し 、 Norovirus 
Genotyping Tool Version 1.0 により遺伝

子型を分類した。また、GII.17 が検出さ

れた検体うち 85 例については全長の塩

基配列を調べた。 
 

 (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 

NoV 陽性事例は 2013/14 シーズンは

196、2014/15 シーズンは 251、2015/16
シーズンは 195 事例であった（図 1）。遺

伝子型別検出状況を見ると、GII.4 は

2013/14 シーズンには 55.1%（108/196）
と半数以上を占めていたが、2014/15、
2015/16 シーズンではそれぞれ 21.1%
（53/251）、25.1%（49/195）と検出割

合が減少した。これに対し、GII.17 は

2013/14 シーズンにはわずか 2 例（1.0%）

の検出であったが、次の 2014/15 シーズ

ンには 33.1%（83/251）、さらに 2015/16
シーズンでは 42.6%（83/195）から検出

され、この 2 シーズンにおいては最多遺

伝子型となった。GII.17 検出例のうち全

長 解 析 を 行 っ た 85 例 は 全 て

GII.P17-GII.17 であり、VP1 の全長によ

る 系 統 樹 解 析 の 結 果 、 3 例 が

Hu/GII.P17-GII.17/Kawasaki323/2014/
JP(Kawasaki323 株)と同一のクラスター

に 属 し て い た が 、 82 例 は

Hu/GII.P17-GII.17/Kawasaki308/2015/
JP（Kawasaki308 株）と同一のクラスタ

ーに属していた。Kawasaki323 株と同一

のクラスターに属していた検体は

2013/14 シーズンに検出された 2 例と

2015 年 8 月に検出された 1 例であった。

GII.17 の検出状況を月別に辿ると、

2014/15 は、シーズン当初にはわずか 1
例のみしか検出されていなかったが、

2015年 1月以降に検出例が急増していた。

2015/16 シーズンにおいても同様に、9 月

から 12月までは 9例しか検出されていな

かったが、2016 年 1 月以降に検出例が増

加し、シーズンを通して 83 例が検出され

た。GⅡ.17 は、2 シーズン続けて、検出

数のピークが 1 月以降と他の遺伝子型と

比較して遅いが、シーズンを通して積算

すると検出数が最多となった。 

 
D. 考察 
 2015 年以降、NoV の新規遺伝子型

GII.P17-GII.17 の流行が世界的な話題と

なり、国内および海外諸国で本遺伝子型

の流行が広く報告されている。今回、東

京都における過去 3 シーズンの GII.17 の

流行状況について解析を試みたが、今回

の結果から、東京都においても同様に

GII.P17-GII.17 が 2014/15 シーズン以降

流行していたことが確認された。

Kawasaki308 は、Kawasaki323 よりも

時系列進化の観点から新しい株とされ、

GII.17 は 、 Kawasaki323 か ら 、

Kawasaki308 の亜株に進化しつつ、
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2014/15 から 2015/16 の 2 シーズンにお

いて、流行を維持していたと考えられた。

2016/17 シーズンにおいても引き続き検

出状況を注意深く見守る必要がある。

GII.17 の検出が他の遺伝子型（GII.4）に

比し、やや遅れて増加し始める点につい

てはまだ十分な考察ができていない。今

後、様々な角度から検証を試み NoV の流

行状況の解明に役立てたい。 
 
E. 結論 

2013/14 シーズンにおいて、東京都で

最も多く検出された NoV の遺伝子型は

GII.4 であった（55.1%）が、14/15 及び

15/16 シーズンにおいては GII.17 がそれ

ぞれ 33.1%（83/251）、42.6%（83/195）
から検出され、最多遺伝子型となった。

検出された GII.17 のうち、85 例について

全 長 解 析 を 行 な っ た 結 果 、 全 て

GII.P17-GII.17 で あ り 、 大 多 数 は

Kawasaki308 株と同一のクラスターに

属していた。 
 

F. 研究発表 
1. 論文発表 

1) 宗村佳子:東京都におけるノロウ

イルス検出状況(2015)、食品衛生

学雑誌,57(6):194-96(2016) 
2) 宗村佳子,木本佳那,小田真悠子,

奥津雄太 ,秋場哲哉 ,貞升健志、

IASR,38(1):5-6(2017) 
2. 学会発表 

1) 宗村佳子:東京都におけるノロウ

イルス検出状況(2015).第 111 回

食品衛生学会学術講演会シンポ

ジウム 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得：なし 
2. 実用新案登録：なし 
3. その他：なし 
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平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 食中毒及び感染症事例で検出されたノロウイルスの分子疫学解析  

 

 研究協力者 
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 研究要旨 

 ノロウイルス食中毒予防の基礎資料とするために、2014 年 9 月から 2017 年

1 月の期間に行政検査依頼により搬入された糞便検体から検出されたノロウイ

ルスについて、流行状況を把握し、検出された遺伝子型の推移を調査した。 

 2014/15 シーズンでは GII.4 による事例が最も多く 23 事例発生した。次いで

GII.17（16 事例）、GI.2（8 事例）の順で事例数が多かった。2015/16 シーズン

には、GII.17（14 事例）が流行の主流となり、GII.4（11 事例）を上回った。

2016/17 シーズンは現在のところ、GII.2 が 13 事例と、大きな流行により大半

を占め、1事例のみ GII.17 が発生した。 

 GII.4 は数年おきに亜型が出現することが知られているが、検出事例が減少

傾向にあることや、Sydney2012 株が未だに検出され続けていること、ここ数年

Capsid N/S 領域におけるアミノ酸配列に変異がみられないことを考えると、近

いうちに新たな亜型が出現する可能性もある。また、GII.17 は変異株の出現に

よって大きな流行を引き起こしたが、2016/17 シーズンは現在のところ検出事

例が少ない。しかしながら、GII.17 はここ 2シーズン連続して年明けに事例数

のピークを迎える傾向があり、引き続き注視する必要がある。 

 ノロウイルスはシーズンごとに流行する遺伝子型が異なるため、今後も

GII.4 や GII.17、GII.2 など近年流行の主流となっている遺伝子型の発生状況

について、注意深く監視することが重要である。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルスによる食中毒は主に冬季

に発生し、全国での食中毒事例件数は全

細菌性食中毒と比べると少ないものの、1

事例あたりの患者数が多く、ほぼ毎年ノ

ロウイルスが日本における食中毒の患者

数の最上位を占めている。また、ノロウ

イルスは冬季の感染性胃腸炎の主要な原

因ウイルスであり、小児から高齢者まで

幅広い年齢層に感染し、保育園・高齢者

福祉施設において集団感染が多くみられ

る。流行する遺伝子型が年によって変動
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するうえ、最近では GII.17 変異株が新た

に検出されている。ノロウイルスによる

食中毒はこれらの感染症としての流行を

背景として発生することから、本ウイル

スの流行状況や遺伝子型を分析すること

は、予防対策上重要である。そこで今回、

2014/15 シーズン、2015/16 シーズン及び

2016/17 シーズン（9月から 1 月まで）の

ノロウイルス遺伝子型検出状況を把握し、

検出される遺伝子型の特徴について調査

した。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

 2014 年 9 月から 2017 年 1 月の期間に、

食中毒事例及び保育園等における集団発

生事例（感染症事例）でノロウイルス検

査の行政依頼を受けて当所に搬入された

糞便等を検査材料とした。 

 なお、後述する C.研究結果の 2．及び 3．

については、倫理面に配慮し、検査検体

の調査研究事業に関する同意を得られた

130 検体 60 事例のみを用いた。 

2. ノロウイルスの遺伝子型同定 

 糞便を PBS(-)で 10％乳剤としたのち、

10,000rpm 10 分間遠心した上清を RNA 抽

出用検体とした。QIAamp Viral RNA mini 

Kit (QIAGEN) を用いて抽出した RNA は、

DNase 処理、逆転写反応を行ったのち、

Capsid N/S 領域についてコンベンショナ

ル PCR を実施し、陽性であったものにつ

いてダイレクトシークエンスを行い、解

読した塩基配列を Norovirus Genotyping 

Tool Version 1.0 (http://www.rivm.nl/ 

mpf/norovirus/typingtool) を用いて遺

伝子型を同定した。 

3. 検出されたノロウイルス（GII）の系

統樹解析 

 2．の方法で解読した塩基配列を、MEGA5

を用いてアミノ酸に置換し、代表株及び

データベースから得られた標準株を使用

して、最尤法によって系統樹を作成した。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究の実施については、当所倫理審

査委員会にて承認済みである（２８川健

安研第１４１１号）。 

 

C. 研究結果 

1. ノロウイルス検出状況 

 川崎市においてノロウイルス検出事例

は、2014 年 9 月から 2017 年 1 月までに

106 事例発生しており、そのうち最も多か

ったのは GII.4 による事例であった。次

いで GII.17 による事例が多く、この 2種

類の遺伝子型による事例が半数以上を占

めた（図１）。 

 シーズン別にみると、2014/15 シーズン

では GII.4 が 23 事例と最も多く、次いで

GII.17（16 事例）、GI.2（8 事例）の順で

多かった。2015/16 シーズンでは GII.17

（14 事例）が GII.4（11 事例）を上回り、

次いでGII.3（4事例）が多かった。2016/17

シーズンは、2016 年 9 月から 2017 年 1

月までの 5 ヶ月間のみであるが、GII.2

が 13 事例と大半を占めており、1 事例の

み GII.17 が検出された（図２）。 

 月別に検出状況をみると、GII.4 は 12

月や 1 月に検出事例数のピークがくるこ

とが多く、GII.17 は年明けから事例が増

加し、2 月や 3 月にピークを迎えており、

GII.17 が GII.4 を追うように流行する傾
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向が2シーズン連続してみられた（図３）。 

2. 食中毒事例と感染症事例の比較 

 食品を介して発生する食中毒事例と、

主にヒト－ヒト感染によって引き起こさ

れる感染症事例について、感染経路の違

いによって検出される遺伝子型に特徴が

ないか、比較を行った（図４）。 

 食中毒事例では、GII.17（19 事例）と

GII.4（14 事例）の 2 つの遺伝子型が 3

分の 2 を占めており、全体の検出状況と

同様の傾向がみられた。一方、保育園や

幼稚園、小学校等の低年齢層での集団発

生事例では、流行のみられた GII.4 及び

GII.17 だけではなく GII.3 等、多様な遺

伝子型が検出された。 

3. 系統樹解析 

 検出されたノロウイルス GII について

アミノ酸の系統樹解析を行った（図５）。 

塩基配列の異なる株でも、アミノ酸に置

換すると 100％相同性が一致する株が多

かった。GII.17 については 2014/15 シー

ズ ン 以 降 に 検 出 さ れ た 株 は 全 て

kawasaki323 株または kawasaki308 株と

同一クラスターに属した。 

 

D. 考察 

 2014/15 シーズンに最も事例数の多か

った GII.4 は、2015/16 シーズンでは

GII.17 の事例数を下回った。2016/17 シ

ーズンでは現在のところ 1 事例も検出さ

れていないことから、GII.4 に対する免疫

を多くの人が獲得したため、流行が抑え

られている可能性が考えられる。現在ま

でに検出されている株の Capsid N/S 領域

をみると、アミノ酸の変異がみられない

ことから、大きな変異は起こっていない

と考えられるが、GII.4 は数年おきに亜型

が出現し、大きな流行を引き起こすこと

が知られており、今後も注視していく必

要がある。 

 2014/15 シーズンから流行がみられた

GII.17 変異株は、Capsid N/S 領域のみで

も既知のGII.17から大きく変異している

ことがわかり、このように抗原性を変え

たことで人々の免疫を回避し、流行に繋

がったことが示唆された。また、2シーズ

ン続けて GII.4 の流行が収まった年明け

頃からGII.17の事例数が増加しているこ

とから、GII.4 と何らかの干渉作用が起こ

っている可能性が考えられるが、原因に

ついては解明されておらず、Capsid 全長

や RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ（RdRp）

領域等、より詳細な解析が必要である。 

 感染経路による検出遺伝子型の比較で

は、食中毒事例においては検出される遺

伝子型に偏りがあり、獲得免疫によって

感染が抑制されていることが示唆された。

一方で、保育園等における集団発生事例

では、多様な遺伝子型が検出された。低

年齢層においては獲得免疫が不十分であ

るため、流行遺伝子型に関わらず感染し、

集団の中で蔓延したことが推測される。 

 2016/17シーズンでは、GII.2の大きな

流行があり、川崎市においては GII.4 は

検出されておらず、GII.17も 1事例のみ

となっている。GII.17については 2シー

ズンと同様に、2月に事例数が増加する可

能性もあるため、今後の動向を注意深く

監視することが重要である。 

 

E. 結論 

2014年 9月から2017年 1月にかけて川

− 157 −



崎市におけるノロウイルスの流行状況を

調査したところ、GII.4、GII.17及びGII.2

が近年の主流となっていることがわかっ

た。 

GII.4 は数年おきに亜型が出現するこ

とが知られているが、近年大きな変異は

みられていない。また、GII.17 変異株は

年明けから検出事例数のピークを迎える

傾向がみられ、今シーズンも同様にこれ

から増加する可能性があるため、今後も

流行状況を注視していくことが重要であ

る。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表：なし 

2. 学会発表：なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 
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図１ 検出遺伝子型別事例数（2014.9～2017.1） 

 

 

 

 

 

 

 

図２ シーズン別検出遺伝子型別事例数 
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図３ 月別検出遺伝子型別事例数 

 

 

 

 

 

 

 

図４ 感染経路別遺伝子型別事例数（2014.9～2017.1） 
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図５ ノロウイルス GII Capsid N/S 領域（アミノ酸）の系統樹 
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胃腸炎事例から検出されたノロウイルスの分子疫学的解析 
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国立医薬品食品衛生研究所 

 

 

 研究要旨 

調理従事者からノロウイルス（NoV）が検出された食中毒を対象に、調理従

事者と患者に由来する NoV の遺伝子解析を実施したところ、すべての事例にお

いて両者由来 NoV の遺伝子型、塩基配列が一致した。特に食中毒か否かの判断

が困難な NoV 集団事例において、調理従事者由来 NoV の遺伝子解析はその判断

を行う際の科学的根拠として有用であった。 

大阪市で発生した 2 事例の集団胃腸炎事例から、これまで報告のないキメラ

ウイルス GII.P16-GII.4 Sydney_2012 が確認された。今のところ、その発生は

2 事例のみであり、胃腸炎発生数に影響していないものと考えられた。また、

2016 年 11 月および 12月に大阪市内の保育園や小学校において NoV GII.2 事例

が多発した。 

2016 年 12 月に購入した市販の生食用カキに NoV 汚染（33.3%）が認められ、

その遺伝子型は同時期にヒトで全国的な流行が認められた GII.2 であった。 

 

 

A. 研究目的 

 ノロウイルス（NoV）食中毒の中で、調

理従事者から食品等への二次汚染が原因

であることは多い。今回、感染経路究明

における調理従事者由来ウイルス遺伝子

解析の有用性について検討した。 

また、ヒトの NoV 流行状況や食品中の

NoV 汚染状況を把握することは NoV によ

る胃腸炎の流行予測や食中毒や集団感染

の予防対策に重要である。本研究では NoV

流行を把握し、新たな変異ウイルスの出

現を監視するために、集団胃腸炎事例の
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患者糞便および市販生食用カキについて

NoV の検索および遺伝子型別を行った。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

1) 調理従事者由来 NoV の遺伝子解析 

患者便および原因施設調理従事者から

NoV が検出された食中毒 16 事例を対象と

した。 

 

2) 胃腸炎事例から検出されたNoVの分子

疫学的解析 

2016 年 1 月および 3 月に発生した集団

胃腸炎 2 事例から検出された NoV GII.4

株（OH16002、OC16023）、および 2016 年 4

～12 月に当研究所へ検査依頼のあった集

団胃腸炎 132 事例を対象とした。 

 

3) 生食用カキの NoV 汚染調査 

2016年12月に市販されていた3ロット

を NoV の検索に用いた。3ロットはそれぞ

れ異なる県・海域から採取されたもので

あった。 

 

2. 患者糞便材料からの NoV 検出 

ウイルス RNA は、10～20％糞便乳剤か

ら QIAamp Viral RNA Mini Kit （Qiagen）

を用いて抽出した。cDNA は Random 

hexamer (Amersham) および逆転写酵素

AMV XL (Life Science)を用いて合成した。

NoV の検出は、Kageyama ら（JCM 41, 

1548-57, 2003）のリアルタイム RT-PCR

法に従って行った。 

 

3. カキからの NoV 検出 

生カキは 1 ロットにつき、カキ 3 個を

まとめて検査した。カキの前処理には、

野田ら（広島市衛生研究所年報 25, 35-43, 

2006）のアミラーゼ処理・PEG 法を用いた。

即ち、むき身カキから中腸腺を摘出し、

フィルター付滅菌バッグ（GSI クレオス）

に入れて破砕した後、9 倍量の PBS(-)お

よび25mg/mlのα-アミラーゼ（Wako）/PBS

溶液を加え、37℃で 60 分間撹拌した。ア

ミラーゼ処理後、フィルターろ液 12ml を

10,000rpm  20 分間遠心した。遠心上清

10ml に PEG 6000 および NaCl を加え（最

終濃度 12% PEG および 1M NaCl）、4℃で 2

時間放置した。さらに 4℃ 10,000rpm 30

分間遠心した沈渣に 0.3ml の 0.5％ 

Zwittergent 加 PBS(-)を加え、RNA 抽出

用試料とした。 

ウイルスRNAは、High Pure Viral RNA kit 

(Roche)を用いて抽出した。DNase 処理は、

DNase I recombinant, RNase Free (Roche)

を用いて、RNA 抽出時にカラム上で行った。

cDNA は、High-Capacity cDNA RT Kit with 

RNase Inhibitor (Life Technologies)お

よび Random hexamer を用いて合成した。

NoV の検出は糞便と同じ方法で行った。 

 

4. NoV の遺伝子型別 

NoV 陽性検体は Capsid N/S 領域遺伝子

を増幅し、塩基配列を決定した。2016 年

1月および3月に発生した2事例から検出

された NoV GII.4 株は RNA-dependent RNA 

polymerase (RdRp)領域を増幅し（JCM 46, 

2406-9, 2008）、塩基配列を決定した。遺

伝子型別は、Norovirus Genotyping Tool 

ver.1.0  (http://www.rivm.nl/mpf 

/norovirus/typingtool#/)を用いて行っ

た。 
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(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. 調理従事者由来 NoV の遺伝子解析 

16 事例それぞれについて調理従事者お

よび患者由来 NoV の遺伝子型および塩基

配列を比較したところ、同一事例の両者

はすべて一致した（表）。 

 

2. GII.4 株の遺伝子解析 

Capsid N/S 領 域 で Norovirus 

Genotyping ToolによるGII.4亜型の分類

を行ったところ、OH16002 株は GII.4 亜型

不明、OC16023 株は GII.4 Sydney_2012

であった。近隣接合法による分子系統樹

解析では 2 株ともこれまで報告されてい

た Sydney_2012 とは少し異なる遺伝的グ

ループを形成した（図 1）。RdRp 領域は 2

株ともに GII.P16 に分類された（図 2）。

両株の塩基配列を比較したところ、互い

に非常に近縁であった（塩基配列相同性 

RdRp領域 720塩基において98.9%、Capsid 

N/S 領域 282 塩基において 98.9%）。 

 

3. NoV 胃腸炎事例の発生状況 

113 事例（85.6%）からNoVが検出され、

ヒトからヒトへ感染が拡がった事例（PP

事例）は 92 事例、食中毒疑事例は 21 事

例であった。PP 事例のうち、77 事例

（83.7%）が 11 月および 12 月に集中して

発生していた（図 3A）。主な原因施設は保

育園（75.0%、69/92 事例）および小学校

（22.8%、21/92 事例）であった。食中毒

疑事例は12月にもっとも多く発生してい

た（10 事例）（図 3B）。カキの喫食が関連

していたのは12月に発生した1事例のみ

であった。 

胃腸炎事例から検出された NoV の中で

遺伝子型別できたものは、8 種類（GI：2

種類、GII：6 種類）であった。最も多く

検出されたのは 79 事例（69.9%）から検

出された GII.2 であり、次いで GII.6（10 

事例、8.8%）であった。 

NoV GII.2 が検出された事例は 10～12

月に発生し、11 月および 12 月に集中して

いた（図 3A, 3B）。GII.2 事例の中で、PP

事例が 71 事例（89.9%）であり、ほとん

どが保育園と小学校での発生であった。 

NoV GII.4が検出された事例は7事例と

少なかった。GII.4 の亜型はすべて

Sydney_2012 であった。 

 

4. 生食用カキの NoV 汚染状況 

 1 ロットから NoV GII.2 が検出され、中

腸腺 1g あたりの NoV 汚染量（NoV RNA コ

ピー数）は 31 コピーであった。 

 

D. 考察 

病原体や感染経路の特定は、食中毒の

判断を行う上で非常に重要な根拠となる。

また、調理従事者からの汚染が原因とし

て疑われる場合、調理従事者と患者から

検出された病原体の遺伝子型等が一致す

ることは有力な判断材料になる。今回、

解析したすべての事例において調理従事

者と患者の両者由来 NoV の遺伝子型、塩

基配列が一致していたことは調理従事者

からの二次汚染が原因であったことを強

く示唆している。特に事例番号 15（表）

については、患者グループ内に喫食時に
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胃腸炎症状を呈していたヒトが存在した

ため判断が困難であった事例であり、実

際に調理従事者由来 NoV の遺伝子解析結

果が有力な判断材料になった。しかし、

患者等からの検出検査を実施している中

で、遺伝子解析を並行して行うことには

作業場所、人員、コンタミネーション、

コスト等の多くの課題があるため容易で

はない。事例ごとに状況を考慮して遺伝

子解析実施を判断する必要があると考え

られた。 

近年では NoV の遺伝子型の一つである

GII.4 が主に流行しており、GII.4 の新し

い亜型の出現が周期的な大流行をもたら

している。最近の GII.4 亜型出現は 2012

年の Sydney_2012 である。現在、GII.4 

Sydney_2012 には 2 種類（GII.Pe および

GII.P4）の RdRp 領域遺伝子型が確認され

ている。今回、2 事例から確認された NoV 

GII.P16-GII.4 Sydney_2012 はこれまで

報告例がなく、GenBank においても同キメ

ラウイルス遺伝子の登録を確認すること

ができなかった。また、GII.P16 には多様

なCapsid領域の遺伝子型との組合せがあ

り 、 GII.4 で は NoV GII.P16-GII.4 

NewOrleans_2009 が GenBank に登録され

てる。NoV 事例の発生状況と検出された

NoV の遺伝子解析結果から、本キメラウイ

ルスは子どもから成人までの幅広い年齢

層に感染を起こしていたが、今のところ 2

事例からの検出のみであり、胃腸炎の発

生数に影響していないと考えられた。

GII.4 亜型の主流である Sydney_2012 は

出現から約 5 年が経過しており、新たな

亜型の出現が危惧されている。今回認め

られたキメラウイルスも NoV GII.4 の変

化の一つであり、本株を含めて GII.4 亜

型の変化や動向を注意深く監視していく

必要がある。 

2016-2017 シーズンは大阪府の感染性

胃腸炎の定点あたり患者報告数が第50週

でピーク（21.2）になり、大阪府では 10

年ぶりに警報レベル開始基準値20を超え、

過去 10 年間で最も多くなった。大阪市内

での集団事例の発生状況も同様に11月と

12 月に集中しており、主に NoV GII.2 が

検出された。集団事例の発生施設のほと

んどが保育園や小学校であったことから、

NoV GII.2 は主に低年齢層においてヒト

からヒトへ直接感染が拡大したものと推

測された。他の地域おいても同様の状況

が報告（IASR 2017, vol.38, 17-20）さ

れており、NoV GII.2 は全国的に流行して

いたと考えられた。NoV GII.2 の流行原因

については今のところ不明であり、今後

遺伝子変異等の要因について詳細に解析

する予定である。 

NoV 食中毒の原因食品のひとつである

生カキ中の NoV 汚染状況を監視すること

は NoV 感染リスクを評価する上で重要で

あり、ヒトにおける NoV 流行予測にもつ

ながる可能性がある。今回は１つの県・

海域で採取された生食用カキから NoV 

GII.2 が検出された。全国的に同時期に

NoV GII.2 が流行していた時期でもあり、

ヒトで流行していた NoV が反映されたも

のと考えられた。 

 

E. 結論 

1. 判断困難な NoV 食中毒において、調理

従事者由来 NoV の遺伝子解析は非常に有

用であった。 
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2. 大阪市で発生した2事例の集団胃腸炎

事例から、これまで報告のないキメラウ

イルス GII.P16-GII.4 Sydney_2012 が確

認された。 

 

3. 2016年 11月および 12月に大阪市内の

保育園や小学校において NoV GII.2 事例

が多発した。 

 

4. 12 月市販の生食用カキに NoV 汚染

（33.3%）が認められ、その遺伝子型は同

時期にヒトで全国的な流行が認められた

GII.2 であった。 
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表 調理従事者および患者から検出された NoV 遺伝子の比較 

遺伝子型 塩基配列

1 2014 飲食店 不明 7 7 6 GII.6 2 1 ○ ○
2 2014 飲食店 食品 4 3 3 GII.6 3 3 ○ ○
3 2014 飲食店 食品 30 7 5 GII.4 7 4 ○ ○
4 2015 飲食店 食品 18 18 10 GII.17 3 2 ○ ○
5 2015 飲食店 食品 30 11 10 GII.17 2 1 ○ ○
6 2015 飲食店 食品 35 29 19 GII.17 3 2 ○ ○
7 2015 結婚式 不明 27 2 1 GII.4 9 1 ○ ○
8 2015 飲食店 食品 9 5 5 GII.4 2 1 ○ ○
9 2016 飲食店 食品 9 6 6 GII.17 4 1 ○ ○
10 2016 飲食店 食品 8 1 1 GII.4 5 2 ○ ○
11 2016 ホテル 食品 23 9 7 GII.4 4 1 ○ ○
12 2016 飲食店 食品 10 4 3 GII.17 4 2 ○ ○
13 2016 飲食店 食品 19 2 1 GII.7 10 1 ○ ○
14 2016 飲食店 食品 21 7 6 GII.17 2 1 ○ ○
15 2016 飲食店 食品 29 13 10 GII.6 4 1 ○ ○
16 2016 飲食店 食品 10 9 5 GII.2 3 1 ○ ○

* ○：患者由来株と同一

事例
番号

年
発生
場所

推定
原因

患者
数

調理従事者

検査
数

陽性
数

遺伝子型
検査
数

陽性
数

患者由来NoVとの比較*

患者
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0.02

LN854566
(Sydney_2012)

 

 

 

図１ NoV Capsid N/S 領域（282 塩基）における分子系統樹 

分子系統樹は近隣接合（neighbor-joining）法で作成した。 

太字： 大阪市で検出された GII.P16-GII.4 Sydney _2012 株 

他： NoV 参考株 

（ ）： GII.4 亜型 
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JX439829 (GII.4 NewOrleans_2009)
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1000

1000
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図 2 NoV RdRp 領域（720 塩基）における分子系統樹 

分子系統樹は近隣接合（neighbor-joining）法で作成した。ブートストラップ値は遺伝

的グループを支持する枝にそれぞれ示した。 

太字： 大阪市で検出された GII.P16-GII.4 Sydney _2012 株 

他： NoV 参考株 

（ ）： Capsid 領域における遺伝子型 
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図 3 大阪市における NoV 事例発生状況（2016 年） 

A, ヒトからヒトへの感染疑事例 

B, 食中毒疑事例 

mix：複数の遺伝子型が検出された事例 
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 研究要旨 

ノロウイルスをはじめとする腸管感染ウイルスの予防対策や下水の二枚貝

の汚染防止対策の基礎的データを得ることを目的として、堺市内の下水サンプ

ルを用いて腸管感染ウイルスの遺伝子検出を行い、臨床サンプルからの結果と

合わせて分子疫学的解析を行った。 

感染性胃腸炎患者の報告数がピークと同時期に、下水中の NoV 遺伝子量もピ

ークとなり、また報告数が多いほど定量値も大きくなった。臨床サンプルと下

水サンプルから検出される遺伝子型に相関がみられ、下水中の NoV 遺伝子を調

査することにより、NoV 感染症の流行状況を解析することができると考えられ

る。サポウイルス等の臨床サンプルから検出の少ない下痢症ウイルスについて

も下水サンプルからは高頻度に検出され、不顕性感染等の存在が示唆された。 

A 型肝炎患者の報告はなかったが、A 型肝炎ウイルスが 3 か所から検出され

た。遺伝子解析の結果から少なくとも 2系統の HAV の流行があったと考えられ

た。 

下水サンプルを用いた流行解析は、流入地域におけるウイルス感染の包括的

把握が可能と考えられる。さらに感染源や経路を解明する上で有用な情報を提

供すると考えられる。 

 

 

A. 研究目的 

 下水はカキ等の二枚貝の主要な汚染源

となっている。また、下水にはヒトから

排泄された腸管系ウイルスが含まれるこ

とから、下水の継続的監視は、流行状況

の把握のみならず、流行予測や二枚貝の
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汚染防止対策への寄与も期待できる。本

研究は、ノロウイルス（NoV）の流行状況

を感染性胃腸炎の散発・集団発生事例か

ら得られた患者便等の臨床サンプルと下

水処理場の流入水及び放流水の環境サン

プルの両面から解析し、堺市における NoV

感染症の流行の全体像を把握、解析する

ことにより、NoV 食中毒予防対策に寄与す

ること目的とする。 

 加えて、患者発生の頻度は低いが食中

毒の起因ウイルスとなり得る NoV 以外の

腸管感染ウイルスの検出も実施し、流行

状況を把握する。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

環境サンプルとして、2014 年 1 月から

2016年12月までに堺市内の3つの下水処

理場で毎月 1 回採水された流入水 108 検

体及び放流水 108 検体、計 216 検体を調

査対象とした。臨床サンプルとして、同

期間に発生した食中毒及び集団感染事例

8 事例、散発事例（感染症発生動向調査に

おける感染性胃腸炎患者等）43 例から得

られた糞便を調査対象とした。 

2. 下水サンプルの濃縮法 

 これまでの報告書に準じて行った。す

なわち、流入水及び放流水を遠心後

（3,400xg 30min、13,000xg 45min）、上

清 1,000ml を分取し、最終濃度 0.05M の

MgCl2を添加後、HClで pH3.5に調整した。

調整済み液を HA フィルター(0.45μm)で

ろ過し、ウイルスをフィルターに吸着さ

せた。フィルターを細断し、pH10.5 グリ

シン buffer（流入水：5.0ml、放流水：

2.0ml）で溶出後、HCl で pH6.5 に再調整

し、11,000xg 20min 遠心した上清を RNA

抽出用のサンプルとした。 

3. ウイルス遺伝子検出法 

 臨床サンプルについては、RNA 抽出後、

NoV、サポウイルス（SaV）、アストロウイ

ルス（AsV）、アイチウイルス（AiV）につ

いては、ウイルス性下痢症診断マニュア

ルに準じてそれぞれウイルス遺伝子検出

を行い、A 型肝炎ウイルス(HAV)について

は 、 nested RT-PCR （ primers: 

JCT-2F/1R-A/2R）により遺伝子検出を行

った。陽性例については、ダイレクトシ

ーケンスにより塩基配列を決定し、系統

樹解析により遺伝子型を判定した。 

 下水サンプル（流入水）については、

濃縮処理後、臨床サンプルと同様にウイ

ルス遺伝子検出を行った。下痢症ウイル

スについては、TA クローニングを行い、

塩基配列を決定した。遺伝子型は系統樹

解析により判定した。NoV の遺伝子型番号

は、Norovirus Genotyping Tool Version 

1.0 (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus 

/typingtool）に従った。また、流入水及

び放流水を用いて NoV リアルタイム PCR

を実施し、採取水 1ml 当たりのコピー数

を算出した。 

 

(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 

1. NoV 遺伝子検出結果 

2016 年は、臨床サンプルから GI で 1

種類（GI.2）、GII で 4 種類（GII.1, 2, 3, 

4）計 5遺伝子型のNoVが検出された。2016
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年 12 月には、過去 2 年間検出されていな

かった GII.2 型が散発例から高頻度に検

出された（図 1）。 

下水サンプルでは、GI で 4種類（GI.1, 

2, 4, 6）、GII で 5 種類（GII.3, 4, 13, 

17, 21）計 9遺伝子型が検出された。GI.2, 

GII.4, GII.17 型が多く検出された（表 1）。 

2. 下水中の NoV 遺伝子定量測定結果 

 下水中の NoV 遺伝子量は、小児の感染

性胃腸炎が増加する 10 月から増加し、翌

年の 7、8 月に減少する傾向がみられた。

（図 2）。感染症発生動向調査による感染

性胃腸炎患者の報告数のピーク値が大き

いほど、下水中の NoV 遺伝子量（GII）が

多くなる傾向がみられた（図 3）。 

3. NoV 以外のウイルス遺伝子検出結果 

 SaV については、下水サンプルでは、

2016 年は年間を通じてほとんどの月で検

出され（GI.1, 2, 3, GII.1, 2, 3）、GI.1, 

2,  GII.3 型が多く検出された（表 2）。

GI.3 型については、過去 2 年間検出がな

かったが、臨床サンプルから 5 月に、下

水サンプルからは 6 月に検出された（表

2）。 

 AsV、AiV については、2016 年は臨床サ

ンプルからは検出されなかったが、下水

サンプルでは、年間を通じてほとんどの

月で検出された（表 2）。 

 HAV については、2016 年は臨床サンプ

ルからは検出されなかったが、6 月の B

下水処理場の下水サンプル及び 2、5月の

C 下水処理場の下水サンプルから検出さ

れ（表 2）、遺伝子型はすべてⅢA 型であ

った（図 4）。 

 

D. 考察 

 感染症発生動向調査による感染性胃腸

炎患者の報告数がピークとなる10月～翌

年 2 月にかけて、下水中の NoV 遺伝子量

もピークとなり、また報告数が多いほど

定量値も大きくなった。臨床サンプルか

ら検出される遺伝子型は、下水サンプル

から高頻度に検出された。これらのこと

より、下水中の NoV 遺伝子を調査するこ

とにより、NoV 感染症の流行状況を解析す

ることができると考えられる。 
 SaV、AsV、AiV については、臨床サン

プルからの検出は少数であったが、下水

サンプルからは年間を通して高頻度で検

出された。この理由として、今回の調査

における臨床サンプルは、主に小児の感

染性胃腸炎や食中毒のサンプルであり、

これらのウイルスについては、臨床症状

がNoVに比べて軽症又は不顕性感染が多

い、小児以外の成人での感染の可能性な

どが考えられた。 
 HAV については、B及び C下水処理場

の流入水から HAV 遺伝子が検出された。

同時期に当該下処理場の地域では患者発

生の報告はなかったが、この地域に HAV

感染者が存在していたと推測された。C

下水処理場から検出された HAV は、2013

年 12 月に C処理場、2014 年 3 月に B 処理

場から検出されたウイルスと近縁であっ

たが、B 下水処理場から検出された HAV

はそれらと異なった系統であった。この

時期に少なくとも 2 系統の HAV の流行が

あったと考えられた。 

 A 型肝炎ついては、日本国内で平成 28

年では 269 例（日本国外での感染を含む）

の報告があるが（感染症発生動向調査週

報（IDWR）速報データ）、潜伏期間が約 1
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カ月と長期であるため。疫学調査におい

て感染源の特定が一般的に困難な事例が

多い。また、不顕性感染も多いため、感

染実態の把握をすることも難しい。下水

中の HAV 遺伝子を解析することにより、

流入地域における不顕性感染を含めたウ

イルスの浸淫状況を把握することが可能

と考えられた。また、下水から HAV が検

出されたことから、カキ等の二枚貝が HAV

の汚染を受けるリスクがあることが示さ

れた。 

 下水中のウイルス遺伝子検出では、感

染者の症状等の情報が得られないため病

原性を解析することはできないが、広域

的な感染状況は把握するためには有効な

手段である。これらのデータを腸管感染

ウイルス、特に NoV の流行予測や食中毒

や感染症の予防対策にどのように役立て

ていくかが今後の課題である。 

 

E. 結論 

下水サンプルを用いて腸管感染ウイル

スの検出を行った。これらの結果より流

入地域におけるこれらのウイルスの浸淫

状況の包括的把握が可能と考えられる。

さらに感染源や経路を解明する上で有用

な情報を提供すると考えられる。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし 

2. 学会発表 

 なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 

 

 

 

図 1 臨床検体からの下痢症ウイルス検出状況 
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表 1 下水中の NoV 検出状況（B～D 定点流入水） 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月
B
C

D
B

C
D

B
C

D
B

C
D

B
C

D
B

C
D

B
C

D
B

C
D

B
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D
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C
D
B

C
D

B
C

D
B

C
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B
C

D
B
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D

B
C

D
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C
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D
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GII un
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GI un
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GI.1

GI.2

NoV

検出 virus

GI.4

2016年

GI.6

2015年

GI.3

GI.7

2014年
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図 3 堺市内の感染性胃腸炎患者数と下水中の NoV 遺伝子定量値 

2014 2015 2016 
NoV GI リアルタイム PCR 測定結果 

図 2 下水中の NoV 遺伝子定量結果 

2014 2015 2016 
NoV GII リアルタイム PCR 測定結果 
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図 4 HAV 遺伝子系統樹解析結果（NJ 法）

表 2 SaV AsV AiV HAV 検出状況

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月

集団事例
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検体由来 検出 virus 2014年 2016年2015年

AiV

AiV

散発事例

GI.2

GI.3

GII.3

GII.2

下水

SaV 
GI.3
GI.1

AsV

HAV

AsV

GV

GII.1

− 179 −



平成 28 年度厚生労働科学研究費補助金(食品の安全確保推進研究事業) 

「ウイルスを原因とする食品媒介性疾患の制御に関する研究」 

研究協力報告 

 

 ふき取り検体からのノロウイルス検出法の改良及び 
ウイルスモニタリングに関する研究 

 

 

 研究協力者 

研究協力者

研究分担者 

谷澤 由枝 

重本 直樹 

野田 衛 

 

広島県立総合技術研究所 保健環境センター 

広島県立総合技術研究所 保健環境センター 

国立医薬品食品衛生研究所 

 

 研究要旨 

食中毒調査の精度向上のため、ふき取り検体からのノロウイルス検出法につ

いて、検査時間の短縮および検出感度の向上を目的に改良を行った。一般的に、

ふき取り検体からのノロウイルス検出には超遠心や PEG 沈殿などのウイルスの

濃縮操作を行う。開発した方法(改良法)は、①ふき取り時に綿棒等に浸す液およ

びウイルスの回収の際の再浮遊液に 0.3%Zwittergent 加 PBS（－）を用いる、②

核酸抽出に供する試料の量を増やす、の変更を行ったもので、濃縮行程無しでも

効率的にノロウイルスを検出することができた。この改良法を用いて、公共施設

のトイレ周辺におけるふき取りによるノロウイルスモニタリング調査を行ったと

ころ、便座裏から高率にノロウイルスが検出された。このことから、流行期の公

共施設トイレはノロウイルスの感染リスクが高いことが確認された。 

 

 

A. 研究目的 

 ウイルス性食中毒発生時の検査では患

者便、調理従事者便、原因と疑われる食品

の検査に加え、調理施設からのウイルス検

出も重要な検査事項である。しかしながら、

調理施設のふき取り検体中におけるウイル

ス量は少量であることも多く、効率的な検

出法が必要とされている。平成 25～27 年度

に実施された厚生労働科学研究費補助金

「食品中のウイルス検出法に関する研究」

（H27-１食品等からのウイルス検出法お

よび遺伝子解析法の開発-3）において、ふ

き取り検体からのハイドロキシアパタイト

によるノロウイルスの濃縮法について検討

を行い、一定の回収率を得た。本研究で

は、更なる検出感度の向上および検査の

簡略化を目的として、検査法の改良を検

討した。また、人が集まる公共施設のトイ

レ周辺は、流行期にはノロウイルス感染リ

スクが高まると考えられるが、具体的なデ

ータがない。そこで、改良法を用いた公共

施設のトイレ周辺におけるノロウイルスモ

ニタリング調査を行い、感染リスクを明ら

かにすることも目的とした。 
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B. 研究方法 

1. ふき取り検体からのノロウイルス検

出法の改良 

供試材料には、ノロウイルス（遺伝子

型 GII.17）陽性の 10%糞便乳剤を 101～103

倍に階段希釈した便乳剤を用いた。 

滅菌したステンレス製トレー上の 10

㎝×10㎝の区画に希釈した便乳剤140μl

を滴下し、コーンラージ棒で塗布した後

60 分間自然乾燥させて模擬検体とした。

その後、0.3％Zwittergent 加 PBS(-)に湿

らせたふき取り棒（BMフキトレールA:GSI

クレオス）で、縦 10 回、横 10 回、右斜

め 5 回、左斜め 5 回を 1 セットとし、ふ

き取り操作を 2 セット実施した。各希釈

につき改良法では 6 区画、以前報告した

ハイドロキシアパタイト（HAP）法では 5

区画のふき取りを行った。 

改良法および HAP 法の手順にて、ふき取

り検体の処理を行った（図１）。すなわち

改良法は、ふき取り棒に回収したウイル

スを0.7mlの0.3％Zwittergent加PBS(-)

に再浮遊させ、その全量を回収して抽出

試料とし、その内 280μl を用いて RNA 抽

出を行なった。RNA 抽出には QIAamp Viral 

RNA mini Kit(キアゲン)を使用した。抽

出 RNA は、PrimeScript RT reagent kit(タ

カラバイオ)と付属の Random Primer 6mer

を用いて逆転写反応を行い、Kageyama ら

（J. Clin. Microbiol. 2003）のプライ

マーおよびプローブを使用して、LC480 

probes master(ロッシュ)で増幅し、ウイ

ルスゲノム量を定量した。また、HAP 法は

平成 27 年度総括・協力分担報告書「食品

中の病原ウイルスの検出法に関する研

究」にて報告した方法に従って行った。

模擬検体作成時に塗布した各希釈倍率の

糞便乳剤についても核酸抽出および定量

を行い、これを塗布量としふき取り検体

の回収率を求めた。 

2．トイレ周辺におけるノロウイルスモニ

タリング 

平成 28 年 10 月から 12 月の間に、県内

のA～Iの 9つの公共施設内トイレを調査

対象とした。ふき取りは、洋式トイレ 1

個室につき、便座、内鍵またはドアノブ、

ペーパーホルダー、水洗レバーまたは手

すりの 4 ヵ所のふき取りを行い、内鍵ま

たはドアノブ 34 検体、ペーパーホルダー

36 検体、便座裏 38 検体、水洗レバーまた

は手すり32検体を採取し、試験に供した。 

ふき取り検体は採取後、改良法にて処

理を行い、cDNA 合成反応を行った後

Nested Real-time PCR 法により陽性・陰

性の判定を行った。その内、陽性検体に

ついては、Real-time PCR 法による定量お

よび Capsid N/S 領域の遺伝子について

Nested PCR 法を実施し、得られた 2nd PCR

産物のダイレクトシークエンスにより、

遺伝子配列を決定した。遺伝子型別は，

Norovirus Genotyping Tool Version 1.0

（ http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/t

ypingtool ）を用いて行った。なお、今

回はノロウイルス GII のみを検査対照と

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. 改良法の検出率および回収率 

結果を表１に示した。101～103倍に階段
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希釈した糞便乳剤を用いて模擬ふき取り

検体を作成し、回収率及び、回収限界を

調べた。103コピー程度のウイルスを塗布

した場合は、改良法では 6 区画全て検出

され、HAP 法では 5区画中 3区画から検出

された。回収率は改良法で 34.4％以上、

HAP 法では 23％以上となった。更に 102

コピー程度塗布した場合、改良法では 6

区画中 3 区画で検出された。 

2. ノロウイルスモニタリング 

ふき取り場所別、ノロウイルス GII 陽
性数及び検出遺伝子型を表 2 に示した。

最も多く検出されたのは便座裏で、38 検

体中 7 検体から検出された。また、ペー

パーホルダーは36検体中 1検体から検出

された。検出された遺伝子型は、GII.2

が 5 検体と最も多く、それ以外に GII.6，

GII.7 および GII.17 もそれぞれ 1 検体ず

つ検出された。 
陽性検体の採取日、ふき取り場所およ

びウイルス定量値を表 3 に示した。ふき

取り検査で陽性となった施設は、9施設中

5 施設で、施設 Cでは 3 回、施設 H では 2

回、調査期間中にノロウイルスが検出さ

れた。定量値が最も高い検体は便座裏で

6.7×105コピー/検体、最も低い検体はペ

ーパーホルダーで 6.0×102 コピー/検体

であった。 

今回実施した、トイレふき取りによる

ノロウイルスモニタリング調査でのノロ

ウイルス検出状況と、2016/17 シーズンの

広島県における定点当りの感染性胃腸炎

患者報告数を比較したところ、定点あた

りの患者報告数が増加した時期に、トイ

レのふき取りからノロウイルスが検出さ

れている事が確認された。（図 2） 

D. 考察 

 ふき取り検体からのウイルス検出感度

の向上および検査時間の短縮を目的とし、

検討を行った。昨年度までの検討で、両

イオン性界面活性剤である Zwittergent

を添加した PBS（－）を、ふき取り液及び

再浮遊液に用い、ふき取り操作を 2 セッ

ト繰り返すことで回収率が上昇すること

を確認していた。今回の改良法では、ふ

き取り操作後にふき取り棒に付着したウ

イルスを再浮遊させる液の量を HAP 法の

10ml から 0.7ml に減らし、核酸抽出に供

する試料の量を HAP 法の 140μl から 280

μl に増やすことで、HAP によるウイルス

の濃縮行程を省略した。その結果、HAP

にノロウイルスを吸着させるための行程

である、撹拌1時間が省力可能となった。

また改良法では、103 希釈（102 コピー程

度塗布）の検体を塗布した場合に 6 区画

中 3 区画の検出であり、検出限界の向上

も認められ、環境中に 102コピー程度ノロ

ウイルスが存在すれば検出可能であると

考えられた。 

以上の結果より、改良法は迅速で効率

的なふき取り検体の処理法として有用で

ある可能性が示唆された。そこで、ノロ

ウイルスのモニタリング調査に改良法を

用いることとした。 

ノロウイルスのモニタリングでは、県

内の公共施設内 9 施設中 5 施設のトイレ

からノロウイルスが検出された。また、

その内 2 施設においては、複数回ノロウ

イルスが検出されるなど、公共施設トイ

レが高率にノロウイルスに汚染されてい

ることが明らかになった。ふき取り場所

別では、トイレ便座裏は 37 検体中 7検体
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からノロウイルスが検出され、ペーパー

ホルダーからも 1 検体からノロウイルス

が検出されたことから、流行期のトイレ

は感染リスクがあることが実証された。

特に、ペーパーホルダーからノロウイル

スが検出されたことから、ペーパーホル

ダーを介して二次感染が起こる可能性が

示された。陽性になったノロウイルスの

遺伝子型は、8検体中 5検体が GII.2 であ

っ た 。 こ の GII.2 は 植 木 ら （ IASR 

38;17-18,2017 ） や 松 島 ら (IASR 

38;18-20,2007)の報告の様に、2016/17

シーズンに広島県および全国において低

年齢層を中心に流行した遺伝子型であっ

た。更に、広島県における感染性胃腸炎

患者報告数と、トイレモニタリング調査

の結果を見ても、定点当たりの患者報告

数が増加するとトイレふき取りも陽性に

なっていたことから、トイレの汚染状況

はノロウイルスの流行状況を反映してい

ると考えられた。 

  

E. 結論 

ふき取り検体からノロウイルスを検出

する際には、再浮遊液の量を減らし、更

に核酸抽出に用いる試料を増すことで

HAP 等による濃縮行程が省略可能で、更に

検出感度も向上することを確認した。 

感染性胃腸炎流行期の公共施設トイレ

は、高率にノロウイルスに汚染されてお

り、感染リスクがあることが実証された。 
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表１ 改良法およびHAP法の検出率・回収率

⽅法 便乳剤希釈率 塗布量
（ゲノムコピー）

検出率
（陽性数/検査数）

回収率
（％）

原液 1.7 〜2.1×105 6/6 42.1〜62.9

10倍 2.0〜2.1×104 6/6 38.0〜63.7

100倍 2.1〜2.7×103 6/6 34.4〜111.9

1000倍 3.0〜4.8×102 3/6 81.3〜134.6
原液 2.2×105 5/5 24.9〜61.7
10倍 1.5×104 5/5 30.4〜60.9
100倍 3.4×103 3/5 23.0〜32.1

改良法

HAP法

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ふき取り⽅法および改良法・HAP 法の検体処理⼿順 
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表2 ふき取り場所別NoV GII陽性数及び検出遺伝⼦型

ふき取り場所 検体数
NoVGII
陽性数

検出遺伝⼦型（検体数）

内鍵orドアノブ 34 0
ペーパーホルダー 36 1 GII.6（1）

便座裏 38 7 GII.2(5）,GII.7(1),GII.17(1)

⽔洗ﾚﾊﾞｰor⼿摺 32 0

表3 NoV GII陽性検体の検体採取⽇，ふき取り場所及び定量値

遺伝⼦型 検体採取⽇
ふき取り場所
(施設記号）

定量値
(ｺﾋﾟｰ/検体）

Nov.13 便座裏（C) 1.1×104

Nov.27 便座裏（C) 1.0×104

Dec.3 便座裏（H) 6.7×105

Dec.4 便座裏（C) 1.6×103

Dec.10 便座裏（H) 1.6×103

GII.6 Nov.19 ﾍﾟｰﾊﾟｰﾎﾙﾀﾞｰ（D) 6.0×102

GII.7 Nov.23 便座裏（E) 3.4×103

GII.17 Nov.27 便座裏（F) 4.5×103

GII.2

図2 定点当たりの感染性胃腸炎患者報告数（広島県）とふき取り検体からの
ノロウイルス検出状況
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 研究要旨 

2016/17 シーズンに採取されたカキのノロウイルス(NoV)浸淫状況を把握す

るとともに，ヒトから検出された NoV 遺伝子型との関連性を調べた。カキか

らは GⅡ.17 のみが 3 ロットから検出され、それらは Hu/GⅡ/JP/2015/G

Ⅱ.P17-GⅡ.17/Kawasaki308 に近縁な株であった。ヒトからは，全国的に流行

している GⅡ.2 が最も多く 5 株検出された。RdRp 領域の解析ができた 2 株は

いずれも GⅡ.P16-GⅡ.2 であり、それらは過去に検出された株とは違うクラ

スターを形成しており，ORF1-2 JCT 領域で組換えが起きた可能性が示唆され

た。 

カキからの NoV 検出法の改良を試みた。阻害物質の除去を目的にアセトン

を添加する方法を実施したところ、NoV 検出感度は従来法と同等あるいは若干

高い結果であった。 

 

 

A. 研究目的 

カキ等の二枚貝はノロウイルス(NoV)

による食中毒の主要な原因食品となって

いる。一方、カキが関連する食中毒事例

から検出されるNoVの遺伝子型はGIが比

較的多いなど、必ずしも、ヒトで流行し

ている遺伝子型や二枚貝以外の食中毒事

例や集団感染事例から検出される遺伝子

型と一致するわけではない。そのため、

二枚貝から検出される NoV 遺伝子型とヒ

トから検出される遺伝子型に関するデー

タを蓄積することはカキ関連食中毒の予

防や発生要因の解明に重要である。そこ

で，2016/17 シーズンに採取されたカキの

NoV 浸淫状況を調べるとともに，ヒトから

検出された NoV 遺伝子型と比較し、両者

の関連性を明らかにすることを目的とし

た。 

一方、カキからのウイルス検出検査に

おいて、カキに含まれるグリコーゲン等
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の阻害物質が検出感度を下げていると考

えられる。そこで，検査法を検討し，検

出感度の向上を試みた。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

2016 年 6 月から 2016 年 9 月までに A

県 10 海域で採取したカキ 4ロット，2016

年 10 月から 2017 年 1 月に採取された市

販カキ(A県海域)7ロットおよび2016年9

月から 12月までにNoVが検出された糞便

9 検体を用いた。 

2. 方法 

1) カキからの NoV 検出法 

カキは中腸腺1～2gを 1検体とし実施

した。 

(1)ウイルス濃縮 

①アミラーゼ・ポリエチレングリコール

(PEG)沈殿法 

中腸腺を PBS(-)で 10％乳剤とし，α-ア

ミラーゼ(和光純薬製)を添加した。37℃，

1 時間消化した後，4℃，10,000rpm，20

分間遠心し，上清を回収した。上清に PEG 

6000 を 8％，NaCl を 2.1g/100ml となるよ

うに添加した。4℃で一夜静置し，4℃，

10,000rpm，20 分間遠心した。沈渣に DDW

を500μl(沈渣が多い場合は1ml)添加し，

再浮遊させた後，12,000rpm，5 分間遠心

した。 

②アミラーゼ・アセトン法 

 中腸腺をバイオマッシャーに入れ，等

量の PBS(-)とα-アミラーゼを添加し粉

砕・撹拌した。37℃，1 時間消化した後，

PBS(-)と等量のアセトンを添加し，撹拌

した。4℃，3,000rpm，5 分間遠心し，3

層の場合は中間層，2層の場合は上層の下

部を 500μl 分取した。 

(2)NoV 検出および遺伝子型別 

  前処理した検体を QIAamp Viral RNA 

Mini Kit(QIAGEN)を用いて RNA 抽出した。

逆 転 写 反 応 は ， High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit(ﾗｲﾌﾃｸﾉﾛｼﾞｰ

ｽﾞｼﾞｬﾊﾟﾝ)および Oligo(dT)Primer(ﾗｲﾌﾃｸ

ﾉﾛｼﾞｰｽﾞｼﾞｬﾊﾟﾝ)を用いて行った。 

増幅用プライマーは，Capsid N/S 領

域：1st primer COG1F/G1SKR，COG2F 

/G2SKR，2nd primer G1SKF/G1SKR，G2SKF 

/G2SKR を用い，semi nested PCR により

増 幅 し ， 増 幅 産 物 を QIAquick Gel 

Extraction kit(QIAGEN)を用いて精製し

た 。 BigDyeTerminator v3.1 Cycle 

Seqencing Kit(ABI)でサイクルシークエ

ンスを行った後，BigDye Xterminator 

Purification Kit(ﾗｲﾌﾃｸﾉﾛｼﾞｰｽﾞｼﾞｬﾊﾟﾝ)

で精製し，ダイレクトシークエンスを行

い，遺伝子配列を解析し，遺伝子型を決

定した。系統樹は MEGA5.05 を用い，

Neighbor-joining 法で作成した。 

(3)α-アミラーゼの検出感度の比較 

販売中止となった和光純薬製のα-ア

ミラーゼ(015‐03731)(以下、旧アミラー

ゼ)とその後販売されたα-アミラーゼ

(017‐23671)(以下、新アミラーゼ)との

検出感度をアミラーゼ・PEG 沈殿法で濃縮

し、得られた NoV cDNA の実測値コピー数

および中腸腺1gあたりのコピー数に換算

し比較した。 

2) 糞便から検出された NoV 遺伝子型別 

 糞便は DDW で 10％乳剤とし，12,000rpm，

5 分間遠心した後，カキからの NoV 検出法

と同様に実施した。増幅用プライマーは，

Capsid N/S 領 域 :COG1F/G1SKR ，
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COG2F/G2SKR，RdRp 領域:P1/G2SKR を用い

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. NoV 検出状況 

カキからの NoV 検出状況を表１に示し

た。2016 年 6 月以降，6月に GⅡ.6，7 月

に GⅡ.4 Sydney2012，11 月，12 月および

2017年 1月からGⅡ.17が各1ロットから

検出された。 

 2016/17 シーズンにおけるヒトから検

出された NoV 遺伝子型を表 2に示した。G

Ⅱ.2 が 5 株，GⅡ.4 が 2 株，GⅡ.3 および

GⅡ.17 が各 1 株検出された。集団発生事

例は 2 事例のみであったが，いずれも G

Ⅱ.2 が検出された。RdRp 領域の解析がで

きた 2 株の GⅡ.2 はいずれも GⅡ.P16-G

Ⅱ.2 であった。 

 VP1 領域(291nt)における NoV GⅡ.17

の系統樹を図１に示した。3 ロットのカキ

および糞便１検体から検出された NoV は

いずれも Hu/G Ⅱ /JP/2015/G Ⅱ .P17-G

Ⅱ.17/Kawasaki308 に近縁な株であった。 

 RdRp 領域(642nt，213aa)における NoV G

Ⅱ系統樹を図 2，3 に示した。2016/17 シ

ーズンに検出された 2 株は，広島市にお

いて 2011/12 シーズンから 2013/14 シー

ズンまでに検出された 7 株とは異なるク

ラスターに分類されており，入谷らが報

告 (IASR Vol.37p.136-138) し た G

Ⅱ.P16-GⅡ.4 Sydney2012 と同じクラス

ターに分類された。 

 2012/13 シーズン以降のカキおよびヒ

トからの NoV 遺伝子型別検出割合を図 4

に示した。2015/16 シーズンを除く過去 3

シーズンは，カキおよびヒトから最も多

く検出された遺伝子型が一致していたが，

2016/17 シーズン(2017年 1月 10日現在)

は一致しなかった。 

2. アミラーゼ・アセトン法によるNoV G 

Ⅱ検出 

同一ロットのカキ A，B，E を用いて行

った旧および新アミラーゼ・PEG 沈殿法と

新アミラーゼ・アセトン法の実測値コピ

ー数および中腸腺1gあたりに換算したコ

ピー数の比較を図 5，6に示した。 

新アミラーゼを使用したアミラーゼ・

PEG 沈殿法とアミラーゼ・アセトン法を比

較すると，実測値コピー数，中腸腺 1g あ

たりに換算したコピー数のいずれも同一

ロット間でのコピー数の差は認められる

ものの，全体的にアミラーゼ・アセトン

法が同等あるいは若干高い結果となった。 

同一ロットのカキ A，Bを用いて行った

新アミラーゼ・PEG 沈殿法，新アミラー

ゼ・アセトン法および旧アミラーゼ・PEG

沈殿法の実測値および中腸腺1gあたりに

換算したコピー数の比較では、旧アミラ

ーゼ・PEG 沈殿法が最も高い結果となった。 

 

D. 考察 

1．NoV 検出状況 

 2016/17 シーズンは，ヒトから検出され

た遺伝子型は GⅡ.2 が 5 株と最も多かっ

たが，カキからは GⅡ.17 のみが 3ロット

から検出された。ヒトから検出された遺

伝子型とカキから検出された遺伝子型が

異なっており，GⅡ.17 は患者としては把
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握されていないものの，軽症者や不顕性

感染者は存在していることが推測された。 

 RdRp 領域の解析ができた 2 株の GⅡ.2

はいずれも GⅡ.P16 であった。過去に検

出された株とは異なるクラスターを形成

しており，入谷らが報告した GⅡ.P16-G
Ⅱ.4 Sydney2012 と同じクラスターに分

類された。NoV は ORF1-2 JCT 領域で頻

繁に組換えが起こることが知られている。

解析できた 2 株も遺伝子組換えを起こし

た可能性が示唆された。 
2．アミラーゼ・アセトン法による NoV G

Ⅱ検出 

 新アミラーゼ・アセトン法と新アミラ

ーゼ・PEG 沈法を比較した場合，同一ロッ

ト間でのコピー数の差は認められるもの

の，全体的に同等あるいは若干高い結果

となった。旧アミラーゼ・アセトン法と

比較するといずれも低い結果となったが，

旧アミラーゼはすでに販売中止となって

おり，新アミラーゼを使わざるを得ない

状況となっている。今回，新アミラーゼ・

アセトン法を検討し，検出感度はアミラ

ーゼ・PEG 沈法と同等あるいは若干高い結

果であったが，アミラーゼ・アセトン法

はアミラーゼ・PEG 沈殿法に比べ，検査時

間が短いことや，高速遠心機を使用しな

くても検査が可能などのメリットが得ら

れた。 

 

E. 結論 

2016/17 シーズンのカキからは NoV G

Ⅱ.17 が 3 ロットから検出された。いずれ

も Hu/GⅡ/JP/2015/GⅡ.P17-GⅡ.17 

/Kawasaki308 に近縁な株であった。ヒト

からは GⅡ．2が 5株と最も多く検出され

た。RdRp 領域の解析ができた 2 株はいず

れもGⅡ.P16-GⅡ.2であった。それらは，

過去に検出された株とは異なり，入谷ら

が報告した GⅡ.P16-GⅡ.4 Sydney2012 と

同じクラスターに分類されたことから，

ORF1-2 JCT 領域で組換えが起きた可能性

が示唆された。 

カキからの NoV 検出法として検討した

アミラーゼ・アセトン法の検出感度は，

従来法であるアミラーゼ・PEG 沈法と同等

あるいは若干高い結果であったが，検査

時間の短縮が図れる等のメリットが得ら

れた。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表：なし 

2. 学会発表：なし 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得：なし 

2. 実用新案登録：なし 

3. その他：なし 
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Hu/GII.17/HUN5737/2015/HUN
Hu/GII.P17_GII.17/KR/2015/CAU‐289
3160010oy4
Hu/GII.P.17/GII.17/LNOV_PA16009/BRAZIL/2016
GII/Hu/VNM/2015/GII.P17‐GII.17/NVN15.349.

Hu/GII/JP/2014/GII.P17_GII.17/Kawasaki323 
Hu/GII.17/18‐1712/GD‐JM/2014‐12‐26 
Hu/GII.17/41621/Guangzhou/2014/CHN 
Hu/GII.17/1548/GD‐MM/2014 

Hu/GII/JP/2015/GII.P17_GII.17/Kawasaki308 
3170001oy4
3160012oy3
isolate 14‐BW‐3/2014/GII.P17/GII.17 
1160506F
3160012oy3
3170001oy6

3170001oy1
Hu/NoV/Katrina‐17/2005/US 

GII/Hu/JP/2002/GII.P16_GII.17/Saitama/T87
Hu/NoV/CS‐E1/2002/USA73
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51
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0.005  
図 1 NoVGⅡ.17 系統樹(VP1 領域 291nt) 

表１ カキからの NoV 検出状況 
採取日又は加工日
又は消費期限 採取海域 用途 結果および遺伝子型 

2016/06/18 A 県 10 海域 － GⅡ.6 
2016/07/03 A 県 10 海域 － GⅡ.4 Sydney2012 
2016/08/14 A 県 10 海域 － － 
2016/09/10 A 県 10 海域 － － 
2016/10/10 A 県 10 海域 加熱調理用 － 
2016/10/28 A 県 14 海域 加熱調理用 － 
2016/11/05 A 県 20 海域 加熱調理用 － 
2016/11/25 A 県 10 海域 生食用 GⅡ.17 
2016/12/03 A 県 12 海域 生食用 － 
2016/12/22 A 県 10 海域 加熱調理用 GⅡ.17 
2017/01/10 A 県 10 海域 加熱調理用 GⅡ.17 

表 2 ヒトから検出された NoV 遺伝子型(2016/17 シーズン) 

採取日 散発・集団の別 遺伝子型 
2016/09/12 散発 GⅡ.2 
2016/09/14 散発 GⅡ.3 
2016/10/17 集団 GⅡ.P16-GⅡ.2 
2016/10/18 散発 GⅡ.4 Sydney2012 
2016/10/28 散発 GⅡ.4 Sydney2012 
2016/11/10 散発 GⅡ.2 
2016/11/24 散発 GⅡ.P16-GⅡ.2 
2016/12/01 散発 GⅡ.17 
2016/12/13 集団 GⅡ.2 

NoVGll.17 ORF2 VP1(291nt) 
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図 6 中腸腺 1g あたりコピー数の比較 
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図 5 実測値コピー数の比較 
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