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研究要旨 ノロウイルス検出マニュアルに収載されているリアルタイ
ムPCR法において、まれに検出されるGIV遺伝子型ノロウイルス株の検
出感度向上を目指し、既存のプライマー・プローブの濃度を検討したと
ころ、GII特異的プローブを混合することで、GIVも検出しつつ、GII
の検出感度を改善可能であることが示唆された。また、ロタウイルスの
リアルタイムPCRによる検出法については、最適なプライマー・プロー
ブや反応条件の検討を行った。その結果、世界的に広く利用されている
2種類のプライマー・プローブセット（Freemanらのセット、および、
Jothikumarらのセット）で、主要な流行型であるT1型やT2型の検出に
おいては両者に大きな差は見られなかったが、ややマイナーなT3型やワ
クチン株であるT6型の検出はFreemanらのプライマー・プローブセッ
トが優れていた。RNA抽出に関しては、Direct-zol RNA kit（ZYMO 
Research）の抽出効率が良好であった。 

 
Ａ．研究目的 
ノロウイルス、サポウイルス、ロタウイ

ルス等下痢症ウイルスはヒトに感染して嘔
吐下痢症を引き起こす。ノロウイルスは特
にウイルス性食中毒の主要な原因ウイルス
でもあり、公衆衛生のみならず、食品衛生
の観点からも検査法の整備と改良、検査マ
ニュアルの整備と更新は重要な課題である。 

2019年に「ノロウイルス検出マニュアル
第 1版」が AMED 研究班（代表木村博一、
2017−2019年度）の成果として公開された。
本年度は、本マニュアル記載のノロウイル
ス検出法について、GIV 遺伝子型株の検出
感度向上を目指し検討を行った。 
また、2019年には「ロタウイルス検出マ

ニュアル第 2 版」が公開されている。本年
度はリアルタイム PCR によるロタウイル
ス遺伝子の検出法について、最適なプライ
マー・プローブや反応条件の検討を行った。
また、RNA の抽出方法ついても検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
1. ノロウイルス検出法について 
ノロウイルス検出マニュアルに収載され

ているリアルタイム PCR 法では、検出され
るノロウイルスの多数を占める遺伝子群 II
（GII）に加え、稀に検出される GIV も検
出可能なプライマー（COG2F、ALPF、
COG2R）およびプローブ（RING2AL-TP）
の セ ッ ト を使用 し て い る 。 し か し

RING2AL-TP を使用すると、GII 特異的プ
ローブ（RING2-TP）に比べて GII の検出
感度が低下する。本年度は、既存のプライ
マー・プローブを使用しながら、GIV も検
出しつつ、GII の検出感度を改善させる方
法を模索した。なおテンプレートとして、
GII および GIV の標的配列を含む DNA プ
ラスミドを使用した。 
2. ロタウイルス検出法について 
ロタウイルスのリアルタイム PCR 法と

しては、NSP3 遺伝子をターゲットとした 2
種類のプライマー・プローブセット
（Freeman et al., J Med Virol. 2008, 
80(8):1489-96 および Jothikumar et al., J 
Virol Methods. 2009, 155(2):126-31）が世
界的に広く利用されているため、両者のプ
ライマー・プローブセットの性能について
比較検証を行った。検体は、ロタウイルス
胃腸炎患者から採取された糞便を PBS で
10%乳剤としたものを使用した。 
（倫理面への配慮） 
ヒト由来の検体を使用する際には実験計
画書を提出して、ヒトを対象とする医学研
究倫理審査委員会の承認を得た上で研究を
行った。 
 
Ｃ．研究結果 
1. ノロウイルス検出法について 
最終反応量 20 µL の系において、

RING2AL-TP および RING2 をそれぞれ
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0.1 µMずつ含む反応液を使ってGIIを検出
したところ、RING2-TP のみを 0.2 µM 添
加した場合に比べてCt値が1程度遅延した
が、RING2AL-TPのみを 0.2 µM添加した
場合に比べると Ct 値が 1.5 程度改善した。
一方で、 GIV を検出したところ、
RING2AL-TPのみの場合に比べて0.5程度
の遅延であった。 
2. ロタウイルス検出法について 
ロタウイルスのリアルタイム qPCR法と
して世界的に広く利用されている 2 種類の
プライマー・プローブセットについて、比
較検討を行った。標準品（Wa株）の増幅効
率に関しては、両者はほぼ同等であった。
ただし、ヒトロタウイルスの主要な流行型
（NSP3の遺伝子型）である T1型と T2型
については両者とも問題なく検出できたも
のの、ややマイナーな T3 型に関しては
Jothikumar らのセットでは検出できなか
った。また、ワクチン株（ロタテック）の
T6 型に関しても、Freeman らのセットと
比較して Jothikumar らのセットでは検出
感度が 1/1000 程度まで低下した。従って、
以降の検証では、より幅広い株を検出可能
な Freemanらのプライマー・プローブセッ
トを用いることとした。 
次に、RNA抽出方法の最適化を図るため、
よく汎用されているキットとして
Direct-zol RNA kit（ZYMO Research）と
QIAamp Viral RNA kit（QIAGEN）の抽
出効率を比較検討した。その結果、検体に
よって程度の差はあるが、QIAGEN社のキ
ットより ZYMO Research社のキットの方
が一貫して抽出効率が高かった。キャリア
RNA 使用の有無による抽出効率の違いは
無かった。RNA抽出時に DNase処理を行
ったところ、行わなかった場合と比較して
検出効率が 1/10から 1/100程度まで低下し
たため、DNase処理によりロタウイルス遺
伝子（dsRNA）が分解されることが示され
た。 
 
Ｄ．考察 
1. ノロウイルス検出法について 
世界的にも GII が主流であり、一方で

GIV は稀にしか検出されていない現状であ
り、GII の感度改善による本系の安定化が
期 待 さ れ る 。 ま た RING2-TP は 、
RING2AL-TP が開発される以前に使用さ
れていたプローブであり、使用に対する障
壁は低いように思われる。しかし本年度は、
テンプレートとして DNA を使用したこと
から、実際の糞便検体を用いた検証が必要
である。また RING2AL-TP と RING2-TP
の混合比の最適化を実施する必要がある。 
2. ロタウイルス検出法について 

Jothikumarらのプライマー・プローブセ

ットでは、T3型および T6型の検出に支障
が出ることが明らかとなった。これは、T3
型のプローブ結合部位の塩基配列がプロー
ブの配列と 25塩基中 4塩基異なっている、
また、T6型のプローブ結合部位の塩基配列
がプローブの配列と25塩基中2塩基異なっ
ているためであると考えられた。従って、
幅広い遺伝子型を確実に検出するためには、
Freemanらのプライマー・プローブセット
の方が優れていると考えられた。RNA抽出
に関しては、DNase処理は RNA抽出時に
混入する DNA を分解除去して非特異反応
を軽減させる効果が期待されるが、ロタウ
イルスのゲノムは 2本鎖 RNAであるため、
DNase による非特異的な分解を受けてし
まうと考えられる。従って、ロタウイルス
遺伝子の検出を目的として RNA 抽出を行
う場合には、DNase処理は行うべきではな
い。 
 
Ｅ．結論 
1. ノロウイルス検出法について 
ノロウイルス検出マニュアルに収載され
ているリアルタイム PCR法（ノロウイルス
GIIおよび GIVを検出するに対するプライ
マー（COG2F、ALPF、COG2R）および
プローブ（RING2AL-TP）を使用）におい
て、GII 特異的プローブ（RING2-TP）を
混合することで、GIV も検出しつつ、GII
の検出感度を改善可能であることが示唆さ
れた。 
2. ロタウイルス検出法について 
ロタウイルスのリアルタイム PCR によ
る検出法としては、Freemanらが設計した
プライマー・プローブセットを用いるのが
望ましい。また、RNA 抽出法としては
Direct-zol RNA kit（ZYMO Research）の
効率が良好であるが、DNase処理は行うべ
きではない。 
 
Ｆ．健康危険情報 
特記事項なし 
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学会発表 
1. 廣瀬翔子、千野梓、早田衣里、藤森誠、
濱田洋通、高梨潤一、藤井克樹：当院
入院患者におけるロタウイルス遺伝子
型の検討 (2019年)  第52回日本小児
感染症学会学術集会（オンライン）2020
年11月7-8日 

 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
特願2018-188665（2018年10月3日出願）、

PCT/JP2019/038893（2019年10月2日PCT
出願）、ロタウイルスの遺伝子型検出方法
と、これに用いる遺伝子増幅用プライマー
セット 藤井克樹、株式会社島津製作所 
２．実用新案登録 
該当なし 
３．その他 
該当なし 
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