
 27 

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） 

分担研究報告書 
 

ロタウイルスの検出方法の開発・改良 

 
分担研究者 藤井克樹 国立感染症研究所ウイルス第二部 主任研究官 

 

 

Ａ．研究目的 

本研究では、昨年度までに RNA 抽出方法やリア

ルタイム qPCR 試薬間の検出効率の比較等につい

て検討を行った。RNA 抽出方法は Direct-zol RNA 

kit（ZYMO Research）を用いて DNase 処理をせず

に抽出を行うのが最も抽出効率が高く、プライマ

ー・プローブセットについては Jothikumar らの

セット（Journal of Virological Methods, 2009, 

155(2), 126-131）より Freeman らのセット

（Journal of Medical virology, 2008, 80(8), 

1489-1496）の方が幅広いウイルス株を検出可能

であることを明らかにした。試薬に関してはどの

メーカーの試薬でも大きな違いはないが、本研究

では New England Biolabs（NEB）社の LunaScript 

RT SuperMix Kit および Luna Universal Probe 

qPCR Master Mix がわずかながら非特異反応が発

生しにくい結果が得られた。 

本年度は上記の最適な RNA抽出法および NEB社

の試薬を用いて、より非特異反応が発生しにくい

プライマー・プローブセットの探索と qPCR 反応

条件の検討を行った。 

 
Ｂ．研究方法 

ロタウイルスのリアルタイム qPCR 法は上記の

通り NEB 社の LunaScript RT SuperMix Kit およ

び Luna Universal Probe qPCR Master Mix を使

用した。プライマー・プローブは ThermoFisher 

Scientific 社 お よ び Integrated DNA 

Technologies（IDT）社に依頼して合成した。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、Direct-

zol RNA kit（ZYMO Research）を用いて DNase 処

理をせずに RNA を抽出した。 

（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。 

 

研究要旨 

前年度に引き続き、リアルタイム qPCR によるロタウイルスの検出法について、従来の検査

で行われていた方法よりも特異性や感度を向上するための検討をおこなった。本年度は、ロ

タウイルスの NSP3 セグメントおよび NSP5 セグメントに新たなプライマー・プローブを設計

して非特異反応の発生頻度について検討したが、従来から利用されている Freeman らが設計

したプライマー・プローブセットと比較して大幅な改善は見られなかった。次に、プライマ

ー・プローブの濃度を 0.25 μM each から様々な濃度に変更して検証したところ、フォワー

ドプライマー0.4μM、リバースプライマー0.2μM、プローブ 0.2μM とすることで、従来の方

法と比較して、非特異反応の発生頻度がおよそ半減することが判明した。この結果は、ロタウ

イルスのリアルタイム qPCR 法による検査の精度向上につながると考えられる。 
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Ｃ．研究結果 
まず Freeman らが設計したプライマー・プロー

ブのターゲットとなっている NSP3 セグメントの

3’末端付近にある非常に保存性の高い領域（90 

bp 程度）に、より良いプライマー・プローブを設

計できるか検証を行った。フォワードプライマー

3 種、リバースプライマー3 種、プローブ 6 種を

作製してその組み合わせによる非特異反応の発

生率を検証したが、いずれも Freeman らのオリジ

ナルのプライマー・プローブセットと比較して、

非特異反応が大幅に抑えられることはなかった。 

続いて、2種類のタンパク質（NSP5およびNSP6）

をコードしている NSP5 セグメントにおいて保存

性の高い領域（250 bp 程度）があるため、そこに

良いプライマー・プローブを設計できるか検証を

行った。フォワードプライマー5 種、リバースプ

ライマー4 種、プローブ 2 種を作成してその組み

合わせによる非特異反応の発生率を検証したと

ころ、Freeman らのオリジナルのプライマー・プ

ローブセットと比較して非特異反応が若干抑え

られる組み合わせがあったが、NSP3 をターゲット

とする場合より検出感度が若干落ちる（Ct 値が 3

程度高くなる）傾向が見られた。 

次に、プライマー・プローブの濃度を変更する

ことで非特異反応の発生率に違いが見られるか

検証を行った。上記の検証はフォワードプライマ

ー、リバースプライマー、プローブの濃度をいず

れも 0.25 μM で統一していたが、リバースプラ

イマーとプローブの濃度を 0.2μM、フォワードプ

ライマー濃度を 2 倍の 0.4μM とすることで、非

特異反応の発生が大幅に軽減される傾向が見ら

れた。この傾向は Freeman らのオリジナルのプラ

イマー・プローブセットを始め、上記の新たに作

製した様々なプライマー・プローブの組み合わせ

でも同様に見られた。検証に用いるサンプルによ

って非特異反応の発生率にバラツキが見られる

が、本研究で用いた約 50 検体のロタウイルス陰

性サンプルの場合では、従来のプライマー・プロ

ーブの濃度（0.25 μM each）では 20～25%のサン

プルで非特異反応が見られていたが、濃度を変更

（0.4μM、0.2μM、0.2μM）することにより、12%

程度まで軽減された。（これらのサンプルには非

特異反応が出やすいサンプルを意図的に含めて

いるので、実際の調査時の発生率を反映している

とは限らない。）また、アニーリング＋伸長反応は、

60℃より 56℃で行った方が、非特異反応が軽減さ

れた。 

 

Ｄ．考察 

プライマー・プローブの濃度を変更することで

非特異反応の発生が軽減されるメカニズムにつ

いては詳細には解明されていない。Freeman らの

オリジナルのプライマー・プローブセットの場合

は、ウイルス遺伝子におけるフォワードプライマ

ー結合部位の配列が遺伝子型によって異なるた

め、フォワードプライマー20塩基中に混合塩基が

3 つ入っている（8 番目に W、12 番目に R、14 番

目に R）。つまり、ウイルスの塩基配列に対して

100%相補的なプライマーは、理論的には添加され

たフォワードプライマーの内の 1/8（1/2 ́  1/2 ́  

1/2）に過ぎない。従って、フォワードプライマー

の濃度をリバースプライマーおよびプローブの

倍量添加することで、PCR 反応の特異性や増幅効

率が改善している可能性が考えられる。しかし、

フォワードプライマーの濃度を0.6μM、0.8μMと

増加させても、非特異反応が軽減されることはな

く、0.4μMが至適濃度であると考えられた。 

本研究により、ロタウイルスのリアルタイム

qPCR 検出法において現行法よりも非特異反応を

軽減させる方法が見いだされた。新たに作製した

プライマー・プローブセットの中には Freeman ら

のプライマー・プローブセットよりわずかに良い

結果が得られたものもあるが、大きな差ではない

ため、地方衛生研究所等における検査業務に混乱

を来たさないためには、従来から広く利用されて

いる Freeman らのプライマー・プローブセットの

利用を続けるのが無難であると考えられる。今後、

各地方衛生研究所でも「濃度を変更することによ

り非特異反応が軽減される」現象の再現性が確認

されれば、検査マニュアル等に反映させていく予
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定である。 

 
Ｅ．結論 

現在、ロタウイルスのリアルタイム qPCR 検出

法において、幅広い遺伝子型を高い特異性で検出

する最適な方法は、Freeman らが設計したプライ

マー・プローブセット（フォワードプライマー：

ACCATCTWCACRTRACCCTC、リバースプライマー：

GGTCACATAACGCCCCTATA、ダブルクエンチャープロ

ーブ：ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAA）を用

い、それぞれの終濃度を 0.4μM、0.2μM、0.2μM

とし、アニーリング＋伸長反応は 56℃で行うもの

である。 
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