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食中毒原因ウイルスの不活化および高感度検出法に関する研究 

 
研究代表者 鈴木亮介 国立感染症研究所ウイルス第二部 室長 

 
研究要旨 

本研究では、食中毒の原因ウイルスを迅速・確実に検出するために、食材やその洗浄水か

らのウイルス濃縮／精製法および高感度検出法を開発する事、さらにウイルスの不活化条

件を明らかにする事を目標とし、以下の研究を実施した。 

E 型肝炎ウイルス（HEV）を高感度に検出するために、HEV を含む培養液から、組換えウイ

ルス様粒子を免疫したウサギ血清を用いて濃縮法の条件検討を行い、数十倍のウイルス濃

縮条件を決定した。この濃縮法を用いて E型肝炎の原因食材と疑われたイノシシ肉から HEV

の検出を試みたが、検出には至らなかった。また環境調査として野生イノシシ 86頭の血清

から HEV IgG 抗体および HEV ゲノムの検出を試みた。22 頭が抗体陽性であったため、野生

イノシシにおける HEV 感染が示唆されたが、ウイルス遺伝子は検出されず、分子疫学情報は

得られなかった。A 型肝炎ウイルス（HAV）についてもウイルス濃縮が可能な抗血清を得る

ために、異なる免疫プロトコルでウサギを免疫し、HAV に対して感染中和活性を持つ血清を

作製した。また国内で検出される HEV は遺伝子型３および４で占められているが、報告が稀

な遺伝子型１の HEV に感染した患者検体からウイルス分離を試み、感染性ウイルスの全長

塩基配列情報を決定した。さらに分子疫学調査により 2021 年には HAVと HEV の塩基配列情

報がそれぞれ 12 件および 37件が収集され、系統樹解析を行った。 

アイチウイルスは自然環境中において、二枚貝や河川水から検出されている。食品や環境

水中のウイルス定量を通しアイチウイルスの環境中の動態を把握することは、感染経路の

理解に必要である。本研究では、本ウイルスの高感度検出法の開発および既報の検出法の評

価を行う目的で、リアルタイム PCR 法の検出感度の検討、ウイルス濃縮法の検討、RT-LAMP

法について検討し、食品や環境水中のウイルス検出、定量を行なった。 

ロタウイルスのリアルタイム qPCR による検出法については、精度向上を図るため、RNA 抽

出方法、プライマー・プローブセットの探索、反応条件の検討を行った。RNA 抽出に関して

は Direct-zol RNA kit を用い、DNase 処理を実施しないことで安定して高感度な検出が可

能であった。プライマー・プローブセットは、Freeman らが 2008 年に報告したものが良好

であった。これは幅広い遺伝子型を検出可能であるが、しばしば非特異反応が認められた。

しかしプライマー・プローブの濃度を工夫することで非特異反応の発生が軽減された。 

ノロウイルスは大規模食中毒事例を引き起こすことから、世界中で不活化条件を特定する
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研究が続けられている。本研究では食品に含まれるノロウイルスの不活化条件の特定を目

指し、スモールスケールでの解析が可能で且つ食中毒事例のあるシジミをノロウイルス汚

染食品モデルとし、幹細胞由来ヒト腸管オルガノイドを用いて検証した。シジミに GII.4 ノ

ロウイルスを接種した後、90℃の熱湯で加熱した。加熱処理したシジミからウイルスを抽出

し、腸管オルガノイドに接種した。非加熱サンプルでは感染 24時間後のウイルスコピー数

の増加が認められたが、加熱サンプルでは 1 分間の加熱でウイルスが検出限界以下となっ

た。またシジミにおけるノロウイルスの局在を明らかにするための検討も実施し、さらなる

条件検討の必要性を示した。 

 野菜表面のウイルス測定法の検討については、ガーゼ、ガラスフィルター、ガラスウー

ルを用いて、ウイルスの吸着効率ならびにそこからの誘出効率を調べた。吸着材としてガラ

スウールを用い、硫酸による酸洗浄を行ってからビーフエキスで誘出を行う方法において

高い回収率を得られた。ビーフエキス誘出液からさらに濃度を高めてウイルスの検出感度

を向上させるために、酸沈殿法を用いて濃縮する方法の開発を試み、酸性条件でウイルスの

回収率が高いことが示された。野菜表面上に存在するウイルスのより効率的な回収手法を

検討し、液体窒素を用いたパウダリング法においてウイルス検出量が高く、誤差が小さいこ

とから安定した検出能力を有していることが示された。 

食中毒事例や関連情報の収集と情報提供等に関する地方衛生研究所（以下、地衛研）の状

況を把握するため、①当該自治体における食中毒検査体制、②食中毒（疑）発生事例が起こ

った場合の検査方法、検体種類、検査手順、前処理及び濃縮・精製方法、③遺伝子検査の判

定基準等、④食中毒の行政処分等におけるウイルス検査結果の利用、⑤環境中の食中毒原因

ウイルスサーベイランス、⑥食中毒調査支援システム(NESFD)の活用などについて調査を行

い、情報を収集した。さらに、ノロウイルス食中毒の主要な原因食品であるカキ抽出液にノ

ロウイルス懸濁液を添加する実験系を構築し、その試料中のウイルスをリアルタイム PCRお

よびデジタル PCR によって定量した結果、逆転写反応からデジタル PCRまでを One-Step で

行う方法が最も検出感度が高いことが判明した。デジタル PCR ではサンプルを標的遺伝子

コピー1個または全く含まない多数の個別の PCR に分割するため、増幅後にコピー数の総数

が算出され、標準物質を必要とせず、またサンプルを多数のサブサンプルに分割すること

で、食品中の夾雑物成分に由来する酵素阻害物質の影響を低減できる可能性がある。これら

は今後の食中毒原因ウイルスの感染制御に向け、地衛研からの貢献において有益な基盤を

提供するものと期待される。 
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研究分担者 
四宮博人・愛媛県立衛生環境研究所・所長 
片山浩之・東京大学大学院工学系研究科・教授 
佐々木潤・藤田医科大学医学部・講師 
藤井克樹・国立感染症研究所ウイルス第二部・

主任研究官 
村上耕介・国立感染症研究所ウイルス第二部・

主任研究官  
 
研究協力者 
吉澄志磨・北海道立衛生研究所  
坂上亜希恵・宮城県保健環境センター 
植木 洋・宮城県保健環境センター 
岸本 剛・埼玉県衛生研究所   
貞升健志・東京都健康安全研究センター  
皆川洋子・愛知県衛生研究所   
白井達哉・大阪健康安全基盤研究所 
西嶋駿弥・大阪健康安全基盤研究所 
左近直美・大阪健康安全基盤研究所  
岡本玲子・山口県環境保健センター 
調 恒明・山口県環境保健センター 
田中義人・福岡県保健環境研究所  
豊嶋千俊・愛媛県立衛生環境研究所 
中西千尋・愛媛県立衛生環境研究所 
岩城洋己・愛媛県立衛生環境研究所 
山下育孝・愛媛県立衛生環境研究所 
青木紀子・愛媛県立衛生環境研究所 
関瑛理子・東京大学大学院工学系研究科 
門屋俊祐・東京大学大学院工学系研究科 
小宮智義・北陸大学 医療保健学部 
阿部冬樹・静岡県環境衛生科学研究所 
岩本朋忠・神戸市健康科学研究所  
森 愛 ・神戸市健康科学研究所 
李 天成・国立感染症研究所 
清原知子・国立感染症研究所 
杉山隆一・国立感染症研究所 
林 豪士・国立感染症研究所 
小林さくら・国立感染症研究所 

 
Ａ．研究目的 

ヒト検体由来の食中毒原因ウイルスの遺伝

子情報は、地方衛生研究所と感染症研究所の

連携により蓄積されているものの、食中毒の

原因と疑われる食材からのウイルス検出は、

汚染ウイルス量が少ない事や、食品に含まれ

る夾雑物が検出を妨げる事などから困難であ

り、原因食品や汚染経路の特定に至らず、効果

的な対策を取る為の知見も不足している。そ

こで本研究では以下に挙げる各課題を実施し、

各食中毒の原因ウイルスを迅速・確実に検出

するために、食材やその洗浄水からのウイル

ス濃縮／精製法および高感度検出法の開発、

ウイルス不活化条件を明らかにする事を目的

とした。 

(1) ウイルス性食中毒の原因となるウイル

スの中で、肝機能障害の原因として A 型肝炎

ウイルス（HAV）および E型肝炎ウイルス（HEV）

の感染が疑われる。いずれもウイルスに汚染

された水や食物を介した経口感染により伝播

する。E型肝炎は、かつては衛生環境の整って

いない発展途上国等で散発的に発生する疾患

と考えられていた。しかしながら、現在ではブ

タやイノシシなどの動物にも感染する人獣共

通感染症であることが判明し、これらの内臓

肉等が先進国内での主な感染源と考えられて

いる。日本の E型肝炎報告者数は 2012年以降、

年々増加している。加熱不十分な肉の喫食が

主な原因と考えられているものの、原因が明

らかでないケースも依然として多い。2020 お

よび 2021年は新型コロナウイルスの流行によ

る人々の行動様式の変化に伴い、報告数が減

少した感染症もあったが、E型肝炎の報告数は

例年と比して減少しなかった事は興味深い。 

経口肝炎に対して有効な対策を取るために

も、高感度な手法で原因が疑われる食材のみ

ならず、幅広く環境中のウイルスを調査する
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必要がある。そこで本研究において、HEV の高

感度検出法の確立のために、抗体を用いた HEV

の濃縮条件の検討を行ない、さらにこの方法

を用いて原因食材からの HEV 検出を試みた。

HAV についても、濃縮可能なウサギ血清を作製

した。また環境調査として、野生イノシシの

HEV感染状況の調査を行い、IgG抗体およびHEV

ゲノムの検出を試みた。さらには国内の経口

肝炎ウイルスの流行状況を把握する事を目的

として、分子疫学調査を行なった。 

(2) アイチウイルス(AiV) は、1989年の愛知

県のカキ関連胃腸炎集団発生事例から初めて

発見され、現在では世界各地の胃腸炎患者か

ら検出されている。世界各地の胃腸炎散発事

例で、アイチウイルスが原因と考えられる例

が低頻度ではあるが報告されている。また、二

枚貝や河川水、下水など環境中からも検出さ

れる。食品や環境水中のウイルス定量を通し

てアイチウイルスの環境中の動態を把握する

ことは、感染経路の理解に必要である。本研究

では、アイチウイルスのリアルタイム RT-PCR

法や RT-LAMP 法などの高感度検出法の開発お

よび既報の検出法の評価を行なった。加えて、

環境水中のウイルス検出、定量を行い、本ウイ

ルスの環境中の分布の理解を深めることを目

的とした。 

(3) ロタウイルスはヒト（特に乳幼児）に急性

胃腸炎を引き起こす代表的なウイルスであり、

食中毒の原因としても検出されることがある。

ロタウイルスの検査は、患者の糞便や様々な

食材等、夾雑物の多い検体を用いてリアルタ

イム qPCR 等の検査を実施することが多い。従

って、ロタウイルスの検査には、高い感度と特

異性が求められる。また、ロタウイルスには多

くの遺伝子型（2022年現在、G型は 41種、qPCR

のターゲットとなる NSP3 遺伝子（T型）は 27

種）が存在しているため、検出可能な型につい

てもある程度の幅広さが同時に求められる。 

本研究では、これまであまり深く検証されて

来なかったロタウイルスのリアルタイム qPCR

法について、高精度な検出方法の検証を行い、

検査精度の向上を目指した。 

(4) ノロウイルスは急性胃腸炎を引き起こす

主要病原体で、大規模食中毒事例を引き起こ

すことから世界中で不活化条件が調べられて

いる。しかし再現性の高い培養系が未確立で

あったため、現在のガイドライン等に使用さ

れている不活化条件は、培養可能な近縁ウイ

ルスを用いて「間接的」に策定されたものであ

り、確実性に疑問が残されている。本研究分担

者らは幹細胞由来ヒト腸管オルガノイドを用

いたノロウイルス培養系を確立し、加熱（60℃、

15 分）によりウイルス感染性が失われること

を示した。この結果を受け、世界中で腸管オル

ガノイドを用いた不活化条件の研究が始まっ

たが、既存の方法では接種用の 10%ノロウイル

ス溶液を直接加熱しており、食品内部の不活

化条件検討には即していなかった。そこで本

研究では、スモールスケールでの解析が可能

で且つ食中毒事例のあるシジミをモデル食品

として用いることで、加熱によるウイルス不

活化条件を「直接的」に特定することを目指し

た。またシジミ中におけるノロウイルスの局

在を明らかにすることで、より正確な食品モ

デルの作出も試みた。 

(5) 日本国内のウイルスを原因とした食中毒

事例は 7000件ほどとなっており、食中毒患者

数の半数を占めている。野菜の摂取による食

中毒例も報告されており、途上国では市場の

野菜表面から大腸菌やノロウイルスが検出さ

れたとの報告もなされている。我が国では、キ

ャベツなどの野菜の供給を海外からの輸入に

強く依存しており、ウイルスに汚染された輸

入食品を摂取することで輸入感染症が国内で

蔓延する可能性がある。ウイルス性食中毒に

よる被害を防ぐためには、食品表面あるいは
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内部に存在しうるウイルスを適切に検出する

手法が必要である。野菜表面上のウイルス検

出として、拭き取り剤及び誘出法が広く適用

されているが、対象とするウイルスによって

は検出感度の多様性が見られる。そこで本研

究では、野菜表面に付着したウイルス検出法

の開発及び検出感度の向上を目的として、

種々のふきとり剤とその誘出法、野菜表面か

らの直接検出法の比較検討を行い、最適な検

出手法の決定を目指した。さらに濃縮してウ

イルスの検出感度を高める手法として、酸沈

殿法を適用することを試みた。さらに、野菜表

面上からより効率的なウイルス検出手法を決

定するために、ふきとり法及びパウダリング

法によるウイルス検出量の比較を行なった。

さらに、カット野菜生産プロセスにおける野

菜の消毒・洗浄過程を想定し、消毒・洗浄後の

ウイルス検出感度の評価も行った。 

(6) ウイルスによる食中毒は、事件数にして

全体の 2 割、患者数にして全体の 5 割を占め

る。ヒト検体から同定されたウイルスの遺伝

子情報は、地方衛生研究所（以下、地衛研）と

国立感染症研究所（以下、感染研）の連携によ

り蓄積されているものの、食中毒の原因と疑

われる食品からのウイルスの検出や同定は、

食品を汚染しているウイルス量が少ないこと

や、食品に含まれる夾雑物が検出を妨げるこ

となどから困難な場合が多い。そのため原因

食品や汚染経路の特定に至らず、効果的な対

策を取るための知見も不足している。このこ

とから、様々な食中毒原因ウイルスについて

効果的な予防策を検討するための知見を収集

し、ガイダンス案を提示することが、本研究班

としての目的である。当分担班は、食中毒関連

情報の収集や検査法の地衛研における検証を

担当し、各種ウイルスの食品等への汚染経路、

感染パターンの解明がすすめば、今後の予防

対策に貢献できると考えられる。さらには、地

方自治体及び国レベルの関係部局の連携、情

報共有、遺伝子検査手法の統一化等により、広

域的な食中毒事案に共通する発生要因が明ら

かになることが期待される。 

そこで、食品や環境水の収集と提供及び食中

毒事例や関連情報の収集と情報提供等に関す

る地衛研の状況を把握するため、検査体制、検

査項目、検体種類、検査方法等について、全国

の地衛研を対象に調査を実施した。また原因

ウイルスの追求が難しい場合が多い、ウイル

ス量が少ない食品やふき取り検体について、

地衛研で行われている前処理および濃縮・精

製法について現状調査するとともに、食中毒

原因ウイルス検査に関しての要望等について

情報を収集した。さらに、ノロウイルス遺伝子

を含むプラスミドを用いて、デジタル

PCR(dPCR)による高感度検出を実際の検体を

用いて検討した。検体としては、ノロウイルス

食中毒の主要な原因食品であるカキを用いた。 

 
Ｂ．研究方法 

(1) E 型肝炎ウイルス（HEV）の組換えウイル

ス様粒子を免疫したウサギ血清を用い、国内

で報告の多い遺伝子型３の HEVの濃縮ついて、

抗体結合試薬や界面活性剤の条件検討を行っ

た。培養細胞で増殖させた HEV を 10mL の培養

液にスパイクし、抗血清と抗体結合試薬およ

び界面活性剤等を添加し、140μL に濃縮した。

濃縮サンプルから RNA を抽出し、リアルタイ

ム PCR によりウイルスのゲノムコピー数を評

価した。 

イノシシ肉の喫食歴が明らかとなった２件

の E 型肝炎と診断された患者で、原因として

疑われたイノシシ肉の肉汁約 25mLからウイル

ス濃縮操作を行い、RNA を抽出し、リアルタイ

ム PCR を行った。 

イノシシ 86頭の血清については、HEV IgG お

よび HEV ゲノムの測定を行った。 
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A 型肝炎ウイルスの濃縮が可能な抗血清を得

るために、異なる免疫プロトコルでウサギを

免疫し、血清の感染中和活性を評価した。 

積極的疫学調査により E型肝炎と診断された

患者の血清および便（10%乳剤）から RNA を抽

出し、HEV ゲノムの一部（ORF2 領域）を RT-PCR

により増幅した後に、得られた断片の塩基配

列を決定し、遺伝子型を同定した。遺伝子型１

と確定された便および血清検体を HEV 感染感

受性細胞に添加し、長期間培養を行った。継時

的に培地を交換するとともに、その培地から

RNA を抽出し、HEV ゲノムの定量を行った。 

また積極的疫学調査により得られた HAVおよ

び HEV の遺伝子情報については、MEGA を用い

て系統樹解析を行った。 

(2) アイチウイルスのリアルタイム RT-PCR 

2-step 法の検討で、DNA の鋳型は Genotype A

は、アイチウイルス A846/88 株 cDNAクローン

を用い、 Genotype B は、 Accession No. 

DQ028632 (Oh et al., 2006) をもとに人工合

成した。cDNA クローンから in vitro 転写によ

り合成した RNA も鋳型として使用した。リア

ルタイム RT-PCR 1-step 法は、鋳型として、ア

イチウイルス cDNA クローンより in vitro で

合成した RNA を用いた。プライマーおよびプ

ロ ー ブ の デ ザ イ ン は 、 Primer Express 

Software を用いて行った。Kitajima et al. 

(Appl Environ Microbiol 2013) のプライマ

ー/プローブを用いた場合、反応は、25℃ 2 分、 

50℃ 10 分、95℃ 2 分の後、95℃ 15 秒、

60℃ 1 分を 50 サイクル行った。 

Reverse transcription-loop-mediated 

isothermal amplification (RT-LAMP) 法の

検討は、Genotype A, B ともに検出可能なプ

ライマーセットおよび Genotype A のみを検

出可能なプライマーセットを、ソフトウェア

Primer Explorer V5 を利用して設計した。コ

ントロールの鋳型としては、アイチウイルス

cDNA クローンより in vitro で合成した RNA

を用いた。Loopamp RNA 増幅試薬を用い、

62℃、60 分反応した。白濁の有無を目視で確

認し、陽性、陰性を判定した。 

環境水からのウイルス検出の準備として、試

料からの回収率を調べた。蒸留水 40 ml にウ

イルス希釈液 10µl、8％ PEG 6000、2.3% NaCl

を加え、4℃、16 時間撹拌した後、4℃で 9000

×g、30 分の遠心により沈殿させたウイルスを

滅菌蒸留水に懸濁し、ウイルス RNA を精製し

た。同時に、同量同濃度のウイルス希釈液から

も直接ウイルス RNA を精製し、両者のウイル

ス RNAコピー数をリアルタイム RT-PCR 法で比

較した。 

河川水からのウイルス RNAの検出については、

愛知県豊明市の河川 2 か所において、2021 年

9 月から 2022 年 3 月にかけて毎月 1 回、河川

水を採集した。河川水 1 リットルに 8％ PEG 

6000、2.3% NaCl を加え、4℃、16 時間撹拌し

た後、4℃で 9000×g、30 分遠心し、沈殿を滅

菌蒸留水に懸濁した。この懸濁液から、QIAamp 

Viral RNA Mini kit (Qiagen)を用いてウイル

ス RNA を精製した。ウイルス RNAの検出は、リ

アルタイム RT-PCR (Kitajima et al., 2013)、

および RT-PCR (Yamashita et al., J Clin 

Microbiol, 2000) により行った。 

(3) ロタウイルスの qPCR 法としては、これま

で NSP3セグメントをターゲットとした 2種類

のプライマー・プローブセットが世界的に広

く利用されている。一つは Freeman らが設計

したセット（Journal of Medical virology, 

2008, 80(8), 1489-1496）であり、もう一つは

Jothikumar らが設計したセット（Journal of 

Virological Methods, 2009, 155(2), 126-

131）である。本研究ではこれら 2 種の他に、

NSP3およびNSP5セグメントに新たにプライマ

ー・プローブを設計し、その性能についても検

証を行った。 
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RNA 抽出には Direct-zol RNA kit（ZYMO 

Research）および QIAamp Viral RNA kit 

（QIAGEN）を使用した。 

リアルタイム qPCR 用の試薬としては、各メ

ーカーの 2-step 法の試薬を用い、逆転写反応

はランダムプライマーを用いておこなった。

具体的には New England Biolabs（NEB）社の

LunaScript RT SuperMix Kit と Luna 

Universal Probe qPCR Master Mix、タカラバ

イオ社の PrimeScript RT reagent Kit と

Premix Ex Taq (Probe qPCR)、ThermoFisher 

Scientific 社 の SuperScript VILO cDNA 

Synthesis Kit と TaqMan Universal PCR 

Master Mix を使用した。 

リアルタイム qPCR は主に Bio-Rad 社の CFX 

Connect™ リアルタイム PCR解析システムを用

いて検証した。 

検証に用いた検体は、医療機関において胃腸

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。事前にロタウイルスの

検査を行い、ロタウイルス陽性検体と陰性検

体に区別し、陽性検体については次世代シー

クエンス解析にて全遺伝子型を特定した。 

(4) 本研究ではシジミを 90℃の熱湯で加熱す

ることを想定して研究を進めた。シジミは市

販の活シジミを購入して試験に供した。あら

かじめ温浴およびシジミ内部の温度変化を 5

分間まで 15秒ずつ測定することで加熱状況を

把握した。 

 まず、シジミ成分によるノロウイルス培養

系への影響を評価するため、殻から取り出し

たシジミ（約 350 mg）を GII.4 ノロウイルス

6.9×106コピー含有培地（250μL）に浸漬した。

身をホモジナイズした後に遠心分離により残

渣を取り除き、上清を GII.4 ノロウイルス添

加シジミ懸濁液として腸管オルガノイドに接

種した。また、GII.4ノロウイルス添加シジミ

懸濁液を 90℃で 5 分間加熱したものも対照と

して腸管オルガノイドに感染させた。感染 24

時間後のウイルスコピー数を COG2F/R 及び

RING2-TP を用いたリアルタイム PCR で解析し

た。 

 次にシジミ中ノロウイルスの不活化条件を

調べるため、殻から取り出したシジミを 1.5 

mL チューブに入れ、GII.4 ノロウイルス 1.06

×108 コピー/30μL をマイクロシリンジで接

種した。接種した身を 90℃の温浴で 1、2、3、

4分間加熱処理した。加熱前のウイルス接種シ

ジミを 0 分間加熱処理サンプルとした。各シ

ジミをホモジナイズした後、遠心分離により

残渣を取り除いた。上清をウイルス抽出液と

して腸管オルガノイドに接種し、24 時間後の

ウイルスコピー数を COG2F/R 及び RING2-TP を

用いたリアルタイム PCR で解析した。また、ウ

イルス抽出液に含まれるノロウイルスを同様

にリアルタイム PCR で解析することでウイル

ス回収率を算出した。 

 なお本研究で用いた腸管オルガノイドはベ

イラー医科大学が樹立したものを、国立感染

症研究所人を対象とする生命科学・医学系研

究倫理審査委員会からの承認を受け、MTA を締

結した上でウイルス第二部に譲渡されたもの

を使用した。 

 ノロウイルスの存在部位を視覚的に解析

するため 5 日間無給餌飼育した後、擬似ウイ

ルスとして FITC標識デキストランをシジミに

取り込ませた。シジミを殻から身を取り出し

て市販の透明化試薬（SCALEVIEW、Fuji Film）

で処理し、蛍光顕微鏡にて観察した。 

(5) マウスノロウイルス及びマウス肝炎ウイ

ルスを滅菌蒸留水に添加し、両ウイルス濃度

が 106 及び 103 copis/mL となるように高濃度

及び低濃度条件のウイルス懸濁液を準備した。

このウイルス懸濁液 20mLに対してカットキャ

ベツ 20g を添加し、10 分おきに攪拌しながら

1時間浸漬させた。浸漬後、ウイルス懸濁液を

排除し、野菜から水気をよく切った。 
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 拭き取り剤としてレーヨン、コットン、ガラ

ス繊維、酸化アルミニウム繊維の 5 種類の素

材を採用した。各拭き取り剤をピンセットで

掴める程度のサイズに調整し（レーヨン 0.17 

g、コットン 0.23g、ガラス繊維 0.50g、酸化ア

ルミニウム繊維 0.50g）、ウイルス吸着野菜を

満遍なくこすり、拭き取り剤に吸着させた。

RNeasy PowerMicrobiome Kit（QIAGEN 社）を

用いて拭き取り剤から RNA を回収した後、RT-

qPCR を行なった。 

パウダリング法は、乳鉢内でウイルス吸着野

菜を液体窒素により急速に冷凍させ、液体窒

素（約 100 mL）を適宜加えながらパウダー上

になるまですり潰した。この手法により野菜

表面上ウイルスの自然減衰及び野菜由来の有

害な酵素活性を抑制することが可能となる。

RNA抽出及びRT-qPCRはふきとり法と同様であ

る。 

カット野菜プロセスにおいて水道水あるい

は希釈次亜塩素酸ナトリウム溶液で洗浄され

ることを想定し、2 mg/L に調整した次亜塩素

酸ナトリウム溶液を洗浄水とした。ウイルス

吸着野菜をフィルタホルダーにセットし、1L

の洗浄水を用いて 5 分かけて洗浄・消毒処理

を行なった。ふきとり法及びパウダリング法

を用いて、消毒・洗浄後の野菜からウイルス

RNA の回収・定量を行なった。 

(6) 地衛研の状況を把握する目的で、以下に

示す調査を実施した。回答は愛媛県立衛生環

境研究所に送付され、調査項目毎に集計され

た。調査項目の概要は以下である。①当該自治

体における食中毒検査体制、②食中毒（疑）発

生事例が起こった場合の、検査方法、検体種類、

検査手順、検査の前処理及び濃縮・精製方法、

③遺伝子検査の判定基準等、④食中毒の行政

処分等に検査結果がどのように用いられてい

るか、⑤環境中の食中毒原因ウイルスサーベ

イランスについて、⑥食中毒調査支援システ

ム(NESFD)の活用について、⑦食中毒原因ウイ

ルス検査に関する要望等。 

ウイルス量が少ない食品やふき取り検体に

ついては、どのような前処理および濃縮・精製

法を実施しているか、について現状調査し、食

中毒原因ウイルス検査に関しての要望等（マ

ニュアル、研修、情報還元、検体保管等）につ

いて情報を収集した。 

dPCR による高感度検出では、食品としてカキ

を用い、カキ中腸腺の抽出液を調製した（以下、

中腸線抽出液）。ノロウイルスとして患者由来

糞便懸濁液（qPCR によりコピー数を概算済み）

をもちいた（以下、ノロウイルス懸濁液）。中

腸線抽出液に段階希釈した変量のコピー数を

含むノロウイルス懸濁液を加え、QIAcube

（QIAGEN 社）または magLEAD 12gC（Precision 

System Science 社）を用いて RNA を抽出し、

逆転写(RT)反応を行った。RT 産物中のノロウ

イルス cDNA を qPCR（7900HT Fast, Applied 

Biosystems 社）または dPCR の一種である

droplet dPCR(ddPCR)（QX200 ddPCR システム、

BIO-RAD 社）により増幅して検出した。qPCR は

3 ウェル測定し、平均値を得た。ddPCR では、

RT産物の増幅以外に、RNA抽出液からOne-Step

で逆転写反応から ddPCR を行う方法も実施し

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。

ヒト由来検体の検体情報について、これらの

倫理審査に基づき、適切に取り扱った。 

腸管オルガノイドはベイラー医科大学が樹

立したものを、国立感染症研究所の人を対象

とする生命科学・医学系研究倫理審査委員会

からの承認を受け、MTA を締結した上でウイ

ルス第二部に譲渡されたものを使用した。 
 

Ｃ．研究結果 
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(1) ウイルス濃縮に用いる抗体結合試薬とし

てはパンソルビンの使用が濃縮効率の良い結

果が得られた。また NP-40 の添加により、添加

した E型肝炎ウイルス(HEV)を高い収率で捕捉

する事が出来、数十倍のウイルス濃縮が可能

となった。 

 E 型肝炎の原因食材と疑われた２件のイノ

シシ肉の肉汁から上記条件で HEV の濃縮操作

を行い、RNAを抽出し、リアルタイム PCR を行

ったが、ウイルス核酸は検出されなかった。 

2017-2019 年に石川県で捕獲されたイノシシ

86 頭の血清の HEV IgG を測定したところ、22

頭（26％）が陽性で、性別での陽性率はオスの

31％に対し、メスは 17%であった。また体重

20kg 未満の幼獣で 30%、成獣の 24%が陽性であ

り、抗体価の高い個体は幼獣に多く認められ

た。一方で HEV核酸の検出も試みたが、ウイル

ス核酸は検出されなかった。 

異なる免疫プロトコルでウサギに HAV抗原を

免疫し、血清の感染中和活性を評価した。一方

のプロトコルで、高い中和活性が認められた。 

 E 型肝炎の ORF2 の一部の塩基配列から、遺

伝子型１の HEV 感染が明らかとなった患者検

体について、血清および便（10%乳剤）の HEV 

RNA コピー数を qPCR で測定したところ、それ

ぞれ 4.1×106 copies/mL および 1.1×108 

copies/mL で あ っ た 。 検 体 そ れ ぞ れ を

PLC/PRF/5 細胞のサブクローンである 4-21細

胞に感染させ、長期間培養した。培養上清中の

HEV RNA を測定したところ、血清検体を感染さ

せた細胞の培養上清中からは HEV RNA は検出

されなかったが、便乳剤を感染させた細胞で

は感染後 17 日目に培養上清の RNA が陽性とな

った。RNA コピー数は感染後 73 日目でピーク

となり、コピー数は 3.1×108 copies/mL とな

った。上清から RNA を抽出し、ほぼ全長に相当

する領域を nested-RT-PCR で増幅し、塩基配列

を決定した。 

感染症発生動向調査において 2021 年の E 型

肝炎の報告数は 452例であった。このうち、ウ

イルス遺伝子情報が明らかになったのは、遺

伝子型3が32件、遺伝子型4が5件であった。

食中毒が関連したと考えられる 7 件を除き、

配列や地域、発生時期について集中した事例

はなかった。一方で遺伝子型 4 の 4 検体は配

列の相同性が高く、同一クラスターに分類さ

れたものの、共通する感染源情報はなく、関連

については不明であった。 

A型肝炎については2021年の報告数はわずか

に 71 例で、過去最少となった。このうちウイ

ルスの配列情報が得られたのは 12例で、10 例

は比較的近い配列を示した事から、共通した

汚染源の存在が示唆されたが、同定には至ら

なかった。 

(2) アイチウイルスのリアルタイム RT-PCR 

2-step 法について、既報の方法（Kitajima et 

al., Appl Environ Microbiol, 2013; 

Coudray-Meunier et al., PLOS One 2016; 

Drexler et al., Emerg Infect Dis 2011）の

検出感度を比較した。その結果、DNAが鋳型の

場合、いずれの方法でも 101コピーのウイルス

cDNA を検出した。これらの 2 方法のうち、

Genotype A、B を判別できる Kitajima et al.

の方法が有用であると考えられた。RNA から逆

転写後リアルタイム PCR を行った場合、DNA よ

り 5 倍程度かそれ以上感度が低くなる傾向が

みられた。 

簡便さの観点から TaqPath 1-Step RT-qPCR 

Master Mix (Thermo Fisher)を用いたリアル

タイム RT-PCR 1-step 法についても検出感度

の検討を行った。Kitajima et al. (Appl 

Environ Microbiol, 2013) のプライマー/プ

ローブを用いた場合、Genotype A, B ともに

101コピーの RNAが検出できた。 

また今回、本研究独自の RT-PCR プローブ/

プライマーの開発を試みた。VP1 領域に 4 種
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類のプライマー/プローブをデザインした。そ

の際、イヌコブウイルスやネココブウイルス

など、身近な動物のコブウイルスの配列と比

較し、これらの動物ウイルスを検出しにくい

ようなプライマーやプローブのデザインに留

意した。その結果、102コピーのアイチウイル

ス RNA を検出できるプライマー/プローブの

セットが得られたが、Kitajima et al.の方法

に匹敵する感度は得られなかった。 

アイチウイルスの RT-LAMP 法を開発する目

的で、5’非翻訳領域から 2A コード領域にか

けて、合計 11 のプライマーセットをデザイン

した。その際、イヌコブウイルスやネココブ

ウイルスなど、身近な動物のコブウイルスの

配列と比較し、これらの動物ウイルスを検出

しにくいようなプライマーのデザインに留意

した。結果として、103コピーのアイチウイル

ス RNA を検出可能なプライマーセットが複数

得られた。しかし、102コピーのウイルス RNA

の検出はできなかった。 

環境水からのウイルス RNA 検出のための準

備として、PEG 沈殿法での検出効率・感度を検

討した。高濃度のウイルス（104 コピー以上）

の場合、15～20％以上の回収率であったが、

104 コピー以下の場合は、5％前後まで回収率

が低下する場合もみられた。それでも、試料

水 40 ml 中の 101～102オーダーのコピー数の

ウイルスを濃縮した場合でも、本研究で用い

ているリアルタイム RT-PCR 法によりアイチ

ウイルス RNA を検出できることが確認された。 

愛知県豊明市の河川 2 か所(皆瀬川、

境川)で採集したサンプルについて、リ

アルタイム PCR および RT-PCR の 2 方法

により、アイチウイルス RNA の検出を

試みた。皆瀬川の 11 月と 1 月、境川の

9～12 月で約 200-450 copies/リットル

のアイチウイルス RNA がリアルタイム

PCR により検出された。皆瀬川からは、

10 月および 12～3 月まで Nested PCR で

ウイルス RNA が検出された。一方、境川

からは一度も検出されなかった。Nested 

PCR 産物の塩基配列を解析した結果、いずれ

も Genotype A であった。また、検出されたの

は、いずれも Takara のキットで RT-PCR を行

った場合であった。 

(3) ロタウイルスの検出方法については、ま

ず RNA の抽出方法に関して Direct-zol RNA 

kit（ZYMO Research）と QIAamp Viral RNA kit 

（QIAGEN）を比較検証した。QIAGEN のキット

にはキャリア RNA が付属しているため、キャ

リア RNA 使用の有無による差も検討した。そ

の結果、QIAGEN のキットでは、キャリア RNA 使

用の有無による抽出効率の差はほとんど見ら

れなかった。一方、ZYMO Research のキットで

は、QIAGEN のキットで抽出した場合より 10-

1000 倍程度高く検出される例が見られた。キ

ット間の差がほとんど無い検体もあれば 1000

倍以上の差が現れる検体もあり、検体による

差が非常に大きかった。大きな差が見られた

検体について、便乳剤を 10-1000 倍まで希釈

してから同様の RNA 抽出を行ったところ、キ

ット間の差が軽減される傾向が見られた。こ

の現象の原因は特定できていないが、抽出キ

ットによる PCR 阻害物質の除去効率などが影

響しているのではないかと考えられる。以降

の検証では、ロタウイルス遺伝子を一貫して

高感度で検出できる ZYMO Research のキット

を使用した。 

続いて、ZYMO Research のキットに付属して

いる DNaseの使用の影響を検証した。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、ロタウイルス胃腸炎患者の便検体につい

て 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

度に低下した。ロタウイルスのゲノムは 2 本
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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

いと考えられた。 

次に、典型的なロタウイルス陽性検体を用

いて qPCR試薬間の検出効率の比較検討を行っ

た。胃腸炎ウイルスの検査を行う際には複数

種のウイルスを同時に検査することが多いた

め、逆転写と qPCR を一度に行う 1-step 法で

はなく、別々に行う 2-step 法の方が利便性は

高いと考え、2-step 法の試薬について検証を

行った。その結果、いずれのメーカーの試薬で

もほとんど遜色なくウイルスを検出できるこ

とが確認できた。しかしながら、本研究では、

NEB 社の試薬で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ため、以降の検証

では NEB 社の試薬を使用した。 

世界的に利用されているプライマー・プロ

ーブセットには Freeman らが設計したものと

Jothikumar らが設計したものがあるため、両

者の性能について検証した。Freeman らが設計

したプローブは 33塩基とサイズが大きいため、

蛍光色素とクエンチャーを 5’末端および 3’

末端に付加させた通常のプローブではバック

グラウンドが高く検出に支障が出ることがあ

った。そこで Integrated DNA Technologies

（IDT）社のダブルクエンチャープローブ（5’

末端から 9-10番目の塩基にもう一つのクエン

チャーを入れたもの）を使用したところ、バッ

クグラウンドを低く抑えることに成功した。

次に Freeman らのセットと Jothikumar らのセ

ットの増幅効率を検証したところ、両者の増

幅効率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 らのプライマー・プローブセッ

トでは検出できないことが判明した。また、ワ

クチン株（ロタテック）の T6 型に関しても、

Freeman らのプライマー・プローブセットと比

較して Jothikumar らのプライマー・プローブ

セットでは検出感度が 1/1000 程度まで低下し

た。 

Freeman らのプライマー・プローブセットは

幅広い遺伝子型を検出可能であるため検査に

適していると考えられたが、ロタウイルス陰

性検体の一部で非特異反応のシグナルが見ら

れる（102 copies 前後あるいはそれ未満とし

て検出される）ことが判明したため、その原因

について検証を行った。ロタウイルス陰性検

体について、Freeman らのプライマー・プロー

ブセットを用いて同じ反応条件で PCRを行い、

得られた非特異的増幅産物のバンドから DNA

を精製し、その塩基配列を解読した。その結果、

得られた配列には、ヒトゲノム（Human 

chromosome 14）、腸内細菌（Bacteroides 

fragilis）、アストロウイルス（Astrovirus 4）

等があり、様々な原因で非特異反応が現れる

ことが判明した。 

最後に、上記の様な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。Freeman らの

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、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、

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、NSP5 セグ

メントにある保存性の高い領域（250 bp 程度

に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
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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。これまでの検証はフォワ

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 0.25μM 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（0.25μM 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。 

(4) GII.4 のノロウイルス添加培地に浸漬し

たシジミの懸濁液上清を腸管オルガノイドに

接種したところ、感染 24 時間後のウイルス量

が 43〜191倍の範囲で増加した。一方で、90℃

で 5 分間加熱した GII.4 ノロウイルス添加シ

ジミ懸濁液の接種によるウイルス増殖は認め

られなかった。なお、不活化法に関する検討に

おいて、シジミ懸濁液上清の添加量を増やす

と細胞毒性が生じることが示された。二枚貝

の主要成分であるグリコーゲンが原因である

と考え、シジミ懸濁液をアミラーゼ処理した

ところ、細胞毒性が低減された。 

 90℃に設定した温浴およびシジミ内部の温

度を継時的に測定したところ、シジミ内部が

90℃に達するまで 2分間を要した。GII.4 ノロ

ウイルスを接種したシジミを 90℃で 0、1、2、

3、4 分間加熱した。各シジミから調製したウ

イルス抽出液を腸管オルガノイドに接種した

ところ、未加熱サンプルでは感染 24時間後に

42.5 倍のウイルス増殖が見られた。一方、1-4

分間加熱サンプルでは全てでウイルス増殖が

認められなかった。ウイルス回収率は、未加熱

サンプルで 62.0 ± 7.3%、1 分間加熱サンプ

ルで 27.7 ± 15.9%であったが、2-4分間加熱

サンプルでは 11~12%であった。 

シジミにおける存在部位の視覚的解析に向

け、中腸腺の透明化に取り組んだ。希釈天然海

水中で 5 日間無給餌飼育したシジミでは中腸

腺の色が淡くなったことから、透明化処理の

改善が見られた。しかし、FITC 標識デキスト

ランを擬似ウイルスとしてシジミに添加した

ところ、特異的なシグナルを観察することが

できなかった。 

(5) 野菜表面のウイルス測定における最適吸

着・誘出条件の探求および吸着特性の検討に

おいて、ガーゼ・ガラスフィルター・ガラスウ

ールの素材 3 種の F 特異大腸菌 RNA ファージ

(MS2)回収量おいては、ガラスフィルター・ガ

ラスウールがガーゼに勝るという結果が得ら

れた。 

各誘出条件の比較においては、pH3 程度の硫

酸による酸洗浄を経た後に pH9 程度の 3%ビー

フエキス溶液(HiMedia 製)による誘出がもっ

とも回収量が多かった。また、誘出時間は 2分

と 30分で差が出なかったことから短時間で十

分である可能性が示唆された。また、この手法
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における MS2 回収率は 66-68%であり、吸着・

誘出効率が十分であることを示している。 

吸着特性を解明するため、吸着速度・脱着速

度・測定感度を調査した。MS2 溶液の濃度によ

らず、ガラスウール担体は溶液投入後 5 分以

内に吸着飽和に至ることが示された。このこ

とから、この手法では短時間で環境中のウイ

ルス濃度を反映できることが示唆される。 

脱着速度は吸着速度より遅く、時間が経つに

つれウイルス回収量は減るものの、MS2 溶液か

ら取り出した 24時間後でもガラスウール担体

から MS2 が検出された。定量性を確保するに

はサンプル回収後速やかな測定が望ましいが、

陽性・陰性だけを判断する場合においては回

収後長時間が経過しても対応可能であること

が推察された。 

ガラスウール担体への MS2 飽和吸着量は

101PFU/mL-106PFU/mL という濃度幅において各

溶液濃度を反映したものとなり、広い濃度域

においてこの手法の測定感度が高いことが見

られた。よって、ウイルス回収量から溶液濃度

を逆算することができる可能性が示されてい

る。 

酸沈殿法の検討では、全条件でペレットは形

成されたが、10%のビーフエキスではペレット

が小さかった。一方、極東肉エキス 3%ではし

っかりとしたペレットの形成が認められた。

FeCl3を添加した条件では、すべて多量の沈殿

ができ、ペレット形成を促すことが確認でき

た。 

次に各条件における MS2 並びにΦ6 ファージ

の回収率を調べた。MS2 の回収率は Difco10%

の時は 10%を超えたが、他条件ではそれより低

い回収率で安定していた。一方、Φ6 は

HiMedia3%と 10%及び極東 3%が高い回収率であ

った。特に極東 3%における回収率は約 100%で

あり、高い回収率だった。この結果から FeCl3

を添加しない場合、Φ6においてはペレットの

形成と回収率はある程度の整合性があること

が示された。 

ウイルス誘出法の検討では、ふきとり法及び

パウダリング法を用いて野菜表面からのウイ

ルス検出量を比較した。高濃度のウイルス懸

濁液に浸漬させた野菜に関して、MNV及び MHV

の検出量は手法間及び素材間で有意な差は見

られなかったものの、パウダリング法によっ

て得られた検出量が最も高かった。低濃度条

件下では、ふきとり法における MHV の検出量

の標準偏差が大きい一方で、パウダリング法

では高い定量値及び小さい標準偏差が確認さ

れた。MNV に関しては高濃度条件と類似した結

果が見られた。 

消毒・洗浄後の野菜表面上ウイルスの検出に

おいては、洗浄・消毒処理を施した野菜からは

パウダリング法において MHV の検出感度が最

も高かった。一方、MNV の検出感度はレーヨン

によるふきとり法及びパウダリング法が高い

値を示した。 

(6) 全国 83か所の地衛研のすべてから回答が

あった（回答率 100%）。内訳は、都道府県型 47

施設（大阪健康安全基盤研究所の天王寺セン

ターと森ノ宮センターからはそれぞれ回答が

あり、合計 48施設）、政令指定都市型（以下、

政令市）19 施設、中核市・特別区型（以下、中

核市等）17 施設である。調査結果について、

項目別に以下に記す。 

所属自治体における食中毒検査体制につい

て：所属自治体における食中毒検査（ウイルス

検査）をすべて地衛研で実施しているか否か

については、都道府県の 79%、政令市の 100%、

中核市等の 71%では地衛研ですべて実施して

いたが、都道府県の 21%では保健所及び中核市

保健所も検査を実施し、中核市等の 29%では近

隣の地衛研で実施していた（図 1）。 

食中毒（疑）集団発生事例か起こった場合の

検査について：各種食中毒原因ウイルスにつ
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いて、地衛研で検査できるか否か（所属自治体

や当該地衛研の方針として検査する・しない

場合も含む）については、図 2に示すように、

ノロウイルスは地衛研のタイプに関わらずほ

とんどの施設で検査でき、サポウイルス、ロタ

ウイルス、A型肝炎ウイルスは中核市等以外で

は大部分で検査でき、アストロウイルス、E型

肝炎ウイルスは検査できる地衛研がやや減少

し、アイチウイルスは検査できる施設は約半

数であった。その他のウイルスとしては、アデ

ノウイルスをあげた施設が最も多く（13 施設）、

それ以外のウイルス種は少数であった（エン

テロウイルス、パレコウイルス）。 

 検査方法としては、ノロウイルスでは従来

からの通知法（厚労省食品安全部）と最近整備

された病原体検出マニュアル（感染研）に基づ

く方法が多く、サポウイルスとアストロウイ

ルスでは食品衛生検査指針（日本食品衛生協

会）、病原体検出マニュアル、その他（論文等）

のいずれも用いられていた（図 3）。他方、ロ

タウイルス、A型肝炎ウイルス、E型肝炎ウイ

ルスでは、主として病原体検出マニュアルが

用いられていた（図 3, 4）。 

 検査検体については、患者と調理従事者の

糞便は全ての施設で検査され、患者吐物はほ

とんどの施設で検査される一方、食品・食材、

拭き取り、水については多くの施設で必要に

応じて検査されていた（図 5）。また、患者検

体（便・吐物）が搬入された場合、同時に複数

の原因ウイルスについて検査されるのではな

く、まずノロウイルスの検査を実施する施設

が多かった（図 6）。 

 ウイルス遺伝子検査の判定や操作対照につ

いて：リアルタイム PCR で実測値が 10 コピー

以下の場合、多くの施設では陰性と判断され

るが、一部施設では Nested PCR により検出感

度を高めた検査を実施していた（図 7）。また、

ウイルス核酸抽出や RT-PCR などの操作が妥当

であることを確認するために用いる、プロセ

スコントロールについては過半数の施設で使

用していなかった（図 8）。 

食中毒の判定・処分等に関して、ウイルス検

査結果がどのように用いられているか：食中

毒（疑）事例等の判定（行政処分）において、

84%の施設ではウイルス検査結果が用いられ

ていた（図 9）。また、行政からノロウイルス

の遺伝子型（GII.4 等）や遺伝子解析に基づく

系統樹解析等について提供を依頼されるかに

ついては、ほとんどの施設で、依頼される、ま

たは、依頼されることがある、という回答であ

った（図 10）。その際、データを求められるタ

イミングは、行政処分時、または、行政処分後

の取りまとめ時が大部分であった（図 11）。 

環境中の食中毒原因ウイルスサーベイラン

スについて：県の事業や研究班などで、環境水

（河川水、海水など）やカキなどの二枚貝等の

ウイルスサーベイランスを実施しているかに

ついては、都道府県型の 63%、政令市型の 42%

が実施していた（図 12）。検査対象の検体とし

ては、カキ等の二枚貝と下水が多かった（図

13）。 

食中毒調査支援システム(NESFD)について：

NESFD を食中毒対策に使用しているかについ

ては、都道府県型の 23%、政令市型の 16%が使

用していると回答した（図 14）。使用目的とし

ては、他自治体での食中毒発生状況の把握、広

域食中毒時の情報収集、遺伝子型情報の収集

などがあげられた。 

ウイルス量が少ない食品やふき取り検体に

ついて、どのような前処理および濃縮・精製法

を実施しているか：ウイルス量が少ない食品・

食材やふき取り検体の前処理については、「実

施していない」が最も多く、実施している中で

は、アミラーゼ処理、細菌添加法、リパーゼ処

理の順に多かった（図 15）。 

一方、濃縮・精製法については、超遠心法が
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最も多く、次いで、PEG 沈殿法、パンソルビン

トラップ法の順に多く、「実施していない」は

少数であり（図 16）、何らかの方法でウイルス

検出感度を高めようとしていることが明らか

になった。 

食中毒における下痢症ウイルス検査に関し

ての要望等（マニュアル、研修、情報還元、検

体保管等）：記載意見として情報収集し、末尾

にまとめた。ノロウイルス以外の食中毒原因

ウイルスについての検査マニュアルの整備、

陽性コントロールの配布、食品からのウイル

ス検出法の改良、各種検査についての研修、食

中毒事例の対応についての情報交換などがあ

げられた。 

食中毒原因ウイルスの高感度検出法の試み：

ノロウイルス遺伝子を含むプラスミドを用い

て、dPCR による高感度検出を試行した。5～

5,000 copies/μL のレンジで検出可能であり、

今後さらに検討を要する。 

ノロウイルス食中毒の主要な原因食品であ

るカキの抽出液を用い、そこへ段階希釈した

ノロウイルス懸濁液を添加する実験系を構築

した。中腸線抽出液中に変量のノロウイルス

を添加した試料からRNAを抽出し、RT反応後、

qPCR および ddPCR によって検出した。RNA 抽

出液から One-Step で RT 反応から ddPCR を行

う測定系も実施した。それぞれの測定値から

RNA 抽出液中のターゲット配列のコピー数結

果を表 1 に示す。RNA の抽出方法（QIAcube, 

magLEAD 200, 400）によらず、ddPCRが qPCR

よりも検出感度が高かった。ddPCR 測定系中で

は、RNA 抽出液からの One-Step 反応系が最も

検出感度が高い結果であった。 

 
Ｄ. 考察 

(1) 培養細胞由来の E 型肝炎ウイルスは部分

的に宿主細胞由来の膜を被っている事が近年

明らかにされている。抗血清によるウイルス

の濃縮に界面活性剤処理が有効であったのは、

この膜が除かれて抗体が結合しやすくなった

と考えられる。一方で糞便由来のウイルスは

膜を被っていないと考えられる事から、界面

活性剤処理は必ずしも抗体による濃縮に影響

しない可能性もあるが、糞便由来のウイルス

についても検討が必要である。食材・食品や環

境水からのウイルスの濃縮を考えると、ウイ

ルスの由来は両者のケースの可能性が考えら

れる事から、どちらのウイルスにも有効な条

件である事が望ましい。検出感度の上昇によ

りウイルスの食品等への汚染経路、感染パタ

ーンの解明がすすめば、今後の予防対策に貢

献できる事が期待される。 

E 型肝炎の原因食材と疑われるイノシシ肉を

２件入手し、肉汁から濃縮操作を行ったが、ウ

イルス核酸は検出されなかった。今回の事例

だけでは、濃縮が適切に行われなかったのか、

食材中のウイルス量が十分でなかったのかに

ついて明らかでないため、抽出法の可否を検

証するには、さらに多くの事例での検証が必

要である。 

野生イノシシ 86 頭の血清のうち、22 頭（26％）

が HEV IgG 陽性であった。したがって、過去に

一過性に感染するケースは少なくないと考え

られる。一方で HEV核酸は検出されなかった。

野生動物において HEV がどのように伝播して

いるのか、今後も調査が必要と思われる。 

異なる免疫プロトコルでウサギに HAV抗原を

免疫したところ、一方の個体で HAV に対する

感染中和活性を示した。この血清を用いた感

染性ウイルスの濃縮条件の検討が引き続き必

要である。 

遺伝子型１の HEVが国内で報告されることは

稀である。本研究でウイルス分離の由来とな

った E 型肝炎患者はインドから日本に移動し

て約３週間後に発病したため、国内ではなく

インドで感染した可能性が強く疑われる。全
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長の塩基配列を用いた系統樹解析により、遺

伝子型１の中でも比較的新しく分類されたサ

ブタイプ g である事が判明した。またこのウ

イルスの ORF4 は、これまで報告されているも

のに比べ、短い事が明らかになった。分離され

た遺伝子型１の HEV は培養細胞で効率的に感

染、増殖が可能であるため、今後の HEV 研究に

利用される事が期待される。 

 一方で 2021 年の国内の E型肝炎の届け出

数は 452 人と例年並みであったのに比べ、A

型肝炎はわずかに 71例と減少した。同じ経

口肝炎ウイルスにおいて、コロナ禍での人々

の生活様式の変容による影響が異なることは

興味深く、感染経路の違いを示唆している可

能性が考えられた。 

(2) アイチウイルスのリアルタイム RT-PCR

法に関しては、2-step 法では 101コピーのウ

イルス cDNAを検出したが、RNA の検出を行う

場合、逆転写のステップを加えることで感度

の低下がみられた。一方、1-step 法では、101

コピーのウイルス RNA から検出できた。感度、

簡便さを考慮した場合、当研究室で行うには

1-step 法の方が優れているものと考える。1-

step 法において、Kitajima et al. (2013)の

プライマー/プローブで高感度検出が可能で

あった。Genotype A、B を判別でき、かつ高感

度である Kitajima et al.の方法は、有用で

あると考えられた。一方、本研究で新たにプ

ライマー/プローブのデザインを試みたが、最

高でも感度が 102コピーで、Kitajima et al.

のプライマー/プローブを超える感度のもの

は、開発できなかった。Kitajima et al.のプ

ライマー/プローブは、Genotype A、B で 3塩

基欠失の有無の違いがある領域に設定されて

おり、Genotype A、B の判別に適した領域であ

る。アイチウイルスのゲノムにはこのような

Genotype間での大きな欠失領域の違いがある

領域は他になく、また、イヌコブウイルスや

ネココブウイルスなどの動物のコブウイルス

を検出しないようなデザインを求めた場合、

かなりプライマー設定領域が限定されてきた

ことも、今回新たなプライマー/プローブの開

発ができなかったことの一因であると考える。 

RT-LAMP 法による検出に関して、Genotype A、 

B 両方検出できるプライマーセットのデザイ

ンは、様々な株に対応してすべてを検出しよ

うとするデザインであることに加え、動物コ

ブウイルスを検出しないようなデザインも考

えた場合、かなりプライマー設定領域が限ら

れてくることが分かった。結果として本研究

でデザインした複数のプライマーセットで、

103コピーのウイルス RNA まで検出できた。ア

イチウイルスの RT-LAMP 法によるウイルス

RNA の検出に関する論文（Lee et al., Indian 

J Microbiol, 59:375-378, 2019）で発表され

ているプライマーセットを利用した RT-LAMP

を本研究で行った場合、104コピーまでしか検

出できなかったので、今回デザインしたプラ

イマーセットは、それよりは高い感度であっ

た。しかし、市販のノロウイルス検出キット

(栄研化学)の感度は、60 (GI)および 200 

(GII）コピーであることを考えると、感度向

上にむけた検討の必要があるものと考えられ

た。 

河川水からのウイルス RNA の検出の試みで

は、リアルタイム PCRの結果と RT-PCR の結

果が一致しなかった（リアルタイム PCR

で は検出 され なかっ たサン プルか ら

RT-PCR で検出された例も認められた）。

この違いに関しては今後検討が必要で

ある。 

RT-PCR 法でウイルス RNA が検出され

たのは、いずれも Takara の Prime Script 

II High Fidelity One Step RT-PCR Kit で

RT-PCRを行った場合であった。このことから、

今回用いた One Step RT-PCR 2 キットのうち
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では、Takara のキットの方が検出に適してい

るものと考えられた。 

 河川水サンプルを採集した 9月から 3月に

かけては、感染性胃腸炎症例の増加する冬季

を含む。下水調査で、アイチウイルスは冬季

から春季にかけて多くなるとの報告がある。

今回の結果ではそのような傾向は認められな

かった。SARS CoV-2 の流行に対する感染対策

により、感染性胃腸炎症例が減少しているこ

とが関係しているのかもしれない。この点も

含め、アイチウイルスの環境中の増減を把握

するためには、長期的な調査の継続が必要で

ある。 

(3) ロタウイルスの qPCR について、Freeman

らのプライマー・プローブセットは NSP3 セグ

メントの 3’末端付近に、Jothikumar らのプ

ライマー・プローブセットは NSP3 セグメント

の 5’末端付近に設計されている。遺伝子型間

の配列の保存性は 3’末端付近の方が高く、幅

広い遺伝子型を検出するためには 3’末端付

近の方がプライマー・プローブを設計し易い

と考えられる。実際、本研究により Jothikumar

らのプライマー・プローブセットでは、T3 型

および T6 型（ロタテックワクチン株）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。 

ロタウイルスの検査は、患者の糞便や様々

な食材等、夾雑物の多い検体を用いてリアル

タイム qPCR 等の検査を実施することが多い。

本研究でも、実際にヒトゲノム、腸内細菌、ア

ストロウイルス等の様々な混入遺伝子の影響

で非特異反応が発生している実態が明らかと

なった。しかし、本研究により Freeman らのプ

ライマー・プローブセットを用いる際、その濃

度を変更（フォワードプライマー：リバースプ

ライマー：プローブ＝0.4μM、0.2μM、0.2μ

M）することで非特異反応の発生が軽減される

ことが見いだされたため、この知見は今後の

検査精度の向上につながると考えられる。 

非特異反応の発生を完全に防止することは

困難であるが、通常、ロタウイルス胃腸炎患者

の便検体には大量のウイルスが存在している

事が多く、qPCR において高コピーが検出され

る例が多い。本研究において観察された非特

異反応は 102 copies 未満として検出される事

が多いため、102 copies 以上を陽性判定の閾

値として設定すれば、偽陽性として誤判定さ

れる例は多くないと考えられる。閾値を少し

越える程度のコピー数が検出された場合は

RT-PCR 法等による確認を行うことで、誤判定

を防ぐことが可能と考えられる。 

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。今後、各

地方衛生研究所とも知見の共有を図り、検査

マニュアル等に反映させる予定である。 

(4) 食品中ノロウイルスの不活化条件の検討

において、本研究では、90℃で温度を固定した

検証を行ったが、例えば 60℃など異なる温度

での加熱を含めた条件についても検証が必要

である。本研究ではシジミをモデル食材とし

た試験を実施したが、得られた技術及び知見

を応用させることにより、生食が行われるカ

キを対象とする検証が行われることが期待さ

れる。一方で、実際の汚染食品中には数コピー

程度のウイルス量しか含まれないことが多い

が、本研究では検出限界値を 20 コピー/反応

溶液として設定していることから、本系を実

用化するためには検出感度の改善が求められ

る。 

 シジミにはグリコーゲンが多く含まれるこ

とからアミラーゼ処理が本法の安定性に寄与
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すると考えられた。一方でアミラーゼによる

ノロウイルスの感染性への影響はまだ評価さ

れていないことから、引き続きの検証が必要

である。 

 存在部位の視覚的解析においては、FITC 標

識デキストランが非特異的に吸着しているこ

とが考えられたことから、擬似ウイルスとし

て FITC 標識ウイルス様中空粒子を用いるこ

とも検討すべきである。 

(5) 最適吸着・誘出条件の探求および吸着特

性の検討において、ガーゼ・ガラスフィルタ

ー・ガラスウールの素材 3 種の MS2 回収量お

いては、ガラスフィルター・ガラスウールがガ

ーゼに勝るという結果が得られた。これはコ

ットン表面が負に帯電している一方、ガラス

繊維はほぼ中性であり、表面電荷が負である

ウイルスとの間に静電的反発力が生じなかっ

たためだと考えられる。 

本実験系は全て 3回試行したが、ふきとり法

ではカット野菜の拭き取り残しによる偶然誤

差の影響が強く、安定した定量値を得るため

にはより多くの試行回数が必要になると考え

られる。一方、パウダリング法では、野菜から

の直接回収により偶然誤差の影響が低減され、

パウダー化による表面積の増加によって RNA

抽出溶液への接触機会が増加し、高い検出感

度が得られたと考えられる。 

(6) 食中毒原因ウイルスの汚染が疑われる食

品や環境水の収集と提供、及び食中毒事例や

関連情報の収集と情報提供に関する地衛研の

状況を把握するため、検査体制、検査項目、

検体種類、検査方法、検査結果の行政処分に

おける利用、環境サーベイランス、食中毒調

査支援システム(NESFD)の利用等について調

査を実施した。 

 所属自治体での食中毒検査体制において、

地衛研が主要な役割を担っていることが明ら

かにされた。地衛研で検査可能なウイルス種

としては、ノロウイルス、サポウイルス、ロ

タウイルス、アストロウイルス、A型肝炎ウ

イルス、E型肝炎ウイルスがあげられ、アイ

チウイルスとアデノウイルスについては検査

可能な施設が少なかった。なお、「検査でき

る・できない」には、所属自治体や当該地衛

研の方針として検査する・しない場合も含ま

れる。 

 検査方法としては、通知法（厚労省食品安

全部）、食品衛生検査指針（日本食品衛生協

会）、病原体検出マニュアル（感染研）、その

他（論文等）に基づいて行われているが、ウ

イルス種によって参考にしている指針・マニ

ュアル等が異なっていた。また、多くの方法

は糞便等のヒト由来検体からの検出に関する

もので、食品からの検出に関する記載は充分

ではなく、この点について改訂を希望する意

見が寄せられた。実際の検査においても、患

者及び調理従事者の便検体は全ての施設で検

査を実施しているが、食品やふき取り検体に

ついては必要に応じて実施する施設が多い状

況であることが明らかにされた。しかし、感

染原や感染経路に対する関心は高く、過半数

の施設でカキ等の二枚貝や下水等の環境水の

ウイルスサーベイランスを実施していた。 

さらに、原因ウイルスの追求が難しい場合

が多い、ウイルス量が少ない食品やふき取り

検体について、どのような前処理および濃

縮・精製法を実施しているか、について現状

調査したところ、特に濃縮・精製法において

様々な工夫がなされており、原因追及を求め

る姿勢やその過程での苦慮がうかがわれた。

今後さらなる検出法の開発が望まれる。 

食中毒における下痢症ウイルス検査に関し

ての要望等（マニュアル、研修、情報還元、

検体保管等）については、ノロウイルス以外

の食中毒原因ウイルスについての検査マニュ

アルの整備、陽性コントロールの配布、食品
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からのウイルス検出法の改良、各種検査につ

いての研修、食中毒事例の対応についての情

報交換などがあげられており、このような現

場の声を今後の参考にしていく必要性が感じ

られた。 

糞便等のヒト由来検体の検査に比べ、ウイ

ルス量が少ない食品や汚染水に対する検査方

法は十分に確立しておらず、これらの検体か

らの食中毒原因ウイルスの高感度検出方法の

開発が望まれている。 

 通常の PCR は、最終増幅産物をアガロース

ゲル電気泳動で検出するエンドポイント解析

であり、定量性がなく、qPCRでは、蛍光を用

いた検出により反応進行中の増幅産物を測定

することができるものの、陽性コントロール

による標準曲線に対して正規化する必要があ

り、増幅効率のばらつきが結果に影響を与え

る可能性もある。一方、dPCRでは、PCR 増幅

と蛍光プローブによる検出方法を基礎としな

がら、標準曲線を用いることなくサンプル中

のターゲット DNA コピー数を高感度に絶対定

量することが可能である。さらに、dPCR の一

種である droplet dPCR (ddPCR）では、サン

プル DNA は 20,000 個の液滴に分割された

後、それぞれの液滴で独立して PCR 増幅が行

われ、陽性と陰性の液滴の数をポアソン統計

解析することで、正確な絶対定量が可能であ

る。 

ノロウイルス食中毒の主要な原因食品であ

るカキを用い、その中腸腺抽出液に段階希釈

したノロウイルス懸濁液を添加する実験系を

構築した。その試料から実際の検査で行われ

る操作によってウイルス RNAを抽出し、qPCR

および ddPCR によって検出・定量を行った。

これまでに得られた結果では、ddPCR法、特

に RT 反応から ddPCR まで One-Step で行う方

法が最も検出感度が高かった。今後さらなる

検討を要するが、食品、拭き取り検体、環境

水などからの食中毒原因ウイルスの高感度検

出方法が確立すれば、各種ウイルスの汚染経

路や感染パターンの解明に繋がり、今後の予

防対策に貢献できると期待される。 

 

Ｅ．結論 

(1) E 型肝炎ウイルスを含む培養上清から、

抗体を用いて濃縮可能な試薬および界面活性

剤の条件検討を行い、NP-40の添加およびパン

ソルビンの使用により、数十倍のウイルス濃

縮が可能となった。 

この濃縮法を用い、原因食材と疑われるイ

ノシシ肉から HEV の検出を試みたが、検出に

は至らなかった。引き続き疑い食材を収集し、

濃縮法の検証を行う必要がある。また今後の

食中毒原因ウイルスの感染制御に向け、検査

法をさらに一般化し、地衛研等にも提供可能

なものにする事が期待される。 

イノシシ 86頭の血清から HEV IgG 抗体およ

び HEV ゲノムの検出を試みたが、ウイルス遺

伝子は検出されなかった。 

A 型肝炎ウイルスについて濃縮が可能な抗

血清を得るためにウサギに免疫し、HAV に対し

て感染中和活性を持つ血清を得た。 

国内での報告が稀な遺伝子型１の HEV のウ

イルス分離を行い、感染性ウイルスの全長塩

基配列情報を決定した。このウイルスはサブ

タイプ g に分類され、またインド由来である

可能性が考えられた。培養細胞で感染増殖が

可能な株であるため、今後の HEV 研究への利

用が期待される。 

2021年のA型肝炎の報告数が過去最少であっ

た一方で、E型肝炎の報告数は例年並みであっ

た。またその遺伝子型は３および４で占めら

れていた。今後の食中毒原因ウイルスの感染

制御に向け、継続的な分子疫学調査が必要で

あるとともに、環境調査の重要性が認識され

た。 
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(2) アイチウイルスのリアルタイムRT-PCR法

に関しては、1-step法で高感度にウイルスRNA

を検出できた。感度、簡便さの点から、2-step

法より1-step法で行う方が良いと考える。いく

つかの既報のリアルタイムPCR法を比較検討し

た結果、1-step法でKitajima et al.のプライ

マー/プローブを用いた場合、101コピーのウイ

ルスRNAまで検出でき、Genotypingも可能なこ

とから、Kitajima et al.の方法がアイチウイ

ルス検出に適していると考えられた。 

RT-LAMP法による検出に関して、103コピーの

ウイルスRNAまで検出できるプライマーセット

を得た。ただし、市販のノロウイルスの検出感

度と比較すると劣ることから、感度向上に関す

る検討の余地が残された。 

試料水からのウイルス濃縮に関して、PEG沈

殿法により試料水40ml中の 101～102オーダー

のコピー数のウイルスを濃縮した場合でも、本

研究で用いているリアルタイムRT-PCR法によ

り検出できることが確認できた。 

河川水からのアイチウイルス RNA の検出につ

いては、RT-PCR、リアルタイム PCR の 2 方法

でウイルス RNA が検出できた。しかし、両者

の結果は一致せず、両方法についてさらなる

検討が必要であると考えられた。RT-PCR に関

しては、Takara の PrimeScript II High 

Fidelity One Step RT-PCR Kit を用いた場

合、より良い結果が得られた。 

(3) 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。102 copies を陽性判

定の閾値として設定し、閾値を少し越える程

度のコピー数が検出された場合は RT-PCR 法

等による確認を行うことで、誤判定を防ぐこ

とが可能である。 

(4) シジミ中ノロウイルスの不活化に関して、

シジミから抽出したノロウイルスが腸管オル

ガノイドに感染すること、90℃・１分間の加熱

で感染性が失われることを「直接的」に示した。

得られた技術及び知見は、二枚貝中ノロウイ

ルスの不活化方法の開発に活用されることが

期待される。シジミにおけるノロウイルスの

局在解析に向けた検討は解析方法も含めた検

討が必要であった。 

(5) 水中の MS2 測定にはガラスウールに吸着

させ硫酸による酸洗浄の後に 3％ビーフエキ

スによって 2 分の誘出を行う方法が適してい

るとわかった。吸着飽和には 5分以内に至り、

ほぼ瞬間的に MS2 がガラスウールに吸着して

いることが推察される。また、幅広いウイルス

濃度を反映できることが示された。以上から

ガラスウールを用いたウイルス測定法は野菜

表面のウイルス検出への適用が期待される。 

ビーフエキスを用いたウイルスの誘出法に

続き、その後の酸沈殿法の手法の最適化を行

った結果、3%極東肉エキスを誘出液として実

験を行うことが最適であると判断した。 

野菜表面上からの効率的なウイルス検出手

法の探索を行ったところ、最も誤差が小さく

且つ高い検出感度を示したパウダリング法が

適した手法であることが示された。 

(6) 地衛研は所属自治体の食中毒原因ウイル

ス検査において中核的な役割を担っており、

各種ウイルスの食品等への汚染経路、感染パ

ターンの解明がすすめば、今後の予防対策に

貢献できると考えられる。地衛研の現状を把

握するため、自治体における食中毒検査体

制、食中毒事例発生時の検査方法、検査手

順、食品やふき取り検体に関する前処理や濃

縮・精製法、行政処分における検査結果の利
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用等について調査を行った。さらに、ノロウ

イルス食中毒の主要な原因食品であるカキ抽

出液に変量のノロウイルス懸濁液を添加する

実験系を構築し、デジタル PCR 法による高感

度検出系を試行し、従来のリアルタイム PCR

法よりも検出感度が高いことを明らかにし

た。これらは今後の食中毒原因ウイルスの感

染制御に向け、地衛研からの貢献において有

益な基盤を提供するものと期待される。 
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characterization of the first human 

G15 rotavirus strain of zoonotic 

origin from the bovine species） 第

68 回日本ウイルス学会学術集会（神戸）

2021 年 11月 16-18 日 

15. 林豪士、村上耕介、平野順紀、藤井克樹、

山岡曜子、大橋啓史、渡士幸一、Mary Estes、

村松正道：Screening of an antiviral 

compound library identifies dasabuvir 

as a novel anti-human norovirus 

inhibitor 第 68 回日本ウイルス学会学

術集会（神戸）2021年 11 月 16-18 日 

16. 林豪士，村上耕介, 平野順紀, 松田 麻未, 

鈴木 亮介, 村松正道. 腸管エンテロイ

ド培養系を用いたヒトノロウイルス感染

を規定する宿主因子の探索. 第 7回 デザ

イン生命工学研究会, 2022 年 3 月 10日 

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

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 

 
 

 



 27 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

添付図表 



 28 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 29 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 30 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 31 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 32 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 33 

食中毒における下痢症ウイルス検査に関しての要望等（マニュアル、研修、情報還元、検

体保管等）について（記載意見）（・は１地衛研分を示す） 

 

都道府県 

• 検食は過熱直後に保存されたものが多く、有効な検体にはなりにくいので、盛り付け後の料理を保

存するしくみがあればよい。 

• 感染症または食中毒の初動時対応の判断について他の地衛研ではどうしているのか知りたい。食

中毒発生時の食品を検査する際のコツについて知りたい。 

• 通知法の早期の改訂が望まれる。 

• 食品からのウイルス検出もいくつか方法が示されているが、検査の安定性などに疑問があることから

改良が望まれる。 

• ノロウイルス以外の検査マニュアルの整備 

• 研修（食中毒等集団発生時のノロウイルスの検査は、通知法はあるが、自治体によっては工夫をし

た独自の方法を実施しているところが多いため、情報交換をしたい）。外部精度管理。 

• 食中毒関連ウイルスの高感度・高精度かつ迅速なマルチプレックスリアルタイム PCR 法のマニュアル

を開発してもらいたい。実習を含めた研修を国や研究班にて企画願いたい。（ブロック単位） 

• 現在、食品やふき取り検体からのノロウイルス検出をおこなっていないので、前処理方法や濃縮方

法を含んだ検査法の研修を開催してほしい。食品検査と糞便検査それぞれの陽性判定基準や検

査設備要件を統一的に著した食中毒検査マニュアルを作成してほしい。 

• 検査法に関する研修の開催を要望します。 

• 研修をやっていただけるとありがたい。系統樹解析やノロウイルス以外の食中毒事例への対応など。

特に、担当者が頻繁に変更になるためこれまでの流れを理解しにくいところがあるので、流行株の推

移や変異部分等を教えていただきたい。 

• 原因食品別の検出下限が整理してあれば、有用だと思います。 

• NESFD を活用しておりませんが、活用方法などを教えていただければと思います。広域食中毒につ

いての早期探知にいかされるのでしょうか？ パンソルビントラップ法について通知法として残っている

ので、研修の実施や遺伝子型反応性が確認されたグロブリンの配布を必要時に送付してほしい。 

• 一つの窓口で、遺伝子検査が必要となる主要な下痢症ウイルスすべてのポジティブコントロールを配

布して貰えるようなシステムになるとありがたいと思います。また、ホームページ等で利用可能なポジテ

ィブコントロールの種類が見れると助かります。 

• 病原体検出マニュアル「ノロウイルス」と厚生労働省通知「ノロウイルスの検出法」に記載される酵

素・試薬等は統一されていればありがたいです。また、サポウイルス等とのマルチプレックスリアルタイム

PCR 化をご検討いただきたいです。 

• サポウイルスの病原体検出マニュアルを作成していただきますとうれしいです。 

• 感染症法の検査マニュアルは改訂されているが、食品衛生法の検査法（通知法や食品衛生検査

指針）は長い間更新されていない部分もあるため、最新の知見に基づき試薬等を含めて全体的に



 34 

見直して頂きたい。 

• 病原体検出マニュアルの整備 

 

 

政令市・中核市・特別区 

• ノロウイルスの検査法について、ヒトを対象とした検査法（感染症発生動向事業）は病原体検出マ

ニュアルとして整備されたが、食品等を対象とした検査法の最終改正は H25 年となっているため更

新してほしい。また、ノロウイルスのみならず食中毒の原因となるウイルス全般のマニュアルを整備して

ほしい。 

• サポウイルス、アストロウイルス、アイチウイルス等の検出マニュアルの整備をしてほしい。業務効率化

のため下痢性ウイルスのマルチプレックスＰＣＲ方法について知見を共有してほしい。 

• アストロウイルスやアイチウイルス等についても陽性コントロールの配布を希望します。 

• 食中毒における下痢症ウイルス検査に関して、短時間での結果を求められるため、対応に困難を

極めている。特に土日祝日。現在年末年始の休日に入っているが、このところ連日複数検査を抱

え、なおかつ感染症の検査も入っており、対応が厳しい状況である。 

• 食品検査についてのマニュアルの作成をお願いします。ノロウイルス以外の下痢症ウイルスのマニュア

ル改訂をお願いします。 

• ノロウイルス以外のウイルスについては、マニュアル等が充実していない。また、定量リアルタイム PCR

系があっても、低コピー数の検体（従事者便や拭き取り等）の判定をどうすべきか苦慮している。A 型

肝炎ウイルス等の分子疫学的解析結果について、NESFD では情報共有・還元が行われていない。 

• 現在，レファレンスセンター未設置のウイルスについても，陽性コントロールの配布や情報提供等，今

後の体制整備を希望します。 

• ノロウイルス以外のマニュアルを更新してほしい。スタンダードやコントールの分与の依頼先を示してほ

しい。 

• 陽性コントロールの分与をお願いしたい。 

• 本市では、検査室や安全キャビネット数の問題から、「食品・食材」と「便」の検査室や安全キャビネ

ットを共有せざるを得ない。 通常、食中毒が発生した場合は原因究明ために便・吐物から搬入さ

れるため、コンタミネーションを懸念し食品・食材のウイルス検査は行っていない。このため、他の地研

とのコンタミネーションに関する情報共有をお願いしたい。 

• 本市でも、今後、ノロウイルス以外の食中毒原因ウイルスについて、検査を実施できるかどうか検討

したいと考えています。 同ウイルスの検査マニュアルの作成や研修等の実施があれば、よいと思いま

す。 
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表 1. カキ中腸腺抽出液中ノロウイルスのリアルタイム PCR またはデジタル PCR による検出 

検体番号 

中腸腺抽出液へ

のノロウイルス

添加コピー数 

qPCR 測定によ

るRNA抽出液中

コピー数 

ddPCR 測定によ

る RNA 抽出液中

コピー数 

One-Step 
ddPCR 測定によ

る RNA 抽出液中

コピー数 
QIAcube（中腸腺抽出液 130 μL + ノロウイルス懸濁液 10 μL） 

Q-1 None N.D. N.D. N.D. 
Q-2 1.16E+02 N.D. N.D. N.D. 
Q-3 1.16E+03 N.D. 60 204 
Q-4 1.16E+04 36 270 654 
Q-5 1.16E+05 507 2,250 8,220 
Q-6 1.16E+06 3,313 11,700 75,900 

magLEAD 200（中腸腺抽出液 190 μL + ノロウイルス懸濁液 10 μL） 
M1-1 None N.D. N.D. N.D. 
M1-2 1.16E+02 N.D. N.D. 50 
M1-3 1.16E+03 N.D. N.D. 75 
M1-4 1.16E+04 7 200 365 
M1-5 1.16E+05 79 700 2,600 
M1-6 1.16E+06 1,444 12,750 39,600 

magLEAD 400（中腸腺抽出液 380 μL + ノロウイルス懸濁液 20 μL） 
M2-1 None N.D. N.D. N.D. 
M2-2 3.32E+02 N.D. N.D. 50 
M2-3 3.32E+03 N.D. N.D. 40 
M2-4 3.32E+04 N.D. 175 700 
M2-5 3.32E+05 2.2 1,275 5,050 
M2-6 3.32E+06 2.6 10,250 71,000 

qPCR：real-time PCR, ddPCR：droplet digital PCR 

 

 

 
 
 

  


