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研究要旨 

ノロウイルスによる食中毒事件発生時に，原因食品を特定することは行政処分等の科学的な根

拠となるほか，汚染経路の解明，特定は，食中毒の未然防止のための具体的対策へ寄与するこ

とになる． 

食中毒の原因となるウイルスは基本的に食品中で増殖しないため，食品に含まれるごく微量の

ウイルスを検出する必要があること，ノロウイルスをはじめとする食中毒にはさまざまな食品

が関与することから，汎用性の高い食品検査法，特に食品から原因ウイルスを効率よく精製，

抽出する食品処理法の整備は重要な課題である． 

本研究では食中毒事件で実施される食品からのノロウイルス検出における食品処理法としてパ

ンソルビン・トラップ法と，ISO15216-1:2017 等に示される PEG/NaCl 法について，さまざまな

食品を対象にウイルスの添加回収試験を実施し，それぞれの食品処理法の汎用性について比較

を行った．塩むすび，冷凍ベリー，野菜スティック，味付きとろろなど，両方法ともにある程

度の汎用性の高さを示し，食品中に数十コピー程度のウイルスが含まれていれば検出可能であ

ることを示した．しかし，実際の食中毒では 1事件で多数（数十種類）の食品検体のうちわず

か 1検体からのみ検出されるなど，作業量と成果には乖離があり，人員が限られる中効率よく

検査を進めるために，汚染頻度の高い食品に関するデータの整備なども今後必要と考えられ

た． 

 

A. 研究目的 

 食中毒発生時の食品検査において，ノロ

ウイルス等の原因ウイルスの検出率向上は，

食中毒事件において行政処分等への科学的根

拠となるほか，汚染食品の特定により，食品

へのウイルス汚染経路が明らかになるなど，

食中毒未然防止のための具体的対策へ寄与す

ることが期待される． 

一方で，ノロウイルス等による食中毒事件

では，調理従事者からの汚染により，多種多

様な食品が汚染される可能性があり，食品検

査に供される食品のバライエティが広く，食

品処理には高い汎用性が求められる． 

また，食品中に含まれる原因ウイルスは細

菌と異なり食品中では増殖しないためごく微
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量のウイルスを回収，検出するという感度の

高さも同時に求められる． 

汎用性の高い食品の処理法として，パンソ

ルビン・トラップ法（食品衛生検査指針 微

生物編 2018年，Hiroyuki Saito, et al., 

Food and Environmental Virology, 7(3), 

239-248, 2015）について，令和 4年度本研

究班にて，試薬入手性や，さまざまな食品へ

の対応を想定した添加回収実験を実施し，改

善点の確認を行ったところ，冷凍ベリーなど

一部の食品において，パンソルビン・トラッ

プ法が苦手とする食材が存在することが示さ

れたことから，パンソルビン・トラップ法に

加えて，ISO15216-1:2017 にて示される

PEG/NaCl を食品洗浄液に加えて遠心，沈殿

させてウイルスを分離回収する手順

(PEG/NaCl沈殿)と，パンソルビン・トラッ

プ法で，複数の食品を対象に，両方法の汎用

性について検討した． 

 

B. 研究方法 

1) 検体に供した食品 

冷凍ベリー 

野菜スティック 

レタスサラダ 

ネバネバサラダ（オクラ，メカブなど） 

味付きとろろ 

塩むすび 

卯の花 

ひじきの煮物 

ポテトサラダ 

食パン 

ホットケーキ 

刻みのり 

戻しわかめ（乾燥わかめを水で戻したもの） 

味付きめかぶ 

 

2）添加回収試験に用いたウイルス液 

ノロウイルス GII(4.5x10ˆ4 copies/5uL) 

A 型肝炎ウイルス(6.0x10ˆ4 copies/5uL) 

Mengovirus (10ˆ5copies/5uL 程度) 

MS2 (12.5x10ˆ6 copies/5uL) 

ウイルスのコピー数は QIAcuity ONE(QIAGEN

社)デジタル PCRにて定量した数値より算出

した． 

ノロウイルスおよび A型肝炎ウイルスは原液

あるいは，100倍，1000倍希釈したウイルス

液を各 5uL食品に添加した． 

Mengovirusおよび MS2 は工程管理ウイルス

として希釈せずに 5uL添加した． 

 

3）食品処理手順 

パンソルビントラップ法，および PEG/NaCl

沈殿の両法の概要を図に示した． 

 

4) RNA抽出 

食品処理後の核酸抽出は磁気ビーズ法により

実施した． 

 

5) リアルタイム PCR 

核酸抽出後の RNAは，TaqMan Fast Virus 1-

Step Master mix (Thermofisher 社)にて 1 

Step RT-qPCRを実施した． 

 

C. 研究結果 

1) パンソルビントラップ法（100倍希釈ウ

イルス液添加）（表 1） 

100倍に希釈したウイルス液を添加した場合

の，試験回数と，陽性数，平均 Ct 値を表 1

に示した．ノロウイルスが 450copies/µL，

HAVが 600copies/µL 程度の添加となる． 
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冷凍ベリー，野菜スティック，塩むすび，食

パン，レタスサラダ，味付きめかぶにおい

て，パンソルビン・トラップ法は高い検出率

を示した．工程管理のために添加した

Mengovirusは陽性率が低い結果となった． 

 

2）パンソルビントラップ法（1000倍希釈ウ

イルス液添加）（表 2） 

表 2 に 1000倍希釈したウイルス液による添

加回収試験の結果を示した． 

ノロウイルスが 45copies/5uL，A 型肝炎ウイ

ルスが 60copies/5uLの添加となる．冷凍ベ

リーでのノロウイルス検出率が 15/25，HAV

が 12/25 と検出できない場合が増加した．他

の食材においても検出が難しくなった． 

 

3）PEG/NaCl沈殿（100倍希釈ウイルス液添

加）（表 3） 

パンソルビントラップ法との比較のために

PEG/NaCl 法による添加回収試験を実施した

（表 3）． 

パンソルビントラップ法でと比較して，食パ

ンからの検出率が非常に悪くなったほか，味

付きめかぶでもウイルスの検出が難しくなっ

た． 

味付きとろろや冷凍とろろは粘性が高いが，

添加したノロウイルス，HAV 共によく検出さ

れた． 

工程管理のために添加した Mengovirus，MS2

ともに高い陽性率を示した． 

 

4) PEG/NaCl沈殿（1000倍希釈ウイルス液添

加）（表 4） 

添加回収試験の結果を表 4 に示した． 

冷凍ベリーへの添加回収ではノロウイルス，

A 型肝炎ウイルスともにパンソルビントラッ

プ法より陽性率が高い結果となった．塩むす

びについては，パンンソルビン・トラップ法

ではノロウイルスが検出できなかったのに対

して，PEG/NaCl 法では 8/16 の検出率となっ

た．戻しわかめ，ネバネバサラダ，ひじきの

煮物などはパンソルビン・トラップ法と同程

度の低い検出率となった． 

 

D. 考察 

本研究では，パンソルビントラップ法と

PEG/NaCl沈殿の食品処理方法の比較のみに

焦点をあてるために，核酸抽出や RT-qPCRに

ついては手順を統一した．パンソルビントラ

ップ法と PEG/NaCl沈殿法を比較したとこ

ろ，両方法ともにさまざまな食品への処理法

として利用できる可能性が示された． 

食中毒事件における食品検査の際には，食

品検体に含まれるウイルス量が微量であるこ

とが想定されるため，低濃度のウイルスの添

加回収試験を実施した．表 4，5 の検出率か

ら，パンソルビン・トラップ法，PEG/NaCl

法共に，食品からの検出限界は，食品処理に

用いる食品中に存在するウイルスが，数十コ

ピー程度であることが示唆された． 

非加熱でかつ，食品取扱時に直接手で扱う

ことも想定されるとろろなどの粘性の高い食

材でウイルス検出が難しく，粘性の原因とな

る成分への対処が今後解決すべき課題として

残った． 

工程管理に用いるウイルスについては，

ISO15216-1 に示される Mengovirusは市販品

も存在するが，パンソルビントラップ法では

一貫して陽性率が低く工程管理に用いること

が難しいと考えられた．代替のウイルスとし

て，大腸菌ファージの一種で，水質検査の

ISO 法などで利用される MS2 を用いたとこ
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ろ，パンソルビントラップ法や PEG/NaCl 法

で工程管理に用いることが可能と示唆され

た． 

PEG/NaCl 法では，Mengovirus，MS2 ともに

パンソルビントラップ法よりも良好に回収さ

れた．パンソルビントラップ法によるウイル

ス回収に使用するガンマグロブリンの性能に

依存すると考えられたが，国内で流通する製

品ロットが 1ロットとなっており，ガンマグ

ロブリンのロット間の差を比較することが不

可能となっている．今後国内で試験研究目的

での使用可能な他のガンマグロブリン試薬に

ついて検討することも新たな課題となった． 

 

E. 結論 

パンソルビントラップ法はその原理から汎

用性の高さ，検出感度の高さが期待される

が，冷凍ベリーや葉物野菜を対象として

PEG/NaCl沈殿も，汎用性が高い可能性が示

された． 

とろろや，オクラ・めかぶ等が材料となる

粘性の高い食品については，パンソルビン・

トラップ法，PEG/NaCl 法ともにウイルス検

出率が低くなるため，改良が必要と思われ

る．粘性の原因となるムチンなどの処理法に

ついて対処法は新たな課題となった． 

現時点ではあらゆる食品に対応するにはい

くつかの処理法を実施できるほうが食中毒検

査に柔軟に対応できると考えられる． 
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図 食品処理手順 
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パンソルビン・トラップ法による食品処理手順 

 

1. 食品 10g 

フィルター付きストマッカー袋に入れる 

↓ 

2. 50mLの食品洗浄液を加える 

↓ 

3. 室温 15 分 超音波洗浄あるいは手で揉む 

↓ 

4. フィルター濾過液 45mLを遠心チューブへ移す 

↓ 

5. 室温 30 分 3,000 RPMで遠心する 

↓ 

6. 遠心上清を新いチューブへ移す 

↓ 

7. ガンマグロブリン，パンソルビンを添加，混合 

↓ 

8. 37 度 15 分 静置 

↓ 

9. 室温 20 分 3,000RPMで遠心する 

↓ 

10. 沈渣に RNA抽出キットの Lysis Buffer等を加えて懸濁する 

 

 

・食品洗浄液 0.1M Tris/HCl, 0.5% NaCl, 0.1% Tween 20, pH8.4) 

・パンソルビン・トラップ法 Hiroyuki Saito, et al., Food and Environmental Virology, 

7(3), 239-248, 2015 DOI: 10.1007/s12560-015-9191-7  

・乾燥食品の場合は，滅菌水などを加えてから食品洗浄液を加える 

・検体が 10gに満たない場合は全量を用いる 
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PEG/NaCl 法による食品処理手順 

 

1. 食品 25g 

フィルター付きストマッカー袋に入れる 

↓ 

2. 40mLの食品洗浄液を加える 

↓ 

3. 室温 20 分 60RPMで振盪 

↓ 

4. フィルター濾過液 45mLを遠心チューブへ移す 

↓ 

5. 4 度 30 分 10,000 gで遠心する 

↓ 

6. 遠心上清を新しいチューブへ移す 

↓ 

7. 5x PEG/NaCl溶液 10mL加える 

↓ 

8. 室温 1 分 60RPMで振盪してよく混和する 

5 度 60 分 60RPMで振盪 

↓ 

9. 4 度 30 分 10,000 gで遠心，上清は捨てる 

↓ 

10. ペーパータオル上に逆さに静置するなどしてチューブ内の水分を除く 

↓ 

11. PBS 500µLで懸濁する 

↓ 

12. クロロホルム/ブタノールを加える 

↓ 

13. 4 度 10,000 gで 15 分遠心して水相を新しいチューブへ移す 

 

・5x PEG/NaCl溶液 (PEG 500g/L, 1.5M NaCl) 

・ベリー類など食品洗浄液の pHが低下する食品は，あらかじめ pH9以上に食品洗浄液を調整す

る 
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表 1. ウイルス検出率（パンソルビントラップ法，100倍希釈ウイルス液添加） 

 GII (450copies/5μl) HAV (600copies/5μl) Mengovirus MS2 (12.5×106/5μl) 

冷凍ベリー 2/4 4/4 0/4 実施せず 

Ct 値: 35.0 Ct 値: 32.4   

野菜スティック 6/6 6/6 4/6 6/6 

Ct 値: 33.0 Ct 値: 32.6 Ct 値: 37.7 Ct 値: 32.2 

塩むすび 21/33 33/33 9/33 33/33 

Ct 値: 33.9 Ct 値: 33.4 Ct 値: 37.5 Ct 値: 33.1 

食パン 5/9 9/9 2/9 9/9 

Ct 値: 33.6 Ct 値: 33.0 Ct 値: 37.8 Ct 値: 32.2 

レタスサラダ 4/6 6/6 1/6 6/6 

Ct 値: 32.2 Ct 値: 31.1 Ct 値: 36.8 Ct 値: 32.4 

戻しわかめ 8/8 8/8 2/8 8/8 

Ct 値: 34.8 Ct 値: 34.2 Ct 値: 40.9 Ct 値: 34.0 

味付きめかぶ 7/18 12/18 1/18 18/18 

Ct 値: 36.4 Ct 値: 37.0 Ct 値: 39.9 Ct 値: 38.7 

 

表 2. ウイルス検出率（パンソルビントラップ法，1000倍希釈ウイルス液添加） 

 GII (45copies/5μl) HAV (60copies/5μl) Mengovirus MS2 (12.5×105/5μl) 

冷凍ベリー 15/25 12/25 5/21 8/8 

Ct 値: 37.3 Ct 値: 36.4 Ct 値: 38.2 Ct 値: 33.4 

塩むすび 0/15 12/15 4/15 15/15 

 Ct 値: 36.1 Ct 値: 37.7 Ct 値: 32.5 

食パン 0/6 1/6 2/6 6/6 

Ct 値: 33.9 Ct 値: 36.0 Ct 値: 36.2 Ct 値: 31.3 

レタスサラダ 1/3 3/3 3/3 3/3 

Ct 値: 36.6 Ct 値: 35.7 Ct 値: 37.7 Ct 値: 31.8 

戻しわかめ 1/7 2/7 3/7 7/7 

Ct 値: 37.9 Ct 値: 37.3 Ct 値: 36.8 Ct 値: 37.7 

ネバネバサラダ 3/25 1/25 0/25  

Ct 値: 37.7 Ct 値: 37.9   

ひじきの煮物 0/4 1/4 0/4  

 Ct 値: 38.9   

卯の花 1/4 1/4 0/4  

Ct 値: 37.0 Ct 値: 36.9   

ポテトサラダ 1/3 2/3 1/3  

Ct 値: 37.0 Ct 値: 36.3 Ct 値: 36.7  
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表 3. ウイルス検出率（PEG/NaCl 法，100倍希釈ウイルス液添加） 

 GII (450copies/5μl) HAV (600copies/5μl) Mengovirus MS2 (12.5×106/5μl) 

冷凍ベリー 30/30 33/34 32/34 24/24 

Ct 値: 31.5 Ct 値: 33.2 Ct 値: 33.8 Ct 値: 27.2 

野菜スティック 6/6 6/6 6/6 6/6 

Ct 値: 31.6 Ct 値: 32.8 Ct 値: 29.3 Ct 値: 24.9 

塩むすび 10/10 9/10 10/10 10/10 

Ct 値: 33.3 Ct 値: 35.3 Ct 値: 34.6 Ct 値: 26.4 

食パン 3/21 0/21 16/21 21/21 

Ct 値: 37.3  Ct 値: 35.4 Ct 値: 30.7 

レタスサラダ 10/21 12/12 12/12 12/12 

Ct 値: 30.6 Ct 値: 29.7 Ct 値: 30.1 Ct 値: 24.5 

戻しわかめ 7/9 7/9 6/9 9/9 

Ct 値: 36.0 Ct 値: 36.3 Ct 値: 38.4 Ct 値: 32.4 

味付きめかぶ 0/13 0/13 0/13 0/13 

    

ネバネバサラダ 3/15 3/15 1/15 14/15 

Ct 値: 36.2 Ct 値: 37.2 Ct 値: 39.0 Ct 値: 37.7 

味付きとろろ 19/22 18/22 20/22 22/22 

Ct 値: 34.6 Ct 値: 35.0 Ct 値: 36.1 Ct 値: 29.8 

冷凍とろろ 5/7 6/7 7/7 7/7 

Ct 値: 33.5 Ct 値: 34.5 Ct 値: 36.7 Ct 値: 29.8 

ひじきの煮物 2/3 1/3 0/3 3/3 

Ct 値: 36.5 Ct 値: 36.7  Ct 値: 30.0 

ポテトサラダ 3/3 2/3 3/3 3/3 

Ct 値: 35.6 Ct 値: 37.0 Ct 値: 35.7 Ct 値: 26.1 
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表 4. ウイルス検出率（PEG/NaCl 法，1000倍希釈ウイルス液添加） 

 GII (45copies/5μl) HAV (60copies/5μl) Mengovirus MS2 (12.5×105/5μl) 

冷凍ベリー 36/48 32/52 52/52 36/36 

Ct 値: 32.9 Ct 値: 34.2 Ct 値: 32.9 Ct 値: 26.6 

塩むすび 8/16 13/16 16/16 16/16 

Ct 値: 37.0 Ct 値: 36.6 Ct 値: 33.5 Ct 値: 26.4 

食パン 0/11 1/11 6/11 11/11 

 Ct 値: 42.1 Ct 値: 35.1 Ct 値: 31.9 

レタスサラダ 3/3 2/3 3/3 3/3 

Ct 値: 34.7 Ct 値: 36.6 Ct 値: 31.3 Ct 値: 24.6 

戻しわかめ 0/7 2/7 4/7 7/7 

 Ct 値: 37.8 Ct 値: 38.1 Ct 値: 33.0 

ネバネバサラダ 0/2 0/2 0/2 2/2 

   Ct 値: 37.8 

ひじきの煮物 0/3 0/3 0/3 3/3 

   Ct 値: 32.2 

味付きとろろ 0/4 1/4 4/4 4/4 

 Ct 値: 35.2 Ct 値: 36.0 Ct 値: 29.9 

ポテトサラダ 0/3 0/3 3/3 3/3 

  Ct 値: 35.3 Ct 値: 26.3 

 

 

 

 

 

 


