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分担報告書 

 

ヒトノロウイルスの in vitro 増殖系を用いたウイルス不活化条件の検討 

研究分担者  佐藤慎太郎  和歌山医科大学 薬学部 

 

研究要旨 

食中毒発生時の迅速な原因究明は，特に広域事例での被害拡大防止に極めて重要である．加え

て，ヒトノロウイルス（HuNoV）不活化法の妥当性評価も検査法と共に重要な課題である．これ

まで，HuNoV の in vitro 培養法は確立されておらず，代替ウイルス（ネコカリシウイルス等）

を用いた評価に留まっていたが，近年ではヒト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用いて HuNoV 培

養が可能な状況となっていることに着目し，本分担研究では，佐藤らが確立した HuNoV の in 

vitro 増殖系を用いて，患者由来の糞便をウイルスソースとした HuNoV 感染能を指標とする不

活化評価を行った．不活化条件の検証にあたっては，宮城県，岩手県，大阪府の協力を得てノ

ロウイルス陽性便検体をウイルスソースとして用い，GII.4 遺伝子型検体を 2ロット決定し

た．また，異なる機関，異なる細胞で同一の結果が確認できるかを重要視し，国立感染症研究

所ウイルス第二部において腸管オルガノイド系を用い，和歌山県立医科大学にて iPS 由来細胞

系を用いて，加熱による不活化に関して，同一の実験プロトコールを用いて確認を行った． 

85 度 1分以上の加熱で in vitro でのウイルス増殖が観察されなくなること，さらに加熱によ

りゲノムコピー数の減少が観察されたことから，ウイルスゲノムにも損傷が起きていることが

示唆された． 

 

A. 研究目的 

本研究では食中毒原因ウイルス，特にヒト

ノロウイルス（HuNoV）の汎用性および国際

整合性を備えた検査法を整備すると共に，実

用的なウイルス不活化法を裏付ける科学的根

拠を提示することを目的とする． 

食中毒発生時の迅速な原因究明は，特に広

域事例での被害拡大防止に向けて極めて重要

である．一方，ウイルスは食品中では増殖せ

ず極微量が維持されるのみであるため，検査

法の精度・感度向上がその対策には必須の課

題である．国内では二枚貝（平成 13年）及

びセミドライトマト（平成 21年）からの

HuNoV 検査法が通知されているが，多様な食

品が HuNoV 食中毒の原因と推定される現況を

踏まえると，これに対応するウイルス検査法

の提示は食品衛生上の喫緊の課題と言える．

更に食品の輸出入が増加する中での検査法提

示は国際整合性を踏まえる必要がある．ま

た，本研究では食品より精製される RNAを次

世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析に

供することで，食品中の夾雑物及びウイルス

のプロファイル化を行い，食品処理法の改善

に資する知見を集積する． 
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加えて，HuNoV 不活化法の妥当性評価も検

査法と共に重要な課題である．これまで，

HuNoV の in vitro 培養法は確立されておら

ず，代替ウイルス（ネコカリシウイルス等）

を用いた評価に留まっていたが，近年ではヒ

ト iPS 細胞由来の腸管上皮細胞を用いて

HuNoV 培養が可能な状況となっていることに

着目し，本研究では同培養系を用いた食品マ

トリクスや食品取扱環境での HuNoV 不活化条

件を直接的に評価することで，HuNoV の特性

を踏まえた実効性ある HuNoV衛生対策の妥当

性を評価する． 

 

B. 研究方法 

昨年度までに，異なる機関，異なる細胞で同

一の結果が確認できるかを重要視し，感染研・

村上班と実験プロトコールの確認を行った．

今年度はそのプロトコールに乗っ取り，加熱

による GII.4 型ヒトノロウイルスの不活化効

果を，in vitro ウイルス増殖系を用いて検討

した． 

 

C. 研究結果 

これまでに，25℃で 1時間静置しても HuNoV

の in vitro複製には影響がないことが報告

されているため，25℃に設定したブロックイ

ンキュベーターに HuNoV をセットし，設定温

度を 85℃，もしくは 60℃に上げて，設定温

度に達してからの時間を振って検討した．そ

の結果，85℃では 5 秒という短時間で完全に

不活化された．しかし，ブロックインキュベ

ーター用いた場合，25℃から 85℃に温度が

上がるのに 5分ほど要しており，85℃になる

までの間に不活化されていることが考えられ

た．そこで，ウイルス液の容量を減らし，よ

り温度制御が早く正確な PCR機を用いて再検

討した．85℃では 1分以内に完全に不活化さ

れており，60℃，65℃ではわずかに複製能が

残る結果となった．60℃，65℃での加熱で

は，1分と 10分で HuNoV の不活化の程度は

変わらなかった． 

 

D. 考察 

85℃での検討では，1分以上の加熱で，感

染に用いるウイルス液中のゲノムコピー数が

すでに減弱していた．この結果は，85℃で 1

分前後の加熱により，HuNoV のタンパク変性

のみならず，ゲノムに損傷が入ることを強く

示唆するものである．低温調理などで用いら

れる 60℃程度の加熱の場合も，1分程度で

90％以上のウイルス不活化が認められたが，

反応時間を延長してもその効果に変化は認め

られなかった．感染研・村上班では，60℃の

加熱によっても完全に不活化されるという結

果が得られている．この相違に関しては，実

験に用いた PCR機種の違いや，リアルタイム

PCRを 2-stepで行うことにより，検出限界

の値が小さくなっていることが考えられる． 

 

E. 結論 

85℃の加熱では，比較的早い段階で HuNoV

の不活化が認められ，代替ウイルスを用いた

場合と同様の結果が得られた．60℃前後によ

る不活化に関しては，今後も条件を変えて

（特に加熱時間）検討する必要がある． 

 

F.健康危険情報 

なし 
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