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1　はじめに
ロタウイルスはレオウイルス科に属する 2 本鎖の

RNAを遺伝子として持つウイルスであり，ヒトおよび

動物の重要な胃腸炎起因ウイルスとして知られている 1）。

ウイルス粒子は二重の殻（内殻および外殻）で構成され

ており，内殻蛋白の抗原性やウイルス遺伝子の違いによ

りA～G群に分類されている。これらのうち，ヒトに病

原性を有するのはA，BおよびC群である 1）。

ヒトA群ロタウイルスは小児胃腸炎の主要な病原体で

あり，我が国における患者数は年間約 80 万人に及ぶと

推定されている 2）。ヒトB群ロタウイルスは，1982 ～

87 年に中国で発生した集団胃腸炎の病原体として確認

された後，インドやバングラディシュにおける胃腸炎例

からも散発的に検出されたものの，それ以外の地域にお

ける検出例はない。ヒトC群ロタウイルス（ヒトCRV）

は主に年長児～成人に胃腸炎を起こし，日本をはじめ世

界各地に広く分布していることがわかっている。本ウイ

ルスの検出頻度はさほど高くないものの，しばしば食中

毒様の集団胃腸炎を引き起すため公衆衛生上問題視され

ている。我が国におけるヒトCRV集団発生事例は，

1988 年に福井県で発生した大規模事例（有症者 675 名）

以降，2006 年までに計 19 例が報告されている 3）。推定

感染経路については，ヒト→ヒト感染が大部分を占める

ものの，食品等が原因と思われるケースも散見される。

ヒトCRVの検査については，我々が開発した 4）逆受

身血球凝集反応法により迅速・簡便な検出が可能であり，

実際の事例においてその有効性が確認されている 5）～ 7）。

しかしながら，その検出感度は約 10
7 個/mLであるため，

推定原因食品や病日を経過した患者糞便，及び環境試料

中などに含まれる極微量のウイルスを検出することは困

難である 6）。一方ノロウイルス検査においては，Real-

time RT_PCR法による特異的かつ高感度な検査法が既
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（Takara社製）4μL，Recombinant RNase inhibitor（40U/

μL：Takara社製）0.5μL，Nuclease free water 2.5μL及

びSuperScript II reverse transcriptase（Invitrogen社

製）1μLをそれぞれ加えて 20μLとし，42℃ 60 分間逆転

写反応を行った後，70℃ 15 分の加熱により酵素を失活

させた。

2.4　Real-time RT_PCR法

Real-time RT_PCR法に使用したプライマー及びプ

ローブは基本的にLoganら 15）の報告に従ったが，フォ

ワードプライマーについては一部改変を加えた（表 1）。

TaqMan gene exp r e s s i on mas t e r m ix（L i f e 

technologies社製）の反応液 18μL（フォワード及びリバー

スプライマー各 0.6μM，TaqMan MGB プローブ 0.2μM

を含む）に合成したcDNA 2μLを加えて 20μLとし，

StepOnePlus（Life technologies社製）を用いて増幅及び

検出を行った。反応条件は 50℃ 2 分，95℃ 10 分の後，

熱変性（95℃ 15 秒）及びアニール・伸長反応（60℃ 1 分）

の サ イ ク ル を 45 回 繰 り 返 し た。 解 析 は，StepOne 

Software v2.1（Life technologies社製）を用いた。

2.5　Conventional RT_PCR法

Real-time PCR法 と 従 来 法 に よ るRT_PCR法

（Conventional RT_PCR法）との一致性を検証するため，

逆転写反応で合成したcDNAについて，既報の方法 6）に

従いnested PCR法（2段階でPCRを行う高感度な検出法）

による検査を実施した。

3　結　　果
3.1　Real-time RT_PCR法の検討

まず最初に，Loganら 15）の報告に従って作製したプ

ライマー及びプローブを使用した検査系について，既知

のコピー数に調整したOK118 株，OK450 株及びK9304

株のコントロールプラスミドを用いて検証を行った。そ

の結果，すべてのプラスミドで特異増幅が確認されたも

に確立されており 8），患者の特定のみならず食品や環境

水中などの検査にも広く応用されている 9）, 10）。そこで，

ヒトCRVの特異的で高感度な検出を目的として，Real-

time RT_PCR法に基づく検査法について検討を行った。

2　材料及び方法
2.1　供試検体

Real-time RT_PCR法の特異性を確認するため，ヒト

CRV陽 性 糞 便 3 検 体（ 検 体 番 号：N1217，OH1250，

OH1603）， 陰 性 糞 便 5 検 体（ 検 体 番 号：OH1517，

OH1557，OH2213，OH2230，OH2334），及び動物由来

CRV株 3 検体（ブタCRV：Cowden株，OS999 株，ウシ

CRV：Shintoku株）の培養上清をそれぞれ供試した。ま

た環境試料として，2009 年 1 月～ 2010 年 1 月に県内の

A下水処理場で採取された流入下水 23 検体を，片山ら

が報告している陰荷電膜濃縮法 11）により 1,250 倍に濃縮

したものを試料として用いた。

2.2　コントロールプラスミド

Real-time RT_PCR法の検証及び定量用コントロール

として，ヒトCRVの代表的な株である 12）OK118 株，

OK450 株及びK9304 株の外殻糖蛋白（VP7）遺伝子を，

それぞれプラスミドpUC19 にクローニングして作成し

た組み替えプラスミド 13）, 14）を使用した。

2.3　逆転写反応によるcDNAの合成

市販のQIAamp Viral RNA mini kit（Qiagen社製）を

用いて検体からウイルスRNAを抽出し，既報の方法 6）, 13）

に従ってVP7 遺伝子のcDNAを合成した。すなわち，

抽出したRNA 4μLにVP7 遺伝子の両端に相補的なプラ

イ マ ー（5'_GGC ATT TAA AAA AGA AGA AGC 

TGT_3' 及び 5'_AGC CAC ATG ATC TTG TTT ACG 

C_3'，各 25μM）及びDMSOをそれぞれ 1μLずつ添加し

97℃ 5 分間熱変成後，氷中で急冷した。次に 5×First-

strand buffer（Invitrogen社製）4μL，2.5mM dNTPs

表 1　Real-time RT_PCR法のプライマー及びプローブ配列
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遺伝子配列とのマッチングを検討したところ，OK450

株に関してフォワードプライマーの 3'端付近に 2 カ所の

ミスマッチが存在し，これが感度低下の原因であると考

えられた。そこで，このミスマッチを回避すべく新たな

プライマーを設計・合成し（表 1），同様に検証実験を行っ

たところ，OK450 株プラスミドの感度低下は解消され

た。

3.2　Real-time RT_PCR法の特異性及び検出感度

Real-time RT_PCR法の特異性について，ヒトCRV陽

性糞便 3 検体及び陰性糞便 5 検体に加え，ブタCRV 2

株及びウシCRV 1 株を用いて検討を行った。その結果，

ヒトCRV陽性糞便のみで特異的増幅が認められ（データ

を示さず），本法がヒトCRVのみを特異的に検出できる

こと，及び糞便中の非特異物質等の影響を受けないこと

がわかった。

次に，Real-time RT_PCR法の定量性及び検出感度を

調べるため，OK118 株，OK450 株，及びK9304 株プラ

スミドを 1 ～ 100,000copies/tubeの範囲で 10 倍段階希

釈を行って測定した。その結果（図 1），いずれのプラス

ミドにおいても 10 ～ 100,000copies/tubeの範囲で，プ

ラスミド希釈の対数値とCt値との間に明確な比例関係

が認められ（R2=0.999 ～ 0.9998），またプラスミド濃度

が 10 倍濃くなるにしたがいCt値が 3.3 ～ 3.5 ずつ低下

していた。このことから本検査法は良好な定量性を有し

ていることがわかった。なお，いずれのプラスミドでも

1copy/tubeでは増幅がみられなかったことから，本法

の検出感度はアッセイあたり 10 コピーであると考えら

れた。

3.3　流入下水の測定結果

環境試料中等に極微量存在するヒトCRVを検出できる

のかについて検討するため，流入下水 23 検体について

Real-time RT_PCR法 に よ る 定 量 検 査 と 同 時 に，

Conventional RT_PCR法による検査を実施した。結果は

表 2 に示すように，Real-time RT_PCR法とConventional 

RT_PCR法の結果はよく一致しており，両法はほぼ同等

の感度を有することがわかった。定量結果から，2009

年 1 月～ 7 月に採取された流入下水 1Lあたり 11,000 ～

4.146,000 コピーのウイルス遺伝子が存在することが明

らかとなり，また 3 月下旬を定量値のピークとする検出

パターンが認められた。

の の，OK450 株 プ ラ ス ミ ド のCt値（ 増 幅 曲 線 が

Threshold lineと交差した増幅サイクル数）が，OK118

及びK9304 株プラスミドの値に比べ同一コピー数にお

いて 8 サイクル程度多く，十分な検出感度が得られてい

ないことがわかった。そこで，プライマー及びプローブ

配列についてOK118 株，OK450 株及びK9304 株のVP7

図 1　コントロールプラスミドの測定結果
各プラスミドを 10 倍段階希釈し，Real-time RT_PCR法で測定した。
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法を開発してきた 4）。本法の検出感度は 10
7 個/

mLとさほど高くないものの，集団発生時における

患者便からのCRV検出には十分な感度を有するこ

とがわかっている 5）～ 7）。しかしながら病日が経過

した患者便など，ウイルス量が少ないと思われる

検体では陰性となるケースもあるため 6），推定原因

食品などの検査には用いることができない。この

ような場合には，高感度な 2 段階増幅法による

Conventional RT_PCR法による検査が必要とな

るが，本法は結果判明までに最低でも 10 時間を

要し，また定量的な検出は不可能である 6）。今回

確立したReal-time RT_PCR法は，Conventional 

RT_PCR法と同等の感度を有するのみならず，

約 3 時間半程度で結果が判明すること，検体中

のウイルスを定量的に検出できるなど，ヒト

CRV集団発生事例の感染経路究明等に大いに役

立つものと期待される。さらに今回，流入下水

中のヒトCRVの検出も可能であったことから，

飲料水などが感染源と疑われる事例の原因究明

等にも適用可能であるものと思われる。

ヒトCRVはその検出頻度が比較的低いにもか

かわらず，住民の多くが本ウイルスに対する抗体を保有

している 17）など，その流行実態については不明な点が

多い。Melegら 16）は，2005 年 2 月～ 12 月にかけて流入

下水中のCRVを定量的に検査し，下水中に多量のヒト

CRVが存在することを明らかにした。さらに，ウイル

ス量のピークは 3 ～ 4 月であり，特に流域人口の多い処

理場の流入下水から最も多量のウイルスが検出されたこ

とを報告している。しかしながらその一方で，調査期間

中にヒトCRV感染者はわずか 1 名しか確認されず，ヒ

トCRVに感染しても明らかな症状を示さない人が多い

のではないかと考察している。我々も，県内下水処理場

で採取した流入水中に 11,000 ～ 4,146,000 コピー/Lとい

う多量のヒトCRVが存在することを今回初めて明らか

にした。さらに，ウイルス量は 3 月下旬頃にピークとな

るなどMelegらの報告と同様であり，またこれは，我々

が既に報告した我が国におけるヒトCRVの流行時期 12）

とも一致するものであった。今後さらに長期間にわたっ

て下水中のヒトCRVの動態を調べるとともに，感染者

のサーベイランスも同時に行うことで，本ウイルス流行

実態の解明が進むものと思われる。

4　考　　察
Real-time RT_PCR法に基づくヒトCRVの検出系は，

これまでにMelegら 16）がサイバーグリーンを用いた系

を，Loganら 15）がTaqManプローブを用いた系をそれ

ぞれ報告している。しかしながら，Melegらの方法はヒ

トCRVのみを特異的に検出できず，またLoganらの方

法も，分離株や臨床検体等を用いた検証実験が行われて

いないなどの問題点がみられる。実際，今回の検討にお

いてLoganらの報告したオリジナルの検査系では，フォ

ワードプライマーにある 2 カ所のミスマッチのために

OK450 株をうまく検出することができなかった。そこ

で今回，プライマーに一部改変を加えることで，ほぼ全

てのヒトCRV株を特異的かつ定量的に検出できる検査

系を確立することができた。さらに検証実験の結果，今

回の方法はヒトCRVのみを特異的に検出できること，

糞便中の非特異物質等の影響を受けないこと及び良好な

定量性を示すことなどがわかった。また，検出限界もアッ

セイあたり 10 コピーと十分な感度を有していた。

我々はこれまでに，ヒトCRVの迅速・簡便な検出法

としてモノクローナル抗体を用いた逆受身血球凝集反応

表 2　流入下水の遺伝子検査法による測定結果
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