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秋田県で2005年12月から2006年3月に検出されたNorovirus(/)遺伝子型ー東

北食中毒研究会Noroviruri『究班活動

八 柳 潤 齊藤志保子 今野貴之

東北食中毒研究会の NV研究班活動の一環として、秋田県で検出された NVの分子疫学的性状につ

いて解析した。平成 17年 12月から平成 18年 3月までに得られた散発下痢症および集団下痢症患者

の糞便 83検体を供試した。 NVの検出は SKプライマーを使用した RT-PCRにより実施した。 PCR

増幅断片の塩基配列をダイレクトシークエンスにより決定し、 ClastalW の値に基づき NJplotにより

系統樹を作成した。シークエンスを実施した 25検体中 2株が GI(GI/11、GI/14)であった。 Gil 23 

株の内訳は GII/4が 13株と最も多く、 GII/6が 4株、 GII/5が 2株、 Gil/2、GII/3、Gil/9、GIi/IOがそ

れぞれー株であった。 GII/4 13株には同一シークエンスから成る 2つのクラスターが認められた。

秋田県内で検出された NVのシークエンスデータに基づく分子疫学的性状に関する知見が初めて得ら

れた。 NVの分子疫学的性状に関する知見は NV感染予防策の構築のための基盤となることが期待さ

れる。一方、県内で発生する集団下痢症の解析にこの分子疫学的解析手法を応用することにより効果

的な行政支援を実施できるものと考えられる。

1.はじめに

Norovirus (NV)はSapovirus(SV)、Logovirus、

Vesivirusと共に Ca/iciviridaeに属し 1)、幼児から

成人に至る全年齢層に胃腸炎を惹起 2)するウイ

ルスである。 NV胃腸炎は冬季に流行し、吐気、

嘔吐、腹痛、下痢を主な症状とし、臨床的には

比較的軽症な疾患である。しかし、 NVは感染

力が強く少数のウイルス粒子により感染が成立

する 3) ことからしばしば集団感染が発生する。

NVの集団感染は食品媒介（食中毒）、ヒトーヒ

ト感染、あるいは両者が複合して発生する。近

年、病原体の感染源や感染ルートを特定する際、

種々の分子疫学的解析4)手法が応用されており、

病原 細 菌 の 分子疫学的解析手法としては

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) が Gold

Standardともなっている。 NVの分子疫学解析手

法としては種々の方法がこれまでに提唱・試行

されてきたが、現在は片山ら 5)のキャプシド領

域の塩基配列に基づく遺伝子型別と NJ法によ

る系統樹解析が国内で汎用されている。 NVは2

つの Genogroup、 GIと Gilに大別され、この方

法では GIが 14、GIIが 17の遺伝子型に分類さ

れる。 PFGEなど、画像アナログデータに基づ

く分子疫学解析においては、異なる実験により

得られたデータを比較する際にデータの標準化

に精度的な限界を伴うことが不可避である。こ

れに対して、シークエンスデータに基づく分子

疫学的解析では扱うデータが塩基配列というデ

ジタル的なデータであるために、異なる実験に

より得られたデータを容易に比較・解析可能で

あるという利点がある。このことは、 NVの分

子疫学解析においては、異なる県の地方衛生研

究所で得られたシークエンスデータを集積・解

析することが容易に実施可能であることを示し

ている。 NV胃腸炎の疫学解析については、こ

れまで感染症サーベイランスにおける小児科定

点における患者発生数の把握や、・一つの地方自

治体において発生した集団事例の解析に留まっ

てきた。しかし、現在はヒトや食品が広域にわ

たり流通していることから NV胃腸炎の疫学に

ついて検討する際にも異なる自治体を含む広い

地域で得られだ清報を収集・解析する必要があ

るものと考えられる。

東北地方の地方衛生研究所などで構成する東

北食中毒研究会では平成 17年 8月に NV研究班

を組織し、東北地方で検出された NVのシーク

エンスデータ、由来検査材料等に関する情報の

解析を実施し、東北地方における NVの疫学の

解明と NV胃腸炎発生予防策の検討を目的とす

る活動を開始した。今回、東北食中毒研究会 NV

研究班活動の一環として実施した、平成 17年 12

月から平成 18年 3月までに秋田県で検出された

NVの分子疫学的性状の解析結果について報告

する。
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2.材料と方法

2.1供試検体

平成 17年 12月から平成 18年 3月までに得ら

れた散発下痢症および集団ド痢症患者の糞便 83

栓食体を供試した。

2.2 NVの検出とシークエンス・系統樹解析

NVの検出は厚生労働省通知に従い、 SKプラ

イマーを使用した RT-PCRにより実施した。陽

性検体から得られた PCR増幅断片について SK

プライマーを使用したダイレークトシークエン

スにより塩基配列を決定した。塩基配列の解析

（こは DNAsisソフトウエアー (Hitachi)を使用し、

系統樹は Clastal W の値に基づき NJplotにより

作成した一

2.3 NV P2 Regionのシークエンス・系統樹解析

SKプライマー増幅断片の解析により GII/4と

特定され、且つ断片のシークエンスが同一であ

った NVNo. 21とNVNo.24、ならびにこれら

と SKプライマー増幅断片のシークエンスに違

いがみとめられる GII/4株である NV No.18の

P2 Regionのシークエンスについて、既報fi)に従

い検討しfこ Outgroupには Camberwell株の P2

Regionのシークエンスを使用した。 P2regionは

Okadaら―が斡告した範囲とした。

2.4 Sapovirusの検出と確認試験、シークエンス・系

統樹解析

NVが検出されなかった一事例については

Okadaらの方法 8 に従い Sapovirus (SV)の検出

を試みtこなお、 svに由来する遺伝子はイン

ナープライマーを使用した 1回の PCRにより検

出可能であり、原報に示された Nested-PCRによ

る必要は無かった。得られた増幅断片のシーク

ニンスをダイレクトシークエンスにより決定し、

Updated version of the Basic Local Alignment 

Search Tool (BLAST) program at the National 

Center for Biotechnology Information server 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) online serachによ

り svに由来する遺伝子であるかどうか確認し

た後、 Farkasら”が報告した基準株を使用した

系統樹解析により遺伝子型を決定した。

3．結果と考察

3.1検出されたNVの遺伝子型とGu/4の系統樹解

析

供試験した 83検体のうち 36検体が NV陽性

となり、それらのうち 25検体についてシークエ

ンスを実施して逍伝子型を決定した。その結果

は表 1に示すとおりである。 25検体中 2株が GI

であり、遺伝子型は GI/I]とGI/14であった。 GII

23株の内訳は GII/4が 13株と最も多く、 GII/6

が4株、 GII/5が 2株、 GII/2、GII/3、GII/9、Gll/10

がそれぞれー株であった。 GII/4 13株の SKプ

ライマー増幅断片シークエンスに基づく系統樹

を図 lに示す。 13株の系統樹には同一シークエ

ンスから成る 2つのクラスターが認められた

(NV No.9 ; No. I 8 ; No.45 ; No.5]とNo74、NV

No.8; No.16; No.21 ; No.24; No.26; No.30)。

3.2 Gll/4株のP2Regionシークエンス

Gil/4株のうち SKプライマー増幅断片シーク

ェンスの比較で同一クラスターの属する NVNo. 

2]とNV No.24、ならびにこれらとは違うクラ

スターに属する NVNo.18の P2Regionのシーク

エンスを比較した。 NVNo. 21とNVNo.24の

SKプライマー増幅断片シークエンスは同一で

ある一方、図 3に示すように、 P2Regionのシー

クエンスには 2カ所の違いが認められた。また、

SKプライマー増幅断片シークエンス解析で NV

No. 21、NVNo.24とは異なるクラスターに属す

ることが示された NVNo.18の P2Regionのシー

クエンスは図 2、図 3に示すとおり、 NVNo. 21、

NV No.24の P2Regionのシークエンスとは明ら

かに異なっていた。

3.3 svの遺伝子型

2006年 3月に発生し、 NVが検出されず、腸

管凝集付着性大腸菌 (EAggEC)0126が検出され

た事例では NVの他に RT-PCRによりアイチウ

イルス、アストロウイルス、 C群ロタウイルス、

svの検出を試みたところ、 SVが検出された。

供試した SV4株の RT-PCR増幅断片のシークエ

ンスは全て同ーであり、その遺伝子型は図 4に

示すとおり GIに属し、亜型については Gl/1-GI/3

のいずれともやや異なるものの GI/Iに最も近縁

であった。

今回、東北食中毒研究会 NV研究班の活動の

一環として実施した検討により、秋田県内で検

出された NVのシークエンスデータに基づく分

子疫学的性状に関する知見が初めて得られた。

Gll/4 (Bristol virus-like genotyoe)は世界的 10) に
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も遺伝子に変異を伴いながら 11)流行しており、

秋田県においても GII/4が主流行遺伝子型であ

ることが今回の検討により初めて確認された。

今回の検討では 2005年 12月から 2006年 1月中

旬まで Gll/4が主として検出され、 2006年 1月

中旬以降は多様な遺伝子型の NVが検出される

傾向がみられた。この遺伝子型の経時推移に毎

年観察される現象であるかどうか、また、その

推移が患者の発生にどのような影響を及ぽして

いるのかどうかなどを明らかにするためには今

後のさらなる検討が必要である。

SKプライマー I2)は NV genomeの ORFl、

ORF2 Junctionに存在する Highly Conserved 

Region 1 3'1 4) を標的としている。このため、 NV

の検出には優れた精度を示すものの、 SKプラ

イマーにより得られた増幅断片には分子疫学的

解析能を決定する上で重要なシークエンスの多

様性が乏しいことが指摘6)されている。一方、 P2

RegionはHyperVariable Regionに該当し、分子

疫学的解析のための標的として適切であること

が指摘6) されている。今回、我々も NVNo. 21 

とNVNo.24について SKプライマー増幅断片と

P2 Regionのシークエンス解析を実施し、両株の

SKプライマー増幅断片のシークエンスが同一

であるにもかかわらず、 P2Regionのシークエン

スには 2塩基の違いが認められることを確認し

た。わずか 3株を使用した検討成績ではあるが、

今回の結果は NVの分子疫学的解析の標的とし

ての P2Regionの有用性を示すものと考えられ、

今後 SKプライマー増幅断片のシークエンスが

同ーである株について、さらに P2 Regionの解

析を実施してデータを蓄積する必要があると考

えられた。また、データは示さないが、東北地

方で得られたデータの解析により、複数の県で

同ーシークエンスの SKプライマー増幅断片が

得られた Gll/4株が検出されており、これらの

株についても P2 Regionのシークエンスを比較

・解析することにより、より詳細な株間の関連

に関する知見が得られることが期待される。

今回の研究班活動を実施する過程で、 EAggEC

0126とsvの混合感染事例が発生した。この事

例は NV陰性であると共に、ウイルス性下痢症

診断マニュアル等に従い RT-PCRで検出を試み

たアイチウイルス、アストロウイルス、 C群ロ

タウイルスも陰性であった。保健所で実施した

疫学調査の結果は本事例が食中毒ではなく、感

染性胃腸炎を示唆していたことから本事例の病

因物質は svとされた。この事例は、これまで

も指摘されているとおり l5 i、集団下痢症におい

ては予測される病原体のみに意識を囚われるこ

となく、広汎な病原体を視野にいれた病因物質

の検索を実施する必要があることをあらためて

浮き彫りにした。国内における svの検出状況

の詳細は不明であるが、 Phanらは I,;)2004年 7

月から 2005年 6月までの 1年間に大阪市の小児

科における急性胃腸炎の糞便 125検体について

NV、SV、ロタウイルス、アストロウイルス、

アデノウイルスの検索を実施し、検出率がそれ

ぞれ NV19.2%、SY17.6%、A群ロタウイルス

I 8.4%、アストロウイルス1.6%、アデノウイル

ス 0.8％であることを明らかにし、小児急性胃

腸炎の原因病原体として svが重要であること

を指摘している。 RT-PCRだけではなく、

Real-Time RT-PCRによる svの検出方法も既に

確立 I7, l 8) されていることから、今後は sv検

出に関しても NVと同様に通常の RT-PCRと共

に Real-Time RT-PCRが広く実施され、国内に

おける svによる感染線胃腸炎の発生実態がよ

り明確になっていくものと推察される。

今回、東北食中毒研究会 NV研究班活動の一

環として実施した研究により得られた知見は、

秋田県に侵淫した NVの分子疫学的性状を解明

する上での端緒となるものである。今後も県内

で検出された NVの分子疫学的性状に関するデ

ータを蓄積することにより、秋田県における NV

の感染疫学および東北地方で検出された NVと

秋田県で検出された NVの関連に関する情報が

蓄積され、それらの知見は NV感染予防策の構

築のための基盤となることが期待される。一方、

県内で発生する集団下痢症の解析にこの分子疫

学的解析手法を応用することにより得られる情

報は、従来の疫学調査により得られた知見を支

持すると考えられ、感染源や感染ルートの解明

に際して効果的な行政支援を実施できるものと

考えられた。

4.まとめ
・東北食中毒研究会の NV研究班活動の一環と

して、平成 17年 12月から平成 18年 3月までに
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秋田県で検出された NVの分子疫学的性状につ

いて解析した。

•平成 17 年 12 月から平成 18 年 3 月までに得ら

れた散発下痢症および集団下痢症患者の糞便 83

検体を供試し、シークエンスを実施した 25検体

中 2株が GI(Gl/11、GI/14)であった。 GIi 23 

株の内訳は GII/4が 13株と最も多く、 Gil/6が 4

株、 Gll/5が 2株、 GII/2、GII/3、GII/9、GII/10

がそれぞれ一株であった。 GII/4 13株には同一

シークエンスから成る 2つのクラスターが認め

られた。

• NVの分子疫学的解析の標的として P2Region 

が有用であることが示され、今後 SKプライマ

ー増幅断片のシークエンスが同ーである株につ

いて、さらに P2 Regionの解析を実施してデー

タを蓄積する必要がある。

• Sapovirus GI/I近縁株と EAggEC0126の混合

感染事例が確認され、集団下痢症事例において

は広汎な病原体を視野にいれた病因物質の検索

を実施する必要があることがあらためて浮き彫

りになった。

・NVの分子疫学的性状に関する知見は NV感

染予防策の構築のための基盤となることが期待

され、県内で発生する集団下痢症の解析にこの

分子疫学的解析手法を応用することにより効果

的な行政支援を実施できるものと考えられた。
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←-0.05--1 
OUTGROUP GI/1 M87661 Nor涸 lk/68

NV/No.9/Dr. Y _ SP051220 

NV/No. l 8/0B060102 

NV /No.5 l /SP060220 

NV/No. 74/0B060304 

NV /No.19/0B050 I 02 

NV/No.30/SP060123 

NV/No.26/SP060117 

NV/No.24/SP060116 

NV/No.21/0B060 I 06 

NV/No.16/0B051230 

NV/No.8/0B051205 

AFl45896Camberweli/94/AU 

X86557Lordsdale/93/UK 

GII/4_X76716Bristol/93/UK 

NV/No.82/0B060327 

図 l 検出されたNVGII/4 25株のSKプライマー増幅断片シークエンスに基づく系統樹
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AGCACTACCCAACTGTCCCCCGTCAACATCTGCACCTTCAGAGGAGATGT 
GGCACTACCCAACTGTCCCCCGTCAACATCTGTACCTTCAGAGGAGATGT 
GGTACTACCCAACTGTCTCCTGTCAACATCTGCACCTTCAGAGGGGATGT 
GGCACTACCCAGCTGTCAGCTGTCAACATCTGCAAC刊1'AGGGGGGATGT
＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊＊ ＊＊ ＊＊ ＊＊＊＊＊ 

CACCCACATTCCAGGTACTCGTACTTACAGAATGAA刊1'GGCTTCTCAAA
CACCCACATTCCAGGTACTCGTACTTACAGAATGAAT門GGCTTCTCAAI¥
CACCCACATTGCAGGTACTCAAGAATACACAATGAATCTGGCCTCCCAAA 
CACCCATATTGTGGGCAGCCATGATTATACAATGAACTTGGCTTCCCAAI¥ 
＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊ ＊＊ ＊ ＊ ＊＊ ＊ ＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊ ＊＊ ＊＊＊＊ 

ATTGGAACAATTATGACCCAACAGAAGAAACCCCAGCCCCTCTGGGAACT 
ATTGGAACAATTATGACCCAACAGAAGAAATCCCAGCCCCTCTGGGAACT 
ACTGGAACAATTATGACCCAACAGAAGAAATCCCAGCCCCTCTGGGAACT 
ATTGGAGCAATTATGACCCAACAGAAGAAATCCCAGCCCCCCTGGGAACA 
＊ ＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊ 

CCAGAT門`CGTGGGAAAGATCCAAGGCATGCTCACCCAAACCACAAAGGG
CCAGAT門`CGTGGGAAAGATCCAAGGCATGCTCACCCAAACCACAAAGGG
CCAGAT門CGTGGGTAAGATCCAAGGCGTGCTCACCCAAACCACAAGGAG
CCAGAITITGTGGGGAAGATCCAAGGTCTGCTCACCCAAACCACAAGAGC 
＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ 

AGACGGCTCGACCCGCGGTCACAAAGCTACAGTGAGCACTGGGAGTGTTG 
AGACGGCTCGACCCGCGGTCACAAAGCTACAGTGAGCACTGGGAGTGTTG 
GGATGGCTCGACCCGCGGTCACAAAGCCACAGTGAGCACTGGAAGTGTCC 
AGATGGCTCGACCCGTGCCCACAAAGCTACAGTGAGCACTGGGAGTGTCC 
＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊ 

ACTICACTCCAAAGCTGGGCAGCGTICAGTICGCCACTGACACAGACAAT 
ACTICACTCCAAAGCTGGGCAGCGTICAGTICGCCACTGACACAGACAAT 
ACTICACCCCAAAGCTGGGCAGAATICAATITICCACTGATACAAGCAAT 
ACTICACTCCAAAGCTGGGTAGTGTICAATICACCACTGACACAAACAAT 
＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊ ＊＊＊＊ ＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊ ＊＊＊＊ 

GATTTTGAAACTGGCCAAAACACAAGGTTCACCCCAGTCGGTGTCATCCA 
GATTTTGAAACTGGCCAAAACACAAGGTTCACCCCAGTCGGTGTCATCCA 
GATTTTGAAACTGGCCAAAACACGAGATTCACCCCAGTCGGTGTTGTCCA 
GA刊1'CCAAACTGGCCAAAACACGAAATTCACCCCAGTTGGTGTCATCCA
＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 

GGATGGTAGTAGTACCCACAGAAATGAACCCCAACAATGGGTACTCCCAG 
GGATGGTAGTAGTACCCACAGAAATGAACCCCAACAATGGGTACTCCCAG 
GGATGGTAGCACCACCCACCAAAATGAACCCCAACAATGGGTACTCCCAA 
AGACGGTG--ACCACC-ACCAGAATGAGCCCCAACAATGGGTACTCCCGA 
＊＊ ＊＊＊ ＊ ＊＊＊ ＊＊ ＊＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ 

ATTACTCAGGTAGAACTGTTCATAATGTACACCTG 
ATTACTCAGGTAGAACTGTTCATAATGTACACCTG 
ATTATTCAGGTAGAGATAGTCACAATGTGCATCTA 
ATTATTCAGGTAGAACTGGTCATAATGTGCACCTG 
＊＊＊＊ ＊＊＊＊＊＊＊＊＊ ＊ ＊＊＊ ＊＊＊＊＊ ＊＊ ＊＊ 

図2 NV18、NV21、NV24、Camberwe11 VirusのP2Region DNAシークエンスの比較結果
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旦
Cambeiwell_ P2 _region 

←NVNo24P2_Nosocomia1060116 

~ NVNo21P2_0B060106 

＇ 

NVNo 18P2_0B2060102 

図3NV No.18、NVNo.21、NVNo.24のP2Region DNAシークエンスから作成した系統樹

SVGIII/PEC/Cowden/AFI 82760 
Cruise 
Mexico/AF4358 I 2 
SVGII/Bristol/AJ249939 
Lyon598/97 / AJ271056 
London/92/095645 

SVG 1/Mancehster 
Plymouth/92/X86559 
Lyon30388/98/ AJ25199 I 
Houston/86/095643 

Sapporo/82/065427 

chiba/000766F/2000/ AJ4 I 2808 
Moscow/2228/2003RF/A Y5387 l 9 
4761/0saka/JP/AB180211 
12/DCC/Tokyo/JP/44/AB236380 
AKITNSVN0.72/YOKOlEHC OB No.9 
AKITNSVN0.68/YOKOlEHC―OB―No.5 
AKITNSVN0.67/YOKOlEHC OB No.4 
AK""A/SVN0.65/YOKOlEHC OB No.2 
Potsudam/2000/DFJ AF294 739 

Houston/90/U95644 
Parkville/94/U73 I 24 
4508/Maizuru/JP/ AB 180208 

Stockholm/97/AFI 94182 
Mexico/14917/00/ AF4358 I 3 
SVGV/Houston7-1181 /90/AF435814 

SVGIV/Argentina/AY289803 

図4 集団事例由来SapoVirusの遺伝子型を示す系統樹
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表 1 検出されたNVのGenotype

株番号 採取年月 事例種別 Genotype 

NV No.8 2005. 12 集団 GII/4 

NV No.9 2005. 12 散発 GII/4 

NV No.16 2005. 12 集団 GII/4 

NV No.18 2006.1 集団 GII/4 

NV No.19 2006.1 集団 GII/4 

NV No.21 2006.1 集団 GII/4 

NV No.24 2006.1 散発 GII/4 

NV No.26 2006.1 散発 GII/4 

NV No.27 2006.1 散発 GII/6 

NV No.29 2006.1 散発 GII/10 

NV No.30 2006.1 散発 GII/4 

NV No.33 2006.1 散発 GII/5 

NV No.34 2006.1 集団 GII/2 

NV No.36 2006.1 集団 GII/6 

NV No.42 2006.1 散発 GI/14 

NV No.43 2006.2 散発 GII/6 

NV No.45 2006.2 散発 GII/4 

NV No.51 2006.2 散発 GII/4 

NV No.53 2006.2 集団 GII/9 

NV No.56 2006.2 集団 GII/6 

NV No.59 2006.2 集団 GII/3 

NV No.62 2006.3 散発 GI/11 

NV No. 74 2006.3 集団 GII/4 

NV No. 79 2006.3 集団 GII/5 

NV No.82 2006.3 集団 GII/4 
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