
秋田県健康環境センター年報 第 4号 2008

食品検体のノロウイルス検査に向けたパンソルビン・トラップ法の開発

斎藤博之 東方美保*1 田中智之＊2 武田直和＊3

食品検体からノロウイルス (NV) を検出するための実践的な手法としてパンソルビン・トラップ法（パ

ントラ法）を新規に開発し，将来的な実用化の可能性を探るための検討を行った，J本研究は新規開発段階で

あることから最近の流行で主流を占めている G11/4型に的を絞り，梃便で汚染させた食品からの NV検出を

試みに本法を用いることで， 50mlの食品乳剤から簡便に 50μIの RNA抽出液を得ることができた。 NV

の回収率はポテトサラダで 78.04(1/o,焼ソバで 15.17%,牛乳で 10.16％であった3 実用化のためには改善すべ

き点が多々あるものの，これまでほとんど手が付けられてこなかった「カキ以外の一般的な食品」からの

NV検出法としての方向性を見出すことができた。

1.はじめに

ウイルス性食中毒の大部分をノロウイルス (NV)

が占めることがわかっているにもかかわらず，原因

として疑われる食品からウイルスを検出できた例は

カキを除けば極めて稀少である 1-3)。その稀少な例に

おいても，表面が平滑でウイルスの洗漑回収が容易

な固形食品検体に限られているのが実情である C9 ま

た，飲料水からウイルスが検出された集団感染事例

は近年増えつつあるが 4,5¥ これは，純粋な水の濃縮

作業が比較的容易に行えるからである。一方で，食

品検体を洗灘することによりウイルスを含む乳剤を

得たとしても，多くの央雑物のため PCRで用いる量

まで減量濃縮するには多大な労力と時間とコストを

要し，多検体を取り扱うのは事実上不可能である。

本研究は，こうした困難な状況を打開するために，

固形，液状，練り物，油物などの一般的な食品から

NVを検出する手法の開発を目的として，平成 19年

度より厚生労働科学研究費補助金（食品の安心•安

全確保推進研究事業）「食品中のウイルスの制御に

関する研究」において進められている6-9)<) さらに本

研究では，単に検出することだけを追究するのでは

なく，できるだけ簡便で安価となるように工夫し，

真に使える”手法となることを目指している，3

2. 方法

2. 1研究材料

汚染実験に用いる食品として，市販されている

ポテトサラダ，焼ソバ，及び牛乳を用いた。また，

検出対象となる NVとして， 2006年 12月に秋田

市で発生した食中毒事例で搬入された糞便(GII /4 

型， AccessionNo.: AB293424) を用いた。

2.2試薬類

2. 2. 1抗 GII/4血清

国立感染症研究所ウイルス第二部において，組

み替えバキュロウイルスによって作成した NV様

中空粒子 (VLP) をウサギに免疫したもの（ロッ

トNo.:抗 104ウサギ 971222, ホモ抗体価： 100万

倍） 10)を用いたウ

2. 2. 2.洗漑液

0.1％の Tween20を含む PBSを用いた。

2.2.3パンソルビン

黄色ブドウ球菌を熱処理後、ホルマリン固定し

て懸濁したもの（和光純薬）を使用したっ

2.2.4フェノール系 RNA抽出キット

TRizol-LS (invitrogen)を使用した。

2.2.5 RNA共沈剤

エタ沈メイト（ニッポンジーン）を使用した。

2.3パンソルビン・トラップ法の手順

基本的な操作の流れを図 lに示した。糞便をDW

で乳剤としたものの遠心上清で各種食品を汚染さ

せ，同時に一部をオリジナルとして残しに汚染

させた食品を洗漑液に懸濁させた後， 3,000rpm 20 

分で固形物を除去した（このとき，上清が濁って

いても問題は無い）。食品の遠心上清に抗血清を
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加えて NVと抗体の複合体を形成させ，そこにパ

ンソルビンを加えることで，黄色ブドウ球菌表面

に存在するプロテイン Aに吸着した NVを回収し

たJNVを吸着した菌体を少量の DWで再懸濁し

たものをTRizol-LSでフェノール抽出し，水料に

エタ沈メイトを添加してイソプロヒ゜ルアルコール

沈澱により RNAを回収した回収した RNAは

OW  50 μIに溶解してリアルタイム PCRによって

NVのコピー数を測定したっ

食品のうち牛乳については， 50mlに糞便遠心

上清を加え以後の操作を行った。抗血清添加量の

検討のためには， PBS50 mlに糞便遠心上清を加

食品 10g 
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遠心により RNAの沈澱を回収・乾燥した後 DW50μIに溶解

ランダムプライマーにより cDNAを合成し，コピー数測定

図 1 パンソルビン・トラップ法の操作手順
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え，その後に添加する抗血清の量を 1~5()μlの範囲 で反応容量は 20μlである，＂

で変化させて検討した。

2.4コピー数の測定

cDNAの合成は，最終的に得られたRNA抽出液(50

μ1)から 8.5μlを取り， Random9merによる逆転写

により行った（反応容量 20μI)。cDNA溶液を 5μl 

取り， リアルタイム PCR11)で NVのコピー数を測定

した。使用した機器はロシュ製「LightCycler350S」

2 0 -

t 9 -

10-

0 5-

oo-
0 2 0• I 

I 

オリジナル

抗血清 2~50μ1添加

抗血清 1μ1添加

3. 結果

3. 1抗血清添加量の検討

図2及び表 lに示したとおり， 5（)InlのPBSに

対して，抗血清 2~50μIを添加しても回収率に顕

著な差は見られなかったが， lμlを境に半減した。

抗血清を加えなかった場合には NVを検出できな

かった。

／ 

゜
2 4 6 8 9092 14 1618a]  22 Z4 26 2330 32 34 お 38 必•ぷ：叫 4

Cycle Numbe『

図2 抗血清添加量と回収率の関係（増幅曲線）

表 1 抗血清添加量と回収率の関係（実測値）

添加量(μI) コピー／μ|寧 回収率（％）

゜
N. D. 

6.369E+02 8.78 

2 1.377E+03 18.99 

5 1.290E+03 17.79 

10 1.461E+03 20.1"5 

20 1.506E+03 20.77 

50 1.426E+03 19.67 

オリジナル 7.252E+03 

＊図 lの最終抽出物（イソプロピルアルコール沈澱

をDW50 μIに溶解したもの）のコピー数

3.2食品からの回収実験

固形食品については基本的に表面を洗降した

PBSを検査することになるため，ここでは処理が

より困難と思われるポテトサラダ（練り物），焼

きソバ（油物），及び牛乳（液状）について NV

で汚染させてからの回収を試みた。結果は図 3~5

（増幅曲線），及び表 2 （実測値）に示したとお

り，ポテトサラダでは 78.04%, 焼きソバでは

15.17％，牛乳では 10.16％の回収率であった。それ

ぞれ，抗血清を加えないブランクを設定したが，

いずれも非特異吸着の範囲と考えられる数値であ

った，

4. 考察

4. 1これまでの問題点の整理

これまで，カキ以外の一般的な食品検体からの

NV検出が困難であった主な理由には次のことが

あげられるJ
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4. 1. 1検体数の問題

l食当たりの品目は 10~20種類存在し， 1日3

食 3日分と想定すると， 100検体を超える場合も

あるさらに，検便と違って一部を代表検体とし

て検査して，他を省略するといっだ‘間引き’'は原

則としてできない。一定範囲の食品をプールして

検査するにしても，次で示す‘'検体量”の問題に直

面する，
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4. 1. 2検体量の問題

食品検体を PBS等で洗灘，あるいは懸濁して乳

剤とした場合，その量は少なくとも 50ml程度に

なる3 一方， PCRで用いる検体 (RNA抽出液）は

50 μl程度であり， 1,000倍に相当する減量濃縮が

必要である。
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図3 ポテトサラダからの NV回収実験（増幅曲線）
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図4 焼ソパからの NV回収実験（増幅曲線）
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表2 食品からの回収率の比較（実測値）

食品 コピー／μI* 回収率（％）

ポ゚テトサう夕＊ 1. 418E+05 78.04 

プぅンク… 3. 633E+O2 0.20 

焼きソバ 2. 757E+04 15. 17 

プぅンク＊＊ 1. 519E+02 0.84 

牛乳 7.351E+04 10. 16 

プうンり＊＊ 2. 197E+03 0.30 

オリ~/tル 1. 817E+05 （ポ゚ テトサうダ，焼きソバ）

7.236E+05 （牛乳）

＊図 lの最終抽出物（イソプロビルアルコール沈澱を

DW 50 μIに溶解したもの）のコピー数

＊＊抗血清無添加

4. 1.3検体の質の問題

表面が平滑な固形食品では， PBS等で洗漑する

ことで，比較的濁質の少ない形で NVを回収でき

る可能性がある。しかし，練り物や油物等を PBS

に懸濁した場合は，遠心を繰り返しても上清は濁

ったままであり，フィルターでろ過しても目詰ま

りを起こしてうまくいかない。また，現在のとこ

ろ一応のスタンダードとされている PEG沈澱法

を用いると NVとは無関係の大量の沈澱が生じて

困難をきたすことも多い。特に牛乳に PEGを添加

した場合にはヨーグルト状に凝固するため，その

後の操作はほぼ不可能になる。

4. 1.4労カ・時間・コストの問題

PEG沈澱法は，原則としてオーバーナイトの処

理が必要とされており，さらに 10,000rpm程度の

遠心によって沈澱を回収しなければならない，し

かし， 50mlの容量を 10,000rpmで遠心するには

高速冷却遠心機のような大型機器を必要とし遠

心チュープも専用品を用いるようになっているこ

とが多い。こうした専用遠心チューブはディスポ

使用を前提としていないため高価であるが，再利

用することは PCRを行う関係上不安が残るまた，

一般に“抽出キッド＇として市販されている試薬は，

1 ml程度の検体量を想定して作られているため，

50 mlの食品乳剤に適用させるのは困難である。

仮に適用した場合， l検体にかかる費用は高額と

なり， 1事例当たり多数の検体が搬入される状況

下での抽出キットの使用は現実的ではない，

4.2パンソルビン・トラップ法の開発

パンソルビン・トラップ法（パントラ法）は，

食品乳剤中に NVに特異的な抗体を添加すること

により，抗原抗体複合体を形成させ，それを黄色

ブドウ球菌表面のプロテインAに吸着させること

で，菌体と共に NVを沈殿・回収しようという原

理である。最大の特長は，食品乳剤が濁ったまま

でよいという点にある。図 lにおいて食品を懸濁

した後で 3,000rpm 20分の遠心を行っているが，

このとき用いる遠心機は一般の検査室にある常量

のものであり，チューブもプラスチックのディス

ポ製品である。この遠心条件で沈澱する固形物だ

けを除去しておけば，上清は濁っていてもかまわ

ない。その後の処理を進めていくとパンソルビン

を添加した後に再び3,000rpm 20分の遠心が行わ

れるが，この条件で沈澱する食品由来の固形成分

はすでに最初の遠心の際に除去されているため，

NVを吸着した黄色プドウ球菌だけが沈澱してく

る。この段階で上清は濁ったままであるが， NV

は菌体と一緒に沈澱の方に移行しているため，上

清は捨ててよいことになる。菌体の沈澱を少量の

DWで再懸濁してから RNA抽出を行えば， 50ml 

の食品乳剤から 50μIの PCRサイズの RNA溶液

まで，効率良く減量濃縮できることになる3 所要

時間は 10検体程度ならば約 4時間（待ち時間，作

業時間合計）であり， PEG沈澱法と比べてはるか

に簡便である。リアルタイム PCRにより回収率を

測定したところ，ポテトサラダで 78.04%,焼きソ

バで 15.17%, 牛乳で 10.16％とバラつきが見られ

たが，食品の物理的形状によって最初の洗藻効率

が異なるためある差が生じたと考えられる。回収

率 10％でリアルタイム PCRの検出感度を反応チ

ュープ当たり 10コピー/μIと仮定し，最終的に得

られたRNA溶液の 10分の 1をPCRに用いた場合，

理論上は食品 1g当たり 100コピーの NVが存在

すれば検出できることになる。 NestedPCRを用い

るならばもっと希薄な汚染でも検出できる可能性

がある。また，操作が簡便であるため多検体を検

査することができ，結果として事例ごとの検出効

率は向上することが期待できる。
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4.3今後の検討課題

前述のとおり，パントラ法はこれまでのスタン

ダードであった PEG沈澱法と比べて優れた簡便

性を備えているため，食品からの NV検出法とし

て有望と考えられる。しかし，開発初期段階であ

るがゆえに改善すべき点も多くある。

4.3. 1検出精度の向上

同じ食品でも回収率がかなりバラつくため安定

した検出条件を検討すること。

4.3.2低濃度汚染への対応

開発当初の実験であるため数値評価の関係上，

反応チューブ当たり1.817x105~7.236X 1がコピー

/μl(食品 Ig当たり 9.085xI05~3.618x106コピーに

相当）といった，現実の食中毒では考えにくい程

の高濃度汚染検体を使用したため（表 2),汚染度

を下げた場合の評価が必要である。これまでに行

った検討では，汚染度が下がると回収率が悪くな

る傾向がある 7,12)。前項の問題も含めて考えると，

回収率には食品の洗漑液の組成，沈澱させた黄色

ブドウ球菌からの RNA抽出，さらには逆転写反

応やリアルタイム PCRの条件まで多くの要因が

関係しているため今後時間をかけて解決してゆく

必要がある。

4.3. 3他の血清型への適用拡大

開発に着手した時点では検討事項を簡略化する

ために，流行の主流である GII/4型を実験材料と

して用いたが，最終的には他の血清型へ適用拡大

する必要がある。現在のところ国立感染症研究所

で準備している NVに対する抗血清は， GIにつ

いては 1,2, 3, 4, 8, 11型の 6種で， GIIについては

1-8, 10, 12, 14, 15, 17型の 13種である。理論上は

これら 19種類の抗血清をあらかじめ混合してお

き，各々 100倍になるように食品乳剤に加えれば

目的は達成できると考えられる。ただし，添加す

る血清の量が増えるとパンソルビンのキャパシテ

ィを超える可能性もあるため，この点は改めてプ

ロトコルを見直す必要がある。カタログデータで

はパンソルビン 1μl当たり 2.46μ gの HumanIgG 

を結合する能力があるため，計算上は 300μlの添

加で738μgのHumanlgGを結合させることができ

る本法で用いている RabbitIgG については

Human IgGとほぼ同程度の親和性があるとされて

いるが，実際に確認する作業が必要である 3

4.3.4抗血清の安定供給

本法を用いるに当たって NVに対する抗血清が

不可欠であるが，現在は研究目的で若干量が国立

感染症研究所に保管されているに過ぎない。従っ

て，行政検査等で本格的に利用するためには，必

要なときに必要なだけの抗血清を入手できるよう

な体制を整備する必要がある。また，抗血清の代

わりにブロードバンドのモノクローナル抗体を利

用することで，安定供給が容易になる可能性も考

えられる。いずれの方法を取るにせよ，多くの研

究機関の共同作業が必要なため，密接に連携した

取り組みが必要になるであろう。
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