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食品検体の病原ウイルス検出を可能にした

汎用型パンソルビン・トラップ法の開発

斎藤博之 東方美保*1 岡智一郎*2 片山和彦*2 問中智之*， 野田 衛*4

これまでの研究において，ノロウイノレス GIl/4型とそれに対するウサギ抗血清を用いた汚染回収モ

デノレにより，固形 ・液状 ・練り物 ・油物など， どのような食品でもウイノレス検査ができる，パンソノレ

ピン ・トラップ法を開発することができた。次の段階として，本法を下痢症ウイノレス全般に対応させ

るため，添加する抗体について検討を加えた。その結果，外国製ガンマグロプリン製剤である

r GammagardJを用いる ζ とで，ノロウイノレスでは 13遺伝子型 (G1lI2，G1II3， GIJ/4， GLI/5， G1lI6， 

GI1I12， GlII13， GIJIl8， G1I3， GI/4， GI/8， G1I9， GII14)，サポウイノレスでは 4種類全ての型， 他に

A型肝炎とアデノウイノレス 41型において有効で、あることを確認した。これにより，ガンマグロプリン

製剤を常用試薬として準備しておけば， 一通りの下痢症ウイノレス検査が可能となるこ とがわかった。

一方で，患者の回復期血清を利用することで限定的な局面における流行事例に対応できることが示唆

された。このことは，流通食品が汚染された場合などに原因を突き止めて，必要に応じて回収命令を

出すなどの対応を可能にするものと考えられた。

1.はじめに

ウイノレス性食中毒の対策と して二枚貝の汚染

実態調査や，調理従事者への衛生教育等が進め

られてきている 1，2}。 しかしながら，原因として

疑われる食品からのワイノレス検出は，その作業

の困難さからこれまでほとんど検討されてこな

かったため，具体的な汚染ノレー トの解明に決め

手を欠いているのが実状である。原因物質とし

てはノロウイノレス (NoY)が大部分を占めてい

るが，他にもサポウイノレス (SaY)やアデノウ

イノレス 41型 (Ad41) に代表される腸管系アデ

ノウイノレスも含まれている。 さらに，2010年 3

月に我が国における A型肝炎 (HAY)感染者の

報告が急増するなど，食品中のウイノレスを検出

する方法の確立は急務となっている 3)。平成 19

"'"'21年度に実施された厚生労働科学研究費補助

金「食品中のウイルスの制御|に関する研究」に

おいて，固形，液状，練り物，油物などの一般

的な食品からNoYを検出する手法としてパンソ

ノレビン ・ト ラップ法(パン トラ法)を開発し，

この問題を解決するための糸口を見出すことが

できた ι13)。 これまでにパントラ法の基本プロ

トコノレはほぼ完成したが，食品検体の処理方法

を優先的に検討したため，ウイノレスの種類とし

ては流行の主流である NoY-Gll/4型にターゲッ

トを絞って開発を進めてきた。 しか しながら，

現実問題として NoYにも多くの型が存在し，さ

らにNoY以外の下痢症ワイルスへの対応が課題

として残っている。また，これまでの開発に用

いてきたワイノレス様中空粒子 (YLP)で作製し

たクサギ抗血清は，量的な問題があるため，全

国的な食中毒事例対応のためには，より汎用的

な抗体供給源を確保する必要があった 14-16}。本

研究では，こうした問題を解決するために次の

検討を行った。

①感染者(ヒト)の血清の利用。

②試薬と して市販されているヒトプール血清の

利用。

③医薬品として市販されているガンマグロプリ

ン製剤の利用。

④上記の抗体供給源を利用した広範な下痢症 ウ

イノレス検査への対応。
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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

るポテトサラダと焼きソパを用いた。また，検

出対象となるウイノレスとして， NoV-Oll/2， OIll3， 

0Il/4， 01ν5， 01U6， OIUI2， 01U13， 01U18， 

0113， 01/4， 01/8， 0[/9， 01/14， SaV・01，011， 

OIV， OV，及び Ad41については秋田県内の集

団感染事例とサーベイランス定点から得られた

糞便を用いた。NoVは Kojimaらのプライマー

17)02・SKF/02・SKR，及び GトSKF/OトSKRで、増幅

した PCR産物を系統樹解析 lめすることにより血

清型を確認した。同様に SaVの血清型は， Okada 

らのプライマー19l5V-F2/SV-R2， Ad41について

はSaitoh・1nagawaらのプライマー20)AdU-S/AdU-Aを用

いて得られた PCR産物の系統樹解析により確認

した。HAVについては， 市販の不活化ワクチン

fエイムゲンJ (化血研)を用いた。

2. 2誌薬類

2.2. 1抗 NoV血清

国立感染症研究所で VLPから作製したウサギ

免疫血情 21)(抗 01/3，4，8 01112，3，4，工 6)を単

味で用いた。

2. 2. 2ヒトプール血清

K吋inBio社よりロットが異なるもの 10種類

を購入した。

2. 2. 3ガンマグロプリン(化血研)

15%筋注用医薬品を A1 fresa Pharma社より購

入した。

2.2.4ガンマグロプリン(日本製薬)

15%筋注用医薬品を AlfresaPharma社より購

入した。

2.2.5 Bharglob 

インド Bhal前 Serumand Vaccine Limited宇土の

10%筋注用ガンマグロプリン製剤(血液ソース

は米国) 0 Advy Chemical社より購入した。

2.2.6 Gammagard 

米国 Baxter社の 5%静注用ガンマグロプリン

製剤。AlfresaPharma社より購入した。

2. 2. 7 HAV感染者血清

1957年に秋田県尾去沢で発生した HAV集団

感染事例 22)で採取 ・保管されていた血清。須藤

恒久 ・秋田大学名誉教授より分与いただいた。

2. 2. 8 小児プール血清

感染症流行予測調査で採取した， 10歳以下の

小児の血清 20人分を無作為にプーノレしたもの

を用いた。

2. 2. 9食品洗繰液

Tris-HCI (pH8.4) -0.5M NaCI -0.1 % Tween20 

2.2.10パンソルビン

黄色ブドウ球菌を熱処理してホルマリン固定

したものの懸樹液で，メノレク社から購入した。

2. 2. 11 フエノール系 RNA抽出キット

TRlzol-LS (invitrogen)を使用した。

2.2.12カラム方式の RNA抽出キット

QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen)を使用し

た。

2.2.13再懸濁液

2.2.12の抽出キット添付の AVL液を用いた。

2.2.14逆転写反応エンハンサー

RTmate (ニッポンジーン)を使用した。

2. 2. 15 DNase I (RT Gr ade) 及 び RNase

inhibitor 

ニッポンジーンの製品を使用した。

2.2.16アミラーゼ

前処理用: 枯草菌由来α-Amylase粉末(和

光純薬)を使用した。

後処理用 :α・AmylaseU1trapure (ニッポンジ

ーン)を使用した。

2.2.17食品処理袋

サニスペックテス トバッグ(アズワン)を使

用した。

2. 3パンソルビン・トラップ法の全体の手順

基本的な操作の流れを図 lに示した。なお，

ウイノレスと抗体の反応性を確認するための試験

(図 2A，表 1----5)では，超音波処理と α-Amyrase

前処理は省略した。
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1OOuL r 
. 1 糞便遠心上清↓ 汚染きせる l 

守一一 洗糠液 50mL (食品処理袋中で行う)

↓ 
超音波処理 15分 .抗体添加最

↓←α山 山 0.125g

ウサギ‘抗血清 5μし

ヒト血?古 500μL

3，000 rpm 30分

上清

抗体e

15% j(ン7r'ロ7。リン製剤 :50μL 

10% j(ンマr'fl7。リン製剤 :75μL 

5% j(ンマrロ7-リン製剤 : 150f..lL 

"ノ4ンソノレピン添加量l← パンソノレビン

370C15分静置

ウサギ抗血清の場合: 300μし

その他の場合 1.0mL

3，000 rpm 20分

+一一一一 再懸濁液

TRfzol・LS 750μL 
|守一一一一一 クロロホノレム 200μL

激しく震設 i

仁↓〉 12，000叩m15分

}水層

↓← エタノーノレ (水層の 0.8倍量)

QIAamp Viral RNA Mini Kitのカラムにアプライして RNA抽出

各ウイノレス特異的プライマーにより cDNAを合成し、リアノレタイム

PCR 

図 1 パンソルピン・ トラップ法の操作手順 (Ver.4)
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ヒトプール血清の添加量の検討図 2A

応系に対して，ヒトプーノレ血清を 5mL添加した

場合は，無添加の場合と同じになり全く効果が

認められなかった。最適添加盆は 0.5mLで， VLP

で作製したウサギ抗血清に準ずる回収効率が得

られた。以後， ヒト血清(プーノレ血清，または

感染者血清)を用いる場合には 0.5mLを添加す

ることとした。

図 2Bと図 2Cには，焼きソパとポテトサラダ

の汚染検体から，NoV-GIlI4型の回収を試みた結

果を示した。ヒトプーノレ血清 0.5mLを添加する

ことでウサギ抗血清に匹敵する増幅曲線が得ら

れた。

一方で，ヒトプーノレ血清のロット聞の差を検

証するために， 10種類の別ロッ トによる回収率

を比較したものが表 lである。表中で HSと表

記された検体は NoV-GIII4の感染歴がある個人

の糞便と血清を採取したもので，参考と して加

えた。回収率の使宜上の評価基準として 10%以

上(白 :積極的に使用する価値あり) ， 1"-9% 

(灰色 :使用できるが他の方法も考慮、に入れ

る) ， 0.9%以下(黒:50 mLの食品乳剤から，

0.5 mしをサンプリングしたのと同じため使用す

る意味が無し、)の三段階に分けて表記した。NoV

の流行の主流を占めている NoV-GII/4型の場合

にはロット聞の差はあまり認められないが，そ

れ以外の型，特に GI型になるとバラつきが大き

くなり，回収率の数値も低くなった。

2. 4ウイルスの検出

Ad41 については図 lの抽出液をそのまま用

い， Real-time PCR検出系 23)でコピー数を測定し

た。NoV，SaV，及び HAVについては，図 lで

得られた抽出液 (60μL)から 8.5μLを取り，

DNase 1及び α-AmylaseUltrapureを各 lμL，

RNase inhibitorを 0.25μL，5x逆転写 buffer (添

付)を 4ドL加えた後，蒸留水で反応i訟を 15.5μし

とし， 37
0
C 10分，65

0
C 5分のインキュベーシ

ョンを行った。その後，各ウイノレス特異的プラ

イマー (Real-timePCRと同ーのもの) ， dNTP， 

RTmate，及び逆転写酵素を追加して cDNAを合

成した(反応容量 20μL)。合成 した cDNA溶

液を 5μL取り，NoVについては Kageyamaら24)，

SaVについては Okaら25)，HAVについては，古

田ら 26)の Real-timePCRによりウイノレスを検出

した。使用した機器はロシュ製 rLightCycler 

350SJ ，及び rLightCycler 480 Jで反応容量は

20μしである。

3. 結果

3. 1ヒトプール血清を用いた NoVの検出

ヒトプーノレ血清は， 10"-20人程度の成人血清

を混合して研究用試薬として販売されている。

血液の由来は米国である。成人血清は，幼少期

からの感染経験を経てさまざまなウイノレスに対

する抗体を含んで、いるものと考えられるため，

パン トラ法の抗体供給源として最初に検討し

た。図 2A にはヒトプーノレ血清の添加盛による

ウイノレス回収効率の変化を示した。50mLの反
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た。 ヒトプーノレ血清も有効であったが，ガンマ

グロプリン製剤でも同様の回収効率が得られ

た。

3. 3食品中の SaVの検出

NoV以外の食中毒原因物質として報告例があ

る SaVについて焼きソパとポテ トサラダを用い

た汚染回収試験を行ったものが図 4Aと図 48で

ある。 ここでは SaV-GV型を用いたが，ヒトプ

ーノレ血清，小児プーノレ血清，ガンマグロプリン

製剤のいずれを用いても良好な増幅曲線が得ら

れた。

3. 4各ウイルスに対するガンマグロブリン製剤

の反応性

前項までの回収試験でガンマグロプリン製剤

3. 2食品中の HAVの検出

2010年 3月に HAV感染者の報告数が急増し

たことを受けて，パン トラ法によって食品から

の HAV検出が可能かどうかを検討した。汚染モ

デ〉レ食品として焼きソパ(図 3A)とポテトサラ

ダ(図 3C)を HAV不活化ワクチンで汚染させ

たものを用いた。添加抗体は前述のヒトプーノレ

血清(ロット番号 :H 15L03Z)に加えて. HAV 

の予防に使われているガンマグロプ リン製剤

(図 38).及び HAV感染者血清を用いた。ガ

ンマグロプリン製剤はヒトプール血清(図 2A)

と同様に事前に添加量の最適化を行った。焼き

ソパとポテトサラダのいずれでも HAV感染者

血清と HAV非感染者血清(前述の HS血清)の

増幅曲線の差異は明らかであり .HAVに対して

もパントラ法の理論が適用できることがわかっ

図 2C
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NoV，表 3には SaV，表 4には HAV，表 5には

Ad41の回収率をそれぞれ示した。全体を術i敵する

Gammagardを用いた場合の成績が全てのウイ

ノレスに対してバランスが取れているのがわかる。

の有効性が期待できる結果が得られたため，園

内製品(化血研と日本製薬)に加えて外国製品

(Bharglobと Gammagard)の反応性をさまざま

な下痢症ウイノレスについて検証した。表 2には

と

HAVオリシ.ナMワヲチン)
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図 3C各種抗体を用いた HAVの回収試験(ポテトサラダ)
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トJoV-GW4型ではどのロッ トでも十分な抗体が

含まれているものの， GI型のような大規模な流

行が起きていないものについてはロット差が大

きくなってしまうという実状がある。購入時に

ロットごとに事前評価 をした上で用いるなら

ば，こうした問題を回避できるかもしれないが，

有効性の低い製品を入手してしまうリスクは存

在する。また， 別の運用方法として， 何かの事

例の際に患者の回復期血清が得られたならば，

その中には原因ウイノレスに対する抗体が含まれ

ていることが期待できるため，限定的な局面で

の使用という点では考慮に値するものと考えら

れる。

4.2抗体供給源としてのガンマグロプリン製剤

2010年 3月に HAV感染者の報告数が急増し

たことから，パントラ法による HAV回収につい

て検討したものが図 3Aと図 3Cで、ある。現時点

で HAV特異的なウサギ抗血清は利用できない

ため， HAV感染歴のあるヒトの血清と無いヒト

の血清を比較することで、パントラ法の有効性を

確認した。 ここで，添加抗体の候補のーっとし

てガンマグロプリン製剤を加えた理由は，図 38

に示 したとおり， HAVの予防目的の医薬品とし

て使用されており，抗体の供給源となりうる可

能性があったからである。結果として，感染者

血清やヒト プーノレ血清と間程度の回収効率が得

られ，有効性が裏付けられた。特筆すべきは，

ヒトプール印情が 10.......20人の血清を混合した

ものであるのに対し，ガンマグロプ リン製剤は

l 万人単位の血嫌をプ~Jレ した上で製造されて

いるということである。従って，ロット聞のパ

ラっきはほとんど無くなることが期待できる。

ガンマグロプ リン製剤は，ヒト血清中の 'gG

を抽出したものであるため， HAV以外の下痢症

ウイノレスにも幅広く用いることができる可能性

があった。そこで， SaVの汚染回収試験(図 4A，

図 48)を行ったところ，良好な増幅曲線が得ら

れ抗体供給源として有用であることがわかった。

4. 3外国製ガンマグロブリン製剤の利用

圏内製のガンマグロプリン製剤は，文字 どお

り全て圏内の献血によって得られた血液から製

造されている。従って，流行レベノレが抑制され，

衛生状態が向上するほど抗体含有量が少なくな

るという矛盾点を内包している。そこで，外国

製のガンマグロプリン製剤を利用することで，

こうした問題を回避できる可能性が考えられ

た。その理由として，諸外国では原料となる血

嫌が有償で採取されているという事実がある。

このような有償採取の制度のもとで製造された

ガンマグロプリン製剤には，多くのウイノレスに

対する抗体が含まれていることがすでに明らか

となっており 27)，表 2.......5に示した回収試験の成

績にもその傾向が現れている。 これらの成績を

術n敢すると Baxter社のGammagardがどのウイノレ

スに対しても効果が認められ，パントラ法のた

めの常用試薬として有用である ζ とがわかる。

4. 4パントラ法の運用と今後の展開

図 5に示すとおり ，Gammagardを常備してお

くことで，どのような下痢症ウイルスによる事

例であって も一通りの対応ができるものと考え

られる。VLPで作製したウサギ抗血清は理論上

の裏付けがあるため，精度管理などの特定の目

的に絞って用いるよう にすれば，量的な問題も

回避できる。また，表 2によると NoVの GI型

に対する回収率は相対的に弱い部分があるた

め，ブロードバンドモノクロ一ナノレ抗体により

補完 してゆく方法が考えられる。一方で、，患者

の回復期血清を用いるという方法も限定的な局

面でならば効果を発揮する可能性がある。特に

流通食品が汚染されて複数の都道府県にまたが

って患者が発生しているような大規模事例で

は，最初に感染して回復した人から血液提供の

協力を得て原因食品を突き止めるという戦略を

とることも可能である。現行の制度下では流通

食品の回収命令を出すには，疫学調査に加えて，

食品からウイノレスを検出することが求められる

ためこうした方法が有効であるものと考えられる。

今回の研究で新たに浮上してきた問題として

は，パンソノレピンが品薄になって入手困難な時

期があったということである。現在ではメノレク

祉の本国在庫(ドイツ)は回復しているが，今

後も在庫切れや製造中止などのリスクが残るた

め，黄色ブドウ球菌を各試験研究機関で培養し

てパンソノレピンの相当品を自家調製できるよう

にすることを計画している。また，ガンマグロ

プリン製剤の有効性は証明されたものの，パン

ソルピンの添加査が多いためコス ト増となる問
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題もあり，相当品の自家調製プロトコノレを早急

に検討する必要がある。また，実際の事例に適

|ウサギ抗血清(VLP由来)I 

精度管理

常備

用する場合に備えて食品衛生検査指針等の公式

のマニュアノレへの収載が計画されている。

|ガンマグロフリン製司| 食品検体搬入| | 252L 

補完 ー - ↓ 
|モノクローナル抗体|ー+I ~~~抽出・ PCR・シークェンス

図 5パンソル ビン ・トラップ法の運用モデル
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表 1 NoV回収試験におけるヒトプール血清の製造ロットの比較(回収車・%)

ワサギ抗体血清は各遺恒子型の単味血清を使用.ヒトプール血清は製造ロット 10種類を使用。 HSは

NoV-GTII4の感染歴がある個人の糞便検体と血清。

表2 ガンマグロブリン製剤を用いた NoV回収試験(回収率・%)

ウサギ抗体血清は各遺伝子型の単味血滑を使用。

表 3 ガンマグロブリン製剤を用いた SaV回収誌験(回収率・%)

濡加抗体 GJ 

小児プーJ~血清 10.4 
ヒトプーJ~血清 14.0 

Gゲ日プリン(化血研) 8:8 
Gゲ日プリン(日本製薬) . .・3・:7.: 

Bharglob 4~9 

Gammagard 8:0 

表4 ガンマグロブリン製剤を用いた
HAV回収試験(回収率・%)

添加抗体 HAV 

感染者血清 ー:・0・:3J，・，

tトプー/J，血清 15.2 

Gゲロプリン(化血研) :::$-4 ..-:.:-:-0>:.1: 
-ー・ .ド

Gゲロプリン(日本製薬) ::;$J) .・ ・:.:-O>R:-. -~_. 

8harglob 13.5 

Gammag;ard 13.7 

SaV 

GII 

28.0 

26.3 

25.0 

24.9 

27.9 

30.3 

GJV GV 

10.5 17.8 

14.1 27.1 

~tQ:: 20.3 

20.2 23.7 

9:.6:: 27.1 

16.9 35.3 

表 5 ガンマグロフリン製剤を用いた
Ad41回収試蹟(回収車・9ft)

添加抗体 Ad41 

小児プール血清 63.6 

tトプーJJ，血清 17.1 

Gゲロプリン(化血研) • . . ・::::::::RU::~.O 
Gゲロプリン(日本製薬) .・.・・..・.・.・・:.o>n:・$.9 

8harglob 5..6 
Gammagard 3BA 


