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25 27

*1

NoV-GI.4 NoV-GI.6
NoV-GII.2 NoV-GII.4 NoV-GII.6

PCR
dUTP UNG (Uracil-N-Glycosylase)

DNA 2nd. PCR real-time PCR Ct

1,2)

NoV
SaV

41 AdV41

A
HAV

3) 19 21

H19- - -016
NoV

4-13)

22~24

H22- - -013

14-19) 25 10
22 1022 1 20)

PCR

NoV

*1
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NoV-GI.4 
(AB685383) NoV-GI.6 (AB448733) NoV-GII.2 
(AB685706) NoV-GII.4 (AB293424) NoV-GII.6 
(AB685708)

DNA (GQ891876)

Tris-HCl pH8.4 – 0.5M NaCl – 0.1% Tween20

Baxter 5
Gammagard Alfresa Pharma

HDM Labs Inc.

5%

TRIzol-LS invitrogen

QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagen

2.2.5 AVL

-Amylase

AptaTaq Fast PCR Master TaKaRa 
Ex-Taq Hot Start Version 

ReverTra Ace

anti-Taq high 

Antarctic Thermolabile UDG (New England 
BioLabs)

COG1R22)

COG2R22)

(9mer, )

NoV-GI COG1F22) / G1SKR21)

NoV-GII COG2F22) / G2SKR21)

5 4

PC-320

LightCycler 320S

LightCycler FastStart DNA Master 
PLUS Hybridization Probes

Kageyama22)

22 1

COG1R COG2R
real-time PCR

RNA
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3
1
2

3

5 NoV
real-time PCR nested PCR

4 6
DNA

415 bp

10g

50mL

3,000 rpm 30

5% 150 L
1.0mL

37 15

3,000 rpm 20

250 L
TRIzol-LS  750 L

200 L

12,000 rpm 15

0.8

QIAamp Viral RNA Mini Kit RNA
cDNA real-time PCR

15

-Amylase 1mL 
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Ex-Taq dNTP
dUTP AptaTaq Fast PCR 

Master DNA
T U

Broc-F2 / Broc-R2 / Broc-P
real-time PCR

104~101 /5 L

real-time PCR

PCR

1st. PCR Broc-F1 / 
Broc-R1 5 L AptaTaq Fast PCR 
Master anti-Taq high

20 L
PCR UNG

2
PCR U

PCR

U UNG

PCR
95 2 1
95 30 60 55 )30 72 30 5

95 30 55 30 72 30 40
72 7 1

1st. PCR
10

Broc-Fn / Broc-Rn 2nd. PCR
2nd. PCR UNG 1st. 
PCR 1st. PCR

real-time PCR

50 mL NoV-GII.4

1 5%
150 L

NoV
2A 2E 2

5

3A 3B 3

4 24)

T U PCR UNG

7
2nd.PCR real-time PCR

UNG U
8 UNG

10
8

Gammagard 150 L 4.750×103 46.8
5 HDM 75 L 4.819×103 47.4
5 HDM 150 L 5.282×103 52.0
5 HDM 300 L 3.537×103 34.8

1.909×102 1.9
NoV GII.4 1.016×104

Gammmagard: Baxter
HDM: HDM Labs , Advy Japan
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図2A回収率における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較

(NoV GI I. 4の増幅曲線）
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図2B回収率における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較

(NoV GI. 4の増幅曲線）
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NoV
GI.4 GI.6 GII.2 GII.4 GII.6

Gammagard 150 μL 37.6 6.1 38.2 46.8 13.3
5 HDM Gamma Globulin 150 μL 35.7 12.1 38.6 52.0 15.5

DW

HDM

Gammagard
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図2D回収率における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較

(NoV GI I. 2の増幅曲線）
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図2E回収率における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較

(NoV GI I. 6の増幅曲線）

表2 回収率における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較 （総括）

添加抗体
の遺伝子型と回収率（％）

％ 
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Gammagard 150 μL 34.7 32.4
5 HDM Gamma Globulin 150 μL 40.6 33.5
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図3Aポテトサラダにおける添加回収試験

(NoV GI I. 4の増幅曲線）

-
N
」
-
L
I
L
-
0
3
u
o
0
"
e』
o
n
1
:1

00-

60•9 

亀＄—

嶋〇・

,,.. 
90• 

2$• 

90-

19-

,o-

00• 

oo-

.O&• 
d 

投入最：

（機器表示値）

コピー

焼きそば

冒置

......... 
．．＿．．．．． ......... 

／ダ

糞便オリジナル ．9：

_./:・---・・・' 

./~/// 

'
?
 

9
囀

•e •• 
•
『ー

•O 

＇ 
,. ," 

,
8
 ,“
 ,

2
 

,
R
 

抗体無し

,
g
 
,n 

•R •8 

,”
 
.”
 

Cycle Number 

図3B焼きそばにおける添加回収試験

(NoV GI I. 4の増幅曲線）

表 3 添加回収試験における工業用ガンマグロブリンと医療用ガンマグロブリンの比較

添加抗体
食品の種類と回収率（％）

ポプトサフダ 焼きそば

％ 
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5’ 3’ bp
Broc-F1 TCGCGAGAAGTCCATTGAAC 402Broc-R1 TTTCGCTACGTTCTTCATCGA
Broc-Fn AGAGGAAGGAGAAGTCGTAAC 332Broc-Rn GTTGCCGAGAGTCGTTTTAGA
Broc-F2 GCTGATTTCGTGCCTACCGATTCC

107Broc-R2 CTTTTCGTGCCGGGGTTTGGTGATA
Broc-P FAM- ACCGGCCCAGTTTCGGTTGGATC –TAMRA

402bp

332bp

rDNA 415 bp

Broc-F1 Broc-R1

Broc-Fn Broc-Rn

Broc-F2 Broc-R2Broc-P 107bp

図4 試薬用に包装されたガンマグロブリン（左： 工業用粉末、右： 試薬バイアル）

ブロッコリーの 増幅断片 （ 

→ ← 

→ ← 
→ -------—• 

図5 検討に用いたブロッコリー遺伝子とプライマー・プローブの配置

表4 検討に用いたブロッコリー遺伝子のプライマー・プローブ配列

名称 配列（ → ） 増幅サイズ（ ） 
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1st.PCR 2nd.PCR

通常のdNTP使用のPCR産物
(EX-Taqで作製）

l | l l l | | l l l 
T ◊T 

dUTPを含むPCR産物
(AptaTaqで作製）

l l | l | l l l | | 

とU

植物異物同定用

プライマーセット

定

量
ヨー✓-

｛シ
段階希釈

｛ ｛ 
UNGを添加したAptaTaqで1st.PCR

- Broc-F1/Broc-R1 ] 

｛｝ 

＜ 
段階希釈

｛ 

l Broc-F21Broc-R21Broc-Pl 

AptaTaqで2nd.PCR，及びreal-timePCR (UNGは加えない）

図6 ブロッコリー遺伝子を用いた UNG処理の評価試験方法

通常のdNTP使用

104→ 10 

UNG無し

UNG有り

104→10 

dUTP含有

104→ 10 

10言

通常のdNTP使用 dUTP含有

104→ 10 

104→ 10 104→ 10 

増幅されない 増幅されない

図7 ブロッコリー遺伝子を用いた UNG処理の評価試験結果（電気泳動）

段階希釈したブロッコリー遺伝子断片に対して （左） → （右）を行った。
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図8 ブロッコリー遺伝子を用いた UNG処理の評価試験結果 (nestedreal-time PCR) 

段階希釈したブロッコリー遺伝子断片に対して を行い，その増幅産物をさらに

で再増幅した。ポジコンは参考値として加えた。

4.考察
4. 1 試薬としてのガンマグロブリンの必要性

パントラ法の基本原理は，黄色ブドウ球菌の表

面に，捕捉抗体を介してウイルス粒子を吸着させ

て回収・検出することである。開発段階において

はウイルス捕捉抗体の供給源として医療用ガンマ

グロブリン製剤を用いてきた。医薬品を試薬とし

て用いること（オフラベルユース）については，

組織培養における抗生物質のように従前より各方

面で頻繁に行われており，何ら問題はない。ただ

し，地方衛生研究所等で少量を使用する段階を超

えて，民間機関も含めてより大規模に普及した場

合を想定すると，次の 点について対策を講じて

おく必要があった。

①医療用ガンマグロブリン製剤は，薬機法に定め

られている「特定生物由来製品」に該当するため，

製造番号などの使用記録を 年間保管する義務

が生じる。

②計画生産品であることから流通贔に上限があり，

医療目的が優先されるために試験検査目的の場合

は安定供給されない可能性がある。

③医薬品であることから，医師のいない環境系試

験検査機関では購入が困難な場合がある。

④将来，試薬メーカーがパントラ法のキット化を

企画しても，医薬品を組み入れることは難しい。

本研究では，これらの課題を根本的に解決し，

食品のウイルス検査の円滑な普及に繋げるために，

医薬品ではない，工業用ガンマグロブリンを用い

ることを検討した。表 に示したとおり，パント

ラ法における工業用ガンマグロブリンの添加量は

で最適化された。医療用ガンマグロブリン

製剤の添加量も であることから，プロトコ

ルを改変することなしに，ガンマグロブリンの部

分を置き換えるだけで済むことになる。次に食品

洗漑液からのウイルスの回収率を，工業用と医療

用のガンマグロブリンをそれぞれ用いた場合につ

いて比較した（図 ～ ，表）。ここでは，食

品を用いていないため，純粋に抗原抗体反応の比

較となる。その結果，工業用ガンマグロブリンは

医療用と比べて同等以上の効果を有することが明

らかとなった。さらに，実際の食品を用いて回収

率を比較した場合でも，工業用ガンマグロブリン

の有用性は証明された（図 ～ ，表）。これ

まで我が国では，ガンマグロブリンは医療用のも

のしか販売されていなかったが，本研究の実績を

踏まえて，工業用のものを改めて試薬として包装
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4

NoV PCR
DNA

PCR

25
DNA

UNG (Uracil-N-Glycosylase)

RNA
cDNA

PCR
5

106 / L

PCR

1012 1015 / L
DNA

RNA

cDNA
1st.PCR
2nd.PCR

PCR

7
T U DNA

UNG
UNG

1st.PCR
T

DNA UNG

2nd. PCR
1st. 

PCR T U
UNG

2nd. 
PCR real-time PCR 8

8 1st. PCR UNG

T DNA
1st. PCR real-time PCR

9 10
NoV

11
35 /g 10 /g

20

12 PCR
dUTP

T U
Mg

AptaTaq Fast PCR Master 
U PCR
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COG2F / G2SKR 1st. PCR COG2F / COG2R / RING2-TP
real-time PCR

COG1F / G1SKR 1st. PCR COG1F / COG1R / RING1-TP
real-time PCR

26)

RNA
dNTP T 1st. PCR

UNG

PCR U

cDNA
2nd. PCR UNG

6×102 2×104 /g
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図9 Nested real-time PCRによるカキ中腸腺からの NoVGI Iの検出

で を行い，その増幅産物を を用いた

で再増幅した。
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図 10 Nested real-time PCRによるカキ中腸腺からの NoVGIの検出

で を行い，その増幅産物を を用いた

で再増幅した。

ある 。一方，食品検体からパントラ法で抽出さ

れたウイルス を逆転写する際には通常の

を用いるので，その塩基は である。

の反応液に を添加しておくと，仮に以前に

行った の産物が混入しても，その塩基には

が含まれていることから分解除去され，本来のウ

イルス由来の

ことになる。

だけが鋳型となって反応する

では 処理が行えない
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Cycle Numbe『

パントラ法と Nestedreal-time PCRによる焼きそばからの NoVGilの検出

（秋田県健康環境センター年報）．図 より再掲）

様々な濃度で汚染させた焼きそばからパントラ法でウイルス

の後， で を行い，その増幅産物を

を用いた real-timePCRで再増幅した。

図11

を抽出し， 合成

?---
レ

, —~~，9事：：：

出知DNA

れまでと共

日常のPCRは全てdUTPを用いる

1st.PCR反応液にUNGを添加 4こ｝ァ
→ 11 1 1 
C)(GA G C 

G A CXCG  
-.L....L.,_ 

2nd. real-time PCRでは
UNGを使えないが… 4こレ

Ct値で判断可能

本当に陽性ならば ，早いサイクル(1ケタ～20以下）で立
ち上がる

20サイクル以上は2nd.PCRの段階でのコンタミの可能性
を考慮して再試験

＇ 

図 12 dUTP / UNGを用いた偽陽性対策

が， の 値に着目し， サイクル

以上で増幅カーブが立ち上がるようならば，

タミの可能性を考慮して再試験をするなど慎重に

対応することで偽陽性は防止できるものと考えら

コン

れる。ただし， 値による判別をどのように運用

するかについては，機器や試薬によって差異を生

じるため，各試験機関であらかじめ増幅パターン

を把握しておく必要がある。なお，本研究で検討
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NoV

PCR

dUTP UNG
Ct

1
:

1 19 11 18
2007 16-17.

2 :
2007 35-36.

3
:

2007 1-2.
4

19 2008
103-111.

5
2

19
2008 125-133.

6

4 2008 75-81.
7

1 7
2008 69-72.

8
1

20 2009 27-38.
9

2

20 2009 181-190.
10

5 2009 54-62.
11

1

21 2010 45-60.
12

2

21 2010
187-197.
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239-248.

20 :
1022 

1 25 10 22 .
21 Kojima S., et. al.: Genogroup-specific PCR 

primers for detection of Norwalk-like viruses. J. 
Virol. Method, 100, 2002, 107-114.

22 Kageyama T., et. al.: Broady reactive and highly 
sensitive assay for Norwalk-lile viruses based on 
real-time quantitative reverse transcription-PCR. J. 
Clin. Microbiol., 41, 2003, 1548-1577.

23 :

32 No.12 2011 13-14.
24 :

2015
2015 607-617.

25

9 2013 61-72.
26
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