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論文内容の要旨

〔白的〕

ノロウイルス (Norov吋lrus仁: NV) (以前は No町rwalk也ke virus あるいは小型球形ウイルスと呼ばれていた)は、非

細菌性日幅匝吐下痢症の主要な原因因子として知られている。特に冬季に頻発するウイルス性食中毒の大多数は NV によ

るものと考えられている。従来の NV 検出法は、電子顕微鏡 (EM) にてウイルス粒子を直接確認する EM 法が主流

で、あった。しかし、 EM 法は操作が煩雑で大量の検体を迅速に処理するには不向きであった。一方、 RT-PCR による

NV 核酸検出法はいくつか報告されているが、用いるプライマーによって特異性や検出感度が異なり、検出精度や信

頼性に問題があった。そこで本研究では、迅速、簡便かっ高感度な NV 検出系の開発を目的として、まず、 NV ゲノ

ム全長にわたる核酸の多様性について解析し、高度に核酸配列が保存されている領域の探索を行った。次に、その領

域をターゲットとしたリアルタイム RT-PCR 法による NV検出系を構築し、検出精度や信頼性について従来法と比較

検討した。

〔方法ならびに成績〕

EM 法にて NV粒子の確認された糞便検体から、新たに Genogroup 1 (G 1) 1 株、 Genogroup 11 (G 11 )、 8

株の合計 9株の NV ゲノム全長配列を決定し、 Genbank に登録されている NV 全長塩基配列とで NV ゲノム核酸配

列の多様性について解析した。その結果、塩基配列が高度に保存されている領域は翻訳領域 112 のジヤンクション領

域付近(翻訳領域 1 の RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ (RdRp) コーディング領域の 3'末端側から翻訳領域 2 のキ

ヤプシド N-terminal/ shell (N 18) ドメインまで)に存在する事が明らかとなった。この領域内に GI および GII 毎に特

異的なプライマーおよび蛍光プロープ (TaqMan プローブ)を設計し、 107・ 101 コピー/反応チューブ (10 倍希釈系

列)のコントロール(標的領域をクローニングしたプラスミドおよび合成全長 RNA) を用いてリアルタイム RT-PCR

法にて検討を行った結果、 10 コピー/反応チューブまで NV を検出可能であり、なおかつ定量4性も有していた。次に、

1997年 1 月から 2000年 12 月に埼玉県内で発生した非細菌性幅吐下痢症集団発生 37 事例より得られた糞便検体を試

料に用い、本法にて検討を行った。まず、 EM 法で NV 陽性となった 81 検体に対し従来法と本法の検出率の比較を

行った。その結果、 RdRp を標的にした従来の RT-PCR 法で 77% (62/81) 、キャプシド領域を標的にした RT-PCR

法で 83% (67/81) の検出率で、あったのに対し、本法は 99% (80/81) の検出率で、あった。次に、 EM 法で NV 陰性
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だ、った 28 検体に対して本法を試みたところ、 20 検体が NV 陽性となった。また、本法の NV に対する特異性を調べ

るため、他の腸炎感染症(ロタウイルス、アデノウイルネ、エンテロウイルス、ポリオウイルス、腸炎ピブリオ、腸

炎ピブリオ感染、キヤンヒ。ロパクター、黄色ブドウ球菌)および健常者の糞便について本法を施行したが、全て陰性

であった。さらに、本法で陽性となった糞便検体を用いて、標的領域近辺の NV ゲノム核酸のシークエンスを行った
ところ、プライマーおよび蛍光プローブ領域の核酸配列は非常に良く保存されていた。

〔総括)

NV ゲノム全長にわたる遺伝子解析の結果、 NV の保存性の高い領域は翻訳領域 1 と翻訳領域 2 のジヤンクション

にあり、この領域をターゲツトにした本法は、従来の方法 (EM 法および RT-PCR 法)にくらべ、高感度で検出精度

が高く、非特異反応の無い NV検出法であった。また、 NV のゲノム塩基配列は不均一性が強い事が知られているが、

本法で用いたプライマーおよびプローブ領域の核酸配列は保存性が高く、様々な株を検出できる信頼性の高い検出法

であると考えられた。さらに、本法はコンタミネーシヨンによる擬陽性を減らすため、 DNase 1 やウラシル N-グリ

コシラーゼによるキャリーオーバーDNA の分解処理を反応工程に入れているため、 NV感染の原因食材と考えられて

いるカキなどの食品検査、河川水や海水などの環境水検査などへの応用にも役立つ、簡便、高感度かつ特異的な NV

検出系であると考えられた。 NV を迅速に検出することが可能になることで、今後、ウイルス性食中毒の疫学調査や
予防衛生に本法が貢献できるものと思われた。

論文審査の結果の要旨

ノロウイルス (Norovirus : NV と略、以前は小型球形ウイルスあるいは Norwalk-like virus と呼んでいた)は、

冬季に頻発する非細菌性胃腸炎の主要な原因因子である。従来、その同定は電子顕微鏡観察により行われてきた。し

かし、操作が煩雑で大量の検体を迅速に処理するには不向きで、あった。また、 RT-PCR による NV核酸検出法は、用

いるプライマーによって特異性や検出感度が異なり、検出精度や信頼性に問題があった。本研究では、従来法よりも
迅速、簡便かつ高感度な NV検出法を開発する事を目的とした。

NV ゲノム全長に均たる核酸の多様性について、様々な NV 陽性検体を用いて解析した結果、 NV の高度核酸配列

保存領域が翻訳領域 1 と翻訳領域 2 のジヤンクション近傍に存在する事を見いだした。その領域をターゲツトとした、

リアルタイム RT-PCR 法は、 10 コピーより検出可能であり、核酸配列の多様'性に対しても高い検出精度を有してい

た。本研究により大量の検体を迅速に処理して、高感度かつ簡便に NV を同定する事が可能になった。

本研究は、非細菌性胃腸炎の原因調査や食中毒の疫学調査あるいは食中毒予防衛生に重要な貢献をするものとして
高く評価でき、学位の授与に値すると考える。
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