
15

広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 22，p15−20，2014

緒　　　言

　下痢症を引き起こすウイルスは種々知られているが
［１- ４］，その中でもノロウイルスを原因とする割合
が高く，新しい亜型の出現等により３～４年周期で大
流行を繰り返している［５- ８］．特に 2012/13 シーズ
ンは新たな亜型 GII/４-Sydney 2012 の出現により，全
国的にノロウイルスが大流行したシーズンであったが

［９-13］，この亜型 Sydney 2012 が今後どのように推移
していくかは不明である．そこで，大流行の翌シーズ
ン（2013/14 シーズン）に検出されたノロウイルスの
遺伝子型を明らかにするとともに，GII/４の亜型であ
る Sydney 2012 及び，それ以前の亜型である Den Haag 
2006b，NewOrleans 2009 がどのように推移したかを調
べた．

材料および方法

1 　供試サンプル
　2013 年 11 月から 2014 年６月までに広島県内で発生
したノロウイルスを原因とする集団事例 19 例，及び小
児の散発事例 39 例の糞便検体を用いた．

2 �　RT-PCR 法によるノロウイルスのカプシド上流域の
遺伝子検出

　10 ％ 糞 便 乳 剤 か ら QIAamp Viral RNA mini Kit
（QIAGEN）により RNA 抽出を行った．
　逆転写反応は５ × buffer ４µl，10mM dNTPs ４µl， 
50mM Random primer pd （N）９（ タ カ ラ バ イ オ ）
1µl，RNase inhibitor （40U/µl）（TOYOBO）0.5µl，
ReverTra Ace （100U/µl）（TOYOBO）１µl を含む反
応 液 に 抽 出 RNA 9.5µl を 加 え，30 ℃・10 分，42 ℃・
60 分，99℃・５分の条件で行った．PCR 反応は，10
× buffer ５µl，10mM dNTPs ４µl，10µM の セ ン ス
およびアンチセンスプライマー 各１µl，Ex Taq （５
U/µl）（タカラバイオ）0.25µl と cDNA ３µl を加えた
50µl の反応液で，94℃・３分の熱変性の後，94℃・45
秒，55℃・45 秒，72℃・１分を 40 サイクル行い，最
後に 72℃・15 分の最終伸長を行った．NoV 検出プラ
イマーには GI 用に G1SKF，G1SKR， GII 用に G2SKF，
G2SKR と G2ALSKR を用いた［14，15］．また，遺伝
子型別で GII/４と判別された株については VP １遺伝
子の P ２ドメイン領域を増幅するプライマーとして，
GII.4cap_5898-5918 と GII.4cap_6415-6394 を用いた［16］．

3 　カプシド上流領域のシークエンスと遺伝子解析
　RT-PCR 法での増幅産物を２％アガロースゲルで電気
泳 動 後 に，QIAquick　Gel Extraction Kit（QIAGEN）
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伝子型が GII/4 と判明した株については，カプシド VP
１遺伝子の S ドメイン上の６，９，15，45 番目，及び P
２ドメイン上のエピトープと思われる部位［19-23］で
あ る 294，296-298，333，340，342-347，355-356，365，
368，372，374，390-395，407，412-414 番目のアミノ酸
を決定し，2012/13 シーズン検出株，及び 2013/14 シー
ズン検出株間で比較を行った．

を用いて精製した．その後，BigDye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit （Life technologies）及び Applied 
Biosystem 3500 Genetic Analyzer（Life technologies）
を用いたダイレクトシークエンスにより塩基配列を決
定した．遺伝子型別には GI，GII それぞれ翻訳開始点
から 264bp の塩基配列を用い，MEGA5（http:// www. 
megasoftware. net/ index. php）で系統樹解析を行った．
遺伝子型の分類は Kageyama ら［17］および病原微生
物検出情報に示された分類［18］に従った．また，遺

図 1　2013/14 年シーズンに検出されたノロウイルスの系統樹解析（NJ 法）
ゴシック体：2013/14 シーズン検出株，斜体：レファレンス株
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トープと思われる部位のアミノ酸配列を比較した（図
３）．393 番目のアミノ酸がセリン（S）からグリシン

（G）に変異した株が２株見つかったが，その２株以外
は 2012/13 シーズンに検出された株と同じアミノ酸構成
であった．

考　　　察

　2012/13 シーズンは新しい亜型 GII/４-Sydney 2012
の出現によりノロウイルスが大流行し，検出された遺
伝子型や GII/4 亜型の構成に大きな変化のあったシー
ズンであった．2013/14 シーズンは，この流行した亜型
GII/4-Sydney 2012 が今後の主流になり，これまでの亜
型は淘汰されていくのか，また，GII/4 以外の遺伝子型
の動向に変化があるかなど，今後のノロウイルスの流行
を探るうえで重要なシーズンであると言える．そこで
我々は，2013/14 シーズンに検出されたノロウイルスに
ついて遺伝子型別を行い，検出状況を明らかにした．
　2013/14 シーズンに当県で検出されたノロウイルスの
遺伝子型は，GI が GI/11，GI/14，GII が GII/2，GII/3，
GII/4，GII/6，GII/12，GII/13 で， 特 に GII/4，GII/6，
GII/3 が多く検出されたシーズンとなった．GII/3 につ
いては散発事例のみであったが，GII/4，GII/6 は集団
事例，散発事例ともに多く検出された．特に当県では
春先に立て続けて集団事例が多発したが，そのほとん
どが GII/6 によるものであった．ここ数シーズン当県で

結　　　果

　2013/14 シーズンに検出されたノロウイルスのカプシド
上流域の塩基配列を解読し，系統樹解析による遺伝子型別
を行った（図１）．2013/14 シーズンに当県で検出されたノ
ロウイルスの遺伝子型は，GI が２種（GI/11，GI/14），GII
が６種（GII/2，GII/3，GII/4，GII/6，GII/12，GII/13）であった．
　散発事例では 39 例のうち，GII/4 によるものが約半
数の 20 例を占め，以下 GII/6 が 11 例，GII/3 が６例の
順で多かった（図２）．一方，集団事例では 19 例のう
ち GII/6 によるものが 10 例，次いで GII/4 によるもの
が５例あった．また，２つの型が同時に検出された事例
が２例あり，これらはそれぞれ GI/11 と GII/6，GII/2
と GII/4 によるものであった（図２）．また，集団事例
における月別の検出遺伝子型を調べたところ，特に３月
から６月にかけて GII/6 による集団事例が多発していた

（表）．
　2013/14 シーズンに検出された GII/4 の亜型は，系
統樹解析の結果，2012/13 シーズンに出現し大流行し
た Sydney 2012 のみで，それ以前に流行した Den Haag 
2006b，NewOrleans 2009 様の亜型は認められなかった

（図１）．
　Sydney 2012 について，2013/14 シーズンに検出した
21 株と 2012/13 シーズン検出株のカプシド VP １遺伝
子の S ドメインの特定部位，及び P ２ドメインのエピ

図 2　2013/14 年シーズンの検出遺伝子型別の発生事例数

集団事例散発事例

表　月別の遺伝子型別検出事例数（2013/14 シーズン集団事例）
遺伝子型 11 月 12 月 １月 ２月 ３月 ４月 ５月 ６月
 GI/11 1
GII/ 2 1
GII/ 4 2 2 1 1
GII/ 6 1 1 2 2 3 2
GII/12 1
GII/13 1
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は GII/6 の検出がないなかでの流行であったが，この
GII/6 の検出事例増加は病原微生物検出情報の集計にも
表れており［24］，当県だけの状況ではないと思われる．
また，系統樹解析において検出された GII/6 は，２つの
クレードに分かれることから（図１），由来の異なる株
が同時に流行していた可能性がある．このことについて
は，より広い領域のウイルスゲノム塩基配列を解読する
ことで，この２つのクレードの詳細な違いを明らかにで
きると思われ，今後の解析が必要である．
　一方，GII/4 については，検出された亜型がすべて
Sydney 2012 となっており，以前に主流であった Den 
Haag 2006b，NewOrleans 2009 様の亜型は当県では全
く検出されなかった．このことから，GII/4 の主流が
2012/13 シーズンから完全に Sydney 2012 へ移行してい
ることが示唆された．全国的にも同様な傾向が示されて
おり［16，25-28］，今後は本亜型が GII/4 の流行の中心
になると思われる．また，GII/4-Sydney 2012 について
カプシドを構成する VP １遺伝子の S ドメインの特定部
位及び，P ２ドメインのエピトープと思われる部位のア
ミノ酸配列を調べ，2012/13 シーズンの検出株と比較し
たところ，一部の部位でアミノ酸に変異は認められたも
のの，ほとんどの株が同じであり，2013/14 シーズンも
引き続き前シーズンからの株が流行しているものと考え
られた．流行していた株が前シーズンと同様な株であっ
たことから，2013/14 シーズンにおける GII/4 の検出数
は前シーズンほど多くなく，病原微生物検出情報での報
告数も半数以下になったものと思われる［18］．
　以上のことから，大流行の翌シーズンの GII/4 の状況
として，主要な亜型が Sydney 2012 へ移行したことが
鮮明となった．また，当県ではこれまで流行したことの
ない GII/6 の検出数が伸びており，春先に集団事例が連
続しておこったことから，引き続きこの遺伝子型の動向
について注視しておく必要があると考えている．
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