
はじめに

ノロウイルス（NV）は冬季に発生する食中毒の原因の

大部分を占めるウイルスであり，その約半数はカキが原

因食品となっている［１］．NVは培養に成功していない

ウイルスであることから，その検出には主にRT-PCR法

が用いられているが，食中毒などの集団感染事例発生時

には，定性検査のみならずカキなどの原因食品の定量検

査が必要である．近年，リアルタイムPCR装置が普及し

比較的容易にNV遺伝子を定量することができるように

なった．しかし，リアルタイムPCR法による定量は遺伝

子量が既知のスタンダードが必要である．スタンダード

の市販はなく自ら調整する必要があり，作成者によるば

らつきを除去することができない．一方，細菌学領域で

用いられる最確数法（MPN法）は統計学的確率論に基づ

き定量する方法であり，スタンダードを必要としない利

点がある．今回，我々はMPN法によるカキのNV遺伝子

定量法を検討し，リアルタイムPCR法と比較検討したの

で報告する．

材料および方法

１ RNAの抽出およびcDNAの作製

RNAはカキ中腸腺からQIAamp viral RNA miniキット

（Qiagen）により抽出した．cDNAの作製はランダムプラ

イマー（TAKARA）を用い，ReverTra Ace（TOYOBO）

により行った．

２ 使用機種，試薬およびプライマー

MPN法およびリアルタイムPCR法ともRoche社の

LightCyclerを用い，cDNAにおけるNV遺伝子量を測定

した．MPN法ではFastStart DNA Master SYBG Green I

試薬，Kojimaら［２］のG1SKF/R, G2SKF/Rプライマー

を用い，3mMMgCl2存在下で，95℃10分間加熱後，95℃

15秒，56℃10秒，72℃14秒を50サイクル行った．NV遺

伝子の確認は電気泳動および融解曲線分析により行っ

た．また，MPNは３本法により行った．

リアルタイムPCR法ではFastStart DNA Master

Hybridization Probes試薬，Kageyamaら［３］のCOG1F/R，

C O G 2 F / RプライマーとR I N Gプローブを用い，

3mMMgCl2存在下で，95℃10分間加熱後，95℃15秒，

56℃20秒，72℃４秒を60サイクル行った．

３ スタンダード遺伝子

ORF1，ORF2ジャンクション近傍領域からカプシッド

領域の遺伝子の一部分をプラスミドに組込み作製した．

遺伝子グループ１のスタンダード遺伝子はSouthampton

（GenBank Accession No. L07418）類似株から，遺伝子グ

ループ２はChitta（AB032758）類似株から作製した．

４ MPN値の再現性

スタンダード遺伝子をNV陰性カキ中腸腺のQIAamp

viral RNA miniキットによる抽出液に50コピー/μl加え

検討した．
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最確数法（MPN法）は細菌学分野で広く用いられている方法で，菌量の少ない検体の定量に適して
いる．我々は特別な機器を必要とせず，遺伝子量が既知のスタンダードを必要としないMPN法に注
目し，カキのノロウイルス（NV）遺伝子定量に応用した．NV陽性カキ16検体について，MPN法とリ
アルタイムPCR法による遺伝子定量値を比較したところ高い相関が認められた．また，MPN法はNV
量が少ない場合に有用な定量法であることが確認された．
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資　料



５ カキのNV定量

図１に示したフローに従い，NV陽性カキ中腸腺16検

体から作製したcDNAを用い，MPN法およびリアルタイ

ムPCR法による定量値を比較した．

結　　　果

１ MPN値の再現性（表１）

スタンダード遺伝子を50コピー/μl加え，３回試験を

行ったところ，遺伝子グループ１および２とも24から46

コピー/μlを示し再現性が確認された。

２ 電気泳動と融解曲線分析による感度の比較（図２）

融解曲線分析によるNV遺伝子の確認は遺伝子増幅に

引き続き実施できるため，電気泳動による検出に比較し

迅速性に優れていた．また，増幅効率の悪い場合にも電

気泳動に比較し高感度であることが認められた．

３ MPN法とリアルタイムPCR法によるカキのNV定量

値（表２，図３）

16検体のカキ中腸腺から抽出したNV遺伝子はMPN法

により，すべて定量可能であった．遺伝子グループ１の

２検体（カキNo.1210, 1225）および遺伝子グループ２の

４検体（1208, 1215, 1226, 1235）はリアルタイムPCR法で

はNV遺伝子量が測定できなかった．これらの検体はμl

当たりのコピー数が10以下であった．

MPNとリアルタイムPCR両法で定量できた検体では，

遺伝子グループ１および２ともMPN法とリアルタイム

PCR法による定量値には相関が認められた．
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図１　MPN法とリアルタイムPCR法による
定量値の比較検討フロー
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図２　電気泳動と融解曲線分析による感度の比較

表１　MPN値の再現性

遺伝子グループ１ 遺伝子グループ２

試験No. MPN値 試験No. MPN値

1 24 1 24

2 46 2 24

3 24 3 46

50コピー/μl添加
MPN値/μl
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考　　　察

リアルタイムPCR装置による定量法に代わるNVなど

のウイルス遺伝子の定量法として，RT-PCR単位（RT-

PCRが陽性となる最小の遺伝子量が1RT-PCR単位）

［４］，競合型PCR法［５］およびMPN法を応用した方法

［６］が見られる．Guyaderら［６］のMPN-RT-PCR法は

RNA抽出液を10倍段階希釈し５本法により定量する方

法であるが，我々はできるだけ簡略化することを目的に

cDNAからMPN法（RT-PCR-MPN）で遺伝子の定量を行

い，MPN法とリアルタイムPCR法に高い相関を認めた．

また，Michoteyら［７］は細菌が対象ではあるが，

MPN-PCRと競合型PCR法を比較し同様な結果が得られ

たことを報告している．これらのことから，MPN法，

競合型PCR法およびリアルタイムPCR法の間には相関が

あり，いずれの方法によってもNV遺伝子の定量が可能

であると考えられる．

最近，Nishidaら［８］はカキの定量にリアルタイム

PCR法を用い有用な結果を得ている．しかしながら，リ

アルタイムPCR法は簡易に実施できる反面，チューブ当

たりの遺伝子のコピー数が少ない場合には再現性に乏し

く，10コピー以下の値については信頼性が低い場合があ

る［９］．一方で，正確な遺伝子スタンダードが必要で

あり，同じスタンダードを用いなければ施設間あるいは

研究者間のばらつきを除くことができない．MPN法は

リアルタイムPCR法に比較し，多くのチューブを必要と

する（３本法で９本/検体）欠点があるが，スタンダード

を必要とせず，検査プロトコールを標準化すれば施設間

および研究者間のばらつきを最小限にすることが可能で

あると考えられる．我々の結果ではチューブ当たりのコ

ピー数が10コピー以下で，リアルタイムPCR法で定量で

きない検体についても定量可能であることが認められ

た．NV含有量が少ない検体の場合にはMPN法は有用な

方法の一つであると考えられる．また，MPN法は通常

のPCR装置でも実施可能であり，PCR後電気泳動により

NV遺伝子の存在を確認する煩雑さはあるが，高価なリ

アルタイムPCR装置がない施設においても実施可能な有

用な方法であると考えられる．
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表２　MPN法とリアルタイムPCR法による定量値１)

カキNo. 遺伝子グループ Real T MPN法 カキNo. 遺伝子グループ Real T MPN法

1205 2 92.6 93 1226 1 208.3 3.9
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1218 2 13.7 3.9 1229 1 3.7 24

1221 2 19 21 2 23.1 6.4

1225 1 － 2.3 1232 1 9.1 2.3

2 16.7 4.3 1235 1 4.9 1.5

2 － 1.5

1245 1 0.48 0.73

１)コピー数/μl

Real T：リアルタイムPCR法

図３　MPN法とリアルタイムPCR法による定量値の相関

●遺伝子グループ１
○遺伝子グループ２
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