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緒　　　　言

小児の下痢症は複数のウイルスが関与していること
から，当センターではノロウイルス，サポウイルス，
ロタウイルスなどの10種類の下痢症ウイルスを包括
的に検査している［1−4］．しかし，近年ヒト由来の
サポウイルスについては，当センターで開発した下痢
症ウイルス検出用蛍光マルチプレックスRT-PCR法
Ver. 2. 1［4］では検出できない遺伝子型（例；GII. 1，
GII. 3）があるため［5］，いずれのウイルスも不検出だ
った場合，追加でサポウイルスのリアルタイムPCR

［6］を行っており，問題となっている．そこで，今回の
アップデートでは，不検出であったサポウイルスの遺
伝子型に対応するためにサポウイルス検出用プライマ
ーの変更を行い，下痢症ウイルス検出用蛍光マルチプ
レックスRT-PCR法Ver. 2. 2とした．また，検出され
たサポウイルスの流行遺伝子型を特定するためにサポ
ウイルスの遺伝子型別法の見直しを行った．

方　　　　法

１　供試サンプル
今回改良を行った下痢症ウイルス検出用蛍光マルチ

プレックスRT-PCR法のAセットの評価には，感染症
発生動向調査事業の検査で収集した糞便検体からそれ

ぞれ検体中のウイルスが判明している50検体由来の
cDNAを用いた．

２　RNA抽出と逆転写反応
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，2mM dNTPs 4μL，

50μM 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℃・30分，99℃・
５分の条件で行った

３　蛍光マルチプレックスPCR
マ ル チ プ レ ッ ク ス PCR 反 応 に は Multiplex PCR 

Assay Kit Ver.2（タカラバイオ）を用い，表１に示
すプライマー［7 − 16］及び濃度の反応液 48μL に
cDNAを2μL加えた．Aセットのサポウイルス検出
用プライマーにはフォワードがHuSaV-5159F，リバー
スがHuSaV-5498Rの組み合わせA（1），フォワードが
HuSaV-F1，F2，F3，リバースがHuSaV-5498Rの組み
合わせA（2）の２通りを検討した．PCR反応は，94℃・
１分の熱変性の後，94℃・30秒，57℃・30秒，72℃・
30秒を40サイクル行い，最後に72℃・10分の最終伸
長を行った．

多様なサポウイルスを検出するための 
下痢症ウイルス検出用蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.2
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当センターで開発した下痢症ウイルス検出用蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2. 1では検出できないサポ
ウイルスの遺伝子型があることから，サポウイルス検出用プライマーの変更を行い，アップデート版Ver. 2. 2と
した．また，サポウイルスの遺伝子型別法の検討を行った．
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表2　蛍光マルチプレックスRT-PCR法Aセット変更の検証結果

検体番号 含有ウイルス（Ver. 2. 1の結果）
A（1）セット A（2）セット
HuSaV-5159F
HuSaV-5498R

HuSaV-F1, -F2, -F3
HuSaV-5498R

1 不検出 − −
2 不検出 − −
3 不検出 − −
4 不検出 − −
5 NoVGII NoVGII NoVGII
6 SaV SaV SaV
7 不検出 − −
8 不検出 − −
9 NoVGII NoVGII NoVGII
10 不検出 − −
11 NoVGII NoVGII NoVGII
12 不検出 − −
13 NoVGII NoVGII NoVGII
14 NoVGII NoVGII NoVGII
15 NoVGII NoVGII NoVGII
16 不検出 − −
17 不検出 − −
18 不検出 − −
19 不検出 − −
20 不検出 − −
21 不検出 − −
22 不検出 − −
23 不検出 − −
24 不検出 − −
25 不検出 − −
26 不検出 − −
27 AdV,HPeV − −
28 HPeV − −
29 不検出 − −
30 不検出 − −
31 不検出 − −
32 NoVGII NoVGII NoVGII
33 不検出 − −
34 RVA − −
35 不検出 − −
36 HAstV HAstV HAstV
37 RVC − −
38 SaV,EV SaV SaV
39 NoVGI NoVGI NoVGI
40 不検出 SaV＊1 −
41 不検出 SaV＊1 −
42 HAstV HAstV HAstV
43 SaV,EV SaV −＊2

44 SaV, HAstV SaV, HAstV HAstV＊2

45 不検出 − −
46 不検出 SaV＊1 −
47 NoVGII NoVGII NoVGII
48 SaV SaV SaV
49 SaV SaV SaV
50 NoVGI, SaV NoVGI, SaV NoVGI＊2

＊1 Ver. 2. 1では不検出のサポウイルスが検出された．
＊2 Ver. 2. 1で検出されたサポウイルスが不検出となった．
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表3　遺伝子型別用PCRのアニーリング温度の検討

アニーリング温度
検体希釈率

10−1 10−2 10−3 10−4 10−5

53℃ ＋ ＋ ＋ － －
55℃ ＋ ＋ ＋ － －
57℃ ＋ ＋ ＋ ＋ －

図1　Ver. 2. 1サポウイルスプライマーとヒト由来サポウイルスの塩基配列比較
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４　電気泳動
電気泳動には，２％アガロースゲルを使用し，PCR

反応液10μLをアプライした．サイズマーカーには
100bp ラ ダ ー（MAESTOROGEN）10μL に 1μL の
EzVISON（Amresco）を混合したものを用いた．電気
泳動後のゲルは，UVトランスイルミネーター上で増
幅産物の蛍光バンドの色と増幅長を確認し，その後エ
チジウムブロマイド染色を行って再度増幅産物を確認
した．

５　サポウイルスの遺伝子型別法の検討
サポウイルス陽性検体１検体（GII. 3）のcDNAを

10 倍段階希釈してテンプレートとし，PCR 試薬に
AmpliTaq Gold Fast PCR Master Mix UP（Applied 
Bio systems）を用いた．Oka らの報告［9］のプライ
マ ー HuSaV-5159F と HuSaV-5498R を 用 い，ア ニ ー
リング温度を変えた３つのPCR反応条件（95℃・10
分→（96℃・３秒，53℃，または55℃，または57℃・
30 秒，68℃・５秒）× 40 サイクル→ 72℃・10 分）で

増幅反応を行った．次に340bpの増幅産物について
常法によりシークエンスを行い，得られた配列を用
い て，Human Calicivirus Typing Tool［17］（https://
calicivirustypingtool.cdc.gov/）にて型別を実施した．

結　　　　果

従来の下痢症ウイルス検出用蛍光マルチプレックス
RT-PCR法Ver. 2. 1では検出されないサポウイルスの
遺伝子型があったため，サポウイルス検出用プライマ
ーの変更を行った．検体中のウイルスが判明している
50検体をA（1）セットと，A（2）セットを用いて検証
したところ表２に示すような結果となった．A（1）セ
ットでは，Ver.2.1では検出されていなかったサポウイ
ルスが３件検出された以外は全ての検体で正しく検出
された．一方でA（2）セットでは，Ver. 2. 1で検出され
ていたサポウイルス３件が検出されなかった．

サポウイルスの遺伝子型別用PCRの増幅効率の良
いアニーリング温度の検討では，57℃でのみ10−4 ま

図2　蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.1からVer. 2. 2への変更点
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でバンドを確認することができた（表３）．また，この
340bpの増幅産物のシークエンスを用いることによ
り，Human Calicivirus Typing Tool での型別が可能
であった．

考　　　　察

当センターで使用している蛍光マルチプレックス
RT-PCR法Ver. 2. 1のサポウイルスのプライマーのフ
ォワード側とリバース側の塩基配列とヒト由来サポウ
イルスの各遺伝子型の塩基配列を比較したところ，フ
ォワード側では最大１塩基，リバース側では最大６塩
基相違があった（図１）．特にGIIでは少なくとも３塩
基以上の相違があった．このため，現行のVer. 2. 1で
は遺伝子型によっては検出できない型があったと考え
られ，蛍光マルチプレックスRT-PCR法のアップデー
トが必要であった．

Okaらの報告［9］にあるPCR用のプライマーをも
とに，A（1）とA（2）のプライマーセットについて，含
有ウイルスが判明している検体を用いて検討したと
ころ，A（1）セットでは，Ver. 2. 1で検出されたウイル
スと，Ver. 2. 1では検出されなかったサポウイルス３
検体が新たに検出された．一方でA（2）セットでは，
Ver.2.1で検出されていたサポウイルス３件とA（1）セ
ットでは検出されたサポウイルス３件の計６件が不検
出であった．これらの結果からサポウイルスのプライ
マーはA（1）セットのフォワードプライマー HuSaV-
5159Fとリバースプライマー HuSaV-5498Rが適して
いると考えられ，サポウイルス検出プライマーを本プ
ライマーセットに変更し，蛍光マルチプレックスRT-
PCR 法 Ver. 2. 2（以下 Ver. 2. 2）とした．Ver. 2. 2 の泳
動パターンを図２に示した．Ver. 2. 2のAセットはノ
ロウイルスGIとGIIの増幅産物のサイズがそれぞれ
330bp，344bpであり，サポウイルスの増幅産物のサイ
ズが340bpのため，３種のウイルスの増幅バンドが非
常に近接しているが，増幅バンドの色により識別が可
能であった．しかしながら，感染症発生動向調査にお
ける感染性胃腸炎では複数のウイルスが同時に検出さ
れることもあり，サポウイルスとノロウイルスの混合
感染の場合，蛍光バンドが重なって見えるため，結果
の判定が困難であると思われる．そのため，ノロウイ
ルスとサポウイルスの混合感染事例に対応するために
は，新たなプライマーの組み合わせの検討などが必要
であると考えられた．

サポウイルスの遺伝子型別用PCR法のアニーリン
グ温度の検討では，57℃が最適であり，また，得られ
た増幅産物のシークエンスをWebベースのHuman 

Calicivirus Typing Tool で解析することで，サポウ
イルスの遺伝子型を特定することができた．今後は，
Ver. 2. 2を活用しながら，過去に検出されたサポウイ
ルスを含め流行遺伝子型の変遷を明らかにしていく予
定である．

文　　　　献

［１］	 Shigemoto N, Fukuda S, et al．Detection of 
norovirus, sapovirus, and human astrovirus 
in fecal specimens using a multiplex reverse 
transcription-PCR with fluorescent dye-labeled 
primers．Microbiol Immunol．2011，55，369-372．

［２］	 Shigemoto N, Hisatsune Y, et al．Detection of 
gastroenteritis viruses among pediatric patients 
in Hiroshima prefecture, Japan, between 2006 
and 2013 using multiplex reverse transcription 
PCR-based assays involving fluorescent dye-
labeled primers．J Virol Methods．2017，89，
791-800．

［３］	 重本直樹，久常有里，他．下痢症ウイルス検出用
蛍光マルチプレックスRT-PCR法のアップデー
トVer．2.0．広島県立総合技術研究所　保健環
境センター研究報告．2017，25，1-8．

［４］	 重本直樹，谷澤由枝．下痢症ウイルス検出用蛍光
マルチプレックスRT-PCR法Ver. 2. 1へのアッ
プデート—広島県の急性胃腸炎患者から検出さ
れるエンテロウイルスの特徴—．広島県立総合
技術研究所　保健環境センター研究報告．2021，
29，7-16．

［５］	 鈴藤和，谷澤由枝，他．原因不明の集団胃腸炎事
案及び食中毒事案におけるサポウイルスのブロ
ードリアクティブ・リアルタイムPCRを用いた
遡り調査．広島県立総合技術研究所　保健環境
センター研究報告．2020，28，1-5．

［６］	 Oka T, Iritani N, et al．Broadly reactive real-
time reverse transcription-polymerase chain 
reaction assay for the detection of human 
sapovirus genotypes．J Med Virol．2019，91，
370-377．

［７］	 Kojima S, Kageyama T, et al．Genogroup-specific 
PCR primers for detection of Norwalk-like 
viruses．J Virol Methods．2002，100，107-114．

［８］	 Nishida T, Nishio O, et al．Genotyping and 
quantitation of noroviruses in oysters from two 
distinct sea areas in Japan．Microbiol Immunol．
2013，51，177-184．

12



広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 30（2022）

［９］	 Oka T, Yamamoto S, et al．Polymerase chain 
reaction primer sets for the detection of 
genetically diverse human sapoviruses．Arch 
Virol．2020，165，2335-2340．

［10］	 Sakon N ,  Yamazaki  K ,  et  a l．Genomic 
characterization of human astrovirus type ６ 
katano virus and the establishment of a rapid 
and effective reverse transcription-polymerase 
chain reaction to detect all serotypes of human 
astrovirus．J Med Virol．2000，61，125-131．

［11］	 Yamashita T, Sugiyama M, et al．Application 
of a reverse transcription-PCR for identification 
and differentiation of Aichi virus, a new 
member of the picornavirus family associated 
with gastroenterit is in humans．J Cl in 
Microbiol．2000，38，2955-2961．

［12］	 Nix WA, Maher K, et al．Detection of all 
known parechoviruses by realtime PCR．J Clin 
Microbiol．2008，46，2519-2524．

［13］	 Allard A, Albinsson B, et al．Detection of 
adenoviruses in stools from healthy persons and 
patients with diarrhea by two-step polymerase 
chain reaction．J Med Virol．1992，37，149-157．

［14］	 McLeish NJ, Witteveldt J, et al．Development 
and assay of RNA transcripts of enterovirus 
species A to D, rhinovirus species A to C, and 
human parechovirus：assessment of assay 
sensitivity and specificity of real-time screening 
and typing methods．J Clin Microbiol．2012，
50，2910-2917．

［15］	 Logan C, O’Leary JJ, et al．Realtime reverse 
transcription-PCR for detection of rotavirus and 
adenovirus as causative agents of acute viral 
gastroenteritis in children．J Clin Microbiol．
2006，44，3189-3195．

［16］	 葛谷光隆，藤井理津志，他．教育研修施設で発生
したヒトC群ロタウイルスによる集団胃腸炎事
例．感染症学雑誌．2003，77，53-59．

［17］	 Tatusov R, Chhabra P, et al．Human calicivirus 
typing tool：A web-based tool for genotyping 
human norovirus and sapovirus sequences．J 
Clin Virol．2021，134，104718．

13


