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 当センターで開発された下痢症ウイルス検出用蛍光マルチプレックスRT-PCR法は，蛍光標識プライマーを用

いることで，電気泳動後の増幅産物の蛍光色と位置により複数の下痢症ウイルスを包括的に検査することがで

きる．現行の蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.2では，ノロウイルスGII とサポウイルスの混合感染時に両

者の増幅産物が近接して判定が困難な点，一部のサポウイルスの遺伝子型（GII.1，GII.3）では検出感度が劣る

点が課題となったことから，サポウイルス検出用プライマーの追加とノロウイルスGII検出用プライマーの変更

を行い，アップデート版Ver.2.3とした． 

 

Key words：下痢症ウイルス，ノロウイルス，サポウイルス，蛍光マルチプレックスRT-PCR法，感染症発生動向

調査 

 

 

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，サポウイルスな

どの様々な下痢症ウイルスを包括的に検査している

[1-4]．しかし，現行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（以下Ver.2.2）[5]では，

ノロウイルスGIIとサポウイルスの混合感染時に両者

の増幅産物が近接して判定が困難な点が課題となった

[5]．また，新たに一部のサポウイルスの遺伝子型

（GII.1，GII.3）で検出感度が劣る点も課題となった．

そこで，今回のアップデートでは，サポウイルスの検

出感度を改善し，さらにノロウイルスとサポウイルス

の増幅産物のサイズの差を大きくするために，サポウ

イルス検出用プライマーの追加とノロウイルス検出用

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.2.3とした． 

 

 

 

方    法  

 

１ サポウイルスの遺伝子解析 

現行のVer.2.2で検出感度が低かったサポウイルス

の遺伝子型GII.1とGII.3の10検体（表1）のうち，

Ver.2.2で不検出であったサポウイルス6検体（GII.1 4

検体，GII.3 2検体）の遺伝子解析を行った．Ver.2.2

で使用しているサポウイルス検出用プライマーとこ

れら6検体の塩基配列を比較するために，フォワード

プライマーにSLV-5317を，リバースプライマーに

SVR-2を使用して[6]ダイレクトシークエンス法によ

り塩基配列を決定し，Human Calicivirus Typing 

Tool[7]及び遺伝子解析ソフトMEGA X[8]を用いて

解析した． 

 

２ プライマーの追加と変更 

サポウイルスについては，遺伝子解析で得られた

Ver.2.2で不検出だった遺伝子型6検体（GII.1 4検体，

GII.3 2検体）の塩基配列を参考に新たにリバースプラ
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イマーを作成し，追加した．また，ノロウイルスGIIに

ついては，サポウイルスの増幅産物（340bp）とノロウ

イルスGIIの増幅産物（344bp）のバンドサイズの差を

大きくするために，ノロウイルスGIIのフォワードプ

ライマーを変更した． 

 

３ 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Ver.2.3のAセットの評価には，

感染症発生動向調査事業において搬入された糞便検体

から，それぞれ検体中のウイルスが判明している45検

体由来のcDNAを用いた．なお，使用したcDNAは以下

に示す手順により行ったものである． 

 

４ 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． 

 

５ 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2に示す

プライマー[9-19]及び濃度の反応液48μLにcDNAを

2μL加えた．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． 

 

６ 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． 

 

 

 

 

結    果  

 

Ver.2.2で使用しているサポウイルス検出用プライ

マーとVer.2.2で不検出であったサポウイルス6検体

（GII.1 4検体，GII.3 2検体）の塩基配列の比較を行

ったところ，リバースプライマーの領域においてサ

ポウイルス1検体でのみ1塩基の相違があったが，そ

の他はすべて一致していた（図1）．これを参考に，

不検出株の検出を可能とするために，サポウイルス

GII.1とGII.3用検出プライマーHuSaV-5498Rmを新

たに作成し，Aセットのプライマーに追加することと

した． 

続いてVer.2.2では，ノロウイルスGIIとサポウイル

スの混合感染時には両者の増幅産物が近接して判定

が困難なため，ノロウイルスGII検出用プライマーの

フォワードプライマーをG2SKFからCOG2Fに変更

した（表2）．これにより，ノロウイルスGIIの増幅産

物が387bp，サポウイルスの増幅産物が340-358bpと

なり，増幅バンドの色とサイズによる識別が容易に可

能となった（図2）． 

最後に，今回改良を行った表2のAセットで，検体

中に含まれるウイルスが明らかな既知検体を用いて

検証を行ったところ，表3に示すようにVer.2.2のAセ

ットと同様に検出対象ウイルスを正確に検出できた

と共に，不検出であった一部のサポウイルスが検出

可能となったことが確認できた． 

 

考    察  

 

Ver.2.2のサポウイルス検出用プライマーとVer.2.2

で検出感度が低かったサポウイルスGII.1及びGII.3の

検体の塩基配列を比較したところ，ほとんど一致して

いた（図1）．しかしながら，本プライマーはMix塩基

が多く含まれているため，GII.1，GII.3では検出感度

が低下していたと考えられた．そこで，Ver.2.2のAセ

ットで使用しているサポウイルスのリバースプライマ

ーHuSaV-5498Rの塩基配列と，Ver.2.2で検出感度が

低かったサポウイルスGII.1とGII.3の当該領域の配列

を参考に，これらの株に対してより特異的なプライマ

ーHuSaV-5498Rmを設計し，これをAセットのサポウ

イルス検出用プライマーに追加することとした．続い

て，Ver.2.2では，ノロウイルスGIとGIIの増幅産物の

サイズがそれぞれ330bpと344bpであり，サポウイル 
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表1 蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.2で検出感度が低かったサポウイルスGII.1とGII.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1 Ver2.2で不検出だったサポウイルスの塩基配列とVer.2.2及びVer.2.3のリバースプライマー 

 

 

 

 

 

スの増幅産物のサイズが340bpとなっている．そのた

め，特にノロウイルスGIIとサポウイルスの混合感染

時に蛍光バンドが重なって結果の判定が困難であった

ことから，増幅産物の位置をずらすために，ノロウイ

ルスGIIのフォワードプライマーとしてKageyamaら

の報告[10]にあるプライマーを採用することとした．

これらプライマーの追加と変更により，ノロウイルス

GIIとサポウイルスの増幅産物の位置をずらし，電気

泳動後の視認性を改善することができた（図2）． 

今回のノロウイルスGII検出用プライマーの変更と

サポウイルス検出用プライマーの追加によるアップデ

ート版を，蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.3と

した．検体中のウイルスが判明している45検体由来の

cDNAを用いた検証では（表3），すべて正しい検査結

果が得られ，本検査系が充分に機能していることが確

かめられた．一方で，ノロウイルスGIとサポウイルス

の増幅バンドが近接している点，サポウイルスの遺伝

子型によっては増幅産物の大きさが異なる点について

は，判定時に注意が必要と考えられた．今後は，アッ

プデートした蛍光マルチプレックスRT-PCR法

Ver.2.3を活用し，継続的な検査を実施することで，年

毎の流行ウイルス等を明らかにしていく予定である． 

 

プライマーとの相違 H:A,T,C N:A,C,G,T

追加プライマーの変更点 V:A,C,G R:A,G

検体番号
サポウイルスの

遺伝子型
Ver.2.2の結果

1 GII.1 不検出

2 GII.1 不検出

3 GII.1 検出

4 GII.1 不検出

5 GII.1 不検出

6 GII.3 検出

7 GII.3 検出

8 GII.3 検出

9 GII.3 不検出

10 GII.3 不検出

5' 3'

1　(GII.1) A T G T T T G C T G G T T G G G G

2　(GII.1) A T G T T T G C T G G T T G G G G

3　(GII.1) A T G T T T G C T G G T T G G G G

4　(GII.1) A T G T T T G C T G G T T G G G G

5　(GII.3) A T G T T T G C T G G C G G G G G

6　(GII.3) A T G T T T G C T G G C T G G G G

3' 5'

HuSaV-5498R (Ver.2.2) T A C A H V C G N C C N A C C C C

HuSaV-5498Rm(Ver.2.3) T A C A A A C G A C C R A C C C C
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表2 蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.3に使用するプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2 蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver.2.2及びVer.2.3の泳動像 

プライマーセット 検出ウイルス プライマー Sequence(5'-3') 標識蛍光 濃度(μM) 増幅産物(bp) 出典

ノロウイルスGI G1SKFm CTGCCCGAWTWYGTAAATGA 0.4 330 ［9］

(NoVGI) G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA Alexa488（緑） 0.4 (slightly modified)

ノロウイルスGII COG2F *1 CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG Alexa594（赤） 0.4 387 [10]

(NoVGII) G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT 0.4 ［9］

G2ALSKR CCACCAGCATATGAATTGTACAT 0.2 ［11］

サポウイルス HuSaV-5159F TAGTGTTTGARATGGARGG Alexa532（黄） 0.4 340-358 ［12］

(SaV) HuSaV-5498R CCCCANCCNGCVHACAT 0.4 (slightly modified)

HuSaV-5498Rm *2 CCCCARCCAGCAAACAT 0.4

アストロウイルス AC1' ATGGCTAGCAAGTCTGACAAG Alexa350（青） 0.2 230 ［13］

(HAstV) AC230 GGTTTTGGTCCTGTGACACC 0.2

アイチウイルス C(+)6261 ACACTCCCACCTCCCGCCAGTA Alexa488（緑） 0.4 519 [14]

(AiV) C(-)6779 GGAAGAGCTGGGTGTCAAGA 0.4

パレコウイルス AN345 GTAACASWWGCCTCTGGGSCCAAAAG 0.4 195 [15]

(HPeV) AN344 GGCCCCWGRTCAGATCCAYAGT Alexa594（赤） 0.4

アデノウイルス Ad-A1m GCCGCARTGGTCTTACATGCACATC Alexa546（橙） 0.2 300 [16]

(AdV) Ad-A2 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 0.2 (slightly modified)

エンテロウイルス EV-Fm GCCCCTGAATGCGGCTAATC 0.4 148 [17]

(EV) EV-Rm ATTGTCACCATWAGCAGYCA Alexa532（黄） 0.4 (slightly modified)

A群ロタウイルス RotaA-fwd1 GGATGTCCTGTACTCCTTGTCAAAA Alexa488（緑） 0.4 145 [18]

(RVA) RotaA-fwd2 GGAGGTTCTGTACTCATTGTCAAAAA Alexa488（緑） 0.4

RotaA rev1 TCCAGTTTGGAACTCATTTCCA 0.4

RotaA rev2 TCCAGTTTGAAAGTCATTTCCATT 0.4

C群ロタウイルス G8NS1 ATTATGCACAGACTATCGCCAC 0.4 351 [19]

(RVC) G8NA2 GTTTCTGTACTAGCTGGTGAAC Alexa594（赤） 0.4

*1　Ver.2.2のG2SKFから変更した

*2　Ver2.3で追加した

A

B

C
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表3 蛍光マルチプレックスRT-PCR法Aセット変更の検証結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 SaV(GIV.1) SaV(GIV.1) SaV(GIV.1)

2 (6) SaV(GII.3) SaV(GII.3) SaV(GII.3)

3 (7) SaV(GII.3) SaV(GII.3) SaV(GII.3)

4 (8) SaV(GII.3) SaV(GII.3) SaV(GII.3)

5 SaV(GI.2) SaV(GI.2) SaV(GI.2)

6 (1) SaV(GII.1) 不検出 SaV(GII.1)

7 (2) SaV(GII.1) 不検出 SaV(GII.1)

8 (9) SaV(GII.3) 不検出 SaV(GII.3)

9 (3) SaV(GII.1) SaV(GII.1) SaV(GII.1)

10 (4) SaV(GII.1) 不検出 SaV(GII.1)

11 (10) SaV(GII.3) 不検出 SaV(GII.3)

12 (5) SaV(GII.1) 不検出 SaV(GII.1)

13 NoVGII，EV NoVGII NoVGII

14 SaV(GI.1)，EV SaV(GI.1) SaV(GI.1)

15 RVC 不検出 不検出

16 HAstV HAstV HAstV

17 NoVGII NoVGII NoVGII

18 RVA 不検出 不検出

19 AdV 不検出 不検出

20 不検出 不検出 不検出

21 不検出 不検出 不検出

22 不検出 不検出 不検出

23 不検出 不検出 不検出

24 不検出 不検出 不検出

25 HPeV 不検出 不検出

26 不検出 不検出 不検出

27 不検出 不検出 不検出

28 不検出 不検出 不検出

29 不検出 不検出 不検出

30 NoVGII NoVGII NoVGII

31 不検出 不検出 不検出

32 不検出 不検出 不検出

33 不検出 不検出 不検出

34 不検出 不検出 不検出

35 不検出 不検出 不検出

36 不検出 不検出 不検出

37 SaV(GI.1) SaV(GI.1) SaV(GI.1)

38 不検出 不検出 不検出

39 不検出 不検出 不検出

40 不検出 不検出 不検出

41 AdV 不検出 不検出

42 EV 不検出 不検出

43 AdV 不検出 不検出

44 NoVGII，HPeV NoVGII NoVGII

45 NoVGII NoVGII NoVGII

＊Ver2.2及びVer2.3以外の遺伝子検出法にて確認され、検体中に存在するウイルス
検体番号の()内の数字は表1の検体番号に対応する

で囲んだ検体は，表1で解析を行った検体

検体番号
検体中の

含有ウイルス＊

Ver.2.2

Aセットの結果

Ver.2.3

Aセットの結果
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