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2  　RT-PCR法によるノロウイルスのVP1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，2mM 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 （5U/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［15，16］．

3 　GII.17のRdRp及びVP1全長域の遺伝子増幅
　GII.17に つ い て はRNA dependent RNA polymerase 

（RdRp）領域の一部及び，VP1全長域の遺伝子増幅
を 行 っ た． 逆 転 写 反 応 に は，High Capacity cDNA 
Transcription Kit （Applied biosystems）を使用し，10
×buffer 2µl，100mM dNTPs 0.8µl，10µM primer 

緒　　　言

　下痢症を引き起こすウイルスは種々知られており［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］．最近においては，2012/13
シーズンに新たな亜型GII.4 Sydney 2012が出現し，全
国的にノロウイルスが大流行した［９-13］．しかしな
がら翌シーズン（2013/14シーズン）については，GII.4 
Sydney 2012が引き続き検出されているものの，GII.4の
検出割合は2012/13シーズンほど高くなく，シーズン後
半にはGII.6による事例が多く見られた［14］．このこと
から，2014/15シーズンにおいても引き続き流行遺伝子
型の動向を調べるため，ノロウイルスを原因とする集発
事例での検出遺伝子型について調査した． 

材料および方法

1 　供試サンプル
　2014年11月から2015年６月までに当センターに搬入さ
れてきたノロウイルスを原因とする集発事例18件の糞便
検体を用いた．
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　2014/15シーズンのノロウイルスの流行遺伝子型を調べたところ，GI.3が２事例，GII.3，GII.4，GII.17がそ
れぞれ，５，４，５事例で検出され，その他（GI.2，GII.13+GII.21）が１事例ずつであった．また，GII.4につい
ては2012/13シーズンに流行した亜型Sydney 2012が３事例，以前に流行した亜型Den Haag 2006bが１事例で
あった．
　検出時期別では，11月から１月にGII.3，GII.4が，２月から３月にGII.17が多く検出された．また，GII.17
について詳細な解析を行ったところ，今回検出したGII.17は世界的に流行しつつあるGII.P17-GII.17 Kawasaki 
2014タイプの亜型であることが判明した．
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結　　　果

　2014/15シーズンに検出されたノロウイルスのVP1
上流域の塩基配列を解読，Norovirus Genotyping Tool 
Version 1.0により遺伝子型を特定した（図１）．遺伝子
グループ別ではGIが２種（GI.2，GI.3），GIIが５種（GII.3，
GII.4，GII.13，GII.17，GII.21）の遺伝子型を検出した．
事例ごとの検出遺伝子型ではGII.3とGII.17が共に５事例
と最も多く，続いてGII.4の４事例であった．時期別の
検出数では11月から１月にかけてGII.3とGII.4が，２月
から３月にGII.17の事例が多く，シーズンの途中で流行
遺伝子型が切り替わった．また，今回検出したGII.4は
GII.4 Sydney 2012が３事例でGII.4 Den Haag 2006bが１
事例であった．
　GII.17の検出事例のうち４事例についてRdRpの３’側
の領域とVP1全長の塩基配列を解読し，系統樹解析を
行った（図２，３）．その結果，今回検出したGII.17の
RdRp領域の遺伝子型はGII.P17であり，VP1遺伝子は
2013年以降に日本，中国，香港，台湾，アメリカにお
いて検出されているGII.17と同じクラスターに分類され
た．これらのことから，当県で検出された株はいずれ 
もGII.P17-GII.17 Kawasaki 2014［19］タイプの亜型であ
ることが判明した．また，VP1全長域の系統樹解析の結
果（図３）とGII.17のエピトープと推察される領域のアミ

N235Rex ［17］ 0.5µl， MultiScribe RTase（50U/µl）  1µl，
DW 5.7µlを含む反応液に抽出RNA 10µlを加え，25℃・
10分，37℃・２時間，85℃・５分の条件で行った．PCR
反応は，10×buffer 5µl，10mM dNTPs 4µl，それぞれの
増幅領域に対し表１に示す10µMのセンス及びアンチセ
ンスプライマー［15，17，18］ 各1µl，Ex Taq （５U/µl） 
0.25µlとcDNA 2µl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．

4 　シークエンスと遺伝子解析
　RT-PCR法での増幅産物をアガロースゲルで電気泳 
動後に，QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用
いて精製した．その後，BigDye Terminator v3.1 Cycle  
Sequencing Kit （Applied biosystems）及びApplied  
Biosystem 3500 Genetic Analyzer（Applied biosystems）
を用いたダイレクトシークエンス法により塩基配列
を決定した．VP1上流域の遺伝子型別にはNorovirus 
Genotyping Tool Version 1.0（http://www.rivm.nl/mpf/
norovirus/typingtool）を用い，RdRp及びVP1全長領域の
解析については，MEGA ５（http://www.megasoftware.
net/index.php）による系統樹解析（Maximum-Likelihood
法）を行った．

表１　GII.17のRdRp及びVP1領域解析用プライマー

領域 プライマー 方向 配列（5’ to 3’） 引用

RdRp-VP1 junction P289IUB-PGII.17 + GATTACTCCCGCTGGGACTCCAC
［18］

（slightly modified）
G2SKR - CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT ［15］

VP1 G2SKF + CNTGGGAGGGCGATCGCAA ［15］

N235 Rex-tac - GCAATGAAAGCTCCAGCCATTAC
［17］

（slightly modified）

図１　2014/15シーズン集発事例における月別の遺伝子型検出状況



広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 23（2015）

17

Hu/GII.17/Gaithersburg/2014/US (KR083017)
Hu/GII.17/41621/Guangzhou/2014/CHN (KR020503)
GII/Hu/HKG/2014/GII.17/CUHK-NS-463 (KP998539)

Case309
Case311
Hu/GII/JP/2015/GII.P17_GII.17/Kawasaki308 (LC037415)*

Case308
Case310

Hu/GII/JP/2014/GII.P17_GII.17/Kawasaki323 (AB983218)*
Hu/GII/JP/2014/GII.P17_GII.17/Nagano7-1 (LC043139)
Hu/GII/JP/2014/GII.P17_GII.17/Nagano8-1 (LC043305)
Hu/GII/JP/2013/GII.P17_GII.17/Saitama5309 (LC043168)
Hu/GII/JP/2013/GII.P17_GII.17/Saitama5203 (LC043167)

GII.17 strain Sep11-A2/2011/Limbe/CM (KJ946403)
GII.P3 Snow Mountain (HCU22498)*

GII.P3 Tronto (U02030)*
Hu/GII.17/C15b/Bonaberi/CM (JF802507)

Hu/Briancon870/2004/FR (EF529741)
GII.P13 Briancon870 (EF529741)*
Hu/Sommieres1203/2006/FR (EF529742)
Hu/GII.17/Wuhan/Z776/CHN/2007 (JQ751044)

GII.P13 Pune/PC25 (EU921354)*
Hu/7299/2011/ZA (KC962460)

GII.P4 Bristol (X76716)*
Hu/GII.17/C142/1978/GUF (KC597139)

GII.P1 Hawaii (U07611)*
GI.P1 Norwalk (L23828)

99

96
99

83

88

90

0.05

GII.P4

GII.P13

GII.P3

GII.P17

GI.P1

図２　2014/15シーズンに検出したGII.17の系統樹解析　（RdRp領域）
Case308-311：2014/15シーズン検出株，斜体：レファレンス株
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図３　2014/15シーズンに検出したGII.17の系統樹解析　（VP1領域）
Case308-311：2014/15シーズン検出株，斜体：レファレンス株，網掛け：GII.P17-GII.17 Kawasaki 2014
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のみならず他県でも見受けられ，GII.17による全国的
な流行があったことがわかっている［20］．今回流行し
たGII.17については，詳細な解析がMatsushimaら［19］
により行われ，新規亜型GII.P17-GII.17 Kawasaki 2014
として認知された．この新規亜型の特徴は，①それま
でのGII.17では，RdRp領域がGII.P3，GII.P4またはGII.
P13であるのに対し，新規亜型はGII.P17であること，②
VP1タンパク質のエピトープと推察される部位のアミノ
酸配列が変異していること，が挙げられる［19］．当県
で検出したGII.17についてもRdRp領域はGII.P17であり

（図２），VP1のエピトープと推察される部位のアミノ酸
配列にも同じ変異が認められていることから（図４），
GII.P17-GII.17 Kawasaki 2014タイプの亜型であること
が確認された．本亜型は日本以外にも中国，台湾，香港，
アメリカなどでも検出されており，世界的な流行につな
がる恐れがあると危惧されている［21-24］．また，GII.
P17-GII.17 Kawasaki 2014タイプの亜型は2013年以降か
ら報告例があるが，VP1領域の系統樹解析の結果からも
わかるように２つのサブクレードから構成されており

（図３），VP1のエピトープと想定される部位のアミノ酸
配列にも変異が認められる（図４）．このことは，GII.
P17-GII.17 Kawasaki 2014タイプの亜型が短期間で変異
していることを示唆しており［19］，来シーズンの動向
には，より一層の注意が必要であると言える．また，今
回のGII.17がイムノクロマトの検出キットで検出されに
くいことが報告されており［25，26］，医療機関におけ
る診断での懸念となっている．また，2014/15シーズン
は２月以降からGII.4が検出されることもなく，前シー
ズンに引き続きGII.4の割合が低くなっている（図５）．
GII.17の台頭とGII.4の衰退傾向から，今後の主流がGII.4
からGII.17へ切り替わるのかもしれない［24］．
　以上のことから，2014/15シーズンはGII.17の新規亜
型が台頭し，これまでの主流であったGII.4の割合が低

ノ酸配列（図４）から，2013年以降のGII.17は２つのサブ
クレードに分かれるが，今回検出した株はKawasaki308
株（LC037415）が属するサブクレードに分類された．

考　　　察

　2012/13シ ー ズ ン に 新 し い 亜 型GII.4 Sydney 2012
が出現して以降，GII.4についてはDen Haag 2006b，
NewOrleans 2009の亜型が検出されなくなり，GII.4亜
型の構成に大きな変化が生じている．しかしながら，
2013/14シーズンの集発事例におけるGII.4の割合は，春
先にGII.6が流行したこともあり以前と比べて少なく
なっていた（図５）．このことからもノロウイルスの流
行遺伝子型の主流がどのように推移するのか注視する必
要があった．
　今回，2014/15シーズンに発生したノロウイルスを原
因とする集発事例から，ウイルスの遺伝子型の流行状
況を調べた．2014/15シーズンは，11月から１月にかけ
てGII.3，GII.4が検出されたが，２月から３月にかけて
はGII.17による流行が顕著となった．この状況は当県

図５　 過去５シーズンの集発事例における検出遺伝子型
の割合

株名 アミノ酸番号（major epitopes）＊

217-225（Ⅰ） 291-298（Ⅱ） 359-363（Ⅲ） 371-379（Ⅳ） 390-396（Ⅴ）
C142/1978（JN699043） P P S V E S K T K T A D V H Q S H D D S S Q F V F G S T D - D F Q I K V E S G - H
CS-E1/2002（AY502009） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ D G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T - ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・
Saitama　T87/2002（KJ196286）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ D G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T - ・ ・ ・ ・ ・ I ・ ・ ・ ・ ・
Katrina-17/2005（DQ438972） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ S ・ ・ ・ Q N ・ ・ Q ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ E E - ・ ・ ・ ・ ・ I ・ T ・ ・ ・
BH-1/2013（KJ156329） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
Saitama5203/2013（LC043167） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
Saitama5309/2013（LC043168） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
Kawasaki323/2014（AB983218）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
Nagano7-1/2014（LC043139） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
Nagano8-1/2014（LC043305） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ E T - - D ・ R ・ ・ P ・ ・ ・ ・ R N N - ・ ・ ・ ・ N D D G D ・ ・
CUHK-NS-463/2014（KP998539）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Guangzhou41621/2014

（KR020503） ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Gaithersburg/2014（KR083017）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Kawasaki308/2015（LC037415）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
CUHK-NS-511/2015（KP698930）・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Case308 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Case309 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Case310 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・
Case311 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ Q I - - N Q R ・ ・ P ・ ・ ・ L R I S N D ・ ・ ・ V N D D D D G ・

図４　GII.17のエピトープ推定領域におけるアミノ酸変異
Case308-311：2014/15シーズン検出株，網掛け：GII.P17-GII.17 Kawasaki 2014
*アミノ酸配列番号はKawasaki323株に準拠
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