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る流行遺伝子型の動向を調べることを目的とし，ノロ
ウイルスを原因とする小児散発事例および集団感染事
例での検出遺伝子型について調査した．加えて，GII.17 
Kawasaki 2014を特異的に検出できるとして，市販され
ているリアリタイムPCRキット（プライマー＆プローブ）
の有用性についても検討を行った．

材料および方法

1　供試検体
　2015/16シーズンにおける流行状況把握のための遺伝
子型別には，2015年10月から2016年７月までに採取され
た検体を対象とした．すなわち，小児散発事例の検体に
ついては，県内の小児科定点病院より検査依頼のあった
感染性胃腸炎の検体のうち，ノロウイルスの遺伝子が検
出された糞便検体で，かつ遺伝子解析可能であった49検
体を対象とした．また，集団感染事例からの検体につい
ては，ノロウイルス起因の18事例から得られた糞便のう
ち59検体を対象とし解析を行った．
　GII.17 Kawasaki 2014特異的検出キットを用いた遺伝
子型別法の有用性の検討には，2014から2016年に得られ
た検体のうち，遺伝子型決定済みのノロウイルス陽性糞
便検体38件及び，アデノウイルス，アストロウイルス，
サポウイルス，パレコウイルスの遺伝子がそれぞれ検

緒　　　言

　ノロウイルスは，人に対し嘔吐・下痢などの症状を引
き起こすウイルスで，特に冬季に流行し感染性胃腸炎
や集団食中毒等を引き起こすことでも知られている［１
-２］． 2014/2015シーズンには広島県のみならず全国的
にもノロウイルスの主要流行株に変化があり，それまで
多く検出されていたGII.4が減少し，新規遺伝子型ノロ
ウイルス，GII.17 Kawasaki 2014 がシーズン終わりから
非常に多く検出された［３-５］．このGII.17 Kawasaki 
2014 は2013/14 冬季シーズンに川崎市内で発生した感染
性胃腸炎患者から検出された遺伝子型で［６］，2014/15
冬季シーズンの１月以降に全国的な流行を引き起こし
ていたことが明らかになっている［６，７］．これを受け
て，2015年９月30日付け食安監発0930第２号厚生労働省
通知「ノロウイルスによる食中毒の予防について」によ
りGII.17 Kawasaki 2014が2015/16シーズンに大流行する
可能性があるため，流行の立ち上がりに厳重な監視が
必要であるとして注意が呼びかけられた．また，GII.17 
Kawasaki 2014は市販のイムノクロマト簡易検査キット
の検出感度が低いとの報告があったことから［７，８］，
キット偽陰性による感染症対策の遅れも懸念された． 
　そこで今回我々は，2015/16シーズンの広島県におけ
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　2014/15シーズン末から全国的に，これまでに報告されたことのないノロウイルGII.P17−GII.17 Kawasaki 
2014 variant （以下GII.17 Kawasaki 2014と略す．）の検出が相次いだ．そのため2015/16シーズンは，GII.17 
Kawasaki 2014の大きな流行が起こる可能性が危惧された．そこで2015/16シーズンの流行状況を把握するた
め遺伝子型について調べたところ，集団感染事例，小児散発事例共にGII.4が最も多く検出された．GII.17 Ka-
wasaki 2014については集団感染事例ではGII.4と同程度検出されたが，小児散発事例ではその検出数は少なく，
小児散発事例と集団感染症事例では遺伝子型検出内訳が大きく異なるという特徴が認められた．また，遺伝子
型別のスクリーニング法として市販のGII.17 Kawasaki 2014特異的検出キットについて検討を行ったところ，
その有用性が確認された．

Key words : norovirus,  genotype,  GII.4,  GII.17,  2015/16 season



広島県立総合技術研究所保健環境センター研究報告，No. 24（2016）

18

を用い，25μlの反応系でcDNA 2.5μlを供試した．反応条
件は95℃で10分間初期変性後，95℃で15秒間，60℃で1
分間を45サイクル行った．CP（Crossing Point）値が36
未満のものを陽性と判断した．

結　　　果

1  　小児散発事例から検出されたノロウイルスGIIの遺
伝子型

　小児散発事例から検出されたノロウイルスGIIの月別
遺伝子型検出状況を図１に，遺伝子型別の内訳を図２
に示した．2015/16シーズンでは10月にノロウイルスが
初めて検出され11月が検出のピーク（16件）であった．
検出されたノロウイルスの遺伝子型検出割合はGII.4が
36件（74%）と大多数を占めたが，それらは，いずれも
GII.4 Sydney 2012であった．GII.4以外ではGII.3が６件

（12%），GII.17 Kawasaki 2014が４件（８%），GII.6が３
件（６%）検出された．なお，GII.17 Kawasaki 2014に
ついては，2015年中には検出されず，2016年１月に初め
て検出され，３月まで検出が続いた．
　小児散発事例におけるノロウイルスGIIの年齢別にみ
た検出遺伝子型を表１に示した．GII.3，GII.6，および
GII.17 Kawasaki 2014については，２歳以上の児から多
く検出される傾向が見られたが，GII.4については２歳
未満の児から多く検出されていた．

2  　集団感染事例から検出されたノロウイルスGIIの遺
伝子型

　集団感染事例から検出されたノロウイルスGIIの概要
を図３及び図４に示した．
　シーズン初のノロウイルスによる集団感染事例は2015
年11月に保育園で発生し，その後の12月及び１月が集団
感染事例におけるノロウイルス検出のピークであった．
　GII.17 Kawasaki 2014は2015年12月に初めて検出さ
れ，１月が３件と最も多かった．それらノロウイルス

出された糞便検体各１件から得られた保存cDNAを用い
た．

2 　塩基配列の決定と遺伝子型別
　ノロウイルス検出プライマーとしてGI用にはG1SKF，
G1SKRを， GII用にはG2SKF，G2SKRとG2ALSKRを用い
た［３，９］．これらのプライマーを用いて増幅した特異 
的増幅断片は，QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）
またはQIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）により
精製した後，BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit （Applied biosystems）及びApplied Biosystems 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．決定
した塩基配列はWeb上のノロウイルス遺伝子型分類ツー
ルであるNorovirus Genotyping Tool Version 1.0（http://
www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool）を用いてVP1
上流域の遺伝子型別を行った．

3  　GII.17 Kawasaki 2014特異的検出キットを用いた遺
伝子型別法の有用性の検討　

　リアルタイムPCR法にてノロウイルス GII.17を特異的
に検出するキット「Hypercool テクノロジーTMによる新
型ノロウイルス検出用プライマー＆プローブ」（日本遺
伝子研究所）を使用し，その有用性について検討を行っ
た．リアルタイムPCR反応はLight Cycler 480システム
Ⅱ（Roche），Light Cycler 480 Probes Master（Roche）
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図１　2015/16シーズンの小児散発事例における月別の遺伝子型検出状況
図２　 2015/16シーズンの小児散発事例に

おける遺伝子型別内訳
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表１　 2015/16シーズンの小児散発事例におけるノロウ
イルスGIIの年齢別検出状況

年齢
遺伝子型

GII.3 GII.4 GII.6 GII.17
<12 ヶ月 1 5 0 0
１歳 1 20 1 1
２歳 2 6 0 1
３−５歳 2 5 2 2
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れも陰性と判定され，非特異反応は認められなかった．

考　　　察

　2015/16シーズンは2013/14シーズンに初めて報告さ
れた新規遺伝子型GII.17 Kawasaki 2014の出現により，
このGII.17 Kawasaki 2014がこれまで長く主流であっ
たGII.4に代わり大流行を引き起こす可能性があるとし
て非常に注目されたシーズンであった．そこで我々は
2015/2016シーズンの流行を監視することを目的に，県
内で発生したノロウイルス起因の小児散発事例および集
団感染事例における遺伝子型について調べた．
　本県の小児散発事例の遺伝子型内訳を全国（IASR）
の報告［10］と比較すると（図５），2015/16シーズンは
GII.4が主要流行株で次にGII.17 Kawasaki 2014，GII.3が
多い点は共通であった．一方で本県のGII.4の検出率は，
全国の49％よりも高い74％を占めた点と，GII.6が多く
検出された点で全国の報告とは異なっており，遺伝子型
によっては流行に地域差があると考えられた［11］．
　小児散発事例では10月に，集団感染事例では11月にノ
ロウイルスがシーズンで始めて検出された．ピークは小
児散発事例では11月，集団感染症事例では12月及び１月
であり，集団感染事例は小児散発事例よりも１か月程度

の遺伝子型の割合は，GII.4が７件（39%）と，GII.17 
Kawasaki 2014が６件（33%）とほぼ同程度で，検出さ
れた遺伝子型の大半を占め，次いでGI.3，とGII.7，GII.6
も少数ながら検出された．なお，GII.4については小児
散発事例と同様に全てGII.4 Sydney 2012であった．
　発生施設別にみたノロウイルスの検出遺伝子型を表２
に示した．施設別に見ると，保育園の事例では，検出
されたウイルスはGII.4，GII.6，GII.7，GII.17 Kawasaki 
2014と多彩な遺伝子型であったが，18歳以上の成人
層における集団感染事例においては，GII.4及びGII.17 
Kawasaki 2014が集中して検出された． 

3  　GII.17 Kawasaki 2014特異的検出キットを用いた遺
伝子型別法の有用性の検討

　 リ ア ル タ イ ムPCR法 を 原 理 と す る 市 販 のGII.17 
Kawasaki 2014特異的検出キットの検査結果を表３に示
した．ダイレクトシークエンス法にて，GII.17と確認し
ている25検体については，本キットにおいても，全て
ノロウイルスGII.17 Kawasaki 2014陽性と判定された．
一方，GII.17 Kawasaki 2014以外のノロウイル遺伝子型

（GII.3, GII.4, GII.6, GII.7）が含まれる検体や，アデノウ
イルスやアストロウイルスといった，その他の下痢症ウ
イルスが陽性であった検体については本キットではいず

表２　 2015/16シーズンの集団感染事例における発生施
設別ノロウイルスの遺伝子型

発生施設 遺伝子型
GI.3 GII.4 GII.6 GII.7 GII.17

保育園 2 1 1 1
高等学校 1 1
病院等
（18歳以上） 1 2

飲食店（食中毒）
（18歳以上） 2 2

高齢者施設 2 1
（数字は事例数）
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図３　 2015/16シーズンの集団感染事例における月別の遺伝子型検出状況
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図４　 2015/16シーズンの集団感染事例に
おける遺伝子型別内訳

表３　GII.17特異的検出キットの特異性の確認

供試ウイルス 遺伝子型 陽性数/検体数
GII.17 Kawasaki 2014 25 / 25
GII.3 0 / 2

ノロウイルス GII.4 Sydney 2012 0 / 6
GII.6 0 / 3
GII.7 0 / 2

アデノウイルス 0 / 1
アストロウイルス 0 / 2
サポウイルス 0 / 3
パレコウイルス 0 / 4
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2014特異的検出キットは，糞便検体では非特異反応等も
認められず，GII.17 Kawasaki 2014を特異的に検出可能
であった．今シーズンは，GII.17の注目度が高く，病院
や行政から遺伝子群だけでなく，遺伝子型までの早急な
報告が求められた．更に，平成28年４月１日付け厚生労
働省通知，生食監発0401第１号「食中毒対策の推進につ
いて」では，これまでの遺伝子群だけでなく，遺伝子型
までの報告が必要となった． しかし従来の方法で遺伝
子型別を行うには，PCR産物を用いてシークエンス反応
を実施した後，塩基配列を決定して型別を行う必要があ
り，遺伝子型の判明までに手間を要する．そのため，流
行のピーク時などにおいて，全ての事案の遺伝子型別を
迅速に行うことは容易ではない．今回検討を行なった
リアルタイムPCR法を用いた検出法の場合，逆転写反応
済のcDNA検体からであれば数時間でGII.17 Kawasaki 
2014かどうかの判定が可能である．さらに，リアルタイ
ムPCR法の場合，シークエンス法に比べPCR産物の取り
扱いによって起こるコンタミネーションの危険性が少な
いというメリットもある．今回は検討を行っていない
が，GII.17 Kawasaki 2014以外には，GII.4 Sydney 2012
の特異的検出試薬として「ノロウイルスGII/4 2012変
異株検出用プライマーセット」（日本遺伝子研究所）が
販売されている．この２つの亜型特異的検出試薬用い
れば，2015/16シーズンの集団発生事例の72%（GII.17 
Kawasaki 2014：33%，GII.4：39%）小児散発事例の82%

（GII.17 Kawasaki 2014 : 8%，GII.4：74%）について型別
可能であったと言える．この方法はあくまでもスクリー
ニング検査であり，詳細な検討や研究には別途ダイレ
クトシークエンスによる遺伝子型別が必要ではあるが，
2015/16シーズンの様に遺伝子型別の報告が早急に求め
られる場合に関しては，結果報告の迅速化および省力化
の点からも非常に有用であると言える．
　以上のことから，2015/16シーズンは集団感染症事例
では，これまでの主流であったGII.4とGII.17 Kawasaki 

遅れていた．この発生のピークが小児散発事例よりも集
団感染事例の方が遅れる傾向は，他県でも報告されてい
る［12］．
　GII.17 Kawasaki 2014については小児散発事例でピー
クが過ぎた2016年１月以降に検出され，集団感染事例で
は2015年12月に最初の事例が発生した後，１月に最も多
く検出された．2014/15シーズンにおいては，県内で発
生した集団感染事例におけるGII.17 Kawasaki 2014の検
出ピークは3月であった．更に国内の他地域においても
GII.17 Kawasaki 2014の発生は年開け後にピークを迎え
る傾向が認められており［４，６，７，12，13］，2015/16シー
ズンの当県の検出状況からもGII.17は，GII.4より遅れて
検出される傾向が確認された．
　2015/16シーズンの県内での小児散発事例，集団感染事
例のいずれもGII.4 Sydney 2012が最も多く検出された．
このGII.4 Sydney 2012は，2012/13シーズンにアメリカ，
ヨーロッパ，アジアなど全世界的にほぼ同じ時期に流行
が確認され［14］，広島県においても2012/13の主流株と
なった． GII.4 Sydney 2012が感染を拡大した理由の１つ
は，カプシド蛋白の可変領域にアミノ酸配列の変異があ
り［15］，これにより抗原性が乖離し免疫から逃れるこ
とができたためと言われている［16］．入谷らは2016年
１月及び同年３月に発生した集団感染事例２件から検出
したノロウイルスが，capsid領域はGII.4 Sydney 2012で，
RdRp領域はGII.P16に分類されるこれまでに報告の無い
キメラウイルスNoV GII.P16-GII.4 Sydney 2012であった
事を報告している［17］． また，GII.4はこれまで周期的
に変異を起こすことで，全世界的に流行を引き起こして
きたことも知られている［16，18］．現在，GII.4亜型の主
流であるSydney 2012は出現から４年経過していること
から，今後も新たな亜型やキメラウイルスの出現も考慮
し，注意深い監視が必要である．
　小児散発事例で72％を占めたGII.4であるが，年齢別に
見ると０−２歳ではGII.4の検出率が高いことが確認でき
た．一方で，小児の集団感染事例ではGII.4, GII.6, GII.7及
びGII.17 Kawasaki 2014と多彩な遺伝子型が検出された．
Sakonらは，大阪府における10年間のノロウイルス遺伝
子解析結果から小児の散発事例，食中毒事例及び高齢者
施設の事例ではGII.4が大多数を占めること．保育施設お
よび学校での集団感染症事例では，様々な遺伝子型が検
出され，その遺伝子型はシーズンによって変化すること
を確認しており，年齢層によりノロウイルス遺伝子型感
受性に差があると報告している［19］．また，他地域にお
いてもGII.17 Kawasaki 2014流行の主体は食中毒や高齢者
施設における集団感染事例で，成人層での流行であった
と報告されており［７，12］， 本県の2015/16シーズンにお
いても同様の傾向にあると考えられた［17，19］．
　今回その有効性の検討を行った市販のGII.17 Kawasaki 
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図５　 2015/16シーズンの全国の地方衛生研究所から報
告されたノロウイルス遺伝子型の内訳（IASR）
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