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はじめに 

 

 食中毒検査におけるノロウイルス（以下NV)検査は，厚生労働

省通知の「ノロウイルス検出法について」（食安監発第 1105001

号 平成15年11月5日，食安全監発第0514004号 最終改訂 平

成25年10月22日）１）（以下通知法）において，リアルタイム

PCR法による NV遺伝子の定量的検出法 2)，使用試薬等の例示が

記載されており，発出から10年以上経過した現在でも，精度保

障の点から，本通知に例示された試薬を用いた検査が実施され

ている．NV の検出の感度および特異度を落とすことなく迅速性

の向上を図るため，通知法公表後に発売され利便性と高性能が

謳われている試薬を用いた検査について検討した． 

 

材料および方法 

 

 平成25-26年度に採取され，通知法によるNVのリアルタイム

PCR検査が実施された糞便80検体[採取当時NV遺伝子群(G）Ⅰ,G

Ⅱ共に陰性判定30検体，GⅠまたはGⅡのどちらかが陽性判定50

検体]で-80℃保存されていたものを用いた．検体及び資料は，埼

玉県衛生研究所倫理審査委員会の承認を得て，提供者の情報と

匿名連結不可能とする操作を施した後，使用した． 

 糞便検体からのウイルス核酸抽出は，通知法に従った．す 

なわち，糞便0.1gを滅菌超純水1mlに懸濁し，15000rpm10分間

遠心し得られた上清140μlから，QIA viral RNA mini kitを使

用し，本キットの取扱い説明書に従い実施した．抽出核酸は 60

μlのジエチルピロカーボネート(DEPC)処理水に溶出した． 

得られた抽出核酸を鋳型とするcDNA合成を，通知法に基づきDNA

分解処理工程（30分間の DNase処理と 5分間の酵素不活化）を

実施後，逆転写酵素としてSuperScriptⅡReverseTranscriptase 

（サーモフィッシャーサイエンティフィック）を使用した場合

（系1）と，DNA分解処理を実施せず，逆転写反応をPrimeScript 

RT regent kit (Perfect RealTime)（タカラバイオ）を用いて実

施した場合（系2）の2とおりで実施した．系1及び系2の詳細

を表1に示した． 

 

DNA分解処理 RQ1 RNase-Free DNase （プロメガ） 1.5µl
x5 SuperScriptII First-Strand Bbuffer
（サーモフィッシャーサイエンティフィック）

1.0µl

核酸抽出液 12.5µl
（反応条件） 37℃,30分　→　75℃5分

逆転写反応
SuperScriptII Reverse Transcriptase
（サーモフィッシャーサイエンティフィック）

1.5µl
x5 PrimeScript Buffer(for Realtime)
（タカラバイオ）

4.0µl

x5 SuperScriptII First-Strand Buffer 4.5µl 100µM Random 6mers 4.0µl
10mM dNTPs 1.5µl PrimeScript RT Enzyme Mix 1.0µl
100µM Random 6mers 0.75µl DEPC処理水 1.0µl

RNasinR Ribonuclease Inhibitor
（プロメガ）

0.75µl 核酸抽出液 10.0µl

100mM ジチオスレイトール 1.5µl
DEPC処理水 4.5µl
DNA分解処理反応液 15µl

（反応条件） 42℃,60分　→　99℃,10分 37℃,15分　→　85℃,5秒
反応時間合計

系 1 系 2

実施なし

表 1　系 1と系 2のcDNA合成までの検査法

105分 約15分
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系1，系2とも，得られたcDNA溶液のうち4μlを用いて，通

知法に従い反応液全量を35μlとしたNVGⅠ及びGⅡのリアルタ

イムPCR法を実施した．リアルタイムPCR法の判定は，107から

100コピー数まで 10 倍段階希釈した NVGⅠ及び GⅡの陽性対照

（NV リファレンスセンター作製プラスミド）の同時測定により

作成された検量線を基に，DNA測定値が101コピー数以上を示し

た検体を陽性とした． 

系1または系2のどちらかの方法のみで陽性となった場合は，

COGⅠF/GⅠ SKR，または COGⅡF/GⅡ SKRプライマーセットによ

る PCR を行い，増幅産物をダイレクトシークエンス法により確

認した． 

リアルタイム PCR およびシークエンスによる結果から，通知

法である系１を標準とし，系2の感度及び特異度を検討した． 

  

結果および考察 

 

 80検体の系1及び系2による試験結果を表2に示した．また，

陽性検体におけるDNA測定値を表3に示した． 

 NV GⅠは，系 1では，80検体のうち陽性 14検体(17.5％)，

陰性66検体(82.5％)，検討した系2では陽性は16検体(20.0％)，

陰性 64 検体(80.0％)であった．系１で陽性だった 14 検体は全

て，系 2でも陽性であった．系 1と比較した場合の系 2の感度

は100.0％，特異度は97.0％であった． 

 NV GⅡ は系 1では 80検体のうち陽性 33検体(41.3％)，陰

性は47検体(58.7％)，検討した系2では陽性39検体(48.8％)，

陰性 41検体(51.2％)であった．系 1で陽性であった 33検体は

全て，系 2でも陽性であった．系 1と比較した場合の系 2の感

度は100.0％，特異度は87.2％であった． 

系1，系2共に陽性だった検体では，リアルタイムPCR法の結

果で得られた 4μl あたりの cDNA コピー数は，すべての検体で

系 2の方が系 1のものを上回っていた．また，系 2のみで陽性

だったGⅠの2検体及びGⅡの6検体は，共に正常な増幅曲線を

示し,その DNA定量値は GⅠで 28コピーと 12コピー，GⅡで 24

コピーから180コピーを示した．それら8検体のcDNAについて，

GⅠ及び GⅡ特異的プライマーセットによる PCRを実施し，増幅

産物のシークエンスをしたところ，GⅠの2検体はそれぞれ遺伝

子型GⅠ.1とGⅠ.4のNV，GⅡの6検体は全て遺伝子型GⅡ.4の

NVであることが確認された． 

 ノロウイルスの遺伝子検査法については，リアルタイムPCR法

を含め,これまで多くの研究者により様々な方法が検討されて

きた 3),4)．本検討は，通知法と同様の方法である系1と系1を基

に，抽出核酸からcDNA合成までの過程を変更した系2を比較し

た．系2は，GⅠ，GⅡとも系1で陽性を示した検体全て及び陰性

であった一部の検体からNVを検出したことから，通知法である

系1に比較し，感度の点では劣らないと推察された． 

 系 1と系 2で得られた DNA測定値が異なる結果となった原因

としては，通知法ではリアルタイムPCR反応に移行する際のRNA

量が1.67μｌなのに対し，系2では2.0μlと若干多くなってい

ること，抽出RNAからのcDNA合成過程においてDNA分解処理過

程におけるウイルス RNA の分解が避けられていること，などが

考えられた． 

 検体の希釈系列を用いて系1，系2の検出限界の差異を明らか

にしていくことは，今後の課題と考える．また，特異度の点では，

系 1で陰性，系 2で陽性を示した検体は全て，RT-PCRとシーク

エンスの結果からNV遺伝子を検出したことから，系2の非特異

的反応による偽陽性ではないと考えられた．今後さらに検体数

を重ねて確認していく必要がある． 

 以上の結果から，通知法である系1を基に比較した場合，系2

により合成された cDNAは，引き続き実施するリアルタイム PCR

法での使用において，偽陰性を増加させる可能性は認められず，

また特異度を低下させることなく鋳型としての反応性を保持し

ていると考えられた．系2によるcDNA合成は検査時間を1時間

以上短縮できることから迅速性の観点からも，今後さらに検討

を重ねることで，食中毒の行政検査として用いることが可能で

あると考えられた． 

 

 

表 2　食中毒検体のNV試験結果 ( N = 80 ）

陽性 陰性

陽性 14 2

陰性 0 64

陽性 陰性

陽性 33 6

陰性 0 41
系2

GⅠ
系1

系2

GⅡ
系1
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【まとめ】 

 

 NVのリアルタイム PCR法による検査について，通知法に基づ

きcDNAを合成した場合(系1）とDNA処理をせず逆転写酵素に通

知記載以外の製品を使用しcDNAを合成した場合(系2）を糞便80

検体を用いて比較した．その結果，系2では，NVGⅠで感度100％，

特異度97.0％，GⅡで感度100％，特異度87.2％と，検出率では

系 1に劣らなかった．また，系 2では陽性，系 1では陰性を示

した検体8検体は，シークエンスによりNV遺伝子陽性が確認さ

れ，系2の非特異的な偽陽性でないと考えられた．これらのこと

から系 2 は系１と比較し，感度と特異度の点で劣らないと考え

られ，また，検査時間を短縮できることから，食中毒の行政検査

として用いるため，さらに検討する価値があると考えられた． 
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表3 NV陽性検体のリアルタイムPCR法におけるDNA測定値　（DNAコピー数）

NV GⅠ：16検体 NV GⅡ：39検体

GⅠ 系1 系2 GⅡ 系1 系2

1 8.86E+06 1.23E+08 1 2.59+04 3.16E+05

2 1.63E+06 2.43E+07 2 4.05E+06 5.67E+05

3 9.44E+04 2.91E+06 3 2.11E+06 3.05E+07

4 8.50E+04 1.07E+06 4 5.50E+05 1.22E+07

5 2.21E+04 1.69E+05 5 5.01E+05 6.72E+06

6 2.10E+04 2.81E+05 6 4.24E+05 6.75E+06

7 9.62E+03 1.13E+05 7 1.52E+05 2.48E+06

8 2.63E+03 2.88E+04 8 1.47E+05 1.78E+06

9 9.62E+02 1.13E+04 9 1.05E+05 2.22E+06

10 7.19E+02 6.58E+03 10 1.03E+05 1.48E+06

11 6.84E+02 1.21E+04 11 8.60E+04 1.77E+06

12 1.34E+01 1.16E+02 12 4.30E+04 6..39E+05

13 1.21E+01 9.50E+01 13 3.16E+04 7.53E+05

14 1.10E+01 1.51E+02 14 1.79E+04 3.05E+05

15 UND 2.81E+01 15 6.45E+03 6.90E+04

16 UND 1.25E+01 16 2.92E+03 8.58E+04

UND: 陰性 17 2.90E+03 6.58E+04

18 2.13E+03 4.63E+04

19 1.91E+03 2.78E+04

20 8.59E+02 1.30E+04

21 7.21E+02 1.46E+04

22 6.30E+02 6.93E+03

23 6.23E+02 1.33E+04

24 4.46E+02 8.93E+03

25 3.06E+02 4.43E+03

26 2.02E+02 1.25E+03

27 1.65E+02 2.94E+05

28 1.65E+02 7.26E+02

29 1.47E+02 1.29E+03

30 7.53E+01 7.53E+02

31 6.87E+01 4.33E+02

32 4.05E+01 3.41E+02

33 1.97E+01 8.90E+01

34 UND 1.79E+02

35 UND 4.01E+01

36 UND 3.04E+01

37 UND 4.81E+01

38 UND 2.41E+01

39 UND 1.03E+02

UND: 陰性


