
地方独立行政法人　大阪健康安全基盤研究所・微生物部・課長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８４４０７

挑戦的研究（萌芽）

2019～2017

包括的ゲノム解析によるノロウイルス新変異株の河川水と患者における早期検出系の構築

Retrospective surveillance of wastewater to examine seasonal dynamics of 
norovirus infection

６０４５０５５８研究者番号：

本村　和嗣（MOTOMURA, KAZUSHI）

研究期間：

１７Ｋ１９８７４

年 月 日現在  ２   ９   ７

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：自然環境（下水）および自然環境周辺に位置するヒト集団における集団食中毒事例に
ついて、ノロウイルスのゲノム解析情報を収集し、遺伝子型の分布状況や動態について解析した。初年度は、迅
速かつ簡便な解析プログラムを作成し、2009年に発生したノロウイルスGII陽性食中毒事例の準種解析を行っ
た。二年度は、ノロウイルスGI陽性食中毒事例を対象にし、GIもGII同様、個体内で複数の遺伝子型が混合感染
していることがわかった。最終年度は、食中毒事例が発生した近くにある下水処理場から採取された下水試料の
解析を行い、下水環境中の遺伝子型分布と一致し、ほぼ同時期にヒト集団内に存在していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Multiple norovirus (NoV) genotypes are widespread in the natural 
environment. To understand the dynamics of NoV genotypes in sewage water and single patient in 
Osaka, we conducted a genome analysis using a new generation sequencer. The high-throughput data 
from 10,000 to 77,000 reads per specimen were analyzed, and their phylogenies were analyzed using 
the capsid N-terminal/shell coding region containing 300bps. First year, we constructed a rapid 
program for analysis of quasispecies. We analyzed the food-borne cases caused by GII norovirus in 
the first year, and GI norovirus in the second year. The final year we analyzed the sewage water and
 compared with the dynamics of genotypes, indicating that the distribution of genotypes are 
consistent with patients and sewage water collected at same time and close place.

研究分野： 感染症学

キーワード： ノロウイルス　準種解析

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然環境（下水）の解析について関係当局と調整していたが協力を得られ、食中毒事例が発生した時期に採取さ
れ、場所が近い下水検体を用いて解析した。2009年11月から2011年5月までに採取された、GI 10検体、Group I 
I（GII） 15検体、計25検体について、MiSeq (illumina社)を用いて、網羅的に塩基配列を収集した。しかし、
最終年度（昨年度）は、新型コロナウイルス感染症の検査対応のため、2009年12月、2010年1月、3月のGIの解析
のみしか準種解析をできなかった。早急に、残りの検体の準種解析を実施し、自然環境、ヒト個体、ヒト集団内
に存在する遺伝子型の動態を解析する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ノロウイルスの実験動物モデルや細胞増殖系の開発は進んでいるが費用が高く、ウイルス

学的研究は制約を受けて進んでいない。ウイルスの生活環の理解のためには、先端のゲノム解析

技術、計算科学的手法、情報生物学を用いて、科学的知見に基づく配列情報を蓄積し解析が重要

である。 ノロウイルスは、2006-2007 年、2012-2013 年に、世界中で大流行を引き起こした(1-3)。

自然環境、生活環境中に普遍的に存在し、物理的に安定性が高く、大変、感染力が強い。よって、

人の密集する閉鎖空間で集団食中毒が頻繁に発生し、その結果、甚大な被害をもたらす。現代社

会は、航空機、車、電車などの輸送網や経済網が高度に発達している。ヒトノロウイルスに汚染

された物資やヒトが移動することで、国内はもとより大陸を超えて感染拡大が示唆される。我々

は、日本における新型変異株ノロウイルスの出現による流行への注意監視のため、臨床検体や下

水などの環境検体より、ノロウイルス感染症の新型変異株の早期検出を試みたい。本研究では、

レトロスペクティブな視点から、食中毒事例の患者糞便試料の解析、および、同地域にある下水

試料の解析を実施した。 

 

２．研究の目的 

 ノロウイルス流行株予測のため、次世代型ゲノム解析装置を用いて、自然環境（河川、下水）、

および、自然環境周辺に位置するヒト集団の（集団食中毒事例や無症候感染事例）ノロウイルス

のゲノム解析情報を収集する。自然環境、ヒト個体、ヒト集団内に存在する新変異株の検出を行

う。これらの情報は、ノロウイルスのヒト集団における集団発生予測の基盤情報になることが期

待される。最終的に、この基盤的研究を発展させることにより、流行監視、制御法（ワクチン）

開発への応用が期待される。 

 

３．研究の方法 

大阪府内で発生した 2件の食中毒事例（2010 年 1月と 2012 年 3 月）を対象とした。糞便試料

からのウイルスRNAの抽出については、糞便試料にPBS(-)を加え10%懸濁液を作成し、11,000×g、

20 分間遠心の後、その上清を RNA 抽出用検体とした。この遠心上清より、QIAamp  Viral  RNA  

Mini  Kit (QIAGEN)を用いて、ノロウイルス RNA を抽出する。処理前の下水試料は、濃縮後、上

記と同様に、QIAamp  Viral  RNA  Mini  Kit (QIAGEN)を用いてノロウイルス RNA 抽出する。

逆転写反応後、ノロウイルス Group I (GI)と Group II (GII)、各々、カプシド遺伝子シェル

領域（300bps）を PCR で増幅した。次世代型ゲノム解析装置は、MiSeq (illumina 社) を用い

て、遺伝子増幅産物の配列情報を取得した。準種解析には、当初、既存の配列解析プログラムを

用いて亜株、遺伝子型の頻度を調べたが(4)、新しく改良化された配列解析プログラムも用いた。

下水試料の解析は、2009 年 11 月から 2011 年 6 月までに採取された処理前の下水試料（15 回分）

を対象とした。クローニング法を用いて、遺伝子増幅産物をプラスミドに組み込んだ後、大腸菌

よりプラスミド DNA を抽出し、サンガー法シークエンスにて塩基配列を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 配列解析プログラムの改良と GII ノロウイルス食中毒事例の解析： 

2010 年 1 月に大阪府内で発生した集団食中毒事例を対象として、様々な遺伝子型を検出する。

汚染食材を介して、料理喫食者(n=6)と感染拡大した集団食中毒事例を対象とした。糞便試料を

出発材料とし、ウイルス RNA 抽出、逆転写反応後、カプシド遺伝子シェル領域（300bps）を PCR



で増幅した。今回は、MiSeq (illumina 社) を用いて、遺伝子増幅産物の配列情報を取得した。

既存の配列解析プログラムと新しく簡便化した配列解析プログラムで亜株、遺伝子型の頻度を

調べ比較した。 (i) カプシド遺伝子シェル領域の配列情報（約 8.0×107 塩基 / 6 検体）を取

得した。 (ii) シェル領域の遺伝系統が異なるウイルス亜集団の重感染は、6検体中 4検体で検

出された。これは、両方のプログラムで同数であった。(iii) 本事例では、GII.4 2006b 株と

GII.2 が検出されていた。(iv) 既存のプログラムでは、GII.2 は、個体内に集団（2.2- 97.3％）

として、4 例で検出された（図１）。新規のプログラムでは、個体内に集団（3.0- 97.0％）で、

ほぼ、既存のプログラムと同数であることがわかった。 

 

(2) 配列解析プログラムの改良と Group I (GI)ノロウイルス食中毒事例の解析： 

2012年 3月に大阪府内で発生したノロウイルスGI陽性食中毒事例を対象に｛料理喫食者(n=7)｝、

その解析プログラムを使用して調査した。糞便試料を出発材料とし、ウイルス RNA 抽出、逆転写

反応後、カプシド遺伝子シェル領域（300bps）を PCR で増幅した。今回は、MiSeq (illumina 社) 

を用いて、遺伝子増幅産物の配列情報を取得した。(i) 220,622 配列（約 6.0×107塩基）を対象

とした。(ii)本事例では、7 検体中 5 検体より、GI.1、GI.3、GI.型別不能の複数の遺伝子型が

検出された（図 2、図 3）。(iii)カキ等の二枚貝の喫食は確認されなかった。 

 

図 1 

図 2 

図 3 



 

(3)  クローニング法を用いた下水試料のノロウイルス GII の解析： 

2009 年 11 月、12 月、2010 年 1 月、2月、3 月、4月、5 月、11 月、12 月、2011 年 1 月、2月、

3月、4月、5月、6月に、食中毒事例が発生した近くにある下水処理場から採取された下水試料

の解析を行った。濃縮された下水試料を出発材料とし、ウイルス RNA 抽出、逆転写反応後、GIと

GII のカプシド遺伝子シェル領域（300bps）を PCR で増幅した。クローニング法にて、サンガー 

シークエンス法を用いて、遺伝子型を決定した（表）。今回、次世代型ゲノム解析装置で解析し

た 2010 年 1 月の GII ノロウイルス食中毒事例（図 1）の前に採取された下水試料（2009 年 11

月、12月）には、すでに GII2 と GII4 が存在していることがわかった。 

 

 

 

 

 

表.  クローニング法を用いた下水試料のノロウイルス GII 遺伝子型の推移 

 

 

 

本研究では、ノロウイルス GI と GII 陽性食中毒事例、および、下水試料の準種解析を行った。

食中毒事例の遺伝子型の比率は、頻度が様々であった。喫食した食品汚染の度合い依存する可能

性、また、宿主側の NoV 既感染歴に影響されると考えられる。ノロウイルス GI陽性食中毒事例

では、感染源が特定されなかったが、GIと GII で複数の遺伝子型が検出されており、NoV は遺伝

子型群に関係なく、混合感染することが示唆された。NoV は、異なった遺伝子型の共感染により、

キメラウイルスが新生すると考えてられている。新流行株の新生の機序を考える上で、次世代型
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Norovirus Group II (GII)
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ゲノム解析装置は有用であると考えている。下水試料には、2010 年 1 月の食中毒事例（図 1）よ

り、2 か月前の 2009 年 11 月に GII2 と GII4 が検出されており（表）、ヒト集団内ですでに存在

していることがわかった。下水試料を経時的に追跡調査すると、ヒト集団で感染拡大しつつある

流行株や新変異株の早期検出できる可能性が示唆された。現在、次世代型ゲノム解析装置で配列

情報の収集は終了し、各遺伝子型の詳細な頻度、動向を解析するために、下水試料の準種解析を

進めている。 
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