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研究成果の概要（和文）：カリシウイルス科のノロウイルス(NoV)は、非細菌性胃腸炎の主要な

原因ウイルスの１つである。NoV は、未だ培養増殖できないウイルスであるので、血清中の NoV

感染防御抗体を測定できない。そこで、NoV の構造タンパク遺伝子を組み込んだバキュロウイ

ルスで遺伝子型の異なる NoV のウイルス様粒子(VLPs)を発現し、発現 VLPs を利用した NoV 抗体

測定法を確立した。次いで、NoV 抗体測定法を NoV の血清疫学調査や血清学的診断に応用した。 

 
研究成果の概要（英文）：Norovirus (NoV), a member of the family Caliciviridae, is one of the 
major cause of acute non-bacterial gastroenteritis. Due to the lack of a culture system for NoV, 
measurement of neutralization antibody to NoV is now impossible. Capsid proteins of different 
antigenic types of NoV strains were expressed as virus-like particles (VLPs) in baculovirus-infected 
insect cells, and VLPs were used for detection of antibody to NoV by ELISA. The developed 
antibody-detection ELISA was applied for seroepidemiological study and serological diagnosis of NoV 
infection. 
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１．研究開始当初の背景 

カリシウイルス科のノロウイルス(NoV)は、

カキなどの二枚貝の生食や調理従事者を介

して汚染された食品の喫食によるウイルス

性食中毒の主要な原因ウイルスである。また、

NoVは11月から3月にかけての冬季を中心に、

乳幼児や高齢者の間で多発する感染性胃腸

炎の主要な病原体でもある。特に近年は、老

人介護施設や病院等でヒト-ヒト感染による

集団感染が多発し、感染症の原因ウイルスと

しての側面が社会問題となっている。NoV の

集団感染が公衆衛生上、大きな社会問題とな

ってきたことから、NoV 検査の迅速化が行政

側から求められてきた。NoV は未だ組織培養

法や実験動物で増殖できないことから、NoV

の検出検査の標準法として電子顕微鏡法(電

顕法)によるウイルス検索が実施されてきた。

しかし、電顕法は検体の精製から観察までに
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多大な時間を要する方法であることから、迅

速診断には不適な方法であった。1990 年の

Jiang らによる Norwalk virus の遺伝子クロ

ーニングの成功を契機として、NoV 株の遺伝

子解析が進展した。NoV の遺伝子情報の蓄積

に伴い、電顕法に代わる NoV の迅速診断法と

して RT-PCR 法、リアルタイム PCR 法、LAMP

法や TRC法等の遺伝子検出法が開発されてい

る。それに対して、NoV は培養増殖できない

ウイルスであるために NoVの血清学的診断法

の開発は遅れをとってきた。1992 年に Jiang

らは、構造タンパク遺伝子を組込んだバキュ

ロウイルスを用いて形態学的にも抗原的に

も native なウイルスと変わらないウイルス

様中空粒子(virus-like particles : VLPs)

の発現に成功し、発現 VLPs を NoV 抗原とし

て大量に確保することが容易となった。発現

VLPs 抗原に対する抗体価を測定することで、

NoV 感染の血清学的診断も可能と考えられた。

しかし、抗体測定に必要な NoV 抗原を安定的

に供給できるようなシステムはないのが現

状である。 

 
２．研究の目的 
NoV の組織培養系が未だ確立していないこ

とから、現段階では NoV の中和抗体測定は不

可能である。従って、免疫電顕法が NoV の抗

体測定の標準法として用いられてきた。本法

は、臨床検体に由来する NoV とペア血清との

反応後の凝集像を電子顕微鏡で観察するこ

とで抗体価の上昇を判定する方法であるが、

臨床検体由来の抗原量に限りがあること、ま

た、ウイルス抗原の精製や凝集像の有無の判

定に労力を要する等の欠点があった。組換え

バキュロウイルスによるタンパク発現系で

NoV の構造タンパクがウイルス様粒子(VLPs)

としての発現に成功したことから、VLPs 抗原

を利用した ELISA 法による NoV の血清診断へ

の応用が可能となった。しかし、わが国では

VLPs を安定的に供給するようなシステムは

なく、VLPs を保有する機関でのみ血清診断の

有用性評価が可能であり、汎用的な方法でな

いのが現状である。そこで、本研究では、汎

用的な NoV の抗体検出 ELISA を確立すること

を目的として、NoV の遺伝子型間での抗原性

の差異を検討するとともに、NoV 抗体検出

ELISA を血清疫学調査や血清学的診断への応

用を試みる。 

 

３．研究の方法 
（１）ウイルス様中空粒子(VLPs)の発現 

RT-PCRで増幅したNoVの構造タンパク領域

の遺伝子を LIC法でマルチシステム発現ベク

ターに組込んだ後、BacMagic キット(メルク

社製)で組換えバキュロウイルスを作製した。

次に、組換えバキュロウイルスを昆虫細胞

Sf-９に接種し、VLPs を発現させた。VLPs の

発現は SDS電気泳動または電子顕微鏡観察に

より確認した。 

（２）酵素抗体法(ELISA)による抗体測定 

サンドイッチ型 ELISA で NoV 抗体を測定し

た。精製したVLPsを50mM 炭酸緩衝液(pH9.0)

で 100μg/ml に調製し、ELISA 用プレートの

各ウェル に 100μl を添加し、４℃で一晩コ

ーティングした。抗原溶液を除去後、ブロッ

キングバッファー (0.5％BSA を含む PBS)を

加え 4º C で一晩、静置した。 0.1％BSA を含

む PBS で階段希釈した被検血清を加え、37℃

で 1 時間反応させた。0.05％Tween PBS (T–

PBS)で 洗浄後, 希釈ペルオキシダーゼ標識

二次抗体と 37℃で 1 時間反応後、T–PBS で洗

浄した。TMB (3,3,5,5-tetramethyl 

benzidine)基質を加え、室温で 30分反応後、

1N 硫酸で反応を停止した。プレートリーダー

で 450nm の吸光度を測定し、吸光度 0.15 以

上を陽性と判定した。 
 

４．研究成果 

（１）NoV の抗原性解析 

 遺伝子グループ I(GI)の 2 株(遺伝子型 G1

とG4)と遺伝子グループ(GII)の5株(G3、G4、

G10、G12、G15)由来の VLPs 抗原とそれらの

ポリクローナル抗体を用いてこれらの株間

の交叉反応性を ELISA 法で検討した。その結

果、GI と GII では数％以下であり、血清学的

にも区別できることを確認した。同一グルー

プ間では、6～12.5％の交叉反応性を認めた

が、遺伝学的分類と血清学的分類とはよく一

致する結果を得た。 

 2006 年冬季の NoV の大流行以降、GII.4 型

NoV が主要な流行株であったので、2007 年と

08 年の GII.4 型流行株(07 年 3 株と 08 年 2

株)計 5株について VLPs 発現を行い、プロト

タイプ GII.4のポリクローナル抗体に対する

反応性を ELISA 法で検討したが、抗原性の変

異は認められなかった。今後も継続して同一

遺伝子型の VLPs 抗原を蓄積することによっ

て、抗原変異の方向性に関する有用な情報を

収集できることが期待される。 

（２）血清疫学調査及び血清診断への応用 

7 種類の VLPs 抗原を用いて、愛知県民の年

齢階層別の NoVに対する抗体保有率を調査し

た。GI の 2株に対する県民全体の抗体保有率

は、Seto株(G1):24.0％、Chiba株(G4):32.0％、

GII の 5株に対しては、Sinsiro 株(G3):37.5%、



Narita104 株(G4):69.5％、Hokushin 株

(G10):32.0％、Chitta 株(G12):42.0％、Kamo

株(G15):47.0％であった。各年齢階層で

GII.4 に対する保有率が最も高い傾向が認め

られ、近年の GII.4 株の流行を反映する結果

が得られた。 

 カキ関連の食中毒事例の有症患者 3名から

採取されたペア血清について、GIの2株［Seto

株(G1)と Chiba 株(G4)］及び GII の 4株[NG1

株(G2)、Sinsiro株(G3)、Narita104株(G4)GII

と Chitta 株(G12)]、計 6株の VLPs 抗原に対

する抗体価を測定した。その結果、3名中 2

名は、GI 抗原に対して 16～32 倍の抗体上昇

を認めたが、GII 抗原に対しては 2～8倍の抗

体上昇であった。残り 1名は、GI 抗原に対し

て 1～2倍の抗体上昇であったのに対して、

GII 抗原に対して 64～128 倍の抗体上昇を認

めた。カキ関連の食中毒疑い事例では、摂食

者は多様な免疫応答示すことが想定される

が、NoV 感染疑い患者のペア血清について複

数の VLPs 抗原に対する抗体価を測定するこ

とにより NoV感染グループの特定は可能と考

えられた。 

NoV は抗原的にも多様なウイルスであるの

で、今後とも、流行株の遺伝子型や抗原性の

経年的変化の追跡は必要であるが、VLPs 抗原

をグループ化することにより、簡便かつ汎用

的な抗体測定系の確立が期待される。 
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