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研究成果の概要（和文）： 
  ノロウイルス、サポウイルスの新しいウイルス様粒子を作製した。新しいまたは改良した
遺伝子診断、免疫学的診断（イムノクロマト法）を開発した。ロタウイルス、ノロウイルス、
サポウイルス、アストロウイルスに続きアイチウイルス、パレコウイルス、ボカウイルス、サ
フォルドウイルスなどのウイルスの分子疫学を行い新しい知見を得た。マウスノロウイルスを
代替えとして消毒薬、加熱、母乳の抗ウイルス効果を見た。ノロウイルスの細胞培養系の確立
を試みたが成功しなかった。ノロウイルスとサポウイルスの組織血液型抗原（HBGA）との結
合性を唾液、腸管組織で調べた。ノロウイルスの結合はあるもサポウイルスは見出せなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have produced new virus-like particles (VLPs) of norovirus and sapovirus in 
order to update the consequences of viral genetic variability. The 
immunochromatography (IC) diagnosis test kits have been developed/improved by 
these new VLPs. In addition to the molecular epidemiological study of rotavirus, 
norovirus, sapovirus, adenovirus and astrovirus that we have done, the novel diarrheal 
viruses such as Aichi virus, parechovirus, bocavirus and Saffold virus have also been 
found in diarrheal stool samples. Murine norovirus was used as a novel surrogate to 
evaluate disinfectants, heating, and antiviral activity for human norovirus. We 
challenged multiple-cell cultivation assays for norovirus but did not succeed at this 
moment. We also examined the binding activities of norovirus and sapovirus to 
histo-blood group antigens of saliva and intestinal cells. It was interesting to find that 
norovirus, but not sapovirus, showed high binding activity.  
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１．研究開始当初の背景 
    わが国ではウイルス性下痢症による

小児の死亡は少ないものの世界では毎年ロ
タウイルスで６0万人、ノロウイルスで 20 万
人の子どもたちが死亡している（推計）。ど
の国のどの子どもも感染する。近年、診断法
の進歩により不顕性感染および集団感染の
実態があきらかになってきた。  
 しかし、迅速診断法の開発はまだ十分でな
い。ウイルス性下痢症のワクチンに関しては
海外でのロタウイルスワクチンの市販を除け
ばまだなかったが、昨年末から日本でも始ま
った。治療は対症療法に留まっている。ワク
チンや治療薬の開発には分子疫学的手法を用
いたウイルスの変異、臨床像などの研究の積
み重ねが必要である。 
 
２．研究の目的 

   （１）これまでのロタウイルス、ノロ
ウイルスのイムノクロマト（IC）法による迅
速診断法の開発に続いて、アストロウイルス、
サポウイルスの迅速診断法を完成させる。
（２）25 年以上続けてきたわが国の小児にお
けるウイルス性下痢症の分子疫学を継続し、
特にウイルスの変異について解析する。主要
な下痢症ウイルス（ロタウイルス、ノロウイ
ルス、サポウイルス、アストロウイルス、腸
管アデノウイルス）以外のコブウイルス、パ
レコウイルス、ボカウイルスなどの従来診断
がつかなかった新しいウイルスについても
解析する。（３）診断法が確立されてきたこ
とを基にして、改めてウイルス別の患者年齢、
疾患の重症度、不顕性・顕性感染、合併症、
ウイルスの排泄期間等の臨床症状を明らか
にする。（４）ノロウイルスのウイルス様中
空粒子(VLP)を用い患児の組織血液型抗原
(HBGA)の糖鎖との結合性を調べるだけでは
なく、ノロウイルスの抗原結合部位の遺伝子
配列や立体構造、ヒトの HBGA 部位の遺伝
子、アミノ酸あるいは立体構造を調べる。
（５）ヒトノロウイルスに最も近縁であるマ
ウスノロウイルスを用いて、抗ノロウイルス
治療薬のスクリーニングおよび消毒薬の効
果を調べる。（６）以上の結果から総合的に
ウイルス性下痢症のリスク評価ならびに予
防対策を提示する。 
 
３．研究の方法 
   （１）①すでにノロウイルスで作製した
ウイルス中空粒子（VLP）の方法に準じて、
遺伝子解析を終えたサポウイルスの cDNA か
ら VLP を作製し、ポリクローナルおよびモノ
クローナル抗体の作製、イムノクロマト（IC）
キットの作製を行う。②既に有するアストロ
ウイルス血清型１のポリクローナル抗体を
用いて IC キットを作製する。③既に作製し

ているノロウイルス、ロタウイルス、アデノ
ウイルス、マウス血清に対する抗体を同一の
メンブレン上で４つのラインとして IC キッ
トを作製する。④臨床検体を用いてこれらの
IC キットの有用性を調べる。（２）１０種の
下痢症ウイルスのそれぞれの PCR産物の分子
量から個別を認識できるようにプライマー
を設定し、実際の検体で行う。従来からの
A,B,C セットでの成績と感度・精度を比較す
る。（３）わが国の５～７か所の小児科クリ
ニックでウイルス性と思われる下痢症糞便
を年間通じて採取してもらう。従来からの遺
伝子診断法をもちいてウイルスのスクリー
ニングをする。陽性の検体に対して遺伝子型
鑑別の nested PCR あるいは遺伝子解析を用
いて遺伝子型を決定する。稀な検体に対して
は全塩基配列、培養、VLP の作製などを行う。
リコンビナント、リアソータントウイルスを
見出す。（４）培養マウスノロウイルスを用
いて加熱の効果、母乳や消毒薬の感染阻止効
果を CH50 で調べる。（５）ノロウイルスの
リガンドと細胞のレセプター（HBGA）との結
合の強さを酵素抗体法により、唾液・腸管組
織で調べる。サポウイルスについても検討す
る（６）ヒトのみならずブタ等の家畜の下痢
症ウイルスを解析し、ヒトのウイルスとの同
異を調べる。（７）種々の培養細胞を用いて
ヒトノロウイルスの培養を試みる。（８）分
子疫学の成績をもとに集団疫学的な流行を
解析する。 
 
４．研究成果 
（１）10 種の下痢症関連ウイルスを同時に１
つのチューブの RT-PCR で検出する方法を開
発した。従来の 3セットの multiplex RT- PCR
と比較して、同等あるいはそれ以上の感度で
ウイルスを見出すことができた。（２）既に
作ったロタウイルス、アデノウイルス、ノロ
ウイルスの抗体を用い、３つのウイルスを１
つのキットで調べる Triple Test Kit を作製
した。既に RT-PCR 法でウイルスを検出して
いる糞便を用いて検査を行ったところ一致
した結果を得た。（３）ヒトサポウイルス
GI.GIV の株に対して VLP を作製出来た。GII
に対しては他の研究者から VLP を入手した。
マウスでモノクローナル抗体を得たが、現時
点では全てのヒトサポウイルスを検出しう
るモノクローナル抗体は得られなかった。し
たがって GI,II,IV 全てに反応する ICは得ら
れなかった。アストロウイルスに対しても 1
型と反応する抗体で IC が作製された。これ
らは臨床検体で RT-PCR の結果とよく一致し
た。（４）ノロウイルス IC キットの新生児の
糞便に対する偽陽性反応は、キットの緩衝液
を工夫する事により解決がなされた。流行し
ているノロウイルス GII/4 2006a,2008a に



対する VLP も作製した。これらで作成した抗
体は臨床の下痢便中のウイルスと良く反応
した。（５）下痢症ウイルスの中でロタウイ
ルスの頻度よりノロウイルスの頻度が多く
なった。ロタウイルスはこの 3 年間 GIP[8]
が減少し、G3P[8]が増加した。2002-2005 に
続き同様の現象である。2009-2011 の G3 の塩
基配列は 2002-2005 と類似していた。ノロウ
イルスは依然 GII/4 の中の 2006b が主である
が 2008a,2009a も存在した。2010a と考える
variant も見られた。サポウイルス、アスト
ロウイルスの頻度は数％であるがサポウイ
ル ス は 2007-2008 で は GIV が 多 い が
2008-2011 は GI/1 が主体であった。その後も
GI が主である。アストロウイルスの殆どが 1
型である。この数年、検出頻度が低いが主に
ピコルナウイルス科で疫学の進展が見られ、
アイチウイルス、ヒトパレコウイルス、コサ
ウイルスが調べられた。またヒトボカウイル
スの疫学もなされた。（６）マウスノロウイ
ルスを代替えとしてノロウイルスの加熱不
活化、母乳中のノロウイルスの熱不活化、ア
ルコール濃度による消毒の効果などを調べ
た。（７）種々のノロウイルスの VLP を用い
て、HBGA との結合性を調べた。GII/4 は全て
の HBGA の唾液と反応した。また消化管組織
の細胞表面の HBGA と VLP が反応するのを確
認した。サポウイルスの場合、結合反応はな
かった。（８）わが国のブタにおいて糞便の
中から E型肝炎ウイルスを検出した。またブ
タのコブウイルスも見出し、食品の安全の面
から検討が必要である。（９）過去の下痢症
ウイルスの成績から、ロタウイルスの流行の
ピークが春にずれているが、ノロウイルスは
依然として 11 月から 1 月中心のピークであ
った。サポウイルスは頻度が低いが冬を中心
に流行が見られた。（１０）ノロウイルスの
細胞培養を Caco 2 細胞、Myelomonocyte を
用いて行った。５代の継代培養を行った。抗
体をもちいて細胞を染色し、１，２代まで抗
原が僅かに染められたが、その後は消失した。
ウイルス遺伝子も同様の傾向があった。（１
１）その他に、ノロウイルス GII/6 の流行、
組換えアデノウイルスの発見等がある。以上
のなかで（７，１０）を除く９項目は既に論
文として報告している。また昨年度の成果は
論文作成中である。 
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