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カキに含まれるノロウイルスの遺伝子検査法

国立医薬品食品衛生研究所
食品衛生管理部 第4室

上間 匡

2019年2月21日
農林水産省

最大の課題

生食用カキ(NoVについて遺伝子検査陰性＝安全なはず)を食べた
↓

NoVに当たる。

数日間の嘔吐、下痢(トイレから離れられない・・・・・・・)
↓

生食用カキのNoV遺伝子検査って
実施する必要あるのか？

意味あるのか？

原因
・そもそもNoVをしっかり検出できていない＝検出感度が低い
・感染のリスクは判定できない＝遺伝子しか見ていない

遺伝子検査の特徴

培養検査 遺伝子検査

検査時間 1週間～2週間 1日以内

検査費用 安い 高い

煩雑さ 簡便（経験必要） 複雑（慣れると標準
化しやすい）

検出感度 高感度 検査方法に依存

検出対象 感染力があるもの
だけ

不活化したウイル
スも検出

カキのノロウイルス検査法の種類と特徴(1)

略称 通知法 改良法 推定法 ISO法 その他

説明 厚生労働省から
自治体等に通知
された方法

通知法を基本
として検出感度
を向上させた

改良法を基
本として非感
染性粒子を
検出しにくくし
た

ISOに掲載され
ている方法
EUの標準法

検査機関が独
自に導入して
いる方法

出典 H15.11.15食安
監発第1105001，
(H19.5.24改正)

食品衛生検査
指針微生物編
2015、国衛研
HP

ISO/TS 15216-
1:2013（定量)
ISO/TS 15216-
2:2013（定性)

目的 食中毒検査:行政
収去検査:行政
自主検査:事業者

食中毒検査:行政
収去検査:行政
自主検査:事業者
調査研究

農水調査事業
調査研究

食品の輸出・入
(EU)で相手方の

要求に応じて
（今後）:事業者

自主検査:事業
者

カキのノロウイルス検査法の種類と特徴(2)
略称 通知法 改良法 推定法 ISO法

検体 1gを個別に3～10
検体

1g(5個程度を混合） 1g(5個程度を混合） 2g(混合)

前処理 PEG沈殿法 改良PEG沈殿法 +
アミラーゼ処理

改良PEG沈殿法
+アミラーゼ処理
(+RNase処理）

PK処理

濃縮操作 あり(10ml⇒200μl) あり(10ml⇒400μl) あり(10ml⇒400μl) なし

RNase処理 なし なし あり
（カキの場合不要）

なし

核酸抽出 カラム吸着法
（QIAgen社キット)

カラム吸着法
(Roche社キット)

カラム吸着法
(Roche社キット)

磁気シリカ吸着法
(ビオメリュー社)

DNase処理 あり あり あり なし

逆転写反応 ランダムプライマー ランダムプライマー オリゴｄTプライマー ワンステップ
RT-リアルタイムPCRPCR法 Nested PCR

リアルタイムPCR
Nested PCR
リアルタイムPCR

Nested PCR
リアルタイムPCR

プライマー・
プローブ

共通 異なる

リアルタイム
PCR判定基準

実測値10以上
（原則）

実測値1以上
（原則）

検体の処理

ウイルスの濃縮・精製

ウイルス核酸の抽出

PCR等による核酸の増幅

カキの中腸腺を取り出して、乳剤化

カキのNoV検査方法の流れ

通知法、推定法、ISO法といろいろあるが、
基本的な作業の流れは同じ
遺伝子を検出するので、NoVの感染性について正確に
把握することは難しいという点も共通。

乳剤を遠心分離操作して、ウイルス粒子を精製

精製したウイルス粒子からRNAを抽出

抽出RNAを検出する

shiori_shibata770
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中腸腺

Centrifuge the crude at 3,000rpm to 
separate cellular components.

Supernatant 

Centrifuge at 12,000rpm for 20min at 4ºC.

Add 9 times volumes of PBS and homogenize.

Precipitate Resuspend in 200µl of DDW.

RNA extraction

Reverse transcription

real-time PCR
nested PCR

At least, 3/ lot  must be independently examined.

QIAGEN QIAamp Viral RNA Mini kit is recommended.

SuperScript II (Invitorogen)

Primer sets and probes 
specific for  NoV  

厚労省通知法(現在最も利用されている検査法)

positive: ≥10 copies/assay in real-time PCR, 10copies/assay = 125 copies in one digestive diverticul

Add PEG6000 (8% final), NaCl (2.1g/100ml).

ウイルス濃縮

RNA抽出

逆転写

PCR

通知法の高感度化の試み

通知法 改良法

カキの数 1ロットから9個 (3個x 3組) 1ロットから5個

中腸腺重量 1.5g x 3検体(52ロット, 156検体) 5個から1.5g x 1検体 (52ロット, 52検体)

アミラーゼ処理 なし αアミラーゼ

PEG沈殿 8% PEG, 0.3M NaCl 12% PEG, 1M NaCl

懸濁液 蒸留水 200ul 0.5% Zwittergent PBS 400ul

濃縮ウイルス検体

RNA抽出

逆転写

1パックから5個をまとめて1検体とする

1.5gには5個のカキの中腸腺が
均等に含まれるようにする

ウイルスの懸濁にはZwittergentを用いる

検体数が1/3になる (コスト減)
検査に用いるプライマーやプローブについては変更なし

手間や新たな手技の習得は必要なく実施可能な方法を構築
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改良法 通知法

接種ウイルス量 回収ウイルス量

FCV回収率の比較

コントロール 改良法 通知法

検体数 5 52 156

平均値(log) 7.61 7.38 6.19

標準偏差 0.31 0.19 0.48

回収率 ー 58.6% 3.8%

通知法の高感度化の試み

市販カキ52ロットについて,通知法および改
良法を用いてネコカリシウイルス(FCV)の
添加回収実験を行い, カキからのウイルス
濃縮分離工程について検証した.

FCV (107.6コピー/ml)を40ulを中腸腺1.5gに
添加し, ウイルスを濃縮・精製した.

通知法: 1ロットから3組の検体を作成
改良法: 1ロットから5個のカキを選び, 均等
に中腸腺を合計1.5g

・改良法は通知法にくらべて, 回収率が大きく改善された
・通知法は合計 156検体 (カキ156個)
・改良法は合計 52検体 (カキ260個)
・チェックするカキの個数は増やせて、試験数は減らせる
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GII 陽性検体数

陰性 0<定量値
<10

10≦定量値 陽性率

改良法 (52ロット・52検体) 10 18 24 80.8%
通知法(52ロット) 15 27 10 71.2%
通知法(52ロット・156検
体)

82 57 17 47.4%

GI 陽性検体数

陰性 0<定量値
<10

10≦定量
値

陽性率

改良法 (52ロット・52検体) 22 30 0 57.7%
通知法(52ロット) 26 24 2 50.0%
通知法(52ロット・156検
体)

118 36 2 24.4%

・改良法によりカキからのウイルス検出感度は高くなった
・このままだと生食用の出荷が減少するだけ
・実際の感染性ウイルスについては評価できない

通知法の高感度化の試み

生食用カキのNoV自主検査で検証するべきこと

カキに含まれる感染性のあるNoVを検出する

少量のウイルスを検出するため, 感度が高いPCR法を基本としている

自主検査の基準
カキの自主検査での陽性判定はリアルタイムPCRにより
10コピー以上を陽性判断し 生食用としての出荷をストップする

課題
この時, 検出されるウイルスは実際に感染性を持つのか?
ウイルスが検出されたカキを食べると本当に感染・発症するのか?

検査では不活化されたウイルスも検出しているのでは?
リスクを過大評価している可能性は?

80/7700=1%

– ノロウイルスのゲノム長は約7,700塩基.
– リアルタイムPCRの増幅部位は約80塩基 (80/7,700=1%) .
– 塩基配列解析のためのPCRの増幅部位は約350塩基 (350/7,700=4.5%).
– PCRはゲノムの1%あるいは4.5%の非常に短い断片を検出している.

-AAAAAAAA

RT-PCRはウイルスゲノムのごく一部のみを検出している

-AAAAAAAA

– 通常, 逆転写にはランダムプライマーが使用される.
– ランダムプライマーはウイルスゲノムに任意に結合する.
– 断片化したゲノムでもランダムプライマーによって高感度に検出される
– RT-PCRは感染性ウイルス粒子からも, 非感染性ウイルス粒子からもRNAを検出する.

– 検出されたRNAは必ずしも感染性ウイルスの指標とならない.
ｰ 特に高感度化した改良法では非感染性粒子を過大評価している可能性がある.

Random primer

NIHS National Institute of Health Sciences
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感染性粒子由来のRNAを選択的に検出する方法

No 原理 文献

1 カプシドの正常性 細胞に結合可能な粒子由来のRNAを検出
する

Reynolds(2004)
Schlindwein(2010)

2 カプシドの正常性 Proteinase と RNase 処理により壊れた粒子
由来のRNAを排除する

Nuanualsuwan(2002)
Lamhoujeb (2008）

3 カプシドの正常性 Proteinase と RNase 処理により壊れた粒子
由来のRNAを排除する

Topping(2008)

4 ゲノムの正常性 PCR増幅部位と逆転写のプライミング部
位を離して, より正常な長さに近いゲノム
を検出する

Li (2014)

– PCRにより感染性ウイルス粒子検出の試みはいくつか報告されている.
– 感染性ウイルス粒子はカプシドが正常であることやゲノムRNAが正常である.
– どの報告も感染性粒子を部分的に評価できる,というレベルである. 

NIHS National Institute of Health Sciences

感染性粒子(粒子が壊れていない) 非感染性粒子
(粒子が壊れてゲノムが露出している)

RNase
EMA

RNase

EMA

RNase処理→RNAを分解
→cDNAが合成されない
→PCRで検出されない

EMAがRNAに結合→cDNA合
成阻害
→PCRで検出されない

NIHS

感染性推定遺伝子検査法の原理1; 非感染性ウイルス由来ゲノムの除去

80/7700=1%

リアルタイムPCR増幅系(約80bp)NoV RNA 約7,700b

-AAAAAAAATTTTTT
T

2500/7700=33%

約2,500b

-AAAAAAAA

感染性推定遺伝子検査法の原理2; 長鎖RT-PCR (long range RT-PCR)

検出範囲は
ゲノムの僅か１％

逆転写反応をdTプライマーで行えば
最低でも33%は無傷なウイルスゲノム検出が期待できる

ランダムプライマーの場合ゲノムの１％
が残っていれば検出される

NIHS

通知法

推定法

非感染性ウイルス由来の断片化したゲノムRNA

感染性推定遺伝子検査法(推定法)

検体（ウイルス抽出済み）
・RNase処理(カキの場合は不要)

(壊れたウイルス粒子由来の
ゲノムRNAを分解する）

RNA抽出 ・MS2 RNA、RTmateなど
(キット付属のキャリアRNAよりもRNAの回収効率UP
polyAがキャリアRNAとして附属することが多いが逆転写の妨げになる)

・High Pure Viral RNA Kit
(Qiagen Qia Amp Viral Mini Kitより回収効率が良い）

逆転写 ・Oligo dTプライマー使用

RNase

-AAAAAAAA
TTTTTTT

2500/7700=33%
約2,500b

dTプライマーによって33%は無傷のゲノム
を検出していることが期待できる

ウイルスの濃縮・精製

・1ロットから最低5個を用いる
・5個分の中腸腺から乳剤を作る

GI 陽性率 定量値の最大値

改良法(N=52) 57.7% (n=30) 1,947
推定法(N=52) 21.1% (n=11) 324

GII 陽性率 定量値の最大値

改良法(N=52) 80.8% (n=42) 46,814
推定法(N=52) 44.2% (n=23) 6,667

市販カキのNoV検査結果の比較

方法: 市販カキ(52ロット)について改良法および推定法でNoVの検出を行った.
リアルタイムPCRにて定量し, 定量値が得られたものを陽性と判定した.

ー推定法では,陽性率が改良法に比べて低くなった
ー推定法では定量値の最大値が改良法の1/4から1/5となった

改良法ではカキに含まれる非感染性のウイルスを高感度に検出し, 
ウイルス量を過大に評価している可能性が示された.

GI 陽性率 定量値の最大値 中腸腺1gあたり
定量値

通知法(N=156) 24.4% (n=38) 1750 71

改良法(N=52) 57.7% (n=30) 1,947 156 

推定法(N=52) 21.1% (n=11) 324 56

GII 陽性率 定量値の最大値 中腸腺1gあたり
定量値

通知法(N=156) 47.4% (n=74) 27,004 2,201

改良法(N=52) 80.8% (n=42) 46,814 2,502

推定法(N=52) 44.2% (n=23) 6,667 2,329

通知法、改良法、推定法の数値を比較すると・・・・・・
陽性率、中腸腺１gあたりの定量値は通知法と推定法で似た結果になる
定量値の最大値は大きく異なる

・通知法と推定法で、出てくる数値は似ているけれども、検証内容が異なる。
・推定法では、カキに含まれる感染性NoVの実態により近いと期待できる。
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生食用カキの出荷前のNoV自主検査
目的：食べてもNoVに感染するリスクが小さいカキを出荷する
検査法：通知法ではなく、推定法によって評価する

ただし、
・感染性NoVをすべて検出できるものではない
・非感染性NoVも一部検出されている
・口に入るカキと検査に用いるカキは同一でない
・“絶対NoVに感染しない”基準設定は困難(許容可能な基準)

陽性判定基準をどうするか？
・リアルタイムPCRで反応チューブあたり1コピー以上検出されたら陽性
・通知法と同様にチューブあたり10コピー以上を陽性

↓
出荷後にもロットの管理が可能であれば、食中毒発生時に自主検査の
データとつきあわせることで判定基準設定の根拠となり得る

感染性推定遺伝子検査法の活用

・生食用カキの出荷前自主検査
NoV汚染についてより安全なカキの提供が可能になる

・カキの汚染低減対策の検証
例)高圧処理によるNoV不活化の評価

NoVの検出 処理あり＜処理なし

・流通品の収去検査
よりNoVの感染リスクを重視した検査の実施

感染性推定遺伝子検査法の課題

・産地でのNoV検出ベースラインの調査
・検査の信頼性、精度
・出荷の判定基準の設定
・定量値と食中毒・有症苦情の発生の相関性


