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は じ め に 

 ロタウイルスは,乳幼児下痢症の病因ウイルスとして最

も重要なものである.本ウイルスの主要な感染部位は腸管

であり,ほ乳類および鳥類に顕性,不顕性の感染をおこす.

本ウイルスは,ウイルス粒子内殻タンパクの抗原性,遺伝学

的違いによりＡ群からＦ群に分類されている.このうち,ヒ

トへの感染が報告されているのはＡ,Ｂ,Ｃ群で,家畜や鳥

類からＤ,Ｅ,Ｆ群が検出されている1). 

 ヒトのロタウイルス感染症においてはＡ群ロタウイルス

の検出頻度が最も高く,冬季乳幼児下痢症の主要な原因ウ

イルスとなっている.一方,Ｃ群ロタウイルスによる報告事

例は,国立感染症研究所感染症情報センターの病原微生物

検出情報(http//idsc.nih.go.jp)によってもＡ群に比べて

極めて少ない. 

 2001年３月,東京都内で発生したＣ群ロタウイルスによ

る集団胃腸炎事例は,既に報告した1991年4月の事例2)以来

である.この10年ぶりに発生した希少事例について,概要を

述べるとともに検出ウイルスの遺伝子型について検討した

ので報告する. 

 
材料および方法 

1. 検査対象 

  患者が発生した小学校の児童56名,教員2名,学校給食の

調理従事者7名のふん便65例と学校給食の検食材料12検体

を,検査材料とした.検索対象ウイルスとしては,ノーウォ

ークウイルス,ロタウイルス,アストロウイルス,腸管アデ

ノウイルスにしぼって,①電子顕微鏡法,②酵素抗体法

(ELISA法),③逆受身赤血球凝集反応(R-PHA法),④逆転写ポ

リメラーゼ連鎖反応法(RT-PCR法),⑤SDS-ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動法(SDS-PAGE法)の5種の方法でウイルス

検索を行った(図1). 
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図１．ウイルス検索法 

 

  また,検出されたロタウイルスについては,モノクローナ

ル抗体を用いた血清型別,およびPCR産物について遺伝子型

別を実施した. 

2. ふん便材料の調整 

  リン酸緩衝液(pH7.3ダルベッコ日水)を用いてふん便材

料の10%乳剤を調製し,等量のHCFC-141b(ダイキン工業)を

混合した後,1,500×g,10分間冷却遠心(日立工機)により上

層部水相を取り,さらに3,000×g,30分間の冷却遠心(日立

工機)を行い,再び水相を回収した.次いで,100,000×g,3時

間超遠心(日立工機)により沈さを得て,TN緩衝液

(0.01mol/Lトリス-塩酸,0.15mol/LNaCl,pH7.5)400 µLに浮

遊し検査材料とした. 

3. 食品材料の調製 

 食品材料は1ｇにつき,上記リン酸緩衝液10mL加え,スト

マッカー(ELMEX)で1分間圧出することにより10%乳剤とし,

以後の処理はふん便と同様に行い検査材料とした. 

4. 核酸の抽出              

 ウイルス核酸の抽出はJiangらの方法3)に準じたCTAB法

で行った.既報4）のようにプロティナーゼK消化,CTAB処理,

フェノール抽出,エタノール沈殿によりRNA試料を得た. 

ふん便，食品 
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5. 電子顕微鏡法 

  コロジオン膜を張った200グリッドの銅製メッシュ(応研

商事)に遠心処理した試料を載せ,3%リンタングステン酸で

ネガティブ染色を行い,透過型電子顕微鏡(H7100,日立製作

所)35,000倍の倍率で鏡検した. 

6. 酵素抗体法 

  遠心処理をした試料を対象に,Ａ群ロタウイルスはロタ

クロン(TM)(TFB社),腸管アデノウイルスはアデノクロン

E(TM)(TFB社),アストロウイルスはIDEIA Astrovirus(TM)(ダ

コ社)の各キットを用いて,添付書の術式にしたがって検出

を試みた. 

7. 逆受身赤血球凝集反応法 

  遠心処理した試料を対象に,Ｃ群ロタウイルス検出試薬

(デンカ生研)を用いて,添付書の方法により検査を行った. 

8. RT-PCR法 

  遠心処理した試料から抽出した核酸(RNA)を対象に,ノー

ウォークウイルスのポリメラーゼ領域と,Ａ群およびＣ群

ロタウイルスのVP7領域,すなわち,各ウイルスの特異性が

高い領域についてRT-PCR法で検索を行った. 

 Ａ群ロタウイルスVP7(1062bp)検出用のプライマーはGouv

eaらのプライマー6)でBeg9:5'-GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGT

CTGG-3'とEnd9:5'-GGTCACATCATACAATCTAATCTAAG-3'を,Ｃ

群ロタウイルスVP7(1063bp)検出用のプライマーはJiangら

のプライマー7)のBeg:5'-GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTGT-3'と

End:5'-AGCCACATGATCTTGTTTACGC-3'を用いた. 

 RNAの逆転写はAMV由来の逆転写酵素を用い42℃60分間行

った.cDNAの増幅は,増幅装置(PC700,アステック)で94℃5

分間を1回行った後,94℃1分間・42℃3分間・72℃3分間を1

サイクルとし35回行い,次いで72℃10分間・25℃5分間を1

回行った.検出は2%アガロースゲルを支持体とした電気泳

動を行った後,エチジウムブロマイド染色を施しUV照射(λ

=302nm)により観察した. 

9.SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法  

  遠心試料から抽出したウイルス核酸(RNA)を対象

に,SDS-PAGE法により,ロタウイルスの検索を行った.すな

わち,ウイルス核酸(RNA)の電気泳動は,5-10%勾配濃度のポ

リアクリルアミドゲル(日京テクノス),トリス-グリシン緩

衝液を用いて,Laemmliの方法5)に従った.銀染色は市販キ

ット(Silver stain kit(TM),和光純薬)を用いて常法どおり

使用説明書に従い,泳動像を判定した.なお,Ａ群ロタウイ

ルスNCDV株およびWa株を標準株として用いた. 

10.ロタウイルスの型別 

 1)モノクロナール抗体による血清型別法     

 検出されたＡ群ロタウイルスのVP7血清型別には,ロタＭ

Ａ(TM)(セロテック社)のモノクローナル抗体を捕捉抗体,ロ

タクロン(TM)の酵素標識抗体を検出抗体として使用した.血

清型別法はキットに添付された術式に従った. 

 2)遺伝子型の解析   

  Ａ群ロタウイルスとＣ群ロタウイルスのVP7領域のPCR産

物についてダイターミネーター法(PRISM310,ABI社)による

塩基配列分析を行った. 

 

成   績 

1. 疫学的調査 

  保健所の調査によると,集団胃腸炎は,2001年3月16日児

童数280名の都内の小学校で発生した.発生状況は,図2に示

すように,胃腸炎症状で欠席した児童数が3月16日4名,17日

51名,18日は日曜で休日ながら19日にもなお35名であった.

欠席者は1学年から6学年まで学校全体におよんでいた.児

童の発症者は3月19日の時点で90名であった. 
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図２．胃腸炎症状で欠席した児童の数 
 

 調理従事者に発症者はいなかったが,教職員1名に発症が

認められた. 

  発症状況が判明した患者39名の発症日時を図3に示す. 

 12時間ごとにわけて患者数をグラフにすると,ピークは3

月16日の午後で,一峰性の分布を示した. 

 患者の主な症状は発熱(90%),吐き気(84%),おう吐(84%),

下痢(80%),腹痛(74%)で,発熱は平均38.2℃であった. 
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図３．発症日時 

 

2. 検査結果 

 1)電子顕微鏡法 

 Ｃ群ロタウイルスは写真1に示すとおり,電子顕微鏡によ

る検索で,患者ふん便3例中2例から直径約70nmのロタウイ
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ルス粒子が観察された.その他のウイルス粒子は,観察され

なかった. 

 
写真１．Ｃ群ロタウイルス粒子の透過型電子顕微鏡像 

 

 2)酵素抗体法 

 ロタクロン(TM),アデノクロン(TM), IDEIA Astrovirus(TM)

の各キットを用いてふん便材料の検査を行ったところ,65

例中5例からＡ群ロタウイルスが検出された.Ａ群ロタウイ

ルス陽性者はすべて児童であり,兄弟2名からの検出例も認

められた.アデノウイルス,アストロウイルスはいずれも陰

性であった(表1). 
3)R-PHA法  

  ふん便材料65例についてＣ群ロタウイルスの検査を行

い,31例から同ウイルスに特異的な抗原を検出した.Ｃ群ロ

タウイルス陽性者は児童29名のほか,教職員1名,調理従事

者1名であった.ウイルスが陽性となった調理従事者は検査

当日発症しておらず,7日後の再検査時にはウイルスは陰性

であった.なお,Ａ群とＣ群ロタウイルスの同時検出例は認

められなかった(表1). 

 

表１．ロタウイルス検査結果 

検体数

児童ふん便

教員ふん便

調理従事者
ふん便

Ａ群ロタＥＬＩＳＡ
陽性数

Ｃ群ロタＲ－ＰＨＡ
陽性数

０

０

総数

１ （０）

５（５）

５

１ （１）

３１

７ （０）

２ （１）

５６（５６） ２９（２９）

６５

（ ）は発症者数  
 

4)RT-PCR法 

  ノーウォークウイルスは,ふん便65例および検食材料12

検体からはまったく検出されなかった. 

  ふん便65例のうち,5例からＡ群,34例からＣ群のロタウ

イルスVP7領域のPCR産物が得られた. 

  検食材料検体からはＡ群,Ｃ群ロタウイルス遺伝子は検

出されなかった. 

 5)SDS-PAGE法 

 36例にロタウイルスRNA特有の11分節の泳動パターンが

認められた.SDS-PAGEパターンを図4で示す.Ａ群ロタウイ

ルスRNAとＣ群ロタウイルスRNAの泳動パターンは,円で囲

んだ5,6,7番目の分節の位置が異なる.本事例においても,

Ａ群は5,6番目の2分節が離れた位置にあり,Ｃ群は5,6,7番

目の分節3本が近接位置にある泳動像パターンが確認され

た.Ａ群ロタウイルスRNAの泳動パターン5例は，すべてロン

グパターンのWa株(レーン2)と比べて分節10,11の移動度が

小さいショートパターンを示した.  

図４. SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動像 

ＮＣＤＶ,Ｗａ    標準株 

Ａ-１，２，３   Ａ群ロタウイルス 

Ｃ-１，２，３，４ Ｃ群ロタウイルス 

 

6)モノクローナル抗体による血清型別 

 ロタクロン(TM)で検出したＡ群ロタウイルス陽性5例を型

別した結果,すべて2型であった. 

 7)遺伝子解析 

  Ｃ群ロタウイルスVP7の系統樹を図5に,塩基配列を図6に

示す.RT-PCR法で得られたＣ群ロタウイルスPCR産物の塩基

配列から,患者由来のＣ群ロタウイルス01-3366株および

01-3349株,そして調理従事者由来の01-3341株はアメリカ

合衆国由来のBH株に97.3%近似した株であった.これら調理

従事者から検出された1株と患者から検出された2株の塩基

配列を比較した結果,99.8%の一致が認められた.なお,Ａ群

ロタウイルスは台湾由来のTW951245株に近似した株であっ

た. 

 

考   察 

 1991年4月,東京都八丈町の小学校における胃腸炎集団発

生事例2)から10年を経て,今回,東京都区部の小学校におけ

る事例からＣ群ロタウイルスが検出された.Ｃ群ロタウイ

ルス検出例は2月から4月に多い8)といわれているように,

都内における2集団事例はいずれも同時期に発生している.

年少者に多発するＡ群に比べＣ群ロタウイルスは比較的年

長者に患者が多い8)といわれているが,今回のＣ群ロタウ
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イルスの集団発生事例でも小学校高学年の児童と教職員に

発症者がみられた. 

 保存してあった給食の検食材料からロタウイルスは検出

されなかったが,患者の発症パターンが一峰性であり,調理

従事者にもＣ群ロタウイルス陽性者が見出されたことから,

食事を介したＣ群ロタウイルス感染が疑われた.しかし,ウ

イルスが検出された調理従事者は,未発症で経過し,7日後

の再検査時ではウイルスは検出されなかった. 

  一方,Ａ群ロタウイルスの陽性者は5例のみで3学年以下

の低学年児童に限られたことから,本事例のＡ群ロタウイ

ルス例は,食事を介した感染の可能性が低く,ヒト→ヒト感

染が主な感染経路と考えられた.今回の事例では,Ａ群とＣ

群が同一検体から同時に検出された例はなかった. 

 本事例における感染源や感染経路解明のために,検出さ

れたＣ群ロタウイルス調理従事者由来株と患者由来株の塩

基配列を解析比較した結果,調理従事者由来株と患者由来

株は,かなり類似した塩基配列であることがした判明した.  

 
88-220

ASP/88

Fuan

Santiago

Belem

Bristol

Preston

BF

Solano

BH

01-3366

01-3349

01-97

01-3341

Cowden

HF (porcine/USA)

(USA)

(USA)

(UK)

(UK)

(Brazil)

(Chili)

(China)

(Australia)

(Japan)

(患者)

(患者)

(2001年度発生動向調査)

(調理従事者)

(Argentina)

(porcine/UK)

 
図５．Ｃ群ロタウイルスＶＰ７系統樹 

 

しかしながら,児童と同じ給食を喫食して感染した可能性

を否定できないことから,調理従事者に起因した発生とは

確定できなかった.食中毒事例を決定する要素である,食品

材料からもウイルスが検出できる感度の高い検出法の開発

が急がれる.  

  ロタウイルスによる胃腸炎の報告のうち,Ａ群によるも

のが多いのは,各種Ａ群ロタウイルス市販キットで容易に

検査が実施できることとも関連していると推定される.一

方,R-PHA法によるＣ群ロタウイルス検査キットは,注文生 

産であるため,供給量が非常に少なく検査の実施は限定さ

れている.また,本法は非特異凝集を除く前処理が必要であ

り,操作が煩雑であるうえ,結果の判定に経験を要するため,

本検査の普及が遅れているものと思われる. 

  今回の事例は,集団食中毒の疑いで検査材料が当研究科

に搬入されたもので,慎重に検査を進め,電子顕微鏡による

鏡検および核酸の電気泳動等複数の並行した検査によって,

Ｃ群ロタウイルスの集団例を10年ぶりに検出し得た.今後

更に簡便な検査法が開発されれば,本症に対する取り組み

がより一層強化されるものと思われる. 

  例年,冬から春にかけて,ノーウォークウイルスによる集

団胃腸炎が多発する.今回の事例のように,ロタウイルスに

よる集団事例も少なからず認められることから,ノーウォ

ークウイルス以外のウイルスによる胃腸炎も視野に入れ,

原因不明の下痢症の解明に向けて積極的な検査を実施して

いく必要がある. 
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01-3366           1:CTGACAAACTGGTCTTCTTTTTAAATGGTTTGTACAACATTGTACACTGTTTGCGCCATTCTCTTCATTCTTTTCATTTATATATTACTATTTAGAAAAA 100
01-3349           1:--CTGC.............................................................................................. 98
01-3341           1:--CGGC......................C.............C..............................G...........G.............. 98
01-97             1:--CGGC.............................................................................................. 98
BH                1:...................................G...................................................T............ 100

********************** ****** ****** ****************************** * ********* * ************

01-3366         101:TGTTCCACCTAATAACTGATACTTTAATAGTGATTCTTATTTTATCTAATTGTGTAGAGTGGTCACAATGTCAAATGTTCATTAATGATATATATTATAA 200
01-3349          99:.................................................................................................... 198
01-3341          99:.................................................................................................... 198
01-97            99:.................................................................................................... 198
BH              101:..................................A............................................T...G................ 200

********************************** ******************************************** *** ****************

01-3366         201:TGGTAATGTTGAGACGATCGTAAATTCTACTGATCCTTTTAATGTTGAATCTTTATGTATTTATTTTCCAAATGCAGTTGTAGGATCACAAGGACCAGGT 300
01-3349         199:.................................................................................................... 298
01-3341         199:.................................................................................................... 298
01-97           199:.................................................................................................... 298
BH              201:............A....................................................................................... 300

************ ***************************************************************************************

01-3366         301:AAATCTGATGGACATTTGAATGATGGTAATTATGCTCAGACTATCGCCACTTTGTTTGAAACAAAAGGATTTCCAAAAGGTTCAATAATACTTAAAACAT 400
01-3349         299:.................................................................................................... 398
01-3341         299:.................................................................................................... 398
01-97           299:.................................................................................................... 398
BH              301:..........................C......................................................................... 400

************************** *************************************************************************

01-3366         401:ATACACAGACATCAGATTTCATAAATTCAGTAGAAATGACATGCTCTTATAACATAGTTATCATTCCTGACAGCCCAAATGATTCAGAATCTATTGAACA 500
01-3349         399:.................................................................................................... 498
01-3341         399:.................................................................................................... 498
01-97           399:.................................................................................................... 498
BH              401:........G.......C..T..................................................T.........A................... 500

******** ******* ** ************************************************** ********* *******************

01-3366         501:GATAGCAGAATGGATTTTAAATGTTTGGAGATGTGATGACATGAATTTGGAAATTTATACTTATGAACAAATTGGGATAAACAATTTATGGGCTGCATTT 600
01-3349         499:.................................................................................................... 598
01-3341         499:.................................................................................................... 598
01-97           499:.................................................................................................... 598
BH              501:.......................................T............................................................ 600

*************************************** ************************************************************

01-3366         601:GGTAGTGACTGCGATATATCTGTTTGTCCATTAGATACTACAAGTAATGGAATCGGATGCTCACCAGCTAGTACAGAAACTTATGAAGTTGTATCAAATG 700
01-3349         599:.................................................................................................... 698
01-3341         599:.......................................C............................................................ 698
01-97           599:.................................................................................................... 698
BH              601:.......................C...................................T........................................ 700

*********************** *************** ******************* ****************************************

01-3366         701:ACACCCAATTGGCATTAATTAATGTTGTGGATAATGTCAGACATAGGATACAGATGAACACTGCTCAATGCAAATTAAAAAATTGTATTAAGGGTGAGGC 800
01-3349         699:.................................................................................................... 798
01-3341         699:.................................................................................................... 798
01-97           699:.................................................................................................... 798
BH              701:.T...................................T........A.......................T............................. 800

* *********************************** ******** *********************** *****************************

01-3366         801:TAGGCTGAATACTGCATTAATAAGGATTTCAACATCATCAAGTTTTGATAATTCGTTATCACCATTGAATAATGGCCAAACTACAAGATCGTTTAAAATA 900
01-3349         799:.................................................................................................... 898
01-3341         799:.................................................................................................... 898
01-97           799:.................................................................................................... 898
BH              801:.C..............C.....................................A...........A.....C........................... 900

* ************** ************************************* *********** ***** ***************************

01-3366         901:AATGCAAAGAAATGGTGGACTATATTTTATACGATAATTGATTACATTAATACAATTGTACAAGCAATGACTCCCAGACATCGGGCAATTTATCCAGAAG 1000
01-3349         899:.................................................................................................... 998
01-3341         899:....................................T.GC............................................................ 998
01-97           899:.................................................................................................... 998
BH              901:................................A...............................T................................... 1000

******************************** *** *  ************************ ***********************************

01-3366        1001:GGTGGATGTGAGGT--- 1014
01-3349         999:......G......---- 1011
01-3341         999:..G.TG..A.G.T---- 1011
01-97           999:..A......AG.T---- 1011
BH             1001:.........TGA.GTAT 1017

** *   *

01-3366,01-3349：患者、01-3341：調理従事者
01-97：2001年度発生動向調査
BH：標準株(accession number:U20988)

図６. Ｃ群ロタウイルスＶＰ７塩基配列 


