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緒　　　言

　小児下痢症の原因として多くのウイルスが関与してい
ることが知られており，これらを個別に診断することは，
労力，時間，コストの面において負担である．この問題
を解決するため，昨今は複数のウイルスを包括的に検査
することができるマルチプレックスPCR法を利用した検
査法が開発されてきている［１-４］．我々も下痢症ウイ
ルスを対象とした蛍光マルチプレックスRT-PCR法［５］
を開発し，サーベイランス検査，食中毒や集団胃腸炎
の事案検査に利用しているところである．我々が開発
した蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 1.0（以下Ver. 
1.0）［６］の特徴は，10種類のウイルス（ノロウイルス
GI（NoV GI），ノロウイルスGII（NoV GII），サポウイ
ルス（SaV），アストロウイルス（HAstV），アイチウイ
ルス（AiV），ボカウイルス（HBoV），パレコウイルス

（HPeV），A群ロタウイルス（RVA），C群ロタウイル
ス（RVC），アデノウイルス（AdV））を３セットの反
応系で検出することが可能であること，検出対象ウイル
スのそれぞれの遺伝子増幅産物を異なる蛍光で色付けす

ることにより，視認性・判別性が向上しているところで
ある．しかしながら，現行の反応条件ではPCR反応に３
時間半を要すことから時間短縮が課題となっている．今
回，マルチプレックスPCRのベースとなる試薬を変更す
るとともに，検査対象ウイルス，使用するプライマー及
びその組み合わせについても再度適性化を行うことによ
り，PCR反応時間の短縮が可能となったアップデート版
2.0を確立できたので報告する．

材料および方法

1　供試サンプル
　ウイルス検査済みで原因ウイルスが既知の糞便検体36
検体及び，感染症発生動向調査事業において広島県の医
療機関より2015年４月から2017年３月までに搬入されて
きた糞便243検体を用いた．

2　RNA抽出と逆転写反応
　10%糞便乳剤からQIAamp Viral RNA mini Kit（キア
ゲン）によりRNA抽出を行った．抽出したRNAは使用
まで－80℃で保管した．
　逆転写反応は5×buffer 4µl，2mM dNTPs 4µl，50µM 
Random primer pd（N）9（タカラバイオ） 1µl，RNase 
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4　電気泳動
　電気泳動には２%アガロースゲルを用い，PCR反応済
みの液10µlをアプライした．サイズマーカーには100bp
ラダー（GEヘルスケア）1.5µlに1µlのEzVISON（Amresco）
を混合したものを用いた．電気泳動後のゲルは，UVト
ランスイルミネーター上で増幅産物の蛍光バンドと増幅
長を確認した後，エチジウムブロマイド染色を行って再
度増幅産物の確認を行った．

5 �　蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0の検出限界
試験

　検出対象ウイルスの検出限界を明らかにするため，リ
アルタイムPCR法でウイルスコピー数定量済みの陽性検
体由来cDNAをEASY Dilution（タカラバイオ）で希釈し
た10倍段階希釈シリーズをテンプレートとして用いた．

Inhibitor（40U/µl）（TOYOBO）0.5µl，ReverTra Ace 
（100U/µl）（TOYOBO）1µlを含む反応液に抽出RNA 
9.5µlを加え，30℃/10分，42℃/60分，99℃/５分の反応
を行った（表１）．A群及びC群ロタウイルス検査用の
cDNA合成の際には，抽出RNAにDMSOを10%になるよ
うに加えた後，97℃で５分処理後に氷冷したものを使用
した．

3　蛍光マルチプレックスPCR Ver. 2.0
　マルチプレックスPCR反応にはMultiplex PCR Assay 
Kit Ver.2（タカラバイオ）を用い，表２に示すプライマー

［７-15］及び濃度の反応液48µlにcDNAを2µl加えた．
PCR反応は，94℃/１分の熱変性後，94℃/30秒，57℃/30
秒，72℃/30秒を40サイクル行い，最後に72℃/10分の最
終伸長を行った（表１）．

表１　蛍光マルチプレックスRT-PCR法Ver. 1.0 と Ver. 2.0の反応条件比較
蛍光マルチプレックスRT-PCRVer.1.0 蛍光マルチプレックスRT-PCRVer.2.0

逆転写 試薬 ReverTra Ace（TOYOBO） 同左
反応条件 30℃ /10min→42℃ /60min→99℃ /5min 同左

PCR 試薬 Multiplex PCR Assay Kit （タカラバイオ） Multiplex PCR Assay Kit Ver. 2 （タカラバイオ）
反応条件

（反応時間）

A，Cセット：
94℃/60sec→（94℃/30sec・57℃/90sec・72℃/90sec）×40→72℃/10min
Bセット：
94℃/60sec→（94℃/30sec・55℃/90sec・72℃/90sec）×40→72℃/10min

（約３時間半）

A，B，Cセット：
94℃/60sec→（94℃/30sec・57℃/30ec・72℃/30sec）×40→72℃/10min

（約２時間）
プライマー
セット

A NoV　GI
NoV　GII
SaV
HAstV

G1SKF/G1SKR
GSKF/G2SKR, G2ALSKR
SV-F21/SV-R2
AC1’/AC230

各0.4µM
各0.4µM（G2ALSKRは0.2µM）
各0.2µM
各0.2µM

NoV　GI
NoV　GII
SaV
HAstV

G1SKF/G1SKR
GSKF/G2SKR, G2ALSKR
SV-F21m1, SV-F21m2/SV-R2
AC1’/AC230

各0.4µM
各0.4µM（G2ALSKRは0.2µM）
各0.2µM
各0.2µM

B AiV
HBoV
HPeV

C（+）6261/C（－）6779
HBoV 01.2/HBoV 02.2
AN345/AN344

各0.4µM
各0.2µM
各0.4µM

AiV
AdV
HPeV

C（+）6261/C（－）6779
Ad-Am1/Ad-A2
AN345/AN344

各0.4µM
各0.2µM
各0.4µM

C RVA

RVC
AdV

RotaA-fwd1, RotaA-fwd2
　/RotaA rev1, RotaA rev2
G8NS1/G8NA2
Ad-Am1/Ad-A2

各0.4µM

各0.4µM
各0.2µM

RVA

RVC

RotaA-fwd1, RotaA-fwd2
　/RotaA rev1, RotaA rev2
G8NS1/G8NA2

各0.4µM

各0.4µM

表２　蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0 使用プライマー
セット 検出対象 プライマー 配列（5’-3’） 蛍光標識 濃度（µM） 増幅産物（bp） 出典

A NoV GI G1SKF CTGCCCGAATTYGTAAATGA Alexa488（緑） 0.4 330 ［7］
G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA 0.4

NoV GII G2SKF CNTGGGAGGGCGATCGCAA Alexa594（赤） 0.4 344 ［7］
G2SKR CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT 0.4
G2ALSKR CCACCAGCATATGAATTGTACAT 0.2 ［8］

SaV SV-F21m1 CAAAWTAGTGTTTGARATGGAGGG 0.2 435 本研究
SV-F21m2 GCTATTAGTGTTTGARATGGAGGG 0.2 本研究
SV-R2 GWGGGRTCAACMCCWGGTGG Alexa532（黄） 0.2 ［9］

HAstV AC1’ ATGGCTAGCAAGTCTGACAAG Alexa350（青） 0.2 230 ［10］
AC230 GGTTTTGGTCCTGTGACACC 0.2

B AiV C（+）6261 ACACTCCCACCTCCCGCCAGTA Alexa488（緑） 0.4 519 ［11］
C（－）6779 GGAAGAGCTGGGTGTCAAGA 0.4

HPeV AN345 GTAACASWWGCCTCTGGGSCCAAAAG 0.4 291 ［12］
AN344 GGCCCCWGRTCAGATCCAYAGT Alexa594（赤） 0.4

AdV Ad-A1m GCCGCARTGGTCTTACATGCACATC Alexa546（橙） 0.2 300 ［13］
Ad-A2 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 0.2 （微修正）

C RVA RotaA-fwd1 GGATGTCCTGTACTCCTTGTCAAAA Alexa488（緑） 0.4 145 ［14］
RotaA-fwd2 GGAGGTTCTGTACTCATTGTCAAAAA Alexa488（緑） 0.4
RotaA rev1 TCCAGTTTGGAACTCATTTCCA 0.4
RotaA rev2 TCCAGTTTGAAAGTCATTTCCATT 0.4

RVC G8NS1 ATTATGCACAGACTATCGCCAC Alexa594（赤） 0.4 351 ［15］
G8NA2 GTTTCTGTACTAGCTGGTGAAC 0.4
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１）．PCR反応時間は表１に示すとおり，Ver. 1.0と比べ
１時間半程度短縮された．
　各ウイルス陽性検体由来cDNAの10倍段階希釈シリー
ズを用い，各ウイルスについて反応あたりの検出限界コ
ピー数を調べたところ，対象ウイルスにより検出限界値
に差はあるものの，反応あたり少なくとも102オーダー
程度のウイルス量があれば，PCRの増幅産物の標識蛍光
で検出ウイルスを確認することが可能であった（表３）．
さらにエチジウムブロマイド染色を行えば，１オーダー

結　　　果

1 �　蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0の検出限界
と評価

　蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0（以下Ver. 
2.0）の増幅産物を電気泳動後にUV照射下で確認したと
ころ，表２の蛍光標識に示す各ウイルスが検出された際
に想定される蛍光色とサイズのバンドが確認できた（図

図１　下痢症ウイルスを対象とした蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver.2.0の増幅産物

A セット B セット C セット

表３　蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0 の検出限界

検体番号 含有ウイルス 検体中のウイルス量
（コピー /µl） 希釈率/検出の有無*1 検出限界

（コピー数/反応）
10-2 10-3 10-4 10-5

1522 NoV GI 3.0×104 〇 × × × 6.0×102

10-1 10-2 10-3 10-4

1423 NoVG II 2.9×104 〇 〇 × × 5.8×102

10-3 10-4 10-5 10-6

315-1 SaV 4.4×106 〇 〇 〇 × 8.8×101

10-2 10-3 10-4 10-5

1388 HAstV 4.0×104 〇 × × × 8.0×102

10-3 10-4 10-5 10-6

215-2 AiV 2.9×105 〇 〇 〇 × 5.8×100

10-2 10-3 10-4 10-5

1198 HPeV 8.3×104 〇 〇 × × 1.7×102

10-2 10-3 10-4 10-5

1212 AdV 1.6×105 〇 〇 〇 × 3.2×101

10-2 10-3 10-4 10-5

1327 RVA 6.7×104 〇 〇 × × 1.3×102

10-2 10-3 10-4 10-5

1148 RVC 1.7×104 〇 × × × 3.4×102

*1  〇：検出可，×：検出不可
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少ないウイルス量でも検出可能となるケースがあった
（データ略）．
　ウイルス検査済みでウイルス既知の36検体を用い， 
Ver. 2.0の妥当性について検証した．表４にあるように
36検体中，32検体で結果が一致した．残り４検体につい
ては，検体中のウイルス量が少ないためか，PCR増幅産
物の標識蛍光での検出はできなかったが，エチジウムブ
ロマイド染色後に所定の長さの増幅産物が確認でき，検
体中に含まれるウイルスと検査結果が一致した．

2 �　2015 ～ 2016年度の感染症発生動向調査における小
児胃腸炎患者からの検出ウイルス

　2015年４月から2017年３月までに感染症発生動向調査
事業において当センターに搬入されてきた小児の胃腸炎

患者の糞便243検体について，Ver. 2.0によるウイルス検
査を実施した．243検体中134検体（55.1%）で１つ以上
のウイルスが検出された．検出ウイルスで最も多く検
出されたウイルスはNoV GIIで全体の37.9％であった．
以下，HPeVとAdVが7.4%，SaVが3.7％，RVAが3.3％，
HAstVが2.9％であった（表５）．NoV GIIは各年齢層で
広く検出されていたが，他のウイルスは概ね就学前の年
齢に偏って認められた．検出月別では，NoV GIIが11月
をピークに秋口から冬に流行があるものの，一年を通し
て検出された（図２）．ウイルス陽性の検体の中には２
つ以上のウイルスによる複合感染例が17例あった（表
６）．特にHPeVは18検体から検出されているが，その
うち15検体は他のウイルスとの複合感染例で， NoV GII
とHPeVによる複合感染が最も多かった． 

表４　既知検体を用いた蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0 の妥当性評価

検体番号 含有ウイルス 蛍光マルチプレックスRT-PCR Ver. 2.0検査結果*1

判定Aセット Bセット Cセット
1501 HPeV － HPeV － 〇
1502   － － － － 〇
1504 AdV5 － AdV － 〇
1505 HPeV － HPeV － 〇
1506   － － － － 〇
1510 RVA － － RVA 〇
1511 SaV SaV － － 〇
1512   － － － － 〇
1513   － － － － 〇
1514 NoVGII, AdV41 (NoVGII) AdV － 〇
1515 NoVGII NoVGII － － 〇
1497 NoVGI NoVGI － － 〇
1496   － － － － 〇
1495 AdV － AdV － 〇
1494 RVA － － （RVA) 〇
1493   － － － － 〇
1492 RVA － － RVA 〇
1491 RVA － － RVA 〇
1490 RVA － － RVA 〇
1489 RVA － － RVA 〇
1488 NoVGII, AdV NoVGII AdV － 〇
1487 NoVGII, AdV NoVGII AdV － 〇
1486   － － － － 〇
1485 Echo30 － － － 〇
1480 HPeV － HPeV － 〇
1459 AstV, RVA AstV － RVA 〇
1432 Echo6 － － － 〇
1428 HPeV － (HPeV) － 〇
1392 SaV SaV － － 〇
1380 HPeV, RVA － HPeV (RVA) 〇
1377 NoVGII NoVGII － － 〇
1365 AstV AstV － － 〇
1364 AstV AstV － － 〇
168-6 NoVGI NoVGI － RVC 〇
215-2 AiV － AiV － 〇
1148 RVC － － － 〇

*1  検出されたウイルス名を表記。
（  ）内表記はエチジウムブロマイド染色により判定が可能であったケース，－は陰性を示す．
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下げていることが分かったため，Ver. 2.0ではAdVの検
査をBセットへ移した．さらにマルチプレックスPCRの
試薬をMultiplex PCR Assay Kit Ver.2へ変更したこと
により，SaVの検出感度が悪化したため，SaVのフォワー
ドプライマー配列を５’側に３塩基伸長させ，２種類の
プライマーで対応する等の変更を加えた．
　Ver. 2.0のPCR反応は２時間程度で完了し，Ver. 1.0と
比べPCR反応時間だけで１時間半程度の時間短縮が図れ
た．各ウイルスの検出は，Ver. 1.0と同様に増幅産物の
色と長さを指標として容易に判定することが可能であっ
た．各ウイルス陽性検体由来cDNAの10倍段階希釈シ
リーズを用いた反応あたりの検出限界コピー数は，ウイ
ルスにより多少の差はあるが，概ね102オーダーコピー
程度のウイルス量があれば検出が可能であることが確認
され（表３），Ver. 1.0の検出限界［５，６］と同程度で

考　　　察

　現行のVer. 1.0のPCR反応時間短縮が課題となってい
ることから，より短時間で反応が完了するマルチプレッ
クスPCR試薬への変更によるアップデートを試みた．
あわせて検査対象ウイルスと使用するプライマー及び
その組み合わせについても修正を行った（表１）．Ver. 
1.0ではHBoVも検査対象としているが，近々の報告では
HBoVが胃腸炎に積極的に関与していない報告［16-18］
がなされていることから，Ver. 2.0では検査対象ウイル
スから外すこととした．次にVer. 1.0では，Cセットに
AdVを組み入れていたが，同時に検査するRVA及び
RVCのために行っていた逆転写反応時の抽出RNAへの
DMSO添加とその後の熱変性処理がAdVの検出感度を

表５　感染性胃腸炎患者由来糞便検体からの 
　ウイルス検出状況（2015-16年度）

患者の年齢（歳） 検出率
（n=243）0 1 2-5 6-15 計

患者数 29 72 105 37 243
NoVGII 9 38 38 7 92 37.9
SaV 1 0 8 0 9 3.7
HAstV 0 1 4 2 7 2.9
HPeV 3 12 3 0 18 7.4
AdV 3 10 5 0 18 7.4
RVA 0 1 5 2 8 3.3

図２　感染性胃腸炎患者由来糞便検体からの月別ウイルス検出状況（2015-16年度）

表６　感染性胃腸炎患者由来糞便検体からの 
重複感染検出例（2015-16年度）

複合感染例  患者の年齢（歳） 計0 1 2-5 6-15
NoV GII, HPeV 0 7 2 0 9
NoV GII, RVA 0 0 2 0 2
HPeV, AdV 1 1 0 0 2
SaV, HPeV 1 0 0 0 1
HAstV, HPeV 0 1 0 0 1
NoV GII, HPeV, AdV 0 1 0 0 1
NoV GII, HAstV, HPeV 0 0 1 0 1
計 2 10 5 0 17

NoV GII
SaV

HAstV
HPeV

AdV
RVA
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い検出感度と判別の容易性を示した．また，感染症発生
動向調査事業のウイルス検査等に使用することで，感染
性胃腸炎ウイルスの包括的検査が効率的に実施できる． 
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あることから使用上問題ないと判断された．懸念されて
いたSaVについてもVer. 1.0と同等の検出感度を担保す
ることができた．Ver. 1.0ではA，Cセット用とBセット
用でアニーリング温度が異なる２種類の反応条件で実施
しているため，グラージェント機能のないサーマルサイ
クラーでは検査に２台使用する必要があった．Ver. 2.0
では，A，B，Cすべてのセットの反応条件を統一した
ため，１台のサーマルサイクラーでの対応が可能になっ
た．
　ウイルス検査済みでウイルス既知の36検体を用いた
Ver. 2.0の妥当性評価試験では，36検体中32検体につい
ては，検体中のウイルスに該当する蛍光色と長さの増幅
産物が観察され，結果が一致した（表４）．残り４検体
については，PCR増幅産物の標識蛍光での検出はできな
かったが，電気泳動後にエチジウムブロマイド染色を追
加して行えば，含有するウイルスに対応する長さの増
幅産物が認められた（表４）．このことから，Ver. 2.0の
妥当性について確認することができた．しかしながら，
Ver. 1.0と比べてVer. 2.0ではAセットで非特異バンドが
生じやすい傾向があり（データ略），エチジウムブロマ
イド染色を追加して行った際に判断が難しい場合も生じ
る可能性が考えられる．その時は，別の検査方法により
再度確認するケースも考慮する必要がある．
　Ver. 2.0を使用し，2015年４月から2017年３月までに
感染症発生動向調査事業で当センターに搬入されてき
た小児の胃腸炎患者の糞便243検体についてウイルス検
出を行った．134検体で１つ以上のウイルスが検出され，
NoV GIIが最も多い原因ウイルスであった（表５）．さ
らにNoV GIIは各年齢で広く検出されており，就学前に
検出が偏る他のウイルスとはこの点で異なっていた（表
５）．NoVは，頻繁に抗原性を変異させて集団免疫を回
避していると言われており［19-24］，このため一度感染
しても頻繁に再度感染することから幅広い年齢層で検出
されるのかもしれない．また，NoV GIIは秋口から冬に
流行があるものの，今回の結果では通年で検出されてお
り，小児については一年を通して注意が必要であると言
える．Ver. 2.0の検査で得られたこれらの特徴は，2006
年～ 2013年の収集検体をVer. 1.0で検査した時に得られ
た結果［６］と概ね同様である．特に，複合感染例にお
いてNoV GIIとHPeVの組み合わせによる検出が最も多
い点が一致していたことは興味深いと言える．HPeVに
ついては小児の胃腸炎患者便から他のウイルスといっ
しょに検出されることが多いとする報告［25］もあるが，
一方でHPeVの胃腸炎症状への関与については疑わしい
とする報告［18］もあり，今後，詳細な検討が必要であ
ると言える．
　以上のことから，Ver. 2.0はVer. 1.0に対し１時間半程
度の反応時間短縮効果を示すとともに，従来と変わらな
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