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地⽅衛⽣研究所担当者の皆さま 

• ⽇頃よりノロウイルス（下痢症ウイルス）レファレンスセンター活動にご
協⼒頂き、ありがとうございます。


• ノロウイルスレファレンスセンター地区担当者変更の際は、ウイルス第⼆
部 染⾕（someya@niid.go.jp）までご⼀報をお願いします。


• 新型コロナウイルス感染症の流⾏に伴い、下痢症ウイルスの流⾏が抑えら
れています。これにより、下痢症ウイルス感染症に対して免疫⼒のない、
あるいは、低下した⼈たちが蓄積されていると考えられますので、今後⼤
流⾏の発⽣が懸念されます。継続的な注意喚起が必要と考えます。
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標準プラスミド（陽性コントロール）請求先 

• ノロウイルス


国⽴感染症研究所 感染症危機管理研究センター


 第七室 岡本 貴世⼦（ k-okmt@niid.go.jp ）


• ロタウイルス、サポウイルス


国⽴感染症研究所 ウイルス第⼆部


 第⼀室 染⾕ 雄⼀（ someya@niid.go.jp ）
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報告事項

• ノロウイルス分類法について（村上主任研究官）


• ロタウイルス検査法について（藤井主任研究官）

4



~ノロウイルス~

令和4年7月4日 (月)
ノロウイルスレファレンスセンター

国立感染症研究所
ウイルス第二部第一室

村上耕介

ノロウイルスの分類法について



ヒトノロウイルスノロウイルスの遺伝子構造と
遺伝子型内の類似度

抗原性に関与するカプシド (VP1) により分類された

Kageyama et al. J. Clin. Microbiol. 2003より抜粋

VP1

令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



Kageyama et al. J. Clin. Microbiol. 2004より抜粋

ヒトノロウイルスヒトに感染するノロウイルスの遺伝子型
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



2013年の再分類で
GII/17がGIVに変更された

IASR 2015/9/8より抜粋

ヒトノロウイルス遺伝子型の再分類 (2013年当時)
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



ヒトノロウイルスリコンビナント株の登場 (発見)

Graaf et al, Nat Rev Microbiol, 2016より抜粋

+

↓

ORF1とORF2-3が入れ替わっている
→ VP1だけでなくORF (RdRp)による分類も必要

ORF2
ORF3ORF1

令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



新しい分類法の提案

令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



ORF1/ORF2による分類

例えば...
VP1遺伝子型 --- GII.3
RdRp遺伝子型 --- GII.P12
→ GII.3[P12]

Chhabra et al, J Gen Virol, 2019より抜粋

令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



遺伝子群/遺伝子型の新しい分類
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議

Chhabra et al, J Gen Virol, 2019より抜粋



ヒトノロウイルスDual typing法に用いるプライマー
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議

病原体検出マニュアル ノロウイルス（第1版）より抜粋



オランダ国立公衆衛生環境研究所による提供
https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/

ノロウイルス遺伝子型判定ツール
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



病原体検出マニュアルの改訂 (再周知)

新しい分類に対応したシーケンス方法等が収載されています
令和4年7月4日 (月) ノロウイルスレファレンスセンター会議



ノロウイルス（下痢症ウイルス）
レファレンスセンター報告

～ ロタウイルスについて ～

国立感染症研究所 ウイルス第二部

2022年7月4日



ロタウイルスの検出状況（IASR）

検出数

759 660 713 924 890 919 531 620 794 849 464

IASR （2022/6/29集計）

803 23 18 1

◆ 2020年以降、ロタウイルスの検査報告数は非常に少ない。

◆ 遺伝子型の特定は年々積極的にされている傾向にある。



⚫ 2020年以降、ロタウイルスの検出報告数は非常に少ない。

⚫ 定期接種化は2020年10月からだが、2020年春の流行はほとんど無かった。

新型コロナウイルス流行に伴い、保育所・学校等の登園・登校自粛等の行動変容や、

衛生管理の意識が格段に向上した影響と思われる。

（週）

ロタウイルスの流行状況（発生動向調査、IDWR）

和暦 西暦 報告数 定点あたり

平成26年 2014年 4030 8.48

平成27年 2015年 4068 9.16

平成28年 2016年 5266 11.04

平成29年 2017年 4991 10.46

平成30年 2018年 3234 6.74

令和元年 2019年 4693 9.82

令和2年 2020年 250 0.52

令和3年 2021年 91 0.19

令和4年 2022年 62 0.13





ロタウイルス検出マニュアル

目次
Ⅰ．ロタウイルスの概説
Ⅰ-１．病原体
Ⅰ-２．分類
Ⅰ-３．疫学
Ⅰ-４．臨床症状
Ⅰ-５．ワクチン

Ⅱ．検査準備
Ⅱ-１．検査材料の取り扱い
Ⅱ-２．検査の進め方
Ⅱ-３．検査材料の採取
Ⅱ-４．10%懸濁液の作製

Ⅲ．検査方法
Ⅲ-１．イムノクロマト法
Ⅲ-２．ELISA法
Ⅲ-３．RNA抽出
Ⅲ-４．PAGEによるウイルスRNAの検出
Ⅲ-５．リアルタイムPCR
Ⅲ-６．マルチプレックスPCR（VP7の遺伝子型決定法）
Ⅲ-７．RT-PCR
Ⅲ-８．シークエンス解析
※ワクチン株との鑑別について



セット②（Freeman et al.）

Journal of Virological Methods 155 (2009) 126-131
Target Primer name 5'- sequence -3' Product size Position
NSP3 JVKF CAGTGGTTGATGCTCAAGATGGA 17-39

JVKR TCATTGTAATCATATTGAATACCCA 131 123-147
JVKP ACAACTGCAGCTTCAAAAGAAGWGT 72-96

Journal of Medical virology 80 (2008) 1489-1496
Target Primer name 5'- sequence -3' Product size Position
NSP3 NVP3-FDeg ACCATCTWCACRTRACCCTC 988-1007

NVP3-R1 GGTCACATAACGCCCCTATA 87 1055-1074
NVP3-Probe ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAA 1009-1041

セット①（Jothikumar et al.）

⚫ 現在、2種類のプライマー・プローブセットが広く利用されている。

（ターゲットはいずれもNSP3遺伝子だが、位置が異なる）

⚫ セット①、②とも、主要流行株（T1型、T2型）は概ね検出可能。

ロタウイルスのリアルタイムPCR用プライマー・プローブセットについて

※Integrated DNA Technologies (IDT)社のダブルクエンチャープローブ（5'-FAM/ZEN/3'-IBFQ）の使用を推奨。



⚫ 主要流行株（T1型、T2型）は検出可能だが、AU-1型株（T3型）を検出できない。

⚫ ワクチン株のうち、ロタリックス（T1型）は検出可能だが、

ロタテック（T6型）は検出感度が大幅に落ちる。（1/1000程度）

→ セット①は非推奨。

セット①の問題点 （検出可能な遺伝子型が限定的）

注意！

Journal of Virological Methods 155 (2009) 126-131
Target Primer name 5'- sequence -3' Product size Position
NSP3 JVKF CAGTGGTTGATGCTCAAGATGGA 17-39

JVKR TCATTGTAATCATATTGAATACCCA 131 123-147
JVKP ACAACTGCAGCTTCAAAAGAAGWGT 72-96

セット①（Jothikumar et al.）

⚫ 次回のマニュアル更新で削除する予定。



⚫ セット②は幅広いロタウイルス株を検出可能。

ただし、便検体ではしばしば非特異反応が見られ、

陰性検体でも10～100 copies/uL前後の増幅が見られ偽陽性となる場合がある。

100 copies/uL以上を陽性として判定するのが無難。

セット②（Freeman et al.）
Journal of Medical virology 80 (2008) 1489-1496
Target Primer name 5'- sequence -3' Product size Position
NSP3 NVP3-FDeg ACCATCTWCACRTRACCCTC 988-1007

NVP3-R1 GGTCACATAACGCCCCTATA 87 1055-1074
NVP3-Probe ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAA 1009-1041

※Integrated DNA Technologies (IDT)社のダブルクエンチャープローブ（5'-FAM/ZEN/3'-IBFQ）の使用を推奨。

セット②の問題点 （非特異反応の発生）

⚫ ヒトゲノム、腸内細菌、アストロウイルス等、
様々な要因で非特異反応が起こっている。

⚫ 低コピー（10^2～ 10^3 程度未満）の場合は
RT-PCRによる確認を推奨。



プライマーの濃度を変更することにより、非特異反応が軽減される可能性あり。

（検証用の手持ちサンプルセットで、非特異発生率20-25% → 12%程度）

従来 改良

NVP3-FDeg ACCATCTWCACRTRACCCTC 0.25 0.4

NVP3-R1 GGTCACATAACGCCCCTATA 0.25 0.2

NVP3-Probe ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAA 0.25 0.2

5'- sequence -3'Primer name
終濃度（mM）

セット②の反応条件の改良

セット②（Freeman et al.）

⚫ 追加の検証をして頂ける方、募集中。

⚫ 次回のマニュアル更新で反映させる予定。



ロタウイルス遺伝子型判定ツール

⚫ 以前の「RotaC」は閉鎖。

⚫ 現在はViPR (Virus Pathogen Resource)

サイト内にRotaCの後継ツール

「Rotavirus A Genotype Determination」

があり、同様の解析が可能。

◆ ロタウイルスの塩基配列データから、どの遺伝子で、どの型か判定してくれるツール。



⚫ ワクチンの定期接種化に伴い、

2020年度（令和2年度）から

ロタウイルスの流行予測調査

（感染源調査）を実施しています。

ご参加お待ちしております。

（ご相談は疫学センターまで）



今後の検討事項

• RNAコントロールの検討


• RNAウイルスの検査にDNAコントロールを⽤いるのでよいのか


• 病原体検出マニュアルの作成、更新


• アストロウイルスは作成に向け、準備中


• 既出のものは必要があれば更新


• 新規検査法の検証


• 特筆なし


• 既存の検査法の精度向上、簡素化に向けた検討


• マルチプレックスPCR法の位置付け
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そのほか

• 検査法の提案、検査法の検証、改善点の指摘、検出マニュアルの作成、など


ご意⾒、ご要望は、染⾕（someya@niid.go.jp）までお寄せください


• 直接でも結構ですし、地区担当者が取りまとめてお送り頂いても構いません


• 今後もご協⼒をお願いいたします


