
長崎県衛生公害研究所報 49，（2003） 資料 

 125

長崎県下における食中毒（ノロウイルス）の検出状況（２００３） 

 

中村 まき子 ・ 吉川 亮 ・ 平野 学 ・ 原 健志 

 

Food Poisoning  (Noro Virus) in Nagasaki Prefecture(2003) 

 

Maｋｉko ＮAKAMURA、Akira YOSIKAWA、Manabu HIRANO、ａｎｄ Kensi HARA 
 

  Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ ： Food Poisoning，Noro Virus，RT-PCR 
  キーワード   ： 食中毒，ノロウイルス，RT－PCR 
 
   

は じ め に   

 ノロウイルスは平成９年度に食品衛生法が一部改正

されたことにより、小型球形ウイルス（ＳＲＳＶ）（以下、Ｓ

ＲＳＶと略す）がはじめて食中毒の原因物質として追加

された。ＳＲＳＶは、ウイルス性胃腸炎による集団発生

原因の主要ウイルスの１つであり、小児から成人に至る

幅広い年齢層にわたって食品・水を介して、さまざまな

規模の急性胃腸炎を引き起こす。 

このウイルスには培養細胞による増殖法が確立され

ておらず、診断のためのウイルス検出は電子顕微鏡に

よる形態観察に頼っており、「小型球形ウイルス（ＳＲＳ

Ｖ）」と呼ばれていた。 

平成９年度からＳＲＳＶの検査体制を整備し、ウイル

スの遺伝子検査（ＲＴ－ＰＣＲ法）が実施可能となった。 

しかし、近年、ＳＲＳＶの遺伝子解析が大きく進み、主に

カリシウイルス科に属する２種類のウイルスであることが

わかった。１）それに伴いＳＲＳＶの検査法については、

平成11年2月の厚生省通知「ヒトカリシウイルスの検査

法について」より検査法の改訂があり、さらに、平成 13

年 11 月には厚生労働省通知「ノーウォーク用ウイルス

（ＮＬＶ）のＲＴ－ＰＣＲ法について」があり、その検査法

で実施していた。ＳＲＳＶについては、2002 年の夏、国

際ウイルス命名委員会によって、「ノロウイルス」という

正式名称が決定され、世界で統一されて用いられるよ

うになったため、本稿でも以下、ノロウイルス名で使用

した。さらに、平成１５年１１月に「ノロウイルスの検出

法」へと改訂が行われた。したがって、今年度、１１月以

降は「ノロウイルスの検出法」に準じて実施している。 

今回、県内で発生したノロウイルスを原因とする食中毒

事例で２次感染を疑う事件例の発生について報告する。
２） 

検 査 方 法   

１．糞便材料の処理 

 糞便の10％乳剤（ＰＢＳ（－））を作成し、激しく攪拌 

↓ 

10,000～12,000ｒｐｍ、20分間冷却遠心 

上清138μｌを検体とした。 

２．ＲＮＡの抽出（QIAamp Viral RNA Mini キット） 

1.5ｍｌチューブ 

Buffer AVL/Carrier RNA 560μ 

＋ 

上清138μｌ 

＋ 

エコーウイルス９型Ｈｉｌｌ株を 2μｌ 

↓ 

15秒間Voltex 

↓ 

室温（15～25℃） 10分間静置 

↓ 

チューブをスピンダウン 

↓ 

エタノール（96～100％）560μを加える 

↓ 

15秒間Vortex後にスピンダウン 

↓ 

QIAamp スピンカラム（2ｍｌコレクションチューブ） 

サンプル／Buffer液 630μｌを注入 

↓ 

8,100rpm 1分間遠心 

↓ 

スピンカラムを新しいコレクションチューブに移す 

残りのサンプル／Buffer液 630μｌを注入 
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遠心して、全ての液が無くなるまで行う 

↓ 

スピンカラムにBuffer AW1を 500μｌ入れる 

↓ 

8,100rpm 1分間遠心 

↓ 

スピンカラムを新しい2ｍｌの 

          コレクションチューブに移す 

↓ 

スピンカラムにBuffer AW2を 500μｌ入れる 

↓ 

14,000rpm 3分間遠心 

↓ 

スピンカラムを新しい蓋つき 

1.5ｍｌのチューブに移す 

↓ 

Baffer AVE 60μlを加え、1分間静置 

↓ 

8,100rpmで 1分間遠心 

↓ 

濾液が抽出ＲＮＡである 

 

抽出ＲＮＡは－８０℃で１年間安定している。 

 

３．ＤＮａｓｅ処理 

 表２に示したようにＤＮａｓｅ処理混合液の調整を行い、

３７℃に３０分、次いで７５℃に５分置き、直ちに on ice

（または４℃）し、ＤＮａｓｅ処理した。 

 

 

表１．ＤＮａｓｅ 

試薬

抽出ＲＮＡ 12μｌ

５×First-Strand Buffer 1.5μｌ

Didtilled Water 1.3μｌ

DnaseⅠ（5Ｕ／μｌ） 0.2μｌ  
 

 

４．ＲＴ反応（Super Script ⅡRT (Invitrogen)を用いる） 

 表３に示したようにＲＴ反応調整液の調整を行い、４

２℃で１時間、次いで９９℃で５分間加熱し、直ちに on 

ice（または４℃）し、ＲＴ反応を実施した。 

 

 

表２．ＲＴ反応 

Dnase処理ＲＮＡ 15μｌ

５×First-Strand Buffer 4.5μｌ

2.5ｍＭ　ｄＮＴＰｓ 1.5μｌ

Ｒｏｎｄｏｍ　Ｐｒｉｍｅｒ
（1.0μｇ）

0.75μｌ

Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（40unit／μｌ）

0.9μｌ

100ｍM　DTT 1.5μｌ

Super　ScriptⅡRT
（200u／μｌ）

1.5μｌ

Distilled　water 4.45μｌ
 

 

 

５．１ｓｔ ＰＣＲ 

ノロウイルスについては、表４の組成でＧ１とＧ２を

別々に作成する。また、エコーウイルス 9型Ｈｉｌｌ株につ

いては、表５の混合液を作成し、９４℃３分１サイクル、９

４℃１分、５０℃１分、７２℃２分を４０サイクル、７２℃１５

分1サイクルを実施した。 

 

※ プライマー： 

G1：G1-SKF／G1-SKR、COG1F／COG1R 

G2：G２-SKF／G２-SKR、G２-SKF／G２AL-SKR、

COG２F／COG２R、ALPF／COG２R 

 

表３．ノロウイルス 

Distilled Water 27μｌ
１０×Ex　Taq　Buffer　 4μｌ
ｄNTP(2.5ｍM) 3.2μｌ

NVﾌﾟﾗｲﾏｰF（25μM) 0.8μｌ
NVﾌﾟﾗｲﾏｰR（25μM) 0.8μｌ
ｃDNA（Templete) 4μｌ
EX Taq（5ｕｎｉｔ／μｌ） 0.2μｌ  

 

表４．エコーウイルス９型 Hill 株 

Didtilled Water 27μｌ
１０×Ex　Taq　Buffer　 4μｌ
ｄNTP(2.5ｍM) 3.2μｌ

E9Hill-Fﾌﾟﾗｲﾏｰ（25μM) 0.8μｌ
E9Hill-Rﾌﾟﾗｲﾏｰ（25μM) 0.8μｌ
ｃDNA（Templete) 4μｌ
EX Taq（5ｕｎｉｔ／μｌ） 0.2μｌ  
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６．電気泳動  

PCR 産物８μｌと５×Loading buffer２μｌを混合し、

２％アガロースゲルに１０％エチジウムブロマイド染色

液加えて用い泳動する。泳動 buffer は１％TAE を使用

する。 

 

７．写真撮影、バンド確認 

 ゲルはUV照射で写真撮影し、バンドの確認を行う。 

 

 

８．PCR結果の判定 

RNA 抽出のコントロールとしているエコーウイルス９

型Ｈｉｌｌ株の PCR で目的とするバンドを確認し、RNA 抽

出に問題がなかったことが判明する。 

また、検体の代わりに蒸留水を入れ陰性コントロー

ルでバンドが見られないこと。 

以上の条件が満たされたときに PCR の判定を行う。

なお、上記条件が満たされないときには再試験を行う。 

  

 

表５．平成15年度 ノロウイルスの検出状況 

依頼件数 検体数 陽性検体数 ｇｅｎｏ-ｇｒｏｕｐ

西彼地区 1 34 8 Ｇ１：２、Ｇ２：６

県央地区 6 45 4 Ｇ１：１、Ｇ２：２、Ｇ１・Ｇ２：１

県南地区

県北地区 2 12 8 Ｇ２：８

五島地区

上五島地区

壱岐地区

対馬地区 4 33 12 Ｇ２：１２
 

 

  症 例 報 告 

1. 概要について 

 平成16年3月23日夜、医療機関よりAダンタイノ数

名が食中毒症状を呈しており、そのうち 2 名の患者便

からノロウイルスが検出された旨の連絡が B 保健所に

入った。B保健所の調査の結果、3月9日A団体に参

加した一般参加者及びスタッフの会食（45 名）を行った

ところ、夕食喫食者のうち 7名が 3月１０早朝より、吐気、

嘔吐、下痢、発熱などの食中毒様症状を呈し、医療機

関を受診し、内 1 名の便からノロウイルスを検出してい

た。さらに、夕食を喫食していないが、有症者の介護や

汚物等の処理をした 6名が同様の症状を呈しており、5

名が医療機関を受診し、内1名の便からノロウイルスが

検出された。B保健所より、喫食者 34 名の糞便につい

て当所に行政依頼があり、検査を実施した。 

 

２. 検査結果について 

 喫食者３４名の糞便検体のうち、８検体から 1ｓｔ-PCR 

でノロウイルス遺伝子が検出された。その内、２名が

Geno-groupG1を、６名がGeno-groupG2を検出した。 

 

 

しかし、検出されたノロウイルス遺伝子の PCR 産物に

ついて、シークエンスは未実施であったため、原因が

同一のウイルスによるものか確認していない。 

また、原因食材を調査するにしても食材が残っておら

ず、食品検査が実施できなかった。 

 さらに、この事例では、喫食をしていないが有症者の

介護や汚物等の処理をした接触者に食中毒様症状を

呈する人がおり、感染症として2次感染が強く疑われた

が疫学調査は実施していない。 

 

 

考 察  

大規模食中毒の発生においては、患者及び食材か

らノロウイルス遺伝子を検出し、検出されたウイルス遺

伝子のシークエンスを実施するとともにウイルス株の由

来について系統樹から確認することは、今後重要であ

る。また、ノロウイルスは２次感染を起こすと言われてい

るが、今回の事例のように確認は出来ていないが、喫

食者のみならず接触者にも同様な症状がみられる場
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合には、２次感染の疑いが強く懸念される。 

ノロウイルスについては、今後、食中毒と同時に感染

症における２次感染対策として積極的な疫学調査を進

める体制づくりを検討していく必要がある。 
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