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我々は, 1998年度に沖縄県におけるウイルス性胃腸炎

の浸淫状況と汚染食品の実態を把握するために, 感染性

胃腸炎患者便18検体からのウイルス検索と県内で流通し

ている市販生カキ８検体及び県内産の二枚貝であるヒメ

ジャコ４検体から�������������������(ＮＬＶｓ) (����
の代称)１)の検出調査を行った. その結果, 本県では初

めて感染性胃腸炎患者糞便２検体からＮＬＶｓを検出し,

また本県内にもＮＬＶｓに汚染された食品が流通販売さ

れることを明らかにして, 本県においてもＮＬＶｓにお

ける集団ウイルス性食中毒の発生の可能性があることを

示唆してきた.２)～４) 今回は1999年度に県内で発生した食

中毒のうち非細菌性食中毒事例からウイルスの病原体検

索を行った. また, 生活環境水におけるＮＬＶｓの浸淫

状況と実態を把握するために生活排水を処理する下水処

理場における未処理下水ついて調査した. さらに, 研究

班設計の新プライマー (�1��2, �1��2) と従来プライ
マー (36�35’, ����52������52�, ��82���82���81,����22������22�) でのＮＬＶｓ遺伝子の検出感度の比
較とノーウォークウイルス検出キットを用いた結果につ

いて報告する.

� ������
１. 非細菌性食中毒事例からのウイルスの病原体検索

1999年12月から2000年１月に起こった非細菌性食中毒

３事例の患者便からのウイルスの病原体検索を行った.

ウイルス抗原検出には, 市販のキット, ロタスクリーン

(Ａ群ロタ) とＣ群ロタウイルス検出キット及びノーウォー

クウイルス検出キット (ＥＩＡ法) (厚生省新興再興感

染症研究事業研究班, デンカ生研株式会社から分与) を

使用した.

従来プライマー使用のＮＬＶｓ検査は, ������法で
行い���抽出には, �������� ���� (三光純薬) キッ
トを用い, プライマーは1�����では, 36�35’と���������では, ��82���82���81と����22������22�を用い,���������������� 9600�� (�����������) で増
幅し, ���産物は２％アガロ－ス, ���バッファ－で泳
動後, 紫外線照射により検出した. ������により得ら
れた増幅産物の特異性確認は, マイクロプレートハイブ

リダイゼーション法で行った. ゲルからの���抽出は,�������� ��� ������������� ���を用い, プローブは,
国立公衆衛生院より99年度に分与された�1型 (�199��,�199��)��2型 (�299��, �299��, �299��) を用いた.
また, 図１, 図２に示した新プライマー５)でのＮＬＶｓ

遺伝子の検出は, ��� ����法で逆転写反応には, �3プ
ライマーを用い1�����に�1��2と�1��2プライマーを
用いて図３の条件設定で������を行った.
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要旨：沖縄県の平成11年度における食中毒事例30件のうちはじめてＮＬＶｓを原因とする食中毒が３件確認された. ま

た, ＮＬＶｓの浸淫状況と実態を把握するために, 生活排水を処理する下水処理場の未処理下水44件からのＮＬＶｓ遺

伝子の検出を行た. その結果, すべての検体からＮＬＶｓ遺伝子が検出された. また, 新プライマー (�1��2, �1��2)
および従来プライマー (36�35’, ����52������52�, ��82���82���81, ����22������22�) でのＮＬＶｓ遺伝子の検出率
を比較したところ, 新プライマーでも高率に検出された.
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２. 未処理下水からのＮＬＶｓ遺伝子検出

検体は, 沖縄県流域下水道の３終末処理場 (Ａ処理場：

南部地区 Ｂ処理場：中部地区西 Ｃ処理場：中部地区

東) から1999年７月から2000年３月までに下水処理場に

流入する未処理下水44件を供試した. 検体の前処理は,

図４に示す様に未処理下水50��を6�000���で粗遠心して
上清を取り, ���6000を４�(濃度８％), ����1�05ｇ
を加え４℃, 一晩放置した後, 8�000���で遠心しその沈
渣に200��の���を加え浮遊させたものを���の抽出に
用いた.

ＮＬＶｓ遺伝子の検出は, 糞便と同様な方法で行なっ

い, 1�����に����52������52�プライマーを加えた.

� ��
１. 非細菌性食中毒事例からのウイルスの病原体検索

1999年12月から2000年１月の期間に発生した非細菌性

食中毒事例３事例のウイルスの病原体検索結果を表１に

示した.

事例１は, 飲食店で発生し, 有症者は９名で生カキを

喫食しており, 糞便が回収できた５名中２名から,

ＮＬＶｓ遺伝子が検出された.

事例２も飲食店で発生し, 有症者は９名で, 生カキは

喫食してはいなかったが, 糞便が回収できた９名中４名

からＮＬＶｓ遺伝子が検出された. その後の調査でこの

飲食店では, 生カキを扱っていたことが判明し, 他の食

品への二次汚染が考えられた.

事例３は, 家庭内発生で親戚６名で生カキを喫食し５

名に下痢等の症状があり, その内４名中３名から

ＮＬＶｓ遺伝子が検出された. なお, 症状がなかった一

人は, 幼児で熱を通したカキを喫食していた. また, こ

の３事例で検出された９患者のＮＬＶｓ遺伝子はハイブ

リダイゼーション法ですべてＧⅡ型と確認された.

３事例からの糞便17検体の各プライマーにおける
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未処理下水 (50��)
粗遠心 (6�000���, 20分間)
上清を移す (50��)���6000 (４ｇ)����(1�05ｇ)
激しく混合する (上下30回以上)
４℃で一晩放置

軽く混合する
冷却遠心 (8�000���, 20分間､ ４℃)
上清を捨て沈渣に200��の���を加えて浮遊させる
ＲＮＡの抽出

図４. 未処理下水の前処理.
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図１. 新プライマーの配列

図２. 新プライマーの増幅部位

(感染症雑誌, 74(5) 山崎先生の論文より転写)



ＮＬＶｓ遺伝子検出結果とＥＩＡキットによるＮＬＶｓ

抗原検出結果を表２に示した.

従来プライマーでは, 1�� ���で用いた36�35�では
１検体もＮＬＶｓ遺伝子を検出できなかったが, ���������では, ��82���82���81で１検体, ����22������2
2�で９検体のＮＬＶｓ遺伝子を検出した.
新プライマーでは, 図５, 図６に示す様に�1��2で７

検体, �1��2で５検体のＮＬＶｓ遺伝子を検出した.��10の検体は, �1��2プライマーで目的の長さより短
い���バンドを検出したが, 再度アガロースを2�5％に
したゲルで電気泳動したところ図７に示す様にＮＬＶｓ

遺伝子を検出した.

また, 単独検出数 (そのプライマーのみで検出された

数) は, ����22������22�で３検体あった.
なお, ＥＩＡ法では, ４検体がＧⅡ陽性であった.

２. 下水処理場の未処理下水からのＮＬＶｓ遺伝子の検出

表３ (Ａ処理場：南部地区), 表４ (Ｂ処理場：中部

地区西), 表５ (Ｃ処理場：中部地区東) にそれぞれの

下水処理場における各プライマーによるＮＬＶｓ遺伝子

検出結果を示した.

３カ所の下水処理場から採取された未処理下水44検体

は, すべていずれかのプライマーによりＮＬＶｓ遺伝子

が検出された. ３地区のＮＬＶｓ遺伝子検出率には地域

差はないが, プライマー別による検出率には地域差があ

り, 特にＣ処理場では�1��2プライマーで１検体も
ＮＬＶｓ遺伝子が検出されなかった.

また, 各プライマーによるＮＬＶｓ遺伝子検出率を図

８に示した. 1�� ���で使用した従来のプライマー36�
35�と����52������52�では１検体も����遺伝子を検出で
きなかったが, 新プライマー�1��2で43％, �1��2で32
％の検出率であった. また, ������ ＰＣＲで使用した

プライマー��82���82���81で57％, ����22������22�で
は86％でもっとも高い検出率であった.

単独検出数は, ��82���82���81で４検体, ����22������22�で５検体,�1��2で１検体で合計10検体であった.
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表１. 非細菌性食中毒事例の病原体検索結果(1999.12～2000.1).

事例 発生年月 発生場所 生カキ 有症者数 検査件数 RT-PCR ハイブリダイゼーション
の喫食 陽性数 による型別

１ 1999/12 飲食店 有り ９ ５ ２ ＧⅡ
２ 2000/1 飲食店 無し ９ ９ ４ ＧⅡ
３ 2000/1 家庭内 有り ５ ４ ３ ＧⅡ

計 ２３ １８ ９���������������������������� �� �� �� ��� ����� ������������ �������������� ����� ������ ����������� ����� ����� �������������� ����������������������������� �������� �� ������ ������ � � � � � ������� ����� �� ������ ������ � � � � � ���� �� ������ ������ � � � � � ������� ��� �� ������ ������ � � � � � ��� �� ���� ���� � � � � � � ����� �� ���� ���� � � � � � ������� �� ����� �� ���� ���� � � � � � �� �� �� ���� ���� � � � � � ��� �� ���� ����� � � � � � � ������������ �� ���� ���� � � � � � ������� ���� �� ���� � � � � � ���� �� ���� ����� � � � � � ����� � ������������ �� ���� ����� � � � � � ������� ����� �� ����� ����� � � � � � ����� �� ��� �� ����� ����� � � � � � ���� �� ����� ����� � � � � � ����� �� ������ �� ����� ����� � � � � � ����� �� ������������� ����������

表２. 各プライマーにおけるＮＬＶｓ遺伝子の検出結果



� ��
我々は, 1998年度の調査で本県内にもＮＬＶｓに汚染

された食品が流通販売されていることを明らかにし, 本

県においてもＮＬＶｓにおける集団ウイルス性食中毒の

発生の可能性が示唆されたことを報告した.

今回, 非細菌性食中毒３事例の患者下痢便からウイル

スの病原体検索を行ったところ, ３事例18患者中９患者

(50％)からＮＬＶｓが検出され, 本県ではじめて

ＮＬＶｓによる食中毒事例を確認した. また, ３事例中

２事例は生カキを喫食していたが, 他の１事例は生カキ

を喫食していなかった. しかし, その後の調査でこの飲

食店においても生カキを調理しており, 飲食店の厨房に

おける汚染食品からの二次汚染よる可能性が示唆された.
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図５. �1��2プライマーによるＮＬＶｓ遺伝子検出

図６. �1��2プライマーによるＮＬＶｓ遺伝子検出.
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図７. 検体10の再電気泳動の結果.

240 240

ﾚｰﾝ�0 1 2 3 4 5
マ
ー
カ

検
体
１０

ブ
ラ
ン
ク

陽
性
Ｃ

マ
ー
カ



沖縄県衛生環境研究所報 第34号 (2000)

―��―

表３. Ａ処理場 (南部地区) のプライマー別ＮＬＶｓ遺伝子検出結果

検体採取 採取時間 1�� ＰＣＲ ������ ＰＣＲ

年月日 36�35� ����52��� �1��2 �1��2 ��82���82���81 ����22���
1999�8�30 10�40 － － － － � �
1999�9�9 10�30 － － － － � �
1999�9�27 10�30 － － － － � －
1999�10�14 10�15 － － － － � �
1999�10�26 10�20 － － － － � －
1999�11�11 10�15 － － － � － �
1999�11�22 10�20 － － � － － �
1999�12�6 10�20 － － － － － �
1999�12�20 10�50 － － � － � �
2000�1�6 10�30 － － � � － �
2000�1�25 10�20 － － � � � �
2000�2�3 10�15 － － � － － �
2000�2�16 10�15 － － � � � �
2000�3�9 10�40 － － － � － �
合計 (検出数) ０ ０ ６ ５ ８ １２

表４. Ｂ処理場 (中部地区西) のプライマー別ＮＬＶｓ遺伝子検出結果.

検体採取 採取時間 1�� ＰＣＲ ������ ＰＣＲ

年月日 36�35� ����52��� �1��2 �1��2 ��82���82���81 ����22���
1999�7�30 9�30 － － － － � �
1999�8�18 14�00 － － － － � �
1999�8�30 10�40 － － － － � �
1999�9�9 10�30 － － － － � �
1999�9�27 10�30 － － － － � －
1999�10�14 10�15 － － － － � �
1999�10�26 10�20 － － － － � �
1999�11�11 10�15 － － － � － －
1999�11�22 10�20 － － � � － �
1999�12�6 10�20 － － － � － �
1999�12�20 10�50 － － � � － �
2000�1�6 10�30 － － � � � �
2000�1�25 10�20 － － � � － �
2000�2�3 10�15 － － � � � �
2000�2�16 10�15 － － � � � �
2000�3�9 10�40 － － － � － �
合計 (検出数) ０ ０ ６ ９ １０ １４

表５. Ｃ処理場 (中部地区東) のプライマー別ＮＬＶｓ遺伝子検出結果

検体採取 採取時間 1�� ＰＣＲ ������ ＰＣＲ

年月日 36�35� ����52��� �1��2 �1��2 ��82���82���81 ����22���
1999�8�30 10�40 － － － － � �
1999�9�9 10�30 － － � － � －
1999�9�27 10�30 － － － － � －
1999�10�14 10�15 － － － － � �
1999�10�26 10�20 － － － － － �
1999�11�11 10�15 － － � － － �
1999�11�22 10�20 － － � － － �
1999�12�6 10�20 － － － － － �
1999�12�20 10�50 － － － － － �
2000�1�6 10�30 － － � － � �
2000�1�25 10�20 － － � － � �
2000�2�3 10�15 － － � － － �
2000�2�16 10�15 － － － － � �
2000�3�9 10�40 － － � － － �
合計 (検出数) ０ ０ ７ ０ ７ １２



食中毒事例の患者便からのＮＬＶｓ遺伝子の検出感度

は, ������ ���で用いた����22������22�が最も高いが,������ ���を行う時間やコンタミ等を考慮すると, 新
プライマーによる�������での������法が実用的であ
ろうと思われた.

また, ＥＩＡ法では４検体がＧⅡ陽性であったが, 感

度的に������法より劣り, 糞便の非特異反応が高く判
定に支障をきたす検体もあったので, 今後さらに便の非

特異反応を取り除く工夫が望まれる.

生活環境水におけるＮＬＶｓの実態を把握するため,

本県の３カ所の下水処理場に流入する未処理下水44件を

調査した結果, 採取月日を問わずすべての未処理下水よ

りＮＬＶｓ遺伝子が検出された. また, ３カ所の下水処

理場の流入水は, 家庭排水や事業所排水のみの分流式

(雨水は含まない) であり, 検体採取時間帯の10時から

11時頃は, 下水処理場に入る到達時間を考慮に入れると

人間の朝の活動時間に排出される家庭排水が主であると

考えられた. このことから, 検出されたＮＬＶｓ遺伝子

は家庭排水由来であろうと推測された. なお, 採取月日

に関係なくＮＬＶｓ遺伝子が検出されたことは, たえず

ヒトからヒトへの感染サイクルが確立されているのでは

ないかと推測された. また, プライマーによって地区別

にＮＬＶｓ遺伝子検出数に大きな差があることは,

ＮＬＶｓの種類が多様であり, 地区別で流行する

ＮＬＶｓの種類が違うことが示唆された.

新プライマーと従来プライマーの検出感度を比較する

と1�� ���で使用した従来プライマー36�35�, ����52������52�では, 検出されないが新プライマー�1��2, �1��2で43, 32％の検出率があり, 従来プライマーより感
度は高かった. また, より感度をあげる������ ���で
は, 従来プライマー��82���82���81, ����22�����22�
で, 57, 86％と新プライマーより高い検出率であった.

また, 未処理下水の各プライマーにおける単独検出数は,

３種類のプライマーで10検体もあり, 特に従来プライマー��82���82���81, ����22�����22�で９検体もあること
か, 未処理下水からＮＬＶｓ遺伝子の検出は, 今後も���������や数種類のプライマーを組み合わせること
で検出感度を高める必要性はあると思われた.� ���
今回調査した非細菌性食中毒患者下痢便からのウイル

スの病原体検索によって, 本県ではじめてＮＬＶｓよる

食中毒が確認された. これは, 本県でも食品の流通機構

によってＮＬＶｓに感染する環境は本土と変わらなこと
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図８. 各プライマーによるＮＬＶｓ遺伝子検出率.



を示唆している.

また, 採取された下水処理場に流入する未処理下水す

べての検体から月日を問わずＮＬＶｓ遺伝子が検出され

たことは, たえず下水に大量のＮＬＶｓが排出されてい

ることを示唆し, ヒトからヒトへの感染サイクルが確立

されていることが推測された. これは, ヒトからヒトへ

の感染や, ヒトの便により二次汚染された食品からの感

染が推測され, カキの喫食や季節にかかわらずＮＬＶｓ

による食中毒発生の可能性が示唆された. 昨今は, 非カ

キ関連食中毒も多数報告されており６)～９), 全国ウイルス

性食中毒研究班によると, 各都道府県でも本県同様に下

水や河川から全ての季節でＮＬＶｓが検出されており,

ＮＬＶｓはすでにヒトからヒトへの水平伝播循環が確立

され, 日本全地域に浸淫定着していることが報告されて

いる10).

なお, 今回, 使用した研究班設計新プライマーは, 従

来プライマーより検出感度は優れていたが, ＮＬＶｓの

多種多様性から今後も数種類のプライマーを組み合わせ

て使用することが必要である. また, 下水等の環境水に

おいては, 検出感度を高めるために������ ���も必要
であろうと思われた.

最後に, 今回, 下水処理場の未処理下水の検査は, ������でＮＬＶｓ遺伝子を検出しただけであり, 今後さ
らにハイブリダイゼーション法や塩基配列決定解析法に

よる型別や食中毒で検出されたＮＬＶｓと下水から検出

されたＮＬＶｓの遺伝子解析を行ない, ＮＬＶｓの多様

性とその由来解析が課題として残される.����
稿を終えるにあたり, 本研究にご協力いただきました

浄化センターの職員各位並びに下水道維持管理事務所の

職員及び水質管理課員各位に深謝いたします.

なお, 本研究は平成11年度厚生科学特別研究事業全国

ウイルス性食中毒研究班, 研究課題：ウイルス性食中毒

原因の遺伝子検査標準法確立と全国行政対応整備に関す

る研究, 主任研究者 (班長) 岐阜県生物産業技術研究所

川本尋義先生により行った.
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