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小型球形下痢症ウイルス(千葉株)の研究

一部分塩基配列の解読及び疫学への応用-

宇田川悦子



研究11的、研究の背対

l仕掛[1守|司において、ロタウイルス (HR V)下痢症(凶腸炎)に機息した忠釘は年

間l億人以七に速し、その内90;i人近いJ慾有が毎年死亡していると推定されている I}。

ことに、開発途上国の低年令府(O~ 5歳紛併)において死亡する例が顕著である。こ

れらの肉々では食料難による栄養状態、衛生状態の不良等が死亡率に狛車を掛けている。

我が同においても、 ド痢症の出者数は、乳児l悩H上下痢症が毎年 1O~ I 5万人、

感染性胃腸炎が 30~50 万人に昇っており、合計すると毎年 40~60 万人ものtJ.\:fr-

が発坐していることが厚生省感染症サーベイランス情報で報告されている 2)。このうち、

ウイルス性胃揚炎の実際は優れた検査方法が伊佐しないため詳細な報告が得られていな

い。目!揚炎の起因ウイルスとしては、 HRV、アデノウイルス(Ad V)のほかに、英国

のCaul等の報告に述べられているとうり電子顕微鋭観聖書で多極多様な形態を持つ小

耳目球j彰ウイルス (Sma11 Round St ruc-t ured Vi rus S 

RSV)と総称される一群のウイルス群がある330 このSRSVには、現{Eカリシウイル

ス科のN0 r w a I k V i r u s (NV)やSnow Mountain Viru 

s (SMV)、及びアストロウイルス科のHu m a n A s t r 0 v i r u s (H A s 

t V)等が報告されている叫。 また、この SRSVは、水系感染や生牡蛎などの二牧貝

を合む食品を介した食中毒事例の原因ウイルスとして世界谷間において報告'.6.7}され

ており注目を集めている。しかしHAstVを除き、これらの SRSVは分離峨養でき

る継代細胞や感染実験動物が未だに存在しない為に、患者使材料が唯一のウイJレス供給

源であり、この制約によってウイルスの物思化学的、生物学的研究は全く進んでいない。

これまでに SRSV胃腸炎の実用的な病原診断法として開発された方法には、 ①炎

使材料からの電子顕微鏡によるウイルス粒 fの検出(電顕法 :EM法)、 ②同じく免疫

電顕 (1EM)法、および③ウエスタンプロ ット(WB)法、 E1A法等によるペア血消

中のウイルス特巣抗体制の有怠上昇の検山、がある。 1972年にNVが検出されて以

来現在までのところ、 EM法による SRSVウイルス粒子の検出が設も主要な検在方法



である。しかしこの)j法にはfl¥1i-使材料が大量に必:裂な事と高価な電[-顕微鏡が必須

である。さらに、このウイルスは態-t.-使紛料111に排司せされるウイルス粒子数も少ないJ:

にウイルス*1'[fの庇径がHRVやAdVのが01/2で、との SRSVを検出するために

は大I誌の悠持使材料を 10 0倍以上の滋度に濃縮しなければならず超遠心機も必要と

なる。また、高度に熟練した渇F顕微鋭技術と試料検索のための長い拘束時間等が必裂

である。特に高年令飼において、患者使材料中には炎雑物が多いために、ウイルス粒 F

が凝集しておらず、また憎独で散発的に存イEする場合などには判定が難しいという問題

点がある。一方、 IEM法はウイルス特異的ではあるものの、特異性が高くかっ高い抗

体側を4害する忠者回復期I血清が必要であること、また、WB法ではウイルスホt[-fを大誌

に合む態者糞使材料に依与することなど実施上の問題があり、 一般的にはなっていない。

また、上告長が出来ないために市販のRIA、EIA検査キットは現在のところ存在しな

い。さらに、 EM法は形態学的に SRSVとまでしか判定しえず、ウイルスの各型別を

同定することは不可能である。

私は、我が国において発生した幅l止F痢症患者由来のSRSV:千葉株を用いて本

SRSVの検出・診断に使用できる RT-PCR法を開発し8)、今回開発した方法による

下集株i洋SRSVの我が凶における浸淫状況の抱擁、.iI!!:に、形態学的には頚似している

が本ウイルスとはi宣伝的に奥なるかも知れない他の SRSVが我が国でも存在している

のかどうかを調査する為に各地の地方衛生研究所から集めた患者材料の分チ疫学調査を

行った。
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研究方法

1)材料ー

下虫~y~において 198 7年 12刀発生した急性問l湯炎の忠省使材料で、 EM法をJfJ

いて鋭妻美した結梨、 SRSVが多量に合まれているものを SRSV遺伝r-クローニング

のためのHI発材料とした判。

また、千葉株の分f疫学的検公のために、 1993~1994 年秋岡県・岐阜県・

IU，I県・ l句綴県 ・佐賀県・大分県の6県において発生した非細菌性集団食中毒事例(衣
1 -1、 1 -2)から符られた使材料 143検体、および、同期間に北九州市の一定点観

測医療機関を受診した非細菌性胃腸炎態者の使材料のうち電子顕微鋭法により SRSV

陽性と判定された 40検体(表 2)について SRSV遺伝チの検出を試みた。これらの検

体は全て、食品衛生法に基づく細菌学的検奈の結巣は陰性のものである。

2) ウイルス粒子の精製:

リン駿緩衝食車水(PBS)を加えて 10%乳剤にした使材料を等量のトリフルオロエ

タン処理ー後、 1， 500xg、 1 0分間遠心し、その上清をさらに 5，000xg、3 

0分間迷心したg との速心上清を 30%(W/V)ショ精液に蚤隠して 100，000

xg、21時間遠心後、沈査を PBSに再浮遊させて部分精製ウイルスとした。さらに、

初期密度が 1.37 gJmlになるように庖化セシウムを加え、 270，000xg、20時

間遠心後分聞した。採取した各困分についてEMを月3いたウイルス粒子数の計測によっ

てウイノレスの画分を線認し、また各回分の屈折率を測定することによりウイルスの浮遊

密度を算I:Hした。

3 )ウイルスゲノム RNAの抽出:

と記の精製ウイルス被に 10%SOSを絃終濃度O. 5 qらになるように加えた後、

TNE (1 OmM Tr i s-HCI， pH7.5 ，1 OOmM NaCI， lmM 

EOTA)で飽和lさせたフェノール抽出液(フェノール:クロロフオルム.イソアミル

アルコール=25・24 : 1、0.1% 8ヒドロキシキノリン)を等量加えて鋭枠し、
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800 xgで5分!日1;童心後フェノール周を除去した。中間胞が無くなるまでフエノール

摘出液を加えてJ覚作・遠心する様作を繰り返した。操作終f後、水胞のみを新しい

チューブ〈移し、NaCIを絞終淡度 O. 2 Mになるように加え、 2. 5倍i止のエタ

ノーノレと混合後、 -7 OOCで 1r時間以 lニI静抗した。 20，000xg、3 0分1m 40C 

で述心後、 沈作を O. S%SDSを合むTNEに溶解し、これをウイIレスゲノム

RNA線被とした。

疫学的検討を目的として糞使からウイルスゲノムRNAを抽出する際には、

J i a n g等のCTAB法をJTJいた叩)0 1 0~2 0% (W/V)の使乳剤lを等量の

1， 1. 2-trichloro一1，2， 2一tr i f 1 U 0 r 0 e t h a n巴(和

光純薬)で処瑚後、木屑中のウイルスを 0.4MNaCIを添加した 8%poly

巴 thylen glycol 6000(PEG#6000;Sigma Ch巴m

ical Co.)で沈殿させた。との沈殿は400μsのpr 0 t巴 inaseK

.(f-イEドで370C30分反応後、更に O. 4SM NaCIを添加した 1. 25% 

C 巴 ty 1 t r i m巴 thylammo口 ium bromide (CTAB， 

Sigma Chemical Co.)で560C、30分反応させた。この溶液から

フェノール抽出法により RNAを指11l:lJ後、水層のみを新しいチューブへ移し、 NaCI

を段終泌度 O. 2 Mになるように加え、 2. 5倍量のエタノーノレと混合後、 一700C

で1時間以上静置した。 20，OOOxg、 3 0分rm 40Cで遠心後、 沈夜をTNEに

熔解し、これをウイルスゲノムRNA溶液とした。このRNAはRT-PCRで検査す

る時まで-2 ooCで保存した。

4 )ショ税i~毎度勾配遠心法による RNA の精製:

O. 5%SDSを合む TNEを用いて、 1 2 mlショ精密度勾配 [15 %~ 3 0 % 

(W/w) ]を作成し、ウイルスゲノムを合む500μlを豆腐後、 85、900xg、

l 61時間、 220Cで遠心した。 透心後チューブの底から 50 0μlづっ分l回し、各岡

分について 26 o 11mにおけるl吸光度を測定した。また、各凶分からそれぞれ 20μl 

- 4 -



ずつ採取して. 1 %アガロースゲル電気泳動法 (AGE)で電気泳動:を行った。ζ の

際、 35SRNA(コクサツキ-A24の精製RNA)をサイズマーカーとしてHJい

た。 ゲノムRNAを合む分l両lを集め、エタノー/レ沈殿によってl凶l以したRNAをlμg

Imlとなるように蒸留水 (0. W. )に溶解して、精製ウイルスゲノムRNAとした。

5) SRSV-RNAのフインガープリント分析:

フィンガープリントの方法は式HJ字I-の)J法によった川。 料製ウイルスゲノム

RNA(1-2.5μg)を10UのRNaseTl(三共闘)で消化後、 2. 5 Uの

polynucleotide kinas巴 (B0 e h r i n g e r -Ma n n h e 

i rn)を用いて 25μCiの [y一日 p]AT Pで5'-末端をラベルし、ポリアクリルアミ

ドゲJレで一次点電気泳動を行った。-次元電気泳動は、 20 0 x 4 0 0 x 1 -rnrnのポリ

アクリルアミドゲル (10%(W/V) ， 6M-U r巴 a，C i t r i c a c i d， 

p H 3. 5)を使用してブロムフェノールブルー (BP B)が20cm移動するまで

40Cで泳動した。つぎに、二次元の電気泳動は 25 0 x 3 5 0 x 1 -rnrnのポリアクリル

アミト、ゲル (22%(W/V) 50rnMTris-borate， pH8. 3)を用

いて、 ー次J乙を展開したストリップからBPBが25 crn移動するまで室温において泳

動を行った。このゲルは、 4"Cで精感板を入れてサクラAO-X線フィルムに感光させ

た。

6) SRSVの cONAクローニング:

6-]) cDNAの合成 (0u b I巴 r-Hoffrnan法によるほl)

精製ウイルスゲノム RNA Iμglこ50 0 ngのオリゴ d(T)山s(Pharmac

i a)を加え、吏にO.W. で全f訟を 12μlにした。このサンプノレを 1分間煮沸後、

氷水'11で急冷した。ここに2μlの 10xRTas巴緩衝液(500rnMTris-

HCI， pH8. 3， 500mM KCI， 80rnM MgCI2， 50mM OTT) 

と1μlの 20rnM dNTPs， 10U RNas巴 inhibitor

(T A KARA)と40 U R T a s e (A v i a n rn y e I 0 b I a 5 t 0 s i s 

-" 



V I r U s由来、生化学仁業)を加え全祉を 25μ!とした後、 4 2 oCで 3n制m
反応させた。その後氷水中で冷却し、 20μlの 10 x反応液(200rnM

Tr i s-HC I pH7. 5， 50rnM MgC I刊 1M K C 1)、 10 I1gの

Bovi l1e s巴 rum albumi円、 5 0 Uの大腸菌 DNAポリメラーゼ

1 (TOYOBO)と1Uの大腸荷RNaseH(SlGMA)を加え令祉を 200μ!

とした後、 16'C 1 I時間インキュベー卜した。その後室温で JI時間]反応させた後、

1 0 Uの T4 DNAポリメラーゼ.(TOYOBO)を)JUえ、 3 7 'Cで J0分11111記jぶ

させた。さらに 2Uの大l湯蔚 DNAポリメラーゼ Iクレノー断)'j{Klel1ow

(TOYOBO) }を加えて室組で5分IM1反応させた後、 20μlのO. 25M 

EDTA(pH8.5)を加え、フェノール処却により蛋仁lを除き、 cDNAを水胞に

|日|収した。あらかじめ1， OOOxgで、2分1m遠心し水腐を除いたスピンカラム(

G-50 DNA用、 B0 e h r i n g e r -M  a n n h e i rn)上に前述のサンプ

/レからの水魁をのせ、 I，OOOxgで2分間遠心して精製した。エタノール沈殿に

より合成された cDNAを回収した。

6-2) c D N Aライブラリーの作製:

精製した cDNAを d (C) t a i I i n g緩衝液(14 OI11M c a C 0 

d y I a t e， O. 3 M T r i s， O. 11M K 0 H， 1 0 rn M 0 T T， 

lOOrnM CoCI
2
， 10rnM dCTP) 30μ|に終解し、 36Uのデオキ

シヌクレオチドターミナル トランスフェラ ゼ (TAKARA)を加えて、 3 7'C 

3分IlIJインキュベートした。との反応機に 3μlの O.25M EDTAを加えた後

に、フェノール柑l山を行い、水胞をエタノール沈殿することにより d (C)テーリン

グを施した cDNAを科た。次に、あらかじめ月l蕊しておいた Ps I [切断部位に

d (G)テーリングされた pBR322プラスミッド (BR L) 1 0 0 ngを)JIJえ、全

世 100μ!の緩衝液 (150mM NaCI， 10mM Tris-HCI， pH 

7. 5. J 111M EDTA)中で 60'C 1 I時間反応後、 1 11寺聞かけてゆっくりと室
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見よまで冷却した。この剰l換えDNAプラスミ ッドを!日いて大腸ItiMCl061の形質転

換を行った。テトラサイクリン(t巴 t)を段終濃度 12. 5μg/ml加えたし B (1巴 I

+L B) 府地 (1% Bacto trypton， O. 5% Yeast extr 

act， 1% NaCI. 1.5% Agar)で37"C 1腕培養した。 1e t耐性

遺伝子を持つ大腸菌のコロニーを tet+LB1]1地 2ml中で 11挽培養し、アルカリ

ーSDS法 13)によってプラスミ ッドをJfl離し]， 5 0 0倒のクローンを得た。

6-3)制限防本地闘の作製:

抑人DNAの大きいク ローンを選び、各々から単離したDNAlμgに 1Uの制限

酵素 (PS 1 1、 EcoRI等)を加え全i誌を 20μlにして 37 "C、1~ 2時間反応

させて制限僻素切断を行った後、 l%AGEを行った。 DNA分子量サイズマーカー

との泳動距離の比較から、持入されたDNA断片の分子量を推定し制限酵素地闘を作

製したロ

7 )ジデオキシf去による揃入DNAの取基配列の決定:

7-1)M13ファージベクターの調童話:

事Ii人DNAのサブクローニングには、 M 1 3ファージベクタ-M13mplOと

M13mpl1を用いた。精製した 5μgのM13mplO及び M13mpl1の複

製型 DNA(RF-DNA)を 5Uの EcoRIとPs t I(TOYOBO)で醇素

切断した。フェノール抽出、エタノール沈殿で‘ DNAを回収し、 TE(lOmM  

T r i s -H C 1， p H 8. 0， O. 1 m M E D T A)にi科解後、 lUの子牛!揚

アルカリ性フオスファターゼ (calf int巴 stinal alkalin巴

p h 0 S p h a t a s e C [ p)を)JUえて切断筒所を脱リ ン貢変化処Jl.I!(C 1 P処理)

後、フェノール抽出、エタノール沈殿でDNAを阿収した。

7-2)掃入DNA(pSRSV-94，pSRSV-99，pSRSV-131， 

pSRSV-225， pSRSV-266， pSRSV-268)の調製:

1:記の制限停案地図に基づいてSRSV遺伝子の姉入位置が明らかにされた五Il換え
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プラスミッドDNA(pSRSV-94， pSRSY-99. pSRSY-13l， 

pSRSY-225， pSRSV-266， pSRSV-268)を以ドの実験にmいた。
1 Opg ~ 1 ngの各 pSRSVプラスミ ッドDNAで大腸菌 HBI01を形質転換後、

t e t +し Bプレート上で 37"CIJ悦上告義した。 t巴 t耐性のコロニーを 2mlの

t e t +し Bで培養した。そのうち、 1 mlからアルカリー S0 S y};.でプラスミッドを

品11山し、 P s t Jと EC 0 R 1で切断後 l%AGEでそれぞれの押入DNA断片 (

pSRSY-94; 500bp、 pSRSV-99;600bp，pSRSV-131; 

1.000bp司 pSRSY-225;1，500bp， pSRSV-266; 

1， OOObp， pSRSV-268;1， OOObp)をf確認した。その後指益した

科 pSRSYの JmJを取り 500 mlの培養液へ移し更に培養を継続した。 t巴 t

+LBで 37'C振滋陪養後、波長 55 0 nmにおけるl汲光度値がおよそO. 8になっ

たところでクロラムフェニコールを最終濃度 30μ gJmlになるように加え、さらに 1

2~ 201時間 37 'Cで焔養を続けた悶 5，400xg、10分間 4'Cで遠心後、菌体

のぺレットを 25mgJmlのリソ、チームを合むリゾチーム溶液 (25mMTris-H

C 1， pH8. 0， 1 OmM  EDTA， 50mM グルコース)1 0 mlに懸濁して

室温 5分間欣位後、 20 mlのO. 2M  NaCI， O. 1% SDS混合液を加え

il<iJ Iで 5分間放置した。その後、 5M酢倣カリウムを}J1lえ、さらに氷中で 10分間

放置した。 27，OOOxg、20分間 4'C遠心後、 lオi?を新しいチューブへ移し、

フェノールでDNAをfill1:1 Iし、 800xg，5分間遠心後の水府を見IJの新しいチュー

ブヘ移した。これに 2. 5倍訟のエタノールを加えてDNAを沈殿させた後この沈涜

を 4mlの TEに懸濁させ、 4 gの CsCIを加えてよく撹持した。 CsCIが完全

に溶けた事をf確認した後、 5 mlになるまでTEを加え、 !1iに O. 4mlのエチジウム

ブロマイド (Et. B r. ; 1 0 mgJml)を加えた。 1. 200xg、 1 0分間遠心し

た l二泊を組遠心チューブへ移し270，OOOxg、 1 8 I時間、 20 'Cで遠心後.紫

外線ランプのl照射ドでプラスミッド DNAのバンドを回収した。，*M水飽和ブタノー



/レを}JIIえてmwし遠心後ブタノール併を除く作業を繰り返し、 E t. B r をONA
熔液から取り除いた。 4{日i止のTEを加えて駈i段j交を下げてからエタノール沈殿でプ

ラスミッド ONAをl'日以した。 波長 260nmにおけるl吸光度!のときが50μ 

gjmlのONA濃度に相、''1すると考えて、 1μ gJmlの波及ーになるように滅i菊$Wf;j(で

溶解し精製プラスミッドONAを調製した。

7-3) DN  A断)1のf銅製

pSRSVの作精製プラスミッドONAを PS I Jと EcoRlで制限勝点切断

したものを、 ONA分子蛙サイズマーカーと並べて、 l%AOEを行った。ONAの

バンドの間隔が卜分齢れたところで、 1， OOObpのバンドをそれぞれ切り出した。

切り出したアガロースゲルからのONA断片の抽出は G巴 ne Cl巴 an 1 J 

キット (BIO-101， Jnc.) を使J1~した 。 すなわち、切り出 したアガロースゲ

ル断片をチューブへ移しNa 1を加えて5OOC、5分間加熱した。ゲノレの溶解を権認し

た後Olassmi I k (キット内のビーズ懸濁液)を添加し慌作した。 氷中でi~1'樫後、

氷冷した市阪の緩衝液を加え焼衿後経く遠心した。との操作を3回繰り返しビーズを洗

浄した。ビーズをTEに浮遊させた後、フェノ-/レクロロフオルム拍1.1:1を行い、エタノー

ル沈殿により DNA断片を回収した。なお、それぞれのONA断片溶液の一部を採取し

て、 2%AOEを行い、サイズの確認、とおおよそのONA濃度の推定を行った。

7-4)婦人DNAを持つM 13ファージの調製

Jr~;:;法に1J ) 従い制!寝静ぷ切断を行ったM13RF-ONA 20ngと、同じ制限隣

素による切断を行ったプラスミ ッドONA断片 1OOngを、 T40NAリガーゼ

(TAKARA)を使って述紡させた。このM13組換えONAで大腸菌 JM 1 03を

形質転換した。形質転換後、 42 oC 3分間1の熱処理を行い、同び、氷中に泣いた後、

lsopropyl-β-0-t h i 0 -g a I a c t 0 P Y r a 11 0 s i d e [J P T ol 

とS-bromo-4-ch I 0 ro-3-i ndo I y l-s-ga r ac t 0 s i de 

[x-g a Ilジメチルホルムアミド溶液を最終濃度がそれぞれ lmMとO. 02%に
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なるように加えた。対数精娘期の大腸菌 JM 1 03と共に 42.Cに保有益しておいた

2xTY (1. 6':lも Bacto tryplon， l%Yeast eXlrac 

l，O.5%NaCI)アガロースに混和後、し Bプレートに時き 37.Cで 11挽機長

した。プレート tに生じた半透明のプラックをとり、大腸菌 JM 1 03の 11段上高養泌を

1 ':lも合む2x T Y 2 mlに後積した。37"Cで 511与1m震滋I古養後、 1， 200xg、J 0 

分間遠心し、上清1mlを新しいマイクロチューブへ移し、再度 13，OOOxgて、5分

|品l溢心して上清を別の新しいチューブヘ移した。 20% PEG#6000‘ 2. 5 

M NaCI混合液 200μlを加え俊作、ミ益出に 15分間静霞後、 I6，000xg、

l 0分間i遠心し、沈1'tを得た。上tffをすべて除き、沈査を 100μlのTEで溶解後、

フェノール.ftIIIB、エタノーノレ沈殿法により M1 3#lみ換えDNAを回収した。 TEに溶

解させたうちの・部を、 ~Iõ組み換えの一本鎖M 13ファージベクターを分子量のサイズ

マーカーとして、 1 '7もAGEを行い何人部位の大きさを推定した。

7-5) ジデオキシ法による駐ぷ配列の決定

7-deaza-dGTP SEQUENASE k i t. ve r. 2. 0 

(TOY 0 BO)を用いてマニュアルに従って、ジデオキシシークエンス法!りにより、

M 1 3ファージベクターに組み込んだpSRSVのDNA断片の指基配列の決定を行っ

た。プライマーはM4 (S'-OITITCCCAGTCACGAC-3')をHlいた。プライマーから

200 b p以上離れたfiil伎のシークエンスをする場合は2供希釈で、またプライマーか

らごく近い 10 0 b p以内をシークエンスする場合にはMnけを最終濃度 SmM加え

L a b巴 1i n g M i xの希釈は 10倍で使用した。シークエンスJflのゲルは7%

U r e aゲル(2 0 0 x 4 0 0 x O. 4 mm) [4 2 %尿索、 7% アクリルアミド、

1 x T B E、O. 1% APS、 (1 0 0 mlあたり N，N， N'. N' -L巴 tr a m 

e t h y 1ー巴 th y 1 e n d i a m i n e (T EM E 0) 2 5μlを加える。)]をj口い

た。電気泳動は 1x TB E緩衝液を月]い、定電力 45Wで泳動小、ガラス板が均一に

ほぼ5O.Cくらいであるようにアルミ放熱板をガラス板に取付けた状態で

A
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rA<動終 f後、ガラス阪を外し、ゲ/レをワットマン3MM減紙上にのせ、 10%附;

隊、12% メタノール拘!?液中で尿素を流出させた後、ゲル乾燥機 (ATTO AE-

3 7 0 0)でが;J8 O'C、.(.p，'r;乾燥を行った。完全に乾燥したことを{確認した後、ゲルを

とりだし、ゲノレluiに密訴するようX線フィルム(コニカ)をおき、オー トラジオグラフィ一

川フィルムカセットに装瓜した。フィルムカセットをー70'Cの冷凍庫に -佼以 t置き、

オートラジオグラフィーを行った。X線フ ィルムを現像して継基配列を読み取り、読み

取った取J.~画己列データは遺伝子情報解析月]プログラム GENETYX R SDCのデーター

ファイルにl以め、 M析をれった。

8) ドットプロットハイブリダイゼーション法によるクローン化DNAの同定.

解説した千葉株の地法配列から合成したプライマー (SRSV-U320mer)

1 0 ngをT4ポリヌクレオチドキナーゼと 10μCiの [γ_32p] A T Pで標識し、

ドットプロッ ト・ ハイブリダイゼーション法用プロープとして使用した。各CsCI

画分から.Jjlil臼した vi r i 0 n-R N Aをフオルムアミド/フオルムアルデヒド/1x 

SSCで変性後、ニトロセルロース族七へプロ ットしuvリンカーで国定した。プレ

ハイブリダイゼーション緩衝液(6 x S S C， O. 5 % S 0 S， 5 x 0巴 nh a r 

t s， 1mM EDTA)で55'C 4時間反応後、プロープを合むハイブリダイゼー

ション緩衝液(プレハイブリダイゼーション緩衝液と同じ)中で a夜反応させた。この

膜は洗浄後乾燥させ、 -70'CでX線フィルムヘ感光させた。

9) R T -P C R (R e v 巴 rse Transcription Poly 

m巴 rase Chain Reaction)による SRSV遺伝子の検11-1

解説した庖」剖[.¥fljと標準株ウイノレスで、あるNVとの比!被により (Lipman等の

アルゴリズムJ5))両方の遺伝子に共通した滋基配列を選択し、とれを参与にRT-P C 

R朋のプライマーを合成した。プライマーの配列は以ドの通りである。

プライマ--#1、S'-AGATTTT ATCAA TT AAAGCCTGTGG-3'; 

プライマー#2、5'-GGCAMCffJCTrNGJTCTGTA1寸GAAATA-3'

1
 
1
 



{民併料から直接RNAを抽111するjj法はJi a n g~のβ「法と同じ C TAB法 叫 を使用

し、1行i阪の試薬 (TAKARA)を用いてRT-PCR法を行った。反応条件は、42.C 

l時1111の反応でRNAから cDNAを逆転写ーした後、94'C 1分、 5 5'C 2分、 72'C 

3分のPCRサイクルを351日l繰り返した。PCRJ産物は1% AGE後 Et. Br. 

染色により UV IlI餓Jで nT視化し、 l.iJI侍に泳動したマーカーの移動j吏から長さを~:注した。

決定したSRSV下集株の取J.!iNMIJによると、このプライマーで噌幅できる PCR産物

は66 9 b pである。

10) 41，放射性棋識プロープをJlIいたサザンプロット・ハイブリダイゼーシヨン法

による検111感度の検討，

Griffais 等 '6)の)i法をもとに、千葉株のRNAを月1いてRT-PCRで産物

を明l悩するときにジゴキシゲニン際議されたdUTPを加える事で千葉株に対する31o放

射1''1:椋識プロープを作製した。

。〆M1
 



実験・観君主・調作品'i .* 

1 )ウイルス遺伝 fの11:状

1 9 8 7年12) j 千葉県のレストランで夕食を会食したAとBの二つのグループに

おいて忽性門脇炎の流行が発生した判。 この流行で特られたSR S V(下車E株)につい

て以ドの実験を行った。ば，¥.(i-材料から符られた部分絡線ウイルス粒 f濃縮液にCsCI

を加えて270，000xg、201時111140Cで速心し、電f顕微鋭によるウイルス粒子

観察と浮遊街度を調ベた(i2<l.I )。述心後分断したそれぞれの1国分についてウイルス

の料 f数を訂il[lJした結果、削分#4と#5が1スクエアあたりおよそし 000倒の

SRSVが観察されるピークを示し、その浮遊密度は 1. 3 6 ~ 1. 3 7 gjcrrずであっ

た。

次にこのビリオンピークからフェノール法により RNA遺伝子を抽出した。この

RNAを、1 5~3 0%シヨ精管j変勾配遠心t去により精製した。対照としてピコノレナ

ウイノレス属に属するコクサツキーA24 (CA-24)ウイルスのRNAを同時に遠心

した。CA-24のショ縮努j交勾配中の沈降係数は 35 Sであることが知られており、

凶分#7に波長260 nmにおけるl汲光度のピークを示しているが、千葉株もこの対照

と同じl両分にピークを示した。すなわち、千葉株はCA-24と同様35 Sの沈降係数

を持つことが明かとなった(凶2)。さらに、 #6、7、8 (岡分A)lXび#9、1 0 (1凶

分B)を集めた|函分からllll出したRNAをI%AGEで解析した結果、千葉株に特異的

な核駿バンドが|削分Aに認められ、千葉株のRNAもCA-24も同じ移動度である事が

川らかとなった(凶3)。すなわち、千葉株のRNAはピコノレナウイルスと同様約

7. 5 kbの大きさであることがぷされた。さらに、千葉株のRNAの特性を翻べること

を目的としてフインガープリント法により分析を行った結来、関 41乙矢印で示す通り

本RNAはポリアデニル酸(poly-A)を有していた。1 OD制 =40μgRNAを

RNA浪l度の算定法権として、国i分Aの!吸光度依と 1%AGEの結果から 1μgJml

RNAi樹伎を調獲し、精製ウイルスゲノムRNAとした。

向。
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2) 千葉妹 cDNAライブラリーの作裂.

精製ウイルスゲノムRNAを鋳型として、 Gubler & Hoffman川

により鰍告された万法を 部修宮市して下茶株の cDNAライブラリーを作製した。

オリゴ d (T)則"をプライマーとして逆転写鮮系によってゲノムRNAに相舗がjなファー

ストス トラン ドcDNAを合成した。次いで、大j場良iのRNas巴HをmいてRNA鎖
にニツクとギャップを入れ、との結果生じたRNA断片をプライマーとして大腸菌の

ポリメラーゼ IによってRNA/DNAハイブリットのRNA鎖をl順次DNA鎖に抗換

後、 T4DNAポリメラーゼで、末端を修飾した。合成された二本鎖 cDNAをスピン

カラムで精製後、デオキシヌクレオチジノレターミナルトランスフエラーゼを用いて木端

にd (C)テールを付加し、 d CC)ー d (G)法によりプラスミドベクタ -pBR

3 2 2の Ps 1 1切断部位にJili給した。大腸菌MC1 601をこのプラスミドで形質

転換させ370Cでー|晩崎益した結果、計1， 5 00側の t巴 t耐性菌のコロニーが形成

された。それらのコロニーをそれぞれ少品ずつI育長し、アルカリーSDS法でプラスミ

ドを単離して 1%AGEで解析した結果、最長のものでは1， 500bpの何人 cDN

Aを持つことが示された。

これらのプラスミドの詳約!な制限鮮京地図を作製するために、比較的長い締入

cDNAをもっクローン pSRSV-94. pSRSV-99， pSRSV.131. 

pSRSV-225， pSRSV-266， pSRSV-268を選択し、 Ps t [ .または

EcoRIでの切断を、さらにPs t ]と EcoRl二重切断を行ってその制限解ぷ

i也|ヌ|を作成した。

3 )サプクローニングと庖広配列の決定:

pSRSV131:を制限静子持分解したDNA断ハーを、|司じ制限醇素で切断した

M] :1ファージベクターのクローニング部位へ姉人した結果、 EcoRI-Pstl切

断では約 1.500bpの(ー)鎖を姉人した組み換えDNAファージUM13 1-1と

約 I.OOObpの(+)鎖を挿入した組み換えDNAファージUMJ31-5が符ら
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れた。l，iJ様にして‘作クローンをM13ベクターへサブクローニングした。

次に、将人したDNAサプクローンの全出法配列をジデオキシシークエンス法によ

り決定した。Um131-5には、ベクターと何人DNAのiIlii'tをぷすPs 1 J切断部位

に続いてポリグ‘アニル般 (polyG)があり、さらに8ベースのチミジンが続く恥J主配

列を泌めた。制限静ぷ地似|の結決と介わせると、との領域はSRSV千柴株のRNAの

3 '-，.K端をコードしているものとJfえられる。 pSRSV-94，pSRSV-99， 

pSRSV-1 3 J， pSRSV-225司 pSRSV-266，pSRSV-268の

P s 1 1切断によるDNA断片をM1 3ファージベクターに姉入したクローン

UM94~UM268 のうちのいくつかの庖基配列を同織の)J法で決定し、 mなり fì う

耳正義配列部分をf穣認しながら、言1-1，9 2 6 b pを決定した。図5にはその内

1，015bp(NVの頃基添号 6，630-7，644に初当する部分)を示した剖。

4) ドットプロット・ハイブリダイゼーション法によるクローン化DNAの同定:

解説した千葉株の取基配列を参考にして合成したオリ ゴDNAを、 T4ポリヌクレ

オチドキナーゼを使用して豆pで椋識した(S R S V -U 3: 2 0 mer)。このDNAは、

凶 1 のれI~ij分から得られた virion-RNAとハイプリダイゼーションし、その

パターンは電子顕微鏡によるウイルス粒子算定で明らかとなったウイルス粒子のピーク

と一飲した (1立11)。

5) N V3'-末端座基配列との比絞

私が決定した千葉株3'末端の.lti:Jまnt!11JをNVの相当する部分と Lipman等川}
のアルゴリズムを使用して比較した(阿 5) 。 同c~lj養号 29 8から 95 1にある

オープンリーデイングフレーム (ORF)-3について解析した結来、取基配列では

68%、アミノ倣配列では74%の ー童文本であった。また、 3'-末端側のノンコーディ

ング部分 (NC RR)での比較では、取1JiIiMUが65%の一致活ドとなった。

6) RT-PCR法の開発

千A1i株とNVに共通する庖i基配列におiいて、使材料中のNV/千葉株群SRSV遺

ミ
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fぷ fを検 111するためのRT-PCR 法}I~の NV/千葉株群 S R S V共通プライマーを代

成した(1凋5)。千.l¥.¥>株[[1米のf!¥ti-使材料から Ji a n g等が報告したCTAB法によ

りウイルスRNAを直接拍1]1した。このRNAをもとに逆転写僻素を斤jいてcONAを

合成し、さらにこのcDNAを鋳裂としてタックポリメラーゼを使用したPCR法によ

り11的の冶伝fをi自制した。

まず、 i.l¥.¥>株のIa¥.(i-使材料およびNVを経n投与された感染有の使材料から、指11111

したRNAを鋳明としてRT-PCRによる検討を加えた。2%AGEによるONA

分子l止マーカーとの比較から11的としている噌幅産物を擁認した。千葉株と NVI:EI*の

w者使材料の両方において、予測されたPCR沌物が得られ、 NV/千葉株i洋SRSV

の検IUが "1能となった(r~1 6 a)。また、千葉株が符られた同じ流行における別の3人

の悠者使材料について、 NV/千葉株1洋共通プライマーを用いたRT -P CR法で同様

なPCR噌脳波物が科られた (Oata not shown)。

8 )サザンプロッ ト・ハイブリダイゼーション法の検出感度の検討

次に、 PCR増幅J宝物の検出感度を上昇させるがを回的に、泳動後のPCR産物を

常法に従いアルカリ処理の後にナイロン膜へ転写し、ジゴキシゲニン (01G)ー

dUTPで傑識した千葉株のプロープによるサザンプロット・ハイブリダイゼーシヨン

法を応川した検出方法の併用を検討した。千葉株とNVに共通するプライマーで増幅し

た各々のPCR産物はいずれも晦濃度が 5x S S C、温度が 68.C、 1 61時間以上反

応させる条件ドで千葉株プロープとPCRR産物が効率良く反応することを明かにし

た(jj;(J6 b)。

!JIに、各々の検IU限界を検討するために、鋳J型となる下茶株のRNAを10 {向階段

希釈後、通常のRT-PCRを行い、 I科l偏されたPCRj張物をAGE後Et. B r で

染色する }J法(NV/千葉株鮮RT-PCR単独法)と、更にサザンブロット・ハイプリ

ダイゼーション法を併mするか法(NV/千葉株併RT-PCR'サザンプロ ット{刑IJ
法)を用いてliljj-fi-の検111感度を比!被した。NV/千葉株ttRT-PCR単独法では 10" 
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希釈まで駒似沌物が線認できたが、 NV/T柴株i洋RT-PCR'サザンプロットm一川

法では.10 _，希釈までバン ドの検山がnJ能であった(ドI7) 0 -Jj、とのl時使用したT

JW株1J.1.r，.材料は電子顕微鏡による鋭察で2x 1 0 。伽I/mlのウイルス粒子を合んでいた。

そこで、|虫I7における NV/千葉株i洋RT-PCR単独法と NV/千葉株群RT-P

CR'サザンプロッ ト1)f:JIJ法の各々の検1[¥版界に必裂なウイルス粒 F数を計算してみる

と、 NV/下茶株俳RT-PCR単独法では 104側、 NV/千葉株併RT-PCR・サ

ザンブ、ロット1)1:JII法では 10側のウイルス粒I-が必!廷であった。これらの成績は今1111Hl

いたこのNV/千葉株群RT-PCR・サザンプロ ット併j有法が従来のEM法に比ベ約

1 00， 000倍、またNV/千葉株併RT-PCR単独法に比べても約 J，000 倍

の検出感度を持つ事をぷしている。

9) N V /下薬味~SRSVの分チ疫学:

J 993年3月から J994 年 2 丹の聞に秋閉県・岐J!，'I.~県・山口県 ・ 烏m県・佐賀

県・大分県において発生した~Iô細菌性集団食中毒事例(衣 J- J， 1-2)を対象に、本

検作法がNV/千葉株鮮の SRSV疫学調-j+tに有用な方法であるのか、51:!:にNV/千葉

株l作以外のSRSVが存イEするかどうかを翻ベる為に、夜、が開発した方法でのNV/千

葉株群SRSV遺伝子の検出を試みた。検王をした 14 3検体は、食品衛生法に基づく術II

l策学的検脊の結果、病J瓜性大腸i笥等は陰性であった。また、ロタザイム、アデノザイム

検夜でウイルス性門脇炎に関係のあるロタウイルス及びアデ‘ノウイルスの検脊を行った

が全て陰性であった。これらの事例における側々の患者については臨床症状 ・潜伏i時間

等の疫'学的な情報は得られていないが、併話t行事例全体の疫学情報は表 1に示した。こ

のM'械から、全体的な事件終過等はNV様 SRSV感染で引き起こされたウイルス1tt食

，，~議事件として従来報告された事件経過と類似しており、これらの患者については SR

SVによる感染が疑われた。.'I!:に、北九州，1jにおいて定点観測l施設として指定されてい

る ー病院を受診したEM法により NV綴 SRSV陽性の急性胃腸炎外来患者使材料 4

0検体(表 2)も検査対象とした。



まずi改初は、 6以の流行事例の検体について調ベた結果を示した(友3)。 これら

の旅行から得られた患者使材料143検体の中で、NV/千葉株群RT-PCR単独訟

でPCR.tr/幅産物のバンドが検lJjされたものは 4検体 (2.8%)であった。史にNV

/千葉株.fftRT-PCR・サザンプロット併用法を用いることにより陽悦数が34検体

(24%)と噌加した。

|場1"1:検11¥率を事例毎によよると、秋1m快の学校給食が原因と考えられる事例では、

EM法により 10検体'"1'1検体からNV/千葉株i伴SRSVが検1[¥された。これらの検

体はNV/下柴株l伴RT-PCR単独法ではPC RJ者物が検出できなかったが、 NV/

千葉株i作 RT-PCR' サザンプロ ッ ト 1~1:JIl法をmいると、 EM法で陽性の検{4;:を合め
て6検体 (60%)が陽性となった。同じく、岐l;-l県の学校給食関連事例では、検査材

料が版く少泣しか符られなかったために電顕検索は実施できなかった。この26検体に

ついても NV/千柴株llj，RT-PCR単独法では嶋中長された遺伝子DNAのバンドが検

山できなかったが、 NV/千葉株i洋RT-PCR'サザンプロット併m法をHJいるとと
により 10検体 (38%)が陽性となった。山口県では8闘の流行が起こっており、各々

の事例に|到する疫学情報は表 lー 1にJJえした。このうち、学校給食が原因と」雪えられた

事例は4'Ir例、後り 4事例は食堂や旅館等における会食後に発生した事例であった。こ

れらの事例で収集された58例中49例について電磁検索した結果、 SRSVを確認で

きた検体数は7{9iJ、陽性本は 14%であった。っき、に、電顕検索'していない9例を合む

5 8例の検体についてNV/千葉株昨RT-PCR単独法で検査した結果、陽性となっ

た検体は 4例で陽tl二本は 6.9%であった。この4例はすべてEM法でSRSV陽性の

検体て、あった。これらのPCRr!'(i物をさらにNV/千葉株i洋RT-PCR・サザンプロ ッ

ト1刑u法を川いて検伐したところ、 EM法でSR S vl陽性の検体7例すべてを合む I8 

例がl場1"1:(3 1 %)となった。

')j、l'iJ様の流行が発生したお線以の 2'JC例、佐賀県&..び大分県の各 1事例(合計

4 'IC例)の結集(表3)は、私の開発したNV/千束株鮮RT-PCR'サザンプロ ツ



卜fJI:川訟ではEM法でSRSVが陽性の2検体も合め検ずをした49検体が全て陰性の結

栄だった。従って、陰性となったウイルス性凶腸炎感染に私がIJ日発したNV/下主主抹i洋

SR S V検IU法で検11-1できない別梅のSRSVが関与していた可能性がj金く J示唆された。

次に 1:記流行止が似lが発生した|司H剖切に a定点観dllJIX療機関で収集した検体につい

ての検作車f.*をぷした(j，(4 )。これらの検体は. Ijíj記流行'fi:例の検体と奥なり企て ~t

)L州市の材料でド痢を1:徴として 1993年からに J9 9 4 "1三にかけて外米受診した!J).

I'iの材料のー;刊で、すべて細菌学的検街の紡県陰性の検体である。 J993年から 19 

94年のペドrl¥]にEM訟で検査した検体は第2病川から第8病日の聞に採使された 90 

2例で、このうち第 1から4病11の1mに採便された検体からEM法により、 J三にI-IRV、

AdV、SRSV等を合むウイルスが90 2 伊~r!-I 4 2 8 {71J (4 8 %)検出された。これ

らのウイルス陽性428検体の中でSRSVの陽性数は 72例 (8_ 0 %)であった。

今!111使用した検体はこの形態学的にNV様 SRSV険性の 72例のうちの一部 (40検

体)である。この 40検体I!INV/千葉株群RT-PCR単独法では6例 (15 %)が

陽性であり、さらにNV/千葉株i洋RT-PCR'サザンプロット併川法を併用すると

l8{~J(45%) が険性の結果となり、とれらのウイルス性関脇炎に NV/千葉株f，f S

RSVが関与していることが砂jかとなった。しかし、 EM法でSRSVが陽性にもかか

わらず、夜、が椛築したNV/千葉株j洋プライマーでtは遺伝子が検出されなかった検体も

2 2 例存化した。 日11ち lîtr~cの流行例と同線、我がl司には千葉株lftSRSV以外に EM法

でj形態学的にはl文別し難いが遺伝Fレベノレでlぇ別可能な男iJ騒のSRSVがこれらのウイ

ノレス性胃腸炎感染に関与していた可能1''1:をJふ峻している。
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~ 苦笑

戎がl同では、年間60万人にものぼる急性門腸炎患者が発生している。このうち、

細菌性門脇炎の病I;i{{..f;:は陥養等により検111できるが、向感度でlif現性の高い検1UJ法が

ないウイルス'l't門脇炎の出める;i司令についての詳細な報告はなく、公衆衛生上の大きな

II¥Jltiiとなっている。ウイルスヤ1:胃腸炎の起凶ウイルスとして以前はロタウイルス、アデ

ノウイルスの械作が主流であったが、段近では多純多様なSRSVが関与している i司能

性が多数報l与されてきている。また、ロタウイルスやアデ、ノウイルスが特に乳幼児を'1'

心に散発的な¥'11揚炎!感染を引き起こしていることとは対i倒的に、 SRSV感染では年長

児から成人まで幅広い年令問が感染して、集間食中毒事例を起こすことが特徴とされて

いる。ロタウイルスやアテ、ノウイルスの診断にはdi販のラテックス反応キット等が開発

されて実用化されているが、 SRSVの診断については、 HAs t Vを除いてはI13養可

能な湖1111包系や実験動物系が存在しないために、 EM法による形態'予的検1:1:1が主になされ

ており、その他に免疫'芯顕法、ウエスタンプロット法、 ELJSA法等が試みられてい

る。しかし、これらの検有)j法は高価な機械、熟練した技術、特殊な試主主、大i止のliL¥者

材料が必要であり、更に検査円数が係り過ぎる等の.fl1!Fbで一般的な方法で‘はなく、より

簡便で1印刷度な臨床検省法の開発が|世界各l司において強く宅まれてきている。

私は、病原診断の迅速化と効率化という観点からも優れた方法であるRT-PCR

法に往けしてみ;研究を開始した。 まず、ショ約締度勾~r!遠心で精製した SRSV千葉株

の35SRNAを鋳型に、オリゴ d (T) 121.をプライマーとしてHlいてcDNAを合

成し、これをホモポリマ一法によってpBR322のPs t J j制立に姉入し、 cDNA

ライブラリーを作成して胤基配列を決定したり。 決定した領域は解析の結果、 NVのO

R F-3に.fll、『するととが判明したが、;現イEまでのところoR F-3がコードする笈白の

機能は不明である。 しかし、今1 ]1 1のj求総はとの解析のためのi1ì:~な情報を挺供し、また

今後全取)J~配列を決定する為の足跡かりとしても重要なことであると~える。

私は、今Inl解説した耳軍基rfM1Jを参考にしてNV/下業株群SRSV検iUに川いる
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RT-PCR法川プライマーを構築した。まず、千葉株と NVとの比般からORF-Hti 

域を侠んで~イ}守れた泡某配列が 1 ， 1.j株17\]にイ'f.(Eすることがゆl らかとなったので、この部

分を共通プライマーとする RT-PCR法を検討した。ゲノムのク ローニングと見なり

出身使材料111のSRSVゲノム抗I!IIIJjf.!:は、山r:J陸艇材料から111lHIする事や多数の検体を

ー度に処ßH しなければならない 'J~などの均1111からホ ッ トフ ェノ-/レ法ではなく 、 より附

i[tで11}税'111:のよい米|正|のJi a n邑句)令・のJj法を操川した。下集株が得られたmiAiU与の

見IJのWti-材料を3検体とNVを終11校ワーした感染..r，-の似材料検体とを使JI1して、このプ

ライマーによるRT-P C R法を検討した結果、アカ、ロースゲル電気泳動法(千袋株i作

RT-PCRrj1独法)による解析からすべての検体においてIJ的としている PCR楠幅

産物が検山された。これらの結決は、今1"1構築したプライマーがNV/千葉株群SR S 

Vをスクリーニングするために布別であることを示している。また、サザンプロ ット・

ハイブリダイゼーション法を併則することにより PCR産物の検出感度を吏に上げるこ

とが/1 1米た。 このハイブリダイゼーション法川プロープはJI~h削J性であるために、 特殊

な装世や設備.機械令:の必要はなく H常の行われる簡単な検住方法として使用 l可能で‘あ

る。荘、がJ)日発したNV/千柴株鮮検Hい.[能なRT-PCRtil.独法のウイルス検出感度は

従米使用されてきたEM法と比較して、およそ 100 借七界した。更にサザンブロット

法を iJl:J IJ して解析すると NV/千葉株群RT-PCR~i独法と比ベても吏に 1 ， 00 0 

信感度が|三舛した。このNV/千葉株鮮RT-PCR'サザンプロ ット併m法は、短時
1111の処理て結果泊当号られること、 EM法と比絞して検山感!笠がJ抑制こ向いこ とに加えて、

一般的な手技としてNV/下築株併ーのSRSV逃伝子を検出するためには簡便な);法で

ある。

.-+;検ft法がNV/千葉株.(，"(:のSRSV疫学調子Fにイ~')日なβ法であるのか、さらに N

V/千葉株併以外のSRSVが存在するかどうかを調べるために、 14f1この非細部性集

卜11食中毒事件及び定点観測のために指定されている一病院における外来患者の検体につ

いてそれぞれ検伐を行った(衣3. 4) 。 とれらの検体は所持保健所で食品衛や法に)，~
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づく創JII詩学的検作を行った結果、病原大j揚 l答等は陰性であった。 またウイルス性~l'I湯炎

に関与しているHRVやAdVは a般に散発事例のみの原因となり食中毒事件には関与

しないとされているが、今|到の検体でもl行販の検1Ifキットを片1いた検疫及びEM検作ーに

より HRV、AdVは検出されていない。秋川県、 1技1弘県、山口県 (1LJ 1 1事例-8)、

山絞り己の2つの事件および佐賀県で発生した合計6f'1ーの食111議事件は、特定の給食セン

タ-dl来の粍食をl契食したあと 361時間から 721時間後に、 一筒所又は数筒j済の学校に

おいて|司11与多発的に多数の忠広ーが発生していた。残りの8II~例は推定感染源と必ーえられ

る施設や食品埼玉特定されていない。しかし、 fr々 の事件についての疫学調査の給処(衣

l一1，1 -2)、臨床杭状のうち特に幅気、悩!止がり定状でありド痢症状も向い頻度=

で械?りされていること、縦息した患者の年令府が児童、生徒から成人まで幅広く、 HR

VやAdVの椛iit年令屑である.Yi年令制とは見なること、採取された態省「使材料が細菌

性ド術品i:でしばしば観察される般車l市主伎とは詳しく異なりサラサラとした木様伎である

こと等、全体的な食中毒事件経過は従来報告されているNV様SRSV感染で引き起こ

されたウイルス性食中毒の事件経過と類似していることから SRSV感染が疑われたの

で、これらの 14lj¥:例について私が開発したNV/下柴株i洋共通プライマーを用いたR

T苧 PCR・サザンプロット併Jl1法で検夜を行った。NV/千葉株群SRSV遺伝子が楊

'1'1:となったをjJ.例は秋口1県、般日1県、 IJJr 1燥の合計10事例であったe これら陽性事例に

おけるNV/千葉株群SRSV遺伝 jιの検山本は 8% (1111寸事例ー 1)から 100%

(111円'JCffIJ-5)まで分布していた。また、 EM法による北九州市のJIτ細菌性胃腸炎の検

体の検作では、 NV様SRSV粒子がEM法で陽性となった検体40例Ijl] 7f日~ (4 5 

%)がNV/千柴株群SRSV遺伝子陽性であった。これらの結果から SRSV千柴株

と似た取)&IiMIJをのーする SRSVが千柴県以外の全|苅各地にも分布していることが砂lか

となった。

ー )J 、向.j{H，~、佐賀県、大分県で発生した 4 事例の疫学調夜の結束では、 他の県

で発生した給食山-*の食1'11舟と類似した事例であり NV様SRSVが関与しているもの
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と与えられたにもかかわらず、私の NV/千~株1非共通プライマーを川いた RT-P C 

R'サザンプロ ットfml1法でNV/千柴株群SRSV遺伝子が検111できなかったe また、

NV様SR S V*'L (-が EM法で陽性だった北九州市ーのJIミ制的性ド~>>易炎の散発事例の検体

の'1'にも私が緋築したNV/千葉株i作共通プライマーを)1]いたRT-PCR法で、|塗十1:の

結以を/1'した検体が55%イヂイEした。このことは、これらの材料'1'にはNV/千葉株群

SRSVとj形態学的にはm似しているが遺伝子商MIJの見なる別荘EのSRSVがイ'j-{Eする
可能性を強くぷ1唆している。そこで、千葉株以外のこれらのSRSVについても、遺伝

子クローニングを行いそれらの抱J主配flJを決定すること、また、それぞれの庖ぷ両Mljを

比般することで多くの砲のSRSVを検JJIできる共通プライマーを構築すること、.I[!に

この共通プライマーを月jいた遺伝F検IJiおよび解析等についての新しい)J法を開発する

必裂があり今後の研究課題の・つである。

山 11 県の事例のうち山 11 事f~J- 2， 3、8において採使後の検体の取り敏いが不適

切であった uJ能性が行政調査で指摘されている。 今後は、 4硝二発Ij~後できるだけ早期に

検体をJ采取し検伐に使Jl]することまた、検在するまでの期間iは出来るだけ低温又は冷凍

で保存し、搬送中のffii't度 t舛を押さえること等に留ぷすることがSRSV遺伝子の陽性

検山取を上昇させる為に必要なすE と考える 。 :;e:に、食L~' .tI持品件の場合態省の検体は主に

使材料であるが、事件に巻き込まれて縦息した患者数が多い割に実際のウイルス学的検

伐に供される検体数が少ないのが現状である。この瑚1-11は、食中毒事件が起こった場合、

1t立初は細菌学的な検伐が進められることや、厚生省による「食中毒取り扱いま霊領Jのな

かに食'1"，ij:の原凶としてウイルスが全く考慮されていないこと等により、実際にウイノレ

ス学的な検疫に供される検体の数が限定されている為であると局える。通常、発生した

'評判τのJ鋭敏の大小にかかわらず、所線保健所が収集してウイルス学的な検作に提供され

る検体数は、 ー般的に数検体から多くても 10数検体にすぎない。私が今|凶入手できた

!~1 .r.-材料も 1 事例につき 1 検体から 26 検体までと事例ニ毎に異なっていた。 今後、我が

凶における純々のSRSVのW1!:状況を謝ベるためには、網目l範学的な検査に挺供される

内
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検体数とI.;J等数料皮の検体をウイノレス検1t)日に常に{確保する事が必要であり、そのため

にSRSVに|謝する研究や情報を各地の保健所所員、食品衛生監視員等へ?干&.する事も

今後の諜趨の-っと身える。

また、今1"1のNV/千集株i洋SRSVを検ILJできるNV/千葉株i洋RT-PCR'

サザ、ンプロット併川法による検作の結果、 IJ1口県の統行事例から符られた材料の中に、

P CRPji物の泳動バンドがEl. B r.で強く染色されたにもかかわらず、千葉株のプ

ローフーを)11いたサザンフーロ ット・ ハイブリダイゼーションの結果では弱い以応しかぶさ

ない検体がイバ正した。すなわち、この検体'1'には、使川]したプライマーが結合しうるよ

うな1Il).~配列部位をもっRNAがイヂ花していたにもかかわらず、とれらのプライマーで

挟まれた内側の庖)jl;IiMIJが下集株とは%なっているnI能性が考えられる。この検体につ

いてはPCR噌幅l産物をクローニングして取基配列を決定する事、更に解読できた滋基

配列を下~お~及びNV と比較検討する1~を LI 的に現イE研究を進めている。

近年、ウイルスの構造蛍(jftをコードする遺伝子部位のH軍基配列を解説し、これを

発現ベクターに導入後、ウイルス蛍白として発現させるととがIlt界各国で広く行われて

いる。これらの手法は、特に地養困難な SRSVにとってウイルス構造蛍(1を大法に入

手するために優れた方法であり、このようにして得られたウイルス蛍亡lはr!117背疫学的な

研究のために必須な検査方法である EIA用の抗原として使用できる可能性がある。

またこれらの発現蛍1'1に対する出度免疫lfll消はI't，-I'i-{)I!材料rl'のウイルス抗JJ;{を簡単に検

IJIするJJ法への逃を開くかもしれない。千葉株に|潤しでも、さらに!ニ流側の遺伝チをク

ローニングしてそれらの取法配列を解説し、とれらのDNAクローンをもとに千葉株独

IIのウイルス楠造蛍IIを発現させ、広く疫学的研究にfをするがが出来一るよう研究を進め

ることが必要であると~.えている。
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まとめ

裁がfli)においては、制向性及びウイルス干上の¥'Ill易炎の1.1.¥符が{1'-11l16O)j人近く発'F.

していると推定されている。とのうちウイルス性門脇炎の起|苅ウイルスとしては従来報

f与されているI-IRV、AdVに加えて、近年は小相球j膨ウイルス (SRSV)と総除さ

れる )I~態学的に多段なウイルスのー併が多数字Ii~りされてきている。 この SRSV門脇炎

に|則して刻化使川されているがfJ)it診断法は、首脳法、免疫屯顕法、あるいはウエスタン

プロ ット法、 E1A法等によるベアtULri'Jtj'のウイルス特異抗体側lの有ぷ lニ舛の検HI令ーが

あるが、多くの問題点を抱えており'般的な)J法ではない。

f.f、は病JJi(診断の迅速化と効ネ化という観点からも優れたん-法であるRT-PCR法

にrtllしてSRSV下策株遺伝fの研究を開始した。まず、遺伝子工学の手法を用いて

1 9 8 7 "1ミ12灯千来県で発午した急性¥'-/J場炎!J.¥.ti'使材料からfli接ウイルス遺伝子を対l

111、クローン化して、その取忠商d列を解説した。 本ウイルスは、粒子衣凶[に明In;~なプロ

ジェクションを持つ直後 30 -3 5 nmのSR S V (千染株と略す)で、塩化セシウム'1'

における浮 1:街)Jf.は1. 3 6 -1. 3 7 gjcm3であった。車内製したウイルスゲノムは

ポリアテ、ニル般 (p0 1 y A)を持ったが.J7. 5 K bの手本鎖RNAである。このウイ

JレスゲノムRNAを鋳1仰として、オリゴ d (T)をプライマーに逆転写することにより

cDN Aを作成し、ホモポリマ一法でクローニングを行った。さらに、 M 13ベクタ

ーにサブクローン化を行い抱主主配列を解読した。その結果、 p 0 1 y Aを除いてシ

ーボ端ßmから約 2 ， OOObp の恥)j~~M11 を決定した。 この配ダ11 の rl' には 208 例のア

ミノ般をコードするオープンリ ーデイングフレーム (ORF -3)が認められた。このデー

タをもとに核駿及び蛋(111:データベースでホモロジー検索を行った結果、下策株のOR

F-3 の止~)jç配列はカリ シウイルスのなかのノノレウオークウイルス( NV)に英語似している

ことがゆlらかとなった。決定した領}或はNVのORF-3に相当することが判明したが、

脱住までのところoR F -3がコードする蛋i'lの機能は不明である。 しかし、今11'1の成

績はこの解析のための重要な佑ー報を提供し、また今後全版」車両uuを決定する為のhl働か
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りとしても iß~なことであると考える。

次に、下集株とNVに共通した配列がイ'{lr:したので、この部分をプライマーとした

NV/千終株i洋SRSVの検IJI月JRT-PCR法を検討した。このRT-P CR法によっ

て下葉株とl'iJ様にNVにおいても予測されたPCRJ)'[物が符られ、 NV/千葉株it下SR

SVの検IUがnf能となった。)!iにこのPCR産物の検UI感度を上げるために、千葉株に

特異的なJド放射性プロープをHJいて検出するサザンブロット ・ハイブリダイゼーション

法をRT-PCR法と!i下問する)j法を検討した。このNV/千葉株ln'JI<iillプライマーを

Jl J いたRT-PCR ・サザンプロット併川法により、 NV/千~株群 SRSV遺伝子の P

CRlî~似版物を検出する感度が RT-PCRtjl独法に比絞してがJI ， OOO{伴、また従

来のEM法と比較するとおよそ 100、00 0供 lょ舛した。このRT-PCR'サザンプ

ロット1J!川法をJUいることで、 1，!.1-1f糞似材料LjlにNV/千葉株群SRSVが 10例/m

|以 L:uイEすればそのNV/千葉株鮮SRSV遺伝子を検十I!することが1百能となった。

本検従法がNV/千葉株i洋のSRSV没学品目夜にイT月]な}j法であるのか、さらにN

V/千葉株併以外のSRSVが存イ正するかどうかを謝ベるために、 NV/千葉株i洋SR

SVを検111できる共通プライマーをmいてl司内における 14流行事例の非細菌性¥'11傷炎

態省，fJ料143検体および散発例40検体の遺伝子解析を試みた。司王例毎の陽性率に糸

はあるものの、 I 4流行慣例のうち 10 'jr例はNV/千柴株i作共通プライマーを則いた

RT-PCR'サザンブロット併用法でNV/千栄株f，FSRSVの遺伝子が陽性、さらに

散発‘jc例40検体111にNV/T柴株1洋SRSV遺伝子が 17例 (45 ~も)陽性となった

'J功、ら、我が1同においてNV/下袋株群SRSVがjよく全|司令i也にもイY:{Eしている事が

|リlかとなった。しかしながら、検任した流行事例11-14事例では巳M法でSRSV陽性の

2検体を合めて全く Nv/f';W株li:tSR S Vの遺伝子を検1[1することが111米なかった札

すべての検体がEM法でNV綴SRSVが陽性であったにもかかわらず散発例40検体

1j123検体 (55%)でNV/千葉株i洋SRSVの遺伝fは検111できなかった争等から、

私が構築したNV/千葉株AlFSRSV共通プライマーでは検IIJできない別絡のSRSV

内

h
V
9白



が今1"1検伐し陰性となったウイルス1"1:¥'7J陽炎感染に関与していたnJ能性をぷ1唆している。

即ち、我が|正|においてNV/千葉株InS R S Vが広く全|司斜地にイf{Eする町l}n'J1Elリl

できたと1，，]11年に. ~1、が開発した NV/下集株l洋 S R S Vl立伝子検Hlt去では検111できない

))1)阪のSRSVの存イEもlり|かとなった。そとで‘このように多将多様なSRSVに共通

するプライマーを構築するためには、 NV/千柴株j作以外の幅広い範IJ~の SRSVにつ

いても遺伝子をwf析し、それぞれの紅J，t;~~列の比般からより遇、円なプライマーを開発す

ることが必製で=あり、今後の私の研究課題の っとA号えている。
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表 2 北九州 rtiの }定点観測医療機関におけるSRSV険性例 (1993~ 94) の概援

ぷ2-1 性別 表2-2 年齢分布

検体数 (%) 年齢 検i4'数 (%) 

男性 3 0 7 5 。 1 0 (2 5 ) 

火性 1 0 1 5 1 5 (3 8) 

合計 40 2 6 (1 5) 

3 3 (7.5) 

4 5 ( 1 3) 

5 。
6 1 (2.5) 
一一 一一一一一一一一一一一 ー
今;i-+ 4 0 

点 2-3 臨床疲状 表2-4 探使病日分布

症状 検体数 (%) 1おと| 検体数 (%) 

F痢 ・11幅111: 2 7 (67.5) 。 1 4 (3 5) 

11匝111: 3 (7.5) l 1 0 (2 5) 

下痢 1 0 (2 5) 2 5 (1 3) 

発熱 (37.C以上) 2 4 (6 0) 3 4 (1 0) 

一一一一一一一一一一一一一一一一 4 2 ( 5 ) 

合計 40 5 1 (2.5) 

6 2 ( 5) 

7 (2.5) 

8 (2.5) 

一一一一一一一一一一一 -

合計 40 

一
nγ
“
 

ηο 



)<3 流行事例におけるSRSV千葉樹と遺伝チ検IH率の比較

話Ii行 RT-PCR EM 
‘ I~例 検体数 陽性数 SRSV陽件数
場所 I!itd虫法(%) fサ'ン7・口yト併加法(%) /検体数(%)

秋m県 10 o (0) 6 (60) 1/10 (10) 
岐阜県 26 。(0) 10 (38) NT 
111仁11}i!-1 12 o (0) 1 ( 8) 2/ 9 (22) 
-2 6 ] (17) 2 (33) 0/ 6 ( 0) 
ー3 10 o (0) 4 (40) 0/10 ( 0) 
ー4 9 o (0) 3 (33) 3/ 9 (33) 
-5 1 (1∞) 1 (l∞) 1/ 1 (100) 
-6 4 ] (25) 2 (50) 0/ 4 ( 0) 
ー7 8 1 (13) 3 (38) 1/ 2 (50) 
-8 8 o (0) 2 (25) 0/ 8 ( 0) 

J話線 -1 10 o (0) o ( 0) 1/10 (10) 
-2 8 o (0) o ( 0) 0/ 8 ( 0) 

佐賀 27 0(0) o ( 0) 1/27 ( 4) 
大分 4 0(0) o ( 0) NT 

合計 143 4 (2.8) 34 (24) 10/104 (9.6) 

q
d
 

q
u
 



ぷ4 北九州市の散発事例におけるSRSV千葉.!*i.立伝チ検111率の比較

RT-PCR陽性数(%)
検体数

単独法 サザ ン7'0，卜{Jf州法

40事 6 (15'1ら) 18 (45%) 

繍 EM法で検寂した902検体lいSRSV陽性は72検体であった。

今lpJ使則した検体はこの 72検体のうちの40検体である。
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Cesium chloride 

centrifugation 

Fig .1. 

sRsv/Chiba 

strain. 

1・(A) Dot司 blot hybridlzation analysis wi七h "P-labelled probe. 

RN且 was extracted from each fraction 80d i皿皿obilized ont。
nitrocellulose by dot-blotting and hybridized with the 

"P-labe11ed probe. 

Numbers of virus particles 

fraction were measured. 

dens i ty of each and buoyant 1-(B) 
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SRSVlChi凶 Control
strain 

0.15 o~~~一一一一一一一一一一一一..._ - ------… 00竺01.5

----- SRSV 

ー-0_ Control 

0.10 ↓ーー一一一一ー一一一一一ー…一一一一 ~ 1.0 

「寸

0.05 -t 一、---.. ..... . .. . .λ一一 一 一 一 一一 一 一 一 一 一一 ~ 0.5 

0.00 I i i i' i' i' i i' i・ i i i i i i' 7 0.0 
0123456789101112131415 

Bottom Top 
Fraction Number 

Fig.2. Sedimentation of the SRSv/Chiba strain RNA 

in a 15-30も sucrose gradient centrifugation. 

RNA was extracted from purified virion peak and centrifuqed 

through a 15-30亀 sucroge gradient at 22 C for 16 Rrs in RPS‘OT 
Hitachi 65P. The absorbance of each fraction was measured at OD

26。岨 ・
CA-24 RNA was used for the control. A and B shows the pooled 

fractions (Ai fraction 6-8， 8; fraction 9-10)， respect.ively. 



¥《一一〆

Fig.3. Agarose gel electrophoresis analysis of the 

sRsv/Chiba strain RNA. 

RHA was electrophoresed on a 2.0竜 agarose gel. 

Lanesi 1 and 5 show molecular size markers ( 80ehrinqer Mannheim， 
Germany) 七hat migrated as 23，130， 9，416， 6，577， 4，361， 2，322 and 
2，027. 

Lane 2 孟s the sRsV/Chiba strain' s pooled A fraction， 3 is the 
sRsv/Chiba strain ・s pooled B fraction， 4 i5 control' s pooled A 
fractioD， respectively， as shown 込n Fig.2. 
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x 

'poly A 

し

Fig.4. RNA finger printing analysis of the 

SRSV/Chiba strain. 

Tbe RNaSe Tl-resistant oligonucleotides of tbe sRsV/Cbiba strain 

RNA were 5' end-labelled and separated by two-dimensional 

polyacrylamide gel elec七ropboresisI and the autoradiograph was 

prepared. The origin 15 towards the botto血 left-hand corner. 

X indicates the position of the dye marker (BPB)・
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6，630-7，644 (1，015bp) 

+ 
Chiba 1 AGUGCC-AU-----GCC-UG-CUCC--CC-CA-G-G-A-AUAUAUAACAC 50 

NV 

1111 11 111 11 11 11 11 1 1 1 11 1 1 111 

1 GGTGCTTAT且且TTTGCCCTGTCTATTACCACAAG且GTACl込T-T-T--CAC 50 

51 A-CUUUAUU且GUG且GCAGGCCCCC且ーUCCAGGGUGAGGCUGCCUUACUCC 100 

1 111 1 11111 11 11111 1 1 111 1111111111 1 1111 

51 且TCTTGCT-且GTG且CCAAGCCCCTACTGTAGG-TGAGGCTGCCCTGCTCC 100 

101且CU且UGUAGACCC且GAC且CC且AUCGCAAU-UUGGGUGAGUUCAAAUUAUA 150 

1111111 11111 11 111 111 111 11111 11 111111 111 

101 ACTATGTTGACCCTGAT且CCGGTCGG且ATCTTGGG-GA且TTCA且AGCATA 150 

151 UCCUGGUGGUUAUU-UAACCUGUGUUCCUAAUAGUUCUAG-UACUGG且CC 200 

1111 11111 1 1 11 11111 11 111 1 1111 1 1 11 11 

151 CCCTGATGGTT-TCCTCACTTGTGTCCCCAATGGGGCT且GCT-CGGGTCC 200 

201 UC且ACAACUUCC--UCUUG且UGGUGUAUUUGUCUUUGCロロCUUGGGUUUC 250 

11111 11 11 11 1111 11 1111111111 111 11111 11 

201 ACA且CAGCTGCCG且TC且ー-ATGGGGTCTTTGTCTTTGTTTCATGGGTGTC 250 

# 1 

251 日且GAUUUUAUCAAUUAAAGCCUGUGGGAACAGCCGGAC-CGGCUAGAGGU 300 

11111111111111111111111111111 111 1 1 1111 111111 

251 CAGATTTT且.TCAATTAAAGCCTGTGGGAACTGCCAG-CTCGGCAAGAGGT 300 

350 

350 

351 GCCUCCGCAGCCGGUAGCGCCCUUGGUGCUGGCAUCC且GGCUGGUG-CUG 400 

11 111 1111 11111 11 11 11 11 11111 1111 11111 1 1 

351 GCTTCCAC且.GCAGGTAGTGCTCTGGGAGCGGGCATACAGGTTGGTGGC-G 400 

F ig. 5. Comparison of  3・-terminal sequence between 
SRSV/Chiba strain and Norwalk viruses. 

Nucleotide are numbered from 七he 5'-end. Only 1，015 bp are shown， 

corresponding to 6，630 - 7，644 of NV. Part of ORF-2 is braced by 

dotted line， and ORF-3 is braced by solid line.Arrows indicate 

RT-PCR primers. The sequence data for Chiba strain and NV is 

obtained from the EMBL/GenBank Data Libraries under Accession No. 

D38547 and M87661， respectively. 
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『 守 hー

401 AAGCUGCGUUGCAG-GCACAGAGAUAUC且ACAAGAUCUGー且ーCUUUGCA- 450 

1111 11 1 I1 II 11 11 1111III11 I1 1I 1 II 1II 

401 AAGCGGCCCTCCAAAGC-CAAAGGTATCAACAAAATTT喝CAACT--GCAA 450 

451 GCAAA且UUCUUU口AAUCAUG且UAAGGAAAUG-UUAGGUUAUCAAAUGGAA 500 

1 III1I111I11II 11I11 1 II1II11 11 11I 1111 1 I11 

451 Gー且AAATTCTTTTAAACATGACAGGGAA且TGATTGGGT-ATCAGGTTG且A 500 

501 A-UGUCCAA-CA且GU日GCUAGCUAAAAAUCUU---AAC-ACCCGCUAUUC 550 

1 I1 II 1II II 1 I1111I111 11 111 1 1 I111I 

501 GCT-TCAAATCAA-TTATTGGCT且AA且AT-TTGGCAACTA---GATATTC 550 

551 UCUUCUCCAG-GC-GGGUGGCCUCUCAUCC--U-CUG且UGCGGCUAGGGC 600 

II 1I11 1 11 11I 11 1 1 1 I1 1 I111I1I I1 11 1 

551 ACTCCTCC-GTGCTGGG-GGT-T-TGA-CC且GTGCTGATGCAGC且且GATC 600 

601 UGUAGCCGGGGCCCCCGUC且CUAGG-UUGGUCGACUGGG--GG-G-G且GU 650 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 111 1 1 1 I11 1 1 1 111 

601 TGTGGCAGGAGCTCC且GTCACCCGC且TTG-TAGATTGGAATGGCGTGAGA 650 

651 GCGUGUUGCGGCACCCCA且UC且.UCUGCCACCACAUUGAGAUCUGGUAAUU 700 

1 111 1 11 1 11 1 I1 1 1 11 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 11 11 1 

651 Gー司TGT--CTGCTCCCG且GTCCTCTGCT且CCACATTGAGATCCGGTGGCT 700 

701 UU且UGGCUGUGCC且C-UCCCA---GC-UC-且-GCC且AAACAG----AAGC 750 

111111111 1 1 1I1 11111111111111 11 1 

701 TCATGTCAGTTCC-CATACC且TTTGCCTCT且AGCAA且A且CAGGTTCAATC 750 

751 CCCUUGCCAGUGA--AGGUUAUUCUA且ーーーー-CCCUGCUU-AUGACCCUG 800 

11111111111111  tI 1 111 11 1 1 1 
751 ATCT-G---GT-且TTAG-TAATCCAAATTATTCCC--CTTCAT--CCATT 800 

801 UG-C-且ACGCAC-AGCC口CUUGGG口UCAA-UCUCAGAACUC--C-AGCC- 850 

1 1 111 I11 11 1 1 II1I 1 1 I1 1I III1I 1 11 

801 TCTCGAAC-CACTAG--T-T-GGGT-CGAGTC且CA且且且CTCATCGAGATT 850 

日51 -GG---UCUUGGUCUCCAUACCAUA-GGC且AGCCCUUC且G-ACUGUGUGG 900 

II 1111 11111111111 11 1 11 11 11 I1111III 

851 TGGAAATCTT--TCTCCATACCACGCGG-且GGCTCT-CAATACAGTGTGG 900 

901 GUGACCCC-CCCUGGUUCU且C--C-UCUUCUUCUUCUGU-UUCU且CUGCC 950 

111111 I11 11111 I1 1 Illtll 1 1111 111I IIII 

901 TTGACTCCACCC-GGTTCAAC且GCCTCTTCTACA-CTGTCTTCTG-TGCC 950 

Fig.5-continued. 
- 40 -

F 一一一一一一一一一一一一一白~



# 2 
951 CCUCGAGGGUAUUUCAAUACAG且UAGAUUGCC-UCUAUUCGC且AACU--U 1000 

1 1 11 11111111111111 11 11111 1 1111111111 1 1 

951 AC--GTGGTTATTTCA且TACAGACAGGTTGCCAT-T且.TTCGCAA且-TAAT 1000 

1001 GAGGCGl且JAAUGUUGUAAUAAGAUUA-GUGAGC且UCCU且口UCAAUUUUUG 1050 

1001 -AGGCG吊甘G且TGTTGTAATATGAA-ATGTGGGCATC且TATTCA-TTつ~A-- 1050 

1051 GCUUUAUAUAAUU口GGUUAUAAUU-GGCUUUUAAUUUUGAUUUGGUUGA口 1100

11 11 1 i 11 11111 11 111 11111 111 1 11 1 
1051 -----AT-TA----GGTT-TAATTAGG-TTT-A且TTT-GAT--G-TT且A. 1100 

1101 GUU (poly A) ••• ••••••••••••••• •• •• • •••• ••••• • •••• 1150 

1101 (poly A).......................................... 1150 

Fig.5-continued 
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(A) RT-PCR 
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(8) Southern blot analysis 
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Fig .6.Detection of RT-PCR productsof the 

SRSV/Chiba strain and NV in stools by RT-PCR 

and Southern blot analysis. 

6-(A) RNA was extracted from stool samples by the CTAB technique 

and a皿plified by RT-PCR as described in the text. 

Lanes; 1 and 4 ind孟cate DIG-labe11ed mo1ecular weight 

markers ( Boehringer Mannheim ，Germany) that migrated as 

2，176， 1，766， 1，230， 1，033， 653， 517， 453 and 394. 
Lanes 2 and 5 are PCR products of the SRSV/Chiba strain. 

Lanes 3 and 6 are PCR products of the NV. 

The a皿plified products were separated on an agarose gel and 

visua1ized with UV light after s七aining with ethidium 

bromide. The arrow at tbe right indicates the 669 bp position 

of the extracted mo1ecu1ar size of tbe RT-PCR product. 

6-(B) Southern blot analysis of PCR products with DIG-labe11ed 

the SRSV/Cbiba strain specific probe. 
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(A) Southern blot analysis (B) RT-PCR 

~~ 

669 bp ..... 

- 2176 bp-
-1766 bp→ 

争 12301>ρー
- 1033 bp-

Fig.7. Comparative study of detection 

RT-PCR products between RT-PCR 

blot analysis. 

level of 

and Southern 

7-(A) The each blot was reacted with the DIG-labelled SRSV/Chiba 

strain specific probe. The arrow at tbe left indicates the 

669 bp position of the expected molecular size of the RT-PCR 

product. 

7-(8) The RNAs extracted from the SRSV/Chiba strain and NV were 

di1uted from 10.且七o 10-5， respec乞ive1y. The RT-PCR products 
fr。皿 each dilution were separated 00  an aqarose gel and 

visualized with UV light after staining with ethidium bromide. 
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