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論 文 の 内 容 の 要 旨

ウマロタウイルス病は4カ月僻までの子ウマに主に認められ,特に生後1カ月から3カ

月齢の子ウマに多発し,水様性下痢,元気消失,食欲不振等を主徴とする｡ウマロタウイル

ス病の診断法として,ウイルス分離,砥子斬微鏡によるウイルス粒子の視察,血沼診断法t

および分子生物学的手法を用いた方法が主に実施されている｡しかし,これらの診断法は,

検査手技が複雑であること,結果が得られるまでに時間がかかること,さらにl任用の機械

を必要とすることから,一般的な臨床検査室や臨床現場ではあまり実施されていない現状

にある｡このことから,臨床現均で容易にかつ迅速に実施可他な診断法は,ウマロタウイ

ルス病のまん延阻止に非常に有効と考えられる｡

日本姑大の蟻産地である北縦道日高地方において,1990 年代前半までは迫伝子型

G3BP【12】のウイルスが優勢に流行していたことから,この疫学朋査結果を基にワクチン偶

発が行われ,Ⅳ仏/Horse-tC/JPN丑iO-5/1982/G3BP[12]をワクチン株とする不活化ワクチンが

l肝発された｡1990年代後半になり,G3即【12】に加えてG14p【12】のウイルスが流行してい

ることが明らかとなったが,それ以降のウマロタウイルスの疫学朋査に糾する帥告はなく,

近年の流行状況は不明である｡また,G14P【12】のウマロタウイルスに対して,現在のワク

チンがイ】一効か否は不明である｡ワクチンの効果および将来的なワクチン株の変更を検討す

る上で,現在の流行状況の把掘串よび流行抹に対するワクチン接種蟻の抗体応答の有無を

明らかにすることは必須である｡

以上のことから本研究では,ウマロタウイルス柄に対する簡動迅速.ざ卵斤法を削発すると

ともに,北梅迫日高地方における近年の流行件の遺伝子型およびワクチン持f■山片での流行

株に対する抗体応答の有無を朗らかにする目的で,以下の課他について放り組んだ｡

第1章では,RrLAMP法のウマロタウイルス柄への応用を検.付した｡本法はRTPCR法

と比較し,拙作が冊易で,反応岬削が60分粧疫と短く,また小二用の機批を要しない利点を
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有する｡これまでに剛告されたウマロタウイルスの主要な迫伝子型はG3BP【12]および

G14P[12]であることから,VP4追伝子のP[12]塑を据的としてRトLAMP法を構燕した｡そ

の結刃L P[12】型のウマロタウイルスに対して特異的かつi;■砧乱度にウマロタウイルスを検出

可櫨なRトLAMP法を川卜碓することができた｡

苅2草では,ヒト用ロタウイルス検査キットのウマロタウイルス柄への応用を試みた｡

ヒト用ロタウイルス迅速検査キットは,新たな試薬や彗引J′亡が必要なく,15分程比で結果を

判定することができる利点がある｡その結果,イムノクロマト法を押理としたディップス

ティック`栄研'ロタ(栄研化学,東京)がウマロタウイルス柄の.診断に有用であること

が明らかとなった｡

第3章では,日仙也方において2003年から2008年に柁材された子ウマの下痛快を用い

て,ウマロタウイルス病の分子疫学朋査を実施した｡Semi-neSted RTIPCR法によりG/P追

伝子型別を行った結果,G3p【12】およびG14p[12]のウイルスがともに広く流行しているこ

とが明らかとなった｡次に,VP7およびVP4迫伝子の塩基配列を決定して分子系統樹解析

を行ったところ,VP4迫伝子のP【12】型はG型に関係なく,19SO年代から流行しているPt12】

型と同系統に分類された｡また,VP7辿伝子のG3型についても1980年代から流行してい

るG3B亜型と同系統に分類され,長期間に渡り同一のG3B亜型のクマロタウイルスが伝

播していることが示された｡一方,G14型は全て1990年代後半に確認されたG14型とは

別系統に分類され,ヨーロッパおよびオーストラリアの分離株,また1銅7年に日本で分離

されたG14型ウイルスの1株と近縁であったことから,近年のG14型ウイルスは1980年

代に日本に存在していたウイルスの再出現,もしくは海外から2000年ごろに日本へ侵入し

たものと考えられた｡

第4章では近年の流行株である迫伝子型G3Bp【12】およびG14P【12】のウイルスに対する

市販ワクチンの免疫応答を調査した｡市販ウマロタウイルス不活化ワクチンは,

Morse-tC〃PN/HO-5/1982/G3BP[12]株のみが含まれている｡妊娠馬へのワクチン按稚に

より,ワクチン株と同じ辿伝子型であるG3Bp【12】のウイルスだけでなく G14叩2】のウイ

ルスに対しても中和抗体価の上井が確認された｡しかし,G14P【12】ウイルスに対する中和抗

体伽の幾何平均佃もG3BP【12】ウイルスのそれに比べてl/2～1/3程度低l帖であった｡

本研究において,ウマロタウイルス病の冊易迅速診断法を開発するとともにヒト用ロタ

ウイルス検査キットのウマロタウイルス病に対する有効性を明らかにし,検出感度を優先

する場合はRrLAMP法を,簡便さを優先する喝合はヒト用ロタウイルス検査キットを用

いる等】状況に応じて検査方法を使い分けることが可能になった｡臨床現均で応用可能な

これらの検禿法は,本病の拡大阻止に布与すると思われる｡また,近年の流行ウイルスの

分子疫学解析により,G14型のVP7逝伝子は1990代後半の流行株における当該追伝子と系

統学的に区別されることが明らかになった｡さらに,市販されているG3BP【12】ウイルスの

単味ワクチンは,近年流行しているG3BP【12】だけでなく,程度は低いもののG14P【12】の

ウイルスに対しても中和抗体を誘導することが明らかとなった｡以上,本研究で得られた

知見は,ウマロタウイルス病の早期診断およびワクチンによる制御において締めて有用な

仙報であると考える｡

審 査 結 果 の 要 旨

ウマロタウイルス柄は生後3カ月僻までの子ウマに多発し,水椛性下痢を主徴とする急性感

染病である｡臨床現場で容易でかつ迅速に実施可催な虐断法のI肛発は,ウマロタウイルス病の

感染拡大阻止に榔めて有効と考えられる｡一方,北軸i色目鉦他方において,1990年代l拍半まで
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は遺伝子型G3B叩2】のウイルスが優動こ流行していたことから,この疫学･掛た結果を基に

G3即[12】の不活化ワクチンが側発された01990年代彼半からG3B叩2]に加えてG14叩2】のウイ

ルスが流行していることが明らかとなったが,それ以降のウマロタウイルスの疫学調三伯こ旧す

る糀告はなく,近年の流行状況は不明である｡また,G14Pい2】のウマロタウイルスに対する現在

のワクチンの有効性は明らかでない｡以上のことから本研究では,ウマロタウイルス病に対す

る酢易迅速診断法のIj11発,弛む迫田`Ji地方における近年流行株の迫伝子型別およびワクチン按

伸情での流行株に対する抗体応答を明らかにする目的で,以下の■服酎こついて収り組んでいる｡

第1草では,RTPCR法と比較して拙作が仰易かつ反応時間が蜘､RトLAMP法に注目し,ウ

マロタウイルス病への応用を検討した｡ウマロタウイルスの主要な遺伝子型がG3BP【12】および

G14P【12】であることから,VP4迫伝子のP【12】型を捌勺とした仔トLAMP法のtj11発を試みた｡そ

の結果㍉P【12】型のウマロタウイルスに対して特異的かつ高感度にウマロタウイルスを検出可能

な打トLAMP法を開発した｡

第2串では,ヒト用ロタウイルス検査キットのウマロタウイルス病への応用を試みた｡ヒト

用ロタウイルス検査キットは,新たな試薬や装置が必要なく,臨床現場において極めて短時間

に結果を得られる｡その結果,イムノクロマト法を原理としたディップスティック`栄研'ロ

タ(栄研化学,東京)がウマロタウイルス病の診断に有用であることが明らかとなった｡

第3章では,日高地方において2003年から2008年に採材した子ウマの下痢便を用いてウマ

ロタウイルス病の分子疫学調査を実施した｡Semi-neSted RTIPCR法によるG/P型別により,

G3P【12】およびG14P【12】がともに広く流行していることが明らかとなった｡次に,Vp7およびVP4

迫伝子塩基配列の系統樹解析を行った結果,VP4辿伝子のP12】型は,1980年代から流行してい

るP【12】型と同系統に分類された｡VP7辿伝子のG3型についても19SO年代から流行している

G3B亜型と同系統に分類され,長期間に渡り本亜型のウマロタウイルスが存縦していることが

示された｡一方,G14型は全て1990年代後半に縮認されたG14型とは別系統に分類され,ヨー

ロッパおよびオーストラリア,また1987年に日本で分離されたG14型の1株と近縁であったこ

とから,1980年代に日本に存在していたウイルスの再出現,あるいは海外から2000年ごろに日

本へ侵入したものと推兆された｡

第4章では,近年の流行株である辿伝子型G3BP【12】およびG14P【12】のウイルスに対するワク

チンの免疫応答を朋査した｡市販ウマロタウイルス不活化ワクチンは,Morse-tC/JPN/HO-5/

1982/G3BP【12】株のみが含まれている｡妊娠馬へのワクチン按帥により,ワクチン株と同じ道伝

子型であるG3BP【12】のウイルスだけでなくG14P【12】のウイルスに対しても中和抗体仰の上昇が

維.思された｡しかしながら,G14P【12けイルスに対する中和抗体価の鄭可平均帖は,G3BP【12】の

ウイルスに比べて1/2～1/3低I帖であった｡

本研究により,RTLAMP法およびヒト用ロタウイルス迅速隣邦キットは,ともに臨床現場で

検禿可能な方法であることから,検出感度を似先する喝合はRトLAMP法を,簡恍さを優先する

喝合は迅速検死キットを用いる等,状況に応じて検査法を使い分けることが可他になった｡臨

床射場で応用可値なこれらの方法は,本病の早期診断を可他にすることから∴本病の拡大阻止に

寄与すると考えられる｡また,現在市販されているG3Bp【12]ウイルスの単味ワクチンは,近年

流行しているG3BP【12】のみならず,G14P【12]のウイルスに対しても中和抗体を誘導することが

明らかとなった｡これらのことから,本研究で得られた知見は,ウマロタウイルス柄の早期診

断およびワクチンによる制御において極めて有用な1嗣Iヱであると考える｡
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以上について,確一件委n全員一致で本論文が岐阜大学大学院適合獣医学研究科の学位論文とし

て十分価仰があると認めた｡
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