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論 文 の 内 容 の 要 旨

ロタウイルスは､分節する2本鎖mのゲノムを持ち､動物およびヒトに胃腸炎を起こ

すことが知られている｡ロタウイルスは内殻カブシドの抗原性およびウイルスゲノムの電

気泳動パターン(ゲノムパターン)の相異により7群(A～G群)に分類されている｡その

うちA､BおよびC群口タウイルスはヒトヘの病原性が確認されている｡ヒトC群口タウ

イルス(hu∬ほ爪1訂OupCrotaviruS:CHRV)感染症は､1986年に初めて確認されて以

来､世界各地で発生が報告され､ヒトの新興感染症の一つとして注目されている｡しかし

ながら､CHRVは培養が困難なため､免疫電子顕微鏡法あるいは電気泳動で直接ウイルス

RNAを検出する方法(fm一弘GE法)以外にウイルスを検出することができず､CHRV感

染症の実態を明らかにする上で障害になっている｡また､CHRV野外株の遺伝子レベルに

おける比較･解析はほとんど行なわれていない｡著者は､我が国におけるCHRV感染症の

実態を明らかにする目的で､CHRVの迅速･簡便な検出法の開発およびCHRV野外株の分

子レベルにおける比較･解析を行い､以下の結果を得た｡

最初に､CHRVの迅速･簡便な検出のため､モノクローナル抗体(MAb)を用いた逆受

身血球凝集反応(reversepassivehemagglutination:RPHA)法およびラテックス凝集反

応(1atexagglutination:k-Ag)法を開発した｡RPHA法には､ウイルス外殻蛋白を認識

するMAb5A12および内殻蛋白を認識するMAb13A3の2種類の抗体を､グルタールアルデ

ヒド固定羊赤血球にコートして用いた｡46検体のヒト下痢便を用い､RPHA法の有用性を

確認したところ､MAb5A12でコートした血球によるRPHA法は､m-PAGE法の結果と

46検体中44検体が一致した｡一方､MAb13A3でコートした血球によるRPHA法は､

RNA-PAGE法の結果と完全に一致した｡さらに､MAb13A3を用いたIR-Ag法も開発し､
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下痢便中のCHRVを2分間以内に検出することが可能になった｡今回開発した検査法は､

CHRVの検出が極めて迅速･簡便にできるため､本ウイルスの広範な疫学調査に有用であ

るのみならず､設備が十分に整っていない検査施設におけるCHRV感染症の診断にも有用

であると考えられた｡

次に､CHRV野外株の分子レベルにおける比較･解析を目的とし､岡山県で検出された

異なるゲノムパターン(パターンⅠおよびⅠ型)のそれぞれ代表2株(OKl18および

OK450株)について､ウイルス外殻糖蛋白(VP7)をコードする遺伝子の塩基配列を決定

した｡その結果､両株の遺伝子は全く同じ長さ(1,063塩基対)であり､332個のアミノ酸

をコードする1つの翻訳嶺域が各々に存在していることが解った｡両遺伝子には46カ所で

塩基の相異がみられ､そのうち､11カ所はアミノ酸配列の変化を伴っていた｡OKl18株の

VP7アミノ酸配列は､既に報告されているCHRV4株(1株は日本で検出､3株は外国で検

出)の配列と98.4%以上の相同性があったのに対し､OK450株の配列はいずれの株とも約

96%の相同性で､かつOK450株には特有のアミノ酸配列置換部位が9カ所に観察された｡

次に､1988年から1990年に岡山県内で検出されたCHRV9株(/iターンI型5株およびパ

ターンⅠ型4株)のVP7遺伝子について､OKl18およびOK450株のVP7遺伝子をプローブ

として用いたドットプロットハイプリダイゼーション法により相同性を解析した｡その結

果､高峻厳条件下において､OKl18株ブロープはパターンⅠ型の全ての株およびパターン

Ⅰ型の1株の遺伝子と反応したのに対し､OK450株プローブはパターンⅠ型の3株の遺伝子

とのみ強く反応した｡以上のことから､岡山県内で検出されたCHRVは､ゲノムパターン

の変化にはぼ一致したVP7遺伝子の相異が株間に認められた｡

次に､我が国におけるCHRV感染症の実態を明らかにする目的で､1992年11月から

1993年4月に､国内10県で下痢症患者の糞便を採取した｡集めた1,114検体のうち､A群

口タウイルス陰性の784検体について､RPHA法によりCHRVの検出を試みた｡その結果､

7県で採取した計53検体がCHRV陽性になったことから､本ウイルスが国内に広く侵淫し

ていることが明らかになった｡CHRVは主に3月から4月に検出され､またCHRV感染症の

好発年齢が3歳から8歳であることが判った｡ウイルスの遺伝子レベルにおける比較･解析

を目的とし､5県で検出されたCHRV8株のゲノムパターンを調べたところ､それぞれのパ

ターンは互いに驚くはど類似し､また､現在までに検出されているCHRV株のいずれとも

異なっていた｡さらに､検出された株のVP7遺伝子について､ドットプロットハイプリダ

イゼーション法により相同性を解析した結果､各棟のVP7遺伝子は互いに高い相同性を示

し､また1988年に検出されたOKl18株とも高い相同性を示した｡以上の成績から､1992

年から1993年の冬季に全国的なCHRVの流行があったことが推察された｡

著者は､本論文中において､培養が困難なCHRVの迅速･簡便な検出法を開発した｡ま

た､本法を用いて全国調査を行い､CHRVが我が国に広く浸淫していることを明らかにし

た｡さらに､検出されたCHRV野外株のゲノムパターンおよびVP7遺伝子を分子レベルで

比較･解析し､株間において遺伝子の相異がみられることを示した｡これらの知見は､

CHRV感染症の実態解明への新展開を導く基礎的資料として極めて重要であると考えられ

る｡
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審 査 結 果 の 要 旨

ロタウイルスは､分節する2本鎖RNAのゲノムを持ち､動物およびヒトに胃腸炎を起こ

すことが知られている0ロタウイルスは内殻カプシドの抗原性およびウイルスゲノムの電

気泳動パターン(ゲノムパターン)の相異により7群(A～G群)に分類されている｡そ

のうちA､BおよびC群口タウイルスはヒトヘの病原性が確認されている｡ヒトC群口タ

ウイルス(humangrOupCrotaviruS:C=RV)感染症は､1986年に初めて確認されて以来､

世界各地で発生が報告され､ヒトの新興感染症の一つとして注目されている｡しかしなが

ら､CHRVは培養が困難なため､免疫電子顕微鏡法あるいは電気泳動で直接ウイルスRNA

を検出する方法(RNA-PACE法)以外にウイルスを検出することができず､CHRV感染症

の実態を明らかにする上で障害になっている0また､CHRV野外株の遺伝子レベルにおけ

る比較･解析ははとんど行なわれていない0申請者は､我が国におけるCHRV感染症の実

態を明らかにする目的で､C=RVの迅速･簡便な検出法の開発およびCHRV野外株の分子

レベルにおける比較･解析を行い､以下の結果を得た｡

最初に､CHRVの迅速･簡便な検出のため､モノクローナル抗体(MAb)を用いた逆受

身血球凝集反応(reversepassivehemagglubnadon:RPHA)法およびラテックス凝集反応

(1atexagglubnation:Lx-Ag)法を開発したoRP=A法には､ウイルス外殻蛋白を認識する

MAb5A12および内殻蛋白を認識するMAb13A3の2種類の抗体を､グルタールアルデヒド

固定羊赤血球にコートして用いた046検体のと卜下痢便を用い､RPHA法の有用性を確認

したところ､MAb5A12でコートした鯛によるRP=A法は､RNA-PACE法の結果と46検体

中44検体が一致した0一方､MAb13A3でコートした血球によるRP=A法は､RNA-PAGE法

の結果と完全に一致した0さらに､MAb13A3を用いたLx-Ag法も開発し､下痢便中の

CHRVを2分間以内に検出することが可能になった0今回開発した検査法は､CHRVの検出

が極めて迅速･簡便にできるため､本ウイルスの広範な疫学調査に有用であるのみなら

ず､設備が十分に整っていない検査施設におけるC=RV感染症の診断にも有用であると考

次に､CHRV野外株の分子レベルにおける比較･解析を目的とし､岡山県で検出された

異なるゲノムパターン(パターンⅠおよびⅡ型)のそれぞれ代表2株(OKl18および

OK450株)について､ウイルス外殻糖蛋白(VP7)をコードする遺伝子の塩基配列を決定

した0その結果､両株の遺伝子は全く同じ長さ(1.063塩基対)であり､332個のアミノ酸

をコードする1つの翻訳領域が各々に存在していることが解った｡両遺伝子には46カ所で

塩基の相異がみられ､そのうち､11カ所はアミノ酸配列の変化を伴っていた｡OKl18株の

VP7アミノ酸配列は､既に報告されているC=RV4株(1株は日本で検出､3株は外国で検

出)の配列と98･4%以上の相同性があったのに対し､OK450株の配列はいずれの株とも約

96%の相同性で､かつOK450株には特有のアミノ酸配列置換部位が9カ所に観察された｡

次に､1988年から1990年に岡山県内で検出されたCHRV9株(パターンI型5株およびパタ

ーンⅡ型4株)のVP7遺伝子について､OKl18およびOK450株のVP7遺伝子をプローブとし
て用いたドットプロットハイプリダイゼーション法により相同性を解析した｡その結果､

高峻厳条件下において､OKl18株プローブはパターンⅠ型の全ての株およびパターンⅡ型

の1株の遺伝子と反応したのに対し､OK450株プローブはパターンⅡ型の3株の遺伝子との

み強く反応した0以上のことから､岡山県内で検出されたCHRVは､ゲノム/iターンの変

化にはぼ一致したVP7遺伝子の相異が株間に認められた｡

次に､我が国におけるC=RV感染症の実態を明らかにする目的で､1992年11月から1993

年4月に､国内10県で下痢症患者の糞便を採取した｡集めた1,114検体のうち､A群口タウ

イルス陰性の784検体について､RPHA法によりCHRVの検出を試みた｡その結果､7県で
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採取した計53検体がCHRV陽性になったことから､本ウイルスが国内に広く侵淫している

ことが明らかになった｡CHRVは主に3月から4月に検出され､またCHRV感染症の好発年

齢が3歳から8歳であることが判った｡ウイルスの遺伝子レベルにおける比較･解析を目的

とし､5県で検出されたCHRV8株のゲノムパターンを調べたところ､それぞれのパターン

は互いに驚くほど類似し､また､現在までに検出されているCHRV株のいずれとも異なっ

ていた｡さらに､検出された株のVP7遺伝子について､ドットプロットハイプリグイゼー

ション法により相同性を解析した結果､各棟のVP7遺伝子は互いに高い相同性を示し､ま

た1988年に検出されたOKl18株とも高い相同性を示した｡以上の成績から､1992年から

1993年の冬季に全国的なCHRVの流行があったことが推察された｡

申請者は､本論文中において､培養が困難なCHRVの迅速･簡便な検出法を開発した｡

また､本法を用いて全国調査を行い､CHRVが我が国に広く浸淫していることを明らかに

した｡さらに､検出されたCHRV野外株のゲノムパターンおよびVP7遺伝子を分子レベル

で比較･解析し､株間において遺伝子の相異がみられることを示した｡これらの知見は､

CHRV感染症の実態解明への新展開を導く基礎的資料として極めて重要であると考えられ
る｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論

文として十分価値あるものと認めた｡
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