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１ はじめに

A群ロタウイルス（RVA）はもっとも重要な新生仔牛の下痢症の原因の１つである（10,3

5）。RVAは正20面体構造のエンベロープを保有しないウイルスでレオウイルス科に属する。

ロタウイルスのゲノムは6つの構造タンパク（VP1～4,VP6,VP7）と6つの非構造タンパク（N

SP1～6）をコードする11本の分節化したRNAから構成される（12）。RVAはVP7とVP4という

2つの外殻タンパクにより定義された様々なG、P型に分類されている。この5年間に27種類

のVP7遺伝子と35種類のVP4遺伝子が確認されている（26）。ロタウイルス分類研究会は、

ロタウイルスの11RNA分節全ての遺伝子配列を用いた新しい分類方法を提唱しており、VP7

-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP4-NSP5をそれぞれGx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-E

x-Hxと表記している（26）。2種もしくはそれ以上のウイルスが重感染することにより、

それらの元株と異なる表現型の特徴をもった遺伝子再集合を起こす。遺伝子再集合はオル

ソミクスウイルス科、ブニヤウイルス科、ロタウイルスを含むレオウイルス科など多くの

ウイルス属で確認されている（44）。

RVAは乳幼児の一般的な下痢の原因である（12）。偶蹄類宿主からの伝播が疑われるRVA

による成人の下痢症も数例報告されているが（21,31）、その病原性は長い間解明されて

いない（4）。牛においても、RVAによる成牛の下痢症はほとんど報告がないため、その病

原性も不明である（17,34,38）。

この度、県内で乳量減少を伴う水様性下痢を引き起こした搾乳牛からG15P[14]という未

報告の遺伝子型のRVAが検出されたので、その概要を報告する。

２ 材料及び方法

2.1.発生状況及び一般検査

初発の翌日に発生農場に立ち入り、下痢を呈した5頭から糞便を採取すると共に、発生

状況について調査を行った。事前検査として市販のRVA抗原検出キット（Dipstick ’Eike

n’ Rota, 栄研化学）を用いて、5頭の糞便のRVA検査を実施した。サルモネラ検査は常法

により、毒素原生大腸菌線毛（K99）抗原は市販キット（Test strips for the detection

of E.coli F5(K99) BIO K 154, Bio-X Diagnostics）により、寄生虫検査はショ糖浮遊

法により実施した。

2.2.遺伝子検査及び遺伝子解析

RVA、牛コロナウイルス（BCoV）、牛トロウイルス（BToV）、牛B群ロタウイルス（RVB）、

牛C群ロタウイルス（RVC）、牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）に対する特異遺伝子の検

出は、下痢便10%乳剤を市販の無血清培地（GIT, 和光純薬）で作成し、その遠心上清を0.

45μmフィルター濾過したものを検体とし、市販キット（QIAamp Viral RNA Mini Kit, QI

AGEN）を用いてRNAを抽出後、RT-PCRにより実施した（QIAGEN OneStep RT-PCR Kit, QIAG

EN）（15,20,41,43）。また下痢便を（独）東京農工大学へ送付し、次世代シークエンサー



を用いたメタゲノム解析を依頼した。従来のサンガー法によらない次世代シークエンシン

グにより、１つのサンプルから何百万もの遺伝子配列を得る高性能配列解析を行うことが

可能であり（40）、この方法では事前情報や分離ウイルス、特定のプライマーを必要とす

ることなく病原体の検出、同定が可能である（25）。

2.3.ウイルス分離

ウイルス分離は作成した下痢便10%乳剤をGITにて10倍希釈し、アセチルトリプシン（Si

gma）を10μg/mlとなるよう添加し、37℃で30分トリプシン処理したものを接種材料とし

た。単層に発育したアカゲザル腎由来株化細胞（MA104）細胞及びヒト直腸由来株化（HRT

-18）細胞をGITで2回吸引洗浄後に材料を接種し、37℃、5%CO2下で回転培養を実施した。

分離の有無は細胞変性効果（CPE）を指標にして行い、CPEが認められない場合は7日間隔

で3代盲継代を実施した。またCPEが認められたMA104細胞の培養上清に対して市販のRVA抗

原検出キットを用いて分離の有無を確認した。

2.4.抗体検査

立入時と3週間後の血清を採材し、BCoV、牛アデノウイルス7型（BAdV7）、BVDV1型及び2

型に対するウイルス中和試験を実施した。攻撃ウイルスには、BCoVはMebus株、BAdV7型は

袋井株、BVDV1型はNose株、BVDV2型はKZ-91CP株を用いた。

３ 結果

3.1.発生状況及び一般検査

2013年2月、ホルスタイン種搾乳牛42頭を飼養する酪農家で、搾乳牛2頭が突然、元気消

失、水様性の下痢を呈した。続いて隣接する3頭が同様の水様性下痢を呈し、1週間のうち

に下痢は牛舎全体に蔓延し、搾乳牛全頭が同様の症状を示した。便の性状は緑黄色水様で、

血便は呈していなかった。発症牛は全て約1週間で回復したが、農場では初発から約2週間

乳量の減少が確認された。下痢の流行時に仔牛では下痢症の発生は見られなかった。この

農場の飼養牛は全て自家産で外部からの牛の導入はなく、年2回実施しているバルク乳検

査においてBVDV陰性が確認されている。市販のRVA抗原検出キットを用いた検査では下痢

を呈していた5頭全てで陽性となった。また下痢症の原因となり得る細菌、原虫及び寄生

虫は検出されなかった。

3.2.遺伝子検査及び遺伝子解析

RT-PCRにおいても5頭全てからRVA特異遺伝子が検出され、BCoV、BToV、RVB、RVC、BVDV

遺伝子は検出されなかった。

東京農工大学で実施したメタゲノム解析により5頭の糞便全てから、RVAの11本のゲノム

RNAが得られ、それらは全て同一株であることが確認された。これらの株のVP7-VP4-VP6-V

P1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-NSP4-NSP5における遺伝子型はインターネット上のRotaC遺伝子型

別ツールを用いて、それぞれG15-P[14]-I2-R2-C2-M3-A3-N2-T6-E2-H3と同定され（24）、

RVA/Cow-wt/JPN/Tottori-SG/2013/G15P[14]（Tottori-SG）と命名された。遺伝子配列はD

NA Data Bankに登録され、11本の遺伝子分節に対する登録番号はそれぞれAB853890~AB853

900となった。VP7遺伝子の塩基配列に基づく系統発生解析により、Tottori-SGはRVA/Cow-

wt/ARGB383/1998/G15P[11]（16,29）及びインドで分離された遺伝子型G15P[11]、G15P[21]



という3株とクラスターを形成していたが（18,37）、これは単独のG15クラスターであり、

他のG遺伝子型の株とは異なっていた（図1）。他のG15株に対するTottori-SGの塩基及び

アミノ酸配列の一致率はそれぞれ87.9~89.9%、91.7~92.9%であった。Tottori-SGのVP4遺

伝子はRVA/Cow-tc/JPN/Sun9/2000G8P[14]（17）及びRVA/Human-tc/THA/Mc35/XXXX/G10P[1

4]（42）とクラスターを形成していた（図2）。

Tottori-SGはSun9株と塩基及びアミノ酸配列の一致率はそれぞれ95.8%、97.2%と高く、Mc

35株とは89.7%、95.6%であった。VP6遺伝子はG21P[29]、G24P[33]、RVA/Cow-wt/JPN/AzuK

-1/2006/G21P[29]（2）、RVA/Cow-wt/JPN/Dai-10/2008/G24P[33]（1）という珍しい日本

の株、またRVA/Simian-tc/ZAF/SA11-N5/1958/G3P[2]という南アフリカのサル由来株（32）

とクラスターを形成していた。Tottori-SGはAzuK-1株、Dai-10株、SA11-N5株と高い相同

性を示し、一致率はそれぞれ96.0%、96.6%、95.2%であった。VP1、VP2、VP3、NSP2、NSP3、

NSP4及びNSP5遺伝子は牛や牛に近い動物由来株とクラスターを形成していた。同様に、NS

P1遺伝子は猿由来G8[1]株及び人由来G6P[14]株とクラスターを形成しており、これは反芻

家畜から伝搬した結果だと考えられる（27,29）。Tottori-SGの11本のゲノム分節の塩基

配列は牛や牛に近い動物由来株と比較的相同性が高く（表1）、VP7遺伝子以外は日本の牛

由来株と高い相同性があった（表2）。各遺伝子に対する一致率は以下のとおりであった。

VP4；Sun9（95.8%）、VP6；Dai-10（96.6%）、VP1；RVA/Cow-tc/JPN/BRV105/1983/G6P[1]

（11）（97.1%）、VP2；BRV105（93.2%）、VP3；AzuK-1（96.9%）、NSP1；BRV105（92.9%）、

NSP2；Dai-10（96.7%）、NSP3；BRV105（96.0%）、NSP4；RVB105（96.8%）、NSP5；BRV105

（97.5%）。

またメタゲノム解析ではRVA以外の既知の病原体遺伝子は検出されなかった。



3.3.ウイルス分離

ウイルス分離ではMA104細胞に接種した3検体中全で接種2または3代目でCPEが観察され

た。CPEが観察された培養上清は市販のRVA抗原検出キットでいずれも陽性を示したため、

RVA分離陽性とした（表3）。

3.4.抗体検査

下痢を発症した5頭のペア血清を用いた中和抗体検査ではBCoV、BAdV7、BVDV1及び2型に

対する有意な抗体上昇時は認められなかった。

４ 考察

日本ではRVAはG6とG10遺伝子型が主に分布しており（23）、G15遺伝子型の株はこれま

で分離されておらず、自然界においても大変珍しい。GeneBankデータベース中にさえ5株

しか登録されておらず、全ての株は牛から分離されている。これらはHG18、RUBV51及びRU

BV117というインドで分離されたG15P[21]遺伝子型の3株（18,37）と、アルゼンチン及び

インドで分離されたB383、RUBV051というG15P[11]遺伝子型の2株でのみある（18,27）。T

ottori-SGは世界で6番目に分離されたG15株であり、G15P[14]という組み合わせの遺伝子

型の株は世界で初めての報告となった。Tottori-SGのVP7遺伝子と他のG15株との塩基配列

はそれほど相同性が高くなかったため、Tottori-SGは新しい遺伝子型の株であり、独自の

起源をもっていたことが推察された。一方、RVAのP[14]遺伝子型はウサギ（6）、ヒト（5,



9,17,27,28,33,42）、ヤギ、カモシカ（19）、ヒツジ（7）、ラマ（36）及びウシ（8,13）

から検出されており、最近の研究ではヒト由来RVAのP[14]株と偶蹄類由来株との関連性が

示唆されている（27）。日本においてRVAのP[14]遺伝子型は、仔牛から分離されたSun9株

という1株のみが報告されており（13）、ヒトを含むその他の動物種での分離例はない。T

ottori-SGはVP4遺伝子においてSun9株と高い相同性が確認された。Sun9株は唯一の国内分

離株であるが、国内飼養牛に対する流行状況調査は非常に興味深いと思われる。VP7とVP4

遺伝子以外の解析の結果、Tottori-SGの構造または非構造タンパク遺伝子は牛及び牛に近

い動物由来のRVAと高い相同性を示していたため、Tottori-SGは牛に適応した株であるの

かもしれない（表1）。またTottori-SGは日本の牛由来RVAと遺伝的背景が類似していた（表

3）。興味深いことにTottori-SGのVP6遺伝子はインドで分離された牛由来RUBV51（G15P[2

1]）、南アフリカのサル由来株と同様に、日本で分離された珍しい牛由来株のDai-10（G2

4P[33]）及びAzuK-1（G21P[29]）と近縁であった。このことからTottori-SGは日本で循環

しているRVAが複数の遺伝子再集合を起こし発生した株と考えられた。

成牛の流行性下痢の主要な要因はBCoVや（39）、BToVであり、RVBやRVCなどが原因によ

る成牛の下痢症も日本を含む世界中で散発的に報告されている（3,22,30）。しかし、RVA

が関与した成牛の下痢症は稀である。本症例では、急性期の下痢便から下痢症の原因とな

り得るウイルス、細菌及び原虫などの病原体は検出されずにRVAのみが検出されたこと、

また回復期の糞便からRVAは検出されなかったことから、Tottori-SGが成牛の流行性下痢

の発生に関与していたと考えられた。日本での成牛のRVAが関与した流行性下痢は過去に

少なくとも3例の報告がある（14,34,38）。3例中2例で、G8P[1]という遺伝子型のBRV16及

びG21P[29]遺伝子型と思われるTak2という珍しい株が下痢を呈した牛の糞便から分離され

た（14,38）。成牛のRVA感染症の発生要因の1つには、このような珍しい遺伝子型に対す

る免疫応答が不十分であったことも考えられる。また過去に報告された成牛の下痢症と本

症例には、全て酪農家での発生、仔牛で臨床症状が認められなかったことなどの類似点が

あったが、過去の3例全て搾乳牛における限局的な発生であったのに対し、本症例は搾乳

牛全頭が1週間のうちに下痢を呈したという相違点もあった。下痢発生前後で特に飼養管

理の変更などは確認されておらず、RVAの病原性の違いが考えられるが詳細は不明である。

本症例では下痢の発生に伴い、一過性の乳量減少も確認された。下痢は約1週間で終息し

たが、乳量減少は発生から約2週間続いたため農場の経済的被害は大きく、約170,000円の

損失となった。今後、このような珍しい遺伝子型のRVAに起因する成牛の流行性下痢の発

生機序を解明するために、さらなる血清学的研究及び病原性研究が必要である。

本症例では発症牛の糞便から下痢症関連の寄生虫及び細菌は検出されず、RVA遺伝子及

びRVAが分離された。発症牛5頭のペア血清を用いた中和抗体検査においてもBCoV、BAdV7、

BVDV1及び2型に対する有意な抗体上昇は確認されなかった。また次世代シークエンサーを

用いたメタゲノム解析によりRVA全遺伝子配列の大部分が得られ、その他、既知の病原性

ウイルスは検出されなかった。これらの結果から本症例をRVA単独による成牛の流行性下

痢症と診断した。

本研究により、成牛の下痢から検出されたTottori-SGはG15P[14]という未報告の遺伝子

型であることが明らかになった。全遺伝子解析の結果、Tottori-SGは日本の牛で循環して

いるRVAが複数の遺伝子再集合を起こして発生した株である可能性が示唆された。RVAは仔



牛の下痢症の主要要因であり、成牛の下痢症としての認識は低い。しかし、本事例のよう

にRVAは成牛においても集団下痢及び乳量減少を引き起こし、農場に大きな経済的被害を

与える病原体となり得る。今後、地域ごとのRVA遺伝子配列を集積していくことで家畜産

業におけるRVA感染症について明らかになってくるであろう。

なお本研究は平成24年度厚生労働科学研究費（新型インフルエンザ等新興・再興感染症

研究事業）により実施された。
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