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パンソルビン・トラップ法による食品からのノロウイルス検出事例
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要 旨 一般食品からのウイルス濃縮法であるパンソルビン・トラップ法を平成 25年度から

導入し、食中毒（疑い）事例の食品検体 6事例 120 検体に適用した。その結果、4 事例 9検体

からノロウイルス遺伝子が検出され、そのうち 8検体の PCR産物について、遺伝子型の決定が

可能であった。以上の結果から、パンソルビン・トラップ法は、様々な形状の食品から一定の

検査手順によって効率良くノロウイルスを濃縮できることが明らかとなり、実際の食中毒検査

に有用であることが示唆された。
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1．はじめに

現在、ノロウイルス（以下、NoV）による食中毒事

例は、調理従事者からの二次汚染を受けた調理済み食

品に起因するものが多く、原因食品の形状によって

NoV の汚染量や汚染部位が異なるために食品の形状に

応じた検体処理が必要である。しかしながら、従来の

食品検査法は、主にカキ等の二枚貝、表面汚染または

高濃度汚染を受けた食品を検査対象としたもので、こ

れら以外の食品から NoVが検出される事例は少なかっ

た。このような背景から、様々な形状の食品からウイ

ルスを効率良く濃縮するためにパンソルビン・トラッ

プ法（以下、パントラ法）が開発され、平成 25 年 10
月に厚生労働省通知 1）により、NoV の検出法に追記さ

れた。  

パントラ法の原理は、食品乳剤に NoV に特異的な抗

体を添加し、抗原抗体複合体を形成させ、さらにそれ

を黄色ブドウ球菌表面のプロテイン A に吸着させ、菌

体とともに NoV を沈殿、回収することである。これに

より、固形、液状、練り物、油物など様々な形状の食

品から NoV 遺伝子を検出することが可能となったが 2）、

実際の食中毒事例にパントラ法を適用した報告は少な

い。当所では、平成 25 年度から食中毒検査にパントラ

法を導入した結果、一部の食中毒（疑い）事例におい

て食品検体から NoV 遺伝子が検出され、パントラ法の

有用性が示されたことから、その概要について報告す

る。

2．材料と方法

2.1 検査材料

平成 25 から 27 年度までに本市保健所から搬入され

た食中毒（疑い）事例の食品 238 検体のうち、120 検

体（6 事例分）をパントラ法によるウイルス濃縮の検査

材料とした。

2.2 パンソルビン・トラップ法による NoV の濃縮

図 1 の操作手順に示すとおり、厚生労働省通知 1)に

基づいてパントラ法によるウイルス濃縮及び RNA 抽

出を行った。なお、 RNA 抽出には、 TRIzol-LS 
(Invitrogen)を使用し、High Pure Viral RNA Kit
（Roche）を用いて抽出 RNA を精製した。

(15min)

(3,000rpm,30min)

(37℃,15min) 　　　（＊1）黄色ブドウ球菌をホルマリン固定し、熱処理したもの

(3,000rpm,20min)

（＊2）RNA抽出キット添付

(13,000rpm,15min)
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図 1 パンソルビン・トラップ法 操作手順



2.3 NoV 遺伝子の検出

操作手順を図 2 に示すとおり、厚生労働省通知 1)に

基づいて Super ScriptⅢ(Invitrogen)を用いた逆転写

反応による cDNA の作成、1st PCR(conventional PCR)
による予備増幅、及び 1st PCR 産物をテンプレートと

した Nested real-time PCR を実施した。なお、非特異

反応を抑制するため、逆転写反応では専用プライマー

（PANR-G1 及び PANR-G2）を用い、1st PCR ではホ

ットスタート・タッチダウンによる反応を行った。

2.4 分子系統樹による NoV 遺伝子の解析

Nested real-time PCR により NoV 遺伝子が検出さ

れた検体については、1st PCR 産物をテンプレートと

して、2nd PCR(conventional PCR)を行い、得られた

増幅産物の塩基配列を決定した。また、NoV の遺伝子

型については、Capsid 領域（GⅠ:291bp、GⅡ:278 bp）
の塩基配列に基づく分子系統樹解析（Neighbor joining
法）により決定した。

3．結果

パントラ法によるウイルス濃縮、Nested real-time 
PCR による遺伝子検出及び分子系統樹による塩基配列

の解析を行った。その結果、4 事例 9 検体の食品から

NoV 遺伝子が検出され、そのうち 8 検体の PCR 産物

について、遺伝子型の決定が可能であった（表 1）。

事例 1 では、当初、食中毒と感染症の両者が疑われ

たが、患者便、調理従事者便、検食から同一の遺伝子

型の NoV が検出され、塩基配列も 100％一致したこと

から、食中毒と断定し行政処分となった。

事例 2 では、患者便及び喫食残品（豆腐サラダ）か

ら同一遺伝子型の NoV が検出されたが、調理従事者便

からは検出されず、有症苦情として処理された。なお、

喫食残品（ビーフシチュー）の遺伝子型は、本事例の

患者便とは異なるものであった。また、豆腐サラダ及

びビーフシチューは、それぞれ過去 6 ヶ月以内に本市

で発生した別の集団感染事例と塩基配列が 100％一致

した（図 3、4）。

事例 3 では、患者便から NoV が検出されたが、調理

従事者便からは検出されず、さらに、検食からは患者

便とは異なる遺伝子型が検出され、食中毒と断定する

には至らなかった。

事例 4 では、患者便、調理従事者便、食材同ロット

品で同一の遺伝子型の NoV が検出された。しかし、調

理従事者は患者が喫食した食品の調理等に直接関与し

ておらず、さらに、食材同ロット品の塩基配列が患者

便及び調理従事者便の塩基配列と 100％一致せず、調

理従事者を介して食品を汚染する経路を特定できない

ことから、有症苦情として処理された。なお、食材同

ロット品から検出された NoV は、その 2 ヶ月前に発生

した事例 3 の患者便及び市内で発生した別の集団感染

事例と塩基配列が 100％一致した（図 4）。

事例 5 及び事例 6 では、患者便から NoV が検出され

たが、食品及び調理従事者便からは検出されず、有症

苦情として処理された。

（55℃,60min）

（ホットスタート・タッチダウン）

RNA抽出液
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ダイレクトシークエンス

　　（Capsid領域　GⅠ：291ｂｐ、GⅡ：278ｂｐ）
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図 2 遺伝子検出及び解析 操作手順

表１ パントラ法によるノロウイルス検出事例

検 出 数 ／ 検 体 数 遺 伝 子 型
患 者 の

遺 伝 子 型

従 事 者 の

遺 伝 子 型

刺 身 G Ⅱ .4 1 0 0 %

メ ロ ン G Ⅱ .4 1 0 0 %

前 菜 G Ⅱ .4 9 8 %

蒸 し パ ン G Ⅱ .4 9 8 %

フ ル ー ツ 型 別 不 能 -

ビ ー フ シ チ ュ ー G Ⅰ .2 -

豆 腐 サ ラ ダ G Ⅱ .3 1 0 0 %

3 １ ／ ３ ８ 検 食 カ ッ トオ レ ン ジ G Ⅱ .3 G Ⅱ .4 不 検 出 -

4 １ ／ １ 食 材 同 ロ ッ ト品 中 ト ロ G Ⅱ .4 G Ⅱ .4 G Ⅱ .4 9 8 %

5 ０ ／ ３ ３ - - - G Ⅱ .4 不 検 出 -

6 ０ ／ １ ８ - - - G Ⅱ .1 7 不 検 出 -

2 ２ ／ ２ 喫 食 残 品 G Ⅱ .3

検 　 出 　 検 　 体

食   　  品 糞 　 　 便

G Ⅱ .4 G Ⅱ .4

不 検 出

事

例

食 品 と 糞 便 の

塩 基 配 列 の

相 同 性

1 ５ ／ ２ ８ 検 食



4．考察

パントラ法を適用して NoVが検出された食品として、

食パン 3）や弁当 4,5）の事例報告があるが、今回、刺身、

サラダ、ビーフシチュー等から NoV が検出され、パン

トラ法が様々な食品に対応できることが改めて示され

た。事例 1 では、当初、食中毒と感染症の両者が疑わ

れた。5 検体の検食から NoV が検出され、そのうち 2
検体の検食から検出された NoV の遺伝子型は、患者及

び従事者便から検出された NoV と一致（塩基配列も

100％一致）した。この検査結果から、事例１は食中毒

と決定し行政処分に至り、実際の食中毒調査における

パントラ法の有用性が明らかとなった事例でもある。

また、事例 2（ビーフシチュー）及び事例 3 は、喫食

残品や検食から患者便と異なる遺伝子型の NoVが検出

されたため、食中毒との関連性を特定するには至らな

かったが、普段から NoV が付着するような状況下で食

品が扱われている可能性が強く示唆された。さらに、

事例 2（ビーフシチュー及び豆腐サラダ）と事例 4 で

は、喫食残品や食材同ロット品から検出された NoV と

2～6 ヶ月以前に市内で発生した別の集団感染事例の患

者から検出された NoV の塩基配列が 100％一致してい

た。このことは、市内で流行している NoV が食品の汚

染に関与している可能性を示唆するものである。

以上のことから、パントラ法は、様々な形状の食品

から一定の検査手順によって効率良く NoVを濃縮で

ることが明らかとなり、本法による食品検査の結果を

蓄積することで原因食品の特定や汚染経路の解明が期

待できるものと思われる。

パントラ法の導入により様々な食品から NoVの検出

が可能となったが、これまでの検査実績を踏まえ、以

下 2 点の課題が明確となった。

1 点目は、検体の相互汚染や実験室内の PCR 産物汚

染による偽陽性の問題である。パントラ法は、微量の

ウイルスを効率良く濃縮できる一方、遠心上清の除去

といった操作が多く、陽性コントロールや検体の相互

汚染の問題が常につきまとう。また、検査を重ねるこ

とでPCR産物による実験室内汚染が蓄積する恐れが出

てくることである 6）。食品に含まれるウイルス量は極

めて少なく 7）、パントラ法では食品から安定的に NoV
を検出するために 1st PCR による予備増幅を行った上

でNested real-time PCRを実施することが推奨されて

いる 1）ことからも、一層の偽陽性防止対策が必要とな

る。試薬、器具、検査室等の分別使用、及び慎重な実

験操作はもとより、今後は予備増幅を行う必要のない

高感度な Conventional PCR または real-time PCR 反

応系を検討し、これに Uracil-N-Glycosylase 処理を組

み込むことにより、PCR 産物の混入による偽陽性を防

止することも対策の一つとして検討する価値があるも

図 3 事例 2 におけるノロウイルス GⅠ Capsid 領域

（291bp）系統樹

＊株名の先頭 4 桁は、西暦年下 2 桁・月数 2 桁を示す

 GI.5 AJ277614/Musgrove

 GI.5 AB039774/SaitamaSzUG1 GI/9

 GI.6 AF093797/BS5

 GI.6 AB081723/WUG1 GI/8

 GI.1 M87661/Norwalk

 GI.4 AB042808/Chiba407

 GI.2 L07418/Southampton

 1502-122-F-66001

 1502-122-F-68001

 1502-122-F-71010

 1504-122-O-K03001

 1508-122-F-26001

 GI.3 AB112100SaitamaT25GI GI/14

 GI.3 U04469/DSV

 GI.8 AF538679/Boxer GI/10

 GI.7 AJ277609/Winchester

 GI.9 AB112132/SaitamaT35aGI GI/13

 GI.9 HQ637267/Vancouver730

 GII.4 X86557/Lordsdale

 GII.4 X76716/Bristol

 GIII AJ011099/BoNoV-Jena

 GIII AY126474/BoNoV-Dumfries

 GV AY228235/MuNoV-1

 GV DQ223042/MuNoV-3

 GV DQ911368/MuNoV-Berlin

100

64

100

100

98

100

100

100

87

87

60

37

92

35

51

37

37

32

44

0.05

別の集団感染事例

事例 2：ﾋﾞｰﾌｼﾁｭｰ

GⅠ.2

＊株名の先頭 4 桁は、西暦年下 2 桁・月数 2 桁を示す

図 4 事例 2,4 におけるノロウイルス GⅡ Capsid 領域

（278bp）系統樹

 US95 96/AJ004864

 Yerseke 2006a/EF126963

 Hunter 2004/AY883096

 Farmington Hills 2002/AY485642

 NewOrleans 2009/GU445325

 Asia 2003/AB220921

 Den Haag 2006b/EF126965

 Sydney 2012/JX459908

 Sydney/NSW0514/2012/AU

 1601-122-F-65001

 1511-122-O-41009

 1511-122-O-44002

 1601-122-F-65017

 GII.4 X76716/Bristol

 GII.4 X86557/Lordsdale

 GII.3 U02030/Tronto

 GII.3 AB067542/SaitamaU201

 1502-122-O-K18001

 1505-122-F-07001

 1508-122-F-26002

 1508-122-F-26003

93

99

100

94

100

87

26

71

47

37

35

27

19

22

14

0.05

事例 4：患者便

別の集団感染事例

事例 3：患者便

事例 4：中トロ

GⅡ.4

別の集団感染事例

事例 2：豆腐サラダ

事例 2：患者便

GⅡ.3



のと思われる。

2 点目は、検体数の増加に伴う作業効率の低下である。

パントラ法は日常業務に取り入れることを前提に設計

されたものであり、超遠心機や高速冷却遠心機を用い

ることなく実施できることがメリットであるが 2）、実

際の食中毒事例で多数の食品検体が搬入され、遠心機

のキャパシティーを超えた場合、作業効率が低下し、

限られた時間で結果を出すことが困難になる。さらに、

糞便検体と比較し、RNA 抽出に要する工程が多いこと

も作業効率低下の一因であると考えられる。従って、

作業効率の低下を防ぎ、限られた時間で迅速に検査結

果を得るためには、検査対象とする食品検体の精査（調

理工程や喫食状況に応じて）、または、優先順位付けが

必要不可欠であると思われる。
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