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【研究の必要性と目的】 

A 群ロタウイルス（RVA）は小児を中心に胃腸炎を引き起こすウイルスであり、重症化例

や死亡例もみられることから小児医療上重要な病原体である。RVA の遺伝子は 11 の分節か

ら構成されており、これらの分節が複数の株間で入れ替わった遺伝子再集合体（リアソー

タント）が出現することがある。従来の遺伝子型別では、構造蛋白質である VP7 および VP4

をコードする 2 種類の分節に基づく遺伝子型（それぞれ G 型、P 型）の判定が行われてい

た。近年では、全分節の塩基配列に基づく遺伝子型別が進んでいる。従来の遺伝子型 G1、

G3、G4、G9 のウイルスは Wa 遺伝子群（P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1）を、遺伝子型

G2 のウイルスは DS-1 遺伝子群（P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2）を有していた 1)。 

国内では 2011 年 11 月に 1 価の RVA 生ワクチン（Rotarix）が、2012 年 7 月には 5 価の

RVA 生ワクチン（RotaTeq）が認可されたことで任意接種が開始され、富山県内における新

生児のワクチン接種率は 2013 年 4 月の時点で 60％を超えていた 2)。2020 年 10 月には、RVA

ワクチンが定期接種となった。ワクチン導入後の 2012 年以降、国内では G1 型のリアソー

タント株の流行が確認されており 1)、RVA の遺伝子型構成が複雑化していると考えられる。

これらのリアソータント株は、従来の G 型および P 型による遺伝子型別では確認不可能な

ため、検出には全分節における遺伝子型別が必要である。  

リアソータント株の出現とワクチン導入との関連や、病原性や流行への影響については

明らかにされていない。そこで本研究では、富山県内でワクチン導入前後に採取された RVA

株について、複数のウイルスの全塩基配列を同時に解読可能な次世代シークエンサーを用

いて全分節を対象とした遺伝子解析を行うことにより、リアソータント株の出現とワクチ

ンの導入や流行との関連についての情報を得ることを目的とする。  

【方法】 

1）胃腸炎患者検体からの RVA VP7 遺伝子検出 

2010 年 1 月から 2020 年 12 月の期間に、発生動向調査事業の病原体定点医療機関および

その他の県内医療機関で採取された小児胃腸炎症例の便または吐物 326 検体（県西部の医

療機関 278 検体、県東部の医療機関 48 検体）について、イムノクロマト法により RVA の検

出を行った。陽性と判定された検体の乳剤上清から QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）

を用いて RNA を抽出し、国立感染症研究所の病原体検出マニュアル 3)に準じて 1st RT-PCR



およびマルチプレックス 2nd PCR により遺伝子型 G1、G2、G3、G4、G8、G9 の VP7 遺伝子

を検出した。得られた PCR 産物からダイレクトシークエンスにより塩基配列を決定し、WEB

検索ツールである BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）または Rotavirus 

A Genotype Determination (https://www.viprbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method= 

ShowCleanInputPage&decorator=reo)を用いて G 遺伝子型を判定した。 

2）次世代シークエンサーを用いた RVA の全塩基配列の解読と遺伝子解析  

RVA の VP7 遺伝子が検出された便 18 検体の乳剤上清から QIAamp Viral RNA Mini Kit

（QIAGEN）を用い、マニュアルに従って RNA を抽出した。ただし、キャリア RNA 無添加の

Buffer AVL を用い、DDW にて核酸を溶出した。溶出した RNA より、次世代シークエンサー

網羅的病原体検査法手順書 4)に従い RNA-Seq ライブラリを調製した。次世代シークエンサ

ーは iSeq 100 システムを使用し、 iSeq 100 i1 Reagents v1 (illumina)を用いてペアエン

ド、150 サイクルの条件で、 2 回に分けて塩基配列を解読した。  

解読したデータより、国立感染症研究所が提供する解析ツール VirusTAP5)を用いて RVA

の各分節の塩基配列を決定した。分節の部分配列のみが得られた検体については、部分配

列の BLAST検索上位株をリファレンス配列として、CLC Genomics Workbench 6.0.1 (CLC bio)

を用いて次世代シークエンサー解読データをマッピングして塩基配列を決定した。これら

の塩基配列について、 BLAST または Rotavirus A Genotype Determination を用いて遺伝子

型を判定し、各検体の遺伝子型構成を確認した。また、各分節の塩基配列について、MEGA6

を用いて近隣結合法による系統樹解析を行った。 

【実施内容・結果】  

1）RVA VP7 遺伝子型の流行の推移（図 1） 

胃腸炎患者検体 326 検体のうち、50 検体（県西部 37 検体、県東部 13 検体）から RVA の

VP7 遺伝子が検出された。RVA 陽性検体の採取月は 1 月～7 月であった。RVA 検出率は、2010

年～2013 年は 12.5％～22.7％で推移したのに対し、2014 年、2015 年、2016 年、2018 年、

2020 年の検出率は 12%を下回っていた。しかし、2017 年には 22.6％、2019 年には 27.5％

と増加した。検出株の G 遺伝子型別を行ったところ、G1 が 12 例と最も多く、 G8 が 11 例、

G2、G9 がそれぞれ 9 例、G8 が 8 例、G4 が 1 例であり、主流遺伝子型はほぼ毎年入れ替わ

っていた。G1 は 2010～2012 年、2014、2015、2017 年と最も多くの年にまたがって検出さ

れ、2011 年、2012 年、2014 年には最も多く検出された。G3 は 2010～2011 年には主流遺伝

子型の 1 つであったものの、2013 年を最後に

検出されなくなった。ワクチン導入以前の

2010 年、2011 年に検出されなかった G2 は、

2013 年には主流遺伝型となり、その後 2015、

2017、2020 年にも検出された。RVA 陽性率が

上昇した 2017 年および 2018 年には、それぞ

れ 2012～2016 年まで大きな流行の無かった
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図1．胃腸炎患者検体における年別RVA陽性率

およびVP7遺伝子型（2010～2020年）
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G9 型、2017 年まで県内で検出報告の無かった G8 が主流遺伝子型となっていた。患者のワ

クチン接種歴が判明している症例は 3 例（Rotarix2 例、種類不明 1 例）あり、いずれも検

出ウイルスは G2 型であった。  

2）RVA の全分節における遺伝子解析  

RVA 陽性便 18 検体（遺伝子型 G1：6 例、G2：3 例、G3:3 例、G8:1 例、G9：5 例）につい

て次世代シークエンサーを用いて遺伝子解読を行った結果、すべての検体において全 11

分節の遺伝子型が決定された（表１）。 

VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5

2010- 1 無 G1 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2010- 2 無 G3 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2011- 1 無 G9 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2011- 2 無 G9 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2011- 3 無 G1 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2011- 4 無 G3 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2011- 5 無 G1 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2012- 1 不明 G1 P[8] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

2013- 1 不明 G3 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2013- 2 不明 G2 P[4] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

2015- 1 Rotarix G2 P[4] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

2015- 2 不明 G1 P[8] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

2017- 1 不明 G9 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2017- 2 不明 G9 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2017- 3 不明 G1 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E1 H1

2018- 1 不明 G8 P[8] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

2019- 1 無 G9 P[8] I1 R1 C1 M1 A1 N1 T1 E2 H1

2020- 1 Rotarix G2 P[4] I2 R2 C2 M2 A2 N2 T2 E2 H2

網掛はDS-1遺伝子群の遺伝子型を示す。

表1．次世代シークエンサーにより解読したRVAの全分節における遺伝子型

ワクチン
接種歴

採取年- 検体番号
遺伝子型

 

2010 年、2011 年および 2017 年に採取した G1 型 4 株、2010～2013 年に採取した G3 型 3

株、2011 年および 2017 年に採取した G9 型の 5 株は、いずれも従来の G1、G3、G9 株と同

一の Wa 遺伝子群を有していた。これに対し、G1 型のうち 2012 年および 2015 年に採取さ

れた 2 株は、VP7、VP4 遺伝子を除く 9 分節の遺伝子型が DS-1 遺伝子型構成を有する DS-1 

like G1P[8]リアソータント株であった。この遺伝子型は、国内で 2012 年以降に流行が確

認されている遺伝子型であった 1)。また、G9 型のうち、2019 年に採取された 1 株は、NSP4

遺伝子のみ DS-1 遺伝子群である E2 型を有するリアソータント株（G9P[8]-E2 株）であっ

た。このリアソータント株は 2018 年に東京都で初めて検出が報告されており 6)、本研究で

解読した 1株の NSP4遺伝子の部分配列（732 bp）は、2018年に東京都で検出された G9P[8]-E2

株（Genbank accession No. LC477642）の塩基配列と一致した。  

G2 型の 3 株における遺伝子型構成は、いずれも従来の株と同様の DS-1 遺伝子群であっ

た。ワクチン（ Rotarix）接種歴のある患者においてもリアソータント株は確認されなかっ

た。G8 型の 1 株の遺伝子型構成は、過去にアフリカ大陸で散発的に確認された G8 株や、

2014 年以降に国内で確認された G8 株 6,7)と同一の DS-1 like 遺伝子型構成を有していた。  

解読した各分節の塩基配列のうち、解読配列の短いものを除いて系統樹解析を行った（図

2）。2012 年および 2015 年に採取された DS-1 like G1P[8]株の DS-1 遺伝子群である 9 分節

のうち 6 分節（VP6、VP2、VP3、NSP1、NSP2、NSP3）は、2013～2020 年の G2 型とは明らか

に異なるクラスターに分類されたことから、県内で検出された DS-1 like G1 株と、2013



～2020 年に県内で検出された G2 株のこれらの分節はそれぞれ独自に進化したと考えられ

た。2017 年に採取された Wa like G1 株において、VP7 遺伝子および系統樹解析が不可能で

あった NSP1 遺伝子を除く 9 分節は、2010-2011 年の Wa like G1 株よりも 2017 年の G9 株

と互いに近縁であり、2017 年の G1 株と G9 株のこれらの分節は共通の由来を持つ可能性が

示唆された。2019 年に採取された G9P[8]-E2 株の NSP4 遺伝子は、2013～2020 年の G2 株と

共通のクラスターに分類され、解読配列における塩基配列が 99.8％～100％一致したこと

から、G9P[8]－E2 株のこの分節は G2 株に由来すると考えられた。 

●2012-1-G1

●2015-2-G1

○2011-3-G1

○2011-5-G1

●2017-3-G1
HG917354 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-AROLA490AB/1988/G1P1A8

○2010-1-G1
GU565057 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI79-9/1992/G1P75

JX406755 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

GU565090 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-BrB-9/1996/G4P75

○2011-4-G3

●2013-1-G3

○2010-2-G3
GU565079 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI78-8/1992/G3P75 

●2018-1-G8

○2011-1-G9

●2019-1-G9

○2011-2-G9

●2017-1-G9

●2017-2-G9
GU565068 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-SC2-9/1992/G2P75

HQ650124 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2013-2-G2

●2015-1-G2

●2020-1-G2

100

82

100

100
100

100

90

100

100

96

100

99

100

100

98

99

0.05

VP7

963 bp
G1

G3

G9

G2

G8

NSP1

1461 bp
○2011-4-G3

●2013-1-G3

●2017-1-G9

●2017-2-G9

○2010-2-G3

KC580607 RVA/Human-wt/USA/DC3828/1989/G1P8

JX406751 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

○2011-2-G9

○2011-5-G1

○2010-1-G1

●2019-1-G9

○2011-1-G9

○2011-3-G1

HQ650120 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2015-2-G1

●2018-1-G8

●2013-2-G2

●2015-1-G2

●2020-1-G2

100

100

100

100

96

100

100

99
100

93

100

0.05

A1

A2

NSP2

1497 bp

●2017-2-G9

●2017-1-G9

●2017-3-G1

●2019-1-G9

○2011-3-G1

○2010-2-G3

●2013-1-G3

○2011-4-G3

○2011-1-G9

○2011-2-G9

○2011-5-G1
JX406754 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

○2010-1-G1
HQ392411 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P8

●2018-1-G8
HQ650123 A RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2015-2-G1

●2012-1-G1

●2020-1-G2

●2015-1-G2

●2013-2-G280
97

71

100

100

90

85

94

100

0.02

N1

N2

NSP3

978 bp
○2011-1-G9

●2013-1-G3

○2011-4-G3

○2010-2-G3

●2017-3-G1

●2017-1-G9

●2017-2-G9

○2011-5-G1

○2010-1-G1

HQ392420 RVA/Human-wt/BEL/BE00048/2009/G1P8

JX406753 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

○2011-3-G1

●2019-1-G9

○2011-2-G9

HQ650122 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2015-2-G1

●2018-1-G8

●2020-1-G2

●2013-2-G2

●2015-1-G2

100

90

80

100

100

88

100

100
98

95

71

94

0.02

T1

T2

VP4

1331 bp

●2017-1-G9

●2017-2-G9

●2017-3-G1
LC477402 Human-wt/JPN/Tokyo18-38/2018/G9P8-E2

●2019-1-G9

●2018-1-G8

●2012-1-G1

●2015-2-G1

○2010-2-G3

○2011-5-G1

○2011-3-G1

○2011-1-G9

○2011-4-G3

●2013-1-G3

○2010-1-G1
GU565044 RVA/Vaccine/USA/RotaTeq-WI79-4/1992/G6P1A8

○2011-2-G9
JN849113 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-A41CB052A/1988/G1P1A8

JX406750 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

HQ650119 DSRVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2020-1-G2

●2013-2-G2

●2015-1-G271
100

100

100

99 87
100

100
98

100

99

92

99

99

99

91

95

94

0.02

P[8]

P[4]

VP6

791 bp
●2017-1-G9

●2017-2-G9

○2011-2-G9

●2013-1-G3

○2011-4-G3

●2017-3-G1

○2011-1-G9

○2011-3-G1

○2011-5-G1

○2010-2-G3

●2019-1-G9

○2010-1-G1

HG917356 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-AROLA490AB/1988/G1P1A8

JX406752 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

HQ650121 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2012-1-G1

●2015-2-G1

●2018-1-G8

●2015-1-G2

●2013-2-G2

●2020-1-G2

100

99

80

100

100

100

100
98

98

98

86

82

83

0.02

I1

I2

VP1

1892 bp

○2011-4-G3

●2013-1-G3

○2010-2-G3

○2011-3-G1

○2011-5-G1

●2019-1-G9

○2011-1-G9

●2017-2-G9

●2017-3-G1

○2011-2-G9

○2010-1-G1
JX406747 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

JX943609 RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8

●2018-1-G8
HQ650116 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2013-2-G2

●2015-2-G1

●2015-1-G2

●2020-1-G2

100

97

90

100

100
98

99100

73

100

72

87

0.02

R1

R2

VP2

2630 bp
○2011-1-G9

●2013-1-G3

○2011-4-G3

○2010-2-G3

○2011-3-G1

○2011-2-G9

●2019-1-G9

●2017-2-G9

●2017-3-G1

○2011-5-G1

○2010-1-G1

JX406748 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

JX943610 RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8

HQ650117 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2015-2-G1

●2018-1-G8

●2020-1-G2

●2013-2-G2

●2015-1-G2

100

72

100

100

100

100

100 100

100
86

96

99

93

0.02

C1

C2

VP3

2505 bp
○2011-4-G3

●2013-1-G3

●2017-2-G9

●2017-3-G1

●2019-1-G9

○2011-2-G9

○2011-3-G1

○2010-2-G3

○2011-1-G9

○2010-1-G1

○2011-5-G1

JX406749 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

JX943611 RVA/Human-TC/USA/Rotarix/2009/G1P8

●2015-2-G1

●2018-1-G8

HQ650118 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4

●2020-1-G2

●2013-2-G2

●2015-1-G2

100

70

100

100

100

100
99

100
93

96

100

96

0.02

M1

M2

NSP4

458 bp

●2017-1-G9

●2017-2-G9
●2017-3-G1
○2011-2-G9

○2011-5-G1
○2011-3-G1

○2010-2-G3
○2011-1-G9

○2011-4-G3
○2010-1-G1
HG917357 RVA/Vaccine/USA/Rotarix-AROLA490AB/1988/G1P1A8

JX406756 Human-tc/USA/Wa/1974/G1P8

HQ650125 RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P4
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図2．近隣結合法による各分節の部分配列の系統樹
分岐上の数値は、ブートストラップ値（1000回試行）の70%以上の値を示す。太字は本研究検出株を示す。うち○
はワクチン導入前（2010～2011年）の株を、●はワクチン導入後（2012年以降）の株を示す。検体名は「採取年-
検体番号-VP7遺伝子型」で示す。解読配列の短い検体は系統樹から除いた。

 

【考察と今後の課題】 

RVA の全分節における遺伝子解析により、ワクチン導入後に県内でリアソータント株が

確認された。 2012 年および 2015 年には、国内で 2012 年以降に流行した DS-1 like G1P[8]

リアソータント株が県内でも確認されており、2012 年および 2014 年には G1 型が主流行型

となったことから、リアソータント株の出現が G1 の流行に関与した可能性が示唆された。

東京都で 2018 年に確認された G9P[8]-E2 株は、2019 年には富山県にも侵入していたと考

えられた。しかし、県内でこの株が検出された 2019 年には G9 型の大きな流行はみられず、

2017 年に県内で流行した G9 型の遺伝子型は従来株と同一であったことから、 G9 型リアソ



ータント株の出現と流行との関連は認められなかった。 

ワクチン接種済の患者からはリアソータント株は検出されず、ワクチン接種とリアソー

タント株への感染との関連は確認されなかった。  

解読配列の系統樹解析により、異なる G 遺伝子型を持つウイルスの間で近縁な塩基配列

を持つ分節が確認されたことから、 RVA は遺伝子再集合を繰り返しながら流行を続けてい

ると考えられた。 

ワクチン導入後のリアソータント株の出現や、過去にはマイナーであった遺伝子型の流

行が、ワクチン導入の影響であるか一時的な流行であるかは、現時点では判定が困難であ

った。今後はワクチンが定期接種となり、接種率が上昇することでワクチン導入の流行へ

の影響がさらに明らかになると考えられるため、今後も長期的に RVA の流行遺伝子型の動

向を注視する必要があると考えられた。  
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