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リアルタイム PCR 法によるかきのノロウイルス（NoV）検査について，カキ中腸腺からの NoV 抽出に用いる細胞破

砕法の最適化の検討と，細胞破砕法と酵素処理を組み合わせた方法の抽出効果を比較した。破砕条件については

4,500rpm・60 秒で破砕を行う方法（従来法）で抽出を行った場合の NoV 遺伝子の検出率は 20％であったのに対し，

3,500rpm･15 秒で抽出を行った場合は 60％と高い検出率を示した。また，従来法の細胞破砕後に proteinaseK（PK）

及びα-Amylase（AM）の 2 種の酵素処理をそれぞれ組み合わせてウイルス抽出を行った結果，中腸腺 1g あたりの遺

伝子数は AM 処理が最も高く，1,900～28,000 コピー，次いで PK 処理が 0～8,000 コピー，従来法の 200～3,000 コピ

ーの順となり，カキ中腸腺からのウイルス抽出は，ＡＭによる酵素処理を加えた細胞破砕法による抽出効果が最も高か

った。 
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1  はじめに 

厚生労働省の食中毒統計調査によると，ノロウイルス

（以下｢NoV｣）による食中毒事例の原因物質として，貝

類が約1割を占めている。なかでも生食の機会が多いカ

キはNoV食中毒の主要な原因食品の一つとされている。 

食品中からのNoV検出法は厚生労働省通知法1）（以下

｢通知法｣）で超遠心法やポリエチレングリコール法が採

用されているが，多検体処理が難しいことや食品中に含

まれるウイルス量が少ないことなどからも，精度の高い

ウイルス抽出法の確立が求められている。 

このことから，我々は通知法の超遠心法と同等以上の

効果が確認され，かつ短時間で多検体の処理が可能な細

胞破砕法（以下｢破砕法｣）によるカキ中腸腺からのウイ

ルス抽出法2)を確立し，現在カキのNoV検査法に採用し

ている（図1）。 

カキからのウイルスの検出の際には，カキ由来の有機

物により，核酸の検出が阻害され3,4)，特にカキ中腸腺か

らのウイルス粒子の放出とRNA抽出時における阻害作

用により，実際よりも過小評価されるとの報告がある5)。 
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また，破砕法は破砕機で使用するローターによりチュ

ーブ容量が制限され，中腸腺乳剤濃度が50％以上になる

ことが多く，遠心処理後の上清にウイルスが遊離されに

くくなる。 

これらのカキからウイルス抽出の際に生じる問題点を

解決するために破砕法の破砕条件の最適化と，近年国内

外で報告のある酵素を用いたカキからのウイルス抽出に

ついて，破砕法と組み合わせ検討した。 

 

2 材料および方法 

2.1 材 料 

平成 25 年 3 月及び平成 26 年 2 月に県内の同一海域で

採取した畜養カキの各個体より無菌的に中腸腺を切り出

し使用した。なお，同一実験区分で抽出の比較を行う際

には，NoV 汚染が均一のカキを用いるようにするために

同一日に同一海域で採取したカキを材料とした。 

 

2.2 方 法 

2.2.1 破砕条件の検討 

中腸腺はあらかじめ直径 3mm のステンレスビーズを

入れた 5mL 容量の破砕用チューブに入れ，滅菌蒸留水

（以下 DDW ニッポンジーン）2mL を加え，細胞破砕

機（Micro Smash SM-100  TOMY）で破砕した。中腸

腺 の 破 砕 条 件 は A( 従 来 法 ):4,500rpm ・ 60 秒 ，

B:4,500rpm･30 秒，C:4,500rpm･15 秒，D:3,500rpm･15
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秒の 4 条件とし，破砕後，9,200×g で 10 分間遠心した。

上清から，通知法に基づき RNA 抽出を行い，NoV 遺伝

子をリアルタイム PCR で測定，各破砕条件での NoV 遺

伝子検出率を比較することにより，最適破砕条件を検討

した。 

 今回の検討では，リアルタイム PCR 測定で増幅曲線

が 一 定 の 増 幅 産 物 が 得 ら れ る ま で の サ イ ク ル 数

（thresholds cycle：Ct 値）を超えた検体を NoV 遺伝子

陽性と判定した。 

 

2.2.2 破砕液の検討と酵素処理 

2.2.1 で検出率が高かった破砕条件で，PBS（pH7.0，

和光純薬），proteinaseK 液（以下｢PK｣），（30units/mL，

Roche）およびα-Amylase 液（以下｢AM｣），（6.3mg/mL， 

和光純薬）各 2mL を破砕用乳剤作製液とし，中腸腺を

破砕した後，恒温水槽で振とう加温し，方法 1 と同様に

RNA 抽出，NoV 遺伝子を測定し，それぞれの破砕液で

の検出率及び検出遺伝子数を比較した。 

なお酵素反応条件は，PK は 37℃60 分後 60℃15 分の

加温，AM は 37℃60 分とした。加えて，酵素処理時間

の短縮を目的として，AM 液を使用し，反応時間を 30

分および 15 分として，同様に NoV 遺伝子を測定，検出

遺伝子数を比較した。 

 

3  結 果 

3.1 破砕条件の検討 

DDW で抽出した場合，条件 D（3,500rpm･15 秒）の

検出率が 60％と最も高く，低速・短時間で破砕した群ほ

ど検出率が高い傾向を示した。(図 2) 

 
 

図 2 破砕条件の違いによる検出率(n=20) 

 

 

 
 

図 3 破砕条件と破砕液の違いによる検出率(n=20) 

図 1 細胞破砕法の検査フロー 
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3.2 破砕液に PK 液と PBS を用いた場合の比較 

DDW 抽 出 で 最 も 検 出 率 が 高 か っ た 条 件 D

（3,500rpm･15 秒）と次に高かった条件 C（4,500rpm･

15 秒）について，破砕液に PBS と PK 液を用いた場合

の NoV 遺伝子検出率を比較した。どちらの破砕液を用

いた場合においても，条件 C の検出率が高く，それぞれ

67％，75％であった。条件 D の検出率は 3,500rpm・15

秒の条件下での DDW 抽出とほぼ同程度であった。（図 3） 

 

3.3 破砕液に AM 液と PK 液を用いた場合の比較 

条件 C(4,500rpm･15 秒)で破砕後に PK 及び AM の酵

素処理を行い抽出した方法で検出された NoV 遺伝子数

（GⅡ群）を比較した結果，AM 液を使用した方法が最

も多い傾向を示した（図 4）。 

また，AM 液を使用した方法と他の方法で抽出した

NoV 遺伝子の定量値について Mann–Whitney の U 検定

を行ったところ，有意水準 1％（p<0.01）帰無仮説は棄

却され有意差が認められた。 

 

図 4 破砕液の違いによる NoV GⅡ群遺伝子数(n=24) 

 

さらに，AM 液を使用した方法と他の方法で酵素処理

時間の短縮について検討した結果，酵素処理時間の短縮

に伴い，検出される遺伝子数の顕著な減少が認められた。

（図 5） 

 

4 考 察 

破砕法で破砕液として DDW を使用した場合は，従来

法より低速・短時間の条件で処理した群の NoV 遺伝子

の検出率が高かった。これは，従来法では中腸腺組織が

より細かく破砕され組織が RNA 抽出カラムに詰まり，

抽出に影響した可能性が推測された。今回の結果より

DDW 抽出では，3,500rpm・15 秒での破砕が最適条件と

考えられた。 

酵素と破砕法を組み合わせた抽出方法の検討では，

AM 液を破砕液として 4,500rpm・15 秒で破砕後に，

37℃・60 分間の消化で抽出を行った群の定量値が他の群

よりも高い定量値を示し有意差が確認された。カキから

の NoV 抽出の際にはグリコーゲンなどの多糖類が阻害 

 

図 5 α-Amylase 処理での処理時間と検出された 

  NoVGⅡ群遺伝子数(n=24) 

 

物質として働くことが知られており6)，AMの作用でこれ

らが分解され，その結果，抽出阻害が抑制され，効果的

にウイルスが抽出できたと考えられた。 

一方，ISOで二枚貝からのウイルス抽出に採用してい

るPK処理に破砕法を組み合わせた抽出は，破砕液に

DDWとPBSを用いた場合よりも，NoV遺伝子の検出率は

高い傾向を示した。しかし，定量値を比較するとAM処

理での抽出よりも低い値となった。酵素処理では，DDW

を用いた時とは逆に，中腸腺組織をより細かく破砕する

ことにより酵素処理の効果が高まり，さらにPK処理の場

合には，抽出を阻害する蛋白質の分解やヌクレアーゼ活

性の失活などが影響している可能性が推定された。 

さらに，AM 処理での時間短縮については，処理時間

の短縮に伴い，検出される遺伝子数の減少が認められ，

カキ中腸腺からのウイルス抽出を行う場合には少なくと

も 60 分間の消化時間は必要であると考えられた。 

今回の検討により，カキ中腸腺からのウイルス抽出時

の最適な破砕条件の設定と酵素処理の有用性を確認する

ことができた。すなわち本研究では，AM 液を使用しカ

キ中腸腺を 4,500rpm1・15 秒で破砕後，37℃・60 分間

の加温による酵素処理を行うことが抽出条件として最適

であることが確認された。 

カキの NoV 汚染を正確に把握する上で，AM 法を用い

た細胞破砕法は非常に有効であり，今後カキの NoV 汚

染実態の把握や浄化効果の評価を行う上でも非常に有用

であると考えられる。 
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