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１．はじめに
ヒト・動物を問わず、ウイルス感染症の流行動態の

把握は切実な問題である。観測するべき集団の規模が
大きくなるほど、コスト・労力面から全数検査は困難
になるが、集団から一部個体を抜き取って検査する抽
出検査の場合、確率的な見逃しは避けられない。また、
抗体検査など一部の検査手法では、感染の履歴は把握
できるものの現在の流行を必ずしも反映していない結
果が出る場合もある。そこで本研究では、ウイルス感
染症の流行動態を把握する手段として、感染個体から
排出されたウイルスを空間から採取・測定する手法 2)

に注目した。エリアごとのウイルスの有無を的確に把
握できれば、適切な清浄化処置と組み合わせることで
予防・拡大防止策といった防疫技術にも繋がる。サイ
クロン式エアーサンプラーによるバイオエアロゾルの
液相捕集法を用いて、豚舎内に漂うウイルス含有エア
ロゾルを捕集・検出し、群れごとの流行動態評価への
可能性を模索した。

２．ウイルス含有エアロゾルの液相捕集とその評
価法
ウイルスを含有するバイオエアロゾルの液相捕集に

は、市販のサイクロン式エアーサンプラー「コリオリ
ス m」（Bertin Technologies、France）を用いた。当
該エアーサンプラーは、人・動物を問わず感染ウイル
スの気中検出に用いられた実績があり 1,8)、１００-３００ 
L/minで空気を吸引し、０．５-１０ mmサイズのエアロゾ
ル等粒子を捕集液中に捕集可能である。我々は、本研

究の事前検討として、HEPAフィルターFFU（Fan Fil-
ter Unit）やUV（UltraViolet）照明を完備した約１０m3

のグローブ付き陰圧ブース内で、超音波式ネブライザ
NE-U７８０（オムロン、京都府）を用いてPBS希釈した
豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルス（PRRSV）のワクチ
ン株を散布し、当該エアーサンプラーで回収する実験
を行い、当該エアーサンプラーによるウイルスの回収
とポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）による検出、アフ
リカミドリザル腎由来株化細胞（MA１０４）を用いた捕
集液中の感染増殖性を有するウイルスの存在確認が可
能であることを確認している。
また、家畜の群れごとのウイルス感染状況を把握す
ることを目的とする場合の、PCRによる捕集液中のウ
イルス核酸検出に基づく気中ウイルスの評価指標につ
いても事前の検討を行った。Otakeら（２０１０）の文献 7)

のように、家畜から十分に距離を取った位置（数km
程度）でのサンプリングであれば、ウイルス含有エア
ロゾルは距離とともに拡散し、風向きの影響はあるも
のの１０分前後のサンプリング時間内において捕集され
るウイルス量が大きく変動することは起こりにくくな
ると考えられる。しかし、家畜の群れごと、例えば同
一農場内での畜舎の棟ごとでの感染状況把握を目的と
する場合、サンプリング場所は畜舎内、すなわち家畜
の直近で行う必要が生じる。このような場合、サンプ
リング時間内における咳などの家畜の行動に依存して、
同一地点で逐次サンプリングした捕集液からのウイル
ス検出量が数桁範囲で変動し、捕集液からのウイルス
検出量を指標とすることが困難であることを、我々は
本研究に先行して実施した牛舎での検討において確認
した 12)。
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そこで我々は、家畜の直近で捕集を行う場合の気中
ウイルス検出における検出量に代替する指標として、
同時或いは逐次サンプリングした複数サンプルにおけ
る陽性の割合、検出率を用いることを検討している。
牛舎における検討では、この検出率を指標とすること
で、流行状況やサンプリング位置の関係を反映した評
価値になることを確認できたため 12)、本研究において
もこの検出率を指標として採用することが有効か検討
するべく解析に用いた。

３．豚舎内エアロゾルサンプリングによる動態把
握実証実験
本研究では、新たにPRRSV感染が確認された農場
において、棟がそれぞれ異なる日齢別の５つの豚群に
対して、５カ月にわたり月１回の追跡サンプリングを
実施し、豚群ごとのPRRSV及び豚サーコウイルス２

型（PCV２）の流行の動態把握を検討した。当該農場
は、繁殖母豚約６００頭を飼養する一貫経営農場であり、
一部の肥育豚は別農場で飼養されていた。PRRS清浄
農場であったが、２０２３年春にPRRSVの侵入が確認さ
れた。当該農場ではPCV２が原因とみられる問題は生
じていなかったため、定期的なPCV２検査は実施され
ていなかった。２０２３年春のPRRSV侵入により、繁殖
豚の死産・流産、また子豚・肥育豚の一過性の呼吸器
症状が見られたが、その他の症状は特に認められてい
なかった。当該農場におけるワクチン使用状況は、
PRRSVワクチンについては２０２３年春のPRRSV侵入
を受けて不活化ワクチンの接種を開始しており、PCV
２ワクチンについては、子豚に不活化ワクチンを３-
５日齢及び約３週齢の２回接種している。各豚群のサ
ンプリング時期と日齢（概算）・採血頭数・豚舎の関係
を表１に、各豚舎の模式図とサンプリング位置を図１
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に示す。豚群Dについては、中途で約半数が別の農場
へ移動したため、豚群D-１、D-２と区別する形を取っ
ている。
各豚群は、常にそれぞれ別棟に飼養されており、豚

群間での個体の移動は無かった。各豚群の中には、生
育に伴って別棟へ移動した豚群（A、C、Dが該当）
もあり、最大２回、異なる棟へ移動している。豚群C及
びEは、実施期間中に出荷時期となったため一部期間
はデータなしとなっている。飼養形態は棟ごとに状況
が異なり、母豚のみ１区画に１頭が飼養される形であ
り、母豚以外は棟によって幅があるが１区画あたり
１０- 数１０頭が飼養され、１棟あたりの区画数は５-１６区画
であった。１棟につき、３区画を選出し、１区画あた
り４．２m3（３００ L/minで１４分）相当の空気からのサンプ
リングを１区画につき１回（計３サンプル / 棟）と、１
区画あたりランダムに抽出した１-４頭分の豚の採血を
実施した。ストールについては１頭ずつ仕切られてい
た関係で、空気からのサンプリングを実施した位置の
目の前の個体に加え、棟全体からランダムで選出して、

合計５-１１頭分の豚の採血を行った。エアロゾル捕集サ
ンプルのPCR測定においては、１サンプルから２回
に分けて核酸抽出を行い、それぞれの核酸抽出液ごと
にduplicateでのqPCR測定を行う形で、１サンプル
につき４ウェル分（２ウェル × ２核酸抽出液）の測定
を行った。検出率の算出においては、上記４ウェルの
内、２ウェル以上陽性で１点、１ウェル陽性で０．５点
（偽陽性の疑いを点数に反映）、陽性ウェル無しで０点
の点数化を行い、１棟３サンプルの合計点数を３で
割った数値を検出率として定義した。採血サンプルの
PCR測定においては、母豚では個体毎、肥育豚では豚
舎または区画毎に血清をプールしたものから核酸抽出
を行い、RT-PCRを行った。検出率の算出においては、
エアロゾル捕集サンプルに倣う形で、陽性を１点、陰
性を０点とし、合計点数をその棟の採血サンプル数で
割った数値を検出率として定義した。但し、プールし
た血液の測定については、１プールを１サンプルとし
て計算した。各豚群について、気中・血中のウイルス
核酸検出をPRRSVとPCV２についてPCR法を用いて
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行い、本手法並びに検出率による評価の妥当性を調査
するべく、検出率の推移を比較検討した。

４．気中・血中ウイルスの検出に用いた核酸検出
条件
気中・血中のウイルス核酸検出に用いたPRRSV及

びPCV２のプライマーの条件を以下に示す。
気中PRRSV9) ：TaqManプローブによるRT-qPCR。
ターゲットは北米型のORF６。
Forward primer TCCAGATGCCGTTTGTGCTT
Reverse primer GACGCCGGACGACAAATG
TaqManMGB probe CCCTGCCCACCACGT
血中PRRSV4) ：Conventional RT-PCR。ターゲット
は北米型・欧州型共通のORF６-ORF７-３’ UTR。
Forward primer GTACATTCTGGCCCCTGCCC
Reverse primer GCCCTAATTGAATAGGTGAC
気中PCV２11)：TaqManプローブによるqPCR。ター
ゲットはPCV２bのORF２。
Forward primer GAGCAGGGCCAGAATTCAAC
Reverse primer TCCCGCACCTTCGGATATACT
TaqManMGB probe TCTGTAGTATTCAAAGGG
血中 PCV２3)：Conventional PCR。ターゲットは
PCV２aのORF２。
Forward primer AGAAGGGTTGGGGGATTGTATG

Reverse primer GGAGACGGAAAAATGGCATCTT
気中ウイルス検出は産総研が、血中ウイルス検出は
家畜保健衛生所が担当した。気中ウイルス検出におい
ては、全自動核酸抽出装置magLEAD １２gC（プレシ
ジョン・システム・サイエンス、千葉県）による核酸
抽出に、ハイドロキシアパタイト粒子Bio-Gel HT Hy-
droxyapatite（Bio-Rad、USA）を用いた濃縮サンプル
を供している。気中PCV２検出については、５月から
検査対象として追加したため、３月・４月の検査は５
月以降と異なり、１～２カ月程度－８０℃保存していた
サンプルから核酸抽出して検出している。血中ウイル
ス検出においては、月毎に採血した頭数や同一豚群サ
ンプル内でプールを行ったかなどが現場状況に合わせ
て異なっており、検出率の計算の分母が月毎に変化し
ている点に注意を要する。

５．動態把握実証実験結果
図２に気中及び血中のPRRSV検出率の推移を、図
３に気中及び血中のPCV２ 検出率の推移を示す。血中
検出率は抽出検査の結果であることから、採血頭数が
限られる状況では確率的な見逃しの可能性が考えられ
るため、血中検出率０％のデータ点についても、必ず
しもウイルス血症個体が居なかったことを示すもので
はない。
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図２中に青矢印で示すように、PRRSVの気中検出
率は全体に低下傾向を示しており、この点はPRRSV
の血中検出率が低下傾向を示している点と対応してい
る。また、豚群D-１については、PRRSVの気中・血中
ウイルス検出率ともに４月から５月にかけて上昇傾向
を示しており、全体の低下傾向の一致と併せて流行の
消長の動態が相互によく整合している。このことから、
PRRSVの気中・血中ウイルス検出率については、上昇・
低下の傾向に対応関係が見られると言える。
図３中に緑矢印で示すように、PCV２の気中ウイル
ス検出率は豚群B以外のすべての群で検出率１００％と
なる時期が存在し、血中PCV２が陽性となった条件は
いずれもこの気中PCV２検出率１００％の期間中であり、
一定程度の対応関係が見られる。但し、PCV２は熱や
消毒剤に対して高い耐性を持ち、豚舎の環境条件にお
いて長期間安定している可能性が指摘されているウイ
ルスであり 5, 10)、最小必須培地懸濁時に３７℃ で１２時間の
インキュベートにより力価が半減する 6)との報告もあ
るPRRSVに比して、気中ウイルス検出においては環
境中に残留した核酸を検出している可能性がPRRSV
より高くなるため、このデータのみをもとに気中・血
中検出率の上昇・下降傾向の対応関係やPRRSVの変
動との関係性、感染個体から排出されているPCV２の
量などに関する考察を行うことは難しい。

６．５カ月の追跡調査で見えてきたもの
本研究では、新たにPRRSV感染が確認された農場

における５カ月の追跡調査をPRRSV及びPCV２につ
いて気中・血中ウイルス検出率を指標として実施し、
PRRSV・PCV２ともに気中・血中検出率に一定程度の
対応関係を確認した。特にPRRSVについては、気中・
血中検出率の増減の傾向に対応関係が見られ、環境耐
性が高いことで知られるPCV２と比較して、直近の動
態を捉えやすい可能性があり、気中検出率を指標とし
た流行動態の把握が期待できる。特に気中検出率の場
合は、採血頭数が少ない抽出検査による血液検査では
追えない変動を追うことが可能になる可能性も考えら
れる。但し、今回実施したエアーサンプリングでは、
同一豚群のサンプリング状況が、「３台で同時に３区
画の捕集」と「１台で逐次に３区画の捕集」とが混在
する、生育に合わせ別の豚舎に移動したため飼養の密
集度合や建屋の開放具合が前月までと異なる等、現場
状況に合わせて許された範囲内でのサンプリングを
行ったものであるため、採血同様条件が一定していな
い点には注意を要する。

７．防疫技術への発展に向けて
本研究では、ウイルス含有エアロゾルの捕集・検出
技術を流行動態の把握に適用する可能性について検討
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を行った。更なる検討が必要ではあるが、気中ウイル
ス検出による流行動態の把握が、採血による抽出検査
を補完しうる可能性が示唆された。今後は、捕集・検
出技術の更なる改良と実証を進めるとともに、清浄化
技術との融合により、防疫技術へと進化させることを
目指す。
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