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和文要約：
豚サーコウイルス２型（PCV２）は、ゲノム中のORF
２遺伝子配列に基づく遺伝子型分類が病原性やワクチ
ン効果に影響を及ぼすことが知られており、国内には
PCV２a、PCV２b、PCV２dなどの主要な既存遺伝子型が
報告されている。本研究では、PCR法を用いてPCV２
の遺伝子型を迅速かつ簡便に識別できる手法を開発し
た。この方法は、増幅産物の分子量差に基づいて視認
可能で、国内外のPCV２ 流行状況のモニタリングに有
用であると考えられる。また、既存の遺伝子型の流行
動態を把握することで、これまでに報告されていない
遺伝子型の出現や侵入を疑う事例において、重要な補
助的手段として期待される。

キーワード：豚サーコウイルス２型、マルチプレック
スPCR、検出方法

１．緒言
豚サーコウイルス２型（Porcine circovirus type ２：

PCV２）は、サーコウイルス科サーコウイルス属に属
する非エンベロープの小型ウイルスで、直径約１７ nm
のカプシドに包まれた約１．８ kbの一本鎖環状DNAを
ゲノムとして有する。PCV２のゲノムには、２つの主
要なオープンリーディングフレーム（ORF）が存在し、
ORF１はDNA複製に関与するレプリカーゼタンパク
質を、ORF２はカプシドタンパク質をコードすること
が知られている 7)。PCV２は世界中に広く分布してお
り、日本においても１９９８年に発生した離乳後多臓器発
育不良症候群（PMWS）との関連が確認され、その後、
PCV２による多様な臨床症状を総称して豚サーコウイ
ルス関連疾病（PCVAD）と呼ばれるようになった 8)。
PCVADには、PMWSのみならず、豚皮膚炎腎症症候

群（PDNS）、呼吸器疾患、腸炎、繁殖障害などが含ま
れ、その病態は多岐にわたる 5)。
ORF２がコードするカプシドタンパク質は、ウイル

スの免疫原性や宿主細胞への感染において重要な役割
を担っているため、この遺伝子領域に基づく遺伝子型
の分類は、病原性やワクチン効果に影響を及ぼす可能
性があると考えられている 10)。PCV２は ORF２遺伝子
の塩基配列に基づく分子系統解析により、これまでに
９つの遺伝子型（PCV２a、PCV２b、PCV２c、PCV２d、
PCV２e、PCV２f、PCV２g、PCV２h、及びPCV２i）が報
告されている 1,2)。遺伝子型の遷移は年代と地域によっ
て異なり、２０００年代初頭まではPCV２aが主流であっ
たが、北米やカナダにおいては２００４年以降にPCV２bに
置き換わった 11)。さらに、米国で２０１２年にPCV２dが
報告されて以降、欧州やアジア諸国においても同一の
遺伝子型への転換が報告されている 4)。日本では各国
の動きと同様にPCV２aが流行株として定着していた
が、２００６年以降PCV２bの流行が確認されており、近
年では PCV２dの存在が報告されている 2,8)。さらに
PCV２dは、PCV２d-１および PCV２d-２の２つのサブグ
ループに分かれるという報告もあり、米国においては
２０１４年以降にPCV２d-２が主要な遺伝子型となり、南米
やヨーロッパ、アジアでも同様の事例が報告されてい
る 9,13)。
上述のように、PCV２の型別にはORF２の塩基配列

解析を基にした分子系統解析が主に用いられてきたが、
この方法にはバイオインフォマティクス技術を必要と
し、分析に用いるデータセット選択や系統樹アルゴリ
ズム選択等の課題が残されている。一方で、リアルタ
イムPCRを用いたマルチプレックスqPCR法が開発
されており、PCV２の遺伝子型を迅速かつ効率的に識
別することが可能となったが、この方法もコストや設
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備、技術が求められることから、さらなる簡便化が望
まれている 12)。
本研究の目的は、塩基配列解析を行うことなく、従

来型PCR法を用いてPCV２の遺伝子型を簡便かつ迅速
に分類する手法を開発することである。本報告では、
PCV２の主要な遺伝子型に特異的なプライマーを設計
し、従来のリアルタイムPCR法よりも簡便で、増幅産
物の分子量差に基づいて視認可能な従来型PCR法を
確立した。

２．材料及び方法
DNA抽出、塩基配列解析、分子系統解析：PCV２ゲ

ノムの検出は国内の農場において、PCVAD症状を呈
した豚から採材された血清あるいは臓器乳剤を直接用
い、林・佐藤の方法に準じて分子系統解析を実施した 3)。
なお、本報告では近接結合法を用いて分子系統樹を作
成した（図１）。

プライマー設計：遺伝子型特異的プライマーは、国
際塩基配列データベース（GenBank）に登録されてい
るORF２遺伝子（PCV２a；HM０３８０３４、HQ２０２９４９、KX
 ８２８２１５、PCV２b；EU４５０６３８、KP７６８４７８、KY８０６００３、
PCV２d；KC５１５０１４、MF３１４２８５、KX９６０９２９）をMEGA 
version １１．０ソフトウェアを用いてマルチプルアライ
メント後、遺伝子型配列の特徴に基づいて設計した
（表１）。設計したプライマーの特異性に関しては
PCRシミュレーションソフトウェアAmplify version 

４．０を用いて確認した。なお、その他のPCV２遺伝子型
（PCV２ c、PCV２ e、PCV２ f、PCV２ g、PCV２ h、及びPCV
２ i）配列には特異的なプライマー結合しないことを確
認した。

マルチプレックスPCR：PCRはMultiplex PCR As-
say Kit Ver. ２（タカラバイオ（株）、滋賀県）を用いた。
PCR反応液は、２×Multiplex PCR Buffer：２５  mL、
Multiplex PCR Enzyme Mix：０．２５  mL、プライマー：
各０．２  mM、鋳型DNA：５ mLを混合し、蒸留水で総
量５０  mLに調整した。PCR条件は、９４℃ ３０秒の初期変
性後、９４ ℃ ３０秒、６０ ℃ １０秒、７２ ℃ ３０秒の３ステッ
プを３０回繰り返した後に、最終伸長反応を７２ ℃ ５分と
した。PCR産物の確認は、２％アガロースを用いて電
気泳動後、エチジウムブロマイドにより染色して実施
した。なお、マルチプレックスPCR確立に供した各遺
伝子型の陽性参照株は分子系統解析で遺伝子型が明ら
かとなっている野外豚血清由来の PCV２a：３３６株、
PCV２b：１１４８-２株、及びPCV２d：２６３２-１株を用いた。

分子系統解析とマルチプレックスPCRの比較：分
子系統解析によって各遺伝子型に分類されたPCV２よ
り抽出したDNAをマルチプレックスPCRに供した。
特異性確認試験：特異性確認のために当所にて分離・
保管された４種類のDNAウイルス（豚サーコウイル
ス１型（PCV１）、豚サーコウイルス３型（PCV３）、豚
ヘルペスウイルス（SuHV-１）、豚パルボウイルス
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（PPV））と６種類のRNAウイルス（豚繁殖・呼吸障
害症候群ウイルス（PRRSV）、日本脳炎ウイルス（JEV）、
豚流行性下痢ウイルス（PEDV）、豚伝染性胃腸炎ウイ
ルス（TGEV）、豚A型ロタウイルス（PoRV-A）、ゲ
タウイルス（GETV））より抽出したDNAおよびRNA
をマルチプレックスPCRに供した。

検出感度確認試験：PCV２a：３３６株、PCV２b：１１４８-
２株、及びPCV２d：２６３２-１株をマルチプレックスPCR
に供した後、得られたPCR産物を用いて検出感度確認
試験を実施した。各々１０5コピー / ５ mLに調整した
DNAサンプルを１０倍階段希釈（１０4～１０－ 1コピー / ５

  mLまで）し、マルチプレックスPCRの鋳型として使
用した。

３．成績及び考察
各遺伝子型の陽性参照株を用いたマルチプレックス
PCRの結果を図２に示す。単一の検体を用いて増幅
サイズを確認したところ、推定増幅分子量であるPCV
２a：２７９ bp（レーン１）、PCV２b：５８７ bp（レーン２）、及
びPCV２d：１９８ bp（レーン３）付近に明瞭な増幅バン
ドが確認された。また、これらの検体を混合した場合
においても同位置に増幅バンドが確認でき（レーン４）、
それぞれアガロースゲル電気泳動において十分に識別
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が可能であった。
次に、本PCRの型特異性を検証するために分子系統

解析によって型別されている野外検体（１２検体）を用
いてマルチプレックスPCRを実施した。その結果、
図３に示すように PCV２aと分類された GM２１２５-２、
１４１７、１５９５株は２７９ bpの位置に、PCV２bと分類され
たEH２０９９、MZ１９５０、MZ２１３２、１４７９株は５８７ bpの位
置に、及びPCV２dと分類されたKGS２０９２、MZ２１１５-２、
CB１８９０、GM２１２４、MZ１９６９株は１９８ bpの位置に増幅
バンドが確認された。また、特異性確認試験に供した
全てのウイルスに対して、特異的増幅は認められな
かった。さらに図には示さないが本PCRの検出感度
はPCV２aに対しては１０コピー / ５  mL、 PCV２b 、PCV２d
に対しては１コピー / ５ mLであった。
以上より、本研究で確立したマルチプレックス

PCR法は既存の分子系統解析と一致した型別が可能
であると考えられた。
本マルチプレックスPCRの操作時間はT１００サーマ

ルサイクラー（Bio-Rad Laboratories, Inc., CA）を用い
た場合、プログラム開始から終了までに要する時間が
６５分程度であり、電気泳動を含めても１時間３０分以内
に検出が可能であった。また、１検体当たりの費用に
ついても３４０円程度と比較的安価であり、リアルタイム
PCRなどと比較して高価な機器を導入する必要もな
い。また、多検体処理の際にはあらかじめ試薬ミック
ス等を作製・分注しておくことにより迅速、簡便、か
つ安価にPCV２遺伝子型のスクリーニングに供する事
が出来ると考える。
国内にはPCV２遺伝子型が４種類（PCV２a、PCV２b、
PCV２d、及びPCV２e）存在し、諸外国の状況からも今
後新規の遺伝子型が侵入する可能性は高いと予測され
る 3,6)。本研究で確立したマルチプレックスPCR法は、
PCV２の主要な遺伝子型（PCV２a、PCV２b、PCV２d）
を迅速かつ効率的に識別するため、農場でのPCV２遺
伝子型の動向を追跡するのに有用と考えられる。特に、
既存遺伝子型の流行変遷を早期に把握するための効果
的な手段として期待される。一方、本法ではPCV２a、
PCV２b、PCV２d以外の遺伝子型を直接検出すること
はできないため、PCV２の存在を網羅的にスクリーニ
ングした後に本法を用いることで、既存遺伝子型の流
行状況を把握すると同時に、増幅できない検体につい
ては新たな遺伝子型の侵入を疑うケースとして検討す
る必要がある。PCV２は国際的な流行動向の影響を受
けやすく、新たな遺伝子型が国内へ侵入するリスクが

高いため、遺伝子型の分布及び流行状況の長期的な観
察は、PCV２関連疾病の制御及び防疫対策において重
要である。
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