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はじめに
豚流行性下痢（Porcine Epidemic Diarrhea; PED）

は、コロナウイルス科アルファコロナウイルス属の
PEDウイルス（PEDV）を病原体とする急性伝染病で
ある。PEDは１９７０年代前半に英国で伝染性胃腸炎
（Transmissible gastroenteritis; TGE）とは異なるコロ
ナウイルス様粒子が関与する豚の新しい下痢症として
報告されて、１９７８年にはベルギーで初めて PEDV
（CV７７７株）が分離された 10)。その後、ドイツ、フラン
スなどの欧州各地で散発発生を繰り返し、１９８０年代に
はアジアにも拡大した。１９９０年代には我が国で流行し、
約４万頭の子豚が死亡するに至った 17)。２０１３年に再び
大流行し、１９９０年代の発生件数をはるかに上回る深刻
な被害をもたらした 8, 12)。その後、PED防疫対策及び
飼養衛生管理基準の見直しと徹底化により発生件数が
著しく減少したが、５年経過した現在もまだ発生が継
続している。
当社は、鶏卵黄免疫グロブリン（Immunoglobulin 

Yolk; IgY）抗体を用いた受動免疫賦与により、幼若家
畜の腸管感染症に対する予防対策の研究と実用化に取
り組んでいる 3, 6, 5, 9, 23, 24, 25)。本稿では、抗PEDV IgY抗
体の受動免疫賦与による発症軽減効果を紹介し、PED
防疫対策を補佐するためのIgY抗体活用法を提案する。

１．鳥類の受動免疫と特異的IgY抗体の作用機序
豚は乳汁を子豚が摂取することにより免疫グロブリ

ンの受け渡し（受動免疫）を成立させる。一方、鳥類
の受動免疫は、親鳥が血清中の免疫グロブリンを卵黄

に蓄積してから産卵し、生まれてくる雛に卵黄を介し
て親鳥が持つ免疫グロブリンを受け渡す。この鳥類に
備わっている「卵黄への抗体輸送機能」という生物学
的な仕組みを利用して、家畜の腸管感染症の病原体に
対する特異的IgY抗体を作製することができる。
不活化したターゲット抗原をオイルアジュバンドと
混和して産卵系親鶏に接種することで、接種抗原に対
するIgY抗体を多く蓄積した卵をほぼ毎日回収するこ
とができる。また、一定期間の間隔にて追加接種する
ことで、高抗体価のIgY抗体を含有する卵の産卵を長
期間維持させることができる。この卵を洗卵、割卵、
低温殺菌、スプレードライ処理を経て、特異的IgY抗
体を含有する鶏卵粉末を大量に製造する技術が確立さ
れている。この特異的IgY抗体含有鶏卵粉末を飼料や
混合飼料（粉末サプリメント、ペースト材）に配合し
幼若家畜に摂取させることで、腸管腔内のターゲット
とする病原体に特異的IgY抗体が結合する。このこと
で病原体の腸管上皮細胞への付着阻害や増殖抑制によ
り、感染を予防または発症を軽減する。これが特異的
IgY抗体により受動免疫が賦与される作用機序である。

２．抗PEDV IgY抗体の症状軽減効果
当社では１９８０年代に我が国で発生したPED発症子
豚の下痢便材料から分離したPEDV G1a ８０年代株を
Vero細胞で大量培養した。そのPEDVを不活化して
産卵鶏に接種し抗PEDV G1a IgY抗体を含有する鶏卵
粉末を作製し、子豚を用いたPEDV攻撃試験によって
その症状軽減効果を検証している 4)。
PED、TGE、ロタウイルス、腸管毒素原性大腸菌の

病原体が陰性で抗PEDV抗体陰性の繁殖農場で、PED
ワクチン未接種母豚より生まれ、初乳を摂取させた１
日齢の新生豚を当研究施設に導入した。導入日より
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SPF Lac代用乳を１日３回給与・飼育した子豚を本試
験に用いた。各試験群は均一に４頭を割り振り、３日
齢時に下痢便材料から分離したPEDV G1a ８０年代株
のウイルス培養液（１x１０6 TCID50/ 頭）を全頭に経口投
与した（表１）。中和抗体価８０倍 /g、１６０倍 /g及び３２０
倍 /gの抗PEDV G1a IgY抗体含有鶏卵粉末１ gを１回
あたりの給与量とした。各１ gを代用乳に溶解し、ウ
イルス経口投与日より１日３回、７日間連続給与して
臨床症状を観察した。評価項目は、死亡率、下痢発症
日数、累積糞便スコア（正常便０、軟便１、泥状便２、
水様便３、１日朝夕の２回記録）及び観察期間の増体
重とした。増体重は、ウイルス経口投与日の投与前体
重に対して７日間給与終了の翌朝または、死亡時の体
重より算出した。
IgY抗体無給与対照の第Ⅰ群では、激しい水様性下

痢を呈して観察期間中に全頭が死亡したのに対して、
IgY抗体給与の第Ⅱ群では４頭中１頭の死亡、第Ⅲ群
及び第Ⅳ群は全頭生残した。下痢発症日数及び累積下
痢スコアでは、IgY抗体を給与した全ての群で有意な
効果が確認された。下痢症状を反映する増体重におい
ても、第Ⅰ群は－１８．５±２．６％であったのに対して、
第Ⅲ群は３．９±４．０％、第Ⅳ群は７．８±４．９％であり、有
意な増加が確認された（表１）。これらの結果はIgY抗
体が中和抗体価依存的にPEDV発症軽減効果をもた
らすことを示していた 4)。

３．近年流行株の北米型G２bに対するIgY抗体の
作製

１）PEDVの遺伝学的特徴
PEDVはプラス一本鎖のRNAウイルスであり、エン

ベロープの表面に放射状のスパイク（S）蛋白を有する。
S蛋白は、宿主細胞への侵入に重要であるとともに、
中和抗体の産生を誘導する。また、PEDVを含むコロ
ナウイルス全般において病原性に関わっていることが
知られている 7,14)。そのため、本ウイルスの遺伝的特徴
を知るために、S蛋白をコードする遺伝子（S遺伝子）
の系統樹解析が行われており、少なくともこれまでに

Group ⅠとGroup Ⅱの２つのグループが存在すること
が知られている 1)。さらに、１９８０年代及び１９９０年代の国
内分離株はGroup Ⅰ a（G１a）に、２０１３年以降の大流行
の主要株（北米型）はGroup Ⅱ b（G２b）に、北米型と
ほぼ同時期に世界中で流行し、北米型と比較してS遺
伝子に２箇所の欠損と１箇所の挿入を持つS INDELS
型はGroup Ⅰ b（G１b）に分類される 7, 15, 18, 19, 20)（図１）。

２）近年流行株北米型のウイルス分離
２０１４年に岐阜県下で発生したPED発症豚の空腸乳
剤材料よりウイルス分離を実施した。分離の手順は、
空腸乳剤をウイルス分離用イーグルMEMで懸濁し、
遠心上清をVero細胞（Ky-５株）に接種し、PEDV特
有の細胞変性効果（CPE）の出現を確認した後、さら
に連続４継代した培養液を用いてプラーク培養法によ
るクローニングを行った。
クローニングは、４継代培養液の遠心上清を１０－ 1～

１０－ 5階段希釈し、６ウェルプレートに培養したVero
細胞に接種して３７℃ CO2インキュベーター内で１時
間吸着させた。吸着後上清を除いて０．８％アガロース
添加MEMを２ mL/ ウェル加えて５日間培養した後、
さらに０．８％アガロースと０．０２％ニュートラルレッド
添加MEMを２ mL/ウェル重層して１日間培養した。
発現したプラークを採取して、９６ウェル、４８ウェル及
び２４ウェルプレートに培養したVero細胞を用いて連
続継代培養後、RT-PCR法にて分離したウイルスが
PEDVであることを確認した。このウイルス培養液
（１０3.5 TCID50/mL）をオリジナルシードとした。また、
オリジナルシードより６継代したウイルスについてS
遺伝子の系統樹解析を行った結果、G２b北米型株
（EW-PEDV/JPN/２０１４）と同定された（図１）。

３）分離ウイルス株の大量培養方法の確立
中和抗体価の高い抗PEDV IgY抗体を作製するた
めには、高濃度の不活化ウイルスを鶏に接種する必要
がある。そのため、分離ウイルス株を馴化させて高ウ
イルス力価が得られる大量培養方法を検討した。
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はじめに、分離ウイルス株を１７５ cm2サイズの細胞培
養フラスコに培養したVero細胞に接種して連続継代
にてウイルス力価を高めていった。その結果、オリジ
ナルシードより６継代目では１０5.5 TCID50/mL、２７継代
目では１０6.9 TCID50/mLのウイルス力価が確認された。
次に、２２継代目のウイルス液１０6.5 TCID50/mLを用いて、
ローラーボトルによる培養方法に切り替えた結果、オ
リジナルシードより３０継代以内で１０7.3 TCID50/mLの
ウイルス液を得ることに成功した。

４）ウイルス中和活性評価試験の抗PEDV IgY抗体作
製
PEDV G1a ８０年代株及びG2b北米型株のウイルス

培養液を限外ろ過膜濃縮して、両株を同じウイルス力
価に調整した後、終濃度０．２％のホルマリンにて不活化
した。不活化ウイルス抗原をオイルアジュバントと混

和して産卵鶏に２回接種して、その後３週目から５週
目の期間に産卵した卵より、IgY分画を粗精製し、凍
結乾燥粉末化して、抗 PEDV G1a IgY抗体及び抗
PEDV G2b IgY抗体を作製した。陰性対照IgY抗体は、
PEDVの非接種鶏が産卵した卵を用いて、同様に作製
した。それぞれのIgY抗体を同一条件とするために、
総 IgY濃度として１０mg/mL濃度溶液に調整して
０．４５mmフィルターろ過滅菌したものを試験に用いた。

４．ウイルス中和活性評価試験
各種 PEDV株を用いて、今回作製した２種類の

PEDV IgY抗体と陰性対照のIgY抗体のウイルス中和
抗体価を比較した。ウイルス中和抗体価の測定方法は、
各 IgY抗体１０mg/mL溶液を抗体希釈液（イーグル
MEM に０．２９５％ Tryptose phosphate broth及び１０ 
mg/mLトリプシン添加）にて２０倍希釈から２倍階段希
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釈し、２００ TCID50に調整したウイルス液と等量混和
して、３７℃ １時間インキュベーションした。９６ウェル
プレートに培養したVero細胞へ混合液を１００mL/ ウェ
ル接種して、３７℃ ２時間インキュベーションした。そ
の後、混合液を除きVero細胞をMEMで１回洗浄し
て抗体希釈液に交換後、３７℃ で３日間培養してCPE
を観察して判定した。
抗PEDV G1a IgY抗体がG1a株（CV７７７/BEL/１９７８）

に対して１６０倍、G2b株（OKN-１/JPN/２０１３）及びG1b
株（OKY-１/JPN/２０１４）に対して８０倍を示した（表２）。
一方、抗PEDV G2b IgY抗体は、G1a株に対して８０倍、
G2b株及びG1b株に対して１６０倍を示した（表２）。ま
た、２０１４年に各県で分離されたPEDV株（遺伝学的解
析は未実施）に対して、抗PEDV G1a IgY抗体が全株
に対して１６０倍を示し、抗 PEDV G2b IgY抗体は３２０
倍を示した（表３）。
特に、近年流行株に対して、今回作製した抗PEDV 

G2b IgY抗体が、従来の抗PEDV G1a IgY抗体より２
倍高い抗体価を持つことが示された。
韓国で２０１４年に分離同定された G2b北米型株

（QIAP１４０１-P１/２０１４/KOR） 2)を用いて、上記と同様に
ウイルス中和抗体価を評価した結果、抗 PEDV G1a 
IgY抗体は３２０倍、抗PEDV G2b IgY抗体は６４０倍を示
した。韓国分離株でも抗PEDV G2b IgY抗体が、従来
の抗PEDV G1a IgY抗体より２倍高い抗体価を持つこ
とが示された。陰性対照IgY抗体は、代表的な遺伝学
的分離グループ株、２０１４年各県分離株及び韓国分離株
の全株に対して２０倍以下を示した。

５．子豚におけるIgYの体内動態
１）消化管におけるIgYの経時的動態
抗体は水溶性の蛋白質であるため、経口摂取した場
合、一般的には胃酸や消化酵素によって分解され抗原
抗体結合活性が失われるとされているが、消化能力が
十分でない若齢豚では抗体活性を維持したまま小腸か
ら結腸まで到達して、受動免疫賦与が成立することを
以下の試験で確認している 22)。
６日齢豚６頭に、精製IgY １００mg/mL濃度溶液を１

頭あたり５ mL強制経口給与した。IgY給与日から剖
検時までは給餌なしとした。IgY給与後２、６及び２４
時間目に２頭ずつ剖検し、胃、十二指腸、空腸、回腸、
結腸内容物を採材し、内容物中に含まれる総IgY濃度
を定量した。
IgY給与後２時間目は、十二指腸でIgY濃度が最も
高く、内容物１ gあたりIgY ０．６６mgが含まれており、
空腸でも０．３８mg/gのIgYが到達していることが確認
された。６時間目では、胃、十二指腸にはほぼ残留せ
ず、回腸（０．７mg/g）を中心として結腸まで到達して
いた。さらに２４時間目では、結腸において０．５７mg/g
が確認されたが、回腸より上部では検出されなかった
（図２）。本稿では詳細は示さないが、採材した腸内容
物の特異的IgYの抗体価測定結果と総IgY濃度の間に
相関があることを確認している。さらに２１、２８日齢豚
で同様な試験を行った結果、回腸及び結腸内容物から
特異的IgYの低い抗体価と総IgYの検出を確認してい
る。これらの結果から、若齢豚では経口摂取したIgY
の一部は抗体活性を維持したまま小腸から結腸まで到
達すると考えられる 22)。
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２）新生豚におけるIgYの血中移行と経時的推移
新生豚は、初乳に含まれる抗体（主にIgG）を小腸

より摂り込み血中に移行させる。しかし、抗体は分子
サイズが大きい蛋白質であるため、新生豚が小腸から
抗体を血中に移行できるのは出生後２４時間のみである。
IgYは ７SタイプのIgGであり、鶏の血清中IgGが

卵黄に移行したものである。哺乳類のIgGはH鎖不変
領域が３個で分子サイズ１６０kDaに対して、鳥類はH鎖
不変領域が４個からなり１８０kDaと分子サイズが大き
いことが特徴である。
そこで、新生豚へのIgY給与後の血中への移行確認

及び移行IgY血清中濃度の経時的推移をモニターする
ため、以下の試験を実施している 22)。本試験は、同一
母豚より出生した新生豚を用いて一般生産農場で飼
育・管理し、供試子豚は母豚に付け初乳、常乳ともに
自由摂取させた。出生後１０時間目に新生豚４頭、３４時
間目に２頭に精製IgY １２．９mg/mL濃度溶液を１頭あ
たり５ mL経口給与した。IgY給与後２時間、２、４、６、
１４、２１日に採血して血清中の総IgY濃度を定量した。
出生後１０時間目にIgYを給与した子豚の血清中より

IgYが検出でき、経口給与したIgYは血中移行するこ
とが確認された。出生後３４時間目にIgYを給与した子

豚の血清中からは、僅かなIgYが検出された。これら
は血中への移行は主に２４時間以内である知見を再現す
る結果であった。一方、１０時間目に給与して血中移行
したIgYの経時的変化は、２日目の９８．１mg/mLをピー
クに日数の経過に伴い減少し、６日目では１６．５mg/mL、
１４日目で０．９mg/mLであった（表４）。
本試験より、血中移行したIgYは約１～２週間子豚

の体内を循環していることが確認された  22)。

まとめ
これまで当社では、PEDV G1a ８０年代株に対する

IgY抗体を製造し、混合飼料としてPED予防対策を補
佐するIgY抗体の活用法の確立に取り組んできた。し
かしながら、近年流行株のS遺伝子変異 14,18)に対応す
るために、今回新たにG2b北米型株のウイルス分離を
行い、分離より約３０継代以内で高力価のウイルス培養
液の大量製造法を確立した。このウイルスで作製した
抗PEDV G2b IgY抗体について、子豚への近年流行
株攻撃試験を通じた症状軽減効果の検討及びフィール
ドにおけるPED予防効果の検証は今後の課題である。
本研究のウイルス中和活性評価試験で、従来の抗
PEDV G1a IgY抗体と比較して、新たに作製した抗

2.
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PEDV G2b IgY抗体は、近年流行株に対して２倍高い
抗体価を示すことが確認された。この抗体価の２倍の
違いは、子豚を用いたPEDV攻撃試験結果（表１）で
示した通り、死亡率、下痢症状、増体重に反映される
と考えられる。
PEDVの感染により著しい被害を受ける哺乳豚は、

抗PEDV抗体による受動免疫賦与が必要であり、その
ために母豚への適切なワクチン接種は有効である。２
回ワクチン接種した母豚の初乳は抗体価が３２倍から
４０９６倍、分娩後の５～７日後の常乳の抗体価も平均２０
倍を維持すると報告されている 11)。しかしながら、母
豚による免疫応答の差や多産のために全子豚が十分な
初乳や常乳が摂取出来ないケースもある。それを補う
ためにIgY抗体を活用した受動免疫賦与は有効である
と思われる。
Wardら 21)は、新生豚において初乳から血中移行し
た抗体によりウイルス性下痢症の症状軽減効果を実験
的に証明した。ロタウイルスに対して免疫を保有する
母豚の初乳、ロタウイルスに対して免疫のない母豚の
初乳を出生後１２時間以内の新生豚に投与し、その後代
用乳で給与・飼育し、３日齢時にロタウイルスを経口
投与した結果、血中抗ロタウイルス抗体の抗体価に依
存して下痢及び増体重に有意な症状軽減効果を示した。
当社が作製した抗PEDV IgY抗体により同様な効果
が得られるかは検証しなければならないが、我々が示
した新生豚におけるIgY給与後の血中移行と長期循環
及びWardらの報告を合わせて考慮すると、新生豚へ
の高力価な抗PEDV IgY抗体給与により、本疾病の発
症軽減効果が得られることが期待された。
具体的には、抗PEDV G2b IgY抗体含有鶏卵粉末

（現在抗体価１２８０倍 /gが得られている）を高濃度に配
合した中鎖脂肪酸ベースのペースト材を出生後１２時間
以内の給与と、代用乳や慣らし人工乳（餌付け飼料）
に鶏卵粉末を添加して給与することがあげられる。農
場全体としては、日頃より離乳豚及び分娩前後母豚の
飼料にも添加することで、発生予防または常在型
PEDVの水平伝播への対策に貢献できると考えられ
る13)。
PED防疫対策は、衛生管理、消毒剤の適切な使用 16)、

飼養管理、母豚ワクチン接種を徹底することである。
さらに、これらの基本対策を補足する資材としてIgY
抗体の活用も視野に入れていただきたい。
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