
豚病会報　No.74　2019 7

原著論文
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Abstract
During the period between August 2018 and 

March 2019 Animal Quarantine Service (AQS) of Ja-
pan detected 18 cases of African swine fever virus 
(ASFV)-specific PCR positive pork products which 
were voluntarily disclaimed by foreign tourists at the 
border control. We attempted to isolate ASFV from 
nine out of eighteen PCR positive products, which 
were evaluated to be heat-untreated by the catalase 
activity test, in in vitro cell cultures of primary por-
cine alveolar macrophages (PAM). We successfully re-
covered two isolates of ASFV, which were classified 
in the same genotype (genotype I I) with other strains 
currently circulating in Europe and China based on 
the nucleotide sequence similarity of the p72 gene. 
Our findings indicate that infectious ASFV has now 
been reaching the border via contaminated pork and 
pork products carried by the tourists from endemic 
countries and increasing the risk of the occurrence of 
ASF in Japan.
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要約
２０１８年８月以降２０１９年３月末までに農林水産省動物

検疫所にて外国人の不法な旅客携帯品として収去され
た豚肉・豚肉加工品のうち１８件からアフリカ豚コレラ
ウイルス（African swine fever virus: ASFV）の遺伝
子が検出されている。我々は、ASFV遺伝子が検出さ
れたこれらの豚肉加工品うち９検体についてウイルス
分離試験を実施した。その結果、カタラーゼ加熱確認
試験において加熱不十分と判定された２検体から感染
性のあるASFVが分離され、現在欧州及び中国で発生
を認める流行株と同じⅡ型に分類された。この結果は、
感染力のあるASFVが既に水際まで到達しており、ア
フリカ豚コレラ（African swine fever virus: ASF）発
生地からの旅客携帯豚肉・豚肉加工品を介して日本国
内に本病が侵入するリスクが極めて高いことを示唆し
ている。

キーワード：アフリカ豚コレラ（ASF）、アフリカ豚
コレラウイルス（ASFV）、ウイルス分
離、豚肉加工品、動物検疫

背景と目的
アフリカ豚コレラ（African swine fever: ASF）は、

１９万塩基対にも及ぶ長大な二本鎖DNAをゲノムに持
つ直径約２００nmの巨大ウイルスであるアフリカ豚コ
レラウイルス（African swine fever virus: ASFV）の
感染によって引き起こされる豚及びイノシシの悪性伝
染病である。豚は品種、日齢、性別に関わらず高い感
受性を示す。ASFV感染により豚は発熱、元気消失及
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び食欲不振を呈し、野外では概ね致死的な転帰をとる。
母豚では妊娠時期に関係なく流産を認めるのも本病の
特徴である。感染豚の解剖時肉眼病変として、脾臓の
腫大や腎臓及びリンパ節等に出血性病変が認められる。
ASFのワクチン開発が各国で試みられているものの、
ASFVに感染しても中和抗体が産生されないためにそ
の開発は困難を極めており、現在のところ、感染が疑
われる豚の摘発淘汰が唯一のまん延防止策となってい
る 11)。
ASFVは環境中で長期間安定であり、血液中では室

温で１８か月間、３７℃では１か月間感染力を保持し、ま
た腐敗した血液中でも１５週間は感染力を失わないこと
が確認されている。ASFVに汚染された豚肉及び豚肉
加工品中での生存期間は、冷蔵肉の場合少なくとも１５
週間、非加熱のハムやソーセージでは３～６か月間と
報告されている。ウイルスは７０℃、３０分間の熱処理で
不活化される 10)。
本病はその名が示すように元来アフリカにおいてイ

ボイノシシと豚に常在する疾病であったが、１９５７年に
ポルトガルでヨーロッパ初となる発生をみた後、隣国
スペインにもまん延して多大な損失をもたらした。そ
の後ASFは東進し、フランス、イタリア、オランダ
などでも散発的に発生した。１９７８年～１９８０年にはポル
トガルから再び拡散し、ドミニカ共和国やブラジルな
ど中南米にも達して甚大な損害をもたらした。その後、
イベリア半島での３０年以上にわたる摘発淘汰等の懸命
な取組みにより、１９９５年にはポルトガル及びスペイン
で本病が撲滅され、ヨーロッパではイタリアの一部（サ
ルディニア島）でのみ散発発生する状況が継続してい
た 16)。しかし、２００７年に突如として黒海沿岸のジョー
ジアで本病が発生し、ヨーロッパへの再侵入が確認さ
れた 4,5)。この発生におけるウイルスの侵入経路として、
アフリカからの船舶内で提供されたASFVに汚染さ
れた豚肉または豚肉加工品残渣の豚への給与が考えら
れている。前述の１９５７年のヨーロッパ初発例でもアフ
リカ発の航空機内で提供された機内食残渣の豚への給
与が発生原因として強く疑われており、５０年前とほぼ
同様の経緯でアフリカからヨーロッパへウイルスが持
ち込まれたことになる 9,10)。２００７年の欧州での発生は
コーカサス地方だけに留まらず、その後、ロシア及び
東欧１７か国に浸潤し 9,13,15)、２０１９年５月現在も終息に
至っていない 6,18)。
ロシア及び東欧諸国での発生は、西欧及びアジア諸

国の養豚への脅威となっていたが、その懸念は遂に現

実となり、昨年８月に世界最大の養豚国である中国で、
アジア圏初となるASFが発生した 21)。その後、本病は
中国国内で急速に拡散し、本年４月までの僅か約８か
月の間に４直轄市２１省５自治区の１４９か所で発生が認
められており、死亡及び淘汰頭数は公式発表で既に１００
万頭に上っている。中国では摘発淘汰と移動制限によ
るまん延防止対策が執られているものの、本病のコン
トロールは難しく、本年１月にはモンゴル、同２月に
はベトナムでもASFが発生した。２０１９年４月現在、モ
ンゴルでは６県の１１か所、またベトナムにおいては２６
省２直轄市の２６８０か所でASFが発生し、死亡及び淘汰
数は１５６万頭に上っており、発生地域はその後も徐々に
拡大を続けており、アジア地域の養豚業における最大
の脅威となっている 13,15)。
これまで日本ではASFの発生はないが、昨年８月の

中国での発生以降、動物検疫所では外国人旅客による
不法な畜産物の持ち込みに対する監視が強化されてい
る。これまで新千歳、羽田、成田、中部、関西、岡山、
福岡及び那覇空港にて収去された旅客携帯豚肉加工品
のうち１８件（ソーセージ１５件、餃子１件、燻製豚肉１
件、その他の豚肉製品１件）でASFVの遺伝子が検出
されている（表１、２０１９年３月末日現在）。旅客携帯品
である豚肉・豚肉加工品からのASFV遺伝子検出につ
いては、台湾や韓国でも同様の状況が続いているが 8)、
これまでに海外の検疫機関でこのような豚肉または豚
肉加工品からASFVが分離された報告はない。しか
し、アフリカから欧州へのASFV伝播経路を鑑みると、
不法に持ち込まれるこれらの豚肉・豚肉加工品は高度
に警戒すべきウイルスの侵入経路であると言える。そ
こで、我々は今般国内の空港施設において海外渡航客
の手荷物から収去された豚肉加工品からのASFVの
分離を試み、感染性を有するウイルス株の分離に成功
したので報告する。

材料及び方法
被検試料
２０１８年８月以降２０１９年３月末までに農林水産省動物
検疫所（以下、動物検疫所）にて収去された豚肉・豚
肉加工品について、ASFV遺伝子検査に供試した２４７
件のうち１８件でOIE Terrestrial Manualに準拠したリ
アルタイムPCR法 14)によりASFV遺伝子が検出され
た。そのうち１８件をカタラーゼ加熱確認試験 7)に供し、
加熱不十分とみなされた５検体と加熱処理済みと判定
された３検体に非加熱の１検体を加えた計９検体につ
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いてウイルス分離試験を実施した（表１）。

ウイルス検出と分離
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で検体の２０％乳剤を
作製し、０．４５ mmフィルターでろ過滅菌したものをウ
イルス分離の被検試料とし、既報に従い、豚の肺より
回収した初代肺胞マクロファージ（PAM）細胞を用い
てウイルス分離を行った 3,14)。ASFV分離時の指標と
して、PAM細胞の細胞変性効果に加えて、ASFV感染
細胞で特異に認められる血球吸着（HAD）反応を利用
したHAD法を用いた 3,14)。具体的には、９６穴プレート
にPAM細胞を１穴当たり１ ×１０5個播種し、１０％牛
胎児血清を添加したRPMI１６４０培地中で１～２日間前
培養した後、同培地で１０倍及び１００倍希釈した被検試料
（２％及び０．２％乳剤に相当）２５ mLをそれぞれ４０穴ずつ
接種した。次いでPBSに懸濁した０．７５％豚赤血球懸
濁液２０ mLを添加し、３７℃、５％ CO2環境下で７日間
培養した。HAD陽性を示した培養の上清５０ mLについ
ては、別途用意した新たなPAM細胞に接種し、培養
を継続するとともにASFV特異的遺伝子及びウイル
ス抗原の検出に供した。

ASFV特異的遺伝子及び抗原の検出
分離ウイルスからのゲノムDNAの抽出には、High 
Pure Viral Nucleic Acid Kit（Roche）を用いた。ウイ

ルス遺伝子の検出は、既報に従い、ASFVのカプシド
を構成する構造蛋白質（p７２）のコード領域にプライ
マーセット PPA-１/２（PPA-１：５’-AGTTATGG GAA A 
CCCGACCC-３’ /PPA-２：５’ -CCCTGAATCGGA GCA T C 
CT-３’ ）を設定し、PCR法による遺伝子増幅を実施し
た1)。ウイルス抗原の検出には、ASFV感染耐過豚血
清由来の蛍光標識済抗ASFV抗体を用いて直接蛍光
抗体法による染色を行った 17)。

遺伝子型の決定と分子系統樹の作成
既報に従い培養上清中ASFVのp７２遺伝子３’末端領

域４７８塩基長をプライマーセットP７２-U/D（P７２-U：５’-
GGCACAAGTTCGGACATGT-３’ /D： ５-GTAC TG TA 
A CGCAGCACAG-３’）を用いて増幅した後、ダイレク
トシークエンス法により増幅産物の塩基配列を決定し
た 2)。GenBankよりASFVの過去及び近年流行株の塩
基配列情報を収集し、CLUSTAL W法による分離株と
のアライメントを行い、Neighbor-Joining法を用いて
分子系統樹解析を実施した。分枝の信頼度は１０００回反
復のBootstrap検定により評価した。

結果
加熱確認試験において加熱処理不十分と判定された
５検体（全てソーセージ）と加熱済と判定された３検
体（全てソーセージ）に非加熱１検体（餃子）を含む
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計９検体の乳剤（表１）をPAM細胞に接種したとこ
ろ、接種後３日目以降に加熱不十分であったソーセー
ジ２検体（AQS/１-２１及びAQS/１-２２）でHAD陽性反
応が確認された（図１）。HAD陽性反応は接種後７日
目までに、AQS/１-２１の２％及び０．２％乳剤接種群でそ
れぞれ４０穴中２７穴及び４穴で認められた。AQS/１-２２
では２％乳剤接種群のみで４０穴中７穴に陽性反応がみ
られた。それ以外の試料（AQS/１０-４０、AQS/１１-２６、
AQS/１２-１８、AQS/１-２４、AQS/１-２５、AQS/１-６０及 びAQS 
/ ２-３）では陽性反応は認められなかった（表２）。HAD
陰性となった７検体を含むすべての検体について、接
種７日目の培養上清５０ mLをPAM細胞に継代したと
ころ、検体AQS/１-２１及びAQS/１-２２についてはHAD
陽性数が増加したが、他の７検体については陽性反応
が観察されなかった。この７検体については、PAM
細胞での継代培養をさらに１代実施したが、HAD反
応は認められず（表２）、ASFV特異的遺伝子も検出さ
れなかったことからウイルス分離陰性と判断した。
AQS/１-２１及びAQS/１-２２については、HAD陽性を示
した２代目培養上清をPAM細胞に接種し、さらに継
代培養を行ったところ培養上清中にASFV特異的遺

伝子が検出された（図２）。またASFV特異的抗体を
用いた直接蛍光抗体法により、PAM細胞の細胞質内
にASFV特異的染色像が観察された（図３）。
分子系統樹解析により、AQS/１-２１及びAQS/１-２２か
ら分離されたASFVの塩基配列はいずれも現在欧州
及び中国で発生を認める流行株と同じⅡ型に分類され、
これら海外流行株とp７２遺伝子３’末端領域４７８塩基の
塩基配列は１００％の一致率を示した（図４）。

考察
２０１９年３月末日までに旅客携帯品として収去された
豚肉・豚肉加工品中、ASFV遺伝子検査に供試した２４７
件のうち１８件でASFV特異的な遺伝子が検出されて
いるが、我々が実施したウイルス分離試験により、少
なくともそのうち携帯品２件から感染性のあるASFV
が分離された。このことは、ASFの流行地において感
染豚由来の肉が食肉や豚肉加工品として流通している
こと、ASF発生地域からの豚肉あるいは豚肉加工品を
介して日本国内にASFVが持ち込まれるリスクが極
めて高いことを強く示唆するものである。このような
ASFVに汚染された豚肉・豚肉加工品やその残渣が十

図１　HAD反応を指標としたASFVの検出
　AQS/１-２１及びAQS/１-２２で認められたHAD反応（接種後４日目）。
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図２　細胞培養上清からのASFV特異的遺伝子の検出
１．AQS/１-２１接種PAM細胞上清（分離培養３代目）、２．AQS/１-２２接種PAM細胞上清（分離培養４代
目）、３．Armenia０７株接種PAM細胞上清、４．未接種PAM細胞上清、５．滅菌蒸留水、M：１００bp 
DNA分子量マーカー
ASFVのp７２遺伝子上のそれぞれ異なる領域を増幅する２種類のプライマーセット（PPA-１/２、P７２-
U/D）を用いてウイルスDNA断片を増幅した。AQS/１-２１及びAQS/１-２２で目的のサイズ（それぞれ
２５７bp及び４７８bp）の遺伝子増幅産物が確認された。

図３　直接蛍光抗体法による感染細胞中のASFV抗原の検出
PAM細胞の細胞質におけるASFV特異抗原（緑色）の検出によりASFVの分離を確認した。
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図４　ASFVのp ７２遺伝子（４７８塩基長）に基づく分子系統樹
分離されたASFVの塩基配列は、現在の欧州・中国流行株と同じ遺伝子型（Ⅱ型）に分類された。各
分枝の上部にBootstrap値（６０％以上）を示す。
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分な加熱処理を経ることなく豚やイノシシに摂取され
た場合、国内でASFが発生するであろうことが容易に
想像される。
今回ウイルスが分離された試料は、リアルタイム

PCRのCt値が低い、すなわちウイルスの混入が多いと
推察された２つの試料（AQS/１-２１、Ct値：２４．８及び
AQS/１-２２、Ct値：２５．９）のみであり、Ct値が３０を超
える試料（ウイルスの混入量がCt値２５のものと比較
して２の５乗分の１（１/３２）程度のもの）や加熱処理
済みと思われる７検体からはウイルスは分離されな
かった（表１、２）。しかし、リアルタイムPCRでは
ウイルスの生死に関わらずウイルス遺伝子が検出され
ること、感染性をもつウイルスの残存量は加工品の製
造工程（特に加熱処理）や添加物の有無、保存状況、
保存期間などに影響を受けることから、ウイルス分離
の成否とウイルス遺伝子量は必ずしも相関しない点に
留意する必要がある。今後、豚肉・豚肉加工品を介し
たASFVの伝播リスクについて、豚への接種試験など
により検討する必要があるが、その際には最適な接種
経路や最少感染量などについても別途考慮する必要が
あろう。
分離株の遺伝子解析により、当該２株は現在、欧州

及び中国などで流行している株と同じ遺伝子型Ⅱに分
類され、p７２遺伝子３’ 末端領域４７８塩基対の配列は
１００％一致した。上記の海外流行株は、いずれも４１℃以
上の高熱、食欲不振、元気消失を主徴とし、急性経過
を辿って発症から７日前後でほぼ１００％が死亡する強
毒株であり 20)、モンゴル、ベトナムに蔓延しているの
もこれらの株に極めて近縁の株だと考えられる。本研
究で分離された２つの株については、今後全ゲノム解
析を実施し、海外流行株との同一性を検討する予定で
ある。
本年４月にはカンボジアからもASFの発生報告が

あり、本病が東アジア及び東南アジア諸国において急
速な拡大を見せていることが改めて示された 13,15)。日
本はASF未発生国ではあるものの、本研究で明らかな
ように感染力のある「生きた」ウイルスが既に水際ま
で到達しており、本病侵入のリスクは極めて高い。ま
た、ヨーロッパでは野生のイノシシでASFの流行が見
られ、本病の撲滅が一層困難な状況にあることを考慮
すると 19)、豚だけではなく、汚染された豚肉や豚肉加
工品の不適切な処分等に起因する環境中へのウイルス
の拡散や野生のイノシシへの暴露リスクの増大につい
ても警戒レベルを高める必要があろう。アフリカ大陸

では新たなASFの発生も依然として続いている。人
や物の移動が著しく増大している昨今、東アジア諸国
からの侵入はもとより、ヨーロッパやアフリカ経由の
ASFVの侵入についても十分に警戒する必要がある。

おわりに
本研究で用いたASFV汚染豚肉加工品を豚やイノ
シシへ給与することによって本病の伝播が成立するか
否かを明らかにするにはさらなる試験が必要だが、こ
れまで報告されているように、アフリカ以外の国々で
の発生は、本病の流行地から運ばれたASFV汚染豚肉
ないしは豚肉加工品を豚へ給与したことが原因である
と推測されている。従って、日本へのASFVの侵入と
まん延を阻止するために、以下のことをお願いしたい。
第一には、不法な肉製品の持込みに対する海外渡航者
のコンプライアンス意識の向上である。渡航者は輸入
許可の無い豚肉や豚肉加工品の持込みの危険性と法規
制の重要性を正しく理解し、輸入許可を得た豚肉・豚
肉加工品のみを持込むよう、適切な行動をお願いした
い。第二は、飼養衛生管理基準の遵守である。ASFV
は畜産物や野生動物のみならず、農場訪問者の靴や衣
類、輸入物品等に付着して農場へ侵入する可能性もあ
る。ウイルスを農場へ入れないために、飼養衛生管理
基準の該当項目の遵守を継続して頂くとともに日頃か
ら家畜の健康状態の把握に努めて頂きたい。予防法も
治療法もない本病の流行を阻止するには「早期発見」
に基づく迅速な初動対応が死活的に重要である。生産
者ならびに現場の獣医師におかれては、本病の症状と
特徴を十分に理解し 12,13)、異状を見つけた場合には速
やかに管轄の家畜保健衛生所に通報頂くよう切にお願
いしたい。
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