
14 Proc　Jpn　Pig　Vet　Soc　No.59　2012

キーワード：豚繁殖・呼吸障害症候群（����）、高病

原性����、診断、ウイルス、豚

はじめに

豚繁殖・呼吸障害症候群（��������	�
�������������

��������	�
��
��	��������）の原因ウイルスは、

１９９１年にオランダで初めて分離・同定され、１９９２年に

は米国でも分離された������。当初これらは異なる二種

のウイルスと考えられていたが、その後の遺伝子解析

により共に����ウイルス（�����）とされ、遺伝子

型としてそれぞれ欧州型と北米型に分類されるに至っ

た。�����は約１５．１～１５．４���のプラス一本鎖���

をゲノムとして有し、高頻度に遺伝子変異を生じるこ

とが知られている���。新興感染症として認識されてか

ら２０年余りという極めて限られた時間の中で、

�����は世界中に拡散するとともに複雑で多様な遺

伝学的系統を生み出し続けてきた。����は母豚の異

常産を主とする繁殖障害と子豚の呼吸器障害を主徴と

し、慢性疾病としての認識が一般的である。しかし、

世界中で断続的に新しい遺伝子系統が生み出される中

で、２００６年に中国において全ての生産ステージに高い

致死率を示す高病原性����が発生した����。多様化し、

複雑化した����に対してこれまで多くの診断法が報

告されてきたが、それらを適切に用いるにはそれぞれ

の診断法の利点と欠点を正確に理解する必要がある。

本稿では、近年の����流行状況等を概説した上で、各

種診断法の実際について記載する。

増大する我が国のPRRSVの遺伝学的多様性

�����は遺伝子変異の頻度が高いウイルスとして

知られているが、日本国内においても様々な遺伝学的

系統のウイルスが混在している����。�����の遺伝学

的多様性については、���������	�
�����（���）

�、����、そして������������	
������
�（����）遺

伝子などの遺伝子配列などを基に解析されているが、

����はウイルス粒子の構造上最も変異の頻度が高い

部位とされ、世界中でこの領域を指標とした野外分離

株の比較が実施されている。１９９３年に初めて我が国で

�����が分離されて以降、我々が収集・蓄積してき

たウイルス分離株から得られた����の遺伝子配列

データを用いて分子系統樹を作成すると、５つの遺伝

学的グループに分けることができる（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ）

����。海外の分離株を含めてこの分子系統樹解析を実施

すると、それぞれの遺伝学的グループに分類される地

域に偏りがあることからも我が国に分布する�����

の多様性を伺い知ることができる。

西日本ではグループⅠに分類されるウイルスが多く

分離される。グループⅠには中国において広く流行す

るウイルスが分類され、高病原性�����もまた����

の解析では本グループに分類される。１９９３年に実施さ

れた採材において、愛知県、京都府などでもグループ

Ⅰに分類されるウイルスが分離されているが、２００７年

以降は九州からの分離に留まっている。グループⅡに

は我が国で用いられている弱毒生ワクチンが分類され

る。１９９３年の採材検体からはグループⅡに分類される

ウイルスは分離されていなかったが、近年ワクチンを

接種していない農場からグループⅡに分類されるウイ

ルスが数株確認されている。これらがワクチン株由来

であるかについては不明であるが、グループⅡに分類

される野外株が増えてきていることは注視する必要が

ある。グループⅢは中国と台湾で分離された２株を除

いて日本に特有のグループと位置づけられ、これまで

最も多くの分離ウイルスが分類されている。１９９２年か

ら２００１年にかけて分離されたウイルスと、２００７年から

２００８年にかけて分離されたウイルスの����は、分子

系統樹上で近い関係にあるものが少なく、グループⅢ
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の中でも流行株の変遷が起こっているようである。グ

ループⅣに分類されるウイルスは、２００８年に初めて日

本で確認された���。グループⅣは北米に広く分布して

いるウイルスで構成されるが、日本で分離されたウイ

ルスは２００６年にアメリカで分離された株と９８％の相同

性を有しており、非常に近縁であると考えられた。こ

のことから、本ウイルス株は近年新たに日本に侵入し

たと推測される。グループⅤには２０００年に大阪で分離

された１株が分類されているが、その後分離の報告は

ない。

以上のことから、国内の�����流行状況は多様化

してきており、新たに国外から侵入したと推測される

株も確認されていることから、今後の����のコント

ロールはより難しくなるものと予想される。これに加

え、２００９年に欧州型�����が国内で初めて分離され

たことや、高病原性�����の国内への侵入を早期に

摘発するため、診断体制を見直す必要がある。

PRRSの各種診断法とその注意点

����に対しては数多くの診断法が報告されている

が、その中から著者らが推奨する幾つかの方法につい

て以下に記載する。手順の詳細については引用文献に

譲り、ここでは実施するにあたっての注意点を中心に

お伝えしたい。

細胞変性効果（CPE）を指標とした PRRSV 分離

法 8,11)

培養細胞を用いた�����に対する検査法は、サル

腎臓由来株化細胞である�������細胞（元となった

�����細胞も使用可能）と生体から調整する肺胞マク

ロファージの２種類の細胞を主に用いる。���を観

察する方法は、細胞に感染性を有するウイルスが検体

中にどの程度含まれているかを推測できるという点で

遺伝子検査では代替が効かない方法である。また、検

体に含まれるウイルス量が少ない場合などには、ウイ

ルスを増やして後に続く遺伝子検査に用いるというこ

とも可能である。しかしその一方で、結果の判定まで

に時間を要し、長いものでは４週間以上必要となるこ

ともある。また、細胞の調整や維持に手間がかかり、

機材や技術も必要となることが欠点として挙げられる。

�������細胞は非常に扱いやすい培養細胞であり、

株化細胞であるため増殖させて維持管理することがで

きる。非常に細胞境界明瞭な増殖形態のため、���の

観察や蛍光抗体法にも適した細胞といえる。しかし、

�������細胞は本来の宿主である豚とは異なる動物

由来の細胞であるため、野外株の分離効率はあまり高

くない上、細胞の継代数が増すことによってさらに分

離効率は低くなる傾向がある。さらに、必ずしも宿主

に症状を発現させたウイルスが分離されるとは限らな

いという大きな欠点が挙げられる。これは検体中に含

まれる様々な形質を発現したウイルスの中から、

�������細胞への感染能を獲得したウイルスポピュ

レーションが有意に増殖する可能性があるためである。

その場合、肺や血清から直接抽出した���から得ら

れたウイルス遺伝子情報と、培養細胞から得られた分

離ウイルス由来の���情報が一致しないことも起こ

りうるために注意が必要である。肺胞マクロファージ

を用いる場合にはそういった可能性は極めて低く、検

体中に含まれるウイルス集団がそのまま分離されるた

め、個体に症状を発現させたウイルスが分離されると

考えてよい。肺胞マクロファージは宿主の感染細胞そ

のものであるため、分離効率は�������細胞に比較

して非常に高く、ウイルスを細胞で継代することに

よってウイルス遺伝子の変異を促す確率も小さく抑え

ることができる。ただし肺胞マクロファージは増殖し

ない細胞であるため、生体から調整した細胞数が全て

である。また、肺胞マクロファージを回収する子豚は

５週齢未満の���であることが好ましく、その条件の

中でも個体ごとに回収された細胞のウイルスに対する

感受性は異なっている。また、肺胞マクロファージは

形態が一様でないため、培養や���の判定には経験が

必要となることも欠点として挙げられる。

Kono らと Chlistopher らの方法による遺伝子診断

法 1,10)

����らと���������	
らの方法は、共に���������	

による�����遺伝子診断法である。全国の家畜保健

衛生所またはそれに準ずる施設では、病性鑑定マニュ

アルに従い、これらのいずれか、または両方の検査を

実施している。

���������	
らの方法は ������のみでも北米型

�����に対する特異性、検出感度ともに優れており、

���プライマーのミスマッチも起こりにくい非常に

有用な方法であるため、我々は２００８年まではこちらの

方法を推奨してきた。しかし、２００９年に日本で欧州型

�����が初めて分離され、その疫学的な広がりが不明

であることから、全国的に欧州型�����に対する検

査を実施する必要が生じた。���������	
らの方法を
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用いて北米型�����と欧州型�����の鑑別を実施

するためには、����と����の二つの領域をそれぞ

れ個別に������により増幅し、それらの増幅産物に

対してさらに個別に���������	を実施する必要があ

る。����は北米型 �����のみが増幅されるが、

����は北米型および欧州型�����双方が増幅され

ることから、����のみの増幅産物が確認された場合

には欧州型�����、双方の増幅産物が確認された場合

には北米型�����という判定となる。これらの方法

は労力を必要とする上、判定も煩雑で解釈が難しい。

そこで、２００９年の欧州型�����が分離されて以降、

�����の遺伝子検査は����らの方法を���������	

まで実施することを推奨している。����らの方法は、

北米型および欧州型�����の双方を増幅するプライ

マーセットで������を実施し、その増幅産物に対し

てそれぞれに特異的なプライマーを用いた個別の

���������	により判定する。����らの������で増

幅される遺伝子断片は、北米型�����が６６８��、欧州

型�����が６４５��と若干異なるが、その差が非常に小

さいことに加え、������のみでは検出感度が十分で

はないため、���������	まで実施することが好まし

い。

リアルタイムPCRを利用した診断法

高コストのイメージが一般的かと思われるリアルタ

イム���だが、ここで推奨する�����に対するリア

ルタイム���については、測定機器への投資が必要な

い場合には通常の���に要するコストと大差がない。

リアルタイム���は、プローブを用いる方法と、イン

ターカレーター（���������	）を利用した方法に大

別される。前者はプローブを合成するためにある程度

の経費を要するが、後者は試薬に混和されて市販され

ているものであり、低コストで入手することができる。

著者らが引用文献として推奨する北米型および欧州型

�����に対するリアルタイム���はいずれも�����

�����を利用した方法であるため、���������	と比較

して迅速で高感度、さらに技術的な失為の少ないリア

ルタイム���の導入を是非検討していただきたい�����。

リアルタイム���は、検体にウイルス遺伝子が含

まれているか否かという検出と、検体に含まれるウイ

ルス量を推定するという二つの利用法がある。検出と

いう利用法のみにおいても、リアルタイム���は多

くの利点が挙げられる。�����に対するリアルタイ

ム���のプライマーセットで増幅される遺伝子断片

は１００��以下に抑えてあり、増幅サイズが小さいこと

から１サイクルに要する時間が短い。さらにこれらの

プライマーセットは保存性の高い����の中でも、さ

らに非常に保存性の高い遺伝子領域に設定されている

ため、プライマーのミスマッチによって増幅が起こら

ない可能性は極めて小さい。また、���������	で危

惧される������反応液を���������	に持ち込む際

のクロスコンタミネーションの心配も排除することが

できる。検体に含まれるウイルス遺伝子量を推定でき

るという点は、他の方法では代替が効かないリアルタ

イム���の利点である。扁桃や肺の局所から高濃度

のウイルス���が検出された場合には、����の診断

において有力な情報となる他、血液中のウイルス量は

感染病態のステージを推定するデータとして利用する

ことも可能である。

ORF5 を利用した分子系統樹解析法 5)

本稿の冒頭にも述べたが、遺伝子変異の頻度が高い

����を構成する塩基配列を調べることによって、分

子系統樹解析を行うことができる。先に述べた����

らの方法や���������	
らの方法で得られた増幅産物

を利用して分子系統樹解析を行うことも可能であるが、

増幅される遺伝子断片のサイズが小さいことや、標的

としている����が保存性の高い領域であるため、そ

れらから作成された分子系統樹から得られる情報は少

ないものとならざるを得ない。分子系統樹によってウ

イルス株を識別する意義として、１）農場内における

多様な株の存在の有無、２）新規の株の侵入をモニタ

リング、３）����による被害が再燃した際に、既往の

株との区別、４）農場内におけるウイルス株の伝播経

路解明、５）農場間におけるウイルス株の伝播経路解

明、に有用であると考えられる。農場におけるウイル

スの動態を監視するためには、定期的な検査を実施す

ることが望ましいが、調査回数を減らす必要がある場

合には現時点での状態を一度確認しておきさえすれば、

流産の発生時や事故率が急増した際に再度データをサ

ンプリングして比較することも可能である。

免疫組織学的検出法（IH） 4,7)

病理組織学的検査を実施している検査機関では��

も利用できる。��は����の特徴的な間質性肺炎病

変等とリンクしてウイルス抗原を検出するため、疾病

診断として利用価値が高い。��には�����特異抗体

が必要であり、家兎血清や市販のモノクローナル抗体
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が利用できる。注意点として、北米型ウイルスを抗原

として作製された抗体の欧州型ウイルスに対する検出

等、抗原性の大きく変わるようなウイルスに対して用

いる抗体の特異性の低下が懸念される。

間接蛍光抗体法（IFAT）を用いた PRRSV 特異抗

体の検出法 9,16)

豚群における����をコントロールするためには、

�����の感染実態を把握する事が必要であり、血清

学的検査法として�����が一般的に実施されている。

�����社の����������キットは、その品質・簡便

さ・供給体制などの有意性から、世界中で頻用されて

いる。しかしその一方で、疫学状況から明らかに陰性

だと思われる血清が陽性と判定される、いわゆる「偽

陽性」反応が時に認められることが知られている。偽

陽性反応が認められた検体については、����を用い

て検体に含まれている抗体が�����抗原に対して特

異的な抗体であるかを確認する必要がある。

�����の ����で注意しなければならい点は、

�������細胞にウイルスを接種してからアセトンで

固定するまでの所要時間である。培養して増殖させた

�������細胞にウイルスを接種した後、���が確認

され始めるまで時間が経過すると、ほぼすべての細胞

にウイルスが感染しており、����の判定は実施でき

ない。�����の����の判定は感染細胞と非感染細

胞の蛍光強度のコントラストと、ウイルスが細胞質の

みに存在することから核が蛍光を発しないという二点

から行う（図１）。そのため、ウイルスを接種する際の

細胞の密度と、アセトン固定するまでの所要時間で見

え方は大きく変わってくる。

高病原性 PRRSV と日本における従来の北米型

PRRSVとの鑑別

高病原性�����の遺伝子を特異的に検出する技術

を開発することを難しくしている要因は二点ある。一

点は高病原性�����と従来の北米型�����の異な

る遺伝子配列の部位がほとんど見つかっていないこと

であり、もう一点は日本に常在する�����の遺伝学

的な多様性が高いために、高病原性�����を検出せ

ずに共通して使用することができる���プライマー

を作製することが極めて難しいことである。高病原性

�����と従来の北米型�����の全遺伝子配列の中

で、大きく異なっている領域が����という遺伝子の一

部で確認されている。����遺伝子は����とともに

�����遺伝子の中で最も変異の頻度が高い領域であ

り、複数の遺伝子が抜け落ちる現象（欠失）や、逆に

複数の遺伝子が新たに加えられたりする現象（挿入）

がしばしば認められる。高病原性�����とアメリカ

で分離された古典的な北米型�����である��２３３２

株を比較すると、この����遺伝子の一部で８７塩基が

欠失していることが報告されている����。この事象に着

目し、��らは欠失した８７塩基を挟み込むように���

プライマーセットをデザインした診断法を報告してい

る����。しかし、報告されているプライマーは、日本国

内のグループⅢに分類される株では欠失している領域

に設定されており、日本では本診断法を流用すること

はできない。そのため、高病原性�����と日本にお

ける従来の北米型�����を鑑別するには、高病原性

�����で欠失している領域を塩基配列の解析によっ

て同定する必要がある。それ以外の方法では、現在の

ところ簡便に鑑別する方法はない。

おわりに

����に対する診断法の選択と実施は近年ますます

煩雑なものとなってきている。国内における北米型

�����の遺伝学的多様性は遺伝子変異によって進む

一方で、新しく国外からも流入していると推測される。

さらに、欧州型�����の疫学実態は未だ不明であり、

これに対しては発生状況を注視しなければならない。

また、東アジアおよび東南アジア地域に急激な拡大を

見せる高病原性�����に対して警戒をする必要もあ

る。これらに適切に対処するには、それぞれの診断法

の適性を正確に理解し、必要に応じて複数の診断法を

組み合わせて判定することが必要である。国内におけ

る����による被害は依然として甚大であるが、本稿

 

図１　PRRSV（EDRD1 株）を感染させた MARC145
細胞を間接蛍光抗体法により観察した
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がそれに歯止めをかける一助になれば幸いである。
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