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１ はじめに

豚のウイルス性下痢症は、子豚の発育遅延や増体量の低下から養豚経営に損失を与え

る。下痢症の蔓延防止には正しい診断が必要であり、なおかつ迅速に診断を行うことは

防疫対策を行う上で重要である。豚の下痢症を診断する上で臨床検査を行うが、豚流行

性下痢（PED）と伝染性胃腸炎（TGE）はいずれも下痢と子豚の死亡といった同様な症状

がみられ、臨床症状での識別は不能である。また典型的なPEDの症状を示さない、病勢の

弱いPEDが存在することも報告されており、病勢の比較的穏やかなPRVAとの識別は難しい。

さらに2010年に初めて香港で報告された豚デルタコロナウイルス（PDCoV）は、2014年2

月に米国で下痢や嘔吐を呈した豚から検出され、その後、北米を中心に流行が確認され

ている（22）。わが国や韓国においても近年、PDCoVによる下痢症の報告が散発しており

（12）、国内に定着したと考えられている。PDCoVは経口投与による感染実験において、P

EDV、TGEVおよびPRVA同様に子豚の下痢に関連することが確認され、注意を要する疾病で

ある（2、6）。

現在、豚のウイルス性下痢症の診断にはRT-PCR法が使われているが、近年報告されたP

EDV（17）のように遺伝子に大きな欠損がある場合、そこを標的としたプライマーでは欠

損株を検出できない可能性がある。また、牛のA群ロタウイルス（BRVA）は多様な遺伝子

を保有しており、PRVAにおいても同様な多様性が確認されている（46）。このことから、

遺伝子診断に用いるプライマーは流行している株に合ったものでなければならないと考

えられる。

現在、牛の下痢症を迅速かつ省力的に検出する診断法として、BRVA、BRVB、BRVC、B

CoVおよびBToVを検出するマルチプレックスRT-PCR法が現場で応用されている（3）。今回、

豚の下痢症関連ウイルスの新たな診断法としてPEDV、TGEV、PDCoVおよびPRVAを特異的に、

迅速かつ同時に検出可能なリアルタイムRT-PCR（qPCR）法を開発し、さらに過去の野外

病性鑑定材料を用いて、野外症例に応用可能かどうか確認を行ったので、その概要につ

いて報告する。

２ 材料および方法

１）プライマーおよびプローブ

qPCR法の開発に当たり、PEDVおよびPDCoVに使用するプライマー・プローブセットは、

PEDVについてはS遺伝子欠損株にも対応することを塩基配列のアライメントで確認した上

で、 既報のプライマー・プローブセット（8、13）を使用した。TGEVおよびPRVAについ

てはわが国での流行株に対応した新たなプライマー・プローブセットを、遺伝的に保存

性が高いN遺伝子とVP6遺伝子（10、18、21）を標的とし、GeneBankに登録されている国

内株を含むTGEVとPRVA、それぞれ33株（うち1株は未登録の国内株）と51株の塩基配列を



基に、PrimerQuest software（Integrated DNA Technologies、 Inc、 Iowa、 USA）（ID

T）を用いて設計した。設計したプライマー・プローブセットはNCBI BLASTを用いて特異

性を確認した。本研究で使用するプライマー・プローブセットを表に示す。プローブは5

’末端をリポーター蛍光のFAM （6-Carboxyfluorecein）、3’末端をクエンチャー蛍光の

TAMRA （6-Carboxytetramethylrhodamine）でラベルした（表1）。

表１：プライマー・プローブ設計

※プローブは5'末端をFAM、3'末端をTAMRAでラベルした

２）qPCR法の反応条件の検討

本試験ではコンタミネーションの防止および検査手技の簡便化を図るため、One-Step

法を採用した。qPCR反応にはOne Step PrimeScript™ RT-PCR Kit (Perfect Real Time)

（タカラバイオ(株)、滋賀）を用いた。10 mlの2 × One Step RT-PCR Buffer III、2.8

mlのRNAase-free H2O、0.4 mlのTaKaRa Ex Taq HS (5 U/µl）、0.4 mlのPrimeScript RT

enzyme Mix II、プライマーとプローブの濃度を各4 mMに調整した混合液1 ml とRNA 5 m

lを混和し全20 ml とした。qPCRはABI7300（Life Technologies Inc, Carlsbad, U.S.A）

を使用し、全てのプライマー・プローブセットについて同じ条件で実施した。反応条件

は42 ℃ 5分の逆転写反応の後、95 ℃ 10秒の酵素活性化後、熱変性95 ℃ 5秒、アニー

リングと伸長反応を60 ℃ 34秒で40回繰り返した。蛍光シグナルはアニーリングと伸長

反応のステップで検出した。ベースラインと閾値の設定はABI7300 Software v1.4 (Life

Technologies Inc, Carlsbad, U.S.A)を用いてオート解析で実施した。

３）qPCR法の検出感度および解析性能についての評価

同じ反応条件における各反応の検出感度について、合成DNAを用いた検証を行った。

合成DNAはqPCR法で標的とした塩基配列をもとに設計し、IDTから購入した。それぞれの

標的ウイルスの合成DNAを2.0×10
-1
から2.0×10

5
コピー/mlに10倍段階希釈しqPCR法を行

った。1反応につき5 mlの段階希釈液を使用したため1ウェルにつき1×100
から1×10

6
コ



ピーとなり、1検体につき2ウェルで2回反復して実施した。検出限界（LOD）は各反応に

おいて蛍光を検出することが出来た最低濃度とした。

４）qPCR法とRT-PCR法の感度比較

野外材料を用いて今回開発したqPCR法と既報のRT-PCR法との感度比較の検証試験を行

った。PEDVとPRVAはVero細胞およびMA104細胞を用いて、鳥取県で哺乳豚から分離された

ウイルスを試験に供した。TGEVとPDCoVについては、これらのウイルスを含む鳥取県およ

び岩手県の豚の糞便材料を試験に供した。ウイルス感染細胞培養上清および糞便懸濁液

から QIAamp viral RNA mini kit（キアゲン(株)、東京）を用いてRNAを抽出し、それら

の10倍段階希釈液を作製した後、今回開発したqPCR法およびRT-PCR法を実施し、感度の

比較を行った。PEDV、TGEVおよびPRVAについては既報のプライマーセット（5、9）を、P

DCoVについてはpanncoronavirus検出用プライマーセット（15）を用いた。全てのRT-PCR

法はQIAGEN OneStep RT-PCR法 Kit（キアゲン(株)、東京）を用いて実施した。

５）野外病性鑑定材料

過去に病性鑑定を実施した豚の下痢症例のうち、PEDV、TGEV、PRVAに対するRT-PCR法

（5、9、15）、PDCoVに対するqPCR法（13）、ウイルス免疫血清を用いた免疫組織化学的検

索、常法によるサルモネラの検索およびRVA抗原検出イムノクロマト法（ディップスティ

ック‘栄研’ロタ）により診断されている8症例23検体を使用した。各症例の内訳はPED

が4症例15検体（うち1症例1検体はPDCoVとの混合感染症）、TGEが1症例4検体、PDCoV感染

症が1症例1検体、原因不明症例が1症例1検体（イムノクロマト法でRVAを検出）、サルモ

ネラのサーベイランスに用いたものが2症例2検体（RT-PCR法でRVAを検出）であった。陰

性対照として、過去に病性鑑定を実施した豚の下痢症のうち、PED、TGE、PDCoVおよびRV

Aが検出されなかった3症例22検体を使用した。各症例の内訳は豚B群ロタウイルス（PRVB）

感染症1症例1検体、豚大腸菌症1症例4検体、原因不明症例1症例17検体であった。PRVBは

RT-PCR法（11）により、病原性大腸菌については常法により診断した。発生状況および

臨床症状、診断名等は表2に示す。

これらの糞便および小腸乳剤は、材料をEMEM（日水製薬（株）、東京）で10倍希釈後、

3、000 rpmで10分間遠心分離した上清を0.45 mmシリンジフィルターで濾過後、-80℃で

保存されていたものを使用した。

６）RNA抽出およびqPCR法の実施

-80℃で保存されていた糞便および小腸乳剤を融解後、QIAamp Viral RNA Mini Kit (キ

アゲン(株)）を用いてRNAを抽出した。抽出RNAを用いて開発したqPCR法を実施し、過去

の病性鑑定の結果と比較した。

３ 成績

１）qPCR法における各ウイルス遺伝子検出状況と反応時間

PEDV、TGEV、PDCoVおよびPRVAに対するプライマー・プローブセットにおいて各標的ウ



イルス遺伝子を同条件で増幅させることに成功した。また、これら4種の標的ウイルス遺

伝子をRNA抽出後、約75分で検出することが可能であった。

２）LOD

合成DNAの段階希釈液を用いて実施し

た、PEDV、TGEV、PDCoVおよびPRVAに対

する我々の開発したqPCR法の検出限界

は、それぞれ、100、10、10および10 コ

ピー/反応であった。各プライマー・プ

ローブセットにおける検量線を図1に示

す。

３）qPCR法とRT-PCR法の検出感度の比較

今回のqPCR法と既報のRT-PCR法の検出限界をRNAの希釈倍数で示すと、PEDVは10
5
と10

5

倍、TGEVは10
4
と10

2
倍、PDCoVは10

4
と10

1
倍、PRVAは10

4
と10

2
倍であった（図2）。

図2：qPCR法とRT-PCR法における各ウイルスに対する検出感度比較

※qPCRにおいて陽性の場合は定量サイクル値（Cq）を示す

４）野外病性鑑定材料への応用

表2に野外病性鑑定材料における開発したqPCR法の検出成績を示す。qPCR法では23検体

中22検体で、標的ウイルスを検出することに成功した。しかし、検体No.2でqPCR陰性と

なり、過去の病性鑑定成績と一致しなかった。検体No.2はRT-PCR法において同じ症例の

他の3検体と比較して陽性反応が弱い検体であった。検体No.19はPEDVとTGEVの混合感染



症例であったが、qPCR法では両方のウイルスを問題なく検出できた。また全てのqPCR標

的ウイルス遺伝子陽性検体において偽陽性と考えられる反応は認められず、従来の診断

法で陰性であった検体は全てqPCR陰性であった。

表2：病性鑑定材料の詳細とqPCR法による標的ウイルス検出成績*

*：qPCR法陽性を＋、陰性を－で示す

a）下痢などの臨床症状を呈さないがPRVA遺伝子が検出された検体

b）臨床症状は不明だがイムノクロマト法による検査でPRVAが検出された検体

４ 考察

代表的な豚の下痢症の原因ウイルスであるPEDVおよびTGEVを同時に検出可能なマルチ

プレックスRT-PCR法やqPCR法が報告されており、迅速診断法として広く用いられている

（1、8、9、24）。しかし、PEDV、TGEV、PDCoVおよびPRVAの4種の異なるウイルスを同時

に検出可能なqPCR法での検出系は現在報告されていないと思われる。また、qPCR法はRT-

PCR法と比較し、高感度で多量高速検体処理が可能といわれている（4、7）。このため、

本試験ではこれら4種のウイルスを同時に検出可能なqPCR法の反応系を新たに開発した。



本試験ではコンタミネーションのリスクを最小限に、反応時間を短縮するためにワンス

テップ法を採用した。PEDVとPDCoVについては既報のプライマー・プローブセット（8、1

3）を用いたが、TGEVとPRVAについては保存性の高い領域、すなわちN遺伝子およびVP6遺

伝子を標的にし、新たにプライマー・プローブセットを設計した。全てのプライマー・

プローブセットにおいて特異的に標的ウイルスの遺伝子を検出することに成功し、偽陽

性反応も認められなかった。さらに全ての標的遺伝子を同条件で増幅させることが可能

であるため、迅速診断にとって理想的な反応条件を確立することに成功した。今回のqPC

R法の検出限界はPEDV、TGEV、PDCoVおよびPRVAにおいて、それぞれ100、10、10および10

コピー/反応であった。この結果は既報のqPCR法と同様、あるいはそれ以上の値であっ

た（7、8、23）。また、qPCR法はRT-PCR法と比較して検出感度が高いという報告が多数な

されている（7、16、19、20）。本試験では、臨床検体由来の各ウイルスRNAの10倍段階希

釈液を用いて、qPCR法と既報のRT-PCR法の感度について比較を実施した。その結果、今

回のqPCR法の検出感度はPEDVでは同程度であったものの、TGEV、PDCoVおよびPRVAでは10

0倍から1000倍高感度であった。

今回開発したqPCR法の実際の臨床現場への応用を検討するため、過去に病性鑑定を実

施した野外材料を用いて実施した。従来の診断法で陽性と診断された検体を用いた試験

では、ほぼ全ての検体から標的ウイルスを特異的に検出することに成功した。しかし、P

EDVのRT-PCR法において弱陽性反応が確認されていた検体No.2においてのみqPCR法で陰性

となった。PEDVにおけるRT-PCR法とqPCR法の検出感度は同等であったことから、検体No.

2におけるPEDVの遺伝子量が少なかったためにqPCR法で検出できなかったと考えられた。

検体No.1～4は全て同じ症例の同腹哺乳豚であり、PEDVによる激しい水様下痢とそれに伴

う脱水が顕著であった。剖検所見において、小腸は顕著にひ薄化し、小腸内容が非常に

常に少なかったために、全ての検体から等量の材料を採取できず、No.2の遺伝子量が少

なくなってしまったと考えられた。症例No.2の検体No.5～12はS遺伝子に大きな欠損が認

められたPEDVによる症例である。S遺伝子に欠損が認められたもののqPCR法における標的

遺伝子はN遺伝子であるため、7検体全てqPCR法で検出可能であった。また症例1とほぼ同

じ日齢による哺乳豚の下痢症であったが、臨床症状は軽度であり、小腸のひ薄化の程度

も軽度であったため、材料の採材用意で十分な検体を得ることが出来たため、7検体全て

でqPCR陽性となったと考えられた。

検体No.19はPEDVとPDCoVとの混合感染症例である。qPCR法では検体No.19よりPEDVおよ

びPDCoVの両方を検出することが可能であり、複数のウイルスによる混合感染症例の診断

にも本法は有効であることが示唆された。

本試験では、豚の下痢症関連ウイルス4種の遺伝子を迅速かつ特異的に検出することが

可能なqPCR法を開発した。本法はワンステップ法を採用しているため、手技が簡易でコ

ンタミネーションの危険性も少ない。検出感度も既報のRT-PCR法と比較して同等または

それ以上であり、各標的ウイルス遺伝子の検出時間も大幅に短縮された。このため豚の

下痢症の迅速診断法として非常に有用であると考えられる。過去の病性鑑定材料を用い

てqPCR法を実施した結果、豚の下痢症の原因ウイルスを概ね検出することが可能で、偽

陽性反応も認められなかった。以上の成績から、今回開発したqPCR法は迅速かつ特異性



の高い診断法として、豚の下痢症の病性鑑定に非常に有用な手法であると考えられた。
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