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要 約

2014年4月～2015年2月に道内24養豚場で検出された豚流行性下痢（PED）ウイルス34株を用いてS1遺伝子
領域の分子疫学的解析を実施した。いずれの株も2013～2014年に北米で検出された株と同一あるいは近縁であっ
た。北海道株間での塩基配列の一致率は98．9～100％であり、最大23塩基の置換が認められた。北海道株は分子
系統樹上大きく3系統に分かれ、同一農場由来株は塩基置換が起きた後も同じ系統に属していた。系統2の株
はいずれも同じ地域の系列農場から検出されたが、他の系統株は広範な地域から検出された。また、各系統と
検出時期との関連は低かった。同一あるいは極めて近縁な株が検出された一部の農場間で、子豚飼料や飼料運
搬業者、と畜場などに共通点が認められたが、ウイルスの侵入経路やまん延要因の特定には至らなかった。北
海道におけるPEDの発生は北米株と近縁な複数の株が複数回侵入して起きたと考えられた。
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豚流行性下痢（PED）ウイルス（PEDV）は、コロナ
ウイルス科、アルファコロナウイルス属に属し、PED
の原因となるウイルスである。PEDは水様性下痢を主
徴とする豚の急性感染症で、ほ乳豚での死亡率は最大
95％にも達する［1］。PEDVは1978年にベルギーで発見さ
れ［2］、現在、ヨーロッパやアジアの各地で常在化して
いる。わが国においても1980年代前半から散発的に発生
が確認されていたが、2006年以降は発生報告がなかった。
しかし、2013年4月に米国において初めてとなるPED
の発生が確認され、その後米国各地へと急速に感染が拡
大したのに続いて、2013年10月1日に、わが国では7年
ぶりとなるPEDの発生が沖縄県で確認された。その後
国内各地で発生が相次ぎ、北海道でも2014年4月11日以
降28件（2016年3月31日時点）の発生が確認され、特に
2014年4～7月に集中発生した。
PEDVは感染豚の糞便中に排泄され、主に経口感染す

ることで伝播する［3］。米国での発生および感染拡大の
原因に関しては、これまでに数多くの調査・研究が行わ
れてきた。米国の6カ所のと畜場で行われた調査では、
PEDVに汚染された家畜運搬車両の割合は家畜の荷下ろ
し後に上昇しており、車両や作業員の移動に伴った農場
間でのPED伝播が示唆されている［4］。また、疫学調査
の結果から、汚染飼料が感染源と考えられる事例も報告
されている［5、6］。
PEDの道内への侵入経路および感染拡大原因を明ら

かにし、今後のまん延防止対策の一助とするため、道内
で検出されたPEDVの分子疫学的解析を行ったので、
その成績を報告する。

材料および方法

2014年4月～2015年2月にPEDの発生が認められた
道内24農場で採材された豚糞便由来のPEDV遺伝子34
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株（表1）について分子系統樹解析を実施した。豚糞便
からHigh Pure Viral RNA kit（Roche、スイス）を用
いて抽出したRNAを鋳型として、OneStep RT-PCR Kit
（QIAGEN、ドイツ）を用いてLeeらの方法［7］によりス
パイクタンパクの可変領域（S1遺伝子）2，254塩基をRT
-PCR法で増幅し、RT-PCR法でのプライマーおよびこ

れまでに報告されている標準株の塩基配列を基に、新た
に設計した6つのプライマーを用いたダイレクトシーク
エンス法により塩基配列を決定した。使用したプライ
マーは表2に示した。次に、得られた塩基配列を基にS
1遺伝子2，245塩基について分子系統樹解析を行った。
解析にはLasergene（DNASTAR、Wisconsin USA）を
用い、分子系統樹解析では道内で検出された34株に加え
て、塩基配列情報が公開されている海外分離株約450株
との比較を行った。また、23戸の発生農場の疫学的関連
を評価するため、利用していると畜場、廃豚回収業者、
飼料運搬業者、飼料製造業者について聞き取り調査を
行った。

結 果

1． S1遺伝子の分子系統樹および塩基配列の相同性
分子系統樹解析によって得られた系統樹を図1～3に

示した。北海道株のS1遺伝子2，245塩基は全て2013年以
降に北米で分離されたPEDV株と同一（No．8および21）
あるいは近縁であった。北海道株間での塩基配列の一致
率は98．9～100％であり、最大23塩基の置換が認められ
た。
北海道株は分子系統樹上大きく3つの系統（系統1、

2および3）に分かれ、系統間での塩基配列の一致率は
系統1と2で99．0～99．6％、系統1と3で99．5～99．8％、
系統2と3で98．9～99．4％であった。
2．同一農場由来株の相同性
PEDVの塩基配列に変異が起こる頻度を推定するため、
同一農場で検出された株間で塩基配列を比較した。同一
時期に採材された株間（No．1と1‐2、No．1‐3と1‐
4、No．7と7‐2、No．10‐2と10‐3）で塩基配列は100％
一致した。S1遺伝子2，245塩基のうち、No．1株の農場で

表2．プライマー塩基配列

⑴ RT-PCR用プライマー
プライマー名 配列（5'→3'） 結合部位※ 増幅サイズ
S-Fwd-1 ACG TAA ACA AAT GAA GTC TTT 20628‐20648

2254bp
S-Rev-1 ATA CAC CAA CAC AGG CTC TGT 22861‐22881

※CV777株（Accession no : AF353511）における結合部位

⑵ シークエンス用プライマー
プライマー名 配列（5'→3'）
S-F-646 CTT AAT GTT ACT AGT GCT GGT GAG
S-R-680 GAA ATA CCA TCC TCA CCA GCA CTA
S-F-1250 TCG GTT TGT TGG ATG CTG TCA C
S-F-1807 GAT CTT TTT GGT TAC CCT GAG TTT
S-R-1271 GTG ACA GCA TCC AAC AAA C
S-R-1831 CAA ACT CAG GGT AAC CAA AAA GAT

表1．PEDV遺伝子株の由来

検体№ 振興局 農場№ 採材年月日 由来
1

A 1

2014/4/10 繁殖豚腸内容
1－2 2014/4/10 繁殖豚腸内容
1－3 2015/2/6 哺乳豚腸内容
1－4 2015/2/6 哺乳豚腸内容
2 A 2 2014/4/14 繁殖豚腸内容
3 D 3 2014/4/28 哺乳豚腸内容
4 A 4 2014/5/3 繁殖豚腸内容
5 E 5 2014/5/10 肥育豚腸内容
6 E 6 2014/5/10 哺乳豚腸内容
7

E 7
2014/5/11 哺乳豚腸内容

7－2 2014/5/11 哺乳豚腸内容
7－3 2014/9/2 哺乳豚腸内容
8 E 8 2014/5/13 哺乳豚腸内容
9 A 9 2014/5/22 繁殖豚腸内容
10

A 10
2014/6/6 繁殖豚腸内容

10－2 2015/1/22 哺乳豚腸内容
10－3 2015/1/22 落ち糞
11

A 11
2014/6/14 哺乳豚腸内容

11－2 2014/6/19 落ち糞
11－3 2014/7/3 落ち糞
12 B 12 2014/4/17 哺乳豚腸内容
13 B 13 2014/4/18 哺乳豚腸内容
14 B 14 2014/5/2 落ち糞
15 B 15 2014/5/21 哺乳豚腸内容
16 B 16 2014/5/22 哺乳豚腸内容
17 F 17 2014/5/1 落ち糞
18 C 18 2014/5/13 哺乳豚腸内容
19 C 19 2014/5/21 哺乳豚腸内容
20 C 20 2014/5/24 哺乳豚腸内容
21 G 21 2014/5/29 哺乳豚腸内容
22 D 22 2014/7/18 哺乳豚腸内容
23 B 23 2014/7/16 落ち糞
24 A 24 2015/2/7 落ち糞
24－2 2015/2/7 落ち糞
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図1．S1遺伝子2，245塩基による分子系統樹解析に基づく系統樹
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は約10カ月後の株で4塩基（4．8塩基/年）、No．7株の農
場では約4カ月後の株で3塩基（9塩基/年）、No．10株
の農場では約7カ月後の株で9塩基（15．4塩基/年）、
No．11株の農場では約2週間後の株で1塩基、さらに2
週間後の株で1塩基の変異（24塩基/年）が認められた。
同一農場由来株は、塩基置換が起きた後でも同じ系統に
属していた。変異はいずれも塩基の置換であり、挿入や
欠失は認められなかった。
3．系統内での塩基の相同性
各農場での初発材料由来のウイルス株において、複数

株で同じ位置に塩基の置換が確認され、これらの箇所の
配列は各系統内でよく保存されていた（表3－1）。こ
のような保存領域は計12カ所確認された。これら12塩基
の変異のうち、8塩基はアミノ酸の変異を伴っていな
かった。また、系統1に特に近縁であった北米株（Iowa
103/2013）および系統3に特に近縁であった北米株（ON
-007）についても、これらの12塩基の特徴は一致してい

図3．（B）部分の拡大図

図2．（A）部分の拡大図
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た（表3－2）。
4．疫学調査結果との関連
聞き取り調査では、と畜場や廃豚回収業者など疫学的

に伝播リスクが高いと考えられている項目と、系統樹解
析の結果とを合わせて検討を行った。北海道株の3つの
系統のうち、系統1と系統2に含まれる株が検出された
農場間では、利用している飼料運搬業者等に共通点が認
められた。特に系統2に含まれる5農場は同じ地域に存
在する系列農場であり、そのうち2農場（№1と№2）
の発生時期は、ほぼ同時期で（表1）、S1遺伝子の塩基
配列は同一であった（表4）。また、うち4農場におい
てと畜場、廃豚回収業者、飼料運搬業者が共通、うち3
農場において子豚飼料製造業者が共通であった（表5）。

表3．系統内での塩基の相同性及び海外株との比較

表3－1．北海道株

系統 検体No．
相対位置

87 609 757 843 1090 1110 1161 1179 1181 1456 1568 2050
1 11、15、20、22 C T G C T C C A T／C C G T
2 1、2、9、10、24 T C A T T C C A C A A C
3 3～8、12～14、16～19、21、23 C T G C C T T T C／A C G T

表3－2．海外株

株名 由来
相対位置

87 609 757 843 1090 1110 1161 1179 1181 1456 1568 2050
CV777 欧州 T T G C C C C T C C G T

Iowa103/2013 アメリカ C T G C T C C A T C G T
ON-007 カナダ C T G C C T T T C C G T

注）相対位置とは、解析を行った2245bp中の位置を示す。

表4－1．系統1

№ 11 15 20 22
11
15 24
20 21 3
22 34 58 55

表4－2．系統2

№ 1 2 9 10 24
1 ★ ★
2 4 ★
9 42 38
10 57 53 15
24 303 299 261 246

表4－3．系統3

№ 3 4 5 6 7 8 12 13 14 16 17 18 19 21 23
3 ★ ★ ★
4 5 ★
5 12 7
6 12 7 0
7 13 8 1 1 ★ ★
8 15 10 3 3 2 ★
12 11 16 23 23 24 26 ★ ★
13 10 15 22 22 23 25 1
14 4 1 8 8 9 11 15 14
16 24 19 12 12 11 9 35 34 20 ★
17 3 2 9 9 10 12 14 13 1 21
18 15 10 3 3 2 0 26 25 11 9 12
19 23 18 11 11 10 8 34 33 19 1 20 8
21 31 26 19 19 18 16 42 41 27 7 28 16 8
23 79 74 67 67 66 64 90 89 75 55 76 64 56 48

注1）★は交差する検体間での塩基配列が完全に一致することを示す。
注2）左下の数字は交差する検体間での採材間隔（日数）。また、塩基配列が完全に一致するものを網掛けで示した。

表4．各系統のS1遺伝子の塩基配列一致率および採材間隔
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一方、系統3の農場に疫学的関連は認められなかったも
のの、塩基配列が一致した株の一部（No．4とNo．6およ
びNo．8とNo．21）では、飼料運搬業者や子豚飼料製造
業者に共通点が認められた（表5）。なお、各系統株の
初発検出時期は7～41日違っていた。

考 察

2013～2014年にかけて国内で確認された株には2つの
型（北米型と INDELs型）が報告されているが［8］、道内
で確認された株は全て北米型に近縁であった。その中で、
北海道株は大きく3つの系統に分かれ、系統間の塩基配
列の一致率は最大で99．8％（系統1と3）、最低で98．9％
（系統2と3）であった。2008～2009年にかけて韓国で
分離された7株間でのS蛋白領域の塩基配列の一致率が
94．8～97．9％［7］であったことと比較すると、北海道株
の一致率が非常に高いことが分かる。同一農場由来株で
は、同時期に採材された株間では塩基配列は100％一致、
2週間隔で採材したもので1塩基、4～10カ月間隔で3
～9塩基の置換が認められた。いずれの置換によっても
元の株と同じ系統に属し、系統樹上でも近縁であった。

これらの結果から、S1遺伝子の塩基配列の比較は疫学
解析において有用であることが明らかになった。
同一系統内の株間では、検出された農場が利用してい

ると畜場や廃豚回収業者、飼料などに一部共通点が認め
られるものもあった。これまでの報告で指摘されている
とおり、道内のPED発生事例においても豚の運搬に伴っ
て伝播したと考えられる事例、また、飼料等の輸送に伴っ
て伝播したと考えられる事例が存在していた。全体的に
地理的および時間的な関連は低い傾向にあり、同一地域
で同時期に採材された株でも一致率が低いものが存在し
た一方で、異なる地域で採材された株間でも近縁なもの
が存在した。また、異なる地域で且つ異なる時期に検出
された株の一部が、北米の検出株と塩基配列が一致した
ことは非常に興味深い結果と言える。
海外から国内へのPEDV侵入経路としては血漿タン
パクの関与を疑う声もあったが、Opriessnigらが行っ
た感染実験では、PEDV遺伝子が検出されたとしても、
感染性が失われている可能性が高いことが報告されてい
る［9］。一方、Deeらが行った感染実験では、PED発生
農場の餌容器内残渣を給与することで子豚への感染が成

表5．PED発生農場の疫学情報

系統 農場№ 振興局 と畜場 廃豚回収業者 飼料運搬業者 子豚飼料製造業者
1 11 A D 自社 A B

15 B A B A A D L A E F
20 C C H B J B D
22 D E B A G B

2 1 A F G 自社 A B
2 A F G 自社 A A D
9 A F 自社 A A
10 A F 自社 A A D

3 3 D E C C D A D
4 A F G 自社 A B
5 E B E F G D C E －
6 E E B A F B D
7 E E A A I A
8 E B E B H A E F
12 B A B A F K D
13 B A B A F D
14 B A B F G A C D
16 B A － － E F
17 F B B H P A E F
18 C C G M N O B D F
19 C G E H Q B C D
21 G G F B D E
23 B A A C D E

注1）項目ごとにアルファベットに置き換えて表した。項目間でのアルファベットは対応していない（廃豚回収業者Aと飼料運搬業
者Aは異なる）。

注2）網掛けで示した部分は特に疫学的に関連が強いと推察される項目。
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立することが示されており、飼料等を介して国内へウイ
ルスが侵入した可能性は完全には否定できないとも考え
られる［10］。また、発生農場での環境検査では、畜舎内
だけでなく作業者の休憩所のドアノブまで、農場内の非
常に広い範囲からPEDVが検出されており（藤岡、第
55回全国家畜保健衛生業績発表会）、飼料そのものだけ
ではなく、コンテナなどの輸送設備や作業者の衣服や靴
などを介してウイルスが運ばれた可能性も推測される。
今回の解析結果から、PEDVの道内への侵入経路およ
び道内各地へのウイルス伝播経路を特定することはでき
なかった。しかし、道内でのPEDの発生は、道内での
流行前に、関東以北の地域において発生件数が増加して
いることから［8］、本州の県を介して海外由来の複数の
株が複数回にわたって道内に侵入したためと推測された。
さらに、一部のウイルスは運搬車両等によって拡散され
た可能性があると推察された。このことから、農場や畜
産関連施設で使用した器具や車両の洗浄・消毒を徹底し、
さらに石灰帯や消毒槽を活用することは、農場間のPED
感染を防ぐための有効な手段であると考えられた。一方
で、近縁なウイルスが検出されているにも関わらず疫学
的には関連の低い農場も存在しており、PEDVの感染経
路については未だ不明な部分も多く残る。現在、道内に
は大小併せて約300戸の養豚場があるが、発生農場と同
じ飼料や運搬業者、と畜場、廃豚回収業者を利用してい
てもPEDの発生がなかった農場も数多く存在している。
今回の聞き取り調査は発生農場のみ実施しているが、今
後は非発生農場にも同様の聞き取りを行い、発生に至る
要因を明らかにすることが必要である。
北海道では2016年9月に全てのPED発生農場が非発
生農場へ復帰し、その後の発生は報告されていない。し
かし、本州や九州では依然として発生が続いており、よ
り一層の防疫強化が望まれる。
本解析を実施するにあたりご助言をいただいた国立研

究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構 動物衛生
研究部門北海道研究拠点 恒光裕氏に深謝する。
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