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これまで，海外において下痢を発症した子馬の糞便か

らコロナウイルス様粒子が電子顕微鏡により検出され，

培養細胞で分離されている［1h3］が，馬のコロナウイ

ルスの性状を明白にしたのは，Guyら［1］が培養細胞

で継代できる馬コロナウイルス（ECV）NC99株を分離

した報告のみである．それによると，ECVは牛コロナ

ウイルス（BCV）と同じ血清群（2群）に属し，抗原的

にBCVと交差し，遺伝子学的にも高い相同性を有する

と報告されている．また，これまで子馬の下痢便からコ

ロナウイルスが検出あるいは分離されていることから，

ECVは子馬に下痢症を起こす病原体であると考えられ

ている［1h3］．しかし感染実験などの報告はなく，ECV

がどのような病気を起こすのかについては明らかにされ

ていない．

わが国ではウイルス検出の報告はないが，日本各地の

馬が比較的高率にBCVに対する中和抗体を保有してい

ることが報告されており［4, 5］，また競走馬の発熱疾患

にコロナウイルスが関与していることも示唆されている

［6］．

今回ばんえい競馬場で流行した発熱性疾患について調

査した結果，この疾病にECVが関与していることが示

唆されたので，その概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

発生状況調査： 2004年12月から翌年3月に，北海道

帯広市内のばんえい競馬場在厩中の重種馬に発熱疾患の

流行があったため，発生状況及び臨床症状を調査した．

検査血清： 2004年12月3日～11日に38.6～41.3℃

の発熱と食欲不振を呈した競馬場在厩馬21頭（2頭は

下痢を併発）の発症時と回復時の組血清を用いた．ま

ば ん え い 競 馬 場 在 厩 馬 に 流 行 し た
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要　　　　　約

北海道帯広市のばんえい競馬場で2004年12月から翌年3月，191頭の重種馬（在厩馬の約3割）に発熱と食欲不振

の症状がみられた．発症馬21頭中14頭の発症時と回復時の組血清で牛コロナウイルスに対する中和抗体価の有意な上

昇が認められ，発症馬の糞便から馬コロナウイルスNC99株の遺伝子ときわめて相同性の高い遺伝子が検出された．一

方発症馬の鼻汁と糞便からコロナウイルス以外の既知病原体と遺伝子は検出されず，発症馬21頭の血清学的検査で馬

ヘルペスウイルス1型，馬インフルエンザウイルス，ゲタウイルス，馬ロタウイルス，馬鼻炎Aウイルス，馬アデノウ

イルス，馬動脈炎ウイルス，腺疫，馬パラチフスに対する有意な抗体価の上昇は認められなかった．以上のことから今

回集団発生した疾病は馬コロナウイルスの感染により起こされたことが疑われた．

―キーワード：ばんえい競馬場，馬コロナウイルス，重種馬，集団発生．
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た，流行後期の2005年2月まで在厩していた非発症馬

10頭，流行終了後の同年3月に新規入厩した5頭の血清

を用いた．

病原検査材料： 2004年12月13日～2005年3月2日

の期間に38 .8 ～41 .3 ℃の発熱を呈した10頭の発症馬

（これらのうち1頭は下痢を併発）から鼻汁8検体と糞

便10検体が採取された．これらの発症馬からの採取月

は12月4頭，1月3頭，2月1頭，3月2頭であった．

抗体検査：BCVに対する中和抗体価の測定は，既報

［4, 5］に準じて BCV掛川株と人大腸癌由来株化

（HRT18）細胞を用いて実施した．また，腺疫のELISA

法［7］，馬パラチフスの試験管凝集反応［8］，馬ヘルペ

スウイルス（EHV）1型のCF反応及び型特異的 gGh

ELISA法［9］，馬インフルエンザウイルスのHI反応

［10］を既報に従って実施した．ゲタウイルス，馬ロタ

ウイルス，馬鼻炎Aウイルス（旧称：馬ライノウイルス

1型），馬アデノウイルス及び馬動脈炎ウイルスのCF反

応はそれぞれのウイルス抗原を用いて常法に従って実施

した．

ウイルス分離：鼻汁及び糞便の10％乳剤を馬胎子腎

細胞，牛腎臓由来株化（MDBK）細胞，ウサギ腎臓由

来株化（RK13）細胞，サル腎臓由来株化（Vero）細胞

及びHRT18細胞に接種し，3代盲継代してCPEの有無

により判定した．特にコロナウイルスについては培養後

に培養上清を用いて遺伝子検査［1］を，また細胞中の

ウイルス抗原を調べるために，抗BCV（Mebus株）モ

ノクローナル抗体マウス血清による免疫染色を実施し

た．

細菌検査：鼻汁については羊血液寒天培地とDHL寒

天培地を，糞便材料については上記培地に加えテトラチ

オネート液体培地を用いて培養検査を実施した．

電子顕微鏡検索：糞便の10％乳剤を，30％ショ糖液

で密度勾配遠心（35,000rpm/2時間）し，得られたペ

レットをPBS200μlに浮遊し，2％リンタングステン酸

でネガティブ染色後，透過型電子顕微鏡で観察した．

遺伝子検査：発熱馬の鼻汁及び糞便の10％乳剤を用

い，N蛋白遺伝子領域を標的とした ECVの RThPCR

［1］と，EHV［11］のPCR及び馬ロタウイルス［12］，

馬インフルエンザウイルス［13］のRThPCRを実施し

た．検体からのDNAはDNA抽出キット（インスタジ

ーンDNA精製マトリクス，バイオ・ラッド ラボラトリ

ーズ譁，東京）を，RNAはRNA抽出キット（QIAamp

Viral RNA Mini Kit，譁キアゲン，東京）を使用し，各

試薬・キットの使用説明書に従って抽出した．EHVの

PCRは DNA Polymerase（HotStart Taq DNA Poly-

merase，譁キアゲン，東京）を，ECV，馬ロタウイル

ス，馬インフルエンザウイルスの RThPCRには RTh

PCRキット（QIAGEN OneStep RThPCR Kit，譁キア

ゲン，東京）を用いて実施した．PCR，RThPCRの反応

条件は各論文に従った．PCR産物の確認はアガロース

ゲル電気泳動法にて実施した．

ダイレクトシークエンス：ECVのPCR産物を，DNA

精製キット（MiniElute PCR Purification Kit，譁キア

ゲン，東京）を用いて精製し，Guyら［1］の報告にあ

るプライマー（ECVf，ECVr，ECVmid）とシークエン

スキット（BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequenc-

ing Kit，アプライドバイオシステムズ，ライフテクノロ

ジーズジャパン譁，東京）を用いたシークエンス反応を

実施した．シークエンス産物は，精製キット（DyeEx

2.0 Spin kit，譁キアゲン，東京）を用いて精製し，泳
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図1 ばんえい競馬場における発熱性疾患の新規発生頭数の推移



動装置（ABI PRISM 310 Genetic Analyzer，譁アプラ

イドバイオシステムズ，ライフテクノロジーズジャパン

譁，東京）により泳動し塩基配列を決定した．塩基配列

の比較及び系統樹解析は，決定した塩基配列と

GenBankの塩基配列データベースに登録されている各

コロナウイルスの塩基配列データについて，ソフトウェ

ア（GENETYXhMac，譁ゼネティックス，東京）を用

いて実施した．系統樹解析は隣接結合法（NJ法）によ

り実施した．

成　　　　　績

発生状況の概要：北海道帯広市内のばんえい競馬場

で，2004年11月14日から入厩していた重種馬におい

て，同年12 月 3 日から翌年3 月 2 日にかけて38 .6 ～

41.3℃の発熱と食欲不振を伴う疾病の流行があった．発

生初日は全36厩舎のうち2厩舎で発生があり，17日目

には全厩舎にまん延した．厩舎ごとの発生頭数は1頭か

ら半数以上とさまざまであった．図1で示したように発

熱疾患の発生頭数のピークは12月9日（7日目）で，そ

の後発生は減少傾向を示したが，最終発生日の3月2日

まで散発的に継続した．発生頭数は在厩馬651頭（2005

年1月23日時点）中191頭（29.3％）に達した．また

15頭（発症馬の7.8％）は発熱とともに下痢（1頭は水

様性，他は軟便程度）を併発したが，鼻汁，発咳などの

呼吸器症状はみられなかった．発症馬は数日で回復し予

後は良好であった．

抗体検査：表1hAに発症馬21頭のBCVに対する中和

抗体価の推移を示した．発症時の陽性率は38 .0 ％で，

陽性GM値は64.0倍であった．一方回復期の陽性率は

66.6％で，陽性GM値は767.1倍まで上昇しており，発

症馬21頭中14頭に有意な抗体価の上昇が認められた．

なおBCV以外の前述のウイルス及び細菌すべてに対し

て組血清間で有意な抗体価の上昇は認められなかった．

非発症馬と新規入厩馬のBCVに対する中和抗体保有

状況（表1hB，C）は，流行後期に採血された非発症馬

10頭のすべてが抗体（抗体価は4倍から1024倍）を保

有しており，陽性GM値は128.0倍であった．一方，流

行後に競馬場に新たに入厩した5頭の抗体価は2倍未満

から64倍で，陽性率は60.0％，陽性GM値は20.1倍で

あった．

ウイルス分離：鼻汁及び糞便材料を接種した前述の5

種の細胞すべてにCPEは認められず，HRT18細胞3代

成田雅子　信本聖子　竹田　博　他
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 1 3 41  16 64 
 2 4 41  32 1024 
 3 2 39.6  ＜2 ＜2 
 4 2 39.1  64 1024 
 5 3 41.2 有 ＜2 ＜2 
 6 2 40.2  ＜2 16 
 7 2 41.2  2 1024 
 8 6 40.1  ＜2 512 
 9 6 40.1  ＜2 64 
 10 5 38.6  ＜2 8 
 11 2 39 有 ＜2 ＜2 
 12 2 40.8  ＜2 ＜2 
 13 2 38.8  4 2048 
 14 4 40  ＜2 ＜2 
 15 4 40  ＜2 256 
 16 7 40.2  ＜2 256 
 17 3 40.7  ＜2 ＜2 
 18 2 39  128 4096＜ 
 19 2 38.4  256 4096＜ 
 20 2 40.2  2 2048 
 21 2 39.5  ＜2 ＜2 

　陽性GM値（倍）   64.0 767.1 
　陽性率（％）    38.0 66.6

（A）発症馬の組血清　2004年12月 3 日～11日発症馬 

馬番号 年齢 
症　状 中和抗体価 

体温℃ 下痢 発症時 回復期 

体温は発症時の最高体温 
No. 1～21の検査材料は組血清のみ 

 1 5 1024 
 2 9 256 
 3 6 32 
 4 5 1024 
 5 7 128 
 6 6 256 
 7 8 32 
 8 5 4 
 9 5 256 
 10 8 128 

　陽性GM値（倍） 128.0 
　陽性率（％）  100

（B）流行後期の非発症馬 

馬番号 年齢 中和抗体価 

 1 2 2 
 2 2 64 
 3 2 64 
 4 2 ＜2 
 5 2 ＜2 

　陽性GM値（倍） 20.1 
　陽性率（％）  60.0

（C）流行後に新規入厩した馬 

馬番号 年齢 中和抗体価 

表 1 　発症馬の組血清（A），非発症馬（B）及び新規入厩馬（C）の牛コロナウイルスに対する中
和抗体価 



盲継代培養上清のコロナウイルス遺伝子検査と抗BCV

抗体による免疫染色も陰性であった．

細菌検査：検査したすべての鼻汁及び糞便材料から病

原菌は分離されなかった．

電子顕微鏡検索：検査したすべての糞便材料の電子顕

微鏡観察ではウイルス様粒子は認められなかった．

遺伝子検査：遺伝子検査した発症馬10頭の糞便にお

いて5頭（糞便採取月と頭数：12月1頭，1月2頭（う

ち1頭は下痢），2月1頭，3月1頭）の糞便から，コロ

ナウイルスのN蛋白遺伝子領域を標的としたRThPCR

によって1.5kbの遺伝子断片が増幅され，さらにシーク

エンスが決定された．このN蛋白遺伝子の塩基配列及び

推定アミノ酸配列の比較において，糞便から検出された

遺伝子（Accession number： AB599772）は，ECV

NC99 株と99％の相同性を示したのに対し，牛，人の

コロナウイルスとは90％程度，マウスとは約76％の相

同性であった（表2）．また，この検出遺伝子は系統樹解

析でもECV NC99株ときわめて近縁であることが示さ

れた（図2）．なお，シークエンスは検出された5例の遺

伝子断片のうち2例について実施し，それらの遺伝子配

列の相同性は同じであった．

一方，遺伝子検査したすべての鼻汁及び糞便材料から

EHV，馬ロタウイルス，馬インフルエンザウイルスの遺

伝子は検出されなかった．

考　　　　　察

明瞭な発熱を呈した発症馬21頭中14頭（65％）にお

いてBCVに対する有意な抗体上昇が認められた．また

発症馬10頭中5頭の糞便からコロナウイルス遺伝子断

片が検出され，さらにシークエンスを含む詳細な遺伝子

検査により，それらはECV NC99株と99％の相同性の

あることが明らかとなった．一方，血清学的検査では今

回の発症馬が既知7種のウイルスと2種の細菌に感染し

ていた可能性は否定された．さらに糞便と鼻汁を用いた

遺伝子検査，電子顕微鏡検査，分離による病原検査から

今回の発症馬がコロナウイルス以外の病原体に感染して

いた証拠は認められなかった．これらの一連の成績か

ら，今回ばんえい競馬場で発生した発熱性疾患にECV

が関与していたことが強く示唆された．

既報［1h3］では，発熱と激しい下痢を呈した子馬か

らコロナウイルスが検出，分離されているが，本事例の

コロナウイルスは，成馬に40℃前後の発熱と一部に軽

度の下痢を起こすと考えられた．また，非発症馬でも

BCVに対する高い抗体価を保有していたことから，今

回の流行では不顕性感染したものも多数あったことが示

唆された．

流行後に入厩した5頭のBCVに対する中和抗体価が

低かったことから，他にも入厩時の抗体価が低かった馬

群があった可能性が考えられた．競馬場では多少の馬の

出入りはあるが比較的閉鎖的な環境であり，そこに長期

間在厩することで，在厩馬群の抗体価が低下していった

のではないかと推察された．このことが今回の疾病が流

行した要因の一つになったかもしれないと考えられた．

稿を終えるにあたり，遺伝子検索及び抗体検査に協力いただ

いた，日本中央競馬会競走馬総合研究所栃木支所の関係各位及

び，検出遺伝子のデータバンク登録及び系統樹解析に協力いた

だいた，動物衛生研究所ウイルス病研究チームの村上賢二上席

研究員，同研究所北海道支所の菅野徹主任研究員に深謝する．
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検出遺伝子［AB599772］ 

ECV（NC99）［EF446615］ 

MHV（A59）
［AF029248］

PHEV（VW572）［DQ011855］ 

BCV（Mebus）［BCU00735］ 

BCV（Kakegawa）［AB354579］ 

HCV（OC43）［AY391777］ 
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図2 N蛋白遺伝子の部分配列の比較による検出遺伝子と
既知の2群コロナウイルスの系統樹解析（NJ法）
PHEV：豚血球凝集性脳脊髄炎ウイルス
［ ］内は各配列のGenBank Accession number
※数値はブートストラップを100回行った値を示した．

表 2　コロナウイルス遺伝子のN蛋白遺伝子の塩基及び推定アミノ酸の部分配列の相同性（％） 

 塩基配列 99.0 92.8 93.5 92.5 76.2 
 推定アミノ酸配列 99.0 92.2 93.1 91.2 76.9

ECV（NC99） 
［AF251144］ 

BCV（Mebus） 
［U00735］ 

MHV（A59） 
［AY700211］ 

BCV（LYh138） 
［AF058942］ 

HCV（OC43） 
［NC005147］ 

発症馬から検出されたコロナウイルス遺伝子とその他の 2群コロナウイルスを比較した．
HCV：人呼吸器コロナウイルス　MHV：マウス肝炎ウイルス 
［　］内は各配列のGenBank Accession number
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Prevalence of Disease with Inference of Equine Coronavirus Infection Among 
Horses Stabled in a DrafthHorse Racecourse

Masako NARITA＊†, Kiyoko NOBUMOTO, Hiroshi TAKEDA, Tomoe MORIYAMA, 
Yoshinori MORITA and Yuji NAKAOKA

＊Hokkaido Tokachi Livestock Hygiene Service Center, 59h6 Kisen, Kawanishicho, Obihiro-shi,
089h1182, Japan

SUMMARY

An outbreak of equine disease with pyrexia and anorexia occurred from December 2004 to March 2005,
affecting 191 heavy horses (about 30 percent of stabled horses) at the drafthhorse racecourse in Obihiro City,
Hokkaido, Japan.  Neutralization antibody titers to bovine coronavirus rose significantly in 14 paired sera out
of 21 diseased horses.  A highly homologous gene to that of equine coronavirus (NC99) was detected in fecal
samples from the diseased horses.  However, known pathogens and genes excluding the coronavirus were not
detected from any pituita or fecal samples from the diseased horses.  In addition, the antibody titers did not
rise significantly in the serological tests of 21 diseased horses for equine herpes virus type 1, equine influen-
za virus, getah virus, equine rotavirus, equine rhinitis A virus, equine adenovirus, equine arteritis virus, stran-
gles, and equine paratyphoid.  From these facts, it was inferable that the outbreak of the disease was caused
by infection with equine coronavirus. 
― Key words : drafthhorse racecourse, equine coronavirus, heavy horse, outbreak.
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