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近年，従来のアルファコロナウイルス属，ベータコロ
ナウイルス属，ガンマコロナウイルス属に分類されない
新たなコロナウイルスがいくつかの哺乳類及び鳥類の糞
便から検出され，これらは新たに第 4のグループとして
デルタコロナウイルス属に分類された［1］．また，
2012 年に香港で行われたデルタコロナウイルスに対す
るサーベイランス調査では，豚及び鳥類の糞便からも新
たなデルタコロナウイルスが検出された［2］．2014 年
2 月，米国のオハイオ州で，下痢を呈した豚の糞便及び
腸内容物から豚デルタコロナウイルス（PDCoV）が初
めて検出された［3］．その後，米国の他の州及びカナダ，
中国，韓国でも，相次いでPDCoVが検出されている［4-
9］．一方，わが国でも同様の時期に PDCoVが検出され
ているが，その実態は十分に把握できていない［10, 
11］．
今回，われわれは農場において嘔吐・下痢を呈した母
豚の糞便乳剤から，わが国で初めてPDCoVを分離した．
また，分離したウイルスを用いて抗体検査を実施し，発

生農場におけるウイルス浸潤状況調査を行ったので，そ
れらの概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

発生概要：2015 年 1 月 8 日，バークシャーと金華豚
及びそれらの雑種豚 1,450 頭を飼養する繁殖・肥育一貫
経営農場の分娩舎で繁殖豚 28 頭，種雄豚 4頭に下痢・
嘔吐が発生した．母豚及び種雄豚ではその後も激しい嘔
吐を示し，発症した母豚は食欲低下及び元気消失を示し
た（図 1）．哺乳豚では数頭に下痢が観察されたが，嘔
吐及び食欲低下は認められず，また死亡豚も認められな
かった．翌日，別の分娩舎に感染が拡大し，合計繁殖豚
52 頭，種雄豚 8頭に下痢あるいは嘔吐を認め，また哺
乳豚数頭に下痢が観察された．発生 3日後からは新たな
発症豚はなく，発症した豚も回復傾向がみられ，発生 5
日後にはすべての豚が回復し終息した．なお，この発生
期間中に肥育豚舎の豚では，下痢及び嘔吐は認められな
かった．また，豚の外部導入は 2 年間なかった．2014
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要　　　　　約

2015 年 1 月に山形県内の豚繁殖肥育一貫経営農場の飼育豚において，嘔吐・下痢症が認められた．母豚及び種雄豚
では激しい嘔吐または下痢，食欲不振を認めたが，哺乳豚では下痢のみが認められた．豚 13 頭の糞便についてウイル
ス遺伝子の検索を行った結果，豚流行性下痢ウイルス及び伝染性胃腸炎ウイルス遺伝子は検出されなかったが，豚デル
タコロナウイルス（PDCoV）遺伝子が全頭から検出された．さらに当該材料について LLC-PK1 細胞を用いたウイル
ス分離を試みたところ，PDCoVが分離された．分離ウイルスの S遺伝子，N遺伝子の塩基配列は米国株及び韓国株と
高い相同性を示した．分離ウイルスを抗原に用いた間接蛍光抗体法による抗体検査では，疾病の発生後少なくとも 8カ
月間抗体が検出される母豚が存在した．本症例は野外において，PDCoVが主原因となる病態を明らかにした国内最初
の報告である．─キーワード：下痢，LLC-PK1 細胞，豚デルタコロナウイルス（PDCoV），ウイルス分離．
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モネラ属菌の分離培養及び PCRによる大腸菌の病原遺
伝子検査（哺乳豚のみ）を行った．サルモネラ属菌の分
離はハーナ・テトラチオン酸塩基礎培地（栄研化学㈱，
栃木）を用いて 42℃，24 時間の増菌培養を行った後，
ノボビオシン加 DHL寒天培地で 37℃ 24 時間の好気培
養を行った．大腸菌の病原遺伝子検査は Zhangら［12］
の方法に従って実施した．生化学検査はドライケムによ
り中毒関連検査（GOT，BUN）を実施した．
ウイルス検査：ウイルス検査として，PEDウイルス

（PEDV），TGEウイルス（TGEV），ロタウイルス A

（RVA），ロタウイルス B（RVB），ロタウイルス C（RVC）
及び PDCoVは既報［3, 13-17］に従い，RT-PCR法に
よりウイルス遺伝子を検出した．10％下痢便乳剤から
市販の RNA抽出キット（High Pure Viral RNA Kit，
ロシュダイアグノスティックス㈱，東京）を用いて
RNAを抽出し，市販の RT-PCR法キット（QIAGEN 

OneStep RT-PCR Kit，㈱キアゲン，東京）を用いて，
ウイルス遺伝子増幅を実施した．得られた PCR産物は，
2％アガロースゲルにて電気泳動し，目的サイズのバン
ドを確認した．また，発生後 11 日，41 日，186 日にお
ける発生母豚群の糞便をランダムに各 8～11 検体採材
し，上記の RT-PCR法により PDCoV遺伝子の検出を
実施した．
ウイルス分離及び同定：ウイルス分離にはブタ腎臓由
来株化細胞（LLC-PK1 細胞（JCRB0060［18］））を使
用した［19］．細胞の培養はイーグル培地に 5％牛胎子
血清（FBS）を添加した培地を使用した．リン酸緩衝生
理 食 塩 水（PBS） で 糞 便 を 10％ 乳 剤 に 調 製 し，
3,000rpm，10分間遠沈後，上清を0.45µmのフィルター
でろ過したものを接種材料として使用した．ウイルス接
種は単層に培養した細胞を FBSを含まない培地で 2回
洗浄後，調製した 10％乳剤を接種した．37℃で 1 時間
吸着した後，細胞を PBSで洗浄し，培養液を添加して
静置培養を行った．吸着及び培養には培養液にトリプシ
ン（GIBCO Tr ypsin, Thermo Fisher Scientific Inc., 

U.S.A.）10µg/mlまたはパンクレアチン（シグマ アル
ドリッチジャパン同，東京）5µg/mlをそれぞれ添加し
た．細胞変性効果（CPE）の有無を指標に 3～5 日ごと
に 3代まで継代した．分離ウイルスの同定は抗 PDCoV

免疫ウサギ血清を用いた間接蛍光抗体法（IFA）により
実施した．免疫用抗原は，PDCoVアメリカ分離株
Michigan/8977/2014 株［20］をブタ精巣由来株化細
胞（ST細胞）で培養した上清を濃縮精製したものを使
用した．抗 PDCoV免疫ウサギ血清は，精製抗原とア
ジュバントとの混合物を2週間隔で3回ウサギに免疫し，
最終免疫の 2週間後に血清を採取した．作製した血清は
PDCoV Michigan/8977/2014株，PEDV OKN-1/2013
株及び TGEV TO-163 株を抗原とした IFAによりその

年 12 月 22～24 日，2015 年 1 月 5 及び 7日に隣県の食
肉流通センターへ，2015 年 1 月 6 日に県内の食肉流通
センターへそれぞれ肥育豚を出荷していた．衛生管理は
農場入口，豚舎入口の消石灰散布，豚舎ごとに踏込み消
毒槽及び従業員の長靴，紙つなぎの設置，外部立入者の
制限を実施しており，また 2014 年 5 月以降繁殖母豚全
頭に豚流行性下痢（PED）／伝染性胃腸炎（TGE）混合
生ワクチンを接種していた．病性鑑定を実施するため，
嘔吐または下痢を呈した豚 13 頭（母豚 10 頭，種雄豚 1
頭，哺乳豚 2頭）から糞便を採材した．
細菌学的検査及び生化学的検査：細菌学的検査はサル

図 1　発生時の臨床症状
（A）母豚の下痢
（B）母豚の嘔吐．矢印が嘔吐物
（C）哺乳豚の下痢

A

C

B

➡



356

嘔吐・下痢を認めた豚から分離された豚デルタコロナウイルス

日獣会誌　71　354～360（2018）

成　　　　　績

病性鑑定：サルモネラ属菌は分離されず，PCRによ
る大腸菌の病原遺伝子検査はすべて陰性であった．母豚
4頭の血液を用いた生化学検査では，GOT及び BUNの
顕著な上昇は認められず，中毒関連は否定された．ウイ
ルス検査では，PDCoVに対する遺伝子検査で 13 頭全
頭から N及びM遺伝子が検出された．また RVAの
VP6 遺伝子が哺乳豚 2頭と母豚 1頭より検出されたが，
PEDV，TGEV，RVB及び RVCに対する遺伝子検査で
は全頭陰性を示した（表 1）．また，発生後の母豚糞便
中には，発生後 0及び 1 日に 11/11 頭（100％），11 日
に 6/8 頭（75％），41 日に 3/8 頭（38％），186 日に 0/8
頭（0％）から PDCoVの N遺伝子が検出された．
ウイルス分離：ウイルス分離材料を接種した LLC-

PK1 細胞は 1～2代目で，細胞が球形化し，その後それ
ら細胞が培養液中に遊離する明瞭な CPEが確認された
（図 2）．ウイルス同定のために作製したウサギ血清は
IFAにおいて TGEV及び PEDVとは反応しなかったが，
PDCoV Michigan/8977/2014 株では細胞質に特異蛍
光を確認した．分離ウイルスを抗原とした IFAにおい
ても細胞質に明瞭な特異蛍光を観察した（図 3）．以上
のことから，LLC-PK1 細胞において分離されたウイル
スは PDCoV （母豚 No. 3 からの分離株を Yamagata/ 

1/2015 株と命名）であると同定した．
PDCoVの遺伝子解析：分離された PDCoV株の S遺
伝子及び N遺伝子の塩基配列を香港株（JQ065042，
JQ065043），米国株（KJ481931，KM012168）及び韓
国株（KM820765）のそれぞれの塩基配列と比較し，相
同性を算出したところ，S遺伝子では香港株と 96％，

特異性を確認した．
遺伝子解析：分離されたウイルスから上記 RNA抽出
キットで RNAを抽出し，ヌクレオカプシド（N）ある
いはスパイク（S）遺伝子全長を RT-PCR法で増幅し
た（PrimeScript High Fidelity RT-PCR Kit，タカラ
バイオ㈱，滋賀）．増幅 PCR産物を 2％アガロースゲル
で電気泳動し，目的サイズのバンドを確認するととも
に，市販の PCR産物精製キット（QIAquick PCR Puri-

fication Kit，㈱キアゲン，東京）で精製し，ダイレク
トシークエンス法により塩基配列を決定した．決定した
分離ウイルスの塩基配列を既知の PDCoV検出株の塩基
配列と比較し，相同性を算出するともに，遺伝子解析ソ
フトMEGA6 を用いて，近隣結合法により分子系統樹を
作製した．

IFAによる PDCoV抗体検査：農場内の感染状況を調
査するため，IFAによる抗体検査を実施した．発生豚舎
の母豚群において発生後 1，11，41，56，186，253 日
に採血を行った．抗原は 96 ウェルプレートに培養した
LLC-PK1 細胞にトリプシンを添加した培地で希釈した
分離ウイルスを接種し，24 時間後，冷 80％アセトンで
固定し，室温で乾燥させたものを用いた．まず，本試験
の特異性を確認するため，PDCoV，PEDV及び TGEV

実験感染耐過血清を用いてその交差性を確認した．PBS

で被検血清を 10 倍から 10,240 倍まで 2 倍段階希釈し
て抗原プレートに加え，37℃で 1時間反応した後，PBS

で 5回洗浄し，FITC標識抗ブタ IgGウサギ抗体（ライ
フテクノロジーズジャパン㈱，東京）を加え，37℃で
30 分間反応させた．PBSで 5回洗浄後，蛍光顕微鏡で
観察し，特異蛍光が観察された血清の最高希釈倍率の逆
数を IFA抗体価とした．

表 1　ウイルス学的検査の結果

検体 
No. 用途 症状 PEDV  

RT-PCR
TGEV  

RT-PCR

PDCoV  
RT-PCR 

（N/Mgene）
RVA  

RT-PCR
RVB  

RT-PCR
RVC  

RT-PCR

ウイルス分離＊1 
（トリプシン／ 
パンクレアチン）

1 雄豚 下痢 － － ＋/＋ － － － NT＊2

2 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － －/－
3 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － ＋/＋＊3

4 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － ＋/＋
5 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － NT
6 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － ＋/＋
7 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － NT
8 母豚 下痢 － － ＋/＋ － － － NT
9 母豚 嘔吐 － － ＋/＋ － － － ＋/－
10 母豚 嘔吐 － － ＋/＋ － － － －/－
11 哺乳豚 下痢 NT NT ＋/＋ ＋ － － NT
12 哺乳豚 下痢 NT NT ＋/＋ ＋ － － NT
13 母豚 下痢 NT NT ＋/＋ ＋ － － NT

＊1：LLC-PK1 細胞（トリプシン 10µg/mlまたはパンクレアチン 5µg/mlを添加），＋：CPE陽性，－：3代継代で CPE陰性
＊2：NT（検査未実施）
＊3：Yamagata/1/2015 株
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＝5），56 日で 143 倍（n＝6），186 日で 90 倍（n＝6），
253 日 87 倍（n＝8）であった．

考　　　　　察

本事例では，嘔吐または下痢を呈した豚の糞便材料か
ら PDCoV遺伝子が検出され，それらの材料を用いてわ
が国で初めて PDCoVが分離された．ウイルスが分離さ
れたこと及び他の病原体が有意に検出されなかったこと
から，母豚を中心とした嘔吐及び下痢を引き起こした主
原因は PDCoVであると考えられた．
米国で最初に報告された PDCoV感染実験では母豚の
水様性下痢あるいは子豚の死亡など PEDと類似した症
状が確認されたが，子豚の死亡率は PEDと比べて低い
という結果であった［3］．Chenら［21］が行った分離
ウイルスによる PDCoV感染実験では，哺乳豚における
症状は軽度で一過性の下痢を示したのみで，嘔吐及び食
欲不振，死亡は認められていない．一方で，PDCoVを
含む腸管内容物を子豚に投与し，激しい水様性下痢ある
いは嘔吐を起こしたとする報告がある［22］．また，農
場での PDCoV遺伝子検出に関する報告は PEDVある
いは豚ロタウイルス遺伝子が同時に検出される例が多い
ため［3, 4, 8-10］，PDCoV単独感染による病態は不明

北米株及び韓国株と 97％以上，N遺伝子では香港株と
99％，北米株及び韓国株と 99％以上の相同性を示した
（表 2）．さらに N遺伝子の塩基配列に基づく系統樹解
析を行った結果，本分離株は米国株及び韓国株と遺伝的
に近縁であることが示された（図 4）．

PDCoVの抗体検査：分離ウイルスは同じコロナウイ
ルス科に属する PEDV及び TGEVに対する実験感染耐
過血清を用いた IFAでは交差反応が認められなかった
ことから，IFAによる農場内の抗体調査を実施した．発
生豚舎の母豚群における PDCoVに対する IFA抗体価
の幾何平均値（GM値）は，それぞれ発生後 1日で 4.3
倍（n＝3），11 日で 1,280 倍（n＝6），41 日で 368 倍（n

図 2　LLC-PK1 細胞（ブタ腎臓細胞由来）における PDCoVの細胞変性効果（CPE）
トリプシンまたはパンクレアチンを添加した LLC-PK1 細胞の接種後 1日目または 2日目に観察

非接触対照 トリプシン 10µg/ml パンクレアチン 5µg/ml

2dpi1dpi

陰性対照

図 3　PDCoV特異的抗血清を用いた IFA法による分離ウイルスの同定

表 2　国内外の分離ウイルス間の塩基配列の相同性

分離株

塩基配列の相同性（％）

スパイク 
遺伝子

（3483nt）

ヌクレオカプシド
遺伝子

（1029nt）

香港株 vs.日本株 96.1～96.9 98.9
北米株 vs.日本株 97.7～98.0 99.5～99.7
韓国株 vs.日本株 97.8～98.0 99.6

香 港 株（JQ065042，JQ065043）， 米 国 株（KJ481931，
KM012168），韓国株（KM820765）
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なった．今後は感受性の高い他の生産ステージの豚での
感染実験及び疫学情報の集積により，発病メカニズムを
明らかにしていく必要がある．
本研究により，分離したウイルスを用いた IFA抗体

検査が可能となったため，今後はこれらを用いて
PDCoV発生農場における抗体保有状況調査及び他地域
での浸潤状況調査を実施していくことが，防疫対策とし
て有効と思われる．養豚農家での下痢症の発生は経済的
被害も大きく，早期の防疫対策が求められる．PEDを
含めたウイルス性下痢症の類症鑑別において，本事例で
得られた知見を活かし，PDCoVの診断を早期に確立さ
せることが重要となってくる．
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のままである．
本事例でも，哺乳豚では Chenら［21］の報告と同様
に軽度の下痢のみを示したが，母豚及び種雄豚など成豚
では激しい嘔吐または下痢，食欲不振を示した．哺乳豚
と成豚における病態の差はウイルス側の要因よりも宿主
側の要因が強く影響している可能性が考えられ，成豚に
おける病態は嘔吐及び食欲不振を伴った激しい症状を示
すことが，本事例から明らかとなった．
発生後の抗体調査において，発症した母豚は発生後 1
日にすでに IFA抗体を保有していた．そのため，少な
くとも発生 1～2週間前にはウイルスに感染していたと
考えられる．本農場では疫学調査から，農場入り口の消
石灰の散布，豚舎ごとの長靴，紙つなぎの設置及び外部
立ち入り者の制限等適切な衛生管理を実施し，豚の外部
導入を 2年間行っていなかった．しかし，発生 1～2 週
間前の出荷作業後に分娩舎で作業したことから，その時
にウイルスが分娩舎に持ち込まれた可能性が推察され
た．また，発生母豚群では発生 8カ月後でも IFA抗体
が検出され，感染豚では抗体が長期維持されることが示
唆された．
遺伝子解析では，本分離株は米国株及び韓国株と S遺
伝子では 97％以上，N遺伝子では 99％以上の相同性を
示した．したがって，本分離株は近年米国及び韓国で流
行していた株と遺伝的に近縁であり，これら株が日本国
内に持ち込まれ，拡散された可能性が示唆された．
これまでの事例では PDCoVは PEDVあるいはロタ
ウイルスと同時に検出されることが多く［3, 4, 8-10］，
本事例でも一部の個体から RVA遺伝子が検出された．
しかし，RVAは農場に常在化していることが多いこと
から，今回の事例は PDCoV感染が主原因であり，また
それらの感染に伴う成豚及び哺乳豚の病態が明らかと

図 4　豚デルタコロナウイルスのヌクレオカプシド（N）遺伝子の塩基配列に基づく系統樹解析
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94
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KNU14-04（KM820765，韓国検出株，2014 年）
Illinois121-2014（KJ481931，米国検出株，2014 年）

Yamagata/1/2015（山形分離株，2015 年）
Ohio_CVM1-2014（KJ769231，米国検出株，2014 年）

0.001

HKU15-155（JQ065043，香港検出株，2012 年）
HKU15-44（JQ065042，香港検出株，2012 年）
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Isolation of Porcine Deltacoronavirus from Pigs with Vomiting and Diarrhea
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SUMMARY

A disease characterized by vomiting and diar rhea was obser ved in a far row-to-finish farm in Yamagata 
Prefecture in Januar y 2015.  Sows and boars developed severe vomiting, diarrhea, and anorexia, while suckling 
piglets only developed diar rhea.  No piglets died during this occur rence.  Using reverse transcription 
polymerase chain reaction (R T-PCR), the porcine deltacoronavirus (PDCoV) genome was detected in all 13 
fecal samples tested.  However, the porcine epidemic diarrhea virus and transmissible gastroenteritis virus 
were not detected.  PDCoV was isolated from the R T-PCR-positive samples inoculated onto LLC-PK1 cells 
originated from a pig kidney.  The isolated virus has a high nucleotide identity at the spike (greater than 97%) 
and nucleocapsid (greater than 99%) regions with the U.S. and South Korean isolates available in GenBank.  
Serological sur veillance using an immunofluorescent assay indicated that the infected sows had antibodies 
against the isolated virus for eight months following the occurrence.  These data suggested that the diarrhea 
was associated with PDCoV infection.  This is the first repor t in Japan describing the isolation of PDCoV from 
clinical diarrheal cases and its genetic characterization.
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