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豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルス（PRRSV）は豚の

呼吸障害や流死産の原因ウイルスで［1］，国内の養豚場

における発生被害額は年間約280億円と試算されるなど

その被害はきわめて大きい［2］．このため，養豚場にお

いては飼養環境の改善，消毒，ワクチン接種等の対策が

実施されているが，その際には豚群のPRRSV感染状況

を把握するために定期的に抗体検査や遺伝子検査が行わ

れる［3］．

口腔液は唾液と粘膜浸出液の混合液で，抗体やウイル

スが含まれる［4］．PRRSVも口腔液から検出されるこ

とが知られており［5］，PRRSV検査に口腔液を用いる

方法が近年報告されている［6］．しかし，国内における

PRRSV検査には通常血清が用いられており，口腔液を

用いた検査はほとんど行われていない．口腔液は採材が

容易であることや，複数の個体から採集されるため群単

位でのウイルス検出が可能になることなどから，検査材

料としての有用性が指摘されている［7］．このため国内

においても口腔液を材料としたPRRSV検査方法につい

て検討することは，今後のPRRSV対策において有意義

と考え検討を行った．

材 料 及 び 方 法

材料： 2 0 1 1 年 6 月～ 2 0 1 2 年 3 月，新潟県内の

PRRSV浸潤11農場及び清浄3農場，計14養豚場にお

いて2～8カ月齢の肥育豚又は繁殖育成豚を対象に，1

農場あたり1～6群，計50群の口腔液と同群から2～

10頭（平均4.6頭）ずつ，計233頭の血清を採材し検査

に供した．なお，一豚房内の豚を一群として扱い，一群

あたり頭数は4～40頭（平均14.6頭）であった．

口腔液の採集：豚の口腔液は綿ロープを用いて採集し

た．すなわち，直径9mmの無漂白の綿ロープを用意し，

下側の端をほどいたものを複数本束ね，床上10cm程度

に垂れるように長さを調節して豚房の柵に結紮した．ロ

ープは豚房の2カ所に離して設置した．豚がロープを咬

み始めたら，豚が交互に咬めるように20分間放置し，

その後アルコール綿で拭いた鋏でロープを切り取り，フ

リーザーバッグに回収した．ロープに浸み込んだ口腔液

を搾り出し，検査に供するまで－20℃以下で保存した．

口腔液を用いた豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルス抗体
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要　　　　　約

新潟県内の14養豚場において，2～8カ月齢の豚群50群から血清及び口腔液を採取し，豚繁殖・呼吸障害症候群ウ

イルス（PRRSV）の抗体検出を間接蛍光抗体法（IFAT）及びELISAにより，遺伝子検出をRThnested PCR法により

それぞれ行った．IFATとELISAはいずれも血清が陽性40群，陰性10群，口腔液が陽性38群，陰性12群と判定され

た（一致率96％）．PRRSV遺伝子の検出は血清が陽性18群，陰性32群，口腔液が陽性15群，陰性35群であった（一

致率90％）．口腔液を用いることで豚群のPRRSVサーベイランスが効率的かつ低コストで実施できると考えられた．

―キーワード：ELISA，IFAT，口腔液，PRRSV，RThnested PCR．
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IgG濃度測定： 5農場の5群について，同一群の5～

8頭分の血清を等量混和したもの（プール血清）及び口

腔液の IgG濃度を市販キット（ブタ IgG定量キット，メ

タボリックエコシステム研究所譁，宮城）により測定し

た．

抗体検査：血清及び口腔液からのPRRSV抗体検出を

間接蛍光抗体法（IFAT）及び市販キット（PRRSエリ

ーザキット，アイデックス ラボラトリーズ譁，東京）

を用いたELISAにより実施した．

血清の IFATはプール血清を用い，既報［8］により

実施した．IFAT用プレートは，96穴マイクロプレート

に発育したMARCh145細胞にPRRSV EDRDh1株を接

種してPRRSV感染細胞とし，あわせて非接種細胞を陰

性対照とし，80％アセトンで固定し作成した．血清は

PBS－で20倍に希釈し，プレートと37℃で1時間反応

させ，PBS－で 40 倍に希釈した二次抗体（FITC-RAB

BIT ANTI-PORCINE IgG，ライフテクノロジーズジャ

パン譁，東京）を37℃で40分間反応させた．判定は，

蛍光顕微鏡による観察でPRRSV感染細胞の集塊に蛍光

を認め，なおかつ非感染細胞に蛍光が認められなかった

場合に抗体陽性とした．

口腔液の IFATは血清と同一プレートを用い2通りの

方法で行った．始めに血清の IFATで陽性と判定された

5群の口腔液を用い，血清と同様に行った．次に一部方

法を変更し全群で実施した．すなわち，口腔液を

3 ,000rpmで5分間遠心した上清原液を，プレートと

4℃で一晩（17時間）反応させ，20倍希釈の二次抗体

で血清と同様に判定した．血清の IFAT判定との一致度

はκ係数により評価した．

血清のELISAは個体別に添付のマニュアルに従って

実施した．検体と指示血清のO D値（650n m）の比

（S/P比）≥ 0.4が陽性であるが，群に1頭でも陽性個体

がいた場合にその群を陽性群と判定した．

口腔液のELISAは，口腔液を静置した上清原液と，

陽性及び陰性指示血清（両指示血清）をプレートに加え

4℃で一晩（17時間）反応させ，以降はマニュアルに従

って実施した．なお，両指示血清は原液を用いたもの

と，添付の検体希釈液で4倍に希釈したもの（4倍希釈

両指示血清）の2種類を用いS/P比を算出した．判定は

血清と同様に S / P比 ≥ 0 .4 を陽性とした．群の血清

ELISA判定との一致度についてもκ係数により評価し

た．

遺伝子検査：PRRSV特異遺伝子の検出は，プール血

清及び口腔液を3,000rpmで5分間遠心した上清200μl

から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譁，東京）を用いて

RNAを抽出し，Christopher-Henningsら［9］の方法

による RThnested PCRを RThPCRキット（ Prime

Script One Step RT-PCR Kit Ver.2，タカラバイオ譁，

滋賀）及び PCRキット（AmpliTaq Gold 360 Master

Mix，ライフテクノロジーズジャパン譁，東京）を用い

て行った．RThPCRのプライマー塩基配列は5 ' -TCGT

GTTGGGTGGCAGAAAAGC-3 '（フォワード）と5 ' -
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図1 綿ロープを用いた口腔液の採材

豚が入れ替わりながらロープを咬み,ロープに吸収
された口腔液を搾り出して採集した．

図2 口腔液を用いたPRRSVの IFAT
PRRSV感染細胞に特異的蛍光が認められた（×100）．

表 1　IFAT及びELISAによるPRRSV抗体検査成績 

 ＋ 40 38 40 23 38 
 － 10 12 10 27 12

＋：抗体陽性群　　－：抗体陰性群 
a：陽性及び陰性指示血清を用いた判定 
b：4倍希釈の陽性及び陰性指示血清を用いた判定 

判定 

IFAT ELISA

口腔液 

両指示a 
血清

× 4両指示b 
血清

口腔液 血清 血清 



GCCATTCACCACACATTCTTCC-3 '（リバース）で，

RT反応を50℃30分，94℃2分で行い，続いて1サイク

ル94℃30秒，58℃30秒，72℃30秒として，35サイク

ルの条件で PCR反応を行った．Nested PCRのプライ

マー塩基配列は5'-CCAGATGCTGGGTAAGATCAT-3'

（フォワード）と5'-CAGTGTAACTTATCCTCCCTGA-

3'（リバース）で，1サイクルを上記と同様に，30サイ

クルの条件でPCR反応を行った．判定は，nested PCR

産物の電気泳動でPRRSV特異遺伝子（236bp）が認め

られた場合に陽性とした．

成　　　　　績

口腔液の採集：採材を実施したすべての群で豚がロー

プを咬む様子が観察された（図1）．回収したロープから

採集された口腔液の量は3～22ml（平均10.6ml）であ

った．

IgG濃度測定：プール血清の IgG濃度は8.40～16.40

mg/ml（平均10.83mg/ml）であった．一方，口腔液

の IgG濃度は0.01～0.03mg/ml（平均0.018mg/ml）

であった．

IFAT：プール血清の IFATは陽性が40群，陰性が10

群と判定された．

血清の IFATが陽性であった5群の口腔液を用い，血

清同様に IFATを実施したところいずれも陰性であった．

口腔液中の IgGは微量であったため，口腔液を希釈しな

いこと，低温で反応時間を延長すること及び二次抗体の

濃度を濃くすることを変更した．その結果，PRRSV感

染細胞に蛍光を認め，非感染細胞に蛍光が認められなか

ったことから，PRRSV特異抗体が検出されたと判断さ

れた（図2）．これをもとに，全群の口腔液について

IFATを実施した結果，陽性が38群，陰性が12群と判

定された．プール血清と口腔液の判定は48群（陽性38

群，陰性10群）で一致し，一致率は96％（48/50群）

であった（表1）．κ係数は0 .88 で高い一致度（κ＞

0.8）と判定された．

ELISA：血清のELISAを50群233 頭について実施

し，陽性が40群，陰性が10群と判定された．陽性40

群の群内血清平均S/P比は，38群が0.416～3.044であ

ったが，残り2群については0.268及び0.311で，5頭中

2頭及び4頭中1頭が抗体陽性の群であった（図3a）．こ

れら2群の2農場では以降の肥育ステージ群も抗体陽性

であった．

口腔液については，両指示血清原液を用いた場合に陽

性が23群，陰性が27群と判定された．しかし，4倍希

釈両指示血清を用いた場合には15群で判定が陽転し，

陽性が38群，陰性が12群と判定された．判定がいずれ

の場合も陽性であった23群のS/P比は，両指示血清原

液で0 .406 ～ 1 .060，4 倍希釈両指示血清で1 .016 ～

3.167（以降同様順に表記）であった．判定が陽転（≥ 0.4）
した15群の S/P比は0 .157 ～ 0 .394 と 0 .421 ～ 1 .200

で，血清のELISAもすべて陽性群であった．一方，陰

性であった12群はS/P比が－0.037～0.079と－0.012

～0 .026であった（図3b）．これら12群の血清ELISA

は，10群は陰性であったが，2群は前述の群内血清平均

会田恒彦　馬上 斉　村山和範　他

325 日獣会誌　67 323～327（2014）

0.000

0.500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

3.500
S/

P
比
 

陽性群 陰性群 

群の血清PRRSV抗体判定 －0.500

0.000

0.500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

3.500

S/
P
比
 

血清判定： 陰性 陰性 陽性 陽性 

両指示血清： 原　液 4 倍希釈 

図3a 群内の血清PRRSVhELISA平均S/P比
個体の血清を用いたPRRSVhELISAで群内に1頭で
も抗体陽性（S/P比 ≥ 0 .4）がいた場合，その群を
PRRSV抗体陽性群とし平均S/P比を示した．
点線：カットオフ値0.4
陽性群数：40 陰性群数：10

図3b 口腔液を用いたPRRSVhELISA S/P比
口腔液を用いたPRRSVhELISAで，陽性及び陰性
指示血清（両指示血清）原液とそれらを4倍に希釈し

たもので算出した S/P比を，同一群の血清 PRRSVh
ELISA判定別にそれぞれ示した．
点線：カットオフ値0.4



S/P比が0.4未満の陽性群であった．4倍希釈両指示血

清を用いた場合，口腔液のELISAは血清との判定が48

群（陽性38群，陰性10群）で一致し，一致率は96％

（48/50群）であった（表1）．この場合のκ係数は0.88

で，高い一致度（κ＞0.8）と判定された．PRRSV清浄

農場の6群については，血清及び口腔液とも抗体陰性で

あった．なお，群内の血清平均 S/P比と口腔液の S/P

比については相関が認められなかった．この他，血清は

ELISAと IFATで判定が一致し，口腔液についても同様

であった．

遺伝子検査：PRRSV特異遺伝子の検出は，血清が陽

性18群，陰性32群で，口腔液が陽性15群，陰性35群

であった（表2）．両者の判定は45群（陽性14群，陰性

31群）で一致した（一致率90％）．PRRSV清浄農場の

6群はいずれも陰性であった．

考　　　　　察

PRRSV対策の一つとして豚群の定期的な検査による

感染状況の把握，いわゆるPRRSVモニタリングは重要

であり，従来その検査材料には血清が用いられている

［3］．今回われわれは，国内で市販されている試薬を使

用し，口腔液を用いたPRRSV抗体及び遺伝子検査を実

施したところ，得られた成績はいずれも血清を用いた成

績と良く一致した．

P R R S V の実験感染では血清の他に口腔液からも

PRRSV抗体が検出されている［10］．口腔液を用いた

IFATについては，血清と同様の方法では蛍光が認めら

れなかったが，これは口腔液の IgG濃度が血清よりもき

わめて薄いことが要因と推察された．このため，口腔液

を希釈せず，4℃で長時間反応させたところ抗原抗体反

応が進み，微量なPRRSV抗体の検出が可能になったと

考えられた．

口腔液を用いたELISAについては IFATの方法を参

考にして実施したが，OD値の低い検体は両指示血清原

液を用いて算出したS/P比では陰性と判定された．これ

らは4倍に希釈した両指示血清でS/P比を算出した場合

に陽性と陰性に分けられ，IFATと判定が一致した．市

販のELISAキットは血清用であり口腔液の使用につい

ては適応外である．しかし，今回の方法により口腔液中

のPRRSV抗体も検出可能と考えられ，調査対象とした

2～8カ月齢の豚群については，PRRSV抗体保有の確認

に口腔液を使用することは有用と考えられた．また，

IFATとELISAの2種類の検査で判定は一致したことか

ら，口腔液を用いたPRRSV抗体検査を実施する際はい

ずれかを選択することも可能と思われた．

遺伝子検査においても血清と口腔液の判定一致率は高

かったが，判定が異なった群については血清が陽性であ

ったものが多かった．PRRSVの実験感染では血清と同

様の期間に口腔液からPRRSV遺伝子が検出されている

［10］．また，リアルタイムRThPCR法による口腔液か

らのPRRSV遺伝子の検出では，酵素を倍量添加すると

検出率が増加することも報告されており［11］，今後は

血清と口腔液の遺伝子検査の成績一致率を高めるための

条件検討も必要と思われた．

血清と口腔液で抗体検査の判定が異なった2農場の2

群については，個体血清のELISA陽性率が低く，その

後の肥育ステージは血清の個体陽性率と平均 S/P比が

より高い値であった．また，2群のうち1群は，血清と

口腔液の両方からPRRSV遺伝子が検出された（データ

表示なし）ことからPRRSV感染初期の群と推察された．

口腔液のPRRSV抗体は，濃度が低い又は出現前であっ

たため検出されなかった可能性も考えられた．残り1群

は，両方からPRRSV遺伝子は検出されなかったが，複

数個体分がプールされた材料のためウイルス量が希釈さ

れ少なくなったのかもしれない．

生体の豚群についてPRRSV感染状況を詳細に把握す

るには，個体別の血清を用いた検査が標準的でありかつ

最適と思われる．しかし，野外の農場において，同一豚

房から血清とあわせて採材した口腔液は，抗体及び遺伝

子検査において高い成績一致率を示したことから，豚群

のPRRSV感染状況を判定する検査材料に口腔液は使用

可能と考えられた．口腔液は豚の保定が不要なため採材

が安全かつ容易であり，豚にも採血の際に伴うストレス

がかからない．また，豚群を対象として検査を実施する

際，個体別に検査するより検体数が少なくなりコストが

抑えられるなどの利点もあげられる．PRRSVによる経

済的被害は大きく，その対策に伴うPRRSV検査は養豚

場の現場にとって重要であるが，口腔液は豚群を対象に

した検査及び広範囲にわたる浸潤調査の際に有用と考え

られた．

引　用　文　献

［1 ］ Rossow KD : Porcine reproductive and respiratory
syndrome, Vet Pathol, 35, 1h20 (1998)

［2 ］ 山根逸郎：PRRS感染による経済的な被害，日本豚病研
究会報，61，1h4（2013）

［ 3 ］ 呉　克昌，奥村華子：PRRSウイルスのコントロール事
例と、そこから学ぶ養豚密集地域での農場安定化と今後

の課題，日本豚病研究会報，59，25h30（2012）

口腔液を用いたPRRSV抗体及び遺伝子の検出

326日獣会誌　67 323～327（2014）
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Detection of Anti Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus Antibody
and Specific Virus Gene from Oral Fluids
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SUMMARY

From 14 swine herds in Niigata prefecture, serum and pen-based oral fluid samples were collected from 50
pig groups aged two to eight months.  The specimens were assayed for the detection of porcine reproductive
and respiratory syndrome virus (PRRSV) infection using the indirect fluorescent antibody test (IFAT), ELISA
and RT-nested PCR.  With both IFAT and ELISA, 40 groups were positive and 10 were negative in the serum
samples, and 38 groups were positive and 12 were negative in the oral fluids (96% matched).  In terms of the
detection of the PRRSV specific gene using RT-nested PCR, 18 groups were positive and 32 groups were neg-
ative in the serum samples, and 15 groups were positive and 35 groups were negative in the oral fluids (90%
matched).  Oral fluid sampling may contribute to the development of high efficiency, low cost PRRSV surveil-
lance in pig groups. ― Key words : ELISA, IFAT, Oral fluid, PRRSV, RT-nested PCR.
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