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SUMMARY

During a period from late 1982 to early 1983, outbreaks of acute diarrhea were observed in swine
of all ages throughout Japan. Transmissible gastroenteritis virus and rotavirus were ruled out as
the cause by the immunofluorescent and serological examinations performed on specimens from two
infected piglets obtained from two farms. The disease was reproduced, and the causative agent
was passaged in piglets by oral inoculation with a trypsin-treated emulsion prepared from the small
intestine of infected piglets. Numerous coronavirus-like particles were demonstrated by electron
microscopy in negatively stained preparations of feces and intestinal contents, as well as in thin sec-
tions of the small intestinal mucous membrane from infected animals. Based on the data collected,
it was concluded that the present cases should be diagnosed as porcine epidemic diarrhea caused
by a coronavirus different from transmissible gastroenteritis virus.

要 約

1982年 末か ら1983年 初 めにかけて日本の各地で,す べての年齢の豚に水様性下痢を主徴とする

疾病が発生 した.2発 生農場か ら採取した2発 病子豚の感染材料に対する蛍光抗体法および血清学

的試験は伝染性胃腸炎(TGE)お よび ロタウイルスの関与を否定 した.感 染子豚由来の小腸乳剤に

トリプシンを加え,子 豚に経口接種 したところ,野 外例と同様の水様性下痢が再現され,豚 での継

代が可能であった.ま た,実 験感染子豚の小腸乳剤を用いた豚での接種試験では,接 種材料への ト

リプシン添加,無 添加にかかわ らず,水 様性下痢が再現されたが,水 様性下痢が起こるまでの潜伏

期は,ト リプシンを加えた場合の方が若干短かった.こ れ ら実験感染子豚の下痢便および腸内容の

ネガティブ染色ならびに小腸粘膜の切片法による電子顕微鏡観察により多数のコロナウイルス様粒

子が証明された.こ れ らの観察か ら,今 回流行した豚の急性下痢症は,TGEウ イルスとは異なる

新 しいコロナウイルスを原因とする豚流行性下痢症porcine epidemic diarrhea (PED)と 診断すべ

きであると結論された.

豚 のウイルス性下痢症としては伝染性胃腸炎(TGE)

とロタウイルス感染症が知 られていた.1970年 代以後,

外 国ではTGEウ イルス(TGEV)と は抗原性の異なる

コロナウイルスによる下痢症が豚流行性下痢症porcine

epidemic diarrheaの 病名のもとに報告されている1, 8, 9).

電子顕微鏡(電 顕)検 索によってコロナウイルス粒子が

証明されるが,感 染性因子の細胞培養への分離は不成功

に終わっている.し たがって,中 和抗体の検出も現在は

不可能な状況にある.し か し,豚 への伝達は行われ感染

子豚の下痢便か らも同様のウイルス粒子が検出されてい

る1～3).

わが国においても水様下痢を起こした子豚の小腸材料

からTGEVと は異なるコロナウイルス様粒子が検出さ

れた11,13).しか し,豚 の実験感染の報告は見当た らない.

1982年 末か ら1983年 初 めまでを発生の頂点として,日

本の各地で食欲不振 と水様下痢を主徴とする豚の急性下

痢が集団発生した.こ の下痢はすべての日齢の豚に発生

したが,死 亡率は7日 齢以内の発病豚では0～40%で あ

り,10日 齢以上の豚では水様下痢が3～4日 間続いたの

ち,耐 過生残す る場合が多かった.こ のような下痢の発

生した30養 豚場での下痢便な らびに頻死期および死亡

直後の子豚計130例 を病性鑑定材料として供試した.こ

れらの うち,菌 分離陰性で,TGEVお よび豚 ロタウイ

ルス(PRV)蛍 光抗原陰性の2例 の小腸を材料 として子

豚での継代試験を行った.本 報告には臨床観察,血 清学

的試験および電顕的観察の成績の概要を記載する.*(財)日 本生物科学研究所(東 京都青梅市新町2221-1)
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1. 材 料 と 方 法

1) 供 試 豚

実験室内で飼育し,分 娩させたバークシャー種の3日

齢豚4頭,9日 齢豚3頭 と,バ ークシャー種とヨークシ

ャー種の1代 雑種の3日 齢豚6頭 を継代試験に用いた.

また,長 野県下の養豚場で生産された6お よび7日 齢の

ヨークシャー種とラン ドレース種の1代 雑種10頭 を接

種材料への トリプシン添加が下痢の発生に及ぼす影響の

試験に用いた.こ れ らの豚は試験開始の前日または導入

直後か ら無菌人工乳で飼育 した.

2)接 種 材 料

鹿児島県下のJ農 場および香川県下のY農 場で,そ れ

ぞれ1983年3月 および10月 に採取された下痢発症子豚

の小腸材料(Jお よびY材 料)を 用いた.次 代への継代に

は前代発症子豚の小腸を用いた.小 腸は腸内容とともに

リン酸緩衝食塩液(PBS-)で10%乳 剤 とし,1,100×g,

20分 間遠心,そ の上清をさらに7,600×g,20分 間遠心

し,そ の上清を孔径450nmの メンブランフィルターで

濾過後,接 種材料とした.

3) 豚 継 代 試 験

結晶 トリプシン(牛 由来,SIGMA社 製,type皿)を

10μg/mlに 含むPBS-を 接種材料に等量に加え,37° で

60分 間保った後,そ の5mlま たは2.5mlを 供試豚に

経 口接種 した.接 種材料への トリプシン添加が下痢発症

に及ぼす影響をみるための試験では同一材料を二分 し,

その一方には前述の方法で トリプシンを加えて2mlを,

他方はそのまま1mlを 経 口接種した.臨 床症状の観察

は約4時 間ごとに行った.下 痢発症後,下 痢便を採取す

るとともに供試豚を殺処分 し,小 腸を継代材料として採

取 した.ま た,同 時に子豚の腸管各部位を含む諸器官を

採取し,病 理学的ならびに電顕的に検査 した.

4) 電 顕 的 検 査

下痢便はPBS-で20%乳 剤 とし,3,700×g,20分 間

遠心後,上 清をさらに120,000×g,60分 間遠心した.

沈渣を少量の蒸留水に浮遊 して1%酢 酸 ウランでネガテ

ィブ染色し,電 顕(日 本電子社製JEM-100B)で 観察

した.ホ ルマリン固定の腸管材料は1%オ ス ミウム酸で

再固定 し,エ ポック812に 包埋 した後,超 薄切片とし酢

酸 ウランと硝酸鉛で二重染色 した.

5) 血 清 学 的 試 験

J材 料接種豚の10%小 腸乳剤に前述の方法で トリプ

シンを添加 し,そ の10mlを 長野県下の養豚場で生産さ

れた抗TGEVお よび抗PRV中 和抗体陰性の50～60kg

の豚4頭 に経口接種した.う ち2頭 には4週 間後に,他

の2頭 には8週 間後に,小 腸乳剤にホルマリンを0.2%

に加 え,4° で7日 間置いた後,1ml当 た りに水酸化ア

ルミニウムゲル10mgを 加 えて10mlを 筋肉内注射 し

た.こ れ らの豚から経 口接種前,筋 肉注射時および注射

後2お よび4週 目にそれぞれ採血 し,抗TGEVお よび

抗PRV中 和抗体の検出を行った.

2. 成 績

1) Jお よびY材 料の豚継代試験

図1に 示すように,感 染材料接種豚は野外例と同様の

症状を呈 した.お もな症状は,灰 白色の激 しい水様下痢

で悪臭はなく,下 痢便中に固型物および剥離 した粘膜は

観察されず,TGEの 症状とほぼ同様であった.

(1) J材 料 の豚継代試験

初 代:J材 料5mlを 経 口接種 した3日 齢の豚No.3

は,28痔 間 の潜伏期ののち症状を示 した.下 痢症状は4

時間後にはやや回復 して水分に富む泥状とな り,殺 時の

46時 間 目まで継続 した.豚No.4は96時 間 目に灰白

色水様便を排泄 し,そ の症状は114時 間 目の殺時まで継

続 した.

2代:豚No.3の 小腸乳剤5mlを 経 口接種 した9

日齢の豚No.7は88時 間 目に軟便を,92時 間 目に水様

便を排泄 した。この症状は約12時 間続いたのち,や や

軽減して水分に富む泥状便に,124時 間 目には軟便 とな

り,144時 間 目に回復 した.い っぽ う,同 一材料5ml

を経 口接種 した3日 齢の豚No.12は 接種後44時 間 目

に軟便,56時 間 目に水様便を排泄 した.こ の症状は69

時 間 目の採材時まで継続 した.No.13は 接種後52時 間

目に軟便を排泄 したが,そ の後症状に変化は認め られず,

69時 間 目に殺処分 した.

これ らの豚は,下 痢の発現とともに元気 ・食欲が減退

したが,嘔 吐は認められなかった.

(2) Y材 料 の豚継代試験

初 代:Y材 料5mlを 経 口接種 した3日 齢の豚Nos.

1お よび2は52お よび56時 間 目にそれぞれ発症 し,66

時間 目の採材時まで同様の症状を呈 した.

2代:豚No.1の 小腸材料5mlを 経 口接種 した豚

No.6は38時 間 目に発症 した.No.5は48時 間 目に水

分に富む泥状便を,52時 間 目か ら水様便を排泄 した.そ

の症状は採材時の69時 間 目までそれぞれ継続 した.

3代:豚No.5の 小腸乳剤2.5mlを 経 口接種 した

3日 齢の豚4頭 のうちNos.9お よび11は22時 間 目に

嘔吐を,No.10は 嘔吐と水分に富む泥状の下痢を示 し

た.Nos.10お よび11は23時 間 目に発症 し,No.9は

水分に富む泥状の下痢便を排泄 した.No.8お よび同腹

の無接種豚に異常は認められなかった.こ れら4頭 の豚

を23時 間 目に殺処分 し採材した.

2) 接種 材料への トリプシン添加が発症に及ぼす影響

Y材 料の豚継代3代,豚No.8の トリプシン添加10%

小腸乳剤2mlを 経 口接種 した豚No.15は,12時 間 目

に軟便,16時 間 目に嘔吐を示 し。 同時に水様便を排泄
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1)〔症 状〕 □:正 常 □:軟 便 □:泥 状便 ■:灰 白色水様便V:嘔 吐

2)〔 ウ イルス粒子の検出程度〕-:検 出 されず+:少 数検 出+++:多 数検出(+):下 痢 便材料中NT:検 査 せず

3) ‡:殺4)+:死 亡

図1 豚 コ ロナ ウイ ル スJお よびY材 料 の 豚 継 代 試 験 成 績

した.他 の4頭 は20時 間 目にそれぞれ発症 した.そ の

うち,3頭 の水様便は52時 間続いたのち泥状とな り,

144時 間 目に回復 した.豚Nos.15お よび16は44お よ

び72時 間 目にそれぞれ死亡した.

いっぽ う,ト リプシン無添加の同一乳剤1mlを 経 口

接種 した豚No.20は,12時 間 目に軟便,16時 間 目に泥

状便,24時 間 目か ら水様便を排泄した.他 の4頭 は32

～36時 間 目か ら水様便を排泄し始め,36～48時 間継続

した.72時 間 目からは全例が泥状便に変化 したが,以 後

の回復は遅 く,5頭 中4頭 は7あ るいは8日 目に死亡し

た.No.21は 生残 したが,以 後の発育は不良であった.

3) 病 理 学 的 所 見

全例に共通 して小腸壁は中等度に菲薄とな り,内 容物

が容易に透視 し得た.腸 間膜 リンパ節および鼠径 リンパ

節は軽度に腫大 した.他 の諸器官に著変は認められなか

った.

組織学的病変は小腸に限局 し,他 の器官に著変は認め

られなかった.小 腸の主要病変は絨毛の萎縮であった.

豚No.5(Y材 料2代 目)の 感染後69時 間 目の小腸絨

毛の長さは十二指腸で185±58μm,空 腸で225±21μm,

回腸 で129±53μmで あり,無 接種対照豚のそれぞれの

部位の絨毛の長さと比較 してほぼ1/4,1/2お よび1/3に

す ぎなかった.

4) 電 顕 的 観 察

感染豚 の下痢便あるいは腸内容の部分精製試料のネガ

ティブ染色標本ならびに十二指腸,空 腸および回腸の切

片には,コ ロナウイルスの特徴的形態をもつ粒子が観察

された.水 様下痢を起こす直前の材料では多数のウイル

ス粒子が観察されたが,下 痢を起こしてか ら時間が経過

した材料ではウイルス粒子が検出されないか,ま たはご

く少数が観察されたのみであった.下 痢便あるいは腸内

写真1 感染豚の下痢便の部分精製試料のネガティブ染

色:花 弁型の特徴的な表面突起をもつウィルス粒

子を示す(矢 印 ×160,000)
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写真2 継代2代 目材料を経口接種後23時 間 目で殺し

た子豚の空腸粘膜上皮細胞:細 胞質の空胞および

細管内に無数に,左 上の微絨毛の間に少数のウイ

ルス粒子を認める(×13,000)

容 の部分精製試料中の表面突起を除いた ウ イ ルス粒子

は,直 径90～100nmで あ り,長 さ10～20nmの 特 徴的

な表面突起をもっていた(写 真1).十 二指腸,空 腸およ

び回腸の切片では上皮細胞の細胞質の空胞内,管 状構造

内あるいは細胞外の微絨毛の間隙に直径70～90nmの 無

数の粒子が観察され,こ れ らの粒子にも特徴的な表面突

起が認め られた(写 真2).ま た,細 胞質封入体 もしばし

ぼ認められた.

なお,本 試験での観察材料中には他のウイルス粒子は

まつた く認められなかった.

5) 血 清 学 的 試 験

Jお よびY材 料を大量に接種した豚の 血清 に は,抗

TGEVお よび抗PRV抗 体はいずれの時点で も検出され

なかった.

3. 考 察

1982年 か ら1983年 にかけて,日 本の各地でTGEに

類似 した豚の伝染性急性下痢症が多発した.本 病による

子豚の死亡率は0～40%と 低率であること,下 痢症状の

持続が2～4日 間とやや短かいこと,嘔 吐を示す症例が

少ないことなどか ら,TGEV以 外 の病原の関与が疑わ

れた.そ の想定を裏づけるように蛍光抗体法によって感

染組織にTGE抗 原は証明されず,ま た,野 外発生例か

ら得た2種 類の感染材料を大量に接種した豚の血清に,

中和試験により抗TGEVお よび抗PRV抗 体の産生も

認められなかった.さ らにその うえ,実 験感染豚材料の

電顕的観察により多数のコロナウイルス様粒子が証明さ

れた.ま た,罹 患豚の小腸乳剤の経 口接種により病気は

容易に伝達され,か つ4代 にわたって子豚に継代された.

これ らの観察か ら本症はコロナウイルスによる新しい豚

の下痢症であると確認された.

豚 継代試験において,下 痢発現後18時 間以上を経過

した感 染 豚 の 小腸 乳 剤 を 子 豚 に 経 口接 種 した 場 合 に は,

下痢 の発 現 まで に52～92時 間 を 要 した が,下 痢 発 現 の

直 前 ま た は直 後 の材 料 を 経 口接 種 した 場 合 に は,大 部 分

が20～30時 間 で 下痢 を発 現 した.こ の こ とは,下 痢 便

あ るい は 小腸 内 容 中 に電 顕 的 に証 明 され る ウイ ル ス粒 子

数 を勘 案 して,た ぶ ん接 種 材 料 中 の ウイ ル ス量 に関 係 あ

る もの と考 え られ た.

COUSSEMENTら2)は,子 豚 に お け る コ ロナ ウ イ ルスCV

777株 の 感 染 実験 に お い て,潜 伏 期 間 を22～36時 間 で あ

る と して い る,本 試 験 にお け る潜 伏 期 間 は,接 種 材 料 に

トリプ シ ンを添 加 した 場 合 に は16～20時 間,ト リプ シ

ン無添 加 の場 合 に は24～36時 間 で あ っ て,COUSSEMENT

らの成 績 とほ ぼ一 致 した.ト リプ シ ン処 理 の ウイ ル ス あ

るい は ウ イル ス感 染 に及 ぼ す 影 響 につ い て,STORZら12)

は 牛 コ ロナ ウ イル スL9株 の プ ラー クサ イ ズが 増 大 す る

こ と,OTSUKIら7)は 鶏 伝 染 性 気管 支 炎 ウイ ル ス の プ ラー

クが 出現 しや す い こ と,KOMANIWAら6)はTGEV野 外

株 のST培 養 細 胞 で の分 離 が 容易 に な る こ とを 述 べ て い

る.SAIFとBoHL10)は,TGEVがST培 養 細 胞 でCPE

ま た は プ ラー クを起 こす 能 力 は,培 養 液 に パ ン ク レアチ

ン また は トリプ シ ンを加 え る こ とに よ り高 め られ る と述

べ て い る.さ らに,ESTESら4)は サ ル ロ タ ウ イ ル スSA11

の構 造 タ ンパ クに及 ぼす トリプ シ ソの影 響 を 調 べ ,外 層

カ プ シ ッ ドのVP3が ト リプ シ ン処 理 に よ ってVP5と

VP8に 開裂 し,産 生 され たVP5が ウイ ル ス の感 染 性 の

発 現 に必 要 で あ ると述 べ て い る.本 試 験 に お け る コ ロ ナ

ウ イル ス に 対す る ト リプ シ ンの作 用 機 序 は 明 らか で な い

が,接 種 材料 に ト リプ シ ンを添 加 した 場 合 と無 添 加 の場

合 で 潜 伏 期 に わ ず か で あ っ た が差 が み られ た こ と は,接

種 前 に 本 コ ロナ ウイ ル スが トリプ シ ンに よ りな ん らか の

作 用 を受 けた こ とを 示 唆 して い る.し か し,こ の 現 象 は

5頭 の豚 につ い て の成 績 で あ るの で,さ らに 例 数 を 重 ね

て確 認 した い、

肉眼 的 お よび 組 織 学 的 に 認 め られ る感 染 豚 の 病 変 は 腸

管 に限 局 し,そ の主 要 な 変 化 は 小 腸 絨 毛 の 萎 縮 で あ った.'

水 様 下 痢 発 症 後18時 間 目に 殺 処 分 して 計 測 した 豚No.5

の 小腸 各 部 の絨 毛 の長 さは,無 接 種 対 照 豚 の そ れ の 約1/2

～1/4に 萎 縮 して い た .こ の成 績 はCOUSSEMENTら2)お

よびDEBOUCKら3)がCV777株 の豚 に お け る実 験 感 染

豚 で得 た成 績 とほ ぼ 一 致 した.TGEVに 感 染 した 子 豚

の 小腸 絨 毛 と陰 窩 の 長 さの 比 は1:1に な る と報 告 され

て い る5).し た が って,本 試 験 に お け る コ ロナ ウ イ ルス

感 染 豚 の 小腸 絨 毛 の 萎 縮 はTGEの 場 合 よ りも軽 度 な よ

うで あ る.

本 試 験 にお い て,電 顕 に よ り検 出 され た ウ イ ルス 粒 子

の形 態 は,TGEVを 含 め 各 種 動 物 か ら分 離 され てい る

コ ロナ ウ イル ス のそ れ と ま つた く一 致 して いた .し か し

な が ら,今 回 の豚 に おけ る急 性 下 痢 の発 生 例 は 蛍 光 抗 体
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法および血清学的試験によりTGEVと の関与はまった

く否定 された.

これらの成績から,今 回流行 した豚の急性下痢症は豚

流行性下痢症(PED)と 診断すべきものと考え られ,豚

で継代された鹿児島県下J農 場由来のウイルスを豚 コロ

ナウイルスKS株,香 川県下Y農 場由来のウイルスを豚

コロナウイルス83P-5株 と名付けた.

なお,こ れ ら2株 のコロナウイルスが外国で発生して

いるPEDの 原因ウイルスと同一のものであるか否かは

今後の研究によって決定されなければならない.
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