
(57)【要約】
【課題】毒性が低く、投与した豚に対して PRRSに対する有効な免疫を付与する豚用 PRRS生
ワクチンあるいは変性生ワクチン。
【解決手段】好適なワクチンは、平均プラーク径が約２ mm未満で、病原性の低いウイルス
分離株を含有している。好適なワクチンの一例は、プラークが小径の系統である ATCC受託
番号 VR2509を含有している。本発明のワクチンは、繁殖用雌豚あるいは雄豚、あるいは離
乳子豚に投与することができ、豚に、この疾患の呼吸器型ならびに繁殖傷害型の双方に対
する免疫を有効なかたちで付与することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ Ａ ） プ ラ ー ク ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 特 定 の 系 統 を 得 、 そ し て
　 （ Ｂ ） 工 程 （ ａ ） で 得 た 系 統 か ら ワ ク チ ン を 調 製 す る 工 程 よ り な る ワ ク チ ン の 製 造 方 法
で あ っ て 、 こ こ で 、 上 記 系 統 が 、
　 （ ａ ） 上 記 系 統 を 一 群 の 細 胞 に 接 種 し （ こ こ で 、 こ の 細 胞 は Ｃ Ｒ Ｌ １ ２ ２ １ ９ の 名 称 を
有 し 、 こ の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ
ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 生 育 さ せ た 細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト な 単 層 か ら 得 た も の で あ り 、 こ
の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ ー グ ル 最
少 必 須 培 養 液 １ mlあ た り 、 １ － ２ × １ ０ 5 の 細 胞 を 含 む も の で あ り ） 、
　 （ ｂ ） 上 記 細 胞 を ３ ７ ° Ｃ で ６ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 （ ｃ ） 上 記 細 胞 か ら イ ノ キ ュ ラ ム を 取 り 除 き 、
　 （ ｄ ） 上 記 細 胞 を イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 洗 浄 し 、
　 （ ｅ ） 上 記 細 胞 を 、 ２ ５ ０ μ g の ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） － デ キ ス ト ラ ン を 加 え
た ２ × イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 な ら び に １ ． ６ ％ 煮 沸 ノ ー ブ ル 寒 天 ５ mlに 再 懸 濁 し 、
　 （ ｆ ） 上 記 細 胞 を 平 板 培 養 し 、 そ し て
　 （ ｇ ） 上 記 細 胞 を 、 さ ら に 、 ３ ７ ° Ｃ で ５ 日 間 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し て プ ラ ー ク を 得 る 工 程 か ら な る 方 法 に よ っ て プ ラ ー ク を 得 た 場 合 に 、 平 均 直 径 が
２ mm未 満 の プ ラ ー ク を 生 じ る 系 統 で あ る よ う な ワ ク チ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ワ ク チ ン が 、 生 き た 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 系 統 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
　 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 が 、 上 記 系 統 を 精 製 形 態 で 得 る 工 程 を 含 む も の で あ る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 系 統 が 、 ATCC VR2509 の 名 称 を 有 す る も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 特 定 の 系 統 を 含 む ワ ク チ ン で あ っ て 、 こ の 系 統 が 、 以 下 の 工 程 、
す な わ ち 、
　 （ ａ ） 上 記 系 統 を 一 群 の 細 胞 に 接 種 し （ こ こ で 、 こ の 細 胞 は Ｃ Ｒ Ｌ １ ２ ２ １ ９ の 名 称 を
有 し 、 こ の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ
ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 生 育 さ せ た 細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト な 単 層 か ら 得 た も の で あ り 、 こ
の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ ー グ ル 最
少 必 須 培 養 液 １ mlあ た り 、 １ － ２ × １ ０ 5 の 細 胞 を 含 む も の で あ り ） 、
　 （ ｂ ） 上 記 細 胞 を ３ ７ ° Ｃ で ６ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 （ ｃ ） 上 記 細 胞 か ら イ ノ キ ュ ラ ム を 取 り 除 き 、
　 （ ｄ ） 上 記 細 胞 を イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 洗 浄 し 、
　 （ ｅ ） 上 記 細 胞 を 、 ２ ５ ０ μ g の ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） － デ キ ス ト ラ ン を 加 え
た ２ × イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 な ら び に １ ． ６ ％ 煮 沸 ノ ー ブ ル 寒 天 ５ mlに 再 懸 濁 し 、
　 （ ｆ ） 上 記 細 胞 を 平 板 培 養 し 、 そ し て
　 （ ｇ ） 上 記 細 胞 を 、 さ ら に 、 ３ ７ ° Ｃ で ５ 日 間 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し て プ ラ ー ク を 得 る 工 程 か ら な る 方 法 に よ っ て プ ラ ー ク を 得 た 場 合 に 、 平 均 直 径 が
２ mm未 満 の プ ラ ー ク を 生 じ る 系 統 で あ る よ う な ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ワ ク チ ン が 、 生 き た 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 系 統 を 含 む も の で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の ワ ク
チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 系 統 が 、 ATCC VR2509 の 名 称 を 有 す る も の で あ る 請 求 項 ５ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 分 離 、 精 製 さ れ た 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 系 統 で あ っ て 、 ATCC VR2509 の 名 称 を 有 す る 系
統 。
【 請 求 項 ９ 】
　 上 記 系 統 が 生 き た ウ イ ル ス で あ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 系 統 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 分 離 、 精 製 さ れ た 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 特 定 の 系 統 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 上 記 系 統 を 一 群 の 細 胞 に 接 種 し （ こ こ で 、 こ の 細 胞 は Ｃ Ｒ Ｌ １ ２ ２ １ ９ の 名 称 を
有 し 、 こ の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ
ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 生 育 さ せ た 細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト な 単 層 か ら 得 た も の で あ り 、 こ
の 細 胞 は 、 ３ ％ の ウ シ 胎 仔 血 清 な ら び に ０ ． １ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え た イ ー グ ル 最
少 必 須 培 養 液 １ mlあ た り 、 １ － ２ × １ ０ 5 の 細 胞 を 含 む も の で あ り ） 、
　 （ ｂ ） 上 記 細 胞 を ３ ７ ° Ｃ で ６ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
　 （ ｃ ） 上 記 細 胞 か ら イ ノ キ ュ ラ ム を 取 り 除 き 、
　 （ ｄ ） 上 記 細 胞 を イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 で 洗 浄 し 、
　 （ ｅ ） 上 記 細 胞 を 、 ２ ５ ０ μ gの ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） － デ キ ス ト ラ ン を 加 え
た ２ × イ ー グ ル 最 少 必 須 培 養 液 な ら び に １ ． ６ ％ 煮 沸 ノ ー ブ ル 寒 天 ５ mlに 再 懸 濁 し 、
　 （ ｆ ） 上 記 細 胞 を 平 板 培 養 し 、 そ し て
　 （ ｇ ） 上 記 細 胞 を 、 さ ら に 、 ３ ７ ° Ｃ で ５ 日 間 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し て プ ラ ー ク を 得 る  工 程 か ら な る 方 法 に よ っ て プ ラ ー ク を 得 た 場 合 に 、 平 均 直 径
が ２ mm未 満 の プ ラ ー ク を 生 じ る よ う な 系 統 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 系 統 が 生 き た ウ イ ル ス で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 系 統 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 病 原 性 の 低 い PRRS生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン 、 な ら び に そ の 製 造 方 法
発 明 の 背 景
　 ＜ 発 明 の 分 野 ＞
　 本 発 明 は 、 豚 繁 殖 ・ 呼 吸 傷 害 症 候 群 （ PRRS） ウ イ ル ス に よ る 感 染 に 対 す る 有 効 な 免 疫 を
豚 に 与 え る 目 的 で 豚 に 投 与 す る 病 原 性 の 低 い 生 ウ イ ル ス ワ ク チ ン に 関 す る も の で あ る 。 よ
り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 こ の 種 の 生 ワ ク チ ン 、 PRRSウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 を 豚 に 付 与 す る
方 法 、 な ら び に こ の 種 の ワ ク チ ン の 製 造 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 新 規 で 、 実 質 的 に 分
離 、 精 製 さ れ て い る 低 病 原 性 の PRRSウ イ ル ス （ ATCC受 託 番 号 VR2509） も 、 本 発 明 の 一 部 を
構 成 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ＜ 先 行 技 術 の 記 載 ＞
　 PRRSは 、 こ の 数 年 間 に 、 重 要 な 豚 ウ イ ル ス 性 疾 患 と し て 出 現 し た 疾 患 で あ る 。
　 PRRSは 、 妊 娠 豚 に 重 篤 な 生 殖 障 害 を 起 こ し 、 こ の 生 殖 障 害 は 、 早 産 、 死 産 数 の 増 加 、 ミ
イ ラ 化 し た 胎 仔 や 虚 弱 仔 、 分 娩 率 の 低 下 、 発 情 期 へ の 復 帰 の 遅 れ と な っ て 顕 わ れ る 。 感 染
農 家 で の PRRSの 急 性 生 殖 障 害 の 徴 候 は 、 通 常 ２ － ４ カ 月 に わ た っ て 続 く が 、 こ の 疾 患 の 呼
吸 器 傷 害 は 、 何 年 に も わ た っ て 存 続 し 、 有 意 な 生 産 減 を も た ら す 。 妊 娠 後 期 （ 妊 娠 ７ ７ －
９ ５ 日 ） の 豚 で の PRRSウ イ ル ス 感 染 の 病 原 性 に つ い て 調 べ た 研 究 が い く つ か 報 告 さ れ て い
る 。 こ う し た 研 究 の い ず れ で も 、 PRRSウ イ ル ス が 経 胎 盤 性 感 染 を 生 じ 、 胎 児 に 対 す る 病 原
性 を 有 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 し か し 、 妊 娠 中 期 の 豚 で は 、 胎 児 へ の 病 原 性 は は
っ き り せ ず 、 子 宮 内 で 感 染 し た 妊 娠 中 期 の 胎 仔 は 、 総 体 と し て は 正 常 な ま ま で あ っ た 。
　 野 外 条 件 下 で は 、 急 性 の 繁 殖 傷 害 も 、 こ の 疾 患 の 慢 性 呼 吸 器 障 害 病 態 も 見 ら れ な い の に
、 PRRSに 関 し て 血 清 学 的 に 陽 性 で あ る よ う な 農 家 も あ る 。 こ う し た 場 合 に 、 臨 床 疾 患 徴 候
が 見 ら れ な い 理 由 は は っ き り と は わ か っ て い な い 。 病 原 性 の 低 い PRRSウ イ ル ス の 系 統 が 存
在 す る 可 能 性 、 そ し て 、 PRRSの 臨 床 徴 候 を 示 さ な い 豚 個 体 群 の 感 染 原 因 が こ う し た ウ イ ル
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ス で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 さ ま ざ ま な 研 究 者 に よ っ て 数 多 く の PRRSウ イ ル ス 分 離
株 が 報 告 さ れ て お り 、 そ の い ず れ も 、 Ｒ Ｎ Ａ な ら び に 脂 質 含 有 エ ン ベ ロ ー プ を 有 す る 一 方
、 各 種 動 物 種 の 赤 血 球 に 対 し て 赤 血 球 凝 集 能 を 有 さ な い こ と が 示 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ＜ 発 明 の 開 示 ＞
　 本 発 明 は 、 以 上 に 概 略 を 示 し た よ う な 問 題 を 解 決 す る も の で あ り 、 豚 投 与 用 の 優 れ た PR
RS生 ワ ク チ ン 、 あ る い は 変 性 生 ワ ク チ ン を 提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 毒
性 の 野 生 型 PRRSに よ る 感 染 に 対 し て 有 効 な 免 疫 を 豚 に 付 与 す る う え で 十 分 な 量 の 生 あ る い
は 変 性 生 ウ イ ル ス を 含 有 し て い る 。 本 発 明 で 使 用 す る 場 合 、 「 有 効 な 免 疫 」 と は 、 ワ ク チ
ン が 、 実 質 的 な 臨 床 徴 候 を 示 す よ う な 豚 の PRRS感 染 症 を 防 止 し う る こ と を い う 。 す な わ ち
、 免 疫 さ れ た 豚 は 、 PRRSに 関 し て 血 清 学 的 に 陽 性 で あ ろ う と な か ろ う と 、 実 質 的 な 臨 床 徴
候 は 何 ら 示 さ な い 。
　 好 適 な 態 様 で は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 MN-Hsと 称 さ れ る 新 規 な 生 き た ウ イ ル ス を 含 ん
で お り 、 こ の ウ イ ル ス は 、 米 国 、 20852、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド
ラ イ ブ 、 12301(12301 Parklawn Drive， Rockville， MD, 20852)の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・
カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） に 、 １ ９ ９ ５ 年 ７ 月 ２
６ 日 付 け で 寄 託 済 み で 、 ATCC受 託 番 号 は VR2509で あ っ た 。 こ の ウ イ ル ス は 、 実 質 的 に 無 毒
で 、 し か も 有 効 な 免 疫 を 付 与 す る も の で あ る こ と が 示 さ れ た 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 繁 殖
用 未 成 熟 雌 豚 、 成 熟 雌 豚 、 成 熟 雄 豚 、 離 乳 子 豚 に 投 与 す る こ と が で き 、 こ う し た 投 与 は 、
筋 内 注 射 や 経 口 － 鼻 腔 投 与 な ど の 任 意 の 好 都 合 な 手 段 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 一 般 に
、 １ 回 量 の ワ ク チ ン は 、 約 １ ０ 4 － 約 １ ０ 8 PFU（ プ ラ ー ク 形 成 単 位 ） の ウ イ ル ス を 含 ん で
い る 。
　 さ ら に 一 般 的 に は 、 本 発 明 は 、 PRRS豚 ワ ク チ ン を 製 造 す る に あ た っ て 、 プ ラ ー ク ク ロ ー
ニ ン グ 法 に よ っ て 、 MARK-145細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト な 層 で 平 均 直 径 約 ２ mm未 満 プ ラ ー ク を
形 成 す る よ う な PRRSウ イ ル ス の 系 統 、 す な わ ち 分 離 株 を 得 、 そ し て 、 こ の 系 統 か ら 生 ワ ク
チ ン を 製 造 す る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 MARK-145株 化 細 胞 は 、 ATCCに 寄 託 さ れ て お り 、
ATCC受 託 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ２ ２ １ ９ が 付 与 さ れ て い る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 実 質 的 に 精 製
さ れ た か た ち で 得 ら れ 、 上 述 の よ う に プ ラ ー ク が 小 径 の ウ イ ル ス の み を 本 質 的 に 含 む も の
が 好 適 で あ る 。 好 適 な ウ イ ル ス で あ る ATCC受 託 番 号 VR2509の ウ イ ル ス は 、 上 述 の と お り プ
ラ ー ク が 小 径 で 、 ま た 、 上 述 し た よ う に 、 免 疫 は 付 与 す る に も か か わ ら ず 、 ほ ぼ 完 全 に 無
毒 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
＜ 好 適 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ＞
　 以 下 の 実 施 例 は 、 病 原 性 の 低 い PRRSウ イ ル ス の 系 統 を 分 離 、 同 定 、 ク ロ ー ニ ン グ す る に
あ た っ て の 好 適 な 方 法 、 な ら び に こ の 系 統 か ら ワ ク チ ン を 製 造 す る 際 の 好 適 な 方 法 を 説 明
す る も の で あ り 、 以 下 の 情 報 は 例 示 の 目 的 で 示 し た だ け で 、 こ う し た 情 報 に よ っ て 本 発 明
全 体 と し て の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い と 理 解 さ れ た い 。 記 載 中 で 言 及 す る 文 献 に つ
い て は 、 本 明 細 書 に 引 用 文 献 と し て 組 み 込 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 実 施 例 １ ）
＜ 概 略 ＞
　 こ の 実 施 例 で は 、 豚 繁 殖 ・ 呼 吸 傷 害 症 候 群 （ PRRS） ウ イ ル ス の 小 型 プ ラ ー ク 変 異 株 (MN-
Hs)の 病 原 性 を 、 妊 娠 豚 で 調 べ た 。 MN-Hs系 統 は 、 当 初 、 小 型 プ ラ ー ク と 大 型 プ ラ ー ク の ま
ざ っ た ウ イ ル ス （ MN-H） で あ る MN-Hウ イ ル ス か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 胎 児 に 対 す る 病 原
性 を 比 較 す る た め の 第 １ の 実 験 で は 、 MN-Hs、 MN-HL、 野 外 ウ イ ル ス 分 離 株 （ MN-W） 、 細 胞
培 養 液 （ 対 照 ） を 、 そ れ ぞ れ ２ 匹 の 妊 娠 ８ ６ 日 の 妊 娠 豚 の 鼻 腔 に 接 種 し た 。 対 照 の 豚 以 外
は 、 い ず れ の 豚 も 予 定 日 に 分 娩 さ せ た 。 感 染 豚 は 、 接 種 後 （ PI） ７ 日 に は ウ イ ル ス 血 症 を
起 こ し て お り 、 間 接 蛍 光 抗 体 （ IFA） 試 験 で 調 べ た と こ ろ 、 接 種 後 （ PI） １ ４ 日 に は 血 清
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が 陽 性 と な っ た 。 MN-Hsウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ２ 匹 の 豚 は 、 １ ４ 匹 の 生 仔 と ５ 匹 の 死 仔 を
分 娩 し 、 一 方 、 MN-HLウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ２ 匹 の 豚 は 、 ０ 匹 の 生 仔 と ２ ５ 匹 の 死 仔 を 分
娩 し た 。 MN-Wウ イ ル ス を 接 種 し た ２ 匹 の 豚 は 、 １ ０ 匹 の 生 仔 と ２ ０ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し た 。
２ 匹 の 対 照 の 豚 は 、 妊 娠 １ ０ ７ 日 に 屠 殺 し た と こ ろ 、 １ ６ 匹 の 正 常 な 胎 仔 を 有 し て い た 。
６ 匹 の 感 染 豚 の 生 仔 ２ ４ 匹 の う ち １ ６ 匹 （ ６ ６ ． ７ ％ ） 、 死 仔 １ ４ 匹 の う ち の ９ 匹 （ ６ ４
． ３ ％ ） 、 ２ ５ 匹 の ミ イ ラ 化 仔 の う ち の ３ 匹 （ １ ２ ． ０ ％ ） か ら ウ イ ル ス が 分 離 さ れ た 。
IFA法 で 調 べ た と こ ろ 、 ４ 匹 の MN-HL あ る い は MN-W感 染 豚 の 死 仔 か ら 得 た １ ３ の 血 清 の う
ち ６ は 、 １ ： １ ６ － １ ： １ ， ０ ２ ４ の 範 囲 の PRRSウ イ ル ス 抗 体 価 を 有 し て い た 。 MN-Hsウ
イ ル ス に つ い て の 結 果 を 追 試 す る た め の 次 の 実 験 で は 、 MN-Hsを 鼻 腔 に 、 MN-Hsを 筋 内 に 、
別 の 野 外 ウ イ ル ス （ OVL-173） 分 離 株 を 鼻 腔 に 投 与 し て 、 そ れ ぞ れ ２ 匹 の 妊 娠 ８ ６ 日 の 妊
娠 豚 に 対 し て 接 種 を 行 い 、 い ず れ の 豚 も 予 定 日 に 分 娩 さ せ た 。 MN-Hsウ イ ル ス を 鼻 腔 あ る
い は 筋 内 に 投 与 し て 感 染 さ せ た ２ 匹 の 豚 は 、 そ れ ぞ れ 、 １ ５ 匹 の 生 仔 と ６ 匹 の 死 仔 、 な ら
び に ２ ５ 匹 の 生 仔 と ５ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し 、 一 方 、 OVL-173 に 感 染 さ せ た ２ 匹 の 豚 は 、 ６ 匹
の 生 仔 と ２ ４ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し た 。 こ う し た 結 果 か ら は 、 PRRSウ イ ル ス の 豚 胎 仔 に 対 す る
病 原 性 が ウ イ ル ス 分 離 株 に よ っ て 異 な っ て お り 、 PRRSウ イ ル ス の MN-Hs系 統 は 、 病 原 性 の
穏 や か な ウ イ ル ス で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 死 仔 の 血 清 中 の PRRSウ イ ル ス 抗 体 の 検 出 は 、
胎 児 感 染 を 診 断 す る う え で 有 用 な 方 法 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
＜ 材 料 な ら び に 方 法 ＞
＜ ウ イ ル ス な ら び に 細 胞 の 培 養 ＞
　 本 研 究 で は 、 ３ 種 の 互 い に 異 な っ た PRRSウ イ ル ス 分 離 株 を 使 用 し た 。 MN-H分 離 株 は 、 PR
RSの 不 顕 性 徴 候 が 見 ら れ た 農 家 で 飼 育 さ れ て い た 健 康 な 豚 の 血 清 か ら 得 た も の で あ る 。 MN
-Hウ イ ル ス は 、 当 初 、 プ ラ ー ク サ イ ズ の 異 な る 各 種 の ウ イ ル ス 集 団 が 混 ざ っ た も の で あ っ
た 。 こ の MN-Hウ イ ル ス か ら 、 プ ラ ー ク が 小 型 （ MN-Hs） な ら び に 大 型 （ MN-HL） の ウ イ ル ス
を 別 々 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 各 ウ イ ル ス を 、 最 初 の 実 験 に つ い て は ４ 回 、 次 の 実 験 に つ い て
は さ ら に ６ 回 、 Himら 、 Am． J． Vet． Res.， 52:1649-1652（ 1991） に し た が っ て 、 プ ラ ー
ク ク ロ ー ニ ン グ 法 に よ っ て プ ラ ー ク 精 製 し た 。 プ ラ ー ク 継 代 の 各 代 で は 、 コ ン フ ル エ ン ト
な MARC-145（ ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル の 腎 株 化 細 胞 （ MA-104） 由 来 の 許 容 ク ロ ー ン ） の 単 層 細
胞 を ６ ０ mm× １ ５ mmの ペ ト リ 皿 で 生 育 さ せ （ 細 胞 は 、 ３ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） 、 ０ ．
１ ５ ％ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 抗 生 物 質 を 加 え た イ ー グ ル 最 少 必 須 培 地 （ MEM） で 維 持 し た （ K
imら 、 Arch． Virol.， 133: 477-483（ 1993） ） 、 こ の 培 養 に 、 そ れ ぞ れ の ウ イ ル ス を 接 種
し た 。 培 養 を ３ ７ ° Ｃ に て ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 、 イ ノ キ ュ ラ ム を 除 去 し 、 培
養 を MEMで １ 回 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 等 容 量 の ２ ｘ MEMと １ ． ６ ％ 煮 沸 ノ ー ブ ル 寒 天 （ Disco 
Laboratories） に ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） － デ キ ス ト ラ ン ５ ０ μ g／ mlを 加 え た 平
板 培 養 の そ れ ぞ れ に 、 こ の 培 養 液 の ５ mlを 加 え た 。 さ ら に 、 こ の 平 板 培 養 を 、 ７ ° Ｃ で ５
日 間 、 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 最 後 に
、 １ ％ の ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド 加 Ｐ Ｂ Ｓ ３ mlを 加 え る こ と に よ っ て 、 プ ラ ー ク 培 養 を 可 視 化
し た 。 選 ん だ プ ラ ー ク を 滅 菌 パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で 釣 り あ げ て ク ロ ー ニ ン グ し 、 非 感 染 MA
RC-145単 層 細 胞 に 接 種 す る こ と に よ っ て 継 代 し た 。 永 続 的 染 色 を お こ な う た め に 、 寒 天 を
注 意 深 く 除 去 し 、 ２ ０ ％ エ タ ノ ー ル へ の ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト の １ ％ 溶 液 ２ mlを 使 用 し
て 単 層 細 胞 を 染 色 し た 。 こ の 平 板 培 養 を 水 道 水 で 洗 浄 し て 、 プ ラ ー ク を 調 べ や す い よ う に
し た 。
　 PRRSウ イ ル ス MN-Wは 、 典 型 的 な 急 性 PRRSの 徴 候 を 示 す 農 家 の 罹 病 雌 豚 か ら 分 離 し た も の
で 、 OVL-173は 、 米 国 ミ ネ ソ タ 州 ワ ー シ ン ト ン （ Worthington） の オ ッ ク ス フ ォ ー ド 獣 医 学
研 究 施 設 （ Oxford Veterinary Laboratories） か ら 入 手 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
＜ 動 物 な ら び に 実 験 の デ ザ イ ン ＞
　 妊 娠 約 ８ ０ 日 の 妊 娠 し た 雌 豚 を 、 こ れ ま で に 臨 床 的 、 血 清 学 的 に PRRSウ イ ル ス に よ る 感
染 が 確 認 さ れ た 経 緯 の な い 農 家 か ら 購 入 し た 。 こ の 農 家 で は 、 豚 は 、 年 ２ 回 、 豚 パ ル ボ ウ
イ ル ス （ PPV） な ら び に レ プ ト ス ピ ラ の 種 に 対 す る ワ ク チ ン の 接 種 を 受 け て い る 。 各 雌 豚
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の 正 確 な 繁 殖 日 に つ い て の 情 報 も 入 手 し た 。 購 入 後 、 各 豚 は 、 ミ ネ ソ タ 大 学 の 隔 離 室 内 に
別 々 に 収 容 し た 。 妊 娠 ８ ６ 日 に 、 MN-Hs、 MN-HL、 MN-Wウ イ ル ス （ ２ ml、 10 5 . 0 - 5 . 5 TCID 5 0 /
ml） を 、 そ れ ぞ れ ２ 匹 の 雌 豚 の 鼻 腔 に 接 種 し た 。 残 り の ２ 匹 の 豚 に は 細 胞 培 養 液 を 接 種 し
て 対 照 と し た 。 各 豚 か ら は 、 適 当 な 間 隔 を お い て 血 清 サ ン プ ル を 採 取 し て 、 ウ イ ル ス の 分
離 な ら び に 血 清 学 的 性 質 に つ い て 調 べ た 。 ６ 匹 の 感 染 豚 は 、 自 然 分 娩 さ せ 、 ２ 匹 の 対 照 豚
は 、 妊 娠 １ ０ ７ 日 に 屠 殺 し て 胎 児 を 調 べ た 。 分 娩 時 に は 、 生 仔 な ら び に 死 仔 か ら 血 液 な ら
び に 肺 の サ ン プ ル を 採 取 し 、 ミ イ ラ 化 胎 仔 か ら 胸 液 を 採 取 し て 、 ウ イ ル ス の 分 離 と 血 清 学
的 性 質 を 調 べ た 。 第 ２ の 実 験 で は 、 MN-Hsウ イ ル ス を さ ら に ６ 回 プ ラ ー ク 精 製 し て か ら 、
接 種 を 行 っ た 。 MN-Hs を 鼻 腔 に 、 MN-Hsを 筋 内 に 、 別 の 野 外 分 離 ウ イ ル ス （ OVL-173） を 鼻
腔 に 投 与 し て 、 そ れ ぞ れ ２ 匹 の 妊 娠 ８ ６ 日 の 豚 に 対 し て 接 種 を 行 い 、 い ず れ の 豚 も 予 定 日
に 分 娩 さ せ た 。 分 娩 時 に は 、 ミ イ ラ 化 胎 仔 な ら び に 死 仔 の 頭 臀 長 を 測 定 し て 、 死 亡 時 を 推
定 し た (Marrableら ， J． Agric． Sci.， 69:443-447(1967))。 血 液 な ら び に 肺 の サ ン プ ル は
、 第 １ の 実 験 に 記 載 し た よ う に し て 採 取 、 分 析 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
＜ ウ イ ル ス の 分 離 な ら び に 血 清 学 的 性 質 の 検 討 ＞
　 ウ イ ル ス の 分 離 に あ た っ て は 、 各 血 清 サ ン プ ル あ る い は 肺 ホ モ ジ ネ ー ト の 上 清 を ２ ４ 穴
プ レ ー ト の ウ ェ ル に 入 れ 、 ３ ％ FCS 加 MEMに 懸 濁 さ せ た MARK-145細 胞 （ １ － ２ × １ ０ 5 個 ／
ml） を 加 え た 。 培 養 は 、 PRRSウ イ ル ス に 特 有 の 細 胞 傷 害 作 用 （ CPE） に つ い て 、 ５ － ７ 日
に わ た っ て 観 察 し た 。 プ レ ー ト を 、 ２ 回 に わ た っ て 凍 結 、 解 凍 し 、 上 清 を 、 新 鮮 な MARK-1
45細 胞 懸 濁 液 と と も に ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 接 種 し 、 ３ － ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 CPE と 特 異 的 蛍 光 の 有 無 （ PRRSウ イ ル ス の 参 照 株 に 対 し て 陽 性 の 豚 血 清 を 使 用
） を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス 感 染 の 事 実 を 調 べ た 。
　 親 豚 な ら び に 子 豚 か ら 採 取 し た 血 清 は 、 間 接 蛍 光 抗 体 （ IFA） 法 （ Yoonら ， J． Vet． Dia
g． Invest.， 4:144-147(1992)） に よ っ て 、 抗 体 に 関 し て 調 べ た 。 MARK-145株 化 細 胞 の 細
胞 を 使 用 し て 、 ９ ６ 穴 の 試 験 プ レ ー ト を 調 製 し た 。 血 清 の い く つ か に つ い て は 、 す で に 記
載 さ れ て い る 方 法 （ Jooら ， Aust． Vet． J.， 52:422-424(1976)） に し た が っ て 、 赤 血 球 凝
集 阻 害 （ HL） 試 験 に よ っ て 抗 PPV抗 体 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
＜ 結 果 ＞
　 PRRSウ イ ル ス の 各 分 離 株 は 、 分 離 の 当 初 か ら 、 そ れ ぞ れ に 異 な っ た プ ラ ー ク サ イ ズ を 示
し て い た 。 MN-H分 離 株 は 、 プ ラ ー ク の サ イ ズ に 応 じ て 、 MN-Hsと MN-HLの ２ つ の 異 な っ た 集
団 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 後 の プ ラ ー ク の サ イ ズ は 、 MN-Hsと MN-HLが 、 そ れ ぞ
れ 常 時 直 径 ＜ ２ mmな ら び に ３ － ５ mmの 範 囲 で あ っ た の に 対 し 、 MN-Wは 、 ２ － ３ mmで あ っ た
（ 図 面 参 照 ） 。
　 PRRSウ イ ル ス 分 離 株 に よ る 感 染 後 も 、 １ １ ２ 番 と １ ５ ３ 番 の 雌 豚 が 接 種 後 （ PI） ５ 日 目
に 軽 い 食 欲 不 振 を 示 し た 以 外 、 雌 豚 が 主 だ っ た 臨 床 徴 候 を 示 す こ と は な か っ た 。 接 種 後 （
PI） ７ 日 目 に は 、 ６ 匹 中 ６ 匹 の 血 清 サ ン プ ル で ウ イ ル ス が 分 離 さ れ 、 接 種 後 （ PI） １ ４ 日
目 に は 、 ６ 匹 中 １ 匹 の 血 清 サ ン プ ル で ウ イ ル ス が 分 離 さ れ た 。 表 １ に 示 す よ う に 、 接 種 を
行 っ た い ず れ の 豚 で も 、 接 種 後 （ PI） １ ４ 日 に は 高 い 抗 体 価 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
　 ２ 回 に わ た っ て 凍 結 、 解 凍 し 、 上 清 を 、 新 鮮 な MARK-145細 胞 懸 濁 液 と と も に ９ ６ 穴 マ イ
ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 接 種 し 、 ３ － ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 CPEと 特 異 的 蛍 光 の 有
無 （ PRRSウ イ ル ス の 参 照 株 に 対 し て 陽 性 の 豚 血 清 を 使 用 ） を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 ウ イ
ル ス 感 染 の 事 実 を 調 べ た 。
　 親 豚 な ら び に 子 豚 か ら 採 取 し た 血 清 は 、 間 接 蛍 光 抗 体 （ IFA） 法 （ Yoonら ， J． Vet． Dia
g． Invest.， 4: 144-147(1992)） に よ っ て 、 抗 体 に 関 し て 調 べ た 。 MARK-145株 化 細 胞 の 細
胞 を 使 用 し て 、 ９ ６ 穴 の 試 験 プ レ ー ト を 調 製 し た 。 血 清 の い く つ か に つ い て は 、 す で に 記
載 さ れ て い る 方 法 （ Joo ら ， Aust． Vet． J.， 52: 422-424(1976)） に し た が っ て 、 赤 血 球
凝 集 阻 害 （ HL） 試 験 に よ っ て 抗 PPV抗 体 に つ い て 調 べ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
＜ 結 果 ＞
　 PRRSウ イ ル ス の 各 分 離 株 は 、 分 離 の 当 初 か ら 、 そ れ ぞ れ に 異 な っ た プ ラ ー ク サ イ ズ を 示
し て い た 。 MN-H分 離 株 は 、 プ ラ ー ク の サ イ ズ に 応 じ て 、 MN-Hsと MN-HLの ２ つ の 異 な っ た 集
団 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ 後 の プ ラ ー ク の サ イ ズ は 、 MN-Hsと MN-HLが 、 そ れ ぞ
れ 常 時 直 径 ＜ ２ mmな ら び に ３ － ５ mmの 範 囲 で あ っ た の に 対 し 、 MN-Wは 、 ２ － ３ mmで あ っ た
（ 図 面 参 照 ） 。
　 PRRSウ イ ル ス 分 離 株 に よ る 感 染 後 も 、 １ １ ２ 番 と １ ５ ３ 番 の 雌 豚 が 接 種 後 （ PI） ５ 日 目
に 軽 い 食 欲 不 振 を 示 し た 以 外 、 雌 豚 が 主 だ っ た 臨 床 徴 候 を 示 す こ と は な か っ た 。 接 種 後 （
PI） ７ 日 目 に は 、 ６ 匹 中 ６ 匹 の 血 清 サ ン プ ル で ウ イ ル ス が 分 離 さ れ 、 接 種 後 （ PI） １ ４ 日
目 に は 、 ６ 匹 中 １ 匹 の 血 清 サ ン プ ル で ウ イ ル ス が 分 離 さ れ た 。 表 １ に 示 す よ う に 、 接 種 を
行 っ た い ず れ の 豚 で も 、 接 種 後 （ PI） １ ４ 日 に は 高 い 抗 体 価 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 各 豚 の 分 娩 結 果 を 表 ２ に ま と め て 示 す 。 感 染 さ せ た ウ イ ル ス 変 異 株 が 異 な る と 、 分 娩 結
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果 の 顕 著 な 差 が 観 察 さ れ た 。 MN-Hsウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ２ 匹 の 雌 豚 か ら は 、 生 仔 １ ４ 匹
、 死 仔 １ 匹 、 ミ イ ラ し た 豚 ４ 匹 が 、 一 方 、 MN-HLウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ２ 匹 の 雌 豚 か ら は
、 生 仔 ０ 匹 、 死 仔 ６ 匹 、 ミ イ ラ し た 豚 １ ９ 匹 が 得 ら れ た 。 MN-Wウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ２ 匹
の 雌 豚 か ら は 、 生 仔 １ ０ 匹 、 死 仔 ７ 匹 、 ミ イ ラ し た 豚 １ ３ 匹 が 得 ら れ た 。 ２ 匹 の 対 照 豚 は
、 妊 娠 １ ０ ７ 日 に 屠 殺 し た と こ ろ 、 ２ ６ 匹 の 正 常 な 胎 児 を 有 し て い た 。 実 験 Ｉ Ｉ で は 、 鼻
腔 な ら び に 筋 内 経 由 で MN-Hsに 感 染 さ せ た ２ 匹 の 雌 豚 が 、 そ れ ぞ れ 、 １ ５ 匹 の 生 仔 と ６ 匹
の 死 仔 、 な ら び に 、 ２ ５ 匹 の 生 仔 と ５ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し た の に 対 し 、 OVL-173に 感 染 さ せ
た ２ 匹 の 雌 豚 は 、 ８ 匹 の 生 仔 と ２ ４ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し た （ 表 ２ ） 。 実 験 Ｉ と 実 験 Ｉ Ｉ の 分
娩 結 果 で 比 較 を 行 う と 、 MN-Hsに 感 染 さ せ た ６ 匹 、 な ら び に MN-HL、 MN-W、 あ る い は OVL-17
3に 感 染 さ せ た 豚 は 、 そ れ ぞ れ 、 ５ ４ 匹 の 生 仔 （ ７ ７ ． １ ％ ） と １ ６ 匹 の 死 仔 、 な ら び に
、 １ ６ 匹 の 生 仔 （ １ ８ ． ８ ％ ） と ６ ９ 匹 の 死 仔 を 分 娩 し た 。 ミ イ ラ 化 胎 児 と 死 亡 胎 児 の 頂
尾 長 は 、 雌 豚 １ ４ ７ と １ ７ ６ の ３ 匹 の ミ イ ラ 化 胎 児 以 外 は い ず れ も ≧ ２ ４ ｃ ｍ で （ 表 ２ ）
、 推 定 死 亡 時 期 が ≧ 妊 娠 ９ ５ 日 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
a　 分 娩 あ る い は 屠 殺 の 時 点 で の 妊 娠 日 数
b　 ミ イ ラ 化 胎 仔 あ る い は 死 産 胎 仔 の 頭 臀 長 （ cm）
c　 ウ イ ル ス が 分 離 さ れ た サ ン プ ル の 数 ／ 検 査 サ ン プ ル 数
d　 豚 は 妊 娠 １ ０ ７ 日 に 屠 殺 し て 、 胎 仔 を 調 べ た 。
Ｌ Ｂ ： 生 産 、 Ｓ Ｂ ： 死 産 、 Ｍ ： ミ イ ラ 化 、 Ｉ Ｎ ： 鼻 腔 投 与 、 Ｉ Ｍ ： 筋 内 注 射 、 Ｎ Ｄ ： 測 定
せ ず
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 ウ イ ル ス は 、 感 染 豚 の 全 群 で 、 １ 以 上 の 胎 仔 か ら 分 離 さ れ た 。 実 験 １ の ６ 匹 の 感 染 豚 の
各 個 体 に つ い て の ウ イ ル ス 分 離 の 結 果 で は 、 調 べ た う ち の 約 半 分 の 胎 仔 （ ６ ３ 匹 中 ２ ８ 匹
） が 、 ウ イ ル ス 分 離 に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 ウ イ ル ス の 存 在 に つ い て 調 べ た 豚 に つ い て は
、 ２ ４ 匹 の 生 仔 の う ち １ ６ 匹 （ ６ ６ ． ７ ％ ） 、 １ ４ 匹 の 死 仔 の う ち ９ 匹 （ ６ ４ ． ３ ％ ） 、
２ ５ 匹 の ミ イ ラ 化 豚 の う ち ３ 匹 （ １ ２ ． ０ ％ ） が ウ イ ル ス に 関 し て 陽 性 で あ っ た 。 血 清 サ
ン プ ル が ウ イ ル ス に つ い て 陽 性 で あ っ た ２ ８ 匹 の 豚 の う ち １ ０ 匹 が 、 肺 の サ ン プ ル を ウ イ
ル ス の 分 離 に つ い て 調 べ た 場 合 に 、 ウ イ ル ス に つ い て 陰 性 で あ っ た 。
　 雌 豚 １ ５ ３ 、 １ ４ ７ 、 ６ ８ 、 １ １ ２ の 死 仔 か ら 採 取 し た 血 清 を 、 IFAに よ っ て PRRSウ イ
ル ス 抗 体 に つ い て 、 HLに よ っ て PPVに つ い て 調 べ た 。 結 果 を 表 ３ に 示 す 。 死 仔 か ら 採 取 し
た 血 清 １ ３ サ ン プ ル の う ち ６ サ ン プ ル 、 ミ イ ラ 化 豚 か ら 採 取 し た 胸 液 ２ ５ サ ン プ ル の う ち
２ サ ン プ ル が 、 PRRSウ イ ル ス 抗 体 を 有 し て い た 。 IFAで の 力 価 は 、 １ ： １ ６ か ら １ ： １ ，
０ ２ ４ の 範 囲 で あ り 、 PPVに 対 す る 抗 体 を 有 し て い た 血 清 は な か っ た 。 雌 豚 17な ら び に 53
の 生 仔 １ ４ 匹 の う ち １ ３ 匹 が 、 PRRSウ イ ル ス （ IFAの 力 価 、 １ ： １ ６ － １ ： １ ， ０ ２ ４ ）
な ら び に PPV（ HLの 力 価 、 １ ： ５ １ ２ － １ ： １ ６ ， ３ ８ ４ ） の 双 方 に 対 し て 抗 体 を 有 し て
い た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ８ 】
a　 頂 尾 長 (cm)
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b　 IFAあ る い は HL力 価 の 逆 数
c　 Ｌ Ｂ ： 生 産 、 Ｓ Ｂ ： 死 産 、 Ｍ ： ミ イ ラ 化
【 ０ ０ １ ９ 】
＜ 考 察 ＞
　 本 研 究 に よ っ て 、 PRRSウ イ ル ス の 各 種 の 分 離 株 が 、 経 胎 盤 性 感 染 を 生 じ 、 分 限 後 期 の 豚
の 胎 児 に 対 す る 病 原 性 を 有 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 し か し 、 PRRSウ イ ル ス の 各 種 の 分
離 株 の 間 に は 、 明 ら か な 病 原 性 の 差 が 見 ら れ た 。 複 数 の 多 産 系 の 雌 豚 の 鼻 腔 に PRRSウ イ ル
ス ATTC-VR2332を 妊 娠 ９ ３ 日 に 接 種 し た と こ ろ （ Christianson， W.T.ら ， Can J． Vet． Res
.， 57: 262-268(1993)） 、 同 腹 仔 あ た り 、 平 均 で 、 ５ ． ８ 匹 の 生 仔 と ６ ． ０ 匹 の 死 亡 胎 仔
を 分 娩 し た 。 本 研 究 で は 、 MN-HLあ る い は ２ 種 の 野 外 ウ イ ル ス に 感 染 さ せ た ６ 匹 の 雌 豚 が
、 平 均 で 、 ２ ． ７ 匹 の 生 仔 と １ １ ． ５ 匹 の 死 亡 胎 仔 を 分 娩 し て お り 、 し た が っ て 、 こ れ ら
の ウ イ ル ス は 毒 性 が 高 い と 考 え ら れ る 。 ATTC-VR2332と 本 研 究 で 使 用 し た 毒 性 の ウ イ ル ス
と で は 、 病 原 性 が 異 な っ て い た が 、 こ れ は 、 ATTC-VR2332の 方 が 感 染 さ せ た 時 期 が ７ 日 間
遅 い と い う 感 染 時 の 妊 娠 日 数 の ち が い に よ る 可 能 性 も あ る 。 一 方 、 MN-Hs に 感 染 さ せ た ６
匹 の 雌 豚 は 、 同 腹 仔 あ た り の 平 均 で 、 ９ ． ０ 匹 の 生 仔 と ２ ． ７ 匹 の 死 亡 胎 仔 を 分 娩 し た 。
こ の 結 果 は 毒 性 の ウ イ ル ス に つ い て の 結 果 と は 著 し く 異 な っ て お り 、 MN-Hsウ イ ル ス が 病
原 性 の 穏 や か な 系 統 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
　 同 一 起 源 の MN-Hs ウ イ ル ス と MN-HLウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 豚 の 分 娩 結 果 に 明 ら か な 差 が
見 ら れ た こ と は 、 興 味 深 い 。 MN-Hsウ イ ル ス と MN-HLウ イ ル ス の 場 合 、 同 一 条 件 下 で 、 そ れ
ぞ れ 、 ５ 匹 な ら び に ２ ５ 匹 の 豚 が 死 産 で 生 ま れ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ５ ） 。 本 研 究 の 結 果 か ら
す る と 、 MN-Hsと MN-HLの 病 原 性 は 有 意 に 異 な っ て お り 、 一 方 が 病 原 性 が 低 い 系 統 で 、 他 方
が 病 原 性 の 高 い 系 統 で あ る と 結 論 づ け る こ と が で き る 。
　 PRRSウ イ ル ス に 感 染 し た 同 腹 仔 か ら の ウ イ ル ス の 分 離 は 比 較 的 容 易 で 、 ウ イ ル ス は 、 生
産 な ら び に 死 産 の 子 豚 と も 、 ほ ぼ 同 様 の 率 で 分 離 さ れ た 。 感 染 同 腹 仔 の 全 子 豚 か ら ウ イ ル
ス が 分 離 さ れ た わ け で は な か っ た こ と か ら す る と 、 診 断 目 的 で 行 う ウ イ ル ス の 分 離 の 場 合
に は 、 一 同 腹 仔 あ た り 、 少 な く と も ２ 匹 以 上 の 子 豚 か ら ウ イ ル ス 分 離 を 試 み る 必 要 が あ る
。 ま た 、 ウ イ ル ス は 、 肺 組 織 の サ ン プ ル か ら よ り は 、 血 清 か ら 分 離 し た 方 が 好 都 合 で あ る
こ と も わ か っ た 。
　 毒 性 ウ イ ル ス 感 染 豚 の 同 腹 仔 で は 、 い ず れ も 、 １ 匹 以 上 の 死 仔 で 、 PRRSウ イ ル ス に 対 し
て 特 異 的 な 抗 体 が 検 出 可 能 で あ っ た 。 こ う し た 結 果 か ら は 、 非 正 常 な 同 腹 仔 で の PRRSウ イ
ル ス の 感 染 を 診 断 す る う え で 、 死 産 あ る い は 分 娩 前 に 吸 引 さ れ た 胎 仔 か ら の 抗 体 の 検 出 が
有 用 な 方 法 と な り う る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 ウ イ ル ス 分 離 の 技 術 や 設 備 の な い
検 査 施 設 で も 有 用 な 方 法 と な る は ず で あ る 。
　 本 研 究 で は 、 死 産 の 子 豚 １ ３ 匹 の う ち ６ 匹 が 、 PRRSウ イ ル ス に 対 し て 陽 性 の 抗 体 力 価 を
示 し 、 な お か つ PPVに 対 し て は 陽 性 で は な か っ た の で 、 検 出 さ れ た 抗 体 が 胎 児 由 来 の も の
で あ り 、 PRRSウ イ ル ス に 起 因 す る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
　 PRRSウ イ ル ス 感 染 群 で あ っ て も 、 群 に よ っ て は 、 臨 床 徴 候 を 発 現 し な い 場 合 も あ る こ と
に つ い て は 、 理 由 は わ か っ て い な い 。 PRRSウ イ ル ス 感 染 以 前 の 健 康 状 態 が 良 好 で あ っ た 群
は 、 健 康 状 況 が そ れ よ り 悪 か っ た 群 よ り 臨 床 応 答 が 穏 や か で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。
臨 床 所 見 が 一 見 し て 異 な っ て い る こ と に 関 し て は 、 健 康 状 態 一 般 と 、 本 研 究 で 立 証 さ れ た
よ う な 系 統 の 差 と が あ い ま っ て 生 じ た 結 果 と し て 説 明 で き る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 小 型 プ
ラ ー ク の ウ イ ル ス と 大 型 プ ラ ー ク の ウ イ ル ス の 相 互 作 用 が 宿 主 動 物 中 で 生 じ る こ と に よ っ
て 病 原 性 が 弱 ま っ た と 考 え る こ と も 可 能 で あ る 。 MN-Hウ イ ル ス の 分 離 さ れ た 農 家 で は 、 病
原 性 の 高 い PRRSウ イ ル ス で あ る MN-HLが そ の 農 家 に 存 在 し て い た に も か か わ ら ず 、 繁 殖 傷
害 が 生 じ て い な か っ た こ と を 勘 案 す る と 、 こ の 推 定 が 正 し い 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 実 施 例 ２ ）
　 本 発 明 の 好 適 な ワ ク チ ン は 、 繁 殖 用 未 成 熟 雌 豚 、 成 熟 雌 豚 、 成 熟 雄 豚 、 離 乳 子 豚 に 投 与
す る こ と が で き る 。 投 与 は 、 筋 内 注 射 あ る い は 経 口 － 鼻 腔 投 与 に よ っ て 行 う こ と が で き 、
任 意 の 時 点 で 行 う こ と が で き る 。 し か し 、 ワ ク チ ン の 接 種 は 、 繁 殖 雌 豚 の 場 合 、 交 尾 前 に
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行 っ て 、 全 妊 娠 期 間 に わ た っ て 保 護 を 行 い 、 若 年 豚 の 場 合 、 離 乳 の す ぐ 後 に 行 っ て 、 そ の
後 の 肥 育 後 期 、 成 長 期 、 仕 上 げ 段 階 を 保 護 す る の が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 一 般 に ２ mlの 用 量 を 投 与 し 、 約 １ ０ 4 － 約 １ ０ 6 プ ラ ー ク 形 成 単 位
（ PFU） 、 さ ら に 好 ま し く は １ ０ 6 PFUを 含 む も の と す る 。 免 疫 は 、 繁 殖 用 雌 豚 の 場 合 は 、
少 な く と も 妊 娠 期 間 １ 回 分 は 存 続 し 、 一 方 、 若 齢 豚 の 離 乳 後 に ワ ク チ ン 接 種 を 行 っ た 場 合
に は 、 仕 上 げ 段 階 に 至 る ま で の 保 護 免 疫 が 付 与 さ れ る 。 本 発 明 の 好 適 な ワ ク チ ン は 、 広 範
な 交 差 免 疫 を 付 与 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 生 き た ウ イ ル ス あ る い は 変 性 （ 弱 毒 化 ） ウ イ ル ス 、 な ら び に 通 常
の 担 体 、 安 定 剤 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト に 帰 納 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ 実 施 例 ３ ）
＜ は じ め に ＞
　 こ の 実 施 例 で は 、 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の MN-Hs系 統 か ら 構 成 さ れ る ワ ク チ ン が 、 ３ 週 齢
の 子 豚 で 、 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 毒 性 系 統 で あ る MN-HL系 統 の 感 染 に よ っ て 生 じ る ウ イ ル
ス 血 症 を 防 止 す る 能 力 を 調 べ た 。 北 米 型 PRRSウ イ ル ス の 感 染 に 伴 う 呼 吸 器 疾 患 は 、 基 本 的
に は 、 養 豚 農 家 に 存 在 し て い る 二 次 病 原 体 に よ っ て 生 じ る も の で あ る 。 し か し 、 こ う し た
二 次 病 原 体 は 実 験 条 件 下 で は 不 在 な の で 、 北 米 型 PRRSウ イ ル ス に 感 染 し た 豚 で の 呼 吸 器 系
の 臨 床 徴 候 が 定 常 的 に 再 現 さ れ る こ と は な い 。 し た が っ て 、 ウ イ ル ス 血 症 が 、 北 米 型 PRRS
に よ る 感 染 の 最 良 の 指 標 と な る 。 MN-HL系 統 の 投 与 後 に ウ イ ル ス 血 症 が 認 め ら れ な け れ ば
、 MN-Hs 系 統 を ワ ク チ ン と し て 接 種 し た 子 豚 が MN-HL系 統 に よ る 感 染 に 対 し て 免 疫 を 有 し
て い る こ と が 示 唆 さ れ た こ と に な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
＜ 材 料 な ら び に 方 法 ＞
　 ３ 週 齢 の 子 豚 ２ ０ 匹 を 、 PRRSの な い 農 家 か ら 購 入 し た 。 そ の う ち １ ２ 匹 の 子 豚 の 鼻 腔 に
、 MN-Hs系 統 （ ２ ml、 １ ０ 4 . 5  TCID 5 0 ／ ｍ ｌ ） を ワ ク チ ン 接 種 し 、 残 り の ８ 匹 の 子 豚 を 対
照 と し た 。 ワ ク チ ン を 接 種 し た 子 豚 と 対 照 の 子 豚 は 、 隔 離 ユ ニ ッ ト の 別 々 の 部 屋 に 収 容 し
た 。 ワ ク チ ン 接 種 子 豚 ６ 匹 （ 豚 番 号 ８ １ － ８ ６ ） と 対 照 子 豚 ４ 匹 （ 豚 番 号 ９ ３ － ９ ６ ） に
は 、 ワ ク チ ン 接 種 の ２ 週 間 後 に 、 MN-HL系 統 （ ２ ml、 １ ０ 4 . 5 TCID 5 0 ／ ｍ ｌ ） を 鼻 腔 か ら 投
与 し た （ 第 Ｉ 群 ） 。 残 り の ワ ク チ ン 接 種 子 豚 ６ 匹 （ 豚 番 号 ８ ７ － ９ ２ ） と 対 照 子 豚 ４ 匹 （
豚 番 号 ９ ７ － １ ０ ０ ） に は 、 ワ ク チ ン 接 種 の ６ 週 間 後 に 、 同 様 に し て MN-HL系 統 の ウ イ ル
ス を 投 与 し た （ 第 Ｉ Ｉ 群 ） 。 子 豚 は す べ て 、 臨 床 徴 候 を 毎 日 観 察 し た 。 さ ら に 、 血 液 サ ン
プ ル も 各 子 豚 か ら 毎 週 採 取 し て 、 （ １ ） MARK-145細 胞 培 養 を 使 用 し た ウ イ ル ス の 単 離 （ Yo
onら ， J． Vet． Diag． Invest.， 6: 289-282(1994)） 、 （ ２ ） 血 清 中 和 （ Ｓ Ｎ ） 抗 体 の 力
価 の 測 定 （ Parkら ， Am． J． Vet． Res.， 57:320-323（ 1996） ） を 行 っ た 。 ワ ク チ ン 接 種 子
豚 で Ｓ Ｎ 抗 体 が 検 出 さ れ る こ と は 、 毒 性 の 北 米 型 PRRSウ イ ル ス に 対 す る 保 護 免 疫 が 成 立 し
て い る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
＜ 結 果 ＞
　 ワ ク チ ン の 接 種 後 、 第 Ｉ 群 と 第 Ｉ Ｉ 群 の 子 豚 か ら は 、 ワ ク チ ン ウ イ ル ス が 、 ワ ク チ ン の
接 種 後 ３ 週 間 に わ た っ て 分 離 さ れ た 。 MN-HLウ イ ル ス の 投 与 を 行 っ た と こ ろ 、 第 Ｉ 群 な ら
び に 第 Ｉ Ｉ 群 の 対 照 子 豚 な ら び に ワ ク チ ン 接 種 子 豚 の い ず れ で も 、 臨 床 徴 候 は 観 察 さ れ な
か っ た 。
第 Ｉ 群 ： MN-HLウ イ ル ス 投 与 の 時 点 で は 、 Ｓ Ｎ 抗 体 は 、 ど の 子 豚 か ら も 検 出 さ れ な か っ た
。 MN-HLウ イ ル ス の 投 与 後 は 、 ワ ク チ ン 接 種 子 豚 と 対 照 の 子 豚 の 双 方 か ら 投 与 ウ イ ル ス が
検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 ワ ク チ ン 接 種 子 豚 と 対 照 の 子 豚 の 双 方 が 、 ウ イ ル ス 血 症 を 発 症 し た
（ 表 １ ） 。
第 Ｉ Ｉ 群 ： ワ ク チ ン 接 種 子 豚 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 ３ 週 間 か ら 中 和 抗 体 を 産 生 し 、 MN-HLウ
イ ル ス 投 与 の 時 点 で は 、 力 価 は 、 １ ： ２ か ら １ ： ８ の 範 囲 で あ っ た 。 MN-HLウ イ ル ス の 投
与 後 は 、 ワ ク チ ン 接 種 子 豚 か ら は 、 投 与 ウ イ ル ス が 分 離 さ れ な か っ た の に 対 し 、 対 照 の 子
豚 は ウ イ ル ス 血 症 を 発 症 し た （ 表 ４ ） 。 こ う し た 結 果 か ら 、 ワ ク チ ン を 接 種 し た 子 豚 が 、
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毒 性 の 北 米 型 PRRSウ イ ル ス に 対 す る 保 護 免 疫 を 獲 得 し て い る こ と が 例 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｖ ＝ ワ ク チ ン 接 種 、 Ｃ ＝ 対 照
a＝ MN-HLウ イ ル ス を 投 与
b＝ ウ イ ル ス の 分 離 の 有 無 ／ Ｓ Ｎ 抗 体 の 力 価
　 第 Ｉ 群 な ら び に 第 Ｉ Ｉ 群 の 子 豚 は 、 そ れ ぞ れ 、 ワ ク チ ン 接 種 後 ４ 週 な ら び に ８ 週 が 経 過
し た 時 点 で 屠 殺 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 図 １ 】 MARK-145株 化 細 胞 で 培 養 し た PRRSウ イ ル ス の MN-Hs分 離 株 の プ ラ ー ク の 形 態 な ら
び に サ イ ズ （ ＜ ２ mm） を 示 す 写 真 で あ る 。

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-306894 A 2006.11.9



【 図 ２ 】 MARK-145株 化 細 胞 で 培 養 し た PRRSウ イ ル ス の MN-HL 分 離 株 の プ ラ ー ク の 形 態 な ら
び に サ イ ズ （ ３ － ５ mm） を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 MARK-145株 化 細 胞 で 培 養 し た PRRSウ イ ル ス の MN-W分 離 株 の プ ラ ー ク の 形 態 な ら び
に サ イ ズ （ ２ － ３ mm） を 示 す 写 真 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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