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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　　　　　　Torque　teno　vims（TTV）is　a　sm誕1（30－50㎜in　diameter），　non－enveloped　virus　that

contains　a　circular　single　stranded　DNA　genome　of　negative　polarity．　TTV　was　first　isolated　in

1997食om　a　patient　with　posttransfUsion　hepatitis　of　unknown　etiology．　Subsequently，　viruses

related　to　human　TTV　have　been飴und　in　a　n㎜ber　of　other　ve践ebrate　animals　including　pigs．

TTV　of　pigs　is　currently　designated　as　7b7gπθ’θη08初5　vか〃3（TTSuV）and　consist　of　2　distinct

species／types，　TTSuV　1（TTSuV　1）and　2（TTSuV2）．　They　are　grouped　under　the’o‘o’07g〃θvか〃5

genius　of　the！望η8〃ovか’吻εfamily．　TTSuVs　have　been　detected　from　serum，　faeces，　nasal

secretion，　semen，　colost㎜㎜d　v韻ous　tissues　of　pigs　exclusively　by　pol即erase　chain　reaction

（PCR）with　a　prevalence　rate　ranging　ffom　24％to　100％in　diffbrent　parts　of　the　worId．

However，　many　aspects　of　the　biology　of　TTSuVs　are　stiU　unknown．　This　thesis　describes　the

existence　of　a　sow－to－fbetus　transmission　route，　seroprevalence　in　postweaning　multisystemic

wasting　syndrome（PMWS）－suspected　pigs　and　Po7碗εcかcov’7御5　type　2（PCV2）－vaccinated

no㎜al　pigs，　detection　in　tissues　of　stillbom　piglets，㎝d　i曲ction　dyn㎜ics　in　se㎜㎝d

peripheral　blood　mononuclear　cells（PBMCs）of　TTSuVs．

　　　　　　In　the　first　study（Chapter　3），　the　presence　of　a　sow－to－fbetus　transmission　route　during

nomal　pregn㎝cy㎝d　a　possibili敏of　a　sow－to－piglet鵬smission　via　colost㎜of　TTSuVs

were　examined．　For　this　purpose，　a　total　of　6　sows　that　were　bred　to　TTSuVs－negative　semen　of

bo訂s　were　allowed　to　complete　their　no㎜al　gestation　pedod．　Se㎜s㎜ples　obtained丘om

sows醐膿owing，㎝d　their　new㎞m　piglets　i㎜ediately　a負er　bi曲be飴re　suckling　colost㎜

㎝dat　24㎞s　a食er　sucUing　colost㎜were　investigated鉛r　the　presence　of　TTSuV1㎝d

TTSuV2　by　a　nested　PCR（nPCR）method．　TTSuVs　DNA　were　detected　in　the　sera　of　newbom

piglets　delivered　by　bo重h　TTSuV－positive　and－negative　sows，　con且m丘ng　the　existence　of　sow－

to－fbetus　transmission　of　TTSuVs．　Moreover，　the　sera　of　newbom　piglets　were　examined　24　h

食）110wing　their　colostrum　intake，　which　indicated　that　TTSuV　s　nucleic　acids　were　present　hl　the
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sera　of　those　piglets　that　were　TTSuV－negative　prior　to　suckling　colostrum，　suggesting　the

possibility　of　the　occurrence　of　a　sow－to。piglet　transmission　of　TTSuVs．

　　　　　In　the　second　study（Chapter　4），　the　seroprevalence　of　TTSuVs　in　PMWS－suspected　pigs

㎝dPCV2－vaccinated　no㎜al　pigs㏄ross　3　co㎜ercial　pig飴㎜s伽s　A，　B，　C）in　Kagoshima

prefむcture，　Japan　was　deterrnined．　For　this　purpose，　a　total　of　38　blood　samples　of　PMWS－

suspected　pigs（fヒom　7，18，　and　l　3　pigs　on£a㎜s　A，　B，　and　C，　respectively）and　43　b茎ood

s㎜ples　of　PCV2－vaccinated　no㎜御igs倉om　the　same飴㎜（丘om　8，22，　and　13　pigs　on蚤㎜s

A，B，　and　C，　respectively）were　investigated　fbr　the　presence　of　TTSuVs　by　a　nPCR　method．　It

was　observed　that　the　detection　rate　of　TTSuV2　was　significantly　higher　in　PMWS－suspected

pigs（94．4％）compared　to　that　of　the　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs（81．4％）．　F耐he㎜ore，　the

detection　rate　of　TTSuV2（94．4％a血d　81．4％）was　significantly　higher　than　that　of　TTSuV　1

（71．1％and　58．1％）in　both　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－vacc㎞ated　pigs，　respectively．

These　results　indicate　that　TTSuV　l　and　TTSuV2㈱ction．s　are　highly　prevalent　in　both　PMWS－

suspected　pigs　and　PCV2－vaccin飢ed　no㎜al　pigs，　with　TTSuV2　seroprevalence　more　likely　to

be　higher　in　PMWS－suspected　pigs　than　in　the　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs．

　　　　　　In　the　th圭rd　s加dy（Chapter　5），　the　liver，　heart，　spleen，　and　tonsils　of　Berkshire　stillbom

piglets　derived伽m　sows　with　increased　stillb雌hs　at　the　time　of　sampling　were　ex㎜ined　fbr

the　presence　of　TTSuVs．　The　results　showed　that　the　detection　rates　of　TTSuV　l　and　TTSuV2

were　not　uni鉤㎜ly　dis励uted　among　the　tissues．　Speci負cally，　TTSuV　l　was　detected　at　its

highest　level　in　the　liver，　fbllowed　by　the　heart，　spleen，　and　tonsils，　whereas　TTSuV2　was

detected　at　its　highest　level　in　the　tonsils，　fbllowed　by　the　liver，　spleen，　and　heart．　These　results

may　be　suggestive　of　a　presence　of　diffヒrent　tissue　tropism　of　TTSuV　l　and　TTSuV2，　particularly

in　the　tissues　of　stillbom　piglets　and　suggest　that　TTSuVs　in食ctiomnay　be　associa重ed　with

stillbh・ths　in　sows．
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　　　　　In　the　fburth　study（Chapter　6），　the　detection　of　TTSuVs　in　PBMCs　and　the　inf琶ction

dyn㎜ics　of　TTSuVs　in　paired　PBMCs㎝d　se㎜s㎜ples　were　investigated．　For　t屈s　p聯ose，　a

total　of　241鍛e㎜ates（31i舳ates　per　sow畑e　seletecd．　The　PBMCs　and　se㎜s㎜ples

ob槍ined丘om　these　lite㎜翫es　at　14，30，60，90，120　and　150　days　of　age　were　exaα血ed魚r　the

presence　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　by　a　nPCR　method．　In　sera，　the　detection　rate　of　TTSuV　l　and

TTSuV2　increased　with　age　reaching　the　peak　level　at　60　days　of　age　fbr　both　TTSuVl　and

TTSuV2（TTSuV　1：75％，　TTSuV2：100％）；however，　a　gradual　decrease　in　the　detection　rate　was

seen　fbr　TTSuV　l　after　90　days　of　age　whereas　the　peak　level　was　maintained　fbr　TTSuV2　until

150days　of　age．　In　PBMCs，　the　detection　rate　of　TTSuVl　and　TTSuV2　increase　with　age

reaching　the　peak　level　at　60　days　of　age（TTSuV　1：75％，　TTSuV2二100％），　and　therea負er

maintaining　these　peak　levels　until　150　days　of　age．　In　both　sera　and　PBMCs，　the　detection　rate

of　TTSuV2　was　higher　than　TTSuV　1。These　results　indicate　that　TTSuVs　are　present　in　the　body

of　the　conventional　pigs　as　long　as　150　days　of　age，　and　suggest　that　TTSuV　I　and　TTSuV2　may

have　dif偽rent　infbction　dyna血cs　under　same　or　dif飴rent　epidemiological　conditions．

　　　　　　In　conch厨ion，　by　using　nPCR　the　current　study　co面㎜ed　the　presence　of　sow一重o一飴etus

transmission　of　TTSuVs，　and　showed　high　prevalence　of　TTSuVs　in　both　PMWS－suspected　pigs

and　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigsラand　also　in　the　tissues　of　the　stillbom　piglets　derived　fセom

sows　v舳increased　stillbi曲s．　F嘘he㎜ore，飴r　thdrst　time，　the　current　study　detected　TTSuV

丘om　PBMCs，　and　describes　the　in鉛ction　dynamic　of　TTSuVs　in　the　paired　PBMC　and　serum

s㎜ples　w㎞ch　indicated　a　li飴long　presence　of　the　2　vims　types　in　both　PBMCs㎝d　se㎜of

pigs　raised　on　conventional岱arms．
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Sow　No．8㎝d　30d－8　Se㎜indicates　sera　of　piglets翫30　days　of　age　of　Sow　No．8．職e

GeIB㎝k　accession　n㎜bers飴r　TTSuVl　and　TTSuV20dginating倉om　di倫rent　pigs　in　the

phylogenetic　analysis　are　indicated　in　palentheses．＿＿．＿＿＿＿＿＿．．．＿．＿＿＿．＿＿．＿＿＿．＿＿＿．64
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CHAPTER　1

GENERAL　INTROI）UCTION

1



　　　　　The　Torque　teno　virus（TTV）is　a　nonenveloped　virus　wilh　a　circular，　icosa血edral，　a血d

single－stranded　DNA（ssDNA）genome　belonging　to　the£amily．4ηθ110vか’吻ε．　TTV　was㎞tially

discovered　in　humans（Nishizaw亀1997）and　later　identified　in　other　species　including　pigs

（Okamoto　et　al。，2002）．　Two　diffbrent　TTV　species，7bアg〃θ’θη03〃5　vか鰐1（TTSuV　1）and

7bアg〃ε∫εη05祝5　vか麗52（TTSuV2），　both　members　of　the　lb‘αωアg〃θv吻5　genus，　have　been

described　so　far　in　domestic　pigs　and　wild’boars．

　　　　　Although　TTSuV　was　first　detected　in　1999　by　Leary　and　his　co－researchers（Leaτy　et　al．，

1999），the　presence　of　this　virus　was　retrospectively　detected　as　early　as　1985　by　Segales　and　his

coworkers（Segales　et　aL，2009）．　Based　exclusively　on　polymerase　chain　reaction（PCR）results，

TTSuV　has　been　considered　to　be　widespread　in　domestic　swine　population，　with　prevalence

va甥ng　between　24％and　100％in　diffbrent　parts　of　the　world（Bigarre　et　aL，2005；BrassaId　et

a1．，2008；GalIei　et　a1．，2010；Jarosova　et　al．，2011；Kekarainen　et　al．，2006；Martelli　et　al．，2006；

McKeo㎜et　a1．，2004；T副（acs　et滋．，2008）．　The　vimses　have　been　detected　in　plas舩sera，

飴eces，　colostmm，　semen，　and　vadous　tissues　of　pigs，　including　those　of　fbetuses，　suggesting　that

the　virus　can　be　transmitted　by　both　horizontal　and　vertical　routes（Brassard　et　al．，2008；

Kekarainen　et　al．，2007；Ma蛇inez－Guino　et　a1．，2009；Martinez－Guino　et　a1．，2010；Pozzuto　et　al．，

2009）．However，　a　de蝕ive　study　con五㎜ing　these　routes　of柱ansmission　was　still　lacking

when　this　study　was　initiated．　Therefbre，　the　experiments　described　in　Chapter　30f　this　thesis

were　per飴㎜ed　to　cl飢i行the　existence　of　sow－to一鉤etus　transmission　d面ng　no㎜al　pregnancy，

and　sow－piglet　transmission　via　colostrums　of　TTSuVs．

　　　　　　Considering　its　ubiquitous　nature　in　pigs　of　conventional　fa11ns　worldwide，　TTSuVs　have

traditio血ally　been　considered　non－pathogenic．　However，　some　studies　have　suggested　that

TTSuV　might　potentiate　certain　d量seases　hl　pigs，　particularly　postweaaing　multisystemic　wasting

syndrome（PMWS），　which　is　a　porcine　circovirus－associated　disease（PCVAD）．With　regard　to

this　ef艶ct，　TTSuV　1－containing　homogen飢es　were　sho㎜to　partially　contribute　to　the
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expe曲entahnduction　of　PMWS（Ellis　et　aL，2008；Krakowka　et　aL，2008）when　co－in飴cted

with　Poκ加εoかωvか〃5　type　2（PCV2）in　a　gnotobiotic　pig　model，　and　a　higher　prevalence　of

TTSuV2　in　PMWS－af驚cted　pigs　than　in　non－PMWS－a紬cted　pigs　was　observed　in　a飼d　study

（Kekarainen　et　al．，2006；Nieto　et　aL，2011）．　However，　contradictory　results　were　reported　by　a

Korean　group　of　researchers（Lee　et　aL，2010），　who　lb㎜d　no　signi丘cant　dif驚rences　in　the　viral

loads　of　either　TTSuV　species　between　PCV2－negative　pigs　and　PMWS－af驚cted　pigs．　Recently，

PMWS　has　been　successf田ly　controlled　by　the　introduction　of　routine　PCV2　vaccination　in　pig

㎞ns。　To　provide　f㎞lher　insights　into　the　potential　role　of　TTSuV　in　the　occ㎜rence　of　PMWS，

acomparative　study　on　the　seroprevalence　of　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－vaccinated

no㎜al　pigs　was　per飴㎜ed，　which　is　descdbed　in　Ch叩ter　40f　this　thesis．

　　　　　　The　detection　of　TTSuVs　in　semen，　colost㎜，　sera　of　stillbom　piglets，　and　various

tissues　of　fbetuses　suggests　that　these　2　virus　types　could　be　transmitted　vertically（Kekarainen　et

a1．，2007；Martinez－Guino　8’α1．，2009；Mar癒1ez－Guino　8’01．，2010；Pozzuto　8’α1．，2009）．

However，　it　is　un㎞o㎜whether　vertical　transmission　of　the　virus　could　be　related　to　any

reproductive　disease　or　perfbrmance　loss．　Martinez－Guino　8’α1．（2010）fbund　no　signi負cant

diffbrences　between　the　detection　rate　of　TTSuVs　in　aborted　and　non－aborted　fbetuses，　but

another　research　group　reported　an　association　between　TTSuV2　detection　in　the　sera　of　sows

孤dthe　number　of　stillbh伽（Siblaθ∫α1．，2009b）．　Moreover，　TTSuVs　was　detected　in　the　sera　of

stillbom　piglets（Mar血ez－Guin6θ’01．，2009）but　there　are　no　previous　studies　showing　the

presence　of　TTSuVs　in　the　tissues　of　stillbom　piglets．　Chapter　50f　this　thesis　reports　the

detection　of　TTSuVs　in　selected　individual　tissues　of　stillbom　piglets　delivered　by　sows　with

increased　stillbirths　at　natural　falTowing。

　　　　　　One　of　the　most　impor轟ant　issues血at　remain㎜answered　about　TTSuVs　is　its　site　or

惚get　of　replic就ion．　In　h㎜ans，　pe加her曲lood　mononucle鍵cells（PBMCs）㎝d　bone　m躍ow

haematopoietic　cells　have　been　suggested　as　the　2　possible　sites　of　TTV　replication（Maggiθ∫
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α1．，2001a；Madscalε∫σ1．，2002；Zhong　et　a1．，2002）．　However，1i杖le　is㎞own　about　the　pdmary

i㎡ection　with　TTSuV興nd　the　sites　of　viral　persistence　and　reactivation　after　ir迂bction　in　pigs．

Moreover，　there　have　been　no　studies　conducted　to　examine　the　presence　of　TTSuVs　in　PBMCs

of　pigs．　In　addition，　the　infヒctious　dynamics　of　TTSuVs　after　it　inf6cts　the　host　remain　largely

曲own，　though　Iimited　longi加dinal　studies　employ血g　se㎜（Nietoθ’α1．，2011；Siblaε∫α1．，

2009）鋤d飴wcross－section田studies　emplo卿g　se㎜㎜d　tissues（愈㎜o㎜iθ’α1．，2010；Taira

θ∫01．，2010）have　sho㎜that　TTSuV　infbction　increases　with　age．　Chapter　60f　this　thesis

deschbes　the　infbction　dynamics　of　TTSuV　in　paired　serum　and　PBMCs　of　growing一行nishing

pigs　fbom　l　4　to　150　days　of　age．

　　　　　　Therefbre，　the　overall　o切ectives　of　this　thesis　were　as　fbllows：（1）To　clarifンthe

existence　of　sow－to－fbetus　transmission　of　TTSuVs　du血g　pregnancy　and　sow－to－piglet

tr鋤smission　via　colost㎜；（2）To　dete㎜ine　the　seroprev烈ence　ofπSuV　in　PMWS－suspected

pigs　and　PCV2－vaccinated　pigs　in　order　to　provide　insights　into　the　pathogenic　potentials　of

TTSuV　in　the　occuπence　of　PMWS；（3）To　dete㎜ine　the　tissue　distribution　of　TTSuVs　in

stillbom　piglets　delivered　by　sows　with　increased　stillbirths　in　order　to　provide　some　insights

into　the　possible　association　of　TTSuVs　wi出stillbirths　and　（4）To　investigate　the　infbction

dyn血cs　of　TTSuVs　in　pa廿ed　se㎜㎝d　PBMCs　ofpigs　re鉱ed　on　conventional£a㎜s．
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2．1。Histoly　of　disc①very

　　　　　Vimses　that　cause　hepatitis　include　hepatitis　A－E　viruses，　which　are　broadly　classified

into　2　categories：those　with　haemato　genous　spread【hepatitis　B　v㎞s（HBV），　hepatitis　C　virus

（HCV），　and　hepatitis　D　virus（HDV）1　and　those　with　enteric　spread［hepatitis　A　virus（HAV）and

hep就itis　E　virus（肥V）］．　However，　there　are　still　numerous　hepatitis　cases　of　un㎞own

aetiology．　In　1997，　a　novel　virus　associated　with　post－transfhsion　hepatitis　was　identified　by

representational　di舳rence鋤sis　of　3　patients丘om励who　developed　elev飢ed　se㎜

aminotrans飴rase　concentrations　fbllowing　trans血sion　and　tested　negatively　fbr　all㎞o㎜

hepatitis　viruses（Nishizawa　et　al．，1997）．　This　novel　virus　was　refわrred　to　as‘TT　vims’f～）r　the

initials　of　the　patient　in　whom　it　was　isolated　or　as‘transfhsion－transmitted　virus’（TTV）．　The

v㎞se轍ed　he欝opism，㎝d　its伽co幽ed轍h　elev飢ion血se㎜㎜血otr戚rase

concentrations，　suggesting　that　it　was　a　true　hepatitis　v㎞s．　Later　s加dies　showed　that　TTV　was

the且rst　circular　single－stranded　DNA（ssDNA）vims飴und　to　i繭ct　h㎜ans，　and　that　it　is

simiIar　in　stmcture　to　other　a【丘mal　viruses　classified　within　theακov∫ア蜘ε箔amily（Miyata　et

al．，1999；Mush曲wa　et　al．，1999），　Recently，　the　htemational　Co㎜i賃ee　on　T班onomy　of

Viruses　proposed　a　new　meaning　fbr‘TT’，　namely　lbアg〃8’θηo　vかπ5，　deriving　fヒom　the　Latin

te㎜s‘torque’me訂血g‘necklace’and‘tenuis’me田亘ng‘thin’．　These　te㎜s　were　chosen　to

reflect　the　organisational　arrangement　of　the　TTV　genome（Todd　et　al．，2005）．

　　　　　TTV　has　been　identi負ed　in　h㎜am　and　in　nonh㎜㎝蜘飢es　and　ve貰ebr航eぬmals，

including　swine，　poultry，　cattle，　sheep，　cats，　dogs，　gibbons，　and　camels（Abe　et　al．，2000；Al－

Moslih　et　aL，2007；Cong　et　al。，2000；Inami　et　al．，2000b；Leary　et　aL，1999；Noppornpanlh　et

a1．，2001；Okamoto　et　al．，2000a；Okamoto　et　a1．，2000b；Okamoto　et　al．，2001b；Okamoto　et　aL，

2002；Romeo　et　al．，2000；Tawara　et　al．，2000，　Thom　et　a1．，2003；Verschoor　et　al．，1999）．

F舳e㎜ore，磁e　complete　genomic　sequences　of　species－speci負c　TTVs　i曲chng　h㎜ans，　non－

h㎜an画mates，　tree　s㎞ews（Tupaia　spp．），　domestic　pigs，　cats，　and　dogs　have　been　dete㎜ined．
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2．2．T劉xonomy鋤d　mo藍ecu13r　and　bio垂ogi㈱l　prope而es　of　torαue　teno　viruses

　　　　　　Virus飴milies　with　circular　ssDNA　genomes　include」磁cアovか∫伽ε（bacterial　viruses），

Gθ溺加∫v〃」ぬ6（pIant　viruses），　and　Cかoovか∫ぬ8（plant　and　animal　viruses）．　The　genusακovか〃5

within　the　familyακovか’吻θcontains　animal　and　plant　viruses，　such　as　PCV，　psittacine　beak

and　fヒather　disease　virus（PBFDV），　and　banana　bunchy　top　virus（BBTV）．　Their　genomes　are

㎝bisense㎝d　have　a　co㎜on　9－nt　stem－loop　s伽c轍e　at　the　replication　odgin．　Chcken

㎝aemia　vims（CAV），　which　has　a　negative－s廿鋤d　genome　wi止out血e　9－nt　s伽c甑e　co㎜on　to

circoviruses，　ls　classified　into　the　genus　6ン70vかπ5．　TTV　has　some　similarity　to　CAV　in　the

£amilyα7covか’伽θand　genus　Gンァovか〃3，　but　possesses　a　significantly　larger　genome　size．　Thus，

TTV　was　initially　classified　into　a　new　genus肋θ110vか〃5，　which　is　n㎜ed　fbr　the　Latin　mea【血g

‘ring’（Biagini　et　al．，2005；H童no，2002）．　However，　recently，　anelloviruses　were　assigned　a　new

separate£amily‘．4ηθ110vか’吻θ’and　deemed　to　consist　of　g　distinct　genera（Biagini　et　al．，2007；

Brassard　et　a1．，2008；Niel　et　a1．，2005）．

　　　　　　TTV　is　estimated　to　be　30－50㎜in　diameter（Itoh　et創り2000；Mush池war　et　al．，1999）

（Fig．1）and　possesses　a　circular　ssDNA　genome，　with　an　89％to　90．6％GC－rich　region　of　l　17

nucleotides（Fig．2）．　The　transcription　regulation　sites　are　similar　to　those　of　CAV，　and　possess　a

negative－sense　DNA（Miy就a　et　aL，1999；Mushahwar　et　al．，1999）with　an　icosahedral　and

nonenveloped　genome（Okamoto　et　al．，1998b）．　The　genomes　of　TTVs　that　infヒct　humans　and

chimpanzees　range　fヒom　3．7　to　3．9　kb　in　size，　those　infbcting　pigs　and　dogs　are　2．8　and　2．9　kb　in

length，　respectively，　and　the　TTV　with　the　smallest　genome　identified　to　date，2．1　kb，　was

detected　in　cats（Erker　et　a1．，1999；Hallett　et　aL，2000；Heller　et　al．，2001；H輯ikata　et　al．，1999b；

Miyata　et　al．，1999；Okamoto　et　al．，2002；Peng　et　al．，2002）．　The　genome　contains　a　coding

region　of　approximately　2．6　kb　and　an　unt㎜slated　region（UTR）of　1．2　kb。
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Fig．1．Elec脱㎡croscopy　of　TTV　aggeg翫es血ase㎜㎜ple　with　a　TTV　level　of　108

copies／mL．　The　scale　bar　is　equal　to　100　nm（Itoh　et　a1．，2000）．

Reports　of　the　TTV　genome　sequence　have　descrlbed　it　as　extremely　variable　across　TTV

isolates；however，　certahl　areas　are　conserved（Erker　et　al．，1999；Hallett　et　al．，2000；Heller　et

al．，2001；H導ikam　et　aL，1999b；Mushahwar　et　aL，1999；Tanaka　et　a1．，1998b；Viazov　et　al．，

1998a）．　At　the　nucleotide　Ieve1，　the　UTR　is　more　conserved　than　the　coding　a㈹鶴and　contains

elements　fbr　transcdption　regulation（Kamada　et　al．，2004；Miyata　et　al．，1999；Suzuld　et討．，

2004）．Divergences　of　47％to　70％have　been　reported　at　the　amino　acid　level（Biagini　et　aL，

1999；Luo　et　al．，2002）．　However，血e　high　degree　of　divergence　is　not　distributed　t㎡鉛㎜ly

across　the　genome．　In　all　isolates，　a　GC－rich　region　of　l　O8－160　nucleotides　is　present　in　the　UTR

（Hallett　et　al．，2000b；Heller　et　aL，2001；Peng　et　al．，2002）．　The　poly－A　sequence　downstream

and　the　TATA　box　upstream　of　the　cod撮g　regions　are　also　conservedσ∋rker　et　al．，1999；Hallett

et　al．，2000；Heller　et　al．，2001；H勾ikata　et　al．，1999）．　hterestingly，　the　coding　regions　of　TTV

are夏ess　conserved　than　dle　UTR。　For　instance，　the　coding　region　of　open　reading　fセame（ORF）1
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contains　3　hypervariable　regions（HVRs）in　tandem（Mushahwar　et　al．，1999；Nishizawa　et　al．，

1999）．The　variability　wi掘n　ORF　1，which　is　believed　to　code　fbr　the　TTV　capsid　protein，　may

be　cmcial飴r　evasion倉om　the　host　i㎜une　system（Takah紬i　et　al．，1998b）．血e　UTR　con頓ins

conserved　stem－loop　structuτes（璃ikata　et　al．，1999b；Okamoto　et　aL，2002），　which　are　the　sites

of　transcription　factor　binding，　promoters，　and　enhancer　elements　that　may　be　crucial負）r

ef政cient　replication　and　transcription（Kamada　et　al．，2004；Miyata　et　al．，1999；Su皿d　et　al．，

2004）．

　　　　　　Initially，　analysis　of　the釦11－length　sequences　identified　2－30RFs（Erker　et　aL，1999；

Miyata　et　aL，1999；Mushahwar　et　al．，1999；Okamoto　et　al．，1998b）．　However，　recent　studies

indicated　expression　of　at　least　6　proteins，　designated　as　ORF　1，0RF2，0R．F　1／1，0RF2／2，

ORF　1／2，　and　ORF2／3，　ffom　30r　more　spliced　mRNAs（Kakkola　et　al．，2008；Mueller　et　al．，

2008；Qiu　et　al．，2005）．

　　　　　　ORFl　is血e　l・ngest　ORF　and噛enc・des　a　capsid　pr・tein（T田（池ashi　et烈．，1998b）。　The

predicted　length　of　the　ORF　1－encoded　protein　varies，　ranging丘om　719－770　amino　acids（Erker

et　al．，1999；Heller　et　al．，2001；Tanaka　et　a1．，2000b；Ukita　et　al．，2000）．　In　certain　isolates，　stop

codons　are　located　in　the　middle　of　ORF　l，　shortening　or　inte㎝pting　the　putative　protein（Erker

et　al。，1999；Jelcic　et　al．，2004；Luo　et　al．，2002）．　It　has　been　suggested　thε紘the　interrupted　ORF　l

could鉛㎜de免ctive　vimses（Pollicino　et　al．，2003）．　The　ORF　l　sequence　v韻es厩the　amino

acid　level　among　TTV　isolates，　showing　amino　acid　diffbrences　in　the　order　of　50－70％（Luo　et

a1．，2002；Ukita　et　a1．，2000）．　However，　these　diffbrences　are　not　unifbrmly　distributed　since

ORF　l　contains　HVRs　in　which　mutations／nucleotide　changes　occur，　leading　to　amino　acid

changes　occurdng　more　f｝equently　than　in　the　remaining　part　of　the　protein（Jelcic　et　al．，2004；

Luo　et　a1．，2002；Mushahwar　et　al．，1999；Nishizawa　et　al．，1999；Takahashi　et　aL，1998b）．　It　has

been　suggested　that　TTV　could　escape　i㎜molo錘cal　responses　by　m鵬ting　these　I冊．
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Fig．2．　Det撮led　structure　ofhuman　TTV　genome（Bendinelli　et　al．，2001）．

Fig．3．　Comparison　of　predicted　genomic　organisation　of　swine（a），　cal血e（b），　and　fbline（c）

TTV　isolates．　The　circum」酷rence　of　each　circle　represents　the　relative　size　of　the　genome．　The

closed　arrows　represent　the　ORFs．　The　open　boxes　located　between　an　upstream　closed　box　and

downstream　closed　arrow　in　ORF3，　which　encodes　a　putative　j　oint　protein，　represents　an　area

corresponding　to　an　illtron　ill　the　shorter　mRNA．　The　shaded　box　indicates　the　GC－r量ch　stretch

and　the　smaller　closed　circle　represents　the　position　of　the　TATA　box（Okamoto　et　al．，2002）．
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The　ORF1－encoded　protein　is　also　assumed　to　be　involved　in　replication，　since　ORFl　has　2

rolling　circle　replication　motifヨ，　so－called　Rep－motif忌，　of　which　at　least　one　seems　to　be

conserved　among　the　m砺ority　of　TTV　isolates（Erker　et　aL，1999；Luo　et　aL，2002；Mushahwar

et　a1．，1999；Tanaka　et　al．，2001）．　In　addition，　the　ORF　1－encoded　protein　has　an　arginine－rich　N－

te㎜inus（H導ikata　et　al．，1999b；Mushahwar　et　al．，1999；Ok肛noto　et　al．，1998b；Takahashi　et　aL，

1998b；Tanaka　et　al．，2001）that　might　have　DNA－binding　activity　and　flmction　in　packaging　of

viral　DNA　into　capsids（Erker　et　aL，1999）．　The　capsid　protein，　viral　protein（VP）1，0f　CAV　has

Rep－motifきand　an　arginine－rich　N－te㎜inus　similar　to　the　ORF　1－encoded　protein　of　TTV，　and　is

ass㎜ed　to　f㎞ction　as　a　replic翫ion一おsociated　protein（Nia即o　et　aL，1998）．　The　TTV　ORF　1－

encoded　protein　also　contains　potential　glycosylation　sites（Tanaka　et　al．，20001））that　vary

between　isolates，　and　could　have　some　ef飴ct　on　protein負mction　and／or　antige盛city（Bendinelli

et　a1．，2001；H勾ikata　et　a1．，1999b）．

　　　　　　ORF2　encodes　a　putative　protein　of　approximately　200　amino　acids．　However，　in　several

genotypes，　a　stop　codon　divides　ORF2　into　2　smaller　protein－coding　areas，　ORF2a　and　ORF2b．

ORF2b　is　less　conserved　in　amino　acid　sequence　than　ORF2a（Tanaka　et　aL，2000b；Ukita　et　al．，

2000）；however，　ORF2（or　ORF2b）has　a　conserved　amino　acid　moti£WX7HX3　CX　l　CX5H，

which　is　also　fbund　in　the　CAV　protein（H瑛kata　et　aL，1999b；Peng　et　al．，2002；Tanaka　et　al．，

2001）．This　conserved　motif　co】【τesponds　to　the　protein一取rosine　phosphatase（PTPase）signature

moti£and　the　protein　might　be　involved　in　the　regulation　of　cellular　an（yor　viral　proteins　during

infヒction（Peters　et　aL，2002）．

　　　　　　The　nomenclature　of　the　remaining　TTV　proteins／ORFs　varies　to　some　extent　amo丑g

publications．　The　ORF3－encoded　protein，　i．e．　ORF2／2　and　ORF2－40n　the　work　of　Kakkola　et　al．，

（2008）and　Kamahora　et　al．，（2000），　respectively，　of　approximately　280　amino　acids　has　a

serine－rich　domain　preceded　by　basic　amino　acids　at　the　C－terminus（Peng　et　aL，2002；Tanaka　et

al．，2001）．　Although，　the　exact　f㎞ction　of　this　protein　du丘ng　the　viral　lifb　cycle　is　not　yet
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㎞own，　it　has　been　suggested重hat　like　i血other　viruses　where　the　phosphoprotein　usually　take

part　in　virus　replication　or　in　the　regulation　of　cellular　proteins，　the　phosphorylated　TTV－ORF3

protein　at　the　se面e　residues　in　the　C－te㎜inal　region　may　be　involved　in　pe㎡b曲g　similar

fbnctions　observed㎞other　v㎞ses（Asabe　et　al．，2001）．　The　protein　encoded　by　ORF2－5（i．e．

ORF2／3）（Kakkola　et　aL，2008），　which　is　approximately　280　amino　acids，　has　been　shown　to

have　similarities　with　proteins　possessing　transcription－factor　activity　and　could　thus　have　some

role　in　the　regulation　of　TTV　transchption（Kamしahora　et　al．，2000）．　A　conserved　amino　acid

moti£E－X8－R－X2－R－X6・P－X12－19－F－X1－L，　has　been鉛㎜d　in血e　C－te㎜inus　of　the　protein

（Okam．oto　et　al．，2000b；Peng　et　al．，2002），　but　has　an　unknown　fhnction．　One　putative　protein　of

105amino　acids，　named　TTV－derived’apoptosis－inducing　protein（TAIP），　has　been　shown　to

induce　apoptosis　in　hepatocellular　carcinoma　cells，　and　thus　resembles　the　apoptin　protein　of

CAV　that　causes　apoptosis　in　cancer　cells（Kooistra　et　al．，2004）．　However，　whether　this　TAIP　is

expressed　by　all　TTV　isolates，　or　has　some　cell／tissue－type　specificity，　remains　to　be　elucidated．

In　addition　to　the　proteins　already　listed，　other　ORFs　have　been　suggested　to　arise　by

intragenomic　rearrangements　and　by　altemative　splicing（Leppik　et　al．，2007），　thus　potentially

fb威her　expanding　the　coding　capacity　and　the　variability　of　TTV　isolates．

2．3．Hum3n　TTV

　　　　　　The　genome　of　h㎜an　TTV紬ibits　an　asto㎡shingly屈gh　genetic　diversi取and　is

classified　into　nearly　39　genotypes　that　inco】【porate　3　hypervariable　regions　within　ORF　l（Peng

et　aL，2002；Prescott　et　al．，1999）．　In　addition　to　these　genotypes，　other　small　anellovimses

（SAV），　such　as　TTV・like　mi㎡virus，　Torque　teno　vinお一like　mini　virus（TLMV；later　te㎜ed

Torque　teno　mh並virus（TTMV）），　and　Torque　teno　medi　v㎞ses（TTMDV），　which　resemble

TTV　in　their　genomic　structures，　have　been　identified（Biagini　et　al．，2001；Biagini　et　a1．，2006a；
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2006b；Biagini　et　al．，2007；Chung　et　al．，2007；Jones　et　al．，2005；Niel　et　al．，2001；Takahashi　et

aLラ2000）．

2．3．1．Prevale猷ces　and　geogr劉phic　distributions

　　　　　　A負er　the　discovery　of　TTV丘om　the　patient　with　post－transfUsion　hepatitis　of　unkno㎜

aetiology，　the　need　to　investigate　its　prevalence　am，ong　healthy　individuals　and　various　patient

groups　became　important　fbr　establishing　possible　disease　associations．　Although　a　low　level　of

prevalence　was　detected　in面tial　studies，　later　studies　revealed　high　and　global　distribution　of

TTV　that　increases　with　age（Abe　et　al．，1999；Hsieh　et　a1．，1999；Okamoto　et　aL，1999b；Prescott

et　a1．，1999；Saback　et　aL，1999；Umemura　et　al．，2001a；Viazov　et　al．，1998a；Zhong　et　al．，

2001a）．　For　example，　TTV　DNA　positivity　in　the　sera　of　blood　donors　was　fbund　to　be　46－62％

in　Brazil（Devalle　et　al．，2004；Niel　et　al．，1999）51．6－82．7％in　Turkey（Erensoy　et　al．，2002；

Yazici　et　aL，2002），90％in　Norway（Huang　et　al．，2001），　and　53．3％in　China（Zho血g　et　a玉．，

2001a）．　The　occ㎜ence　of　vadation　in　geographical　prevalence　of　certain　geno電ypes　or　evolution

of　genotypes　within　isolated　ethnic　groups　has　been　reported（Prescott　et　aL，1999；Umemura　et

al。，2003；Vasconcelos　et　al．，2003）．　However，　results　show圭ng　no　geographical　dif正brences　in

TTV　DNA　prevalence　or　genotype／genogroup　prevalence　have　also　been　presented（Gallian　et

aL，2000；Huang　et　aL，2001；Manni　et　al．，2002；Mushahwar　et　aL，1999；Pisani　et　al．，1999）．　It

seems　that　the㎞owledge　of　TTV　prevalence　is　continuously　changing．　New　vadants　are

discovered　and　new　methods　are　developed（Biagini　et　al．，2007；Niel　et　a1．，2005）．　Nevertheless，

it　is　obvious　that　this　virus（or　these　viruses）is」匠equently（or　constantly）present　in　the　bIood　of

the　m勾orily　of　healthy　individuals．
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2．3。2．Detection　i顛tiss聾es　and　body　n腿ids

　　　　　TTV　DNA　has　been　detected　in　several　organs，　cells，　and　body　fluids，　including

peripheral　blood重nononuclear　cells（PBMCs），　saliva，　urine，飴eces，　throat　swabs，1iver，　bile，

cervical　swabs，　semen，　hair，　skin，　bone　marrow，　haemopoietic　cells，1y皿ph　node，　muscle，　thyroid

gland，1㎜g，　spleen，　pancreas，　kidney，　cerebro　spinal　fluid，　gastrointestinal　tract，　and　brain，

exclusively　by　PCR　methods（Chan　et　aL，2001a；Deng　et　a1．，2000；Desai　et　al．，2005；Fomai　et

al．，2001；Gallian　et　a1．，2000；Inami　et　aL，2000a；Ishikawa　et　al．，1999；Itoh　et　aL，2000；Jiang　et

al．，2000；Kanda　et　a1．，1999；Lopez－Alcorocho　et　al．，2000；Maggi　et　al．，2001b；Maggi　et　aL，

2003a；Martinez　et　al．，2000；Matsubara　et　a1．，2000；Okamoto　et　a1．，1998b；Okamoto　et　al．，

1999a；Okamoto　et　al．，2000c；Okamoto　et　al．，2000d；Okamoto　et　al．，2001a；Okamura　et　al．，

1999；Osiowy　et　al．，2000；Pollic㎞o　et　aL，2003；Roddguez一正㎡go　et　al．，2000；Rodhguez－higo

et　al．，2001；Ross　et　aL，1999；Sospedra　et　aL，2005；Suzu日ki　et　al．，2001；Tanaka　et　aL，2000a；

Ukita　et　a1．，2000；Yamamoto　et　a1．，1998；Yu　et　al．，2002；Zhong　et　aL，2002）．　Furthermore，　it

seems　that　there　is　no　prefbrence　fbr　a　given　genotype　to　exist　in　certain　tissues（Nakagawa　et　aL，

2000；Pollicino　et　al．，2003）．　In　addition　to　being　present　in　these　no㎜al　tissues，　TTV　DNA　has

also　been　detected　in　tissues　of　several　cancer　types（de　Villiers　et　al．，2002），　including　brain

turnours（Sospedra　et　al．，2005）．

2．3．3．Modes　of　transmission

　　　　　TTV　has　been　detected　in　various　body　tissues　and　fiuids，　suggesting血e　possibili璽y　of

several　transmission　routes．　The　f㎞ding　of　higher　TTV　DNA　prevalence　in　patients　who

received　blood　transfhsion　relative　to　tha重in　non－recipients　suggested　that　the　virus　is　transmitted

through　blood　and　blood　products（Foms　et　aL，1999；Maeda　et　aL，2000；Prati　et　aL，1999；

Si㎜o血ds　et滅．，1998；Vi既ov　et組．，1998b）．　In魚ct，　some　rese訂chers　have　te㎜ed　TTVおa
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‘transfUsion　transmitted　virus’．　However，　transmission　via　blood　does　not　explain　the　global

prevalence　of　TTV．　Transmission　via　the　faeco－oral　route　has　also　been　suggested　since　the　virus

is　fbund　in　faeces（Lin　et　al．，2002；Okamoto　et　al．，1998a；Ross　et　aL，1999；Ukita　et　a1．，1999），

even　am．ong　7－12・month－01d　healthy　children（Lin　et　al．，2000）．　TTV　detection　in　su㎡ace　water

倉om　Japan（Haramoto　et　aL，2005a）and　in　wastewater（Haramoto　et　al．，2005b；Vaidya　et　aL，

2002）indicates　that　water　could　possibly　be　one　of　the　sources　of　TTV　transmission　fbr　the

血eco－oral　route．　In　addition，　saliva　hおbeen飴und　to　con頓in　higher　TTV　loads　th㎝se㎜

（Deng　et　aL，2000；Gallian　et　aL，2000），　and　SAV／TTMDV　has　been　detected　in　throa重swabs

（Ishikawa　et　aL，1999）and　nasopharynge認aspirates（Chung　et　al．，2007），　suggesting　the

possibility　of廿a駐smission　via　the　respi㈱1狸act　and（hoplets．　F照he㎜ore，　TTV　DNA　has

been　detected　in　cervical　swabs（Calcaterra　et　al．，2001；Chan　et　al．，2001c；Fomai　et　al．，2001）

and　semen（Inami　et　alら2000a；Martinez　et　al．，2000），　suggesting　a　sexual　mode　oftrans㎡ssion．

　　　　　　Human　beings　are　believed　to　acquire　TTV　infbction（s）very　eady　in　lifヒ，　probably　due　to

the　occurrence　of∫η躍870　transmission　since　TTV　DNA　has　been　detected　in　the　blood　of

newboms，　in　cord　blood，　and　in㎜niotic　fluid（Bagaglio　et　aL，2002；Gemer　et　aL，2000；

Matsubara　et　aL，2001；Morrica　et　al．，2000；Saback　et　al．，1999）．　In　a繭tion，　it　has　been　sho㎜

that　newboms　acquire　TTV　ffom　the　environment　within　a　fをw　months（Davidson　et　aL，1999；

Kaぬet　al．，2000；Komatsu　et　al．，2004）．　This　enviro㎜entally　acquired　infection　could　be

transmitted　ffom　the　mother　to　the　child，　since　TTV　has　been　fbund　in　breast　milk（Gerner　et　al．，

2000；Iso　et　al．，2001；Matsubara　et　al．，2001；Ohto　et　al．，2002；Schr6ter　et　a1．，2000）．　However，

results　contradictory　to功〃’θ70　transmission　have　also　l）een　presented；showing　TTV　DNA－

negative　cord　blood　samples　and　TTV　DNA　appearance　fヒom　a　fむw　months　of　age　upwards

（Davidson　et　a1．，1999；Hsieh　et　al．，1999；Iso　et　al．，2001；Kazi　et　aL，2000；Ohto　et　aL，2002；

Sal欲ova　et　al．，2004；Si㎜onds　et　al．，1999；S噛y㎝a　et　al．，1999）．撫om蜘son　of　TTV

sequences　from　children　and　f｝om　mothers　has　shown　both　s㎞ilar　and　divergent　sequences，
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indic漉g　both　mo血er－c短ld甘ansmission　and　enviro㎜en励ansmission（Bagaglio　et　aL，2002；

Davidson　et　aL，1999；Hn　et　aL，2002；Ohto　et　aL，2002；Sugiyama　et　al．，1999）．　Also　of　note，

TTMV　has　been　detected　in　cord　blood，　amniotic　fluid，　br㈱st　m簸k，　and　newbom　ser嬬with

sequence　simiIadty　to　that　of　the　mothers（Matsubara　et　al．，2001）．　The　mother－to－child

transmission　route　could　partly　explain　the　high　prevalence　and　persistent　infectious

characteh　stics　of　TTV．　It　is　apParent　that　such　a　prevalent　virus　group　as　anelloviruses　may　have

several　modes　of　transmission；faeco－oral　and　droplet　spread　c㎜ently　being　the　most　probable

cand量date　routes．

2．3．4。互nfbctions紐nd　pathogenic　ef『ects

　　　　　TTV　in琵ctions　in　humans　were　initi誕ly　shown　to　be　either　transient　or　persistent

（Nishizawa　et　a玉．，1997）．　TTV　viraemia　has　been　shown　to　persist　fbr　several　years（Azzi　et　aL，

2001；Ball　et　al．，1999；Biagini　et　aL，1999；Irving　et　al．，1999；Lefヒere　et　a1．，2000；Sugiyama　et

al．，1999），　but　clearance　of　the　virus　has　also　been　detected（Ohto　et　al．，2002；Prati　et　al．，1999；

Si㎜onds　et副．，1998；Wilson　et田．，2001）．　In　persisting　TTV　in鉛c樋ons，血e　DNA　sequence　of

the　virus　has　been　sho㎜to　either　remain　unchanged　or　change　with　time（Ball　et　aL，1999；

Biagini　et　a1．，1999；hving　et　al．，1999），　indic就量ng　true　persistence，　supe1in艶ctions，　and／or

evolution　of　quasispecies．　TTV　infbction　has　been　suggested　to　be　a　very　dynamic　process；it　has

been　est㎞ated　that　over　90％of　the　virions　are　cleared　every　day，　with　generation　of　3．8×1010

virions　to　replace　the　cleared　ones（Maggi　et　al．，2001c）．　In　general，　the　levels　of　TTV　vhlaemia

in　healthy　su切ects訂e　ass㎜ed　to　be　low；the　viral　levels血PBMCs　of　healthy　indivi姻s　were

shown　to　be　210gs　lower　than　in　PBMCs　of　cancer　pahents（Zhong　et　al．，2001b）．　In　addition，　it

has　been　shown　that，　among　the　study　sゆlects，　the　levels　of　TTV　DNA　either　remalned　steady

o田uctuated，　in　the　rahge　of　102－108　copies／凪（Ball　et　a1．，1999；Maggi　et　a1．，2005b；Pistello
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et　al．，2001；Zhong　et　aL，2001a）．　Co－i曲ctions嚇th　multiple　TTV　genotypes紐e　co㎜on，　even

in　healthy　individuals（Ball　et　al．，1999；Biagini　et　a1。，1999；Chan　et　a1．，2001a；Foms　et　al．，

1999；GalIian　et　al．，1999；Jelcic　et　a1．，2004；Mushahwar　et　a1．，1999；Niel　e重al．，2000；Okamoto

et　al．，1999b；Okamoto　2009；Okamo重o　and　May㎜，i，2001；Prescott　et　al．，1999；Takayama　et

al．，1999b）．　The　presence　of　mixed　infbctions　could　suggest　1）that　TTV　is　not　cleared　fセom　the

system，2）that　re－infbctions　and　super－i朔麟ections　occur　f始equently，3）that　the　v㎞s　is　spread　via

several　routes，4）that　the　mutation　rate　is　high，　and／or　5）that　a　previous㎞fbction　does　not

protect　against　a　re－infbction（White　et　a韮．，2000）．　Of　these　possibilities，　at　least　infbctions　w茎th

new　genotypes　have　been　doc㎜ented　to　occur　d曲g拓llow－up（Gallian　et　a1．，2000；Maggi　et

al．，2006）．　In　addition　to　mixed　infヒctions　with　various　TTV　genotypes，　mixed　infヒctions　with

several　TTMV　isolates（Vasconcelos　et謡．，2002），　as　well　as　co一㎞nections　with　TTMV　and　TTV，

have　been　reported　to　occur　in　healthy　individuals（Biag血i　et　al．，2006b；Moen　et　al．，2002a；Niel

et　a1．，2001；Vasconcelos　et　a1．，2003）．　Also　co－infbctions　with　the　3　anelloviruses（TTV，　TTMV，

and　SAVITTMDV）have　been　reported（Biagini　et　al．，2006b；Ninomiya　et　al．，2007a）．　In　any

case，　data　on　sewage　waters　suggest　that　there　are　no　seasonal　changes　in　TTV　inf6ctions

（Haramoto　et　a1．，2005b；Vaidya　et　a1．，2002）．　In　other　words，　it　appears　that　we　can　acq磁re　TTV

t㎞・ugh・ut　the　ye鍵㎝d血・u帥・ut・血lives．

　　　　　　Although　a　definitive　association　of　TTV　with　disease（s）has　not　been　fbund，　it　has　been

suggested　that　some　isolates／genotypes，　either　alone　or　co並£ected　with　other　TTV　strains　or

pathogens，　could　cause　certain　diseases．　It　is　likewise　possible　that　TTVsρθr　5θdo　not　cause　any

disease，　but　that　they　somehow　have　an　eflbct（either　good　or　bad）on　the　outcome　or　the

progression　of　some　disease（s）．　Also　of　note，　the　levels　of　TTV　in　tissue　and／or　blood　could

a薦ct　any　of　the　conditions　mentioned　above．　FimUy，　it　is　possible　that　TTV　does　not　have　any

effbct　on　our　well－being．　Taking　into　co且sideration　the　wide　array　of　dif正brent　isolates／genotypes，

and　bearing　in　mind　that　the　only　methods　in　c㎜ent　use　fbr　detection　of　TTV　in蘇ections（only

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17



acute　and　persisting，　not　past　ilfections）are　PCR－based，　it　is　obvious　that　the　results　on　disease

associations　of　TTVs　are　lnconsistent．　Two　excellent　review　articles　exist　on　this　topic

（Bendinelli　et　al．，2001；Hino　et　a1．，2007），　in　addition　to　2　noteworthy　editorials（Naoumov，

2000；Si㎜onds，2002）．　The飴llowing　s㏄tion　simpli行es㎝d　b蜘summ頗ses　wha伽been

studied　and　fbund　previously．

　　　　　L」馳7曲aα5｛熔：B㏄ause　of　the　discovery　of　TTv　fセom　a　patient　with　hepatitis（Nishizawa

et　al．，1997），　TTV　was　initia孤y　suspected　to　be　the　cause　o君hepatitis．　The　i㎡tial　studies　did　show

an　association　between　TTV　prevalence　and／or　loads　and　vadous　hepatic　disorders（Charlton　et

al．，1998；H㎜g　e細．，2001；猛eda　et　a1．，1999；Ikeuchi　et　al．，2001；Iw欲i　et　al．，2003；K㎝da　et

al．，1999；Nao㎜ov　et　al．，1998；Nis㎞guc㎞et　al．，2000；Nis㎞zawa　et　al．，1997；Okanlura　et　aL，

2000；Takay㎜a　et　al．，1999a；Tanaka　et　aL，1999a；Tokita　et　al．，2002；Watanabe　et　al．，2000）．

However，　contradictory　results　indicating　that　TTV　is　not　associated　with　alanine

aminotransfヒrase（ALT）1evels　or　with　hepatic　disorders　have　also　been　fbund（H寿ikata　et　aL，

1999a；Hsieh　et　aL，1999；Huang　et　al．，2000；Nakano　et　aL，1999；Nao㎜ov　et　al．，1998；Niel　et

a1．，1999；Prati　et　al．，1999；Viazov　et　al．，1998b；Yamamoto　et　aL，1998）．　Some　researchers　have

hypothesised　that㏄rtain　genotypes／genogro旦ps　could　be　associated　with　hepatic　disorders

（Okamura　et　al．，2000；Tokita　et　al．，2001；Tuveri　et　al。，2000），　but　it　seems　that　infヒction　is　not

related　to　hepatitis　or　other　liver　diseases（A】dba　et　aL，2005；Kao　et　aL，2002；Momosaki　et　aL，

2005；Schr6ter　et　al．，2003；Shibata　et　al．，2001；Umeml皿a　et　al．，2001a；Yo　shida　et　al．，2002）．　In

s㎜a琢，several　s加dies　conducted　over　the圓decade　have　indicated　that　TTV　does　not釦1丘l

the　criteria　fbr　being　a　hepati丘s　v㎞s：it　does　not　apPear　to　cause　any　damage　to　the　liver　cells

（Akiba　e亡a1．，2005；Campo　et　al．，2000；He　et　al．，2003；Hsu　et　al．，2003；Kato　et　aL，2000；Kao

et　al．，2002；Momosald　et　a1．，2005；Sc㎞6ter　et　a1．，2003；Shibata　et　al．，2001；Shimizu　et　al．，

2000；Tuveri　et　a1．，2000；Umemura　et　al．，2001a；Umemura　et　a1．，2002a；Yoshida　et　al．，2002）．
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　　　　　Rεqpか伽o弓2伽躍α廊or吻却：TTV　hfection　has　been　suggested　to　play　a　role（either

active　or　oppor幅stic）in　children　with　acute　respiratory　disease．　TTV　has　been　fb㎜d　hl　high

loads　in　nasal　swabs　of　such　children，　particularly　in　patients　with　a　more　severe　respiratory　tract

disease，　such　as　bronchopne㎜onia（Maggi　et　al．，2003b）．　The　prevalence　of　SAV　was　also

丘）und　to　be　higher　in　chiIdren　with　acute　respiratory　syndrome（Chung　et　al．，2007）．　In　addition，

chi1（hem舳high　TTV　loads　in血eir　n囎al　specimens　were　sho㎜to　have　worse　sp廿ome厘c

values，　and　TTV　was　suggested　to　contribute　to　the　pathogenesis　of　asthma．　It　was　suggested　that

TTV　replication　could舗st　the　i㎜㎝ob撮㎝ce　tow㎝ds　the　T協response，　w短ch　is㎞o轍o

play　a　role　in　the　pathogenesis　of　ast㎞a（Pif飴ri　et　aL，2005）．　In　idiopathic　pulmonary　fibrosis

patients，　a　poorer　survival　rate　was　shown　to　correlate　with　TTV　infbction．　Interestingly，　TTV

replication　has　been　shown　to　occur　in　lung　tissue（Bando　et　a1．，2001）．　F舳e㎜ore，　high　TTV

loads　have　been　associa尤ed　with　the　severity　of　bronchiectasis（Piffbri　et　al．，2006）．　However，　as

with　all　the　other　disorders　mentioned，　it　is　not㎞own　whether　TTV　is　the　cause　or　the　result　of

（or　a　bystander　in）the　disease．　In　one　study，　a　newbom　and　the　child’s　parents　were　fヒ）llowed　to

assess　the　TTV　loads　in　their　saliv亀which　showed　that　the　newbom　acqτ通red　a　TTV　strain　ffom

the　mother　within　a　fヒw　days　after　delivery，　and　showed　high　viral　loads　in　saliva　associated　with

benign　rhinitis（Biagini　et　al．，2003）．

　　　　　　⑰イ喰伽5辮励o伽p吻g朋5：Co－in飴ction　of　cervical　cells　with　TTV　and　h㎜｛m

papillomavirus（HPV）has　been　shown　to　occur．　Even　though　women　with　multiple　HPV

infbctions　had　a　higher　prevalence　of　TTV，　there　was　no　correlation　to　high－risk　or　low－risk　HPV

strains（Calcaterra　et　aL，2001）。　Higher　TTV　loads　have　been　detected　in　gastric　tissue　of　patients

with　gastritis　and　with飽1’ωろαo卿〃10ア∫，　possibly　suggesting　some　role　fbr　TTV㎞琵ction

（Maggi　et　aL，2003a）．

　　　　　石㎜配π060瑚騨07πお84ρ磁8”お：It　has　been　suggested　that　cer㎞n　genotypes　could　be

more　co㎜on　in　h㎜㎝immmode∬ciency　vi㎜（HIV）撫ted　p誠ients　th㎝in　healthy
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individuals（Shibayama　et　al．，2001）．　In　addition，　TTV　viral　loads　have　been　shown　to　increase　in

HIV　patients　who　aτe　progressing　tow雛ds　AIDS，　and　to　co∬elate刃嘘h　a　low　CD4＋cell　co㎜t

（Chdstensen　et　al．，2000；Sagir　et　aL，2005a；Sagir　et　al．，2005b；Shibayama　et　al．，2001；Thom　et

al．，2007；Touinssi　et　al．，2001）．　However，　this　most　likely　re且ects血e　overall　i㎜㎜e　s瞭s　of

the　patientεmd　has　no　consequence　on　the　underlying　disease．

　　　　　　Cαπcε7：TTV　DNA　has　been　fbu血d　in　various　lymphoma　types　as　often　as　in　healthy

individuals，　and　the　virus　has　been　sho㎜to　localise　in　non－neoplastic　cells．　However，　it　was

postulated　that　TTV　could　somehow　modulate　the　T　cells　it　infbcts　and　thus　have　some　role　in

the　pathogenesis　of　lymphomas（Garbuglia　et　al．，2003）．　zur　Hausen　and　coworkers　presented　an

interesting　hypothesis　in　which　they　suggest　that　persistent　TTV　ir㎡bctions　increase　the　risk　fbr

specific　translocations，　thus　having　an　eff6ct　on　the　development　of　childhood　Ieukaemia　and

lyrpphomas（zur　Hausen　et　a1．，2005）．　Co－infヒction　with　HPV　and　TTV　genotype－1　has　been

related　to　poor　outcome　of　laryngeal　carcinoma，　but　it　is　not㎞own　if　TTV　has　a口y　ef驚ct　on　the

cancer　progression（Szladek　et　aL，2005）．　TTV　DNA　has　been　detected　in　a　wide　variety　of

neoplastic　tissues（de　Villiers　et　al．，2002）；however，　this　could　be　due　to　tissue　inflammation，　or

to　the　rapidly　dividing　cancer　cells　supporting　TTV　replication．　The　presence　of　TTV圭n

colorectal　cancer　specimens　has　been　suggested　to　have　some　pathogenetic　role；however，　the

same　TTV　isolates㎞ve　also　been　fb㎜d　in　non－cancerous　tissue（de　Villiers　et　al．，2007）．　TTV

DNA　has　also　been　detected　more　often　in　the　sera　of　patients　with　classical　Kaposi’s　sarcoma

than　in　the　sera　of　healthy　su切ects．　In　addition，　TTV　DNA　has　been　detected　in　both　lesional

s短n飢1d　he舳y　s㎞of　patients，　but　not　in血e　s㎞of　he舳y　individ謝s．　It　has加en　suggested

血at　TTV　i曲ction　could，鉛r　ex㎜ple　by　i㎜㎜osuppression，　have　some　e焼ct　on　the

rep豆ication　of　human　herpes　v蜘s　8　and亡hus　have　a　role　in　the　disease　pathogenesis（Gira跡d　et

aL，2007）．　TTV　has　been　shown　to　occur　h1100－times　higher　loads　in　the　PBMCs　of　any　cancer

patient　tested　than　in　the　PBMCs　of　healthy　controls。　However，　it　is　not　clear　if　this　finding　is
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due　to　c組cer　or　represeΩts　some曲g血co㎜o踊th　the　sehously　ill　patie撹s（Zhong　et　aL，

2001b）．

　　　　　　緬襯麗〃8伽伽：Several　autoi㎜une　disorders　still　lack　a　de行nitive　causative

agent，　and　TTV　has　been　studied　in　this　regard　as　welL　Gergely　and　coworkers　noticed　that

peptides食om　ORF　l　and　ORF2　areおresemble　h㎜an　endogenous　re廿ovims－encoded　nuclear

protein，　a　co㎜on　auto㎝tibody－generating　epitope　of　systemic　lupus　er抽ematosus（SLE）．

They　showed　that　patients，　in　addition　to　having　high　TTV　DNA　prevalence，　had　antibodies

against　the　peptides．　However，　it　is　not　clear　whether　TTV　has　a　role　in　autoantibody　generation，

or　whe血er，　due　to　i㎜㎝ologica1－dys㎞ction，　the　patients　could　be　more　prone　to　TTV

in£ections（Gergely　et　al．，2005b）．　Sospedra　and　coworkers　showed　that　T　cells　obtained　fセom

multiple　sclerosis　patients　reacted　against　arginine－rich　peptides　s㎞ilar　to　the　TTV　and　TTMV

ORF　l　N・te㎜inus．　It　was　suggested血at　these　T　cells　could　be　expanded　due　to　repeated　TTV

i幽ctions，　and　in　coI癖unction　with　some　other　predisposing（genetic／microbia1）factors，　could

have　some　ef驚ct　on　the　development　of　the　disease（Sospedra　et　al．，2005）．　In　addition，　TTV　has

been鉛und　in　patients　with　rhe㎜就oid田価tis（Gergely　et　al．，2005a；Hir鋤et　al．，1998）or

with　idiopathic　inqammatoτy　myopathy（IMM）（Gergely　et　al．，2005a）．　However，　the　TTV

prevalence　of　these　patients　did　not　diffbr　f｝om　that　of　blood　donors（Gergely　et　aL，2005a）．

M翠gi　and　coworkers　showed　that　rhe㎜atoid磁㎞tis　patients，　when　compared　to　healthy

su切ects，　did　not　have　elevated　TTV　loads，　whereas　patients　with　art㎞tis　related　to　other

autoi㎜une　diseases㎝d　SLE　did．　The　autho㎎suggested　that　there　could　be　a　comec廿on

betw㏄n　TTV　replication　and　arthritis，　but　as　with　the　other　disorders　mentioned，　causality　is　not

㎞own（Maggi　et　al．，2007）．　Interestingly，　the　expression　of　genotype－10RF　l　in　transgenic

mice，　lead量血g　to　production　of　a　spliced　pmtein，　has　been　shown　to　cause　pathdogical　alterations

in　the　kidneys　of　the　mice．　Expression　of　the　TTV　protein　seemed　to　interfbre　with
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dif艶re血tiation　of　the　renal　epithelial　cells，　the　importance　of　which　in　TTV　pathology　remains　to

be　ascertained（Yokoyama　et　al．，2002）．

2．4．Porcine　TTV

　　　　　　Soon　a丘er　the　discove穿of　h㎜㎝TTV，　genetically　related　but　distinct　TTV鉛㎜s食om

those　discovered　in　h㎜㎝s　were　deschbed　in　di艶rent　species　of魚㎜ve就eb㈱緬mals，　such

as　primates，　chickens，　pigs，　cows，　sheep，　cats，　dogs，　and　tupaias（Bigarre　et　aL，2005；Kekarainen

et　al．，2006；Leary　et　aL，1999；Mckeown　et　aL，2004；Moen　et　al．，2003；Neil　et　al．，2005；

Okamoto　et　al．，2002）．　Among　these，　porcine　TTV　has　dra㎜aconsiderable　amount　of　interest

Studies　conducted　over癒he　last　fbw　years　have　explored　the　biological　nature　ofthe　porcine　TTV，

including　its　impact　on　the　pig’s　health．　The　fbllowing　sections　review　the　studies　on　porcine

TTV　conducted　over　the　last　decade．

2．4．1．Taxonomy，　molecular細曲iological　prope量嚇es

　　　　　　Structurally，　porcille　TTV　is　similar　to　human　TTV，　but　it　possesses　a　much　smaller

genome　size　of　2．8　kb．　It　has　been　assigned　into　the　genus　lb翅oアg麗evか〃5，　under　the　same

飴mily　of　h㎜｛m　TTV，4ηθ110vか’伽．　Full－len瑛h　sequence　an副yses　of　porcine　TW丘om

vadous　countdes（Japan，　Brazil，　CanadζChina，　Ge㎜any，　Spain，　and　USA）indicated　low　levels

of　nucleotide　identity　among　them；these　samples　were　initially　categorised　into　2　genogroups

（Brassard　et　al．，2010；Cortey　et　al．，2010；Gallei　et　al．，2010；Huang　et　al．，2010；Niel　et　al．，

2005；Okamoto　et瓠．，2002）．　However，　considering　the　amount　of　nucleotide　sequence　identity

am、ong　4　American　strains，　both　genogroups　have　been　recently　updated　to　the　species　status　by

the　　Intemational　　Committee　　of　　Taxonomy　　of　　Viruses　　（ICTV）

（http：〃www．ictvonline．org〈虚rusTaxonomy．asp？bhcp＝1），箕）アgπθ∫εη05鰐vか〃51（TTSuV　1）and
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2（TTSuV2），　with　2　hltemal　types　fbr　TTSuV　l　and　3　subtypes　fbr　TTSuV2（Huang　et　al．，2010）．

These　genogroups　share　a　sequence　si㎡lari砂of＜50％輌th血at　of　h㎜an　TTV（Niel　et　al．，

2005；Okamoto　et　al．，2002）．　However，　the　extent　of　nucleot圭de　sequence　variation　between

TTSuV　strains　appears　to　greatly　depend　on　the　region．　of　the　viral　genome　analysed．　For

example，　a　sequence　homology　of　78－99％was　reported　when　analysing　a　region　of

approximately　100　bp　within　the　UTR（Biggarre　et　aL，2005），　whereas　another　study　assessing　a

260－bp　region　within　the　UTR　reported　91－97％and　93－99％similarities　fbr　TTSuVl　and

TTSuV2，　respectively．　TTSuVs　possess　40RFs（ORF　1，0RF2，0RF　l／l，and　ORF2／2）and　have

asho震stretch　with雌gh　GC　content　in　the　UTR（H㎜g　et　al．，2010b；MuelIer　et　al．，2008）．

Simi1鍵to　the　encoding　p磁em　of　h㎜㎝TTV，　ORF　l　and　ORF2鍵e　suggested　to　be　encoded　by

a～2．8－kb　viral　mRNA　and　ORF　1／l　and　ORF2／2　by　a　spliced－1．2・kb　viral　mRNA（Huang　et　aL，

2010）．

2．4．2．】Epidemio董ogica墨f6atures

　　　　　TTSuV　was　first　detected　in　pigs　in　I　999（Leary　et　al．，1999），　but　a　retrospective　study　by

Segales　and　co－researchers（2009）showed　the　presence　of　the　TTSuV　in　pigs　as　eady　as　1985．

To　date，　TTSuV　has　been　detected　irL　several　countries（Austri亀Canada，　Chin亀Czech　Republic，

France　Ge㎜any，　Hung飢y，　Italy，　Japaロ，　Korea，　Spain，　Thailand，　and　USA），　with　a　vaσing

prevalence　ranging倉om　33％to　100％（Bigarre　et瓠．，2005；Brassard　et　al．，2007；Gallei　et　aL，

2010；Jarosova　et　al．，2011；Kekarainen　et　al．，2006；Martelli　et　al．，2006，　McKeo㎜et　a1．，2004；

Takacs　et　aL，2008）．　Apart　fセom　dome『tic　pigs，58％of　tested　wild　boars　were　fbund　to　be

infもcted　with　TTSuV　l　and　66％with　TTSuV2，　though　the　prevalence　of　in飴ction　varied　with

geographical　region（Martinez　et　aL，2006）．　Surveys　of　pigs　in　Italy　have　indicated　that　the

prevalence　of　TTSuV　infbction　varies　greatly，　with　certain£a㎜s　having　no　evidence　of　TTSuV　1
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i皿飴ction，　whereas　others　had　prevalence　ra重es　as　high　as　53％（Martelli　et　al．，2006）．　Although

the　prevalence　of　i㎡6ction　was｛b㎜d　to　be　higher　in‘行nishing’herds（40％infection

prevalence）than　in‘farrow－to－finishiag’herds（11％infもction　prevalence），　no　relationship　was

fbund　between　the　prevalence　of　inf6ction　within　herds　and　their　size，　general　health，　or

biosecurity　status（Martelli　et　aL，2006）．　These　previous　studies　also　reported　that　among

domestic　swine，　nursery　pigs（57％infbction　prevalence）were　more　likely　to　be　infヒcted　with

TTSuV　l　than　were　fatteners（22％infbction　prevalence）．　Similar　pattems　of　infわction　were

reported　fbr　TTSuV2　infbction　in　wi董d　boar，　whereby　j　uveniles　of　7－12　months　of　age（80％

infヒction　prevalence）were　fb㎜1d　to　be　more丘equently　infbcted　than　adults（58％in角ction

prevalence）．　Furthermore，　the　prevalence　of　TTSuV　infbction　in　fbmale　wild　boars（74％

i㎡ヒction　prevalence）was　fb㎜d　to　be　hi塞her　than　that　in　males（57％infec樋on　prevalence）

（Martinezet　al．，2006）．　Of　note，　TTSuV　l　prevalence　has　been　shown　to　be　higher　than　TTSuV2

i血some　studies（Kekarainen　et　a1．，2007；Martinez－Guino　et　a1．，2009；Pozzuto　et　al．，2009；Sibla

et　al．，2009a；Sibla　et　al．，2009b），　whereas　the　opposite　result　has　been　obtained　in　other　studies

（Kekarainen　et　al．，2006；Segale　et　aL，2009）and　no　dif琵rence　was　shown　in　another（Tara　et　aL，

2009）．Therefbre，　it　is　not　currently　possible　to　assess　the　relative㎞por捻血ce　of　one　or　the　other

TTSuVs；this　situation　might　vary　depending　on　the　animal　population　studied　and　the　PCR

analysis　methods　used　fヒ）r　detection　of　TTSuVs．

　　　　　　TTSuVs，　like　its　h㎜an　co皿te聯，　has　been　detected　in　the　sera　of　v囲ous　categodes　of

pigs（Co貢ey　et　al．，2010；Gallel　et　al．，2009；Hu㎝g　et　al．，2010；H㎜g　et　al．，2011；Jarosova　et

al．，2011；Kekarainen　et　al．，2006；Kekarainen　et　a1．，2007；Lee　et　al．，2010；Leary　et　aL，1999；

Macera　et　al．，2011；Marteli　et　al．，2006；Martinez　et　al．，2006；Martinez　et　al．，2007；Martinez－

Guino　et　a1．，2009；Mckeown　et　al．，2004；Niel　et　al．，2005；Nieto　et　a1．，2011；Okamoto，　et　al．，

2002；Segales　et　al．，2009；Taira　et　al．，2009；Takacs　et　al．，2008），　semen　and　reproductive

apparatus　of　boars（Huang　et　al．，2010；Kekarainen　et烈．，2007；Ritterbusch　et　al．，2011），
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colost㎜（M頒inez－Guino　et瓠．，2009），飴eces（Br繊d　et　al．，2008；Sibla　et　al．，2009），　n鎚al

secretions（Sibla　et　a1．，2009），　and　various　tissues　of　pigs　includlng　those　of負）etuses（Aram．ouni

et　al．，2010；Bigarre　et　a1．，2005；Blomstrom　et　al．，2009；Martinez－Guino　et　al．，2010；Pozzuto　et

al．，2009；Perez　et　al．，2011；Savic　et　al．，2010）．　These　results　suggest　the　possibility　of　the

existence　of　TTSuVs　transmission　by　both　vertical　and　horizontal　routes．　In　addition，　TTSuVs

DNA　has　been　detected　in　co㎜erci瓠vaccines飴r　s曲es，　e騨es鋤d伽gs釦∬nulated輌th

components　of　porcine　origin，　cell　cultures，　and　trypsin（Kekarainen　et　aL，2009；Teixeira　et　al．，

2011），highlighting　the　risks　of　TTSuVs　transmission　by　mechanical　routes　and　TTSuVs

COntami1玉atiOn　in　Cell　CUItUreS．

2．4．3．Infbc1薩ons　and　patbogenic　ef6㏄ts

　　　　　The　detection　of　TTSuVs　in　various　tissues　fbllowing　natural　infヒction　suggests　multi－

systemic　infbction．　However，　v孟rus　was　not　detected　in　all　organs　of　a　pig　and　distinct　virus

subtypes　were　detected　in　diffヒrent　tissues（Bigarre　et　al．，2005；Okamoto　et　a1．，2001a），

suggesting　that　certain　virus　genotypes　or　subtypes　might　be　better　adapted　to　particular　cell　or

tissue　types．　To　date，　no　cell　culture　system　that　facilitates　ef琵ctive　propagation　of　TTSuVs　has

been　identif量ed．　Sirnilar　to　PCV　and　CAV，　TTSuVs　might　only　replicate　in　actively　dividing　cells

since　these　viruses　require　use　of　host　cell　DNA　polymerase．　It　also　remains㎜clear　whether

TTSuVs　detection　in　dif琵rent　tissues　reflects　true　infbct董on　of　the　constituent　cells　or　represents

vi㎜circulating　within　the　tissue　vascul漁re．　In　h㎜ans，　mitogen－stimulated　PBMC　cultures

in免cted　with　TTV　release　in飴ctious　vi】rus，　suggesting　viral　replication　is　possible　in　that　cell

population（Maggi　et　al．，2001a；Marisc誕et　al．，2002）．　Fu曲e㎝ore，　the　detection　of　c廿cular

double－stranded　fb㎜s　of　the　viral　genome　in　liver　and　bone　marrow　provides　evidence　that

TTVs　can　replicate　withhl　cells圭n　these　organs（Okamoto　et　al．，2000a；Zhong　et　al．，2002）．
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　　　　　　TTSuVs，　like　thehl　h㎜an　counterparts，　exhibit　marked　degree　of　genetic　diversity

（Bigarre　et　aL，2005；Kekarainen　et　al．，2006；Martinez　et　a1．，2006；Niel　et　al．，2005）．　Co－

in飴ction　of　animals　with　both　TTSuV　types　is　Go㎜on（Kekarainen　et　al．，2006；Martinez　et　a1．，

2006）．

　　　　　　Currently，　the　disease－causing　potential　of　TTSuVs　is　not　well　understood　and　is　thus

under　investigation．　The　first　indication　of　the　pathogenic　association　of　TTSuVs　came　f｝om

Spain　where　Kekarainen　et｛緑．（2006）reported　a　higher　prevalence　of　TTSuV2　in　PMWS－

af飴cted　pigs　than　in　PMWS－nonaf飴cted　pigs．　PCV2　is　essential　but　not　a　sufαcient　cause　of

PMWS，　one　of　the　economically　most　important　diseases　of　PCVAD．　In　gnotobiotic　piglets，

TTSuVl　wお鉛und　t・induce　the　subcli㎡cal　chan琴es・f　interstitial　pne㎜・甑甘ansient　thymic

ε粧rophy，　glomerulopathy，　and　modest　ly田phoc）沈e　to　histocytic　in負ltration　in　the　liver（Krakowka

and　Ellis，2008），　and　was　also　capable　of　inducing　porcine　de㎜．atitis　nephropathy　syndrome

（PDNS）in　the　presence　of　porchle　reproductive　and　respiratory　syndrome　virus（PRRSV）

（Krakowka　et　al．，2008），　and　PMWS　in　the　presence　of　PCV2（Ellis　et　al．，2008）．　Furthe㎝ore，

an　association　between　TTSuVs　and　in飴ctious　hepatitis　of　pigs　in　concomitant　i㎡6ctions　with

PCV2　and／or　HEV　was　observed．　On　the　contrary，　a　study　ffom　Japan（Taira　et　al．，2009）

reported　no　signi行cant　dif驚rence　in　the　prevalence　of　TTSuVs　between　PMWS－suspected　and

no㎜al　pigs．　A髄empts　to　associate　TTSuV　infbction　with　PMWSIPCVAD　have　revealed

contradictory　results，　with　a　Korean　group　of　researchers（Lee　et　al．，2010）reporting　no

significant　diffbrence　in　viral　load　between　PCV2－negative　and　PCVAD－affヒcted　pigs，　whereas

others　reported　an　increase　of　TTSuV2　viral　load　over　time　in　PMWS－af飴cted　pigs　but登ot　in　the

case　of　healthy　animals　or　fbr　TTSuV　1（Nieto　et　al．，2011）．　Therefbre，　the　disease－causing

potential　of　TTSuVs　remains　debatable　and　warrants　fもrther　investigation．
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CHAPTER　3

　　DETECTION　OF　TORQUE　TENO　SUS　VIRUS　TYPES　l　ANl）2BY　NESTED

POLYMERASE　CHAIN　REACTION　IN　SERA　OF　SOWS　AT　FARROWING　AND　OF

　　　THEm　NEWBORN　PIGLETS　IMMEDIATELY　AFTER　BIRTH　WITHO『UT

SUCKLING　CO正OSTRUM　AND　AT　24　HOURS　AFER　SUCKHNG　COLOSTRUM
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3．1．AおSTRACT

　　　　　This　study　aimed　to　clarifシthe　sow－to－fbetus　transmission　pathway　of　7brg初ε’θηo躍5

vかπ5（TTSuV）types　1（TTSuV　1）and　2（TTSuV2）．　For　this　puゆDse，　detection　of　TTSuV　l　and

TTSuV2（TTSuVs）in　the　sera　of　6　sows（Sows　1－6）at　par面tion　and　in　the　sera　of　their

newbom　piglets　i㎜ediately　a丘er　bi貢h　wi血out　sucHing　colostmm　was　pe血㎜ed　by　nested

polymerase　chain　reaction（nPCR）．　These　sows　were　bred　using　semen　that　had　tested　negative

fbr　TTSuVs．　For　a　TTSuV　1－and　TTSuV2－positive　sow（Sow　1），　TTSuV　l　was　detected　in　40f

12ne曲om　li枕ermates，　and　TTSuV2　was　detected　in　51i枕e㎜ates．　For　a　TTSuV　1－positive　sow

（Sow　2），　TTSuV　l　was　detected　in　l　of　8　newbom　litte㎜ates．　For　4　TTSuV　1－and　TTSuV2－

negative　sows（Sows　3－6），　TTSuV　l　was　detected　in　60ut　of　the　25　newbom　piglets　of　3　sows

（Sows　3－5），　whereas　no　TTSuVs　were　detected　in　13　piglets　of　l　sow（Sow　6）．　In　addition，　to

investigate　the　possibility　of　a　sow－to－piglet　transmission　pathway　of　TTSuV　via　colostr㎜ち

TTSuV　l　and　TTSuV2　in　sera　of　12　newbom　piglets　f治om　Sows　1－3　were　examined　by　rヒPCR．

㎞mediately　after　biIth　befbre　sudding　colost㎜，　TTSuV　l　and　TTsuV2　were　not　detected　in　10

and　80f　12　piglets，　respectively；however，　a意24　hr　after　suckling　colostrum，6piglets　became

positive　fbr　TTSuV　l　and　none　fbr　TTSuV2．　These　results　confirmed　the　existence　of　a　sow－to。

fbetus　transmission　pathway　of　TTSuVs　during　no㎜al　pregnancy　and　suggested　a　possibility　of

sow－to－piglet　transmission　of　TTSuV　via　colost㎜．
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3．2．INTRODUCTION

　　　　　　Torque　teno　v㎞s（TTV）is　a　small，　nonenveloped　v㎞s　with　a　single－stranded，　circular

DNA　　genome　and　belongs　to　the　newly　created　£amily　オηθ110v〃’伽θ

（www．ncbi．nlm．nih．govπCTVdb／）．　TTV　was　first　detected　in　a　human　patient　with

posttransfhsion　hepatitis　of　uhknown　aetiology（Nishizawa　et　al．，1997）and　was　la£er　detected　in

other　animals　including　swine（Biagini　et　al．，2007；Inami　et　al．，2000；Leary　et　al．，1999；Ng　et

al．，2009；Okamoto　and　Mayumi，2001；Okamoto　et　al．，2002）．　In　swine，2genetically　distinct

species　of　TTV　have　been　identified：7bアg初e’θη03初5　v〃〃3（TTSuV）types　1（TTSuV　1）and　2

（TTSuV2），　belonging　to　the　genus　1∂’α’org〃θvか〃5（Niel　et　al．，2005；Okamoto　et　al．，2002）．

　　　　　　It　has　been　reported　that　the　prevalence　rate　of　TTSuV　l　and　TTSuV2（TTSuVs）ranged

倉om　24％to　100％in　diffヒrent　co㎜［tries（Bigarre　et　al．，2005；Kekarainen　et　al．，2006；Martelli

et　al．，2006；Mckeo㎜et　al．，2005；Ng　et　aL，2009；Segales　et　a1．，2009），　and　the　prevalence　rate

was　51％in　Japan（Taira　et　aL，2009）．　TTSuV　appears　to　be　a　pathogenic　trigger　or　cofactor　of

porcine　circovirus　associated　disease（PCVAD）（Kekarainen　et　al．，2006；Krakowka　and　Ellis，

2008；Krakowka　et　aL，2008）and　hepatitis　of　pigs　infbcted　with　porcine　circovirus　type　2

（PCV2）and／or　hepatitis　E　vims（Savic　et　al．，2010）．　Howeyer，　the　direct　pathogenic　effbct　of

TTSuV　remains　unclear．

　　　　　　In　addition，　the　TTSuV　transmission　pathway　has　not　been　f田ly　elucidated　in　pigs．　An

imute血e　route　of　TTSuV　in飴ction幡been　ass㎜ed　because　TTSuVs　were　detected　in　the

semen　and　sera　of　boars（Kek田ainen　et　al．，2007；M飢inez　et　al．，2006）．　Fu曲e㎜ore，　sow－to－

fbetus　transmission　has　been　suggested　because　TTSuVs　were　observed　in　the　sera　or　tissues　of

stillbom，　gnotobiotic　piglets　and　aborted　and　nonaborted　fbetuses（Aramouni　et　al．，2010；

Kekarainen　and　Segales，2009；Martinez－Guino　et　a1．，2009；Ma蛇inez－Gu㎞o　et　a1．，2010；

Pozzuto　et　al．，2009）．　However，　in　these　studies，　the　possibility　of　intrauterine　inf6ction　by　se1nen
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was　excluded　since　the　semen　was　not　exam血ed蝕TTSuVs．　F耐he㎜ore，　it　has　been　assumed

that　TTSuV　can　be　transmitted　ffom　sow　to　piglet　via　colost㎜，　which　has　been　sho㎜to　carry

TTSuVs（Martinez－Guino　et　a1．，2009）．　However，　this　particular　transmission　route　has　not　been

制ly　examined．

　　　　　Therefbre，　this　study　airned　to　clarifソthe　existence　of　a　sow－to－fbetus　transmission

pathway　of　TTSuV　by　excluding　the　possibility　of　an　intrauterine　route　of　i㎡bction　by　semen．

There丘）re，　sows　were　bred　using　TTSuVs－negative　semen　of　boars　and　allowed　to　undergo

no㎜al　pregnancy　and　p漁tion．　Nested　polymerase　chain　reaction（nPCR）was　used　to　detect

TTSuVs　in　the　sera　of　sows　at　p漁tion㎝d　of　their　newbom　piglets　i㎜ediately　a且er　bi曲

嚇thout　sucHing　colost㎜．　In　addition，　to　investigate　the　possibili尊of　a　sow－to－piglet

transmission　pathway　of　TTSuVs　via　colost㎜，　sera　of　piglets㎞ediateiy　after　bhth　without

sudding　colost㎜and　at　24　h　after　suckliag　colostrum　were　analysed　fbr　the　detection　of

TTSuVs　by　nPCR．

3．3．MATERIALS　AND　METHODS

3．3．L　Experiment　1

　　　　　　50”吻卿露5r∬〃伽∫鵬510”澗s　expedment　wおc曲d　out　on　a　co㎜ercial

pig　faml　with　1500　sows　in　Kagoshima　Prefヒcture，　Japan．　Six　healthy　sows（Sows　1－6）were

used．　All　sows　were　bred　by　artificial　insemination　using　the　pooled　semen　of　8－10　boars

obtained丘om　a　total　of　13　boars．　A　portion　of　each　individual　semen　sample　was　used　to　detect

the　presence　of　TTSuVs．　Blood　was　collected　fヒom　each　sow　via　theαη’θア∫07　vεη06αvα

（approximately　8　mL）at　pa細tion　and　f｝om　the　58（7－13　piglets／sow）newbom　piglets

（approxim飢ely　4　mL）i㎜ediately　a食er　bi曲舳out　su曲g　colost㎜．価e　blood　was

30



centdfUged　at　1800×gfbr　20　min，　and　the　coll㏄ted　sera　were　stored　at－28°C㎜til血PCR　was

perfb㎜ed．

3．3。2。Expe貰唖ment　2

　　　　　50膨一如rρ恕陀f　血r纏π∫〃gな5如π　げ　71U〃レ7ッ」α　coZo5ヵ・μ〃2：　㎞ediately　after　birth，　12

newbom　piglets倉om　3　sows（41i賃e㎜ates／sow；Sows　1－3）in　Expe血nent　l　were　used，　and　each

piglet　was　n㎜bered飴r　identiHcation．　These　piglets　were　allowed　to　sucHe　the　sow’s　colos㎞m

o41’わ珈〃2　after　collection　of　blood．　Subsequently，　blood　was　collected　ffom　all　piglets　via　the

α海εr∫07vθηαcσレαat　24　h　after　suckling　colostrum，　a血d　the　collected　sera　were　stored　at－28°C

㎜til鯉CR　was　per釦mled．　The　concen甘ation　of　se㎜total　protein（T舳r　all　the　piglets

i㎜edi翫ely　a負er　bi曲幅tho凱su曲g　colos伽m皿d就24　h　a負er　sucUing　colos轍m　was

dete㎜ined　to　assess　the　quantity　of　colos髄s　u幽ke　by　the　piglets．

　　　　　1》ハ砿　｛蟹7πc廊oπ　α”4πPα～ノわ’漉ε吻犯c吻π　のドr∬翼レ7　απ4「7∬〃レ2J　DNA　was

ex甘acted丘om　250μL　of　bo肛semen㎝d　sera　of　sows㎝d　newbom　piglets　by　a　sodi㎜iodide

method　using　a　DNA　Extractor　WB　Kit（Wako　Pule　Chemical　Industries，　Osak亀Japan）．　The

nPCR　method　used　fbr　detection　of　TTSuVl　and　TTSuV2　was　perfb㎜ed　as　described

previously（Kekarainen　et　a1．，2006；Mckeo㎜et　aL，2004）．　The且rst－ro㎜d　50・μL　PCR飴r

TTSuV　l　contained　5叫of　DNA，20　pmole　ofthe　p1血er　pair（5’－TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCT－

3’，fbrward　and　5　P－ACTCAGCCATTCGGAACCTCAC－3F，　reverse），2．5　mM　dNTPs，2mM

MgCl2，　and　O．5　U　Tag　DNA　polymerase（rTag）．　The　amplification　conditions　were　as　fbllows：

94°Cfbr　5　min，35　cycles　of　94°C　fbr　30　sec，52°C　fbr　20　sec　and　72°C　fbr　30　sec，　fbllowed　by

72°Cfbr　5　min．　Five　microlitres　of　amplified　product　were　used　as　template　fbr　nPCR．　The

primer　　　　set　　　　fbr　　　　nPCR　　　　of　　　　TTSuV　l　　　　was　　　　5’－

CAATTTGGCTCGCTTCGCTCGC－3’（fbrward）and　5’－TACTTATATTCGCTTTCGTGGGAA
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C・3’（reverse；50　pmo茎e　of　each），　and　the　PCR　reagents　were　2．5　mM　dNTPs，2mM　MgCl2，　and

O．5UrTag．　The　I？CR　of　TTSuVl　was鉾颪）㎜ed　under　the　same　conditions　as　those　of出e

行rst－round　PCR．　Ampli五edτ田CR　ofTTSuVl　product　wお㎜on　a　2％ag班ose　elec聯horesis

gel，　and　a　b㎝d　of　260　bp　was　obsewed　using　et㎞di㎜bromide　under　ultraviolet（UV）

nuorescence．　TTSuV2　amplification　was　carried　out　under　the　same　procedure　as　described　fbr

TTSuV　1．Briefly，　the　primer　pair　fbr　the　first－ro㎜d　PCR　was　5’－AGTTACACATAACCACCA

AACC－3’（fbrward）and　5’－ATTACCGCCTGCCCGATAGGC－3’（reverse），　and　fbr　the　nPCR，

the　primer　set　was　5’－CCAAACCACAGGAAACTGTGC－3’　（fbrward）　and　5’－

CTTGACTCCGCTCTCAGGAG－3ワ（reverse）．　A負er　electrophoresis，　the㎜plified　product　of　a

band　of　230　bp　was　observed　under　UV　fluorescence．

　　　　　PCR　5εη5哲vめ2α∬の2：To　detem血e　the　PCR　sensitivity，　amplicons　of　TTSuV　1（260　bp）

and　TTSuV2（230　bp）fヒom　the　2％agarose　gel　after　electrophoresis　were　purified　using　a

co㎜ercially　available　DNA　p面鰍ion　kit（QIAquick⑭Gel　Extraction照t；QIAGEN，　Jゆ㎝）

and　cloned　into　a　plasmid　using　a　cloning　strategy（pJET　1．2！bl㎜t　cloning　vector；Fermentas，

Japan）at　Hokkaido　System　Science　Co．，　Ltd．，　Japan（Fig．4）．　The　sen、sitivity　of　the　PCR　was

dete曲ned　by　ampli∬cation　of　10一飼d　dilutions　of㎞o㎜amounts　of　each　plasmid　DNA

（TTSuV　l　clone：55×108　copies／μL；TTSuV2－clone：1．7×108　copies／μL）in　PCR．　To　confirm

the　sensitivity　result，　the　experiment　was　repeated　once．　The　same　plasmids　and　pure　distilled

water　were　used　as　positive　and　negative　controls，　respectiveIy，　in　every　PCR　reaction．

　　　　　5如ぬ醇ぬたα’απα加な：The　significance　ofthe　dif瀧rence　in　the　concentmtion　of　TP　between

the　piglet　group　i㎜ediately　a負er　bi曲㎝d　at　24　h　a丘er　su曲g　colost㎜而t㎞the　s㎝e

litter　was　analysed　using　the　Student’s’－test．
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（CloneJETTM　pCR　cloning　kit；Fermentas，　Japan）used　fbr　cloning　of　TTSuVs．
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3．4．RESU正TS

　　　　　58π5薦ッ妙｛ヅPα～：The　minimum　n㎜ber　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　copies　that　could　be

detected　with　the　current　PCR　assay　was　550　molecules　of　TTSuV　l　and　14　molecules　of

TTSuV2　per　reaction（Fig．5），

Fig．5．　PCR　sensitivity　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　dete㎜ined　with　l　O－fbld　dilu廿ons　of㎞own

amounts　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　plasmid　DNA．　The　lanes　marked　with　x　are　TTSuV2　PCR

samples　with　un㎞o㎜concentration．　The　titres　marked　with　bold　values　indicate　the　lowest

coRcentration　of　TTSuV　nucleic　acid　that　could　be　detected　using　the　current　nPCR．

　　　　　ρ漉ご吻〃げ1フ翫レ7σ〃4π勤レ2加伽58〃剛σπ45〃躍げρゆ：Once　the　sensitivity

of　the　PCR．　was　determined，　the　detection　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　the　semen　of　boars　a血d

sera　of　sows　and　their　piglets　was　perfb㎜ed（Fig．6）．

　　　　　The　results　of　detection　of　TTSuVs　in　the　semen　of　boars　are　shown　in　Table　1．　In

s㎜町，neither　TTSuV　l　nor　TTSuV2　were　detected血㎝y　semen　of　the　bo訂s，　therby血ing

out　any　possibility　of　intrauterine　transmission　via　semel1．
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　　　　　The　results　of　detection　of　TTSuVs　in　the　sera　of　sows　and　their　piglets　are　shown　in

Table　2．　Both　TTSuV　l　and　TTSuV2　were　detected　in　Sow　1，　TTSuV　l　but　not　TTSuV2　in　Sow

2，and　neither　TTSuV　l　or　TTSuV2　in　Sows　3－6．　For　Sow　1，　TTSuV　l　was　detected　in　40ut　of　12

newbom　piglets，　and　TTSuV2　was　detected　in　5　piglets，　whereas　the　6　remaining　piglets　were

negative｛br　TTSuVs．　For　Sow　2，10ut　of　8　newbom　piglets　was　positive丑）r　TTSuV　1．For　Sows

3－5，TTSuVl　was　detected　in　60ut　of　25　newbom　piglets，　whereas　neither　TTSuVl　nor

TTSuV2　was　detected　in　any　newbom　piglet　fbr　Sow　6．

　　　　　The　results　of　detection　of　TTSuVs　in　the　sera　of　12　newbom　piglets　i㎜ediately　a衰er

bi曲without　suckling　colost㎜鋤d　at　24　h誠er　suckling　colos舳雛e　sho舳Table　3．　In

Sows　2　and　3，　neither　TTSuV　l　nor　TTSuV2　was　detected　in　8　newbom　piglets　befbre　suckling

colos廿um，　but　TTSuV　l　was　detected　in　50f童hese　piglets　afセer　suc｝ding　colostrum　ln　Sow　1，

TTSuV　l　was　not　detected　in　2　piglets（Nos．4and　5）without　suckling　colost㎜，　but　after

suckling　colostrum，　TTSuV　l　was　detected　i血10f　these　piglets（No．5）．　However，　TTSuV2　was

not　detected　in　8　piglets（Sows　2－3）1）efbre　or　after　suckling　colost㎜．

　　　　　The　concentration　of　TP（g／dL）was　2．5－3　times　higher　in　all　individu｛遽piglets　at　24　h

after　suckling　colostnm玉（6．3土0．7，7．4：圭0．4，　and　6．5士05）than　the　concentration㎞ediately

誼er　bi曲舳out　sucUing　colost㎜（2．2士0．1，2．5±0．3，㎝d　2．2±0．1）；血is　di驚rence　was

significant　between　the　2　groups　of　pigs（P＜0．001）fヒom　Sowsト3（results　not　shown），

indicating　that　all　piglets　have　adequate　uptake　of　colostrum．
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Fig．6．　Represen倣ive　et雌di㎜bromide－s槍ined　gel　of　PCR－amp茄ed　TTSuV　l（260　bp）and

TTSuV2（230　bp）DNA．　L：100－bp　DNA　ladder，　P　l　and　P2：Positive　control　fbr　TTSuV　l　and

TTSuV2，　N　I　and　N2：Negative　control　fbr　TTSuV　I　and　TTSuV2，　Lanesレ11：Serum　samples

collected　fヒom　sows　and　their　piglets．

Table　1．Results　of　detection　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　by　nested　PCR　in　the　semell　of　boars

80a7
髄0．

Spocies
’

『「S腿V唱　　1闘「SuV2

2
3
4
5
6
7
8
9
噛0
つ¶

12
｛3

一
：Not　detected．
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Table　2。　Detection　of　TTSuV　1鋤d　TTSuV2　by　nested　PCR　in　the　sera　of　sows　at　fa∬owing　and

of　their　newbom　piglets　i㎜ediately　a負er　b溢h舳out　su曲g　colost㎜s

SOWS N創由omμ9嫉雪

No， TTSuV蟻 τTSuV2 No． TTSuV膚 T↑S“V2 No． TTSuV1 TτS攣V2

4

2

3

4

5

6

十

十 1

2

3

4

5

6

1

2

3

4

1

2

3

4

1

2

3

4

5

唯

2

3

4

1

2

3

4

5

6

7

十

十

騨

｝

麟

轄

十

十

十

一

幽

鞠

脚

ア

8

9

10

11

12

5

6

7

8

5

6

7

6

7

8

9

10

5

6

ア

8

8

9

10

11

12

13

十

十

十

十

十

十

十

十

十

騨

餉

一

醐

ご

一

一
：Not　detected；＋：Detected．

37



Table　3．　Detection　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　by　nested　PCR　in　the　sera　of　sows　and　of　their

newbom　piglets　immediately　af琶er　bhlth　befbre　suckling　colostrum　and　at　24　h　afしer　suckling

colost㎜

Sows Newborn　piglets

No． TTSuVI　TTSuV2　No．

lmmedlately　after　b耐1

without　suckling

　　CO量ostrum

24hr　after　suck駈ng

colostrum

TTVSu　1 TTSuV2 TTSuV1 TTSuV2

1

2

3

十

十

十 4

5

6

8

1

2

3

4

1

2

3

4

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

：Not　det㏄ted；＋：Detected．
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3．5．DISCUSSION

　　　　　In　swine，　it　has　been　ass㎜ed　that　sow－to－fbetus　transmission　of　TTSuVs　occurs　during

pregnancy　because　TTSuVs　have　been　detected　in　the　sera　of　stillbom　and　nonstillbom

gnotobiotic　piglets　derive（玉by　caesarean　section　and　in　the　tissues　of　aborted　and　nonaborted

費）etuses（Aramouni　et　al．，2010；Martinez－Guino　et　al．，2009；Martinez－Guino　et　aL，2010；

Pozzuto　et　aL，2009）．　Further，　intrauterine　infbction／transmission　of　TTSuVs　in　pregnant　sows

has　also　been　reported　as　a　possibility　based　on　the　detection　of　TTSuVs　in　the　semen　of　boars

by　PCR（Huang　et　aL，2010；Kekalainen　et　al．，2007；Martinez－Guino　et　a1．，2007）．　However，　in

these　previous　studies，　detection　of　TTSuVs　in　the　semen　used　fbr　breeding　the　sows　was　not

per釦㎜ed．　There｛bre，　in血e　prese血study，　to　exclude　the　ef艶ct　of　TTSuVs

infもction／transmission　to　the　fbetus　in　the　uterus　by　semen，　sows　were　bred　using　semen　in　which

TTSuV　l　and　TTSuV2　were　not　detected　by　nPC】k

　　　　　Bo血TTSuV　1鋤d　TTSuV2　were　detected血the　sera　of　newbom　piglets　i㎜ediately

a丘er　bi血pdor　to　them　sucUing　colost㎜．　This　res磁indicated　the　existence　of　a　TTSuVs

tra且smission　pathway丘om　sow　to　fbetus　during　preg㎜cy．　Moreover，　TTSuV　l　was　detected　in

the　piglets　of　sows　without　detectable　levels　of　TTSuVs　in　sera　at　pa漁㎡tion，　indicating　that　the

sow－to－fbetus　TTSuV　l　transmission　pa血way　exists　even　in　sows　wi血㎜detectable　levels　of

TTSuVs　in　the　sera　of　sows　at　pa血【dtion．　TTSuVs　movement　within　and　between　tissues　has

previously　been　suggested　because　TTSuVs　have　been　detected　in　diffbrent　tissues　and　not

simply　in　se㎜働10面et副．，2010；鰍owka㎝d　Ellis，2008；Po㎜to　et　al．，2009）．

There負）re，　the　detection　of　TTSuVs　in　the　sera　of　newbom　piglets　f士om　TTSuVs－negative　sows

in　the　present　s加dy　may　indicate出e　possible　movement　of　the　vims倉om　se㎜to　other　tissues

after　the　occ㎜ence　of　sow－to－fbetus　transmission．
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　　　　　It　hおbee螂s㎜ed　th飢suc短ing　colos髄may　be　one　of　the　routes　of　TTSuVs

transmission　in　swine　because　TTSuVs　have　been　detected　in　the　colostn㎜of　sows（Martinez－

Guino　et　aL，2009）．　In　this　expe曲ent，　i㎜ediately　a丘er　bi貫踊thout　suckling　colostmm，

TTSuV　l　was　not　detected　in　10，　and　TTSuV2　was　not　detected　in　8，0f　12　newbom　piglets　f士om

3sows．　However，　at　24　h　after　suckling　colostrum，　TTSuV　l　was　detected　in　60f　10piglets．　The

TTSuV　l　detected　in　these　piglets　at　24　h　after　birth　fbllowing　suckling　colost㎜most　likely

originated丘om　the　colost㎜since　the　concentrations　of　TP　indicated　that　all　the　piglets　had

adeq㈱1y　consumed　colost㎜d磁ng　t短s　pos㈱l　pehod．　However，　the　possibili鍬of　piglet－

to－piglet　or　sow－to－piglet　transmission　of　TTSuVs　via　faeces，　urine，　or　nasal　secretions　cannot　be

ignored，　as　the　dissemination　of　TTSuVs　via　these　routes　has　been　reported　by　some　authors

（Brassard　et　al．，2008；Segales　et　al．，2009；Sibla　et　al．，2009a；2009b）．　F耐her，　TTSuV2　was　not

detected　in　any　piglet　at　24　h　afヒer　suckling　colost㎜，　indicating　that　TTSuV2　might　be　less

transmissible　via　colostrum　than　TTSuV　1．

　　　　　In　conclusion，　it　was　con負㎜ed　that　a　sow－to－｛betus　transmission　pathway　of　TTSuVs

exists　du血g　no㎜al　pregnancy　and　th就there　might　be　a　sow－to－piglet　transmission　pa血way　of

TTSuVs　via　colost㎜．
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CHAPTER　4

　SEROPREVALENCE　OF　TORQ口E　TENO　SUS　VIRUS　TYPES　l　ANI）21N　PMWS8

SUSPECTEI）HGS　AM）PCV2－VACCINATE】）NORMAL　PIGS　IN　SOUTHERN　JAPAN
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4．1．ABSTRACT

　　　　　This　study　examines血e　seroprevalence　rate　of　lbアg㍑θ‘θη05初5　vか〃5　types　1（TTSuV　1）

and　2（TTSuV2）in　the　sera　of　38　post－weaning　multisystemic　wasting　syndrome（PMWS）－

suspected　pigs　and　43　porc血e　circovims騨e　2（PCV2）－vaccinated　no㎜al　pigs　on　3　co㎜erci烈

pig　fa㎜s　in　southem　Japan　by　nested　polymerase　chain　reaction．The　seroprevalence　rate　of

TTSuV2　was　signiHcantly　higher　in　the　PMWS。suspected　pigs　than　in　the　PCV2－vaccina　ed

no㎜al　pigs（97．4％versus　81．4％，　P〈0．05），　whereas　no　such　dif驚rence　was　observed釦r

TTSuV　l　between　the　2　groups　of　pigs．㎞both　pig　groups，　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV2

was　significantly　higher　than　that　of　TTSuV　l（P＜0．01－0．05）．　A　high　seroprevalence　rate　of

TTSuVs　was　observed　in　both　PMWS－suspected　pigs（100％）and　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs

（90．7％）．These　results　show　that　TTSuVs　are　highly　seroprevalent　in　both　PMWS－suspected

pigs　and　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs　reared　on　conven　ional㎞s，　widl　TTSuV2　being　more

seroprevalent　in　the　fb㎜er　than　in　the　la枕er．
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4．2．INTRODUFCTION

　　　　　TTSuV　l　and　TTSuV2（TTSuVs）have　been　detected　in　the　semen，　sera，　plasma，　faeces，

saliva，　nasal　secretions，　colostr㎜，　and　vahous　tissues　by　polymerase　chain　reaction（PCR）

（Aramouni　et　al．，2010；Brassard　et　al．，2008；Kekarainen　et　al．，2006；Martfnez－Guin6　et　al．，

2009；Pozzuto　et　al．，2009），　and　the　seroprevalence　rates　in　the　general　pig　Popul釦tion　have　been

reported　to　vary　fヒom　24％to　100％in　diffbrent　countries（Bigarre　et　al．，2005；Gallei　et　al．，

2010；Lang　et　aL，2011；Martelli　et　al．，2006；Mckeown　et　al．，2008）．　Ih　particular，　the

seroprevalence　has　reported　to　be　51％in　postweaning　multisystemic　wasting　syndrome

（PMWS）－suspected　pigs　in　J｛璽）an（Taira　et　al．，2009）．　However，　the　pathogenic　association　of

TTSuV　is　still　debatable．　In　gnotobiotic　pigs，　TTSuV　l　pa虚ially　contributed　to　PMWS　and

porcine　de㎜atitis　nephrop紬y　syndrome　in　the　presence　of　porchle　circovims　t）pe　2（PCV2）

and　porcine　reproductive　respiratory　syndrome　virus　i血籔ections，　respectively（Ellis　et　al．，2008；

Krakowka　et　a1．，2008）．　Similarly，負eld　studies　have　suggested　TTSuV2　as　a　co－factor　in　PMWS

since　PMWS－affbcted　pigs　had　a　significantly　higher　seroprevalence　rate　and　viral　load　than

PMWS－nonaf琵cted　pigs（Aramouni　et　al．，2011；Kekarainen　et　al．，2006；Nieto　et　al．，2011）．

However，　the　diffbrence　in　viral　load　between　the　TTSuVs　in　the　sera　of　PMWS－affbcted　pigs

and　PCV2・negative　pigs　was　detem血ed　to　be　nonsigni丘cant（Huang　et　al．，2011；Lee　et　al．，

2010）．Therefbre，　more　studies　are　required　to　completely　associate　Torque　teno　virus（TTV）

inf6ction　with　PMWS　or　other　specific　diseases．

　　　This　study　aimed　to　dete㎜ine　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　PMWS－

suspected　pigs　and　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs　to　provide㎞her　insights　into　the　potential

role　of　TTSuVs　in　the　occ㎜ence　of　PMWS．
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4．3．MATERIALS　AND　METHODS

4．3．1．Pig　samples　and　b夏ood　comec“on

　　　　　Three　conventional　pig　f㎞s（£a㎜s　A，　B，　and　C）in　Kagoshima　Prefヒcture，　southem

Japan　were　included　in　t雌s　study．　The　n㎜ber　of　replacement　and　breeding　sows　on£a㎜s　A，　B，

and　C　were　2400　Berkshire，1500　hybhds（Hypoτ），　and　400（Lalge　White）（LW），　respectively．

From　April　to　August　2008，　most　of　the　growing　pigs　that　had　not　been　vaccinated　fbr　PCV2

showed　typical　clinipal　signs　of　PMWS，　such　as　severe　weight　loss，　respiratory　disorders，

diarrhoea，　and　palpable　bilateral　inguinal　ly卑phadenopathy．　From　September　2008，　regular

PCV2　vaccination（Porcilis⑪PCV2，2mL　intramuscularly；Intervet　Schering－Plough　Animal

Health）of　pigs　at　21　days　of　age　on　all　the　farms　was　introduced．　Thereaf延er，　none　of　the　PCV2－

vaccinated　pigs　showed　clir直cal　signs　of　PMWS．　Analysis　of　the　mortality　data　on　the　3　f加ms

revealed　mortality　rates　of　6－8％befbre　the　disease　outbreak（historical）period，　whicMncreased

to　12－14％during　the　disease　outbreak　pehod（PMWS－suspected　pedod）；however，　a　significant

decrease　in　mortality　rates　on　all　f㎞s，　to　2－－4％，　was　observed　after　the　introduction　of　PCV2

vaccines（PCV2－vaccination　period）（Fig．7）．　Based　on　these　observations，　all　clinicaUy　af琵ρted

pigs　were　defhled　as　PMWS－suspected　pigs，　and　all　PCV2－vaccinated　pigs　as　PCV2－vaccinated

no㎜al　pigs．　A　total　of　38　blood　samples（食om　7，18，　and　13　pigs　on血㎜s　A，　B，　and　C，

respectively）were　collected　fヒom　the　anterior　vena　cava　of　90－140・day－old　clinically　affbcted

PMWS－suspected　pigs　in　June－July　2008，　and　43　blood　s㎜ples（fヒom　8，22，　and　13　pigs　on

fa㎜s　A，　B，㎝d　C，　respectively）were　collected　in　a　s㎞il班m㎜er丘om　PCV2－vaccin就ed

no㎜al　pigs　in　the　same　age　range　in　J㎜e－July　2010．　All　blood　samples　were　cent曲ged　at

1800×gfbr　20　min，　and　the　obtained　sera　were　stored　aレ28°C　until　they　were　used　fbr　DNA

extractlon．
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Fig．7．　Monthly　mor面ity　rates　of　growing　pigs　in　the　histoゴca1，　PMWS－suspected，　and　PCV2－

vaccinated　periods．1：Histodca董period（January－March　2008）；2：PMWS－suspected　pedod

（ApriレAugust　2008）；3：PCV2－vaccinated　period（September　2008　to　July　2010）．

4．3．2．Detection　of　TTSuVI　and　TTSuV2　DNA曲y　po量ymerase　chain　reaction

　　　　　DNA　was　extracted倉om　250μL　of　ser㎜collected　fヒom　the　PMWS－suspected　and

PCV2－vaccin～琉ed　normal　pigs　using　a　DNA　Ex往actor　WB　Kit（Wako，　Japan），　and　TTSuVs

nucleic　acid　were　detected　by　an　nPCR　method　previously　described（Kekarainen　et　aL，2006）．　A

chi－square　test　or　Fisherラsexact　test　was　used　to　analyse　the　diffヒrences　in　the　detection　rates　of

the　viruses　between　the　pig　groups，　and　sig盛ficance　was　set　at、P＜0．05．
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4．4。RESULTS

　　　　　As　shown　hl　Table　4，　the　seroprevalence　rate　of　TTSuVs　was　high　in　both　PMWS－

suspected　and　PCV2－vacci撚ed　no㎜al　pigs（100．0％and　90．7％，　respectively）．　Globally，

TTSuV2　was　more　fヒequently　detected　than　TTSuV　l　on　all£amls；the　seroprevalence　rate　of

TTSuV2　was　significantly　higher　in　PMWS－suspected　pigs　than　that　in　PCV2－vaccinated　normal

pigs（97．4％versus　81．4％，　P＜0．05）．　Fu曲e㎜ore，　in　both　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－

vaccinated　no㎜al　pigs，　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV2　was　signi丘cantly　higher　than　that　of

TTSuV　1（97．4％versus　71．1％and　81．4　versus　58．1，respectively；P＜0．01－0．05）．　However，　no

significant　diffbrence　was　observed　in　TTSuV　l　between　the　2　groups　of　pigs。

Table　4．　Seroprevalence　rate　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－

vaccinated　no㎜al　pigs．

Farm Group τTSuV1 TTSuV2
7TSuVl
　and
7TSuV2

↑τSuVl

　　or

TTSuV2

A

8

C

To吐al

隔

11

奮

網

書

ll

置

髄

7t4｛51η†

37．5｛318｝

77．8〔14ノ噸8，

63．6｛14122，

6雪．5｛8’13｝

6¶、5｛8’13，

71．嘱｛27138，0

58」《25’43，d

つ00．0｛7’7｝

75．0｛6／8｝

94．4口7月8，

86．4｛耀9／22｝

400．0（13／13）

76．9｛io’13，

97．4｛37／38，a

8t4｛35’43p

71．4⊂5／7｝

37。5｛3’8｝

72，2｛431壌8｝

50．0｛11122｝

6t5｛81雪3｝

46．2｛6月3》

68．4｛26138）

46．5⊂20143｝

つ00．0｛7／7｝

75．0｛618｝

噌00．0｛つ8’i8，

95．5（21／22）

100．0（噌3／13｝

92．3〔12’13｝

100．0（38／38）

90．7〔39143）

a＞b（P＜0．05），a＜c（P＜0．001），b＞d（P＜0．05）

†：％（N㎜ber　of　detected　pigs／Total　number　of　examined　pigs）

1：PMWS－suspected　pigs

II：PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs
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4．5．】）ISCUSSION

　　　　　TTSuV　h浦ection　is　highly　prevalent　globally，　with　seroprevalence　rates　varying丘om

24％to　100％（Bigalre　et　al．，2005；Gallei　et　aL，2010；Kekarainen　et　al．，2006；Lang　et　a1．，2011；

Martelli　et　al．，2006；Mckeown　et　al．，2004）．　In　Japan，　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV　in

PMWS－suspected　pigs，　tested　across　16　prefヒctures，　vaded　fヒom　O％to　100％，　with　an　average

prevalence　rate　of　51％．　In　particular，58％（7／12）of　the　samples倉orn　Kagoshima　Prefヒcture

tested　seropositive　fbr　TTSuVs（Taira　et　aL，2009）．］㎞the　present　study，　high　seroprevalence

rates　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　both　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs

（100％and　90．7％，　respectively）across　3　conventional　pig飴㎜s　were　observed，　indicating　that

TTSuVs　infbction　was　widespre勘d　in　these£arms．

　　　　　　The　pathogenic　association　of　TTSuV，　especially　with　PMWS，　has　been　a　su切ect　of

debate．　hitially，　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　gnotobiotic　and　conventional　pigs，　respectively，　were

implicated　as　possible　co－factors　of　PCV2　in　the　occurrence　of　PMWS（Ellis　et　aL，2008；

Kekarainen　et　al．，2006；Krakowka　et　al．，2008；Martin－Vallis　et　al．，2008）．　More　recently，

studies食om　Spaih　have　rop磁ed　an　association　between　TTSuV2　viral　load　and　PMWS，　and

have　suggested　that　TTSuV2　may　play　an　important　role　in崩e　occ㎜ence　of　PMWS（Aramouni

et　al．，2011；Nieto　et　al．，2011）．　However，　a　group　of　Korean　researchers（Lee　et　a1．，2010）fbund

no　dif琵rence　with　regard　to　TTSuV2　viral　load　between　PMWS・af驚cted　pigs　and　PCV2－

negative　pigs．　In　the　present　study，　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV2　was　significantly　higher

in　PMWS－suspected　pigs　th田面PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs．　Fu曲e㎜ore，　when　the　virus

types　were　considered，　it　was　observed　that　the　seroprevalence　rate　of　TTSuV2　was　significantly

higher　than伽t　of　TTSuVl　in　both　PMWS・sus圓ed　and　PCV2－vaccinated　no㎜紐pigs．

Additionally，　it　is　tempting　to　speculate　that　a　direct　correlation　exists　between　PCV2　and

TTSuVs　i㎡ヒction，　since　a　decrease　in　the　seroprevalence　rate　of　TTSuVs　was　observed　in
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PCV2・vaccinated　pigs．　However，　fbrther　studies　are　required　to　completely　elucidate　the

synergistic　mechanisms　of　PCV2　and　TTSuVs圭㎡ections　that　may　result　in　clinical　expression　of

PMWS．

　　　　　In　conclusion，　the　results　of　the　present　study　indicated　that　TTSuV　l　and　TTSuV2

i㎡bctions　are　highly　prevalent　in　both　PMWS－suspected　pigs㎝d　PCV2－vaccinated　no㎜al　pigs，

with　seroprevalence　of　TTSuV2　morelikely　to　be　higher　in　PMWS－suspected　pigs　than　in　PCV2－

vaccinated　pigs．
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CHAPTER　5

1）ETECTION　OF　TORQUE　TENO　SUS　VIRUS　TYPES　l　AND　2互N　TISSUKS　OF

STIUBORN　PIGLETS　D肌IVERED　BY　SOWS　AT　NATURAL　FARROWING
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5．1．ABSTRACT

　　　　　In　this　study，　the　presence　of　lb7gπθ’eη05鋸vか〃5　types　1（TTSuV　1）and　2（TTSuV2）in

tissues（1iver，　heart，　spleen，　and　tonsil）obtained丘om　18　stillbom　piglets　was　ex㎜ined　using

nested　polymerase　chain　reaction．　TTSuV　l　was　detected　at　its　highest　levels　in　the　liver（72％），

負）llowed　by　the　heart（56％），　spl㏄n　and　tonsil（38％）；whereas　TTSuV2　was　highest　in　the　tonsil

（38％），fbllowed　by　liver（33％），　spleen（25％）ヲand　heart（17％）．　Overall，83％of　the　stiUbom

piglets　were　positive　fbr　TTSuV　l　or　TTSuV2　showing　78％and　50％positivity　fbr　TTSuV　l　and

TTSuV2，　respectively．職ese　results　indicate　that　TTSuVs鍵e　co㎜only　present　but　not

㎜i艶㎜ly　dis励uted　in　the　tissues　of　stillbom　piglets．
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5。2．INTRODUCTION

　　　　　　1b7g〃θ’εη03鋸vか鰐types　1（TTSuV　1）and　2（TTSuV2）have　been　det㏄ted　by

polymerase　chain　reaction（PCR）in　vadous　tissues　of　pigs，　including　those　of　fbetuses

（Aramouni　et　aL，2010；Martinez－Guin6　et　aL，2010），　and　in　serum，　plasm亀semen，　faeces，

colostrum，　and　nasal　secretions．　h　stillbom　piglets，　TTSuVs　have　been　detected　ffom　the　sera　of

caesarean－derived　and　occasionally　4elivered　stillbom　piglets（Martfnez－Guin6　et　aL，2009）．　To

our㎞owledge，　there　are　no　existing　repo質s　on　the　detection　of　TTSuVs　in　the　tissues　of

stillbom　plglets．　Moreover，　it　remains㎜clear　whether　TTSuVs　have　any　role　in　the　reproductive

鋤lures　of　sows．　Therefbre，　to　provide　fUrther　insights　on　the　dynamics　of　TTSuVs　in　tissues　of

stillbom　piglets，　we　report　the　detection　rates　of　TTSuVs　f士om　selected　tissues　of　stillbom　piglets

examined　by　nested　PCR（nPCR）．

5．3．MATERIAL　S　AND　METHOI）S

5。3．1．Stmbom　piglets紐nd　their　tissロe　samples

　　　　　　The　tissue　samples　used　in　this　study　were　obtained　fヒom　fヒozen　stiIlbom　piglets

submi杖ed　to　the　Laboratory　of　Fa㎜Animal　Production　Medicines，　Faculty　of　Agdculture，

Kagoshima　University，　Japan　in　October　2008．　A　total　of　18　stillbom　Berkshire　piglets　delivered

by　l　6　sows　were　received丘om　a　conventional　Berkshire　fa㎝of　2400　breeding　sows．　All

stillbom　piglets　were　delivered　by　sows　at　natural£arrowing（1－2　stillbom　piglets／sow）along

with　other　livebom　piglets，　and　the　average　litter　size　of　the　sows　ranged　fヒom　9　to　l　l　piglets．　AII

sows　in　the　study£a㎜were　regularly　vaccinated　fbr　the　m勾or　reproductive　failure－causing

pa之hogens，　including　A両eszky’s　disease　virus（ADV），　encephalomyocarditis　virus（EMV），　getah

vims（GV），　Japanese　encephaliti　s　v㎞s（JEV），　porcine　enterovirus（PEV），　porcine　palvovirus

（PPV），　and　porcine　reproductive　and　respiratory　syndrome　virus（PRRSV）．　At　the　time　of
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£arrowi雄g，＆11　sows　appeared　apparently　norma至a葺d　healthy　witho磁any　other　clinical　signs　of

reproductive　problems．　The　body　weights　of　these　stillbom　piglets　at　birth（1．2－1．4　kg）were　also

co即arable　to　those　of　the　livebom　piglets．　Analysis　of　l　ye雛’s　r¢productlve　data　of　the飽㎜

d曲gthe　sampli葺g　month　showed翻ncreased　n㎜ber　of　stillbom　pigIets宅00。7　per　li賃er

compared　to　that　of　6　months　befbre（0．25　stillbom　piglets・litter－1・month劇1）and　a負er（0．35

stillbom　piglets・litter－1・month’1）the　sampling　month．　At　necropsy，　all　stillbom　piglets　showed

similar　macroscopic　findings，　including　collapsed　lung　and　enlarged　liver，　but　the　heart　and

spleen　were　no㎜aL

5。3．2。1）etection　of　TTSuVI　and　TTS“V21）NA，　PCV2　DNA，　and　PRRSV　RNA

　　　　　　Individual　tissues，　including　heart，　liver，　spleen，　and　tonsil，　were　collected　fヒom　the

stillbom　piglets，　and　were　homogenised　in　20％phosphate　buf艶r　saline（PBS；pH　7．4）solution．

The　mixture　was　centrifhged　at　1800　x　g　fbr　20　min　to　obtain　the　supe㎜atant　DNA　was

extracted食om　250μL　of　the　tissue　supematant　using　a　DNA　Extractor　WB　Kit（Wako

Chemicals，　Japan）．　Porcine　circovirus　type　2（PCV2）and　TTSuVs　nucleic翫cids　were　detected

by　PCR　methods　as　previously　described　fbr　PCV2（Ellis　et　al．，1999）and　TTSuVs（Kekarainen

et　al．，2006），　respectively．　For　PRRSV　deteαion，　RNA　was　extracted　f｝om　the　same　quantity　of

individ頗tissue　supemat㎝t　as飴r　DNA　e燃tion　using　a　co㎜ercially　available　kit（Isogen－

LS；Nippon　Gene，　Japan），　and　the　presence　of　PRRSV　RNA　was　detected　using　a　reverse

transcriptase　PCR（RT－PCR）method，　as　described　previously（Stadej　ek　et　al．，2002）．
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5．4．RBSULTS

　　　　　As　shown　in　Table　5，83％（15／18）of£he　stillboml　piglets　were　inf¢cted　with　either

TTSuV　l　or　TTSuV2．　TTSuV　l　and　TTSuV2　were　detected　in　78％（14／18）and　50％（9／15）of　the

stillbom　piglets，　respectively，　whereas　44％（3／18）of　the　stillbom　pigle之s　were　co－infbcted　with

the　2　v㎞s　types．　In　tissues，　TTSuV　l　was　detected　more　fkequently　than　TTSuV2，　particularly　in

the　Iiver（72％，13／18versus　33％，6／18）heart（56％，10／18　versus　17％，3／18），　and　spleen（38％，

3／8versus　25％，2／8）．　The　detection　rate　of　TTSuV　l　or　TTSuV2　was　the　highest　in　the　liver

（78％，14／18），fbllowed　by　tonsils　and　spleen（63％，5／8），　and　heart（61％，11／18）．　PCV2　and

PRRSV　were　not　detected　in　the　tissues　of　any　of　the　stillbom　piglets（results　not　showl1）．

Table　5．　Detection　rate　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　i猷量ssues　of　sti1亜bom　piglets　delivered　by　sows

at　natUral　farrOWing

Tissue TTSuVり TTSuV2
丁゜rSuVi

　and
T7SuV2

TTSuV雪
　　or

τTSuV2
Liver

Heart

Spleen

↑ons難

Sti醗born　pig腫ets　infected

72｛13月8ア

56《10月8》

38｛3’8）

38｛3181

78｛壌4門8）

33‘6／rl　8｝

瑠7｛3’稽8｝

25｛2／8）

38（318｝

50｛9月8｝

28〔51唱8）

¶1｛2’噸8）

0（0181

13｛電ノ8｝

44｛8月8》

78｛14月8》

6¶《1噸κ8）

63《5’8｝

63｛518｝

83｛耀5ノつ8》

†：％（positive　samples／total　n㎜ber　of　samples　examined）
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5。5。1）ISCUsSION

　　　　　TTSuVs　have　been　detected　by　PCR　in　vadous　tissues　of　healthy　pigs，　including　those　of

fbetuses（Aramo㎜i　et　al．，2010；Marti血ez－Guin6　et　al。，2010）．　However，　to　date，　there　are　no

reports　of　TTSuVs　detection　in　tissues　of　stim）om　piglets，　though　the　viruses　have　been　detected

in　the　sera　of　stillbom　piglets（Martinez－Guin6　et　al．，2009）．　Therefbre，　in　the　preser式study，

selected　tissues　of　stillbom　piglets　delivered　by　sows　at　na加ral£arrowing　were　examined　by

nPCR　fbr　the　presence　of　TTSuV　l　and　TTSuV2．　TTSuVs　were　detected　in　the　tested　tissues　at　a

high　percentage，　indicating　that，　in　addition　to　being　detected　in　serum，　TTSuVs　can　also　be

detected　in　tissues　of　stil隻bom　piglets．　Interestingly，　the　detection　rate　was　diffbrent　among　the

tissues　fbr　the　2　TTSuV　types．　TTSuV　l　was　more　f塾equently　detected　in　the　liver，　fbllowed　by

the　heart，　spleen，　and　tonsils，　whereas　the　detection　rate　of　TTSuV2　was　the　highes重in　the

tonsils，　fbIlowed　by　the　liver，　spleen，　and　heart．　Although　the　detection　of　TTSuV　l　and　TTSuV2

in　tissues　may　be　a㎞buted　to　the　passive　distribution　of　the　vhuses　by　normal　blood　circula重ion，

it　seems　more　likely　that　this　represents　the　tissue　tropism　or　prefbrential　sites　fヒ）r　replication

a血d／or　accumula元ion　of　TTSuVs，　since　the　2　virus　types　were　not　unifb㎜ly　distributed　among

the　tested　tissues．　However，　the　exact　mechanism　and　biological　implicalion　of　such　a　finding

requires　fUrther　investigation．

　　　　　　Globally，83％of　the　stillbom　piglets　examined　in　this　study　were　infbcted　with　either

TTSuV　l　or　TTSuV2，　and　70％and　50％were　positive　fbr　TTSuV　l　and　TTSuV2，　respectively．

Interestingly，　this　value　is　comparatively　higher　than　what　was　previously　reported　fbr　the　sera　of

caesarean－derived　and　occasionally　delivered　stillbom　piglets（TTSuV　1，50％and　TTSuV2．7％）

（Mar亀fnez－Gu壼n6　et　aL，2009）．　It　is　unknown　whether　the　high　deteαion　rate　observed　i貧this

s加dy　could　be　rela重ed　to血e　testing　of　tissue　instead　of　se㎜，　or　to　pa血ological　conditions並

stillbom　piglets．　Our　recent　report　of　TTSuVs　prevalence　in　the　sera　taken　fヒom　newbom　piglets
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prior　to　suckling　colostrum　ffom　a　dif琵rent£aml　showed　18，9％a血d　8．6％positivity　fbr　TTSuV　l

and　TTSuV2，　respectively（Tshering　et　a1。，2011b），　which　is　comparatively　lower　than　the　values

R）und　in　the　tissues　examined　in　our　curren重study．　Furthe㎜ore，　stillbom　piglets　used　fbr　this

study　came　ffom　apparently　healthy　sows，　though　it　should　be　noted　that　the　sow　population　had

an　increased　stillbirth　rate　during　the　s㎜pling　month．　PRRSV　and　PCV2　seemed　not　to　have

played　a　role　in　causing　stillbirths　since　they　were　not　detected　by　PCR　in　the　present　study．

Moreover，　all　sows　in　the　present　study看a㎜were　regularly　vaccinated　fbr　ADV，　EMV，　GV，

JEV，　PCV2，　PEV，　PPV，　and　PRRSV，　making　these　viruses　less　probable　to　be　associated　with

stillbi1陀h　in　the　present　farm．　Of　note，　the　sows　were　not　vaccinated　fbr　classical　swine　fbver

virus（CSFV）（Japan　is倉ee　of　CSFV）．　In　addition，　the　fa㎜has　had　no　previous　record　of

reproductive　failure　related　to　other　infectious　or　non－」血£ectious　origins．　Based　on　this　resultεmd

our　other　observations，　we　speculate　TTSuV　as　the　potential　cause　of　increased　stillbirths　in　the

present魚㎝．　However，　since　the　present　s加dy　was　not　designed　to　test血e　causal　relationship　of

TTSuVs　infセction　and　stillbirths，　such　potential　relationship　must　be　inteτpreted　with　caution　and

deserves　fUrther　investigation．

　　　　　　In　s㎜訂y，　the　results　of　t㎞s　study　indicate　that　TTSuVs　were　widely　prevalent血甑e

tissues　of　stillbom　piglets　derived丘om　sows　with　increased　stillbh！ths　at　natural£arrowing．

R耐he㎜ore，　it　was　observed　that　TTSuV　l　and　TTSuV2　were　not　uni飴㎜ly　dist伽ted　among

the　examined　tissues　of　the　stillbom　piglets，　which　might　reflect　the　presence　of　a　dif驚rent　tissue

tropism　fbr　the　2　virus　types㎜der　the　same　or　dif驚rent　epidemiological　conditions．
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CHAPTER　6

INFECTION　DYNAMICS　OF　TORQ『UE　TENO　SUS　VIRUS　TYPES　l　AND　21N　SERUM

　　　　　　　　　　AND　PERIPHERAL肌00D　MONONUCEAR　CE肌S
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6．1。A］BSTRACT

　　　　　This　study　a㎞ed　to　investigate　the　presence　of乃7gπε’εη03〃5　vか〃3　types　1（TTSuV　l）

a灘d2（TTSuV2）in　longi加dinally（14－150　days　of　age）collected，　paired，　pooled　sera（pSE）and

peripheral　blood　mononuclear　cells（pPBMCs）using　nested　polymerase　chain　reaction．　The

detection　rate　of　TTSuV　l　in　pSE　increased　ftom　14　to　90　days　of　age，　but　a　progressive　decline

was　observed　fセom　l　20　to　150　days　of　age，　whereas　in　pPBMCs，　a　high　value　was　maintained

until　the　end　of　the　growing－finishing　period．　On　the　contrary，　high　detection　rates　of　TTSuV2

were長）und　in　both　pSE　and　pPBMCs　in　all　sampling　ages，　except　in　PBMCs　at　30　days　of　age．

The　detection　rate　of　TTSuVs　between　pSE　and　pPBMCs　was　positively　correlated　at　all

sampling　ages　except　fbr　TTSuVl　at　150　days　of　age．　This　is　the　first　study　showing　the

presence　of　TTSuVs　in　PBMCs　fヒom　pigs　and　describing　the∫η伽o　inf語ction　dynamics　of

TTSuV　in　paired　serum　and　PBMCs　during　the　entire　growing　and　finishing　periods　of　pigs

reared　in　conventional　fiamls；the　results　in（1ication　the　lifblong　presence　of　TTSuVs　in　the　pigs

reared　on　conventiona1魚㎜s．
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6。2．INTROI）UCT豆ON

　　　　　　TTSuV　l　and　TTSuV2（TTSuVs）have　been　detected，　exclusively　by　polymerase　chain

reaction（PCR），　in　se㎜，　plおma，　semen，魚eces，　colos1㎜，　nasal　secretions，㎝d　v頗ous　tissues

（Brassard　et　aL，2008；Kekarainen　et　aL，2006；Martfnez－Guin6　et　a1．，2009；Sibila　et　aL，2009a；

Tshering　et　al．，2011a；Tsher㎞g　et　al．，2011b）．　Dif驚rent　pig－readng　countries　have　reported

prevalence　rates　ranging　ffom　24％to　100％（Bigarre　et　al．，2005；Kekarainen　et　aL，2006；

Martelli　et　aL，2006；Mckeo㎜et　aL，2004；Ng　et　al．，2009；Niel　et　al．，2005；Pozzuto　et　aL，

2009；Seg田es　et　al．，2005；Sibila　et　a1．，2009a）．　Limited　longi加dinal　studies　employing　se㎜

個iel　et　al．，2005；Sibila　et　al．，2009a）㎝d　cross－sectional　s加dies　employing　se㎜㎝d　tissues

（Aramouni　et　al．，2010；Kekarainen　et　al．，2006；Kekarainen　et　al．，2007；Taira　et　al．，2009）have

sho㎜that　TTSuV　in琵ction　increases瞬th　age．　However，1縦le　is㎞o㎜about　primary

in艶ction　with　TTSuV　and　sites　of　viral　persistence　and　reactivation　after　infbction　in　pigs，　and　to

the　best　of　our㎞owledge，血ere　have　been　no　reports　of　detection　of　TTSuVs　i皿peripheral

blood　mononuclear　cells（PBMCs）of　pigs．　Therefbre，　this　study　aimed　to　investigate　the

presence　of賀SuVs　in　PBMCs㎝d　to　investig飢e血e　in色ction　dyn㎝ics　in瞬ed　se㎜㎝d

PBMCs．

6．3．MATERIAtS　AND　METHODS

6．3．1．Blood裂nd　peripheml　blood　mononude段r　cell　co1蓋ection

　　　　　　T短sstudy　was　conducted　in　a　co㎜ercial　hybhd（Hypor）pig鉛㎜in　Kagos澁ma

Prefヒcture，　southern　Japan　with　a　total　of　1500　breeding　sows．　Eight　sows　and　their　24　pigs（3

piglets／sow）were　used負）r　this　study．　All　piglets　appeared　apparently　healthy　duri登g　the　whole

study　period．　Blood　samples　were　collected　fヤom　the　sows　at　7　days　befbre韮arrowing　and　their

piglets　at　l　4，30，60，90，120，　and　150　days　of　age，　and　were　centri負1ged　at　1800×gfbr　20　min
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to　ob蝕ed　sera．　The　result韻sera　were　stored頷一28℃磁tihfCR　was　pe血㎜ed．　To　obt田n

PBMCs，2mL　of　fセeshly　collected　hepad㎡sed　blood　per　piglet　was　transfbrred　to　15－mL

h・p翻・・d加b・・，whi・h聡・・p・・1・繭・th・・㎜…w（31i賃・㎜・tes－’s・w），　Th・p・・1・d

hepahllised　blood　samples　were　diluted　to　3－fbld　diIu藪ons　ushlg　sterile　phosphate－buffbred

saline（PBS），　and　centrifUged　on　a　Ficoll－Conray　gradient　solution　at　1400×gfbr　20　min　as

described　previously（Deguchi　et　a1．，1997）（Fig．8），　The　PBMC　f｝action　was　washed　thdce　with

sterile　PBS　and　stored　below－28°C　until　used　fbr　analysis、

Neutrophils

Ficoll－Conray

Fig．1．Collection　of　PBMCs　by　using　Fico11－Conray　gradient　solution．

6．3．2．1）etection　of　TTSuVI　and　TTS腿V2　in　ser33nd　per蚤pheral　blood　mononudear　ce豆豆s

　　　　　DNA　was　extracted　ffom　250μL　of　the　individual　serum　samples　of　sows，　the　pSE（pSE

contain　sera　of　3　pigs　fbm　same　sow），　and　pPBMCs　of　the　pigs　by　a　sodium　lodide阻ethod

using　a　kit（Wako　Chemicals，　Tokyo，　Japan）．　The　nPCR　fbr　the　detection　of　TTSuV玉and

TTSuV2　was　per釦㎜ed　using　a　method　deschbed　previously（Kek躍ainen　et　al．，2006；Tsh曲g

et　a1．，201玉）．　Specific　amplicons　of　TTSuV　l（260　bp）and　TTSuV2（230　bp）were　located　af㌃er

peぬb㎜ing　elec往ophoresis血a2％ag雛ose　gel　stained　with　ethidium　bromide．
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6．3．3．DNA　seqHencing

　　　　　　Eighteen　paired　amplified　products　of　pSE　and　pPBMCs（10　f｝om　TTSuV　l　and　8　fヒom

TTSuV2）of　2　sows　and　their　piglets　at　30　and　120　days　of　age　were　excised　fヒom　the　agarose　gel

and　purified　with　a　QIAquick　gel　extraction　kit（Qiagen，　Japan）．　The　purified　DNA　products

were　sequenced貸om　both　strands　according　to　the　general　sequencing　protocol（Hokkaido

System　Science，　Sapporo，　Japan）．　The　obtained　sequences　were　aligned　with　the　ClustalW

program　using　the　MEGA　4　package．　The　constmction　of　the　phylogenetic　tree　was　per釦㎜ed

using　the　neighbour→oining（NJ＞method　in　the　MEGA　4　software　package（Tamura　et　al．，

2007）．

6．4．RESULTS

　　　　　　The　results　of　detection　of　TTSuVl　and　TTSuV2　in　the　serum　and　PBMC　samples　hl

sows　and　their　pigs肛e　sho㎜in　Table　6㎝d　Fig．10．　In　the　individual　se㎜samples　of　8　sows

analysed　at　7　days　befbre　farrowing，　TTSuV　l　was　detected　in　l　sow（Sow　8）and　TTSuV2　in　all

8sows．

　　　　　　In　their　growing　pigs，　the　detection　rate　of　TTSuV　l　in　pSE　increased　with　age，　with　the

lowest　rate　at　14　days　of　age（25％，2／8）and　the　highest　at　60　and　90　days　of　age（75％，6／8），

which　then　gradually　declined　at　120（625％，5／8）and　150（25％，2／8）days　of　age．　On　the　other

hand，　TTSuV2　was　detected　in　all　pSE（100％，8／8）at　l　4　days　of　age，　but　showed　a　reduced

value　of　62．5％（5／8）at　30　days　of　age；however，　the　virus　was　detected　in　all　pSE（100％，8／8）

again　at　60，90，120，　and　150　days　of　age．　The　co－infbction　rates　of　the　2　virus　types　were　25．0％

（2／8），37．5％（3／8），75．0％（7／8），75．0％（7／8），625％，and　12．5％（1／8）at　14，30，60，90，120，　and

150days　of　age，　respectively．　Of　the　8　pSE　samples　analysed，12．5％（10磁of　8）was　TTSuV　l

PCR－positive（No．4），　and　12．5％（10ut　of　8）was　negative（No．2），　at　aユ16sampling　ages．
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Furthe㎜ore，60f　8（75％）pSE　samples㎜1ysed　were　TTSuV　l　positive（No．3－8）at　more血an

one　sampling　time　and　showed　consecutive　PCR　positivity　in　at　ieast　2　sampling　ages．　On　the

contrary，62．5％（50ut　of　8）of　pSE　samples　were　TTSuV2　PCR　positive（N『o．3－6，8）at　all

sampling　ages，　whereas　none　of　the　pSE　samples　were　TTSuV2　PCR　negative　throughout　the

study　period．　All　pSE（100％，8／8）were　TTSuV2　PCR　positive　in．　more　than　on、e　sam，pling　age

and　showed　PCR　positive　in　at　least　2　consecutive　sampling　ages．

　　　　　　Regarding　TTSuVl　and　TTSuV2　in　the　pPBMCs　of　growing　pigs，　similar　to　the

detection　trend　in　pSE，　the　detection　rates　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　increased　over　time；the

lowest　values　fbr　TTSuV　I（12．5％，1／8）and　TTSuV2（50％，4／8）were　detected　at　30　days　of　age

（TTSuVs　detection　was　not　analysed　at　14　days　of　age），　whereas　the　highest　values　fbr　TTSuV　1

（75％，6／8）and　TTSuV2（100％，8／8）were　detected　at　90　and　60　days　of　age，　respectively．

Therea負er，　the　highest　value飴r　TTSuV　I　was　maintained㎜til　the　last　s㎜pling　age，　whereas

fbr　TTSuV2，　a　decreased　detection　rate　fヒom　100．0％at　60　days　to　87．5％（7／8）at　100　days　of

age　was　observed．　Co－infbction　of　TTSuV　l　and　TTsuV2　increased　progressively　over　time，　with

the　lowest　detection　rate（12．5％，1／8）observed　at　30　days　of　age　and　the　highest（87。5％，7／8）

observed　at　l　20　days　of　age．　One　out　of　8　pPBMC　samples（125％）was　TTSuV　l　PCR　positive

（No．4），　and　l　out　of　8（12．5％）was　negative（No5）at　al16sampling　ages．　Seven　of　8（875％）

pPBMC　samples　were　TTSuV　l　positive（No．レ3．5－8）in　more　than　one㎜pling　age，　and　60f

8（75％）showed　consecutive　PCR　positivity（No．2－4，6－8）in　at　least　2　s㎜pling　ages．　On　the

contrary，30f　8（37．5％）pPBMC　samples　were　TTSuV2　PCR　positive（No．4，6，8），　and　none

were　PCR　negative，　at　all　sampling　ages．　All　pPBMC　samples（100％，8／8）were　TTSuV2　PCR

positive　in　more　than　one　sampling　age　and　showed　consecutive　PCR　positive　in　at　least　2

sampling　ages．

　　　　　　Acomparison　of　the　detection　rates　of　the　2　virus　types　in　pSE　and　pPBMCs　showed　no

significant　diffヒrences　in　the　detection　rates　of　either　TTSuVl　or　TTSuV2　between　pSE　and
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pPBMCs　at　any　sampling　age．　The　detection　rate　of　TTSuV　l　between　pSE　a血d　pPBMCs　was

positively　correlated　fヒom　30　to　120　days　of　age　and　was　negatively　correlated　at　150　days　of

age．　On　the　contrary，　the　detection　rate　of　TTSuV2　between　pSE　and　pPBMCs　showed　a　positive

correlatioll　at　all　salnplhlg　ages．

　　　　　　The　phylogenetic　tree（Fig．9）showsもhe　grouping　of　TTSuVs　in　2　main　types：TTSuV　l

and　TTSuV2．　The　sequence　similarity　among　the　respective　TTSuV　types（AB679090－

AB679107）and　to　that　of　their　respective　refbrences（TTSuV　1：GU570208，　TTSuV2：ABO7600）

ranged　f士om　89％to　98％．　It　can　also　be　observed　that，　except負）r　l　paired　s㎜ple丘om　piglets　of

Sow　8　at　30　days　of　age，　the　p虹ylogenetic　dista血ces　were　diffbrent　between　the　DNA　sequences

obtained　fヒom　the　pahed　pSE　and　pPBMCs．

60　　　　　90

　Age｛days）

Fig．9．．De重ection　of　TTSuV　l㎝d買SuV2㎞individual　se㎜s欝ples　of　sows就7days　be飴re

鉛rrowing，　a陰d　in　paired　pooled　sera　and　peripheral　blood　mononuclear　cells（PBMCs）of　their

growing　and　finishing　pigs．
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63

120d－4　PBMC（AB679105）

30d－4　PBMC（Al3679喋04）

120d－8　Serum（A86791◎3）

30d。8　Serum（AB679402）

Sow4　Serum（AB679098）

Sow8　Serum（AB679101）

Sow4　Serum（A8679090）

博20d－8　PBMC（AB679095）

120d－4　Serum〈AB679091）

唾20d－4　PBMC（AB679◎96）

30d－8　Serum（AB679093）

Sow8　Serum（AB679092＞

120d－8　Serum（A8679094）

30d－8　PBMC（AB679097＞

Fig．10．　Neighbourづoining　phylogenetic　tree　constructed　based　on、　the　nu．cleotide　sequences　of

the　noncoding　region　of　TTSuV　1鋤d　TTSuV2．　The　bootstrap　values　are　indicated　above　the

m句or　branches．　GU570208　and　ABO76001　are　ref語rence　sequences　obtained　fヒom　GenBank　fbr

TTSuVl　and　TTSuV2，　respectively．　The　re艶rence　n㎜ber副ong　with　s㎜ple　type　of　each

sequence　re艶rs　to　the　identi且cation　code　of　pigs．　For　example，　Sow8　Ser㎜indicates　se㎜of

Sow　No．8and　30d－8　Semm　indicates　sera　of　piglets　at　30　days　of　age　of　Sow　No．＆The

GeIIB～雌accession　n㎜bers釦r　TTSuV　1㎝d　TTSuV20dgin厩ing丘om　di館rent　pigs沁the

phylogenet童c　analysis　are　indicated　hl　parentheses・
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6。5．DISCUSSION

　　　　　　In　the　present　study，　the　presence　of　TTSuVs　nucleic　acids　in　paired　serum　and　PBMCs

during　the　entire　growing－finishing　period　of　pigs　was　investigated．　To　date，　the　prevalence　of

TTSuVs　in　PBMCs　has　not　been　studied，　though　the　homologous　counterpart　of　this　virus　has

been　detected㎞PBMCs倉om　h㎜ans（Ok鍵noto　et瓠．，1999；Okam斑a　et　al．，1999）．　In　the

present　study，　the　detection　rate　of　TTSuV　l　increased　over　time倉om　l　4　to　90　days　of　age　and

declined　thereafter，　whereas　an　increase　in　the　detection　rate　of　TTSuV2　was　evident　f㌃om　30　to

60days（but　a　hgh　value　detected　at　14　days　of　age）of　age　and　a　constant　value　was　maintained

until　the　last　sampling　age．　Our　finding　is　in　partial　agreement　with　the　increasing　prevalence　of

both　TTSuVs　in　sera　in　a　longitudinal　study　ca∬ied　out　with　pigs　aged　fヒom　7　to　105　days　of　age

（Sibila　et　al．，2009a）。　However，　the　reason　fbr　the　minor　dif驚rence　in　prevalence　rate，

particularly　fbr　TTSuV2，　is　open　to　speculation．　For　ex㎜ple，　it　may　be　attributed　to　the　high

percentage　of　TTSuV2－positive　sows　observed　in血is　study，　since　it　has　been　suggested

previously　that　TTSuVs　can　be　transmitted　by　both　vertical　and　horizontal　routes（Brassard　et　al．，

2008；Martfnez－Guin6　et　al．，2009；Pozzuto　et　al．，2009；Tshering　et　al．，2011b），　and　as　a　result　of

these　events，　it　is　likely　thal　TTSuV2　is　more　widespread　than　TTSuVl　in　this　farm．

Fu曲e㎜ore，　it　is　likely　that　the　slightly　higher　PCR　sensitivity　of　TTSuV2　compared　to　that　of

TTSuV　1（550　versus　14　molecules　per　reaction）reported　in　our　previous　study（Tshering　et　al．，

2011b）might　have　contributed　to　the　higher　detection　rate　of　TTSuV20bserved　in　this　study．

Another　plausible　explanation　could　be　dif琵rential　infbction　dynalnics　of　the　2　virus　types　under

same　or　diffbrent　epidemiological　settings．　Further　studies　are　required　to　elucidate　these

hypotheses．

　　　　　　The　detection　rate　of　TTSuVs　in　pPBMCs　was　similar　to　that　in　pSE．　In　fact，　the　rates

were　positively　correlated　at　all　sampling　ages，　except　fbr　the　detection　rate　of　TTSuV　l　at　150
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days　of　age，　which　showed　significant　negative　correlation　between　the　two　sample　types．　In

h㎜ans，　PBMCs　and　bone　m膿ow　haematopoietic　cells　have　been　suggested　as　the　2　possible

sites　of　Torque　teno　virus（TTV）replication（Maggi　et　aL，2001；Mariscal　et　aL，2002；Zhong　et

a1．，2002）．　However，　it　is　un㎞o㎜whether　the　detection　of　TTSuVs　in　PBMCs　in　our　study

corresponds　to　the　virus　tropism　to　PBMCs．　Apart　fセom　replication；TTSuVs　could　simply　be

engulfbd　without　replication．　Nevertheless，　the　detection　of　TTSuV　in　PBMCs　opens　room　fbr

食耐her　investigations，　pa就icularly　to　dete㎜ine　whether　TTSuV　can　replicate　in　PBMCs，　and　if

so，　which　celI　subset　may　be　involved　hl　the　viral　replication．

　　　　　　The　duration　of　TTSuV　l　and　TTSuV2　in　pigs　has　been　reported　to　last　up　to　56－77　and

105days　of　age，　respectively（Nieto　et　al．，2011；Sibila　et　aL，2009a），　but　the　virus　types　have　not

been　tested　thereaf㌃er　in　the　previous　longitudinal　studies．　A　fbw　other　cross－sectional　studies

（Aramouni　et　al．，2010；Taira　et　al．，2009），　including　our　recent　publication（Tshehng　et　a亜・，

2011a），　have　detected　the　2　virus　types　in　the　sera　of　pigs　fヒom　the　last　stage　of　their　growing一

且nishing　period．　In　the　present　study，　TTSuV　l　and　TTSuV2　nucleic　acids　were　detected　in　both

sera　and　PBMCs　samples食om　pigs　14　days　to　150　days　of　age，舳er　co面㎜ing　the　li角long

presence　of　the　2　v㎞s　lypes　in　pigs．　A董though　TTSuVs　were　consecutively　detected　in　most　of

the　pSE，　it　was㎜clear　whether「it　was　due　to　virus　persistence　or　re－i㎡bction．　It　is　possible　that

TTSuVs　in　PBMCs　be量ng　secluded　fヒom　the　circulating　antibodies　might　be　acting　as　a　source　of

long－lasting　viraemia，　playing　an　important　role　in　the　transmission　of　the　viruses　in　some

clinical　and　epidemiological　conditions．

　　　　　　In　conclusion，　to　our㎞owledge，　this　is　the　f辻st　study　sho輌ng　the　presence　of　TTSuVs

in　PBMCs　fkom　pigs　and　describing　the∫ηv∫vo　infヒction　dynamics◎f　TTSuV　in　paired　sera　and

PBMCs　during　the　e血tire　grow量ng一昼nishing　period．　The　Gb面ned　results　indicate　the　lifdong

presence　of　TTSuVs　in　bolh　sera　and　PBMCs　of　pigs　reared　on　conventional　pig£a㎜s．
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　　　　　Despite　ongoing　scientific　interests，　many　impo畑nt　questions　about　TTSuVs　remain

㎜answered．　In　this　study，　nPCR　was　used　to　investigate　the　existence　of　a　sow－to－fbetus

transmission　route　of　TTSuV　and　sow－to－piglet　transmission　via　colostrum，　to　dete㎜ine　the

seroprevalence　of　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－vaccinated　pigs，　to　examined　the

dist曲ution　of　TTSuVs　in　individual　tissues　of　stillbom　piglets，　and　to　investigate　the　infbction

d）咀amics　of　TTSuV　in　paired　ser㎜～md　PBMCs　dl血g血e　entire　li免of　the　gro曲g一負nishing

pigs．

　　　　　　In　the薮rst　s加dy（Chapter　3），　a　si｛纐cant　n㎜ber　of　piglets　delivered　by　both　TTSuV－

seropositive　and　TTSuV－seronegative　sows　at£arrowing　were　seropositive　fbr　the　TTSuVs

immediately　after　birth　prior　to　suckling　colostru肌In　the　same　study，　newbom　piglets　that　were

seronegative　fbr　TTSuV　s　pdor　to　suck1血g　colostrum　became　seropositive　24　h　a食er　suckling

colostrums，　suggesting　the　possible　role　of　colostrum　i孤TTSuV　transmission．　In　the　second

study（Chapter　4），　the　investigation　on　t血e　seroprevalence　rate　of　TTSuVs　showed　a　high　values

in　both　PMWS－suspected　pigs　and　PCV2－vaccinated　normal　ones，　with　the　seroprevalence　ra重e

of　TTSuV2　being　higher　in　the　fb㎜er　group．　In　the　third　investig翫ion（C蜘ter　5），　it　was

observed　that　the　detection　rate　of　TTSuVs　in　individual　tissues　of　stillbom　piglets　derived　fヒom

sows　with　increased　stillbirths　were　high，　with　a　highest　detection　rates　fbund　in　the　liver，

fbIlowed　by　spleen　and　tonsiI　and　then　by　the　heart．　In　study　4（Chapter　6），　TTSuVs　were

detected　fbr　the　first　time　in　pigs，　and　it　was　observed　that　the　infヒction　dynamics　of　TTSuVs　in

serum　and　PBMCs　generally　increased　over　time．　Thus，丘om　this　thesis，　fbllowing　conclusions

can　be　draWI1：

1．TTSuVs　can　be　trmsmi柱ed倉om　sow　to艶加s　d曲g　the　no㎜al　pregnancy　pedod，　and

　　毛hat　there　is　possibi1量‡y　of　a　sow－to－pig玉et　transmissio血via　colostrum．
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2．TTSuVs　are　highly　prevalent　in　both　PMWS－suspected　and　PCV2－vaccinated　no㎜al

　　　pigs，　but　TTSuV2　could　be　more　fbequently　detected　than　TTSuV　l　in　PMWS－suspected

　　　pigs　compared　to　that　in　PCV2－vaccina重ed　group．

3．TTSuVs　are　highly　prevalen重but　not　uni血㎜1y　dist曲uted　in　the　individual　tissues

　　　stiUbom　piglets　derived　ffom　sows　with　increased　stillbirths　suggesting　the　presence　of　a

　　　diffbrent　tissue　tropism　fbr　the　2　dif偽rent　TTSuV　types．

4．TTSuVs飢e　present　in　the　PBMCs，　and　that　the　prevalence　rates　of　TTSuVs　in　ser㎜and

　　　PBMCs　increase　over　time；the　2　virus　types　even　being　detected　ffom　these　samples　of

　　　pigs　at　150　days　of　age，　indicating　a　lifヒlong　presence　of　TTSuVs　in　the　growing一

　　　負nishing　pigs．

　　　　　　In　genera1，　the　results　of癒he　present　study　to　indicate　that　TTSuV　inf吾ctions　may　not　be

quite　as　new　an　entity　as　was　previously　thought，　and　that　TTSuV血蘇ection　alone　may　not

sufficiently　induce　clinical　diseases．　However，　it　is毒empting之o　specu丑ate　that　it　may　be

associated　with　diseases　especially　when　these　2　v㎞s　types　interact　with　other　environmenta1

（non－microbial）and　microbial　factors、　Further　studies　should　explore　these　interactive　ef驚cts　by

employing　more　advanced　and　specific　research　tools　suc血as　cell　culture　system　fbr　v㎞s

propagation，　i㎜翻stochemical　assay，　in－si加hybddization，　speci且c　vims㎝tibωies　etc．　h

addition，　it　seems　that　the　results　of　TTSuVs　detections　reported倉om　dif飴rent　co㎜tries　are

inf［uenced　by　the　diffbrent　methods　of　PCR，　apart　f｝om　the　possible　inf藍uences　of

epidemiological　and　enviro㎜ental　se賃ings　under　which　the　s缶dies　are　per拓㎜ed．　There飴re，　to

address　this　issue，　f厩ure　research　will　also　necessitate　the　standardization　of　the　PCR　meth◎ds

used　fbr　detection　of　TTSuVs．
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