
冨

」

一

冨

■糊



馬由来．RんodOCOCC粥e¢痂に関する研究

生宗澤中

1984



目 次

L緒　言・………・・……………………・・…・………………1

H。実験材料と実験方法　……………・…・・…………・・……・…………3

　1．糞便材料

　2．供試菌株

　3．供試動物

　4．選択分離培養法

　5．生理・生化学的性状検査法

　6．抗血清の作製法

　7．交差定量凝集反応

　8．吸収テスト

　9．血清群別法

10．　マウスに対する毒忌試験

　　1）　50％致死量（LD50）

　　2）　毒樹齢と非毒消株の判定法

　　3）　体内における増殖態度

　　4）　病理組織学的検査法

　11．マウス腹腔マクロファージの採取法，培養法および感染法

　12．マウス腹腔マクロファージの殺菌能検査法

　13．馬の単球の培養法と感染法

　14．馬の単球の殺菌能検査法

皿．実験成績　 ……………・・…・……・・…………・…………… P1

　1．馬の糞便からのR．四面の定量培養

　　1）　選択分離培地の検討

　　2）　虫唾および子馬の糞便内菌数の比較とその推移

　2．R．四面の生理・生化学的性状

　　1）　分離株の同定

　　2）　病変部および糞便由来株の生理・生化学的性状

　　3）　病変部および糞便由来株のAPI　ZYMによる酵素プロフィル

　3．　R．θqぬの血清群別

　　1）　未吸収抗血清を用いた交差定：量凝集反応

　　2）　吸収テスト



）
）
）
）
）
）

0
δ
4
ム
5
ρ
0
7
n
6

血清群別用抗血清を用いた交差定量凝集反応

スライド凝集反応による血清群別

病変部由来株の血清群

糞便由来株の血清群

NCTCおよびATCC由来株の血清群

Prescottの血清型との関連

4　R．四協の毒力

　　1）

　　2）

　　3）

　　4）

　　5）

IV．考

マウスに対するLD5。

病変部および糞便由来株の二二の比較

マウス体内における増殖態度

マウス腹腔マクロファージに対する態度

馬の単球に対する態度

　　　察……………………………・・……・…………………25

　1．馬の糞便からのR．四協の定量培養

　2．　R．四物の生理・生化学的性状

　3．　R．四疵の血清群別

　4．　R．四協の耐力

V　総括および結論…………………………・…・……・………………40

　1．馬の糞便からのR．四麗の定量培養のまとめ

　2．R．四ぬの生理・生化学的性状のまとめ

　3．R．四幅の血清群別のまとめ

　4．　R．四読の毒力のまとめ

　5．結　　　　論

VI．謝　辞……………・・…・…………・・…・…………………45

皿．参考文献　………………………………・　　　・…・…・46

付 表　：　1～22

図　：　1～11



1　緒 言

　本菌の発見は，1923年にMagnusson〔53〕，MiessnerとWetzel〔60〕および

L“tje〔52〕がほぼ時を同じくして，化膿性肺炎を伴う子馬からグラム陽性の桿菌

を分離し，それぞれ0・γy初伽餅勧皿8q疵，0．py。gθπ、。（θqαz），0．（脅。gθπ卵）

四協γ・8鋤ηと命名したことにはじまる。その後，菌名に一時的な混乱はみられ

たが，Bergey’s　Manual　of　Determinative　Bacteriology，第6版（1948）

〔64〕に。．四目が菌名として採用されるに至り，最近までこれが用いられてきた。

　ところが，1980年に発表された細菌学名承認リスト〔97〕には，本菌に2つの

菌名，すなわち，0．四疵とRん・面・…麗四面が記載され，再び多少の混乱が生じ

た。しかしながら，GoodfellowとAlderson（1977）〔31〕の数値分類学的研究

やKeddieとCure（1977）〔43〕およびMinnikinら（1978）〔61〕のミコール酸に

関する研究，さらにMordarskiら（1980）〔63〕のDNAのGC含量に関する研究

の結果などから，著者はR．四疵が町名として妥当だと考え，本論文ではR．引臼

の学名を使用した。

　一般に，Rhodococcus属の菌種は，土壌，水あるいは動物の糞便など自然界に

広く分布していることが知られている〔31〕。R．¢q面についても，　Jensen（1934）

〔40〕は庭や牧草地の土壌から，またBendixenとJepsen（1940）〔8〕は動物小

屋の土壌から本菌を分離している。さらに，Woolcock一派（1979，1980）〔66，

67，117，118〕やBartonとHughes（1981）〔6〕は，馬を含む各種動物の正常な糞

便からの分離報告を行なっている。このような事実は，本菌が腐生菌として広く

自然界に分布していることを示しているが，同時に子馬感染症の疫学においては，

とくに馬の腸管に生息している本丁の存在を無視することはできない。したがっ

て，病変部由来株と糞便由来株との関連を究明する必要があり，それには先ず，

本旨の詳細な生物学的，生化学的および血清学的性状が追究されなけれぼならな

い。

　そこで，著者は健康な馬の正常な糞便からのR．四目の定量培養を行ない，その

保有状況を調べ，馬における本菌の生態の一端を明らかにすることを試みた。次

いで，病変部および糞便由来株の生理・生化学的性状を検討するとともに，血清
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群別法を確立し，血清群による特徴づけを行ない，その分布を比較することによ

って，両者の関連や本菌の生態，さらには子馬感染症の疫学を知る上での有益な

情報を得ようとした。

　ところで，R。四疵感染症は馬〔3，4，13，17，22，24，25，27，34，35，46，48，51－54，60，

73，74，83，87，91，98，112〕の他，豚〔20，28，47，75，88，113〕，牛〔21，36，49，59，

80，119〕，羊〔1，23，86〕，山羊〔72，110〕・猫〔39〕・野生動物〔81・82，84・

101〕，人〔9，14，30，55，92〕などに発生が認められている。とくに子馬の症例

が多く，その報告はスウェーデン〔53，54〕，ドイツ〔51，52，60〕，イギリス〔74〕，

アイルランド〔34，48〕，アメリカ〔13，17，25〕，カナダ〔27，98〕，　オーストラ

リア〔3，4，112〕，ニュージランド〔24〕，インド〔83〕などに及んでいる。

　わが国においても，本菌感染症は子馬の育成障害の原因の1つとして知られて

きた。すなわち，三川と盛田（1949）〔35〕は，青森県下で発生した2例の本菌

による子馬感染症を初めて報告し，その後，佐々木ら（1954）〔91〕は5例，久

米ら（1966）〔46〕12例，西貝ら（1981）〔73〕は3例の臨床的，細菌学的およ

び病理学的所見を報告している。これらの成績や諸外国の症例報告によれぽ，本

菌感染症の病型は化膿性肺炎を主とし，潰瘍性腸炎，化膿性腸間膜リンパ節炎，

関節炎およびフレグモーネである。

　以上のような数多くの症例報告によって，子馬における本暦の感染像はほぼ明

らかにされたと思われるが，本丁の全力因子や発症機序といった基本的な問題に

ついての検討は極めて少ないのが実状である。

　そこで，本丁の毒力を解析するために，マウスや培養細胞を実験モデルとして

用い，一連の研究を実施し，菌株の由来や血清群の違いにより毒力に差があるか

どうか，また，毒力因子が何であるかを究明した。

　以上の結果，本丁の生態や血清学的分類，さらに毒牙に関していささかの新知

見を得ることができたので，それらについて報告する。
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皿　実験材料と実験方法

1．糞便材料
　採材は1980年1月から8月にかけて青森県上北郡下の5か所の馬生産牧場

　で飼育されていた母馬91頭および子馬36頭から行なった。母馬の年齢は6～

　16歳，子馬は10日齢～7か月齢であり，全野とも外見上健康なサラブレッド

　種である。

　材料は脱糞直後に採取し，2時間以内に培養に供した。

2．供試菌株
　糞便由来株として健康な母馬91頭由来636株および健康な子馬36頭由来

　185株の計821株を用いた。病変部由来株としてR．四疵感染症の子馬21頭の

　肺，肺門リンパ節，肝，腸間膜リンパ節，関節および皮下織などの化膿性病巣

　部から分離された374株を用いた。また，参考株としてNational　Collection

　of　Type　Cultures（NCTC，イギリス）から分与されたR．θg協4株（NCTC

　1621，NCTC　4219，　NCTC　5649およびNCTC　5650）およびAmerican　Type

　Culture　Collectlon（ATCC，アメリカ）から分与されたR．θq面4株（ATCC

　6939，ATCC　7698，　ATCC　7699およびATCC　10146），ならびにPrescott博

　士（ゲルフ大学，カナダ）から送付された7株（ATCC　33701，　ATCC　33702，

　ATCC　33703，　ATCC　33704，　ATCC　33705，　ATCC　33706およびATCC337

　07）の計15株を用いた。

3．供試動物
　　R．8g％6に対する抗血清の作製は日本白色種家兎の雄（体重2．0～2．5左g）を用い

　た。マウスに対する毒力試験は近交系のSS系マウス（体重20～239）を雌雄

　の別なく用いた。また，マウスの腹腔マクロファージも近交系のSS系マウス

　から採取した。さらに馬の単球は家畜衛生試験場飼育の重半種，6歳，雄（体

　重620短）から採取した。
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4．選択分離培養法

　　糞便からR．¢％‘を選択的に分離するためにWoolcockら（1979）〔114〕の

　NANAT培地を用いて予備実験を行なったが，この培地に含まれる亜テルル酸

　カリウムにR沼g協に対する発育阻止作用があることがわかったのでこれを除

　き，NANAT培地を改良したNANC培地を作製し，糞便の定量培養を行なった。

　この培地の組成は以下に示すとおりである。

　　　（基礎培地）

Tryptone　soya　broth

Yeast　extract

寒　　　天

蒸　留　水

（阻止剤）

　ナリジキン酸

　ノボビオシン

　シクロヘキシミド

（Oxoid）

（Oxoid）

（Difco）

pH　7．2

（Sigma）

（Sigma）

（Sigma）

　309

　19
　159

1，000認

10．0μ9／η6

12．5μ9／7π6

20．0μ9／認

　定量培養は糞便19を生理食塩水9磁に懸濁して均一な糞液とし30分間室

温に放置後，その上清をさらに生理食塩水で10倍段階希釈し，各希釈液の

0．1酩をNANC培地各2枚に塗抹し37。Cで40時間好気的に培養した。出現し

たコロニーのうち，凡四寵に特徴的なムコイドコロニーの数を計測し，糞便1

9中の菌数を算出した。

5．　生理・生化学的性状検査法

　　分離株の同定はTrypticase　soy寒天（TSA，　BBL）平板におけるコロニー

　の特功，カタラーゼ反応，オキシダーゼ反応，グラム染色性，Kinyounの方法

　〔15〕による抗酸性，硝酸塩還元試験，TSI培地（栄研）における糖分解能，

　SIM培地（栄研）における硫化水素の産生，インドール反応および運動性の成

績にもとづき，Rogosaら（1974）〔89〕の記載に準じて行なった。なお参考株

　としてNCTC　I621を用いた。
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　上記の性状からR．四目と同定された菌株のうち，無作為に選ばれた糞便由来

40株と病変部由来40株および参考株8株（NCTC　1621，　NCTC　4219，　NCTC

5649，NCTC　5650，　ATCC　6939，　ATCC　7698，　ATCC　7699およびATCC101

46）を加えた88株についてはさらに次の性状を調べた。

　硫化水素産生能　：酢酸鉛試験紙法により，Brain　heart　infusion（BHI，

Difco）液体培地を用いて37。c，7日間培養後判定した。

　ウレアーゼ：　ウレアーゼ培地（栄研）を用いて37。C，5日間培養後判定し

た。

　ゼラチナーゼ：　1％ゼラチン加BHI寒天平板を用いて37。C，3日間培養後，

菌苔をふきとり塩化第2水銀溶液2認を培地全面に流して菌苔周囲に形成され

る透明帯の有無により判定した。

　カゼイナーゼ　：　5％脱脂乳加BHI寒天平板に370C，2日間培養後，菌苔周

囲の透明帯の出現の有無により判定した。

　ヘモリジン：5％羊血液加BHI寒天平板に370C，2日間培養後，溶血の有

無を調べた。

　亜テルル酸カリウム還元試験：　0．02％亜テルル酸カリウム加BHI寒天平板

に370C，3日間培養後，コロニーの黒変の有無で判定した。

　屍86θγ語沈・π・・y6・9¢π¢3に対するR。θg協の相乗溶血活性：Nakazawaと

Nemotoの方法〔71〕によりL．η・π・・y6・98π68　L　1株を指示株とし，5％羊血液加

BHI寒天平板を用いて調べた。

　糖分解能：基礎培地としてトリプチケース（BBL）109，塩化ナトリウム

59，蒸留水1，000磁，0．2％BTB　10認，　pH7．2を用い，これに濾過滅菌した次

の糖液，フルクトース，マルトース，マンノース，ラムノース，シュークロー

スおよびキシロースをそれぞれ1％に加えたものを糖分解検査用培地とした。

培養は370Cで10日間行ない，その期間において酸産生の有無を観察した。

　菌体の酵素プロフィル：API　ZYMキット（Societe　Analytab　Products

．Inc．，フランス）を用いて次の19種類の酵素活性を調べた。　すなわち，アル

カリホスファターゼ，エステラーゼ（C4），エステラーゼリパーゼ（C8），リ

パーゼ（C14），ロイシンアリルアミダーゼ，　バリンアリルアミダー・ゼ，シス
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チンアリルアミダーゼ，トリプシン，キモトリプシン，酸性ホスファターゼ，

ホスホアミダーゼ，αガラクトシダーゼ，βガラクトシダーゼ，βグルクロニ

ダーゼ，αグルコシダーゼ，βグルコシダーゼ，N一アセチルーβグルコサミ

ニダーゼ，αマンノシダーゼおよびαフコシダーゼである。

　その方法は，API　ZYMキットの記載に従った。すなわち，　BHI寒天平板

に37。C，2日間培養した菌苔を生理食塩水にかきとり，その濃度をMcFarland

No．6に調整した。この菌液の2滴（0．06ηのをキヅトの各ウェルに滴下し，37

。Cに4時間反応後，　API試薬AとBをそれぞれ1滴々下し，5分後強い光線

を10秒間当てて得られた色調を比色表と対比させて判定した。なお比色表に

は色調の度合に応じて0～5までの数値が割当ててあるが，数値0は陰性，数値

1は弱陽性および数値2～5は陽性と判定した。

6．　抗血清の作製法

　　総計27株に対する抗血清を家兎を用いて作製した。菌株名と由来はTable

　1に示した。これらの菌株はわが国の分離株1，195株のなかから選ばれたもの

　である。すなわち，まず最初に分離株3株に対する抗血清を作製し，これらと

　残りの1，192株の凝集反応を行ない，反応陽性の株は除き，再び反応陰性の株

　のなかから3株を選び抗血清を作製し，同様の作業を反復して全株を整理した

　結果，27の菌株が抗血清作製用として選抜された。なおこれらの免疫用菌株

　は電子顕微鏡観察において，SpringerとRoth（1973）〔100〕の方法によるル

　テニウムレッド染色法により，全菌株に棊膜様物質の存在が確認された（Fig．

　1）。

　　免疫原としてはTSA平板に37。Cで24時間培養した菌をホルマリン処理死菌

　としたものを用いた。すなわち，発育した菌苔を0．3％ホルマリン加生理食塩水

　にかきとり均一な菌液とし，370Cに1晩放置後，0．3％ホルマリン生理食塩水

　で3回遠心洗浄し，再び0．3％ホルマリン加生理食塩水に浮遊させ，濃度を

　McFarland　No．5に調整しホルマリン処理抗原とした。この抗原の0．h6を4

　日間々隔で5回ないし6回，家兎に静脈内注射し，最終免疫7日後に予備採血

　を行ない凝集素仙が1：640以上の場合は全放即し血清を採取，一200Cに凍結

　保存した。
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7．　交差定量凝集反応

　　27株の抗原関係は27の抗血清とそれらのホモおよびヘテロのホルマリン処

　理抗原（K抗原）およびオートクレーブ処理（121。C，2．5時間）抗原（0抗原）

　を用いた交差定量凝集反応により調べた。凝集抗原の濃度はMcFarland　No．3

　に調整し，2倍段階希釈（0．5ηのした抗血清に等量の抗原を加えて混和後，

　37。Cに18～20時間反応させて完全凝集を示した抗血清の最高希釈倍数の逆数

　で凝集素価を表現した。なお抗血清の希釈は1：20か日開始した。

8．吸収テスト

　　吸収用抗原はTSA平板で37。C，24時間培養した菌をホルマリン処理死菌と

　して用いた。吸収用抗原の湿菌重量60伽9に1：10に希釈した抗血清3認を加

　えてよく混和し，37。Cに2時間おき，さらに40Cに1晩おく。翌日，5，000rpm，

　20分間遠心しその上清を吸収血清とした。この吸収操作を1回行なうことに

　より，凝集素は完全に除去された。

9．　血清群別法

　　血清群別はスライド凝集反応により行なった。1：4～1：10に希釈した特異

　抗血清と抗原濃度をMcFarland　No．10に調整したホルマリン処理抗原をスライ

　ドグラス上で反応させ，1分間以内に凝集塊の出現したものを陽性と判定した。

10．マウスに対する毒力試験

　1）　50％致死量（LD50）

　　　本試験に用いた菌株は分離後すみやかに凍結乾燥保存または一70。Cに凍結

　　保存されていたものである。これらの保存菌株をTSA平板に塗抹し37。Cに

　　24時間培養し，発育した菌苔をTrypticase　soy　broth（TSB，BBL）　に

　　かきとり，106CFU／磁，107　CFU／η6，108　CFU／η4および109　CFU／酩

　　の均一な菌液に調整したものを注射材料とした。これらの0．2認を各群5匹

　　のマウスの尾静脈内に注射し，10日間マウスの生死を観察した。　菌株の

　　LD50値はMatumoto（1949）〔57〕の方法により求めた。
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2）　毒力株と非毒子株の判定法

　　1）と同様の方法で作製した注射材料108CFU／0．2η6を5匹のマウスの尾

　静脈内に注射し，その後10日以内に5匹中3匹以上のマウスを発した菌株を

　毒力帯，そうでない菌株を酒毒子株として判定した。

3）体内における増殖態度

　　能力株であるCE220の2．8×106　CFU／0．2η6と非毒力株であるNCTC1621

　の2．0×106CFU／0．2仰6を各群40匹のマウスの尾静脈内に注射し，注射1，

　2，3，4，5，7，9，11および14日後に3匹ずつ剖検し，脾臓と血液における生

　菌数を求めた。すなわち，3匹のマウスの脾臓をまとめてガラスホモジナィ

　ザーに入れてよくすりつぶし，TSBを3記加えて均一な乳剤とし，同液体培

　地で10倍段階希釈する。各希釈当り2枚のTSA平板を用いて定量培養を実

　施した。脾臓内の生菌数はLog10／脾で表した。また，血液の培養はヘパリ

　ン処理した注射器を用いて3匹のマウスから0．4磁ずつ心臓穿刺によって採

　干し，それらをよく混和し上記と同様の方法で定量培養を行なった。血液中

　の生菌数はLog10／記で表した。

4）病理組織学的検査法

　　マウスの各臓器は10％リン酸緩衝ホルマリン液で固定後，常法によって

　厚さ5μmのパラフィン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン染色および

　グラム染色を施して鏡検した。

11．マウス腹腔マクロファージ（Mφ）の採取法，培養法および感染法

　　おおむねVan　Furthら（1978）〔109〕の方法に準じて行なった。すなわち，

　Mφの誘発には可溶性デソプソとプロテオースペプトンの5％水溶液を用い，

　その2．5認をマウスの腹腔内に注射，4日後に心臓穿刺により放血死させ，直ち

　に50単位／認ヘパリン加イーグルMEM（10％非平町牛胎児血清含，抗生物質

　三門）の3認を腹腔内注射し，軽く腹部を揉んだ後に開腹，腹腔細胞浮遊液を

　採取した。このようにして得られた細胞の約90％は形態学的にMφであった。

　実験にあたっては15匹のマウスの腹腔細胞浮遊液を合せて用い，細胞数は1．4

　×106個／磁に調整した。
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　上記細胞浮遊液1認を小試験管に分注し，炭酸ガス培養器で370C・24時間

傾斜培養を行なった。その後，小試験管のガラス面に未吸着の細胞を除くため

に，370Cに保温したPBSで2回ガラス面を軽く洗った。このようにしてガラ

ス面に付着したMφを純粋に得ることができた。

　次に，菌をMφに感染させるために上記のMφの単層培養に1．0×105CFU／

認の菌を含むイーグルMEMの1認を加えて，370C，90分間傾斜培養を行なっ

た。その後，この培養液は除き，Mφを37。Cに保温したPBSで1回洗い，さ

らに新しいイーグルMEM（10％非働化牛胎児血清および硫酸ストレプトマイ

シン50砺／磁含）の1磁に置き換えて培養した。なお硫酸ストレプトマイシン

50μ9／磁を培養液に添加することにより細胞外のR．θq面の増殖は阻止される。

12．マウス腹腔マクロファージの殺菌能検査法

　　Mφの殺菌能は細胞内菌数を経時的に定量することにより調べた。すなわち，

　菌とMφの接触後90分の経過時点を0時間とし，その後，3，6，9および24時

　間毎に無作為に3本の培養試験管を選び，まず培養液を除き細胞をPBSで2

　回洗った。次にMφを破壊して細胞内の菌を放出させるために，滅菌した蒸留

　水を1酩加えて時々激しく振下し，20分後にその生菌数を10倍段階希釈によ

　りTSA平板を用いて求めた。　Mφ内でのR．・g協の生残率は次の式で計算した。

　　　　　　　　　　　　一定時間後のMφ内生菌数
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100　　　　　生残率（％）一
　　　　　　　　　　　90分感作後におけるMφ内生菌数

　　また，食菌率は次の式で計算した。

　　　　　食齢％）一90分叢欝謝編菌数・…

13．馬の単球の培養法と感染法

　　KobayashiとKono（1967）〔45〕の馬の白血球培養法に準じて行なった・す

　なわち，健康馬の頸静脈から2．5単位／η6のヘパリンを加えて採血し，20～30

　分身室温に静置後，上層のプラズマをとり1，000rpm，7分間遠心を行なって白

　血球沈渣を集め，イーグルMEM（40％非働化牛血清，硫酸カナマイシン60μ

　飾6含）に浮遊させて1認（総白血球数107個／協）ずつ小試験管に分注し，
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37。C，24時間傾斜培養を行なった。その後，ガラス面に未吸着の細胞とカナ

マイシンを除くために，37。Cに保温したイーグルMEM（20％非働化馬血清含，

抗生物質不含）2η6で1回洗い，再び同液を1祀加えてさらに37。C，24時間

培養した。この時点でガラス面に付着している細胞数は5．0×105個／初で，これ

らの90％以上は形態学的に単球であり，これを実験に使用した。

　菌を単球に感染させるために，上記の単球の単層培養に1．0×105CFU／認の

菌を含むイーグルMEMの1η6を加えて，37。C，90分間傾斜培養を行なった。

その後，この培養液を除き，単球を37℃に保温したPBSで1回洗い，さらに

新しいイーグルMEM（20％非働化馬血清および硫酸ストレプトマイシン50〃

／酩含）の1認に置き換えて培養した。また，培養液の交換は24時間毎に行な

った。

14．馬の単球の殺菌能検査法

　　前述したマウス腹腔マクロファージの殺菌能検査法と同様に行なった。なお

　単球内の生菌数は培養0，3，6，9，24，48および72時間後について調べた。
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皿　実　験　成　績

1．馬の糞便からのR．四疵の定量培養

　子馬のR．四部感染症はわが国をはじめ世界各国に発生がみられることから，

本菌が馬の飼育地帯に広く分布していることは容易に想像される。しかし，本

菌の子馬への感染源については殆ど不明のまま現在に至っている。この原因の

　1つとして本菌の生態に関する知見が必ずしも十分に得られていなかったこと

　によるものと思われる。

　最：近，Woolcockら〔114〕は抗菌の選択分離培地であるNANAT培地を用いて，

　127例の馬の正常な糞便を培養し，そのうちの90例（70．9％）からR．θg疵を分

　離し，高率に本菌が糞便中に存在していることを指摘した。しかしながら，こ

　の興味ある調査成績はあくまでも定性的であり，しかも用いた培地にR．四面

　に対する発育阻止作用のあることが指摘されている〔6〕。このことから馬の糞

　便におけるR．四協の保有状況が明らかにされたとは言い難く，本菌のより正確

　な生態を知る必要があった。

　　そこで，著者はNANAT培地を改良して糞便からの本菌の定量培養を可能と

　するとともに，さらに下馬と子馬の保有状況の比較を行ない本門の生態の一端

　を明らかにするため，以下の実験を行なった。

1）選択分離培地の検討

　Woolcockら〔114〕のNANAT培地とTYA培地（対照として用いたNANA

　T培地の基礎培地）およびNANC培地（NANAT培地から亜テルル酸カリウ

　ムを除いた培地）を用いてR．θq疵の回収率を比較した。なおTable　2にNAN

　AT培地の組成を記載した。

　　用いた菌株は参考株のATCC　6939と分離株の11DKo85，CE220および

　1－5の計4株である。これらの菌株の培養菌液2．2～4．1×109CFU／認を10

　倍段階希釈して上記3種類の培地に塗抹培養し，それぞれ形成されたコロニ

　一数を算出することにより培地の発育支持能を比較した。

　　その結果はTable　3に示すとおりで，　NANAT培地におけるR．θg疵の回収

　率を対照のTYA培地と比較すると4株とも　1％以下であり，本培地に
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R．四宝に対する強い発育阻止作用のあることがわかった。一方，NANC培

地における回収率をTYA培地と比較すると91．1～101．1％であり，本培地にお

いてR．四痂は対照の培地と殆ど差がなく発育した。またこの事実はNANAT

培地に含まれる亜テルル酸カリウムにはR．四碗に対して発育阻止作用のある

ことを意味している。

　次に，NANC培地を用いて早馬5頭の糞便材料の培養を試みた。　NANC

培地に含まれる3種類の阻止剤はTable　4に示すように，2倍希釈によりそ

れぞれ4段階の濃度に添加した。糞便は1：100に希釈したものの0．h6を

塗抹培養し，2日後に出現したR．四幅のコロニーを数えるとともに，その他

の共存菌の発育状況も調べた。

　その結果はTable　4に示した。すなわち，（1）の阻止剤濃度を用いた場合では

（2）のそれと比較すると共存菌の発育は明らかに阻止されるが，同時にR．四疵

の発育も阻止されてしまう傾向がみられた。また，（2）と（3）を比較すると，（3）

においてはR．四瞬の発育菌数は②と殆ど差はないが共存菌の発育阻止の効果

は十分でなく，尺四碗の釣菌がむずかしくなってしまう。しかし，②ではそ

れがそれほど困難でなく最も優れていた。そこで以後の実験においては②の

ナリジキン酸10．0μ9／紹，ノボビオシン12．5μ昂／認およびシクロヘキシミド

20．0μ9漁6を添加したNANC培地を用いて糞便の定量培養を行なった。なお

このNANC培地に発育したR．四協の特徴的なコロニーをFig．2に示した。

2）母馬および子馬の糞便内菌数の比較とその推移

　母馬91頭と子馬36頭の正常な糞便および胎児便6例からR．・g協の定量培

養を試みた。その成績はTable　5に示すように，里馬，子馬の別なく，調べ

　た正常な糞便127例の全例からR．θg面が分離された。その菌数は糞便19当

　り101～104CFUの範囲にあった。平均菌数は母馬において8．42×102CFU／

　9，子馬において7．57×102CFU／9であり，それら平均の95％信頼限界は

　それぞれ6．48×102～1．09×103CFU／9と4．19×102～1．37×103CFU／9であ

　つた。このことから母馬と子馬の糞便内の総数の差は認められなかった。ま

　た，子馬の正常便のうち生後最も早く培養に供した材料は10日齢のもので

　あったが，それの菌数は5．6×102CFU／9であり，すでに本菌の腸管内定着
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が認められた。なお胎児便6例からはR．四日過勿論のこと，血液寒天培地を

用いた培養においても他の細菌は全く分離されなかった。

　一方，母馬5頭についてはそれぞれの個体から1月から7月にかけて月に

1回の採材を行ない，糞便内漏斗の推移を経時的に観察した。その結果は

Fig．3に示すとおりである。この図から明らかなように，それらの菌数には

個体差が認められるものの，採材の全期間を通して面面102～104CFU／9程

度に本派が一定して分離された。しかし，品数の季節的な変動はとくに認め

られなかった。

2．　R．四認の生理・生化学的性状

　　R．四点が馬の正常なi糞便から例外なく分離されることから，本菌感染症にお

　ける糞便由来株の存在を無視することはできない。そこで由来の相違により菌

株間の生理，生化学的性状に特徴的な差異があるかどうかを知るために，糞便

　由来株と病変部由来株の諸性状を比較・検討し，以下の成績を得た。

1）　分離株の同定

　　糞便由来821株と病変部由来374株の計1，195株の同定はNCTC　1621を

参考株として行なった。その結果，参考株を含めた1，196株は以下に示す性

状において全く同一の反応を示し，R．四疵と同定された。

　すなわち，TSA平板に好気的によく発育し，コロニーは光沢を帯び半透明

略円形で粘液様に膨隆するいわゆるムコイド型で，培養2日後には直径3～

　6朋に達した。また，コロニーは最初灰白色であるが次第に薄桃色になり培

養10日後には黄褐色に変った。カタラーゼ反応は陽性，オキシダーゼ反応

　は陰性であった。グラム染色性は陽性であり異染小体は認められなかった。

菌形には球状，楕円状ないし歯桿状のものがありそれらが混在していた。

　TSA平板7日間培養菌を用いたKinyounの抗酸性染色では菌の塗抹標本に

　おいて，1％硫酸水の脱色に耐え赤染している菌体と完全に脱色されて青染

する菌体が混在する特徴的な所見が得られた（Fig．4）。　なおこの染色性を

　Tammemagi（1953）〔105〕にならって部分的な抗酸性（partial　acid－

　fastness）　と名付けた。硝酸塩還元試験は培養3日後に陽性の結果を得た。
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TSI培地においてはこの培地に含まれる3種類の糖からの酸産生は全く認

められず，ガスや硫化水素の産生もなかった。さらにSIM培地においても

硫化水素の産生，インドール反応および運動性はすべて陰性であった。

2）病変部および糞便由来株の生理・生化学的性状

　　病変部由来40株，糞便由来40株および参考株8株の計88株について，

　Table　6に示す一般的な生理・生化学的性状23項目について調べた。　その

　成績はこの表から明らかなように，参考株8株とわが国の分離株80株を比

　較すると両者は殆ど類似の性状を示した。また，病変部由来株と糞便由来株

　もおおむね同様の性状を示し両者に特徴的な差異は認められなかった。

　　23項目のうち90％以上の株に陽性の結果が得られた性状はコロニーの粘

　稠性と色素産生，グラム染色性，部分的な抗酸性，カタラーゼ産生，ウレア

　ーゼ産生および硝酸カリウムと亜テルル酸カリウムの還元能の8項目であっ

　た。このうち，ウレアーゼ産生は培養1日後では全株陰性と判定されたが培

　養の経過にしたがって陽性の株が現われ，培養5日後には90％以上の株が

　陽性となった。

　　一方，陽性率が62．5％から85．0％を示す2性状のうち，硫化水素はTSI

　培地やSIM培地においては全く検出されず，酢酸鉛試験紙法によりはじめ

　て検出され，病変部由来株の85．0％，糞便由来株の72．5％　および参考株の

　62．5％が陽性であった。また，L脚π・・舛・g8πθ8に対する相乗溶血活性は

　Fig．5に示したが，　L溜・π・・y6・9θπ68の溶血活性を増強させ明瞭なβ溶血を

　起させる陽性の株（C5，　C12，　C24，　C28，　C35，　C39およびC40）と全く溶

　血活性の増強を示さない陰性の株（C1，　C3，　C14，　C38およびC41）に分か

　れた。この活性は病変部由来株の67．5％，糞便由来株の75．0％および参考株

　の62．5％に陽性の結果が得られたが，由来の相違による陽性率の差は認めら

　れなかった。

3）病変部および糞便由来株のAPI　ZYMによる酵素プロフィル

　　病変部由来40株，糞便由来40株および参考株8株の計88株について19

　種類の胃体酵素活性をAPI　ZYMキットを用いて調べた。
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　得られた面体酵素プロフィルはTable　7に示した。すなわち，参考株8株

とわが国の分離株80株を比較すると，両者は2種類の酵素を除いては殆ど同

様の反応を示した。このうち，βグルコシダーゼ活性は分離株の75，0％が陽

性であるのに対し，参考株は37．5％であり両老の陽性率に有意差が認められ

た（P＜0．05）。　一方，αフコシダーゼ活性は分離株では80株中5株（6．25

％）に陽性を示す株がみられたが参考株では全く認められなかった。なお両

老に有意差は認められなかった。

　さらに病変部および糞便由来株の開閉酵素プロフィルを比較すると，両者

は殆ど同様の反応を示し由来の相違による差異は認められなかった。

　19種類の酵素のうち90％以上の株が陽性の活性を示すものはエステラー

ゼリパーゼ，ロイシンアリルアミダーゼ，パリンアリルアミダーゼ，酸性ホ

スファターゼ，ホスホアミダーゼおよびαグルコシダーゼであった。また，

アルカリホスファターゼは72．5～85．0％の株が陽性であり，トリプシンは

62．5～77．5％の株に弱陽性の結果が得られた。したがって，βグルコシダー

ゼを含め3種類の酵素活性はいわゆる反応不定と判定された。

　以上のように，R．・q協の平体酵素プロフィルはおおむね一定のパターンを

示した。

3。　R．四日の血清群別

　本研究におけるこれまでの成績からR．θq・6乞が馬の腸内細菌叢を構成する1菌

種であること，および糞便由来株と病変部由来株との間に生理・生化学的性状

　の差異は殆ど認められないことなどが明らかとなった。

　　そこで，血清学的性状にもとつく本菌の特徴づけのために血清群別法を確立

　し，病変部由来株と糞便由来株における血清群の分布や異同を明らかにするこ

　とを目的として実験を行なった。併せて国外由来株の血清群別や，最近Pres－

　cott（1981）〔76〕によって報告された血清型と著者の血清群との関連を調べ

　た成績についても述べる。

1）未吸収抗血清を用いた交差定量凝集反応

　　R．四疵27株の抗原関係を調べるために，ホルマリン処理抗原で家兎を免
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疫して得られた27の抗血清とそれらのホモおよびヘテロのホルマリン処理抗

原およびオートクレーブ処理抗原を用いて交差定量凝集反応を行なった。

　凝集抗原としてホルマリン処理抗原を用いた交差定量凝集反応の成績は

Table　8に示した。すなわち，27の抗血清はホモの抗原に対して1：640～

1：2，560の凝集素価を示し，このうち13の抗血清はホモの抗原とのみ特異

的に反応した。しかし，残りの14は凝集素価が1：40～1：320とホモのそ

れに比較すると低いものの1～4のヘテロ抗原とも交差反応を示した。

　一方，Table　9に示すように凝集抗原としてオートクレーブ処理抗原を用

いた場合，27の抗血清はホモの抗原に対して1：320～1：2，560の凝集素

価を示した。このうちホモの抗原と特異的に反応した抗血清は1つのみで，

残りの26の抗血清は1～8のヘテロ抗原とも交差反応を示した。このことは

オートクレーブ処理（121℃，2．5時閲）によって抗原の特異性が失われ易い

ことを示している。とくに抗原11は27の抗血清のうち25に，また抗原26

は19に1：40～1：1，280の凝集素価を示し全く株特異性が失われた。

　以上のことから，ホルマリン処理抗原のほうがオートクレーブ処理抗原よ

りも株特異性があり，血清群別用抗原として優れていることが明らかとなっ

た。

2）吸収テスト

　　Table　8から明らかなように，ホルマリン処理抗原を用いた交差定量凝集

　反応でも14の抗血清に交差反応が認められた。そこで，これらの抗血清をそ

　れぞれに対応するヘテロ抗原で吸収することにより特異抗血清の作製を試み

　た。

　　Table　10には吸収テストに用いた抗血清と対応する交差反応抗原のリス

　トを示した。この吸収テストの結果として，14の抗血清にそれぞれ含まれ

　る交差反応抗原に対する凝集素は完全に除去され，ホモの抗原とのみ特異的

　に反応する吸収抗血清が得られた。これらの吸収血清の最終の凝集素価は1

　：320～1：2，560であった。

　　次に，交差吸収テストの実際例を2つ挙げた。Table　11は抗血清3と16

　の吸収テストの成績を示したものである。すなわち，未吸収抗血清3はホモ
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の抗原ばかりでなくヘテロの抗原16に対して1：160の凝集素価を示す。

そこで抗血清3を交差反応抗原16で吸収すると，ホモの抗原3に対する凝集

素（1：320）は残っているが，抗原16に対するそれは完全に除去された。

また，未吸収抗血清16はホモの抗原ばかりでなくヘテロの抗原3に対して1

：160の凝集素価を示すが，抗血清16を交差反応抗原3で吸収するとホモの

抗原16に対する凝集素（1：1，280）は残っているものの，抗原3に対する

それは完全に除去された。したがって，3と16は抗原的に異なった菌株であ

ることがわかる。

　一方，抗血清4と参考株ATCC6939に対する抗血清を用いた交差吸収テ

ストの成績をTable　12に示した。すなわち，抗血清4に対して抗原4と抗原

ATCC6939はそれぞれ1：1，280と1：640の凝集素価を示した。そこで，

抗血清4と抗原ATCC6939で吸収すると凝集素価は両者とも1：20以下に

低下した。また，抗血清ATCC　6939を抗原4で吸収した場合も同様に両者

に対する凝集素価は1：20以下になった。したがって，4とATCC6939は

抗原的に同一の菌株であるということがわかる。

3）血清群別用抗血清を用いた交差定：量凝集反応

　　Table　8に示すホモの抗原とのみ特異的に反応する13の抗血清と，吸収テ

　ストの結果得られた14の特異抗血清の計27の抗血清を遠別用抗血清とし，

血清群1～27の番号を付した。

　　Table　13に群別心抗血清を用いた交差定量凝集反応の成績を示した。こ

の表からも明らかなように，群別用抗血清はそれぞれ対応するホモの抗原と

　のみ特異的に反応し，それらの凝集素価は1：320～1：2，560の範囲にあっ

た。

　次に，Table　13に示された凝集素の特異性をさらに証明するために，27

の群別用抗血清をそれぞれホモのホルマリン処理抗原で吸収操作を行なった。

その結果，これらの凝集素価は1：20以下に低下し完全に除去された。した

がって，群別用抗血清中の凝集素の特異性が証明された。
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4）スライド凝集反応による血清群別

　分離株の血清群別を迅速かつ容易に行なうために，上記語別用抗血清を用

　いてスライド凝集反応による血清三碧を検討した。

　群別用抗血清は1：4～1：10に希釈したものを用いた。　このうち吸収操

作によって得られた14の抗血清は1：10の希釈を，また，他の13の群別用

抗血清のうち凝集素価1：640のものは1：4，1：1，280のものは1：6およ

び1：2，560のものは1：8の希釈をそれぞれ用いた。

　上記の希釈した群別面抗血清とMcFarland　No．10に調整したホルマリン

処理抗原との組合せで，交差スライド凝集反応を行なった結果，ホモの組合

せのみに特異反応が出現し，Table　13の交差定量凝集反応の結果と同様の

成績が得られた。このことからスライド凝集反応による血清群別が可能とな

った。

5）病変部由来株の血清群

　　スライド凝集反応を用いて，R．四疵感染症の子馬21頭の病変部由来374

株の血清群別を行なった成績をTable　14に示した。21頭中12頭は同一個体

　から複数の菌株を分離しているため菌株数に片寄りがあるが，調べた374株

　は全株が10の血清群に群別された。その血清群は1～9と11であり，　この

　うち，血清群2が分離された子馬は11頭，4が4頭，1が3頭，3と8およ

び11がそれぞれ2頭，さらに5，6，7および9がそれぞれ1頭であった。

　　ここで注目されることは，同一個体由来株でも分離部位が異なると血清群

が異なったり，また，同一病変部内に2～4の血清群の異なる菌が存在する

　ということである。したがって，Table　l4の子馬の総計が実際は21頭につ

いて調べているのに28頭になっているのはこの事実を反映しているためで

ある。

　Table　15に具体例として病馬3頭について，様々な病変部由来株の血清群

を調べた成績を示した。すなわち，子馬No．　TN－2においては肺膿瘍から血

清群2，肺門リンパ節の膿瘍から2と8，あるいは大腿部の膿瘍や飛節炎か

　ら8が分離された。また，子馬No．　TN－3においては肺の3か所に認められ

た膿瘍のうちの1つからは血清群4が，残りの2つのうちの一方からは2が，
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他の1つからは2，8および9が分離された。さらに，腸間膜リンパ節や回

腸部のリンパ節からは血清群8や2，4および5が分離された。同時にこれ

らの血清群に属する菌は同一個体の腸内容からも分離されている。

　以上のように，病変部由来株は10の血清群に群馬された。さらに，病変

部における血清群の分布は単純ではなく，症例によっては2～4にも及ぶ血

清群の異なる菌が同時に存在していることが明らかとなった。

6）　糞便由来株の血清群

　　スライド凝集反応を用いて，母馬および子馬の糞便由来821株の血清群別

　を行なった成績をTable　16に示した。

　　結果として調べた全株が群別された。そのうち，二二由来株の主な血清群

　‘ま4　（25．6％），　2（13．1），　3（10．2），　11（9．0），　15（8．2），　14（4．9），

　7（4．6），1（4．2）および8（3．6）であり，以上の9つの血清群に全体の83．4

　％が属していた。また，子馬由来株の主な血清群は4（22．2％），11（19．5），

　2（13．0），8（10．3），3（9．2），1（4．3），7（3．8）および15（3．8）であり，

　以上の8つの血清群に全体の86．1％が属していた。したがって，糞便由来株

　では次の9つの血清群が二二と子馬に共通して多く見い出された。すなわち，

　4　（24．9％），　2　（13．0），　11　（11．3），　3　（10．0），　15　（7．2），　8　（5．1），　7（4．4），

　1（4．3）および14（4．1）であり，総計821上中692株（84，3％）がこれらの

　血清群に属し，残りの129株は他の18の血清群に属していた。

　　一方，個々の糞便中に存在するR．四碗の血清群を調べてみると，母馬91

　頭と子馬36頭の計127頭中90頭の糞使から2～5の，残りの37頭からは6

　～10の血清群の異なる菌が同時に分離された。その成績をTable　17に示し

　た。このように，複数の血清群の菌が糞便中に同時に存在していることが明

　らかとなった。

　　また，母馬の糞便から経時的に分離された菌株の血清群の分布を調べてみ

　ると，表には示していないが，同一個体から長期にわたり連続して分離され

　る血清群，例えば2，3，4および8と，一時的にかつ不規則に分離される血清

　群，例えば12，13，16および22が存在した。このことは，R．¢g伽のなかに

　は馬の腸管に比較的定着しやすいものと，単なる通過菌に終るものとがある

　ことを示唆している。
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7）NCTCおよびATCC由来株の血清群

　　NCTCとATCCから入手した参考株8株の血清群別をスライド凝集反応に

　よって行なった。その結果，8株とも群別され，その成績はこれらの菌株の

　由来とともにTable18に示した。このなかには馬由来株が5株あり，そのう

　ちの4株は血清群4，残りの1株は16であった。また，豚由来1株は血清群

　12，庭の土壌由来1株は2，さらに由来不明の1株は4であった。　結局，

　8株金5株が血清群4に属していた。

8）　Prescottの血清型との関連

　　カナダのPrescott（1981）〔76〕は，馬を含む，牛，豚，犬，猫および人由来

　R．四ぬを7つの血清型に分類した。そこで，彼の血清型に属する菌株を入手

　し，著者の方法でそれらの血清群別を試みた。その結果をTable19に示した。

　すなわち，Prescottの1型は著者の血清群の4，2型は16，3型は2，4型

　は12，5型は21，6型は1および7型は9にそれぞれ一致した。以上のこと

　から，著者の碓立した血清群別法は馬を含む各種動物や土壌由来株の群別に

　も応用できることが明らかとなった。

4．　R．四面の毒力

　　子馬のR．四麗感染症の病型は化膿性肺炎や化膿性腸間膜リンパ節炎あるいは

潰瘍性腸炎など多彩であるが，その発症機序については殆ど不明のままである。

　一方，本菌感染症の実験的再現は常に成功するものではなく〔25，56，77〕，発

　症機序の複雑性がうかがわれるが，この理由の1つとして使用菌株の毒力に問

　題があると思われる。しかし，これに関する検討は十分になされているとはい

　えない現状にある。

　　本菌の毒血を検討する場合，最も適した動物が生後2か月以内の子馬である

　ことは本症の疫学から明らかである。しかし，多数の菌株の心力を調べるのに

　実験動物として子馬を使用することは実際的にはきわめて困難である。

　　一方，マウスやモルモットなどの実験小動物に対する本誌の心力については，

　一定の成績が得られていないし，LD5。すら調べられていない。そこで，マウス

　を実験モデルとして，本菌の由来や血清群の違いにより毒力に差があるかどう
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かを調べるとともに，その毒力因子が何であるかを検討した。

　また，本菌の毒力に関連してぬ〃拷γ・で培養した馬の単球に対する態度も併

せて検討したのでそれらの成績について述べる。

1）マウスに対するLD5。

　本菌のマウスに対する毒力を知るために，近交系のSS系マウスに対する

　LD5。を調べた。使用した6株の由来とそれらのLD5。はTable　20に示すとお

　りで，6一中5株は病変部由来株であり，残りの1株は土壌由来株である。

病変部由来株のうち，CE220，46および843はわが国の子馬感染症例由来

の新鮮分離株であり，NCTC　1621はMagnusson（1923）〔53〕の分離株で

　ある。

　Table20から明らかなように，本菌のマウスに対するLD，。は108CFU以

上の株，107CFUの株および106CFUの株の3階級に分かれた。すなわち，

子馬の肺膿瘍由来株のATCC　33701とCE220が最も毒力が強く，続いて化

膿性腸間膜リンパ節炎由来株の843と46であった。しかし，肺膿瘍由来株

であるNCTC　1621は土壌由来のNCTC　4219と同様に108CFUでもマウス

を全く艶さなかった。

　以上のように，本状のマウスに対する三叉は菌株によって異なることが明

　らかとなった。

2）病変部および糞便由来株の才力の比較

　　由来の相違により本菌の毒力に差があるかどうかを知るために，病変部由

　来47株と糞便由来86株のマウスに対する勢力の有無を調べた。骨力の判定

　はマウスに108CFUを静脈内注射し，10日以内に5一中3匹以上のマウスを

発す株を毒力株，そうでない株を非毒力株とした。

　　その成績をTable　21に示した。すなわち，病変部由来株では47株中32株

　（68．1％）に，糞便由来株では86株中13株（15．1％）に毒力が認められ，病

変部由来株に毒力株の多いことが明らかとなった（P〈0．01）。

　次に，血清群と全力の関係をみると，病変部由来株では1から9群まです

　べてに，糞便由来株では1，2および8群に毒力株が認められた。ところが，
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同じ血清群に属しながら菌株によって斥力株と七去力株があり，血清群と毒

力との直接的な関連は認められなかった。しかし，8群に属する病変部由来

株は全株，また糞便由来株は7株中6株が毒力株であり，逆に11群は病変

部および糞便由来株とも非斥力株であった。

　一方，NCTCやATCCの参考株の毒力の有無を調べた成績をTable　22に

示した。この中には馬由来7株，豚由来4株，犬由来1株，人由来1株，土

壌由来1株および由来不明1株が含まれているが，このうち自力株は血清群

4の他，わが国の分離株には認められなかった12，16および21群にも確認

された。しかし，4や16群に属する株では非自力株も存在し，参考株におい

ても分離株と同様に血清群と意力との関連は認められなかった。

　なお，本膳を注射されたマウスの経過をみると，取留株の場合は注射3日

から5日後の間にマウスを確実に発し，生存するマウスは殆ど認められなか

った。

3）　マウス体内における増殖態度

　　マウス体内における毒力株と非毒力株の増殖能の差を検討するために，毒

　力株のCE　220と非毒力株のNCTC　1621をそれぞれ106CFU静脈内注射し，

脾臓と血液の生菌数を経時的に調べた。

　　Fig．6に脾臓における毒力株cE　220と非毒力株NcTc　1621の増殖曲線

　を示した。この図から明らかなように，両者の増殖能に顕著な差異が認めら

　れた。すなわち，毒力株CE　220は注射5日後に2．8×107CFU／脾の菌数ま

　で漸増し，14日後でも1．3×104CFU／脾の菌が生存していた。これに対し

　て非業力株NCTC　1621は注射5日後に2．4×102CFU／脾の菌数に減少し，

　7日以後は脾臓から全く分離されずすみやかに体内から消失した。また，血

　液の定量培養の結果でも毒力株と非毒力添との間に差がみられ，血痕株CE

　220注射マウスにおいては注射2日から5日後まで102～103CFU／η4の菌

　が分離されたのに対し，非毒刃株NCTC　1621注射マウスにおいては実験の

　全期問を通して血液からは全く分離されなかった。

　　一方，毒力株と非毒心株をそれぞれ注射されたマウスの経時的な病理組織

　学検査の結果からも上述の所見が裏付けられた。すなわち，毒力株CE　220
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注射マウスにおいては注射5日後まで脾臓の細網細胞やマクロファージ，あ

るいは肝臓のクッパー細胞などの網内学の細胞内で菌は活発に増殖した。

Fig．7とFig．8にcE220を注射1日後と2日後のクッパー細胞内の菌の所

見を示した・Fig．8ではクッパー細胞内で増殖している本菌が確認される。

なおこの菌の増殖は注射7日後以降において，形質細胞の反応を伴った活発

なマクロファージの働きによってはじめて制止された。これに対して，非毒

干鰯NCTC　I621は網内学の細胞内に感染のごく初期は認められたが，全く

増殖できずすみやかに細胞内から消失した。

4）マウス腹腔マクロファージに対する態度

　　前述したR．四ぬのマウス体内における増殖態度や病理組織学検査の結果か

　ら，本菌の毒力解析への糸口は単核食細胞との交渉にあると考え，語・乞6γ・．

　においてマウス腹腔マクロファージ（Mφ）と本命との交渉を，Mφ内生菌

　数を経時的に調べることによって検討した。

　毒力株としてCE220とATCC33701を，非毒力株としてNCTC　1621と

　NCTC　4219を用いた。まず，これらの菌株をMφにそれぞれ接触させて食

菌率を調べてみると，CE　220が17．3％，　ATCC　33701が17．2％，　NCTC

　1621が18．8％およびNCTC　4219が192％であり，菌株間に食菌率の有意

差は認められなかった（P＞0．05）。

　次に，Mφ内における本菌の生残率を調べてみると，　Fig．9に示すように

食菌24時間後における毒力株CE220とATCC　33701の生残率は298．8％

　と151．9％であり，Mφ内で増殖していることがわかる。しかし，両菌株間の

生残率には有意差が認められ（P〈0．01），CE220がATCC　33701よりも活

発にMφ内で増殖することを示している。

　一方，非毒力株NCTC　1621とNCTC　4219の生残率は48．9％と13．0％で

　あり漸減する傾向を示した。なお尽力株と淋毒丁令の生残率には有意差が認

　められている（P〈0．01）。

　以上のように，毒力株はMφ内で明らかに増殖できることがわかった。
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5）馬の単球に対する態度

　　R．四碗がマウス腹腔Mφの殺菌能に抵抗し，細胞内増殖することは馬にお

ける本菌感染症の発症機序を考える上で興味ある事実である。そこで，本菌

が馬の単核食細胞系の1つである単球内でも増殖できるかどうかを翫〃髭γ・

で検討してみた。

　用いた菌株はCE220，　ATCC　33701，　NCTC　l621およびNCTC　4219

である。まず，これらの菌株を単球にそれぞれ接触させて食菌率を調べてみ

　ると，CE220が8．7％，　ATCC　33701が9．6％，　NCTC　1621が12．4％およ

びNCTC　4219が8．1％であり，菌株間に食菌率の有意差は認められなかった。

　（P＞0．05）o

　次に，単球内における本心の生残率を調べてみると，Fig．10に示すよう

に食菌24時間後において，CE220は単球の殺菌能に抵抗して94．0％が生

残しているのに対し，ATCC　33701，NCTC　I621およびNCTC　4219は

それぞれ33．0％，17．3％および18．9％であり，明らかに菌数の減少が認めら

れた。さらに，食菌72時間後において，CE220の生残率は226．8％と増加

しているのに対し，ATCC　33701，NCTC　1621およびNCTC　4219はそれ

ぞれ4．22％，0．48％および0．09％と激減した。なお食菌24時間，48時間

および72時間後におけるCE220と他の3株との生残率には＝有意差が認めら

れている（P〈0．01）。

　以上のように，CE220は馬の単球内で増殖できることが明らかとなった。

しかし，ATCC　33701のようにマウスの腹腔Mφ内では増殖できるが，馬

の単球内では増殖できない株もあった。
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IV　考 察

　子馬のR．θg面感染症の発生は古くから世界各地で報告されてきたにもかかわら

ず，最近までその疫学，発症機序，血清学的診断法，予防法などに関する知見は

必ずしも十分とはいえなかった。また，わが国の馬生産地帯においても以前から

本菌感染症の発生が知られ，子馬の育成障害の原因の1つとして重要視されなが

らも，それの防除のための基礎的研究は殆ど行なわれていなかった。しかし，

1979年から1980年にかけてオーストラリア〔114，118〕，日本〔70，71〕および

カナダ〔77，79〕において，R．・g協の細菌学，感染症の疫学および免疫学的知見

に関する論文が報告されるにおよび，ようやく本菌感染症の実態の一部が明らか

にされつつある。

　そこで，著者はこれまでに得られた知見をもとに，R．四幅感染症の実態をさら

に明確なものにするために一連の研究を実施した。すなわち，馬における本菌の

生態を調べ，また，本菌の血清学的分類法を確立し，病変部由来株と正常な糞便

由来株との異同あるいは関連性について検討を加えた。さらにR．四疵の病原性に

関連して，その毒力をマウスや培養細胞を用いて解析した。

　以下に，これまで得られた成績について考察を加えたい。

1．馬の糞便からのR．四碗の定量培養

　　R．・g疵が土壌中に存在することは古くから知られていた〔8，40〕。しかし，

最：近，Woolcock一派の精力的な研究により〔66，67，117，118〕，本菌が馬を含

　む各種動物の糞便にも存在することが明らかにされ，腸管は本菌の重要な生存

場所と考えられるに至った。この知見は本菌の生態や感染症の疫学を知る上で

興味ある事実であり，しかも糞便由来株が子馬感染症の原因菌となりうる可能

性も示唆している。

　　さて，Woolcockら（1980）〔118〕の選択分離培地を用いた馬の糞便からの

　本菌の分離報告をみると，母馬では73頭中51頭（70％），子馬では12頭中

　9頭（75％）および雄馬では10頭中5頭（50％）から分離され，本菌が高率に

　馬の糞便に存在していることがはじめて明らかにされた。
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　一方，BartonとHughes（1981）〔6〕も，　Woolcockらの方法を追試し，土

壌や糞便から分離率は低いものの本菌の分離に成功している。しかし，彼らは

この報告のなかでWoolcockら〔114〕の試作した選択分離培地，　NANAT培地

に本菌に対する発育阻止作用のあることを指摘した。また，この事実は著者も

NANAT培地を用いた予備実験で経験し，本培地の改良を試みるきっかけとな

った。

　このように，NANAT培地にR．θq疵発育阻止作用が存在することから，本培

地を用いて得られた成績では馬の糞便における本菌の正確な把握はできないと

思われる。そこで，NANAT培地を改良し，満足のゆく本菌選択分離培地作製

のための検討を行なった結果，この培地に0．005％の濃度に添加されている亜

テルル酸カリウムに発育阻止作用のあることがわかった。しかし，亜テルル酸

カリウムを単独に添加した培地においては，その濃度が0．04％であっても本菌

は発育できることから，この培地に添加されている3種類の阻止剤と亜テルル

酸カリウムの相乗作用によって，本菌の発育が阻止されるものと解釈される。

　また，NANAT培地から亜テルル酸カリウムを除いたNANC培地においても，

三法の阻止剤濃度を使用した場合は，糞便の定量培養においてR．門止に対する

部分的な発育阻止が観察された。これらの阻止剤のうち，ナリジキン酸に対し

てR．8g疵が自然耐性であることはすでに報告〔116〕されているし，シクロヘキ

シミドは抗真菌剤であり，細菌に対して殆ど作用しないことは周知の事実であ

る。このことから，この部分的な発育阻止はノボビオシγ25．0μ9／認に原因し

ていることが推測された。事実，予備実験において，わが国の分離株37株の

ノボビオシンに対するMICを調べた成績によると，37下中12株（32．4％）が

25．0μ9／認であり，残りの25株（67．6％）が50．0μ9／η4であった。したがって，

原法のノボビオシソ25．0μ9／認の濃度では約30％の株に発育阻止が起こるこ

とになる。このような基礎的な検討のもとに，著老はNANAT培地を改良した

NANC培地を試作し，馬の糞便からのR．θ9％乞の定量培養を可能とした・

　前述したWoolcock一派〔114，118〕やBartonとHughes〔6〕により，馬の糞

便からのR．・q協の分離報告がなされているが，それらはあくまで定性的な成績

にとどまっており，しかも選択作用の強い培地を用いているため，糞便におけ
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る本荘の実態を正確に反映しているとはいい難い。これに比較して，ここに示

した改良選択分離培地を用いた著者の成績は，その実態をより正確に反映した

ものと思われる。すなわち，この調査において，母馬91頭と子馬36頭の計

127頭の全例からR．¢g疵が分離され，その菌数は糞便19当り，平均102～103

CFUであった。また，母馬と子馬との間に菌数の差は認められなかった。　な

お子馬においては，生後10日齢においてすでに5．2×102CFU／9の本町が分離

されていることから，生後間もなく右寄あるいは周囲の環境を介して本菌が子

馬の腸管に侵入・定着するものと思われた。ちなみに，Trum（1949）〔107〕

によると，出生直後の子馬の腸管は無菌であるが生後2日目ではその糞便19

当りに105CFU以上の大腸菌が存在し，生後5日から12日目にかけてはレンサ

球菌が優勢な菌種になると報告している。

　現在まで，R．四協が馬の腸内細菌叢を構成する1菌種であることを裏付ける

詳細な成績は報告されていない。しかし，著者の上述した成績や母馬の糞便か

らの本菌の経時的な分離成績（Fig．3）から，　R．θg協が腸内細菌叢の1構成菌

種であることは明らかである。だが，糞便19当り102～103CFUという菌数

は，MitsuokaとKaneuchi（1977）〔62〕の報告した馬の糞便菌叢における酵

母の菌数，6．3×102CFU／9におおよそ匹敵し，けっしてその菌数は多いとは

いえない。

　一方，著者の考えとは異なり，BartonとHughes（1984）〔7〕は本菌の生理

学的特性や家畜の放牧とは無関係に本菌が種々な土壌から分離されることから，

R．四偏を土壌細菌とみなしている。

　ところで，Jensen〔40〕による庭や牧草地の土壌からの，またBendixenと

Jepsen〔8〕による畜舎の土壌からの本菌の分離報告，あるいはWilson〔112〕

による本菌が土壌中で1年以上も生存できることの実験的証明などから・守戦

感染症における感染源としての土壌の役割が強調された〔3，34，48，50〕。と

くにLoveH〔50〕は，本症の発生が晩春から夏にかけて生まれた子馬に多く見

られるのは，この時期の気温が土壌中のR．四面の増殖は適していることと関係

があると推測している。著者は彼の推測を裏付ける調査は行なっていないが，

わが国においても本症の発生は遅生まれの子馬に多く見られる傾向がある。し
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かし，5月から8月にかけて採材した子馬の糞便におけるR．・9協の菌数は102

～103CFU／9であり，1月から4月の糞便から得られた菌数と殆ど同じであっ

た。したがって，子馬の糞便における菌数の推移に季節的な変勤は認められて

いない。仮に，子馬の腸管への本菌の侵入が周囲の環境，とくに土壌を介して

なされると考えると，上述の成績からは晩春から夏にかけての本菌の土壌中に

おける増殖は殆どないものと思われる。

　そこで，本研究における糞便からの凡θ9ぬの分離成績から，著者は馬と周囲

の環境とにおける本四の循環と，母馬から子馬への伝播をFig．11に示した模式

図のように解釈した。すなわち，R．四疵の母馬から子馬への伝播は直接糞便を

介して，あるいは糞便に汚染された土壌や牧草を介して行なわれるものと思わ

れる。また，子馬に移行した本菌はその糞便を介して母馬に伝播し，あるいは

子馬自身に循環を繰返すものと考えられる。

2．　R．四画の生理・生化学的性状

　　一般にR．¢g協の同定はRogosaらがBergeyもManual　of　Determinative

　Bacteriology，第8版（1974）〔89〕に記載した10種類にも満たない性状を参

　考に行なわれている。実際，化膿性肺炎の子馬から，特徴的な粘液様に膨隆し

　た薄桃色のコロニー性状を示す細菌が分離され，それがグラム陽性菌であれば，

　Rogosaらの記載した数種類の性状検査を追加することにより本菌の同定はで

　きる。

　　しかし，本菌は子馬感染症の原因菌であるばかりでなく，馬の腸内細菌叢を

　構成する菌種の1つであり，しかも，本菌感染症は馬以外の家畜や人でも報告

　され獣医学領域にとどまらず広く知られてきている。したがって，著者は本菌

　の同定をより確実なものにするために，多数の菌株について数多くの性状を検

　討し，本四同定のための資料を提供する必要のあることを痛感している・

　　一方，これまでの本研究で明らかなように，R．四面が子馬感染症の病変部ば

　かりでなく，健康な馬の糞便に常に存在していることから，分離由来を異にす

　る菌株間の生理・生化学的性状に差異があるかどうかを調べることは・本菌感

　染症の疫学を知るうえで典味深い。

一28一



　ところで，最近各種の細菌簡易同定用キットが市販され，従来の培養による

性状検査の成績と同定用キットで得られたそれの一致率が高いことから，一般

に広く用いられてきている・なかでも，栄養要求性の厳しい菌種や，通常行な

われる同定のためのテストでは多くの項目で陰性を示すような菌種の同定に際

して，API　ZYMと称されるキットが用いられ，三体の酵素活性を調べること

により迅速に菌種の同定が可能なことが報告されている〔37，44，103〕。

　すでに，Magnusson〔54〕・NataralanとNllakantan（1974）〔72〕，Reddy

とKao（1978）〔85〕およびMutimerとWoolcock（1981）〔68〕の報告でも明

らかなように，本菌は従来の生化学的性状検査において陽性の結果を示す性状

に乏しく，しかも反応不定の性状のあることが知られている。

　そこで，従来の生理・生化学的性状検査の他にAPI　ZYMを加えて，病変部

由来40株と糞便由来40株さらに参考株8株を含めた本菌の諸性状を検討して

みた。

　その結果，Table　6に示すように88株のR．θg麗は23項目の生理・生化学的

性状において，硫化水素産生とL．糀・π・・舛・g・駕8に対する相乗溶血活性を除い

ては，殆ど同様の反応を示し，本菌が均一な性状を示す菌種であることが明ら

かとなった。そこで，三富に特異的な性状として，コロニー形状と色素産生，

部分的な抗酸性，ウレアーゼの遅産生性および糖の非分解性をあげ，これらに

加えてカタラーゼ産生，硝酸カリウムおよび亜テルル酸カリウムの還元を本菌

同定のKey　charactersと考察した。

　なお，MutimerとWoolcock〔68〕は本菌にコロニー形状の変異と2・3の生

化学的性状に反応不定の成績が得られることを強調して，本菌の同定はむずか

しいだろうと報告している。しかし，著者の成績では調べた1，195株にコロニ

ー形状の変異は認められなかったし，硫化水素産生などに反応不定の成績が得

られた以外は殆ど一定の結果が得られ，上述したKey　charactersにより本菌

の同定は容易にできると考えられる。

　ところで，Fraser（1964）〔29〕によって本菌の生物学的性状の1つとして，

00γyπ幽α06θγ謡πP8¢翻0勧加γ侃♂08乞8，56αP砂∠00000％8α％γθt乙8あるいはL．π0π0一

・y6・9θπ・8の溶血能を増強させる相乗溶血活性が報告されている。　Nakazawa
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とNemoto（1980）〔71〕はし．那・π・・舛・9θπ・・の病原性と溶血能が関連すること

から〔33〕，L認・π・・y6・9ε磁3の不明瞭な溶血をはっきり識別するための方法と

して，R．四協とL．皿・π・・舛・9θπ闘の相乗溶血現象を調べ報告した。　この中で著

者らは，尺四協は菌株によってL認・π・・yオ・免駕8の溶血を増強させる株とそう

でない株のあること，しかもこの活性とR．四四の卵黄反応とが良く相関するこ

とを明らかにした。ほぼ同時期に，Bernheimerら（1980）〔1①はR．¢9麗のこ

の活性は本菌の産生するホスホリパーゼCによることを明らかにし，これを

曾e

dqui因子”と名付けた。その後，　Skalkaら（1982）〔96〕やPrescottら

（1982）〔78〕によって，R．・q・・乞にEqui因子の存在が確認されたが，とくに

Prescottらはこれを本菌に特異な活性であるとし，同定上の有効な性状とみ

なした。しかし，Table　6やFig．5に示すように，今回調べた88株中26株は

Equi因子陰性であり，反応不定の成績が得られている。したがって，Equi因

子の存在の証明は同定上の参考にはなるものの，有効な性状とは考えにくい。

なおEqui因子がホスホリパーゼCであることから，これが本四の毒力，延いて

は由来と関係があるのではないかと推測したが，Table　6からも明らかなよう

に，病変部由来株と糞便由来株とで陽性率に差は認められていない。

　一方，API　ZYMにより得られたR．θq麗の菌体酵素プロフィルはTable7に

示したが，19種類の酵素活性のうち，6種類は陽性，3種類は反応不定および

10種類は陰性であり，従来の方法による性状検査成績と同様に一定の反応が得

られ，菌体酵素プロフィルからも本菌種の均一性が確認された。また，これは

Goodfeliowら（1982）〔32〕の数値分類において，本門がきわめて均一な菌種

であるという報告を支持するものである。しかし，このことは病変部由来株も

糞便由来株もその諸性状においては殆ど差異がないことを示し，生理・生化学

的性状にもとつく本丁の特徴づけの困難さを意味している。

　ところで，糞便由来4株にαフコシターゼ陽性の結果が得られているが・こ

れらの株は後述する本菌の血清群のうち，16に属するものであった。そこで・

血清群16の12株をさらに追加して本酵素活性を調べたところ・8株（66・7％）

に陽性の反応が得られた。したがって，この活性が血清群16に特異的とはいえ

ないまでも，特定の血清群に片寄つた活性であることは事実であり興味深い。
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しかしながら，血清群と諸性状との関連についても全体的に検討を加えたが，

上述のαフコシターゼ以外の性状との関連は全く認められていない。

　最近，MutimerとWoolcock（1982）〔69〕は本菌や，　o．ゐP観碗α¢，　o．

P8誕0如加γ側♂08富・0．py・9θ麗8・L．脚π・・y6・92πθ8およびETy8乞勉∠06んγ㍑γんr

。乞。pα6砺αθの同定にAPI　ZYMが使用可能なことを報告したが，　R．四日に関

しては著者がトリプシンを弱陽性と判定した点を除いては，彼らの成績は著者

のそれに一致した。いずれにしても，本町同定におけるAPI　ZYMの有効性

が明らかにされ，このキットによるR．四面の迅速同定が可能となった。

3．　R．四協の血清群別

　本菌の生理・生化学的性状についての検討の結果から，分離由来にかかわり

　なくほぼ均一な性状を示す菌種であることが明らかとなり，生理・生化学的性

状にもとつく本菌の分類，すなわち，生物型別はむずかしいことがわかった。

　そこで血清学的性状にもとつく分類，すなわち，血清群別により本菌の特徴づ

　けを行ない，菌株の由来と血清群との関連について検討を加えた。

　本菌に血清学的性状の異なる菌株が存在することは，すでにBrunerら（19

　39）〔11〕，Karlsonら（1940）〔42〕，BrunerとEdwards（1941）〔12〕およ

びWoodroofe（1950）〔113〕などによって報告されていた。なかでも，Bruner

　ら〔11〕は本菌に種特異抗原と型特異抗原の存在することをはじめて明らかに

　した。すなわち，0．5Nの塩酸で100．C，40分間加熱抽出した残渣の菌体を抗

　原とした補体結合反応において，調べた20株すべてに共通する強い種特異性が

　出現したことを，また，ホルマリン処理抗原による凝集反応では株特異性が認

　められ，それら20株は7つの血清型に分類され，しかもこの型特異性は塩酸抽

　出（上清）抗原による沈降反応でも同じ成績が得られたと報告した。またこの

事実はWoodroofe〔113〕によっても確認されている。　Table　9に示す著者の成

績でもオートクレーブ処理によって株特異性が失われる傾向がみられ，とくに

抗原11と26は多数の抗血清と反応するようになったが，これはBrunerらが

指摘した種特異抗原による反応かもしれない。

　その後，BrunerとEdwards〔12〕は馬の産道や流産胎児，子馬の肺，野牛の
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子宮分泌液および豚の顎下リンパ節の病的材料から分離された本田34株の抗

原関係を・主として凝集反応と凝集素吸収試験により調べ，19の血清型の存在

を報告した・しかし・彼らの報告は病的材料由来の限られた菌株についての成

績であり，多数の血清型が存在することは指摘したものの，具体的な血清型別

法については記載していない・また，子馬のR．伝説感染症における血清型別の

意義についても殆ど触れていない。

　このような背景から著者はR．四碗の血清群別法を確立し，馬の糞便における

本菌の生態や子馬の本菌感染症の疫学を分離株の血清群から整理してみた。な

おBrunerら〔11〕や著者の成績（Tabl　e　8，9）から，本菌の血清学的特異性が

菌体表層にあり，それは棊膜様物質（Fig．1）〔115〕に依存していると思われる

が，本研究においてはそれを含めた本四の抗原構造までは明らかにできなかっ

た。したがって，ここでは厳密な意味での血清型という用語は使わずに，それ

を包括した璽璽血清群”あるいは耀？血清一別”を用いている。

　本研究において，著老は子馬の病変部および馬の糞便由来1，195株から血清

学的性状の異なる27株を選抜し，交差定量凝集反応と吸収テストによって，　そ

れらの血清学的特異性を証明し，血清群27と血清群別法をはじめて確立した。

それによると，母馬および子馬の糞便由来株のうち84．3％は分離頻度の高い順

に次の9つの血清群，すなわち，4，2，11，3，15，8，7，1および14に，　残り

の15．7％は他の18の血清群に属していた。一方，病変部由来株の主な血清群

は2，4，1，3，8，11などであり，調べた全株が10のそれに群別された。　した

がって，i糞便由来株の血清群は病変部由来株のそれに比較すると多種多様であ

るが，上述の9つの血清群に集中する傾向かあり，しかも，病変部由来株の主

な血清群に共通する菌株の分離頻度の高いことが明らかとなった。よって，こ

の事実は両者の関連を強く示唆するものと思われる。

　ところで，個々の糞便内に存在するR．¢9認の血清群は単一ではなく，常に血

清群の異なる複数の菌が同一糞便から分離された。また，糞便内の菌数を経時

的に調べた母馬において，月別に血清群の分布を整理してみると，同一個体に

あって毎月，常に分離される血清群2，4，8などと，例えば12，13，16，22な

どのように不規則に分離される血清群が存在していた。この事実から，前者の
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血清群に属する菌はその個体にとっては定住菌であり，後者に属する菌は通過

菌と理解することができる。また，分離頻度の高い血清群に属する菌を定住菌，

そうでないものを通過菌と解釈することもできる。

　SakazakiとMiura（1956）〔90〕は馬の糞便から経時的に分離された大腸菌

の0三三を行ない，同一個体に0群の異なる複数の菌が同時に存在することを

明らかにするとともに，連続的にしかも長期間分離される0群と，間欠的で不

規則に分離される0群とが存在することを報告し，前者を定住菌，後者を通過

菌と呼んだ。これは馬の糞便におけるR．θq碗の血清群の分布を調べた著者の成

績に類似しており，腸内細菌叢を構成する菌種に共通する所見だと思われる。

例えば，人における大腸菌〔93〕や0∠・説γ6d謡那アθげγ鵠9¢π8〔2〕においても同

様の報告がなされている。

　一方，R．θg面感染子馬の種’々な病変部から分離された菌株の血清学を調べた

結果，興味ある事実が明らかとなった。すなわち，同一個体の病変部から血清

群の異なる菌が分離されることである。Table　15に示すように，子馬No．TN－

2においては肺膿瘍から2群，腸間膜リンパ節の膿瘍から2群と8群，さらに

大腿部の膿瘍や飛節炎から8群が分離されている。したがって，血清群の分布

からみると，この個体においては本菌の侵入門戸が複数存在したと考えること

ができる。そのうちの1つは呼吸器感染から肺膿瘍の形成，また，消化管感染

から腸間膜リンパ節に膿瘍形成，さらに，外傷による創傷感染から皮下膿瘍や

関節炎の併発である。

　事実，本症の感染経路として呼吸器〔35，41，56〕，消化管〔4，17〕，外傷〔

98〕あるいは寄生虫の子虫による経皮感染〔24，27〕が報告されているが，同

一個体において複数の感染経路から本菌が体内に侵入したことを示唆する報告

は見当らない。また，子馬No．　TN－3においては，肺に形成された3か所の膿

瘍からそれぞれ血清群の異なる菌が分離されたり，同一膿瘍内に血清群の異な

る複数の菌が同時に存在していた。このことは，感染経路ばかりでなく・侵入

菌も単一ではなく，血清群の異なる複数の菌によ筍感染であることを示唆して

いる。そして，この感染源として，子馬をとりまく環境が考えられ・そこが糞

便および病変部から高頻度に分離される複数の血清群の菌によって・汚染され
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ているためと推測される。

　一方，馬における本菌感染症が主として子馬にみられることや，子馬の免疫

不全と子馬病が関係あること〔58，102〕，さらに人の本菌感染症がポジキン病

や腫瘍などに起因する免疫不全患者〔9，14，30，55〕，および免疫抑制剤や副腎

皮質ステロイド剤などの生体の免疫不全を惹起する薬剤を投与された腎臓移植

患者〔92〕にみられることから，いわゆる日和見感染症とみなすことができる。

したがって，宿主一寄生体一環境相互関係によって感染症が成立することは真

理であり，この概念のもとに本菌感染症も把握しなけれぼならないと思われる。

これまでの本研究において，血清群別法による本菌の特徴づけにより，それの

生態や感染症の疫学の1部は明らかにされたが，宿主側の発症要因についての

検討はできなかった。今後はこの点を解明するための研究が必要だと考えてい

る。

　ところで，Prescott〔76〕はR．θg％‘の血清型別を報告し，　馬を含む各種動

物由来97株を7つの血清型に分類している。彼の型別法はゲル内沈降反応によ

るもので，その抗原は生理食塩水抽出法という温和な方法で菌体表層の棊膜様

物質を抽出したものである。

　そこで，彼の7つの血清型に属する菌株を著者の方法で群別してみると，

Prescottの1型は著者の4群，2型は16群，3型は2群，4型は12群，　5

型は21群，6型は1群および7型は9群にそれぞれ一致した。また，NCTC

やATCCから入手した8株も著者の血清群に全株，群別された。したがって，

著者の血清群別法は各種動物や土壌由来株の群別にも応用が可能であり，本菌

感染症の疫学調査に広く応用できるものと思われる。

　なお，カナダ〔76〕やオーストラリア〔65〕ではPrescottの1型が高頻度に

分離されているが，彼の1型は著者の4群に一致し，4群はわが国においても

優勢な血清群であり，その分布に共通性があるように思われる。

　最近，Mutimerら（1982）〔65〕は馬，牛，豚，羊，人，カンガルー，コア

ラおよび土壌由来R．・gぬ100株の血清型別をPrescottの方法で行ない，84

株は型別されたが16株は型別不能であったと報告し，未知の血清型の存在を示

唆したが，これらの菌株が著者の血清群のいずれに該当するかは興味のもたれ
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るところである。

　いずれにしても，血清群別によるR．四協の特徴づけによって，本菌感染症の

実態を把握するための基礎資料が提供されたものと考えている。

4．　R．四伽の毒力

　　R．θq碗は土壌や各種動物の糞便から分離され，広く自然界に分布している菌

種であることが明らかにされてきた。また，本菌による子馬感染症の感染像も

　数多くの症例報告によってほぼ結論が得られてきている。しかしながら，こう

　した生態学的および臨床的研究に比較して，本菌の毒力因子や発症機序といっ

　た問題についての検討は最近まで殆どなされていない状況にあった。とくに，

発症機序の研究には実験動物として生後2か月以内の子馬を用いなければなら

　ず，実験の範囲が制約されてしまう恨みがあった。しかも，本菌による病気の

　実験的再現が常に成功するものではなく〔25，56，77〕，これは宿主側の条件も

　さることながら，用いた菌株に毒力の差異があるためと推測された。そこで，

　マウスを実験モデルとして，本菌の毒力をLD，。，　生体内での増殖態度さらに

　培養したマクロファージ（Mφ）に対する態度を指標として検討してみた。

　　これまでに本菌の毒力をマウス，モルモット，ウサギなどの実験小動物を用

　いて調べた成績はあるが，毒力を認めたという報告と，認めないという報告が

　あり，一定した成績が得られていなかった。例えば，ThalとRutqvlst（1959）

　〔106〕は子馬や豚由来株の大量菌液をマウスに腹腔内注射することにより，動

　物を5日以内に発死させたと，またDimockとEdwards（1931）〔25〕は子馬

　由来株の実験小動物に対する病原性は認められなかったとそれぞれ報告してい

　る。Tabl　e　20に示す著者の成績でも，　LD，。を調べた6株のうち，2株は108

　CFUをマウスに静脈内注射しても全頭が生存したのに対して，残りの4株は5

　日以内に動物を全頭発死させた。また，それらのLD・・も106CFUの株・107

　CFUの株および108CFU以上の株の3階級に分かれた・　したがって・本菌に

　はマウスに対する毒力株と非毒力株が存在することが明らかとなった・また・

　この成績は子馬の感染実験に際して，供試菌株の選択は慎重でなければならな

　いことを示唆している。
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　次に，菌株の由来や血清群を考慮し，多数の菌株についてマウスに対する毒

力を調べてみた（Table21）。　そのうち，菌株の由来と毒力の関係をみると，

病変部由来株は糞便由来株よりも毒力株の多いことが明らかとなった（P〈0．01）。

しかし，この理由については本研究で解明できなかったが，SegalとBloch

（1g57）〔94〕およびSegalとMiller（1965）〔95〕によれば，結核菌において

は鵠〃初・由来菌はぬ〃記γ・培養菌に比べ，マウスに対する毒力が強く，しか

も両者に菌体構成々分，とくに脂質の量的および質的差異が認められるという。

このことから類推すると，R．・％乞も子馬の病変部において，菌体構成々分の量

的および質的修飾を受けることにより，毒力を増したものと考えることができ

る。

　一方，血清群と毒力株の関係をみると，同一血清群の菌株に毒力株と非毒力

株が存在し，血清群と毒力の直接的な関係はないように思われた。この事実は，

血清群別が菌体表層の棊膜様物質にもとづいていることから，本菌の毒力にお

ける棊膜様物質の役割はさほど重要でないことを示唆している。しかし，

Smith（1966）〔99〕は何らの実験的証拠もなしに，本菌の棊膜はMφの食菌

作用に抵抗する機能があると考察し，本菌の病原性発現における棊膜の存在を

重要視した。今回，著者が毒力を調べた菌株は，いずれも本菌に特徴的なコロ

ニー `状を示し，棊膜様物質の存在が推測された。また，LD，。を調べた菌株に

おいては電子顕微鏡観察によりそれの存在を確認している。したがって，棊膜

様物質の有無と本菌のマウスに対する毒力とに直接的な関係はないものと考え

られる。

　そこで，本菌の毒力囚子が何であるかをさらに調べるために，毒力株CE220

と非毒力株NCTC　1621をマウスに静脈内注射し，その後，経時的に脾臓と血

液の生菌数を調べると同時に，病理組織学的検討を加えたところ，毒力株にお

いては肝臓や脾臓の網内系の細胞内で増殖している所見が得られた（Fig．8）。

また，脾臓内における毒力株と非毒力株の増殖態度も明らかに異なり（Fig．6），

毒力株が一時的に増殖し，注射14日後でも104CFU以上の菌数を維持してい

るのに対し，非毒力株は注射7日以降すみやかに消失した。したがって，毒力

株と非毒力株の決定的な違いは生体内，とくに網内系細胞内における増殖能の

一36一



差にあることが考えられる。

　一般に・Mycobacterlum・Listeria，Nocardia，　Salmonella，Yersinia，

Brucellaなどに属する菌種は・生体内で食細胞に食菌されても容易には殺菌さ

れず，細胞内で長期間生存し，さらに，細胞内での増殖も可能であることが知

られている〔19，38，104〕。

　一方，R．四疵が細胞内寄生細菌であることを裏付ける実験的証拠は見当らな

いが，著者はこれまでのマウスに対する感染実験の成績から，本菌の毒力解析

への糸口は単核食細胞と本菌との交渉にあると考え，編・拷γ・でマウス腹腔

Mφおよび馬の単球に対する態度を観察した。

　その結果，マウス腹腔Mφの毒力株と非二二株に対する食菌率は17．2～19．2

％の範囲にあり，両者に差は認められなかったが，毒口株CE220とATCC

33701はMφの殺菌作用に抵抗性が大で，食菌9～24時間後にはMφ内で増殖

がみられた。とくに，CE　220はATCC　33701よりも約2倍増殖能があり，後

述する馬の単球内における増殖能は両者に顕著な差が現れた。これに対し，非

毒力株NCTC　1621とNCTC　4219はMφの殺菌作用に対して抵抗性が弱く，

食菌後の時間の経過とともに漸減した。このように，毒力株と非二二株の差異

はMφの殺菌作用に抵抗し，その中で増殖できるか否かにあることが明らかと

なった。したがって，本菌の二三因子の1つはMφ内増殖能であると考察した。

また，これまでに得られた所見から，回忌を細胞内寄生細菌とみなして差支え

ないと思われる。

　Une（1977）〔108〕はウサギの腹腔Mφとr¢γ認寵α¢撹θγo・・♂記乞・αとを　臨

ひ記γ・で90分間接触させた結果，その食菌率が菌株によるぽらっきはあるもの

の，平均14～16％であったことを，また，ウサギに対して病原性のある菌株

は食菌6～9時間後にはMφ内での増殖がみられるが，非病原性の菌株は増殖

できずに漸減したことを報告し，Mφ内における増殖能をγ．鋭・γ…鶴乞・αの

毒力因子の1つと考察している。

　また，WilderとEdberg（1973）〔111〕はマウス腹腔Mφとし沸。πooy609θπθ8

の交渉を観察し，マウスに対する毒力株は食菌24時間後も殺菌されずに生存

しているのに対して，非毒力株は漸減したことを報告し，Mφの殺菌作用に対
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する抵抗性と毒力の関係を考察している。

　このように，γ．¢撹群…♂乞6加αやしη・π・・y6・96πθ8で得られた成績とR．8q疵

のそれは良く類似していることが明らかとなった。

　そこで，本質が本来の宿主である馬の単核食細胞系の細胞内で増殖できるか

どうかを調べることは，本菌感染症の発症機序や免疫を考える上で興味深い。

すでに，CimprichとRoony〔17〕およびMartensら〔56〕は本菌の自然感染例

や実験感染例の病理組織学的所見から，腸間膜リンパ節や肺の病変部に多数の

本菌を貧食したMφの存在することを報告しているが，これは隠魚が馬のMφ

内でも生存し，増殖することを示唆しているものと考えられる。

　著者は，培養方法〔45〕の確立されている馬の単球を用いて本菌との交渉を

観察した。すなわち，単球の皇臣株と非毒旧株に対する食菌率は8．1～9．6％の

範囲にあり，両者に差は認められないものの，マウスのMφで得られた成績と

比較すれぼ食菌率は明らかに低かった。これは，Cline（1978）〔18〕が指摘し

ているように，成熟Mφに比べれば単球の貧食作用は劣るということを反映し

ているものと思われる。

　さらに，単球内での態度をみると，毒受株CE220は単球の殺菌作用に抵抗

性で，食菌24～72時間後にかけて明らかな増殖がみられた（Fig．10）。しか

し，マウスのMφにおける成績とは異なり，食菌24時間後においては殺菌され

ないまでも増殖はできず食菌直後の菌数を維持し，その後において，増殖が認

められた。一方，非違力株は食菌24時間後において菌数は漸減し，72時間後

には殆ど検出されなくなった。ところが，ATCC　33701はマウスのMφ内で増

殖できたにもかかわらず，馬の単球内では程度の差こそあれ非漫語株と同様に

漸減した。この理由については明らかでないが，ATCC　33701はマウスのMφ

内で増殖はできるものの，その能力はCE220のそれに比較すると有意に低い

（Pく0．Ol）ことと関係があるものと推測される。

　ところで，前述したMycobacterium，　Listeria，　Brucella・Salmonella

などのような細胞内寄生細菌による感染症は，Mφが免疫学的抵抗性の主役を

演ずる感染症であり，それはT細胞を介した細胞性免疫にもとつく活性化Mφ

によって，感染防御が行なわれると一般に考えられている。また・これらの感
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染症においては同時に遅延型過敏症が誘導されていることも周知の事実である。

　凡四面感染症においても細胞性免疫の成立を示唆する報告がなかった訳では

ない。例えば，Wilson（1955）〔112〕は本菌の培養濾液を抗原として感染馬の

皮膚反応を行ない，遅延型の反応パターンを得ているし，CarterとHylton

（1g74）〔16〕　は本菌感染馬の血清を間接血球凝集反応で調べたが抗体は証明

されなかった事実や，Wilson〔112〕の成績を引用して，本菌感染症において

は液性免疫よりも細胞性免疫のほうが一義的であると考察している。また，

BartonとHughes（1980）〔5〕やElissaldeら（1980）〔26〕は本菌感染症に

おける病変部の病理組織学的特徴は主として肉芽腫性炎であり，Mycobacte－

rium属菌の感染によって形成される病変に類似していること，　この類似性は

両菌種のリソ脂質の類似性と関係かあるかもしれないと記載している。さらに，

Prescott（1979）〔79〕は本論の死菌免疫による子馬の感染防御実験が失敗し

たことを報告している。

　以上の報告や，前述したCimprichやRooney〔17〕およびMartensら〔56〕

の本菌感染症の病変部に多数の本菌を貧食したMφが存在しているという報告，

さらに，著者によってはじめて証明された飢〃拷γ・の単球内で本菌が増殖でき

るという事実から，本菌感染症においては細胞性免疫が成立するものと考えら

れる。したがって，子馬のR．四面感染症の発症機序，診断法および予防法に関

する研究は細胞性免疫の二念を考慮した方向に進むべきだと考えている。本研

究で示したマウスや語・舜γ・の培養細胞を用いた実験系は，三七感染症の諸問

題を解決するための有効な実験手段となるものと思われる。

　しかし，今回の実験では本菌の毒力に関与する抗原が何かという点について

は解明できなかった。
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V　総括および結論

1．馬の糞便からのR．四説の定量培養のまとめ

　1）　R．θg画の選択分離i培地について検討した結果，WoolcockらのNANAT培

　地はR・附説の発育阻止作用が強く，糞便からの本真の定：量培養には使用でき

　　ないことがわかった・しかもこの原因が本培地に含まれる亜テルル酸カリウ

　　ムの影響であることが明らかとなった。そこで，NANAT培地から亜テルル

　酸カリウムを除き，さらにナリジキン酸10．0μ9漁4，ノボビオシン12．5μ9／

　認およびシクロヘキシミド20．0μ昆／η6に添加したNANC培地を試作し，i糞便

　の定量培養に応用したところ，R．四協の発育阻止作用は殆ど認められず，し

　かも共存菌の発育を抑える優れた培地であることがわかった。

　2）　NANC培地を用いて母語と子馬の糞便の定量培養を行なった結果，検索対

　象とした127頭の全例からR．¢g痂が分離された。糞：歯内の平均菌数は母馬に

　：おいて8．42×102CFU／9，子馬において7．57×102CFU／9であり，両者に

　菌数の差は認められなかった。また，一目5頭の糞便内極数の推移を経時的

　に調べたところ，本菌は全期間を通して102～104CFU／9の範囲で分離され

　たが，季節的な忌数の変動は認められなかった。このようにR．四疵は馬の糞

　便内に常在しており，腸内細菌叢を構成する1菌種であることが明らかとな

　つた。

2．　R．θg協の生理・生化学的性状のまとめ

　1）分離株1，195株は参考株NCTC　1621と同一の生理・生化学的性状を示し

　　R．四乙6乞と同定された。

　2）病変部由来40株，糞便由来40株および参考株8株の計88株について，

　生理・生化学的性状23項目および19種類の菌体酵素活性を調べ比較したが，

　分離由来の相違による特徴的な差異は認められず，病変部由来株も糞便由来

　株もおおむね参考株と同様の性状を示した。
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3．　尺四碗の血清群別のまとめ

　1）交差定量凝集反応において・ホルマリン処理抗原を凝集抗原として用いた

　場合・27の抗血清のうち13はホモの抗原とのみ特異的に反応したが，14

　は1～4のヘテロ抗原とも交差反応を示した。一方，オートクレーブ処理抗

　原を凝集抗原とした場合，ホモの抗原と特異的に反応した抗血清は1つのみ

　で・他の26は1～8のヘテロ抗原とも交差反応を示した。このことから，ホ

　ホルマリン処理抗原のほうがオートクレーブ処理抗原よりも株特異性があり，

　血清群別用の抗原として適していることがわかった。

　2）　ホルマリン処理抗原を用いた交差定量凝集反応において，交差反応の認め

　られた14の抗血清はそれぞれに対応する交差反応抗原で吸収操作を行なった

　結果，特異凝集素の存在が確認され，総計27の特異抗血清を得た。　これら

　の抗血清はホモの抗原とのみ反応し，その凝集素価は1：320～1：2，560の

　範囲にあった。また，ホモの抗原を用いた吸収テストにおいて，これらの凝

　集素価は1：20以下に低下し，特異凝集素は完全に除去され抗血清の特異性

　が証明された。これら27の特異抗血清を群別用抗血清とし，血清群1～27

　の番号を付した。

　3）分離株の血清群別を迅速かつ容易に行なうために，スライド凝集反応を検

　討した結果，1：4～1：10に希釈した群別用抗血清とMcFarland　No．10に

　調整したホルマリン処理抗原との組合せで，交差定量凝集反応と同様の特異

　反応が得られ，スライド凝集反応による血清群別が可能となった。

4）子馬21頭の病変部由来374株の血清群別を行なった結果，　全株が群別さ

　れ，その血清群は分離頻度の高い順に，2，4，1，3，8，11，5，6，7および9

　であった。

　　また，病変部における血清群の分布をみると，同一個体由来株でも分離部

　位が異なると血清群が異なったり，同一病変部内に2～4の血清群の異なる

　菌が同時に存在している症例のあることがわかった。

5）母馬と子馬の糞便由来821株の血清群を調べたところ，821株中692株

　　（84．3％）は次の9つの血清群に属していた。すなわち，分離頻度の高い順

　に4，2，11，3，15，8，7，1および14である。また，残りの129株（15．7％）
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　は別の18の血清群に属していた。

　　一方，個々の糞使中に存在するR．四疵の血清群を調べてみると，127頭中

　90頭の糞便から2～すの・残りの37頭からは6～10の血清群の菌が同時に

　分離され，血清群の異なる複数の菌が糞便内に存在していることが明らかと

　なった。

6）NCTCとATCCから入手した参考株8株の血清群を調べたところ，8株中

　5株は血清群4であり，残りの3株は2，12および16にそれぞれ群別され

　た。

7）　Prescottの血清型と著者の血清群を比較したところ，　Prescottの1型は

　著者の血清群4，2型は16，3型は2，4型は12，5型は21，6型は1お

　よび7型は9にそれぞれ一致した。

4．　R．四麗の毒力のまとめ

　1）R．θg爵の6株についてマウスに対するLD5。を調べたところ，108CFU以

　上の株，107CFUの株および106CFUの株の3階級に分かれた。

　2）病変部由来株と糞便由来株のマウスに対する毒力を比較すると，明らかに

　病変部由来株に毒力株が多く認められた（P〈0．01）。

　3）毒力株と非毒力株のマウス体内における増殖態度を調べてみると，毒力株

　　は注射14日後でも104CFU以上の菌が脾臓から回収され，長期間体内で生

　存していた。しかし，非毒力株は7日以降，全く回収されずすみやかに消失

　　した。

　4）毒力株は臨鵡γ・で培養したマウス腹腔Mφの殺菌作用に抵抗し，そのな

　　かで増殖できたが，非毒力株は増殖できず生残率は有意に低下した（P〈

　　0．01）。

　5）　鵠〃乞6γ・で培養した馬の単球内で，マウスに対する毒力株のCE　220は明

　　らかに増殖できたが，同じく毒力株のATCC　33701や非毒力株のNCTC

　　1621およびNCTC　4219は殺菌され，生残率は有意に低下した（P〈0．01）。
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5，結　　　論

　馬におけるR．四疵の生態を調べるとともに，分離株の生理・生化学的性状，

血清学的性状および二二について検討を行ない，以下に述べる成績を得た。

　1）R．口止の選択分離用培地として，ナリジキン酸10．0μ9／初，ノボビオシン

　　12．5μ2／η6，およびシクロヘキシミド20．0μ2／認を添加したNANC培地を作製

　　し，馬の糞便からの本菌の定量培養を可能にした。

　2）NANC培地を用いて，母馬91頭と子馬36頭の糞便からのR．・q疵の定量

　培養を試みたところ，全例から本菌が分離された。二二における平均の二二

　は8．42×102CFU／9，また，子馬のそれは7．57×102CFU／9であり，両者

　に菌数の差は認められなかった。

　3）母馬における本菌の糞便内菌数の推移には季節的な変動は認められず，採

　賦した全期間を通して102～104CFU／9の菌数が得られた。これらの知見か

　　ら，本菌が馬の腸内細菌叢を構成する1菌種であることが明らかとなった。

　4）　R．θq協同定のためのKey　charactersとして，コロニー形状と色素産生，

　部分的な抗酸性，ウレアーゼの遅産生性，糖の非分解性，カタラーゼ産生，

　硝酸カリウムおよび亜テルル酸カリウムの還元が挙げられた。また，API

　　ZYMの本菌同定への応用が可能となった。

　5）病変部由来40株と糞便由来40株との生理・生化学的性状42項目につい

　て比較・検討したが，由来の相違による性状の特徴的な差異は認められなか

　つた。

　6）病変部および：糞便由来1，195株から選抜された27株の抗原関係を交差定

　量凝集反応と吸収テストにより検討し，これらは相互に血清学的性状が異な

　　ることが明らかとなった。また，抗原の特異性は菌体表層の棊膜様物質に依

　存していると思われた。これら27株から調製した特異抗血清を血清群二三

　抗血清とし，血清群1～27の番号を付した。

　7）　1：4～1：10に希釈した群二二抗血清と，McFarland　No．10に調整した

　　ホルマリン処理抗原の組合せでスライド凝集反応を行なうことにより・分離

　株の血清品別が迅速かつ容易にできることがわかった。

　8）子馬の病変部由来374株の血清群は分離頻度の高い順に・2，4・1・3・8・
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　11，5，6，7および9であり・これらに全株が群別された。また，同一個体由

　来株でも・分離部位が異なると血清群が異なったり，同一病変部内に血清群

　の異なる複数の菌が同時に存在している症例のあることがわかった。

g）糞便由来821株中692株（84．3％）は分離頻度の高い順に次の9つの血清

　群，すなわち，4，2，11，3，15，8，7，1および14に属し，また，残りの129

　株（15．7％）は別の18の血清群に属していた。しかも，個々の糞便には2～

　10の血清群の異なる菌が同時に存在していることが明らかとなった。

10）Prescottの血清型と著者の血清群の関係では，　Prescottの1型が著者

　の4群，2型が16群，3型が2群，4型が12群，5型が21群，　6型が1

　群および7型が9群にそれぞれ一致した。

11）R．6g面のマウスに対する毒力は，　LD5。が106CFUの株，107CFUの株お

　よび108CFU以上の株に分かれ，本菌には毒晶晶と非訟力株が存在すること

　がわかった。

12）病変部由来株と糞便由来株のマウスに対する毒力を比較すると，明らかに

　病変部由来株に毒力株が多く認められた（P〈0。01）。　また，同一の血清群

　に属する菌株に毒力株と非毒力株とが認められた。

13）毒力株と非望力株の差異はマウスの網内鼠細胞内における増殖能と関係あ

　ることが，病理組織学的所見や脾臓における増殖態度から明らかとなった。

　また，この事実は，培養したマウス腹腔マクロファージにおいて毒力株は増

　殖できるが，非毒力株は増殖できないことからも裏付けられた。

14）マウスに対する毒力株のうち，CE220は馬の単球内でも増殖できたが，

　他の毒力株ATCC　33701と非毒力株NCTC　1621およびNCTC　4219は増

　殖できず漸減した。

　以上の成績をもとに，馬におけるR．四碗の生態，分離株の生理・生化学的性状，

血清学的性状および毒力について考察を加えた。
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Table l. Source of R. equi

Designation
   of
   ,antlgen

Original
    of
  strain

name

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ll

l2

l3

14

15

16

l7

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

TN-l

CE220

llDKo85

28

24

35

44

46

53

F77

FI05

F231

F487

F539

F490

F492

F502

F504

F505

F30

F33

F52

F76

F203

F335

F424

F542

used for preparation of     .antiserum

,Source

Pulmonary abscess of foal

Pulmonary abscess of foal

Pulmonary abscess of foal ?

Ulcerative colonitis of foal

Nasal swab of foal with pneumonia

Pulmonary abscess of foaZ

Suppurative arthritis of fioal

Suppurative mesenteric lynphadenitis
of foal

Pulmonary abscess of foal

Norrnal feces of mare

Normal feces of mare

Normal feces of mare

Norrnal feces of foal

Normal feces of mare

Norrrtal feces of foal

Normal feces of foal

Normal feces of foal

Norrnal feces of foal

No]rmal feces of foal

Normal feces of foal

Normal feces of mare

Normal feces of mare

Normal feces of rnare

Normal feces of mare

Normal feces of mare

Normal feces of mare

Norrnal feces of mare
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Table 6. Physiological and biochemical
of g. eq!!g,

characteristics

Character Isolates from
lesions
  (4 0) *

feces
 (40)

Reference
 strain
  (8)

Colony
  viscosity

  pigmentation

Gram positiveness

Metachromatic granule
Acid fastness(partial)

Moti1ity

Cytochrome oxidase

Catalase

Xndole

Hydrogen sulfide

Urease

Gelatinase

Caseinase

Hernolysin

Reduction of
   .  nltrate
  tellurite

Synergistic hemoZysis
against Listeria mono-
gcysgE!gl!gEt

Acid from fructose,
maltose, mannose,
rhamnose, sucrose and
xylose

39**(97.

40(100)

40 (100)

 o
39 (9 7. 5)

 o

 o

40 (100)

 o

34 (8 5. 0)

37(92.5)

 o

 o

 o

40(100>

40(100)

27(67.5)

o

5%) 38(95.0%)

40(100)

40(100)

 o

38(95.0)

 o

 o

40(100)

 o

29(72.5)

38(90.0)

 o

 o

 o

40(100)

40(100)

30(75.0)

o

7(87.5?)

8(100)

8 (iOO)

o

8 (IOO)

o

o

8 (IOO)

o

5(62.5)

8 (IOO)

o

o

o

8(100)

8(IOO)

5(62.5)

o

 *

**

Number of

Number oE

    ,straxn

strazn

used.

showing a positive reaction.



Table 7.        ,Enzymatic activitles

by API ZYM

of &･ ggyil,

system

detected

Isolates from
Enzyme lesions

  (40)*
feces
 (40)

Reference
   (8)

    ,straln

phosphatase alkaline

Esterase(C4)

Esterase lipase(C8)

Lipase(Cl4)

Leucine arylamidase

Valine arylamidase

Cystine arylamidase

     .Trypszn

Chymotrypszn
Phosphatase acid

Phosphoamidase

ct galactosidase

B galactosidase

B glucuronidase

or glucosidase

B glucosidase

N-acetyl-B

or mannosidase

ct fucosidase

glucosaminidase

  **34(85.0g)
 l(2.5)
40(!OO)

 o
40(IOO)

40(IOO)

 o
[29(72.5)]

 o
40(IOO)

40(IOO)

 o
 o
 o
 40(IOO)

 30(75.0)

  o

  o

  1(2.5)

29(72.5%>

 l(2.5)
40(!OO)

 o
40(100)

40(IOO)

 o
[31(77.5)]

 o
40(IOO)

40(100)

 o
 o
 o
40(100)

30(75.0)

 o
 o
 4(10.0)

6(75.0%)

l(12.5)

8(IOO)

o

8 (100)

8(100)

o

[5 (62.5)]

o

8(100)

8(IOO) '
o

o

o

8(100)

3(37.5)

o

o

o

*

**

[

Number of

Number of

] : Weakly
    value

stra±n used.

strain showing a positive

 positive reaction, which
1.

     .react:on.

corresponds to API ZYM
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Table IO. Absorbing

     .  antxgen

antiserum

used for

 and cross--reacting

absorption test
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absorbing    .antzserum            'cross-reacting antigen
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24
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Table l5. serogroup distribution o£ &･ -gg31N ±R
 the lesions of 3 diseased foals

Foal No. $ource Serogroup

[ N-2

PulirDnary abscess

rrhrachea

Abscess iR the pulmonary
hilum lymph node

mbscess in che mesenteric
lymph node

Fernoral abscess

Arthritis in the gambrel

2

2r 8

2, 8

2r 8

8

8

           l?ulmonaryabscess-l 4
           Pulmonaryabscess-2 2
            I?ilrronE[ryabscess-3 2,8,9
            lrracheaily$phBode 2r4
            Abscess in che mesenteric                                      8TN-'3            lymph node

            Xliac lymh node 2r 4,5
            COntentsinthejejunum 2,4,5,8
            Contentsinthecaecum 4t8
            (lontenbsinchecolon 2
            Arthiritisinthegambrel ir2t4,8
-'--"---"--pt'----------'----'--'--'---'-'-'-----'---"---ww----'--

TN-4

Pu]irDnary abscess-l

]mbnonary ahscess-2

Abscess in the pulmonary
hilum lymph node

bontents in the stomach

Contents in the jejunum

Contents in the ileum

Contenbs in the caecMm

4,

2,

2

4

2,

4r

2r

9

ll

4

u
4, 8, 9r ll



Table i6. Serogroup distribution

 from feces of healthy

of R.

mares

equz
and

 derived

foals

Serogroup Number of strain
Mare Foal

 1

 2

 3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

l6

17

18

l9

20

21

22

23

24

25

26

27

 27 ( 4.2Z)

 83 (13.1)

 65 (IO.2)

l63 (25.6)

  5 ( O.8)

 14 ( 2.2)

 29 ( 4.6)

 23 ( 3.6)

  7 ( Ll)
  1 ( O.2)

 57 ( 9.0)

  6 ( O.9)

 18 ( 2.8)

 31 ( 4.9)

 52 ( 8.2)

 13 ( 2.0)

  4 ( O.6)

  2 ( O.3)

  3 ( O.5)

  3 ( O.5)

  7 ( l.1)

  7 ( 1.l)

  2 ( O.3)

  5 ( O.8)

  5 ( O.8)

  2 ( O.3)

  2 ( O.3)

 8 ( 4.3?)

24 (13.0)

17 ( 9.2)

41 (22.2)

 2 ( 1.1)

o

 7 ,( 3.8)

19 (IO.3)

 5 ( 2.7)

o

36 (l9.5)

 3 ( l.6)

 2 ( l.1)

 3 ( L6)
 7 ( 3.8)

 1 ( O.5)

 1 ( O.5)

 1 ( O.5)

 1 ( O.5)

 2 ( Ll)
 2 ( 1.1)

o

o

 3 ( l.6)

o

o

o

Total 636 (100g) 185 (IOO%)



Table 17. Varzety

 R. equl

of serogroup distribution of

 found in feces of healthy

 mares and foals

NUrtiber of

fourrd in a
serogroup
 feces

NUmber of

Dtare Foal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

o

10 (ll.O%)

ll (12.1)

18 (19.8)

20 (22.0)

11 (12.1)

 9 ( 9.9)

 8 ( 8.7)

 3 ( 3e3)

 1 ( l.1)

o

9

9

8

5

2

1

!

1

o

(25.0?)

(25.0)

(22.2)

(13.9)

( 5.5)

( 2.8)

( 2.8)

( 2.8)

[[btal 91 (100%) 36 (IOO%)



Table lg. Serogroups

 received
e£

Erom

8 reference strains

 NCTC and ATCC

Reference strain Source Serogroup

NCTC

NCTC

NCTC
NCTC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

l621

4219

5649

5650

6939

7698

7699

iel46

Lung of

Garden

Foal

Lung of

Lung of
?

Pig

Lung of

 foal

soil

foal

foal

£oal

4

2

4

4

4

4

l2

l6
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Table 21. Virulence Of& -9ggEL derived from

   and feces for mice
lesions

Source

Zesion Feces
Serogrowp

Nurriber

  of
strain
exairtLned

Nurriber

  of
virulent
strain

NUrTiber

 of
stram
examined

Nt!mber

 of
virulent
strain

l

 2
3

4

5

6
7

8

9

10

u
12
13
14
l5
l6
l7
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

3

15
2

12
1
1
2

4

2

5

1
12
l
8

1
l
2

4

2

o

6

14
8

11
3

2

3

7

2

1
4

3

2

1
2

3

1
2

i
1
3

1

1
x
1
1
l

1
6

o

o

o

o

o

6

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o
o

o
o

o

o

o

To tal 47 32 (68.1?) 86 13 (15.lg)



Table 22. Viruienee of 15

          for
 reference

rnlce

strams

Straxn Source Serogroup Virulence

NCTC

NCTC

NCTC

NCTC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

ATCC

1621

4219

5649

5650

6939

7698

7699

10146

33701

･337O2

33703

33704

33705

33706

33707

Lung of foal

Garden soil

Foal

Lung of foal

Lung of foal
?

Pig

Lung of foal

Lung of horse

Skin of dog

Lymph node of

Lymph node of

Lymph node of

Lung of horse

Abscess of man

 ,pxg

pzg
 .pzg

4

2

4

4

4

4

12

16

 4

16

 2

12

21

 1

 9

+

+

+

+

+

+

+

+
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Fig. 1. R. equi

    ma teria1

    outside

strain CE220

 showing as

of the outer

 with the

globular

 membrane

 capsuZar

arrangernents

. x50,OOO.



Fig. 2.

e'i,1'

Appearance

mucous and

NANC mediurn

diluted to

of characteristic larger

slirny colony of R. equi on

 inoculated with foal feces

1:l,OOO.
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Fig. 4. A smear of R.

   acid-fastness

   rnethod. x

equi showing a

stained by the

750.

partial

Kinyoun's
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Fig. 5. Sheep blood agar plate, showing the

synergistic hemolysis phenomenon of

Listeria rnonocytogenes and R. equi.

Ll: L. monocytogenes strain Ll used as

an indicator strain.

Strains C5, C12, C24, C28, C35, C39 and

C40 of R. equi showing a positive syner-

gistic hemolytic activity, and strains Cl,

C3, C14, C38 and C41 negative.
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Fig. 8. The seetion of the liver of a mouse at

2 days after intravenous injection with

R. equi strain CE220.

Kupffer's cells are filled with rod-shaped

bacteria. Gramstain, xl,200.
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