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要旨

　本研究においてはまず最初に、当研究室からの以前の宮澤らの報告（Miyazawa璽墨．，

1995）の後、即ち1994年～1996年に日本で分離されたウマ伝染性子宮炎起因菌であ

る幽鍵の「新しい日本の分離株」21株について“ジェノタイプ　J”

に属するか否かを明らかに関する解析を行った。その結果、これら新しい日本のエ

鍵分離株21株のそれぞれの△理1と迦1で消化後のpulsed－5eld　gel

electrophoresis（PFGE）のプロファイルは、日本の分離株であるEQ59のそれと全く

同一であることが明らかとなった。また、これらはNCTCIU84T及びとKentucky　l　88

のCFGEプロファイルとは明らかに異なっていた。それ故に、これら21株とEQ59

は同一の“ジェノタイプJ”に属することが明らかである。この様に、“ジェノタ

イプ　J”は1980年置1996年に日本で分離されたエ塾株の共通した唯一の

ジェノタイプであることが明らかとなった。

　次に世界の、ヨーロッパ7ヶ国と、オーストラリアで分離されたCEMの原因菌で

あるエ鎚株74株を△理1と血1で消化後、PFGEの手法を用いてDNAジ

ェノタイプ解析を行った。

　まず、外国株であるベルギー、イギリス、フィンランド、ノルウェー、フランス、

スウェーデン、スイスそしてオーストラリアのウマから採取された：L幽の

分離株61株は、PFGEによって20のジェノタイプにサブダイビングされることが明

らかとなった。即ち、ベルギーのウマから採取された株では、2つの分離株は2つの

ジェノタイプに、イギリスでは15の分離株は9つのジェノタイプに、フィンランド

では2つの分離株は2つのジェノタイプに、ノルウェーでは8つの分離株が1つのジ

ェノタイプに、フランスでは10の分離株が2つのジェノタイプに、スウェーデンで

は5つの分離株が3つのジェノタイプに、スイスでは12の分離株が3つのジェノタ

イプに、そしてオーストラリアでは7っの分離株が3っのジェノタイプにそれぞれサ

ブダイビングされた。

　2つのイギリスの分離株（Eng　6とEng　9）と4つのフランスの分離株（Fr・4、　Fr－6、

Fr－9、Fr－10）はアメリカのプロトタイプ株であるKentucky　188のCFGEプロファイル

と同一であると判断された。この様に国を超えて存在する共通のジェノタイプに関し

ては、ベルギーとイングランドの間の5つの分離株（Bet266－5923、Eng　1、Eng　2、

Eng　3、　N217－79）、そしてフランスとスイスの問の10の分離株（Fr－1、　F卜2、Fr－3、



F卜5、F卜7、　FF8、swi－1、　swi－2、　swi－3、　swi－6）でもそれぞれその存在が明らかとな

った。

　更に今回はじめて、フランス、スウェーデンそしてスイスの3ヶ国の雄ウマより分

離されたエ甦株12株についてPFGE解析を行ったが、CEMの雌ウマより分

離されたエ鍵株の場合の同様の解析と同等の有効性を示す結果が得られる

ことが明らかとなった。又、スウェーデン及びスイスで分離されたstreptomycin（SM）

感受性の11株のゲノムDNAについて、　CFGEを用いた解析を行ったところ、これら

2ヶ国の合計17株の6っのジェノタイプそれぞれはSM耐性かSM感受性のどちら

かの単一の表現型を示すことが明らかとなった。

　なお、今回の研究で用いられたエ幽株は、エ鍵の16SrDNA
に特異的なプライマー対（Miserez引墨．，1996）を用いたPCRによってDNAレベル

でエeui　enitalisであることが同定されたものである。

　さて、PFGE法以外でも、いくつかのジェノタイヒ。ングの手法が病原細菌の株間の

識別を行う上で有効であることが報告されている。そこで次に、今回の解析に用いた

PFGE法が、エ幽の株間を識別する際に、他の異なる2つの代表的なジェノ

タイピンぐグ法、即ちrandoln　ampli飴d　polymorphic　DNA（RAPD）とamplified　rDNA

restdcdon　analysis（ARDRA）に比べてより大きな識別能力を有するか否かを明らかに

することを初めて試みた。

　ゲノムDNAを△饅1および巡1を用いてそれぞれ消化後、　PFGEによって8つの

ジェノタイプにサブタイプされることが今回の研究で明らかとなったエ幽

株の8株（NCTC11184T、　Kentucky　188、　EQ59、　Aus　1、　Eng　10、　Fd、　Swi－5、　N－187）

を選んで、次の研究を行った。まず、これら8株は、何種類かの異なるプライマーを

用いて、RAPDによって、6～7つのサブタイプに分けられた。一方、　PCRで増幅さ

れた、1，500bp断片を△璽1と迦1を含む5種類の制限酵素をそれぞれ用いたの制

限消化後のARDRAでは、これらエ幽8株のゲノムDNAレベルでの差異

を識別することは出来なかった。

この様に△陞1と巡1そしてPFGEを用いた方法はエ鍵の株間のサブダイ

ビングの手法としては、RAPD法よりもすぐれていることが初めて明らかとなった。

又、ARDRA法はエ鍵分離株間のゲノムDNAレベルでの差異を識別する能

力を有していないことが示唆された。



　次に、：L鯉の皿オペロンの構造を明らかにし、これらの配列情報が、三

三＿の分子同定、分子識別及び系統分類学に有効であるか否かを明らかにす

るためにまず16S　rDNAについて解析した。

　その結果、日本、アメリカ、イギリス、オーストラリアそしてフランスで分離され

たエ鍵20株での、ほぼ全長に渡る16S　rDNAの決定された配列の差異はわ

ずか8ヶ所であることが初めて明らかとなった。更に、現在までに他の研究グループ

によってデータベース上に公開されている3例を加えて23例の配列においてもその

差異は12ヶ所（99．5％以上）であった。この様な事実はエ鯉の16S　rDNA

は極めて高い配列の類似性を特徴としていることを強く示唆している。

　又、近年の細菌種の分子同定の基準の1つである、16S　rDNAの配列の3％以上の

差異という境界値は甦属の2っの種内及び種間では相当せず、最近報告され

た髄L種のいくつかに次ぐ1つの事例であることが示唆された。更に、こ

れら：L幽の16S　rDNAの配列は情報を基にエ甦、：L　asini　enitalis

を始め、β一p一に属するこれらの近縁種との問での進化的距離を求め系統

樹を作成した。その結果、エ幽と：Lasini　enitalisに最も近縁な細菌種は、

塵鑓及びBrackiella幽であることが明らかとなった。
　一方、NCTC11184T、　Kentucky　188そしてEQ59株をはじめ13株の工鍵

株の16S－23S　rDNA　intemal　specer　region（ISR）領域をPCRで増幅し、クローニング、

シークエンシングしたところ、いずれの株においても約920塩基対のISR－Aと約830

塩基対のISR－Bの2種類のISRが検出された。　ISR内には、　ISR－A、及びISR－Bとも

に、いずれの株においても29塩基対をはさんでtRNAIIe遺伝子とtRNA曲遺伝子がこ

の順番に並んでいることが明らかとなった。更に、ISR－A及びISR－Bともに、配列の

株間での配列類似性を調べた所、ISR－Aでは98．5－99．7％であり、ISR－Bでは98．9－99．9％

であった。この様なISRの配列に関する結果は、：L　e　ui　enitalisのISR－A及びISR－B

の決定された塩基配列情報がエ幽株間の分子識別に有効であることを強く

示唆している。



Summary

     At present, the molecular biological studies were carried out on the isolates of

wT lorella equlgg!}l!tajisl as an important pathogen for contagious equine metritis isolated in

Japan and in the world.

     The study was first canied out in order to examine whether "the identical Genotype J"

couldbedetectedamongthenewlycollected21isolatesof ZgguiggultLg!lsl isolatedbetween

1994 and 1996 in Japan, as same as the previous study using more than one hundred isolates

isolated from 1980 to 1993 reported from our laboratory (Miyazawa pt &1., 1995) or not. The

respective pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) profiles ofthe 21 new Japanese isolates, as

well as those of a Japanese prototype strain of EQ 59 used as a reference strain after

separate digestion with the two restriction enzymes, !Apa I and Not I, were essentially

identical but differed from those of !1. gtggiggpi!a!lstal NCTCII184T and Kentukcy

188.Therefbre, the 21 isolates and EQ59 appeared to have a common "Genotype r'.

ConsequentlM no isolates of!. e ui enitalis with any genotype other than "Genotype J" may

have reached Japan from 1980 to 1996 and the isolates with the "Genotype r' have survived

in Japan since the first entry of contagious equine metritis into Japan.

     in Belgium, two genotypes were' detected between two isolates, in England nine

genotypes among 15 isolates, in Finland two genotypes between two isolates, in Nbrway one

genotype among eight isolates, in France two genotypes among 10 isolates, in Sweden.three

genotypes among five isolates, in Switzerland three genotypes among 12 isolates and in

Australia three genotypes among seven isolates.

     1:wo English isolates (Eng 6 and 9) and fbur French isolates (Fr"4, -6, -9 and -10) gave

identical PFGE profiles to those of the American strain, Kentucky 188. A common genotype

was also demonstrated in five isolates (Be1266-5923, Engl, Eng2, Eng3 and N217-79)

between Belgium and England, as well as a common genotype in 10 isolates (Fr-1, -2, -3, -5,

-7, -8, Swi-1, -2, -3 and --6) between France and Switzerland, respectively

    Twelve isolates obtained from male horses in France,- Sweden and Switzerland

demonstrated the equal availability for PFGE anlysis of genomic DNA to that ofisolates from

female horses. Genomic DNA from eleven streptomycin (SM)-susceptible isolates obtained in

Sweden and Switzerland were classified as four genotypes by PFGE. Each of the six



genotypes deterrnined among the 11 isolates from the both countries had a single phenotype

of resistance or susceptibility to SM.

     The strains used in the present study were identified as [[. gggigeql!ta!!sl by polymerase

chain reaction (PCR) using a primer pair specific for the 16S rDNA of!. gguiggpi!tq!lsl .

     The eight strains that were classified into eight genotypes by the PFGE were chosen

for the finther investigations. The eight strains were classified into six to seven types by

random amplified polymorphic DNA analysis (RAPD) by using different kinds of arbitrary

primers. Amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) after separate digestion with five

restriction enzymes, including Alu I and Mbo I, of the 1,500 bp fragment of nearly-full length

iDNA amplified by PCR did not discriminate the genomic variabilities among the eight

strainsofZ.ggy!gg!!It!a!lsal ･

     ConsequentlM PFGE was demonstrated to be more discriminatory than RAPD and

ARDRA being proven to be unavailable, subtyping !. e ui enitalis in the present study

     Then, cloning, sequencing and characterization of nearly-fu11 length 16S rDNA and

16S-23S rDNA internal spacer region (ISR) from isolates of!. gg!ligg!!l!tg!lsl were carried out

in order to clarify the stmcture ofribosomal RNA(!m)operon of!. gg!!lgg!!l!tg!isl and ifthese

sequence infbrmations ceuld be applicahle for molecular idemification, molecular

discrimination and taxonomic analysis. Firsg nucleotide sequencing and analysis of nearly-

fu11length16SrDNAfromthethreestarainsofX.ggglgpt1!!ta!is,1 namelyaBmishtype.strain

(NCTCI1184T), an American prototype strain (Kentucky 188) and a Japanese isolate (EQ59)

fo11owing PCR amplification were perfbrmed. TThe prirner set fbr 16S rDNA amplified an

amiicon of about 1,500 bp in Iength for the all strains, respectively. Sequence differences of

the nearly-fu11 length 16S rDNA among the strains occurred at only a few nucleotide positions

(nps) and therefore, an extremely high sequence similarity of the 16S iDNA was

demonstrated among these three strains.

   Furthermore, the isolates of !. gtgy!gg!!!!g!iui ta sl which had been isolated in Japan (nF6),

Australia (n=7) and France (n=4) were subject to clone, sequence and characterize the

nearly-ful1 length 16S rDNA.The nucleotide sequence diffk:rences vvere demonstrated at the

five !oci in nearly-full length 16S rDNA ameng 17 isolates (EQ70NFFIO) isolated in Japan,

Austrqlia and France, Moreover, 12 polymorphic sites occurred among 23 sequences of 16S



rDNA including the three sequences examined above and the three reference sequences

(X68645,AF29712,AF29713).

   ConsequentlM in the present studM a highly sequence similarity (99.5% or more) with the

nine polymorphic sites ofthe 12 being from the no 138 to the tota1 23 sequences of16S rDNA

of!. eq, gigg!!l!ajltal s.

   When a phylogenetic analysis was perfbrmed based on the sequence infbrmations of the

nearly fu11-length 16S rDNA ofZ e ui enitalis, as well as the referenced 16S rDNA sequence

from some other related organisms, a close phylogenetic relationship between !. gguigptzi!tajlsl

and!.!t!si!!igg!l!!ajiii ta1 wasdemonstrated.Moreoveg!tlg!ls!ggalt geu!ppqgaisolatesnewlyisolated

from infected respiratory tracts ofpegions and Brcackiella ggdt!pg{ljsd that cause endocarditis

of cotton-topped tamarin (Stgg!ll!!s!s oecdi us were demonstrated to belong the B -subclass

as the closest neighbour of!. ggglgg!!i!ta!isl by the 16S rDNA sequence.

   In addition, the primer set for 16S-23S rDNA ISR amplified two amlicons of about 1,300

bp and 1,200 bp in length for each strain. When the two amplicons were cloned, sequenced,

and compared, respectivelM the ISRs were estimated to be about 920 bp in length fbr large

ISR-A and al)out 830 bp fbr small ISR-B, in different sizes. Thus, !. gg!!igg!ll!ta!isl was

suggested to carry at least two gp operons in the genome.

   Moreoveg only minor sequence differences were demonstrated between the ISR-A and

ISR-B from the strains of NCTCII184T, Kentucky 188 and EQ59, respectively A typical

order of the intercistronic tlllNIAs with the 28 nucleotide spacer of 5'-16S rDNA-tRNAlle-

tRNAAia-23S rDNA-3'was first demonstrated in the all ISRs.

  Furthermore, a similar sequence and characteristic feature ofthe 16S-23S rDNA ISRs from

the 10 isolates of !. e ui enitalis isolated in Australia (n= {2), England (n==1), France (n==1),

Norway (n =1) and Japan (n==5) were obtained as those ofthe three starains described above.

   The ptesent results may possibly suggest that the ISRs could be similarly usefu1 fbr the

discrimimation amongst the isolates of !l. e ui enitalis to the PFGE procedure, if the

sequencing is employed.



序文

　ウマ伝染性子宮炎（contagious　equine　metdtis；CEM）は、幽幽

を起因菌として発症するウマの細菌性生殖器感染症の1つである。CEMは膣から

の多量の浸出液の排出を主な特徴とし、交配によって、伝播する極めて伝染性の強

い生殖器感染症である。CEMは1977年にCrowhurstによって、英国で初めて報告

（Crowhurst，1997）され、その原因となるのは、三二鑓＿である

と、1978年にTaylorらによって最：初に記述された（Taylor璽垂，1978）。それ以

来、わずか3年の間にこのウマの『性病』は欧州各国（Caner，1979；Mumme　and

Ahlswed，1979；Powell璽垂，1981）、アメリカ合衆国（Swerczek，1978）、オー

ストラリア（Hughes二二，1978）やブラジル（Brewer，1983）などの世界の主要

なウマ産出国で相次いでその発症が確認された。その後、世界各国で本起因菌の清

浄化の取り組みが進んで来たが、1990年代の後半になってトルコ（Ozgur越塾，

2001）で、2002年になってイギリス（Anonymous，2002a；Anonymous　2002b；Jackson

壁貼，2002；Moore重三，2003）で、それぞれCEMとその起因菌の発生が確認

されている。この様に、CEMは依然として散発的に発生していることは明らかで

あり、それ故に本疾病はウマの繁殖とその産業上、潜在的な驚異となり続けている。

　なお、旦鐘は、1983年にSugimotoらによって鋤鍵
への変更が提案され（Sugimoto璽4，1980）、承認され（Sugimoto璽貼，1983）今

日に至っている。

　日本では、1980年のウマ繁殖シーズンに北海道日高地方の軽種馬の間で初めて

その発症が確認された（Sugimoto璽垂，1980）。それ以後、　CEMは繁殖馬の間に

常在化し、その結果、日本では競走馬サラブレッドの生産に被害をもたらした。ま

た、本疾病とその原因菌呈幽＿は、多くの国々のサラブレッド以外の血

統のウマでも検出されている（Ter：Laak二二，1989）。

　本菌の血清学的弓別に関する報告はなく、世界各地で分離され、調べられた株の

血清学的性状は、均一とされている（Croxton－Smith旦垂，1978；Taylor璽4，1978；

Benson璽4，1979；Femie璽墨，1979）。この様に、　CEMとその起因菌である

工．鐘は、特に競走馬サラブレッドでの発生、伝播が顕著で注目されてい

るが、従来、本菌種の分子生物学的性状に関する報告は少なく、また、本生物種の

血清学的あるいは生物学的ダイビング等に関する報告はなかった。それ故に、本三
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種の分子生物学的性状の解析と共に適切な手法を用いたダイビング法の確立が、本

菌及びCEMの発生と伝播の機構を科学的に解明するためには急務となっていた。

　この点に関しては、1990年のBleumink－Pluym（Bleumink－Pluym豊延．，1990）

らの報告と当遺伝子生物学研究室及び分子生物学分野のこれまでの報告（Matsuda

璽鉱，1994；Miyazawa璽旦L，1995）で、適当な制限酵素とfield　inversion　gel

electrophoresis（FIGE）または、　pulsed－field　gel　electrophoresis（PFGE）を用いたゲ

ノムDNAレベルでの解析が：L　e　ui　enitalisの株間の識別に有効である可能性が示

唆されている。

　そこで、筆者は本四：L幽のゲノムDNAレベルでのゲノム解析、　DNA

分子ジェノタイピング、そしてそれに基づく分子疫学の基礎的解析に関わる研究を

行うことを目的として本研究を開始した。本研究においては日本、ヨーロッパの各

国、そして、オーストラリアで分離されたエ血忌を用いて得られたPFGE

・レベルでのゲノム解析とそれらを用いた分子ジェノタイピングの結果についてま

ず報告する。

　なお、CEMとその起因菌であるエeui　enitalisは1977年に英国で初めて報告

され、その後、臨床上異常を示さない保菌馬であるサラブレッドの繁殖用雄馬の人

為的な世界的輸送による種付けに起因して、わずか数年の間に世界中のサラブレッ

ト馬にまん延したと考えられる。それ故に、1977年を起点としてその後の20数年

間の世界を舞台としたCEMとエ鯉の発生と伝播の機構の解明は『疫学

の基礎的研究』のモデルとなり得るものと筆者は考えた。

　エ．甦の同定のための手法については、従来の伝統的な細菌学的手法に

加えて近年、ゲノムDNAレベルでの迅速で確実な分子生物学的手法がいくつか開発

された（Miserez璽垂，1996；Anzai璽墨，1999；安斉了ら2001）。そこで筆者

は次に、16S　rDNAを標的としたエ鍵特異的プライマーを用いて今回用

いたすべての菌株がエーであるか否かを分子生物学的に同定すること

を試みた。

　いくつかのジェノタイピングの手法が病原性細菌の株間識別を行う上で有効で

あることがすでに報告されている（Gomez－Lus篁4，1997；Ra地rty璽貼，1998；

Savor璽貼，1998；＼々m　Der　Zee璽墨，1999）。特に、　pulsed哨eld　gel　electrophoresis

（PFGE）、　random　amp1田ed　polymorphic　DNA（RAPD）、そして、　amplified　rDNA
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restriction　amlysis（ARDRA）などは、病原細菌の株間の分子識別を行う上で大変

効果的であると報告されている（Gomez－Lus璽4，1993；Wada三三，1994；

：Liebisch　and　Schwarz，1996；Chetoui皇空4，1997；Raffヒrty璽旦L，1998；Savor重

三，1998；Van　Der　Zee亘墨，1999）。しかし、エ鍵しについては、　PFGE

及びFIGE以外の手法を用いたゲノムD：NAレベルでの株間識別に関する報告はな

かった。そこで本研究では、次に、今回初めて、上述したいくつかの手法を用いて

得られた解析結果を、PFGE法のそれと比較検討することを試みた。

　16S　rDNAをはじめとしたりボゾームRNA（㎜）オペロンの塩基配列情報は細菌

種問の識別即ち同定、株間の分子識別と共に系統分類学的研究にも有効である事例

が近年報告されている（W6isburg篁鉱，1991；Ble㎜ink－Pluym璽aL，1993；Gurtler

and　Stanisich璽墨，1996；Garcia－Martinez璽貼，1999）。そこで、筆者は次に

エeui　enitalisの分子生物学的性状を明らかにする目的の1つとしてエ

eui　enitalisの皿オペロンに着目して、そのDNAレベルでの構造の解析を行うこ

とを試みた。筆者が本研究を開始するまでには、：L塾の廃品ペロンに

関しては、Bleumink－Pluym（1993）らのNCTC11184T、　N480／82、　N610／88株の16S

rDNAの塩基配列が決定されており、そして、これら3株の配列はすべて同一であ

るとされていた。また、■鎚の16S－23S　rDNA　ISRの解析に関する報告

は全くなかった。そこで、筆者はエ甦株の16S　rDNA及び16S－23S　rDNA

ISRに着目して、これらをクローン化し、そして塩基配列を決定しその構造を明ら

かにすると共にそれらが、一面の分子同定、分子識別更には系統分類学

に有効であるか否かを明らかにすることを目的として研究を行った。
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材料及び方法

1．菌株と培養法

　今回の研究に用いた、世界で分離された：L幽株はTable　1に示されて

いる。なお、本甲の基準株はエ鍵NcTc11184丁株である（Taylor篁塾，

1978）。Kentucky　188株はアメリカ合衆国ケンタッキー州で1978年の2月下旬か

ら3月上旬の問に、初めてCEMが発生した際（Swerczek，1978a：Swerczek，1978b）

に分離された株のひとつで、現在に至るまでアメリカ合衆国での分離株のプロトタ

イプとして広く用いられているものである（Bryans　and　Henddcks，1979）。　Kentucky

188株は1978年6月にUniversity　of　KentuckyのDL　T．　Swerczekから日本のDL

Koh　Kawamata，　Equine　Health：Laboratory，　Japan　Racing　Association，に分与され

たものである。また、日本での分離株であるEQ59株は、杉本らによって1980年

の5月に分離され、既に細菌株の脂肪酸組成、生化学的性状および核酸相同性試験

などの結果からエ甦に分類された株（Sugimoto璽垂，1980；Sugimoto

璽重，1983）のひとつで、本研究ではこのEQ59株を日本でのプロトタイプとし

て用いた。なお、今回の研究に用いた「1994年～1996年の間に新たに分離された

新しい日本の分離帯」21株のすべてをTable　1に示した。

　細菌細胞の培養は、5％の割合に馬脱繊維素血液を加えて作出したユーゴンアガ

ー（11230BB：L，　Eugonagar）を用いて微好気的条件下、チョコレート寒天培地上

で、37℃で3日間行った。

2．アが一門スブロック法によるDNAインサートの調製

　アが園丁スブロック法は細胞をアガロース中に包埋することで、物理的なDNA

の断片化を最小限に抑え、無傷（intact）の状態のままで染色体ゲノムDNA標品を

抽出・精製することができる方法（Schwartz　and　Cantor，1984）である。まず、平

板培地上に生育したコロニーから2白金耳増分の細菌細胞を集回し、それをPett

IV（10　mM　Ths－HCI，　pH　7．5，1MNaC1）溶液5m1に懸濁した。それを4℃、

10，000rpmで10分間遠心した後に、上清を捨て、沈査に再びPe廿IVを加え四壁濁

し、この洗浄操作を3回行なった。その後、洗浄された沈査に4mlのPe廿IVを加

え懸濁した。この懸濁液と低融点アが開山ス（lncert　agarose［FMC］USA；最終濃

度を1％に調製）を5：8の割合に分取・混私し、混合液をインサートモールド（フ

ァルマシア社製；100μ1）中にすばやく分注した。これを一20℃で5分間静置した
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後に、4℃で1時間静置して固形化した。次に、ブロック内に包埋された細菌細胞

をスエロプラスト化するために、EC　lysis（6　mM　Tris－HCI　pH　7．5，1MNaCl，

100mM　EDTA，0．2％デオキシコール酸ナトリウム0．5％ザルコシルNL30）を

0．25m1、1ysozyme（100㎎／m1）を2．5ml、そしてRNase（10㎎／ml）を0．5μ1

取り、それぞれを15mlのチューブに注入し、ついでインサートモールドから取り

出したアガロースブロックを入れ、よく混合した後37℃で一夜反応させた。反応

終了後、チューブ内の溶液を捨てた後に、ESP（0．5MEDTA，　pH　9．0，1％N一

：Lauroyl　Sarcosine，1mg／mlのproteinase　K）溶液を加え、さらに50℃で二日間反

応させることでブロック内のDNA以外のすべての細胞由来の物質を分解させた。

ついで、制限酵素反応の阻害になるチューブ内のproteinase　Kを不活性化させるた

めにproteinase　Kの阻害剤であるphenyl　methyl　sulfbnyl伽oride（PMSF）を最終濃

度200μg／mlとなる様に加えたTE（10　mM　Ths－HCI　pH　8．3，1mM　EDTA．）溶

液を1ブロックにつき1mlを用いて、2時間おきに3回ブロックを洗浄した。次

に、PMSFの除去のためにTE溶液のみでさらに2時間おきに3回ブロックを洗浄

し、調製を完了したアガロースブロックをTE溶液中で4℃で保存した。

3．’ ｧ限酵素によるゲノムDNAの消化反応

　今回のPFGE法のためのゲノムDNAの消化反応に用いた制限酵素（宝酒造（株）

滋賀；東洋紡績（株）大阪）とその認識配列はTable　2に示されている。酵素反応

はエッペンドルフチューブ内に、通常は25μ1のアガロースブロック（1／4ブロッ

ク）と10－15ユニットの制限酵素を含む反応溶液（100μ1）を加えて4時間行っ

た。なお、反応溶液や反応温度などの条件に関しては酵素の販売元の指示に従って

設定した。

4．PFGE法によるゲノムDNA消化断片の分離分画

　従来のアガロースゲル電気泳動では数十KbpまでのDNA断片の分離は可能であ

ったが、それ以上のサイズのDNAではアガロースゲルの網目構造中での分子ふる

い効果がなくなり、不可能であった。ところが、複数の電極を用いて交互に電気泳

動を行えば、ゲル中の巨大DNA断片は、泳動中垂直方向に新たな電場がかかり、

自身の：負電荷によりその電揚の向きを変えようとする。巨大なDNAほど網目構造

中での方向転i換に要する時間が長くかかるので相対的に次の移動に使える時間が

短くなり、その結果分子量に従って分離することが可能となる。これが新たに開発
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されたPFGE法の原理である（Schwartz　and　Cantor，1984）。　PFGE法には

field－inversめn　gel　electrophoresis（FIGE）法、　rotay　gel　electrophoresisなどいくつ

かの変法がある（Southern　and　Elder，1995）。

　本研究では、制限酵素反応後のゲノムDNAの消化断片の分離分画にはArTO社

製のpulsed一門d　gel電気泳動（PFGE）装置を用いて行った。この装置は円形な回転

式ゲルシステムを採用していることを特徴としている。まず、水平なガラストレー

上に作成された1．5％アガロースゲルのウェル内に1／4ブロックのDNA試料を挿

入し別のアガロースで空間をシールした。その後、180Vの定電圧に設定し、0．5

×TBE（44．5mM　ms－HC1，44．5mM　Boric　acid，1．25血M　EDTA，　pH　8．3）の

緩衝液を加え温度を12－13℃に保持して、電気泳動時間を23時間、パルスタイム

を20－30秒の条件下で電気泳動を行った。電気泳動後のゲルはethidi㎜bromide

（1μg／ml）中で染色し、　UVトランスイルミネーターで紫外線を照射して観察し、

必要に応じて写真撮影を行った。制限消化断片のサイズの算出は、同時に電気泳動

されたYeast染色体DNA、λラダーDNAおよびλDNA紐ηd皿digestの3種類の

DNAサイズマーカーの移動度と比較することで算出した。

5．エeui　eni励s株のPCR法によるDNA分子レベルでの同定

　Miserezらによって、16S　rDNAを標的としたエ幽の分子生物学的同

定のために構築されたプライマー（Miserez璽垂，1996）（Fig．1）を用いてPCR

を行い、エ旧株から抽出されたゲノムDNAを鋳型としてエ旧
株の分子同定を行った。PCR溶液中には、以下の成分が含まれ、滅菌蒸留水（D．W．）

を加え全量を50μ1とした。即ち、10mM　Ths－H：C1、　pH　8．3、50　mM　KC1、2．5

mM　MgC12、400　uM　deoxydbonucleoside　triphosphate、各々1uMのプライマー、1

UのEXTaq　DNA　polymerase（宝酒造（株））である。　PCR反応は、92℃で2分間

の変性、55℃で1分間の会合、72℃で2分間の伸長を25回繰り返して行い、最後

に72℃で7分間の後処理操作を行った。このPCR産物を1．5％アガロースゲル中

で、室温で100V、0．5XTBE緩衝液を用い、サブマリン型電気泳動装置（（株）

マリソル、東京）を用いて、電気泳動を行った。

6．DNA分子レベルでの同定のためのPCR法に用いる鋳型DNAの調製法

　あらかじめ作成されたアガロースブロックに滅菌D．W．を加えブロックを加熱

溶解させた後、すばやく2．5倍量の99．5％のエタノールを加え、一20℃に一晩静置
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した。次に、10，000rpm、4℃で20分問の遠心操作を行い、上清を捨てた後、風

乾させ得られたDNA試料をTE溶液に溶かし、鋳型DNAとした。　DNAの濃度は

260㎜の吸光度より算出した。

7．1Random　ampliHed　polymorphic　DNA（RAPD）解析

　RAPD法は10　mer前後の短いarbitralyに（任意に）設計された1つのプライマ

ーを用いて、鋳型とするゲノムDNA上の多くのプライマーに相補的な部位からの

PCR反応を弛緩した条件で開始し、増幅された多くのPCR産物の電気泳動パター

ンに基づいて生物種間、株間の識別を行おうとするものである。そこで今回の

RAPD解析には、　Table　3に示されているプライマー一1281、プライマー1283、プラ

イマー（オ92、プライマーBG2、プライマーERIC　IR－1そしてプライマーERIC　IR－2

の6種類を用いた（Table　3）。　RAPDのためのPCR反応には、反応溶液（10　mM

T廊一HC1、　pH　8．3、50　mM　KC1、　2．5mM　MgC12、10　mM　dNTPs）に20　pM

のプライマー、600ngの鋳型DNA、1UのTaq　DNA　polymeraseを加えた。　PCR

反応は、PE㎜ELMER（プネウム（株）、埼玉、日本）社のGeneAmp　PCR　System

2400を用いて行った。まず第1段階として、94℃で5分間の変性、36℃で5分間

の会合、72℃で5分間の伸長反応を4回繰り返して鋳型DNA分子を増やす操作を

行った。次に、第2段階として、♀4℃で1分間の変性、36℃で1分間会合、72℃で

1分間の伸長反応を1サイクルとして、その操作を30回繰り返して行い、最後に

72℃で10分間の後処理を行った。

8．RAPD産物の電気泳動による解析

　PCRによるRAPD産物の電気泳動による解析のために、100　Vの定電圧下で、

0．5×TBEの緩衝液を用い、2％アガロースゲル中で、サブマリン型電気泳動装

置（（株）マリソル）を用いて、約2時間の電気泳動を行った。電気泳動後、ゲル

をe二二㎜bromide（1μ9／ml）で染色後、　UVトランスイルミネーター下で紫外線

を照射して観察し、写真撮影を行った。

9．Amplified　rDNA　restriction　analysis（ARDRA）

　ARDRA法は、16S　rRNA遺伝子増幅用の1対のPCRプライマーを用いて16S

rDNAを増幅後、適当な制限酵素を用いてその16S　rDNA増幅産物の消化反応を行

った後に、電気泳動を行いそのパターンの差異を比較するものである。本法では、

あらかじめ16S　rDNAの塩基配列をアライメントし、配列上の差異を適切に識別し
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うる制限酵素の選択が必要となる。ARDRA法を用いたエeui　enitalis株の16S

rDNAの約1500　bpの断片を増幅するように構築されたプライマー対は、　Weisburg

（Wdsburg山高，1991）らによって構築されたものである（Fig．1）。　PCR後に

増幅産物を制限酵素△厘1、夏壁HI、幽1、堕Ω1そして迦1を用いてそれ

ぞれ消化反応した。反応は販売元のプロトコールに明記された詳細な条件に従って

行った。制限消化されたDNAを、7％ポリアクリルアミドゲルを用いて0．5×

BE中で75　Vで4－5時間電気泳動した。

10．16S　rDNA及び16S－23S　rDNA　ISR増幅のためのプライマー一

　ほぼ全長に渡る16S　rDNA及び16S－23S　rDNA　ISRを増幅するために用いられ

たPCRプライマー及びその塩基配列をFig．1に示した。

11．16S　rDNA及び16S－23S　rDNA　ISR増幅のためのPCR反応

　PCR反応液は鋳型DNA　O．3μg、0．1mM　dNTP　mix加re、　PCR緩衝液（10　mM

Tris－H：Cl、　pH　8．3、50　mM　KCl、1．5mM　MgC12）、プライマー各20　pmol、　EX肱g

DNA　polymerase　O．5U（宝酒造（株））及び滅菌D．　W．を加えて全体を25　u1とし

た。PCRは、94℃で5分間の前熱変性処理を行った後に、鋳型DNAの熱変性を94℃

で2分間、プライマー会合を55℃で1分間、プライマー伸長反応を72℃で2分間

からなる3ステップを30サイクル繰り返し、最後に再び伸長反応を72℃で10分

間行った。

12．PCR反応によるほぼ全長に渡る16S　rDNA及び16S－23S　rDNA　ISR増幅DNA

断片の確認と目的のDNA断片の抽出

　PCR反応終了後、その反応液のうちそれぞれ2μ1を100　Vの定電圧下で0．5×

BE緩衝液を用いて1，5％アガロースゲル（agarose　LO3；宝酒造（株））中で、ミ

ニサブマリン電気泳動装置（（株）マリソル）を用いて電気泳動を行った。16S　rDNA

のためのプライマーを用いたPCR産物の電気泳動の際、16S　rDNAに相当するバ

ンド以外の非特異的なバンドが検出されなかった。そこで目的とするバンドをゲル

からの切り出した後に、QIA　quick　PCR　Purification　Kit（QIAGEN）で増幅産物を

精製した。16S－23S　rDNA　ISRのためのプライマーを用いたPCR産物の電気泳動

では2本のDNA断片がいずれの株を用いた二合も検出されたので、用いた残りの

PCR反応産物全体を、泳動用緩衝液として1×TAEを用いて電気泳動した。その

後、EtBrで染色し、’ tVトランスイルミネーター下で目的のDNAのバンドを確認
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し他の近接したDNAバンドが混入しない様注意深く切り出し、　GENECLEAN　H

KIT　（BIO　101，　Inc　LA　Jolla、　CA、　USA）を用いた精製を行った。

13．PCR産物とベクターのライゲーション

　ライゲーション反応はpGEM－T　and　pGEM－T　Easy驚ctor　Systems（プロメガ（株）、

東京、日本）を用いて行った。pGEM－T驚ctor（50　ng）、インサートDNA（150　ng）、

T4　DNAリガーゼ（3　U）、ライゲーション緩衝液（30血M　Tds－H：CI　pH　7．8、1．　O

mM　MgC12、10　mM　DTT、1mM　ArP）及びミリQを加えて10μ1とし、12℃で

約16時間インキュベートし，ライゲーション反応を行った後に、ミリQを2goμ

1加えエタノール沈殿し風乾後、沈殿物をTE溶液10μ1に溶解した。

14．トランスフォーメーション

　Eschedchia延JM109コンピテント細胞を恩田で融解させ、それにライゲーシ

ョン反応後のベクターを加え、氷中で20分間インキュベートした後、42℃で50

秒間インキュベートした。最後に血中で2分間インキュベートし、それを950μ1

のSOC液体培地（Bacto　tIyptone　20｛4L、　Bacto　yeast　extract　5　g／L、　NaC10．5g／L、

20mM　glucose、10血M　MgC12、10　mM　MgSO4）と混合し37℃で30分問振盟

培養した。その後、X－gal［5－bromo－4－chloro－3－indolyl一β一D－galactopyranoside（最

終濃度40μ1／ml）］とIPTG　［isopropy1－1－thio一β一D－galactoside　（最終濃度0．1

mM）］そしてアンピシリン（最終濃度50μ1／ml）を含むLB寒天培地（ブルー・

ホワイトカラー選択培地、X－gal培地）にそれぞれ、400μ1、200μ1（2枚）、100

μ1（2枚）を播種し、37℃で16時間七曲培養した。

15．組換え体の選択

　ブルー・ホワイトカラー選択培地の白いコロニーを滅菌した楊枝の先でつつき、

マスタープレート〔アンピシリン［最終濃度50μ1／inl］を含むLB寒天培地（LA寒

天培地）のシャーレの底に適当な数の区画と番号を書き込んだもの〕の番号の区画

に触れ、その楊枝を同じ番号をつけたアンピシリン（最終濃度50μ1／ml）を含む

LB液体培地（LA液体培地）3mlに入れ、37℃で16時間、静置培養及び二恩培

養を行った。組換えプラスミドの抽出は、アルカリミニプレップ法を用いて行った。

即ち、1．5mMエッペンドルフチューブに培養後のLA液体培地を1．5mlずつ入

れ、15，000rpmで4℃で1分間の遠心操作を行った。次に上清を捨て、ユgOμ1の

氷冷したSolution　I（50血M　glucose、25　mM　Tds－HCI　pH　8．0、10　mM　EDTA
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pH　8．0）、を加えよく混合し、200μ1のSolution皿（0．2NNaOH、1％SDS）を

加え、2、3回転倒混和し、さらに150μ1の氷上で5分間の放置した後、15，000rpm

で4℃、5分間の遠心操作を行った。その後、上清を新しい1．5mlエッペンドルフ

チューブに移し、RNase　A（10　mg／ml）を2μ1加え、37℃で30分間インキュベー

トした。インキュベートされたものをフェノール抽出、エタノール沈殿し風乾後、

20μ1のTE緩衝液に溶解した。次に、1。5％アガロースゲルで電気泳動を行い、目

的の組換えプラスミドを確認した。なおTaqポリメラーゼを用いたPCRの産物の

TAクローニング後の飼elilyを考慮して1試料につき少なくとも3個のクローンを

シークエンスをした。

16．サイクルシークエンシング、電気泳動及び塩基配列決定

　Texas　Redで標識されたシークエンシング用M13　Forwardプライマーと同様の

M13　Reverseプライマー及びThermo　sequenase　pre－mixed　cycle　sequencing　kitを用

い、まず、94℃で5分間の前熱変性処理を行った。次いで、熱変性が94℃で0．5

分間、アニーリング後反応及び伸長反応が60℃で0．5分間からなる2ステップを25

サイクル繰り返した、反応生成物をエタノール沈殿、及び更に風乾し、2μ1の

Loading　dyeに溶解した。最終ゲル溶液組成が7Murea、4．5％Long　Ranger、1．2

×TBEのゲル溶液50　mlを脱気後、10％APS（過硫酸アンモニウム）250μ1と

EMED（N，　N，　N’，N’一tetramethylethylene（haπ血e）25μ1を加え撹搾後、速やかに電

気泳動板に注入し、水平に約60分静置して、アクリルアミドを重合させゲル化さ

せた。その後、HITACHI　SQ－5500EL及びSQ－5500L　DNA自動シークエンサーを

用い、1時間の予備泳動後、サイクルシークエンシング後のサンプル2μ1ずつを、

それぞれアプライし、20時間電気泳動を行った。塩基配列の決定には、SQ－5500EL

及びSQ－5500：L用解析ソフトウェアveL　1．02を用いた。

17．シークエンスデータの解析

　シークエンスデータの解析には、GENETYX－MAC恥r　9．0（Sof㎞are　Development

Co．，　Ltd．　Tokyo）を用いて行った。ついで、エ旧株の16S　rDNAの塩

基配列に基づく墨幽株と他の近縁種問との進化系統樹の作成を行った。

1mweighted　pair　group　method　with　the　aht㎞1etic　means（UPGMA）法は系統樹作成法

であり、最も近縁の配列の二三を計算することから始まり、平均化された距離を用

いて次の配列クラスターを作り、全ての配列は木に取り込まれるまでこの手順が続
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けられ、最後にその系統樹の根の位置が推定される方法である。

　まず、今回の研究で配列決定されたエ鯉20株のほぼ全長に渡る16S

rDNAの配列をDDBJ中のCLUSTAL　W（Thompson塑L，1994）1．7　programを用い

てアライメントした。系統樹はGENETYX－MAC　program（veL9．0）（So丘一ware

Development　Co．，　Ltd，　Tokyo．　Japan）中のUPGMAを用いて作成した。
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結果

1．日本及び世界の二eui　enitalis分離株より調製されたゲノムDNAの迦1

及びNot　I消化後のPFGE法によるジェノタイピング

　日本における、CEMの起因菌であるエーのジェノタイピングに関

する研究では、これまでの当大学院分子生物学分野のMiyazawaらの報告で、1980

年～1993年までの間のウマの繁殖シーズンに北海道で競走馬サラブレッドのCEM

のウマから分離された1一分野株104株のゲノムDNAは、惣1、越

1及びCFGE法を用いた解析から、すべて同一のジェノタイプ　“Genotype　J”に

属することが明らかとなっている（Miyazawa　et　a1．，1995）。そこで筆者は今回初

めて、1994年一1996年の問に、新たに分離された日本の分離株21株について同様

な方法を用いて解析した。解析した21株中5株の結果については、Fig．2に示さ

れている。Fig．2Aと1Bから明らかな様に鎚1で消化した揚合（Fig．2Aのレー

ン4－8）も、Not　Iで消化した場合（Fig　2Bのレーン4－8）も、それぞれレー

ン1の1980年に分離された目本の分離株EQ59と全く同一のPFGEのプロファイル

を示すことが明らかである。しかし一方これらのPFGEプロファイルはいずれもイ

ギリスのNCTC11184丁株（レーン2）及びアメリカのKentucky188株（レーン3））

のものとは異なっていた。結果は省略するが21株中の残りの16株についても全く

同様の結果が得られた。

　以上の今回の1994年から1996年の問に分離されたエーの日本株

に関する結果、及びMiyazawaらの報告（Miyazawa並里．，1995）から、1980年

～1996年の間に日本で競走馬サラブレッドから分離された百数十株のエ

ーのゲノムDNAのジェノタイプは同一のジェノタイプ“Genotype　J”

に属すると判断さる。

　本研究においては次に、ベルギー、イギリス、フィンランド、ノルウェー、フラ

ンス、スウェーデン、スイス、そしてオーストラリアで分離されたCEMの起因菌

工一株60株と、対照株としてイギリスの基準株NCTC11184丁株、アメ

リカ合衆国のプロトタイプ株Kentucky　188株、日本のプロトタイプ株の1つEQ59

株を用いて塑1と血1及びPFGE法を駆使してゲノムDNAレベルでのジェノタ

イピングを行った。

　ベルギーのエー株2株とイギリスのNCTC　11184T株、アメリカ合衆
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国のKentucky188株、そして、日本株のEQ59株からそれぞれ調製されたゲノムDNA

を塑1と越1でそれぞれ消化した後のPFGEプロファイルがFig．3に示されて

いる。拠1を用いた消化では、ベルギーの2つの分離株が、約20kbから450　kb

の間の大きさでゲノム解析に適した数の断片に切断され、2っのジェノタイプに分

けられることが明らかになった（Fig．3A）。また、　Not　Iを用いた消化では、これ

ら2株のゲノムDNAを約15　Kbから550　Kbの間の大きさのゲノム解析に適した断

片に切断され、△胆1の場合と同様にこれら2つの分離株を2つのジェノタイプに

識別することが明らかである。（Fig．3B）。　Fig．3は又、ベルギー株のBe1266－5923

株（Fig．3A、　Bのレーン6）とイギリス株のN217－79株（Fig．3A、　Bのレーン5）

の塑1と趣些1で消化後のプロファイルが全く同一で、これらが同じジェノタイ

プに属することを示している。

　Fig．4Aには、イギリスのエー分離株5株と、対照として用いた

NCTC11184T株、　Kentucky　188株そしてEQ59株からそれぞれ調製されたゲノムDNA

を△胆1と越1でそれぞれ消化した後のPFGEプロファイルが示されている。そ

して、『ﾈ1はこれらイギリスの分離株5株を2つのジェノタイプに分けることを

示している（Fig．4A）。これら2つのジェノタイプに属する分離株は、1つは、　Eng

1、Eng　2、　Eng　3、そしてN217－79（Fig　4Aのレーン4－7）であり、もう1つは、

N480－182（Fig．4Aのレーン8）である。　Fig．4Bの亟1では、これら5株のゲ

ノムDNAを、約15　kbから550　kbの大きさのゲノム解析に適した断片に切断し、

塑1の場合と同様にこれら5っの分離株を2つのジェノタイプに識別することを

示している。次いで、Fi＆5に示されている様に、これら5株以外のイギリスの

分離株9株（Eng　4－12）についても同様の解析を行ったが、これらは7つのジェ

ノタイプに識別されることが明らかとなった。Fig．5はまた、Eng　6とEng　9株（Fig．

5A、　Bのレーン3とレーン6）の鎚1と越1による消化後のPFGEプロファイル

がKentucky　188の鎚1と趣些1による消化後のプロファイルと同一であること

を示している（Fig．5）。

　Fig．6に示されている様にムp旦1と雌1は2つのフィンランド株のゲノムDNA

を2つのジェノタイプに型別した。

　ノルウェーの分離株は、トロッターからの7株とポニーからの1株で合計8株で

あるが、これらの△陞1及び血1消化後のPFGE解析による結果はそれぞれ全く
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同一のプロファイルを示すというものであった。（Fig．7）。それら8株のうち5

株についてFig。7に示した（Fig．7A、　Bのレーン4～8）。また、これら8株のPFGE

プロファイルはNCTC11184T及びKentucky　188のプロファイルとは明らかに異なっ

ていたが、日本株のそれとは比較的類似していた。

　フランスの分離株10株に関しては、塑1は、これらを2っのジェノタイプに

分けることができた（Fig．8）。そのうちの1つのジェノタイプはFr－4、　Fr－6、　Fr－9

とFr－10（Fig．8Aのレーン7、9、12、13）であり、もう1つのジェノタイプはFr－1、

Fr－2、　Fr－3、　Fr5、　Fr－6、　Fr－7とFr－8（Fig．8Aのレーン4－6、レーン8、レーー

ン10、11）であった。Fig．8Aから明らかな様に、この2つのジェノタイプのうち

の1つやすなわち、Fr－4、　Fr－6、　Fr－9そしてFr10は、　Kentucky　188と同じ塑1

のPFGEプロファイルを示した。　Fig．8Bは、塑1の場合と同様に、遮1もこれ

らフランスの分離株10株を2つのジェノタイプに分けることを示している。

　同様の方法を用いた、スウェーデンの5株の分離株の、塑1及び亟1消化後

のPFGEプロファイルは、　Fig．9に示されている様に、3つのジェノタイプに分け

られることが明らかである（Fig．9）。

　更に、スイスの分離株12株は3つのジェノタイプから構成されていることが明

らかとなった（Fig．10）。なおこのスイスの分離株12株のうち8株が

Streptomycin（STM）感受性で残りの4株が抵抗性であったが、これら3つのジェノ

タイプのおのおのSTMに対する抵抗性、感受性に対してそれぞれ単一の表現型を示

した。

　Fig．11Aに示されている様に、塑1はオーストラリアの分離株7株を3つの異

なるジェノタイプに識別した。それら3つのジェノタイプは、Aus　1（Fig．11Aの

レーン4）、Aus　2とAus　3（同じくレーン5と6）および、　Aus　4、　Aus　5、　Aus　6、

Aus　7（同じくレーン、7、8、9、10）であった。雌1も塑1の場合と同様iにこ

れらオーストラリアの分離株7株を3つのジェノタイプに識別した。（Fig．11B）。

更に、Fig．11は、オーストラリアの3つのジェノタイプのうち1つ（Aus　4、5、

6、7）はKentucky　188のジェノタイプと同一であることを示している。

　これらFig．2からFig．11に示されているcFGE法を用いたエー

のジェノタイピングの結果をFi昏12にまとめた。更に、今回の本研究で得られた

エー　のジェノタイピングの結果にこれまで当研究室で報告されて
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きたジェノタイピングの結果を加えると世界のエー株200株以上が

PFGE法によって合計26のジェノタイプにサブタイプされることとなるが、それら

についてFig．13にまとめた。

　．以上の様に、本研究においては、まず、塑1と璽1．そしてCFGE法を用いて

日本及び世界で分離されたエー株の株間識別に関する解析を行った。

2．：L一一株特異的プライマーを用いたPCRによる日本及び世界で分

離されたエー分離株の分子同定
　次に墨一の16S　rmA遺伝子を増幅するために構築された特異的

プライマー（Miserez並里．，1996）を用いたPCRによって、今回の解析を行った

エー株が分子生物学的に全て三一に分類されるのかど
うかの確認を行った。その結果、すべての株で、二心に特異的な約

410塩基対のDNA断片が増幅され、研究に用いた回すべてが分子生物学的に、　T．

幽しであることが同定された。Fi＆14にはそれらのうち、以下の解析に

用いる8株のPCRプロファイルを示した。

3．CFGE法とRAPD法及びARDRA法によるエー株の株間の分子識別

能の比較

　さて、今回用いたPFGE法の他にも、従来1碑D法あるいは1㎜RA法などが病原細

菌のゲノムDNAレベルでの株間の分子識別に有効であると報告されている

（Gomez－Lus　et　a1．，　1997；Rafferty　et　a1．，　1998；Savor　et　a1．，　1998；Van　Der

Zee　et’aL，1999）。そこで、これらの手法とCFGE法のどちらの手法が、　T．

一のより高い株間識別能を有しているかを明らかするために、以下の

解析を行った。

　なお、これら8株は従来の我々の鎚1と越1そしてCFGEを用いた解析で、

お互いにそれぞれ異なるジェノタイプに属することが既に明らかとなっている株

の中から、任意に選んだもので、それらは、Fig．12に示した通りである。　Fig．15

に示されているように、7つの国で分離されたこれらエー株8株の

ゲノムDNAの塑1及び過1を用いた制限消化後のPFGEプロファイルは、識別

可能な8つの異なるプロファイルから成ることを示している（Fig．15）。

　次に6種類の異なるプライマーを用いて、これからエー株8株か

らそれぞれ調製されたゲノムDNAを鋳型として、圏）D法を行い、その後アガロー
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スゲル電気泳動法で解析した。Fig．16に、それらのうちの3種類のプライマーを

用いた結果について示した。Fig．16のA～cから明らかな様に、　RAPD法によって、

これら8株は6つから7つのジェノタイプに識別可能である。なお、データは示さ

ないが他の3種類のプライマーを用いた㎜D法で得られた結果はFig．16A－cに

示されている株間識別能よりも低いものであった。

　Fig．17には、　AIΦ蝕法を用いた解析結果が示されている。すなわち、8株から

調製されたゲノムDNAを鋳型として、　fD1とrD　1（Weisburg二重．，1991；）をプ

ライマーとして用いたPCR法によって、ニー株のrDNAの約1，500　bp

の領域を増幅し、ついで、制限酵素趣1、1迦皿、幽1、塾gIそして匙狙1　（Table

2）を用いた消化反応の後、7％ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った。その結

果、どの酵素を用いた場合にも8株間でそれぞれ全く同一の電気泳動プロファイル

が得られた。Fig．17には、それらのうち坐1（Fig．17A）と逃g　I（Fig．17B）

の結果が示されている。

　以上の結果は、これら8株はPFGE法では塑1と雌1を用いた場合に、8つ

のジェノタイプに識別可能であるが、RAPD法は、　PFGE法よりもやや株間識別能が

低く、Alm踏法では、これら8株間の識別ができないことを示している。即ち、こ

れら3つのゲノムDNAレベルでの株間識別の手法の中では、塑1と逝1及び

PFGE法を用いた方法がもっともすぐれたエーの株間識別能を有する

手法であることを示している。

4　エーの16S　r脳A遺伝子のPCRによる増幅とクローニン久シーー

クエンシング

　　ェーのゲノムDNAを鋳型として、16S　rDNA増幅用のプライマー一

fD　1とrTe1を用いたPCRで、約1，500塩基対の1つのDNA断片がまず、NCTC　11184T、

Kentucky188及びEQ59のいずれの株においても増幅された（Fig　18）。

更に、TAクローニングとシークエンシングの結果、約1，500塩基対の領域で配列

決定されそして解析された結果、研究に用いた3株（イギリス株NCTC　11184T・アメ

リカ株Kentucky188、日本株EQ59）の間での配列の差異は多くて2ヵ所・即ち増幅

断片のヌクレオチドポジション（np）369と494であることが明らかとなった（Fig

19）。また、この領域で璽．オペロンに共通した配列情報がいくつか認められた。

まず、増幅断片のnp　240－243に抗生物質コリシンE3により切断される配列蝕GG
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が、np　391－393にカスガマイシンにより切断される配列GAAが検出された。上述

したエ．一の3株のほぼ全長に渡る16S　rDNAの塩基配列決定された

結果は、これら3株の間での約1500塩基対での塩基配列の差異は2ヶ所であるこ

とを示した。そこで、この様に認められた3株間での16S　rDNAの配列の高い相同

性がエ．一の16S　rDNAの一般的な特徴：であるのか否かを明らかにす

るために、更に、日本、オーストラリア、フランスの3ヶ国で分離されたT．

一株17株を対象として同様にPCR増幅後クローニングとシークエン

シングを行った。その配列決定後にマルチアライメントされた結果をFig．20に示

した。Fig．20は、これら17株のほぼ全長に渡る16S　rDNA塩：基配列の差異は6ヶ

所であることを示している。この様に今回エー20株での16S　rDNA

は大変高い配列の類似性を特徴としていることが初めて明らかとなった。

5．　ニーの16S　rDNAほぼ全長に渡る配列情報を基にした進化系統

樹の作成

　　UPG融法を用いてエー、及び幽．属第2番目の種である
面一を始めβ一Proteobacteriaに属する近縁種の16S　rDNAの配列情

報を基に作成された進化系統樹をFig．21に示した。　Fig．21は明らかに、エ

ーは：L一と同じクラスターを形成し、これらに最も近
縁な細菌種はベルギーとドイツで呼吸症のハトから分離された旦幽

euro　aea（Vanda㎜e蝕i辿恥1998）及びドイツでcattortopped　tamarinの心臓

から近年分離iされた聾幽（Vanda㎜e重匹⊥1998）Bra6kie11

魑（Willems並里．，2002）であることを示している。

6．工．一の16S－23S　rDNA　ISRのPCRによる増幅とクローニング、

シークエンシング

　　16S－23S　rDNA　ISRのPCRにおいては、　PCR反応後のアガロースゲル電気泳動像

で1－NCTC11184T、　Kentucky188そしてEQ59の3株とも約1200（小）

と1300（大）塩基対に相当する2つのDNA断片が検出された。この場合もTAクロ

ーニングの後に塩基配列の決定を行った。そして、約1300bpの増幅断片をISRrA、

約1200bpの断片をISR－Bとした。解析後にこれら3株の16S－23S　rDNAの配列を

マルチアライメントした結果をFig．22に示した。　Fig．22では、6つのISRの増幅

産物の塩基配列の5’末端側数百塩基配列部分がFig．20の同一の16S　rDNAの配列
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部分と重複するので削除した。Fig．22から明らかな様に16S　rDNAの3’末端近傍

に特有に存在し、酬A上のリボソーム結合部位であるShine－Dalgarno配列に相補

的なCCUCCU配列が検出された。それ故に、　Fig．22のISRのヌクレオチドポジシ

ョン67かその数：塩基下流（CCTCCT配列の下流にあるTTAAGAG配列の5’末端がnp

67）がエ。一のISRの5’末端であると予想される。一方、　ISRの3’

末端部位を推定するために、いくつかの細菌の23S　rDNAの5’末端の配列をFig．

23にマルチアライメントした。Fig。23に示されている配列から、　Fig．22のNlsR

－Aのnp　990が二心の23S　rRNA遺伝子の可能な5’末端であると推

定される。以上の様な結果から、ISR－Aの長さは、約920塩基対で、　ISR－Bの長さ

は約830塩基対であると計算された。

　更に、これらISR－A及びISR－Bには、いずれも29塩基対を挟んでtRNAIle遺伝子

とtRNAAla遺伝子が、この順番に並んでいることが初めて明らかとなった（Fig．22）。

これは従来いくつかの多くのグラム陰性菌のISR中で見出されているtRNAの並び

と一致していた。ここで得られたtRNAIleとtRNA曲の予測される2次構造をFig．

24に示した。

　次に、オーストラリア、イングランド、フランス、ノルウェー、スイスそして日

本で分離されたエー株10株のISRについても同様にPCR増幅後、ク

ローニング、シークエンシングを行い、その配列決定を行った。そして、解析後マ

ルチアライメントした結果をFi＆25に示した。これら10株のエー

についてもそのISRの数、長さ、そして、　ISR内の2つのtRNA遺伝子について

の結果は上述したNCTC11184T、　Kentucky188そしてEQ59の3株のそれらと同様で

あった。更に上述した3株を含むこれらエ．一株13株のISR配列につ

いてその類似性を調べた所、ISR噴では、98．5－99．7％そしてISR－Bでは、98．9－

99．9％であった。この様なISRの配列に関する結果は、エーのISRrA

及びISR－Bの塩基配列情報がエ．一株間の識別に有効であることを示

唆している。
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考察

　オランダのBleumink－Pluym女史らは先に、ヨーロッパ、特にオランダで分離さ

れたエー株20株を始めとした32株のゲノムDNAを、制限酵素を塑

1とFIGE法を用いて解析し、それらが5っのグループに分けられると報告した

（Bleumink－Pluym≦三三．，1990）。今回の筆者の研究では、彼女らの論文の共著者

であるVan　Der　Zeijst博士から、研究で用いられた32株の：L一株

のうち彼らが同じFIGEのグループに属するとした。　N217／79株とN480－82株の分

与を受けNCTC　11184T株を含めて解析の追試を試みた。

　その結果、彼らが同一のグループに属するとしたこれら3株は、制限酵素塑1

と遠忌1そしてPFGE法を用いた解析では、全く異なるPFGEパターンを示した。以

上の様な追試の結果は、これら3株はそれぞれ異なるジェノタイプに属することを

明らかに示している。とのことは、彼らの研究で用いられたFIGEによる：解析より

も、今回の本研究で用いたPFGE解析の方がより詳細で正確なそしてジェノタイプ

には有用なデータを得ることができることを強く示唆している。

　本研究においては、雄ウマから分離されたエーのフランス株3株、

スウェーデン株4株、スイス株5株及び日本株3株のゲノムDNAの解析を行い、従

来の雌ウマから分離された株からのゲノムDNAレベルでの解析と同様にPFGE法が

雄ウマから分離された株間の解析にも有効であることが示された。筆者の知る限り

では、雄ウマから分離された1一のヨーロッパ株のCFGE法による解

析は初めてである。

　Taylorらによって、エ．一は1inco町cin、　clindamycin、
sulphamethoxazoleそしてtrimethoprimに対して、ある程度耐性であることが報

告された（Taylor三二．，1977）。一方、従来二旦幽．はSMに対して高

度に耐性であるとされてきた。また、杉本らはNCTC11184TとKentucky　188と同様

に日本株10株がSMに高い耐性を示すことを報告している（Sugimoto三里．，1983）。

更に、世界で分離された墨一株の多くは、SMに対して、耐性である

とされてきた（Bleumink－Pluym三重．，1990）。今回の研究で、スイスで分離され

た12株の工一株のうち8株のSTM感受性株からのゲノムDNAを初め

て解析した。その結果、これら12株の3つのジェノタイプのおのおのはSMに対す

る抵抗性、感受性に対してそれぞれ、単一の表現形質を示すことが明らかとなった。
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　杉本らは1980年の5月に、日本で初めて北海道でのCEMの発生を報告した

（Sugimoto鈍調1．，1980）がこれらの罹患馬から分離された1一

株のうちの1つがEQ59である。筆者の所属する当研究室のこれまでの報告

（Miyazawa　et　a1．，　1995；Matsuda　et　a1．，　1997；Matsuda　et　a1．，　1998；Matsuda

et　a1．，1999；Matsuda　et　a1．，2000）では、1980年一1993年までの間に、その

ほとんどが北海道の日高地方であるが、日本の様々な地域の競走馬サラブレットか

ら分離されたEQ59株を含む百工以上の分離株が、制限酵素△饅1と血1を用い

た制限酵素消化後のCFGE法を用いたジェノタイピングプロファイルに関して、1

つの共通したジェノタイプ“Genotype　J”に属することが明らかとなっている。更

に、今回筆者の解析した1994年一1996年の目本の分離株21株についても同様に

“Genotype　J”が検出された。このことは、これら日本で分離された約130株は、

1つの共通した感染源に由来していることを強く示唆している。今回の研究で

Kentucky　188ジェノタイプがイングランド、フランスそして、オーヌ：トラリアで

10株発見された。これまでの報告（Matsuda匪里．，1998；Matsuda盛鉱．，1999；

Matsuda　et　a1．，2000）と今回の筆者の結果を合わせると、　Kentucky　188ジェノ

タイプに属する三一蛛は現時点では、世界5ヶ国中で28株検出され

たこととなる。この結果は、これら28株は、1つの共通した感染源に由来してい

ることを強く示唆している。

　本研究においては、ヨーロッパ7ヶ国及びオーストラリアそして日本で分離され

たエー分離株約80株のゲノムDNAを制限酵素塑1及び過1’で消

化後PFGE解析によって得られたプロファイルから、これらの株は17のジェノタイ

プに識別されることが明らかとなった。本研究室においては既に、アイルランドと

アメリカ合衆国からのエ一株17株が7っの異なるジェノタイプに識

別されることを報告している。（Matsudae璽里．，1998）これらを合わせると、現

在までに、日本を含む世界各国で分離された二心200株以上から、

26ジェノタイプが検出されたこととなる。

　以上の結果は、『CEMの起因菌である工一のヘテロジーニアスな

ジェノタイプ』の世界における存在を強く示唆している。また、今回の研究では、

：L一の株間識別のために用いた鎚1及び塑1によって制限消化

されないゲノムDNAをもつ株は一株も存在しなかった。
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　次いで、今回の憂心のゲノムDNAレベルでの解析で、株間識別の

手法としてどの手法の識別能が最も高いのかを明らかにするための比較検討を行

った。その結果、CFGE法、　RAPD法、　AIΦIU法を用いた解析では、後者2つの方法

よりもPFGE法の株間識別能が高いことが明らかとなった。　Akopyanzらは

Helicobacter鯉」のそれぞれ独立した60の分離株の各々はプライマー1281を

用いた場合、各々ユニークなRAPDフィンガープリントを生じることを報告

（Akopyanz皇主垂．，　1992；Gomez皇主直L．，　1993；Wada二藍旦⊥．，　1994；Liebisch　and

Schwarz，1996；Chetoui湯里．，1997；01d二二。，1999）しており、また、他

のいくつかの研究グループは、今回筆者が用いたプライマーERIC　IR－1、プライマ

ーERIC　IR－2が病原細菌間の分離株の株間識別に有用であることを報告している

（Gomez－Lus≦≧主旦⊥．，　1997；Rafferty三些旦1．，　1998；Savor旦二生L・，　1998；Van　Der

Zee　et　al．，1999）。しかし、これらの報告とは異なり、これらのprimerは墨

一の株間識別には有効ではないことが今回明らかとなった。

　今回用いたいくつかのprimerによるRAPD法では、　CFGE法で8つに識別された8

株に関して、6－7つに識別出来ることが明らかになったのでRAPD法は適当な

primerを用いれば、エーの場合、　CFGE法に次いでその株間識別の手

法としては有効であることは明ら均〉である。

　しかし、ARD踏法では直心8株の株間識別は出来なかった。これ

は一心の16S　rDNAレベルの塩基配列の株間における保存性の高さ

を示唆しているのかもしれない。

　今回の日本、アメリカ、イギリス、オーストラリア、そして、フランスで分離さ

れた工一株20株での、ほぼ全長に渡る16S　rDNAの決定された配列

の差異はわずか8ヶ所であった。更に、現在までに、他の研究グループから

DDBJ／EMBL／GenBankに登録されている3例（X68645、　AF297712、　AF297713）を加え

た23例の16S　rDNAは配列においてもその配列の差異は12ヶ所である。これは・

工一の16S　rDNAの高い配列の類似性（99．5％以上）を示している。

又、この12ヶ所の16S　rDNAの多型部位のうち9ヶ所が：L一の16S　rDNA

のヌクレオチドポジション138－501に集中していることは興味あることである

（Table　4）。最近、　Jangらは、1997年と1998年にアメリカでオスのロバから新たに

分離された工鋤L属の第2の種1一（Katz逃塾・2000）と
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工一の16S　rDNAとの配列の類似性は97．6％であるとした（Jang逃里．，

2001）。近年の細菌種の分子同定の基準の1つについて言及すれば、16S　rDNAの塩

基配列の3％以上の配列の差異が異なる細菌種を示す境界値であるとされている

　（Fox匹皇1・，1992、　Stackebrandt　and　Goebel，1994；Clayton≦些旦⊥．，1995；Kolbert

and　Presing，1999）。しかし、最近これらの境界値に相当しない16S　rDNAの値が

低い配列の類似性を種問で示す事例がいくつかのCam　lobacter種で見出された

（Gorkiewicz鎚4．，2003；Mitsuhashi匹垂．，2005）。また、前述した1

一の16S　rDNAの塩基配列3例及び15株（アメリカの分離株11株、

オランダの分離株2株、イギリスと日本の分離株それぞれ1株）の配列がすべて同

一である（Jang逃里．，2001）とされているので、エ旦q蛙の16S　rDNA

の異なる配列に関する報告は今回の筆者のものが初めてである。

　3つのリフフアレンス配列を含むエー．の23例の16S　rDNAの配列

情報及びエーそして他のいくつかの細菌種の配列情報を基にした

UPG融法を用いた進化系統樹の作成では大変興味ある結果が得られた。即ち、結果

は明らかに、エー．は同じ属に属するエ旦一と1つのク
ラスターを形成し、更にベルギーとドイツで呼吸症のハトから分離された

魎幽（Vanda㎜e旦主．里．，1998）及び最近ドイツで、　cottortopped

tamarin（泌g幽）の心臓から分離されたBrackiellag埜（Wille田s

eta1．，2002）と1つの大きなクラストを形成しており、最も近縁であった。

　従来、工一の16S－23S　rDNA　ISRに関する研究は全く報告されてお

らず、今回の筆者のものが初めてである。今回のISR－A、　ISR－Bと三一

にはその長さと配列が異なる2っのISRが存在するという事実はエー

におけるすくなくとも2つ以上のrrnオペロンの存在を強く示唆している。また、

ISR－A及びISR－Bの中で発見された2つのtRNA遺伝子の並びは従来いくつかグラ

ム陰性菌のISRの中で見い出されている並びと一致しているが、当研究室のこれま

での一門一に関する研究で明らかとなっている結果とは逆であった。

更にこの様なISRに関する事実には、これらISRの塩基配列情報が1

一の株間の分子識別における有効性を強く示唆している。
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Table 1. The strains ofT. e ui enitalis analyzed in the present study

Strain no. Breed Streptomycin susceptibvaty Horse sex

Ben66-5923

Ben66-6959

Engl
En!;2

Eng3

Eng4

Eng5

Eng6

Eng7

Eng8

Eng9

Eng1O

Engl1

Eng12

Fin583

Fin1698

 Fr-1

 Fr-2

 Fr-3

 Fr-4

 Fr-5

 Fr-6

 Fr-7'

Fr-s2)

 FF9
Fr-1O

 J4-1

 J4-2

 J4-3

 J44 .
 J4-5

 J4-6

 J4-7

 J4-8

 J4-9

 J5-1

 J6-1

 J6-2

 J6-3

 J64
 J6-5

 J6-6

 J6-7

 J6-8

 J6-9

 J6-10

 J6-11

Northorougbred

Northorougbred

   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
   NA
French Trotter

French Trotter

French Trotter

French Trotter

French Trotter

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thorouglibred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

Thoroughbred

  NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
  NA
 NA
 NA
Resistdnt4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4>

Resistant4)

Resistarit4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
NA
 NA
 NA
 NA
NA
 NA
 NA
 NA
NA
 NA
NA
 NA
 NA
NA
 NA
Female

Male

Male

Male

Female

Male

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Male

Male

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Female

Country isolated

Belgium

Belgium

England

England

England

England

Engtand

England

England

England

England

England

England

England

Finland

Finland

France

France

France

France

France

France

France

France

Franee

France

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan

Japan



Tal)le 1. (continued)

Strain no. Breed Streptomycin susceptibility Horse sex Country ofisolated

NCTC1ns4Ti)

 N217-79

 N480-182

  N187 .
  N204
  N224
  N300
  N806
  N807
  N809
  N832
  Swe-1

  Swe-2

  Swe-3

  Swe-4

  Swe-5
  Swi-1

  Swi-2

  Swi-3

  Swi4
  Swi-5

  Swi-6
  Swi-7
  Swi-8

  Swi-9
  Swi-10

  Swi-11

  Swi-12

Kentucky 188.

  EQ59
  Aus-1
  Aus-2
  Aus-3
  Aus-4
  Aus-5
  Aus-6
  Aus-7

  Thoroughbred
  Thoroughbred

  Thoroughbred

Norwegian Trotter

Norwegian Trotter

Norwegian Trotter

 Norwegian Pony

Norwegian Trotter

Norwegian Trotter

Norwegian Trotter

Norwegian Trotter

   Trotter
Cold-blooded Trotter

  Fiord Horse

   Ardeness

  Fiord Horse

  Cold-blooded

  Cold-blooded

  Cold-blooded

  Thoroughbred

  Thoroughbred

  Cold-blooded

  Thoroughbred

  Thoroughbred

  Thoroughbred

 Warm-blooded

  Thoroughbred

  Thoroughbred

    NA
  Thoroughbred

    NA
    NA
    NA
    NA
    NA
    NA
    NA

Resistant4)

Resistant"J

Resistant4)

  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
Resistant5)

Resistant5)

Resistant5)

ResistantS)

Resistant5)

Resistant4)

Resistant4)

Resistant4)

Susceptible

Susceptible

Resistant4)

Susceptible

Susceptible

Susceptible

Susceptible

Susceptible

Susceptible

Resistant4)

Resistant4)

  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
  NA
  NA

Female

 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
 NA
Female

MaleS)

Male5)

MaleS)

MaleS)

Female

Male5)

Female

Male5)

Female

Female

Female

Female

Male5)

.Female

Male5)

Male5)

Female

Female

 NA
'NA

 NA
 NA
 NA
 NA
 NA

 England
 England

 England

 Norway
 Norway
 Norway
 Norway
 Notway

 Norway
 Norway
 Norway

 Sweden

 Sweden

 Sweden

 Sweden

 Sweden
Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

Switzerland

the U.S.A

 Japan
Australia

Australia

Australia

Austrada

Australia

Australia

Australia

NA, not available, 1) Type strain, 2) an isolate from the sarne horse as Fr-7, but collected 1 week later, 3) Swi-r7

and Swi-･8, isolates from different localization ofthe same horse, 4) MICs for SM･･resistant strains, from 128 to

> 512 pglm, 5). Resistance to SM wasjudged by the ability to grow on agar-plates containing SM (O.2 g in

1,eOO ml), No M[Cs fbr the resistant strains were estimated. 6) Four different horses ofa circus.



Table 2. Restriction enzymes used in this study

Apa 1

N-.-..-.t !

A!luu I

Hae llI

5' -

3' --

5' -

3' --

5' --

3' -

5' --

3' -

GGGcclc h3,

C CCGGG -5'

GCgGGCCGC -3'

CGCCGG CG -5'

  `
AG CT -3'

TC GA -5'

G(} CC ---3'

CC GG -5'



Table 2. (continued)

!lgL, I

MbL. !

!ag I

5' -

3' -

  ,
5' ---

3' -

5' -

3' -

GcGlc -3,

C GCG -5'

GATC -3'

CTAG -5'

'iJcGA --3'

AGC T -5'



Table 3. Arbitrary primer used in this study

Primer iSequence

 1281

 1283

 q 92

 B G2

ERI6 IR-1

ERIC IR-2

5' - AACGCGCAAC - 3'

5' - GCGATCCCCA - 3'

5' - ACAACTGCTC - 3'

    t
5' - TACATTCGAGGACCCCTAAGTG - 3'

                       '
5' - ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC - 3'

5' -- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG -3'
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