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学位論文内容の要旨

  馬ウイルス性動脈炎は、馬動脈炎ウイルス（EAV）の感染による
急性呼吸器感染症で、発熱、浮腫、結膜炎、下痢など、さまざまな臨
床症状を示す。また本病は、妊娠馬では、約50xの割合で流産が生じ
るので、馬産地では伝染性流産の原因のーっとして注目されている。
このように、流産は本病の重要な臨床症状であるが、その発生機序に
は不明な点が多い。そこで、本研究は、EAVの実験感染により流産
を誘発した症例を病理組織学的、免疫組織化学的および超微形態学的
に調ベ、流産の 発生機序を明らかにする目的で行った。

  1.妊娠馬の生殖器および胎子におけるEAVの増殖様式はほとん
ど知られていない。そこで、最初に、培養細胞(BHK―21)におけ
るEAVの増殖動態をウイルス学的に調べるとともに、その複製過程
を 超 微 形 態 学 的 お よ び 免 疫 細 胞 化 学 的 に 検 索 し た 。
  感染培養細胞における最初の変化はウイルス感染後8時間目にみら
れ、それは細胞質内における粗面小胞体(RER）の発達、リボゾー
ムの増加・集積および棍棒状構造物の出現であった。感染後12時間目
では、多数の成熟ウイルス粒子がRER腔内にみられた。ウイルス粒
子は等軸性のコア（平均径37.8nm)と外層からなる二重構造を示し、
外層は球形の基本単位（径13ー20nm）で構成されていた。また、表層
には小さなプロジェクションを有するエンベロープが認められた。こ
の成熟ウイルス粒子は外径が79－122nm（平均101nm)で、従来報告さ
れているウイルス粒子よりも大型であった。この他、細胞質空胞内に
は、しばしば小型粒子（径約40nm)が認められた。ウイルスの成熟に
伴う出芽像は、RER膜および外核膜にみられ、細胞膜では認められ
なかった。以上のEAVの複製過程は、超微形態学的にはコロナウイ
ルスのそれに類似していた。



  ．EAV感染細胞の細胞質にみられた棍棒状構造物は、従来からヌク

レオカプシドと考えられてきた。本研究におけるウイルスの出芽過程

の観察においては、棍棒状構造物とコアとの形態学的連続性が確認さ

れた。この所見により、棍棒状構造物はEAVのコアになる前駆的構

造物であることが明らかとなった。従来から、EAV感染細胞の核に
は変化がないとされてきた。しかし、本研究において、紐状構造物が

核内に出現することが超微形態学的に観察され、これが細胞質に出現

する棍棒状構造物と同一の抗原性を有することが、金コロイド法によ

り免疫電顕的に確認された。

  2.゙ E、AVの感染様式を検索するためには、免疫病理組織化学的手

法が有用である。同手法を用いる場合、検索材料における抗原の反応

性（抗原性）および組織の形態学的特徴がともに保持されていること
が望ましい。そこで、ホルマリン固定およびパラフィン包埋切片にお

いて、間接螢光抗体（IFA）法によりEAV抗原を検出するための
前処理法を検討した。

  EAV感染組織材料には、感染実験により流産を誘発した雌馬の子
宮および胎子の主要臓器から作製したパラフィン包埋切片を用いた。

切片は脱パラフィン・水洗後、抗原露出液（TUF）による加熱処理
あるいはプロナーゼ処理を施し、抗原検出感度を比較した。IFA法
は常法に従い、O． 5x牛血清アルブミンで非特異的吸着を防止後、一次

血清に抗EAVモノクローナル抗体(mBIA3）を用い、二次血清には螢
光標識抗マウスIgG山羊血清を用いた。その結果、TUFは90℃で10

分間処理、プ口ナーゼは0.1X溶液とし、室温で1分問処理すること
により、EAV抗原を検出することができた。この方法により、最少

量としてlog10s. spfu/gのウイルスを含む組織において抗原の検出が
可能であった。

  EAV自然感染馬のパラフィン包埋切片における免疫組織化学的研
究に関する報告はみあたらない。一般に、ウイルスや細菌の抗原検出

を目的とした蛋白分解酵素処理時間は、概ね10分程度とされている。
これに対し、EAV抗原の検出を目的とした場合のプ口ナーゼの前処

理条件は、室温で約1分間であり、極めて短時間であった。また、T
UFを用いた加熱処理によっても、その後のIFA法で安定した結果

が得られた。

  3．本病の流産の発生機序を解明するため、妊娠6～8力月の5例

の馬にl05.。 pfu/5mlのEAVを鼻腔内噴霧接種して流産を誘発し、



流産した母馬の子宮、胎盤および胎子を病理組織学的、免疫組織化学
的 、 超 微 形 態 学 的 お よ び ウ イ ル ス 学 的 に 検 索 し た 。

  ウイルスを接種した5例のうち4例が接種後10日および12日目に流
産し、1例は接種後8日目に死亡した。流産胎子は、全例が胎膜に覆

われており、すでに死亡していた。病理組織学的検索では、母馬の全
例に子宮筋層炎が認められた。また、1例ではしぱしば子宮腺上皮細

胞の変性が認められた。胎盤は水腫性で、絨毛下層では線維芽細胞の
変性ならびにマク口ファージ、単球およびりンパ球の浸潤が認められ

た。胎子では脾臓およびりンパ節にりンパ球崩壊を伴った濾胞萎縮が
観察された。抗EAVモノク口ーナル抗体を用いたIFA法によって

母馬の子宮、胎盤ならびに胎子の肝臓、脾臓、腎臓、肺、胸腺および
りンパ節に、陽性反応が認められた。EAV抗原が検出された細胞は、

母馬では子宮筋層の平滑筋細胞、子宮腺上皮細胞およびマクロファー
ジ胎盤では絨毛下層の線維芽細胞、マクロファージ、単球およびりン

パ球、胎子でtま上記の臓器・組織中の線維芽細胞、単球およびりンバ
球であった。電子顕微鏡観察では子宮筋層の平滑筋細胞、胎盤の線維
芽細胞および胎子の脾臓被膜の単球に丶EAV感染培養細胞のウイル

スの増殖過程にみられた桿状あるいは棍棒状構造物が確認された。E
AVは母馬、胎盤および胎子のすべての材料から分離された。これら
のうち、最大量のウイルスを含んだ組織は胎盤であった。
  以上の所見から、妊娠馬のEAV感染実験において、胎子への経胎
盤感染が証明された。すなわち、呼吸器から感染したEAVは妊娠馬

の子宮筋層に強い趨向性を有して増殖し、マクロファージやりンパ球
および子宮腺上皮細胞でも増殖した。これらEAVを含んだ細胞は、
子宮筋層炎による循環障害により損傷を受けた胎盤の血液一胎子接合
部を通過する。続いて、胎盤では絨毛膜上皮から絨毛下層に侵入し、

そこで線維芽細胞をはじめマク口ファージ、単球およびりンパ球など
に感染し、臍帯血管を介して胎子に感染したと考えられる。また、流
産胎子は、母馬の子宮内ですでに死亡していたことから、胎子感染は
本病における流産発生機序の重要な一因と考えられた。一方、EAV

による流産の発生状況をみると、多く．の場合は母馬の病気の急性期に
生じるが、回復後あるいは無症状のまま流産する場合も報告されてい
る。また、妊娠末期に子宮内で感染した新生子馬が、生後4日目に重
篤な症状におちいって安楽死された例も報告されている。このような

症例では、 EAVの胎子感染が重要な意味を持っと考えられる。
  結諭として、馬動脈炎ウイルスの流産発生機序に関する要因として
母馬の生殖器の損傷が重要であるが、同時に経胎盤感染による胎子の
傷害も重視されると考えられた。
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馬動脈炎ウイルスによる流産の発生機序に
一  I
    関する実験病理学的研究

  馬動脈炎ウイルス(EAV)が妊娠馬に感染すると約50％の割合で流産が生じる．本研
究は，EAVの実験的感染馬を形態学的に検索し，流産の発生機序を明らかにする目的で
行った・
  最初に，EAV感染培養細胞(BHK-21)を超微形態学的に検索した．感染細胞は粗面小

胞体の発達，リボゾームの増加およぴ棍棒状構造物形成を示し，粗面小胞体腔内には
多数の成熟ウイルス粒子が見られた．成熟ウイルス粒子はコア（平均37. 8nm)と表層
にプロジェクションを有するエンペロープで構成され，これらの外径は79～122nmであ

った．ウイルス粒子の出芽像は粗面小胞体膜および外核膜で見られた．棍棒状構造物
はコアの前駆的構造物とみなされた・
  次に，EAV感染による流産の機序を形態学的に究明するために，EAV抗原検出のため
の抗EAVモノクローナル抗体を用いた間接螢光抗体法，特にその前処理法を検討した．

その結果，抗原露出液は90℃で10分間処理，またはプロナーゼは0.1％溶液とし，室温
で1分間処理で，最少量logl03. spf u/gのウイルスを含む組織の抗原を検出し得た．
  最後に，妊娠6～8ケ月の5例の馬にl05. 3pfu/5mlのEAVを鼻腔内接種した結果，4例で

接種後10～12日に流産が誘発された．病理学的には，母馬では子宮筋層炎，胎盤の絨
毛下層では線維芽細胞の変性と炎症性細胞浸潤，胎子では脾およぴりンバ節のりンバ
球崩壊が所見された．上記の間接螢光抗体法では，母馬の子宮，胎盤，胎子ワ瑚干，脾，
腎，肺，リンバ節などにEAV抗原が検出された．電顕的検索では，子宮筋層の平滑筋細

胞，胎盤の線維芽細胞，胎子の脾の単核細胞に前述の棍棒状構造物が認められた．以
上の所見から，EAVの胎子への経胎盤感染（胎子死），母馬の子宮筋層への趨向性（子
宮筋層炎）が 証明され，これらが 流産の発生機序として重要視された・
  以上の成果は，EAVによる馬の流産の発生機序の解明に大きく貢献する．よって審査
員一同は，和田隆一氏が博士（獣医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと
認めた．


