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緒　　言

　獣医学・医学・生物学の研究を行う上で実験動物の果たす役割は極め

て大きい。実験動物のなかでも、マウスとラットは極めて良くコントロ

ールされた動物で、清浄な施設で、微生物学的に行き届いた管理がなさ

れている。それにもかかわらず、いまだにいくつかの感染症が発生し［5、

13、27、37］、大きな問題となっている。

　なかでも増歯類呼吸器マイコプラズマ症（murine　respiratory　myco－

plasmosis，　HRM）はしばしば発生する感染症の一つである［5、13、27］。

MRMの特徴病変は、気道粘膜におけるリンパ様細胞の浸潤、増生を主体

とした化膿性滲出を伴う鼻炎、申耳炎、喉頭気管炎、気管支炎、および

気管支周囲にリンパ様細胞の過形成を伴う気管支肺炎、さらに末期の気

管支拡張と肺膿瘍である［7、9、12、19・・22、28］。HRMは、当初は翻歯類

の慢性呼吸器病（chronic　respiratory　disease，　CRD）と呼ばれ［7、12、

20、22］、その病因として！M1wui，Las！！al　a（M．）幽とウイルスが疑わ

れた。しかし、ウィルスの証明はなされず［20］、脆p郵貯ユ旦のみが注

目され［12、19、20、22］、CRDをHRHと呼ぶようになった［20、21］。

　1980年、van　Zwietenら［41］はオランダでラットにCRDの発生を認め、

罹患ラットが血清学的に聖L匹鎚とSendai　virus陽性であったのみ

ならず、その申耳、鼻腔、喉頭および肺の気道粘膜上皮の線毛部にフィ

ラメント状の桿菌を光顕的および電顕的に初めて観察した。翌年Mac－

Kenzieら［24］は、米国の野生ラット、マウス、ウサギおよび蟄

albicaudatusの気道上皮に形態学的に上記の菌に類似した菌を確認した。
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また彼ら［24］は、約35年前のラットの肺組織標本、さらには北米やスウ

ェーーデンのラットにも類似の菌を確認し、本菌が古くから広い地域で存

在していたことを指摘している。彼ら［24、41］によって認められたフィ

ラメント状桿菌は、通常の無細胞培地で増殖させることができなかった

ため、その菌の病原学的意義は明確にし得なかった。

　しかし1985年、Ganawayら［6］は、発育鶏卵尿膜腔勲臣でこの菌を増殖

させることに成功するとともに、これによって得られた分離菌をマウス

とラットに経鼻接種してCRDを再現させ、接種動物から菌を回収するこ

とにも成功した。彼ら［6］は位相差顕微鏡によりこの細菌が滑走運動を

することを観察し、この細菌が滑走細菌（gliding　bacteria）［32］と呼ば

れる一群に属する可能性を示唆した。しかし本業は、正式に分類される

までには至らず、呼吸器の粘膜上皮の線毛部に付着することから、cil－

ia－associated　respiratory（CAR）bacillusと呼ぶことが提唱された

［6］。かくしてCAR　bacillusが留歯類CRDの病原体の一つとなり得る可能

性が示された。

　以後、CAR　bacillus自然感染の発生報告は、わが国［10、16、25］と米

国［8、42］で、ラット［10、25］、マウス［8］およびウサギ［16、42］にお

いてなされている。これら自然発症例には、些p⊥麟［24、41］、

Sendai　virus［8．　41］．　pneumonia　virus　of　mice　（PVM）［8］．

Pasteurella（P．）p一［10］、およびBordetella（し）

一撃［16］などの混合感染が認められた。

　CAR　bacillusの実験感染は当初は不可能であったが［24、41］、近年、

発育鶏卵の尿膜腔液［6、33、34、42］および無細胞の特殊な培養液［35］

で増殖させた菌、あるいは感染動物の肺洗浄液［6、10］を用いて、ラッ

一2一



ト［6、10、33、34］、マウス［6、33－35］およびウサギ［42］に対してなさ

れている。いずれも実験感染は成功し、気道の粘膜上皮の線毛部に本菌

の付着が認められている。

　CAR　bacillusはグラム染色では陰性で［6、8、25］、　Warthin－Starry

（ワーチン・スター・リイ）染色［18］やGrocott（グロコット）染色など

の銀染色によっては黒色に染色される［6、8、16、24、25、41］長桿菌で

ある。本菌はリンパ様細胞の浸潤を伴う鼻炎［6、41］、申耳炎［41］、喉

頭炎［41］、気管炎［10、25、34、41］および気管支肺炎［6、8］を惹起す

るが、最も特徴的な病変は、リンパ様細胞の浸潤、集籏による気管支お

よび細気管支周囲炎である［6、8、10、24、25、34、35、41］。侵された

肺は、無気肺、肺気腫および気管支拡張を伴う［6、8、10、24、25、34、

41］。以上の呼吸器系に見られる病変は、先に述べたMRMの呼吸器病変［7、

9、12、19、20、22、28］と極めて類似している。CAR　bacillus感染での

粘膜上皮の変化については、著変は見られなかったという報告［24］と、

軽度の肥大、増生［41］、消失［6］、潰瘍化［10、41］および扁平様化

（squamoid　change）［6、10、34、41］などが見られたという報告に分かれ、

一定していない。

　電顕的に、CAR　bacillusは気道の粘膜上皮で線毛に平行して線毛間に

付着する［6、8、10、16、24、25、41］。菌体の大きさは幅0．12μm［24］～

0．21μm［41］、長さ4μm［6、16、41］～12μm［41］の範囲で記載され、測定

値にはかなりの幅がある。菌体の粘膜への付着端は他の菌体部より細く

なっており［41］、さらに先端が膨れている像も観察されている［16、24、

25、41］。菌体の表層は3層［8、16、25、41］または層状構造［10］をなし、

運動器官は認められていない［6、16、41］。
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　実験動物コロニーよりCAR　bacillusに感染した動物を摘発、排除し、

コロニーを清浄化したり、清浄化されたコロニーが本菌に汚染されるの

を防ぐためには、生前診断として検出率の良い血清学的診断法の確立が

不可欠である。抗CAR　bacillus抗体の検出は、　ELISAによって初めてな

された［6］。すなわち、感染母ラットから生まれた3週齢の幼若ラット

に移行抗体が検出された。さらに、菌を経鼻接種したラットにおいて、

接種後4週目で抗体が陽転したことが認められている［6］。その後一部

の研究者が、ELISA［8、33］と感染ラットの気管スメアーを抗原とした間

接蛍光抗体（IFA）法［10］により、自然発症ラット［10、33］とマウス［8、

33］ならびに実験感染ラット［33］とマウス［33］のCAR　bacillus抗体を測

定した。その結果、自然発症例では、組織学的なCAR　bacillusの感染率

と抗体の検出率が一致している。一方、実験感染例では、菌接種後4週

目に抗体の発現を認めている［33］。気管スメアーには多種類の蛋白が含

まれ、抗原としての安定性に疑問が残る。　ELISAは、感染初期の検出率

がIFA法より劣ることがしp鎚感染の診断の際に指摘されている

［15］。したがって、検出感度の良い血清学的診断法の開発が本菌感染に

ついて強く望まれる。

　実験動物コロニーにおいて、CAR　bacillusがどのような感染経路で伝

播するか、また動物コロニーが汚染した後病理学的診断や血清学的診断

がいつ有効になるかを明確にすることは、本菌感染の本態の究明、なら

びに微生物学的コントロールおよび予防法の確立のために、極めて重要

な課題である。CAR　bacillusに感染した母ラットの仔の気道粘膜に菌が

認められた［6］という所見は、本誌が接触感染を行うことを示唆してい

る。本島の伝播様式に関する研究は、Itohら［10］のラットを用いた小規
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模な感染実験の成績があるのみである。彼ら［10］は、感染ラットと正常

ラットを同一ケージで飼育し、ケージ内接触感染を調べた。また、感染

ラットを入れたケージと正常ラットを入れたケージを交互に配置し、ケ

ージ間感染を調べた。その結果、ケージ内接触感染とケージ聞感染は、

それぞれ実験開始後2カ月目と7カ月目に認められ、接触感染が本菌の

主要な感染経路であることが示唆された［10］。しかし、それらの組織学

的病変や血清抗体産生の経時的推移については調べられていない。

　前述のように、CAR　bacillusは通常の培地には増殖できず、しかも本

菌感染の病理組織像がMRMと極めて類似するため、今日まで本菌感染症

をMRMとして見過ごしてきた可能性が強い。本菌とその感染症に関する

研究は最近ようやく端緒を開いたところである。本研究では、CAR　ba－

cillUSを実験的に感染させたラットとマウスを用い、感染組織の病理形

態学的変化の特徴を明らかにするとともに、IFA法による本菌感染症の

血清学的診断法を確立し、さらには本菌の伝播様式を明らかする。
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第1章　CAR　bacillus実験感染ラットの病理組織学的研究
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1．　要　旨

　5週齢Wistar／Msラットに8．5×106のCAR　bacillusを経鼻接種し、接

種後4、7、14、21、28と56日目に3例ずつ解剖した後、病理組織学的

に検索した。

　臨床的には、接種後21日目より数例に、乾性および湿性の異常呼吸音

が聴取され、全例に体重増加の抑制、活動の低下および管毛が観察され

た。これらの症状は接種後56日目（観察終了時）まで持続したが、死亡

例は認められなかった。

　肉眼的には、接種後14日目より肺の肥大と重量増加、無気肺巣、気管

支拡張、気管支周囲のリング状の乳白色充実域、肺気腫、ならびに気管

と気管支腔内の粘液増量などが認められた。以上の肉眼病変は経時的に

増悪した。

　組織学的には、接種後7日目で、鼻腔の呼吸器粘膜固有層にリンパ球

主体の小円形細胞の軽度の浸潤が見られた。接種後14日目からは、鼻腔、

気管、気管支および細気管支の粘膜上皮の表面に好銀性のCAR　bacillus

（長さ4～8μm）が付着し始め、接種後56日目まで定着していた。気管、

気管支および細気管支の粘膜上皮は上皮細胞の増生によって肥厚し、杯

細胞が隻数していた。侵された粘膜上皮の粘膜固有層には小円形細胞浸

潤が認められ、この一部は上皮細胞層に達し、上皮細胞は菲薄化してい

た。畿内気管支周囲には、小円形細胞の浸潤、集籏が見られ、同時にリ

ンパ濾胞形成を伴った気管支および細気管支周囲炎の像が認められた。

以上の病変は経時的に気管支樹の近位から遠位へ拡大し、さらに病変の
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程度も進行して接種後21日目以降56日目までに化膿性気管支肺炎も認め

られた。以上の他、接種後21～56日目には、鼻腔粘膜の扁平様化と腺腫

様過形成　（adenomatous　hyperplasia）ならびに中耳の鼓室炎などが認

められた。

　以上の成績から、CAR　bacillusがラットの気道の粘膜上皮に感染する

呼吸器系病原体であることが示された。CAR　bacillus感染の病理組織像

はラットのHRMのそれに極めて類似していたが、気道の粘膜上皮におけ

る本菌の存在によってMRMとは明確に識別された。なお、経鼻接種した

後、気道粘膜に明瞭な病理組織学的変化が出現するまでには、14日間を

要した。
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2．　序　文

　CAR　bacillusは通常の無細胞の細菌用培地には増殖しないが［24、41］、

発育鶏卵の尿膜腔液中［6］および特殊な培養液中［35］では増殖する。よ

って、発育鶏卵尿膜腔液と特殊培養液で増殖させた菌［6、33－35、42］あ

るいは罹患ラットの肺洗浄液［6、10］を用いて、ラット［6、10、33、34］

とマウス［6、33－35］への接種実験が行われた結果、いずれの動物も感染

することが立証された。

　CAR　bacillus感染ラット［6、10、24、．25、34、41］とマウス［6、8、34、

35］の呼吸器系において、自然感染例の組織像［6、8、10、24、25、41］

と実験感染例のそれ［6、10、34、35］は類似していた。本山は気道の粘

膜上皮の線毛部に付着し、粘膜固有層にリンパ様細胞の浸潤と軽度の化

膿性滲出を伴う鼻炎［6、41］、中耳炎［41］、喉頭炎［41］、気管炎［10、25、

34、41］、　および気管支肺炎［6、8］を惹起するが、最も特徴的な病変は

リンパ様細胞の浸潤、集籏による気管支周囲炎［6、8、10、24、25、34、

35、41］である。侵された肺は、無気肺、肺気腫および気管支拡張を伴

っている［6、8、10、24、25、34、41］。以上の病変はMRMの呼吸器病変

［7、9、12、19、20、22、28］に酷似する。

　CAR　ba・cillus感染では侵された気道の粘膜上皮には著変は認められな

かったという報告［24］と、粘膜上皮は肥大、増生を示し［41］、さらに滲

出の重度な部位では粘膜上皮の消失［6］、　潰瘍化［10、41］および編平様

化［6、10、34、41］が見られたという報告に分かれ、一定していない。

MRMでは、侵された粘膜上皮には扁平様化［7、22］と扁平上皮化生［28］が
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耳

見られ、前者は感染後数週間目で、また後者は感染後数カ月目で初めて

見られる病変である［20］と言われている。CAR　bacillus感染がMRHと明

らかに異なる所見は、菌の付着により粘膜上皮の線毛部がHE染色によっ

ては好塩基性に染色され［8、10、25、41］、しかも菌体はグラム染色陰

性［6、8、25］で、ワーチン・スターリイ染色［18］やグロコット染色など

の銀染色によって黒色に染色される［6、8、24、25、41］ことである。こ

のように、CAR　bacillus感染とMRMの病像は、菌体の存在を除けば極め

て類似している。

　本研究では、ラット由来CAR　bacillusをマウスの肺で継代し、その肺

乳剤を接種材料としてラットに感染を成立させ、その病理形態像を明ら

かにするとともに、病理発生について考察する。
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3．　材料と方法

　1）動物

　供試菌であるCAR　bacillusが分離されたSPFコロニーに由来する3カ

月齢雄Wistar／Msラット［25］、菌の継代に使用した2カ月齢のSPF雄BALB

／cマウス、および菌接種実験に使用した5週齢の雄Wistar／Msラットは、

いずれも放射線医学総合研究所（放医研）で生産、飼育されていた。こ

れらの生産コロニーは、以下の方法で月1回定期的に微生物学的検査が

実施された。すなわち腸内容はDHL寒天培地、　NAC寒天培地（栄研化学、

東京）およびTryptic　soy寒天培地（Difco　Laboratories，　Detroit）で培

養し、　Esherichia隻辺ユ0115a，　c：K（B）、　Pseudomonas（旦二）幽、

一（c．）kutscheri、およびSalmonella　spp．を検査した。

鼻腔スワップはPPLO寒天培地とDHL寒天培地（Difco　Laboratories，

Detroit）で培養し、外商幽と骸一を検査した。気管
スワップはPPLO寒天培地と10％馬血液寒天培地で培養し、　匹】型遡

とL一を検査した。血清中の抗体価測定は、補体結合反応

［37］により、厘Pt山繭…、　Sendai　virus、　Bacillus　2i工i麺§および

mouse　hepatitis　virusについて実施し、凝集反応［27］によっては、面

一と隻kutscheriについて実施した。内・外部寄生虫は肉

眼と光顕［30］で検査した。しかし、これらのコロニーではいずれの時期

でも病原体による汚染は全く認められなかった。

　供試菌CAR　bacillusが分離されたラット［25］は、4週齢でSPF施設か

らコンベンショナル（CV）動物実験施設に移された。ここでさらに2カ
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月間飼育したところ、それらのラットが湿性異常呼吸音を示したため、

菌分離のため解剖された。この施設は温度24±2℃、湿度55±10％と12

時間明・暗サイクルに管理されていた。これらのラットはオートクレー

ブで滅菌したケージに入れられ、市販固形飼料（MB　一・　1：船橋農場、千葉）

および高塩素（10～15ppm）・高塩酸（pH　2．5～3．0）飲水を自由に与え

て飼育されていた。

　感染実験に使用したマウスとラットは、感染動物飼育装置内で、温度

24±2℃、湿度55±10％と12時間明・暗サイクルの環境で飼育した。マ

ウスは1群5匹、またラットは1群3匹ずつオートクレーブで滅菌した

ケージに入れ、オートクレーブ滅菌された市販固形飼料（MB・1　：船橋農

場、千葉）および高塩素（10～15ppm）飲水を自由に与えて飼育した。

　2）供試菌液の作製と感染実験

　CAR　bacillus自然感染を示したラットは、クロロフォルムで深麻酔さ

せて全採血した後、肺を無菌的に摘出した。この肺病変部の一部を滅菌

リン酸緩衝生理食塩水で無菌的に乳剤とし、これをBALB／cマウスにエー

テル軽麻酔下で経鼻接種した。接種マウスは2カ月間飼育した後叩網殺

し、ラットで行ったと同様の方法で肺乳剤を作製して再びマウスに経鼻

接種した。以上の操作を繰り返して菌を継代し、標準株（SMR株）とし

てラットの感染実験に使用した。接種菌液であるマウス肺乳剤の塗抹標

本を作製し、Fontana（フォンタナ）染色により菌数を測定した結果、

乳剤申の菌量は8．5×107／m1であった。

　5週齢の正常ラットには、上記の接種菌液を0．1mlずつエーテル軽麻
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酔下で経鼻接種した（8．5×106／ラット）。非感染対照ラットには、正

常マウス肺乳剤を上記と同様の方法で接種した。

　菌を接種されたラットでは、接種後4、7、14、21、28と56日目に3

例ずつクロロフォルム深麻酔した後全採血し、解剖に供した。正常対照

ラットでは接種後56日目に解剖した。

　3）病理学的検索

　菌接種ラットと対照ラットからは、剖検後、肺、気管、気管気管支リ

ンパ節、前縦隔リンパ節、胸腺、脾臓および頭部を取り出し、10％中性

緩衝フォルマリン液に固定した。頭部は10％ギ酸フォルマリン液で脱灰

後、鼻腔と中耳の観察のため切り出した。組織標本は通常の方法で作製

後、HE染色を行って鏡検した。さらに、標本の一一…A部には、グロコット染

色および過ヨウ素酸シップ（PAS）染色を行った。

　4）微生物学的検索

　CAR　bacillus感染により発症したラットと菌の継代のために接種され

たマウスでは、解剖時に鼻腔と気管のスワップならびに肺のスタンプ材

料を採取し、これらを10％馬血液寒天培地およびPPLO寒天培地で培養し

た。菌接種ラットは各解剖日に1例について、上記の検索を実施した。

接種材料である肺乳剤も、上記の培地で培養した。解剖直前に採血して

得られた各動物の血清について、前述の定期的微生物検査で対象として

いるすべての病原体に対して抗体測定を行った。測定は定期検査の場合
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と同様の方法で行ったが、M．

［26］によっても実施した。

ul　monisについては検出感度の良いELISA
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4．　成　績

　1）臨床所見

　菌接種後21日目より、数例が乾性および湿性の異常呼吸音を発し、ま

た全例で活動の低下と粗毛が見られた。体重は、同じ日齢の正常ラット

と比較した場合、接種後21日目より既に増加抑制がみられ（図1）、接

種後21日目と28日目では顕著な削痩が1例ずつ認められた。これらの臨

床症状は実験期間申持続して観察されたが、死亡例はなかった。

　2）肉眼所見

　接種後14日目より、肺の肥大と重量増加が認められ、これらの変化は

実験終了時の接種後56日目まで持続した（図1）。

　接種後14日目では、1例の気管内に透明な泡沫様粘液が増量していた

が、肺には肉眼的著変は認められなかった。

　接種後21日目では、1例の肺の左葉の一部に米粒大の褐色無気肺巣が

認められた。他の1例では、肺の2葉に小豆大の不整形で灰白桃色の無

気肺巣が認められ、これとは別に粟粒大から米粒大までの大きさの褐色

無気肺巣が全葉に散見された（写真1）。これら2例には肺気腫、気管

支腔の拡張や気管支周囲のリング状の乳白色充実域が観察され、さらに、

気管や肺内気管支には灰白色粘液が増量していた。

　接種後28日目では、2例の肺の全葉に粟粒大から米粒大までの大きさ

の褐色または黄褐色の不整形無気肺巣が散見され、それは特に、近位の
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写真　1．　接種後21日目の肺．左申葉と申間葉に小豆大の不整形灰桃

　　　　　　色無気肺巣が認められる（矢）．全葉に粟粒大から米粒大

　　　　　　までの大きさの褐色無気懸巣が散見される（矢頭）．肺は

　　　　　　全体に気腫性である．
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気管支周囲で目立っていた。これら2例には肺気腫と気管支拡張が伴わ

れ、さらに気管支周囲にはリング状の乳白色充実域が認められた。なお、

気管と肺内気管支には灰白色粘液が増量していた。残る1例では、気管

に粘液の増量のみが認められた。

　接種後56日目では、全例の肺に肺気腫および気管支拡張が見られ、気

管支周囲はリング状に乳白色充実化していた。気管と郡内気管支には灰

白色粘液が増量していた。1例の肺の全葉に粟粒大から米粒大までの大

きさの褐色ないし黄褐色の無気肺巣が認められ、また1葉の先端に機甲

頭大の不整形をした甲子様の病巣が認められた。本例の気管支拡張は他

の例より明らかに進行していた。

　以上の他、接種後21日目より気管気管支リンパ節および前縦隔リンパ

節の腫大が認められた。これらにおいてリンパ節の腫大は経時的に増大

し、接種後56日目でも観察された。しかし、その他の臓器には著変は認

められなかった。

　3）病理組織学的所見

　鼻腔、気管、肺および中耳の主要な組織学的変化を表1に示した。接

種後4日目では、検索されたいずれの気道粘膜にも変化は認められなか

った。接種後7日目では、2例の鼻腔の呼吸粘膜の粘膜固有層に軽度の

小円形細胞浸潤が見られたのみであった。接種後14日目以降56日目まで

の聞に、鼻腔、気管および単寧気管支の粘膜上皮に、粘膜上皮の線毛部

のCAR　bacillusの存在、さらにそれに伴う粘膜固有層の大形リンパ様細

胞、形質細胞とリンパ球からなる小円形細胞の浸潤、集籏による気管支
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表　1．　CAR　bacillus経鼻接種ラットにおける主な呼吸器病変

接種後日数と病変例数（程度）
病　変

4　　7　14 21 28 56

鼻腔

　Cbaの付着

　小円形細胞浸潤

化膿性港出

　扁平様化d

　腺腫様過形成θ

b O　3（＋）c
2（＋）　3（＋＋）

O　3（＋・一＋＋）

o　　o

o　　o

3（＋＋）　3（＋＋）

3（＋＋）　3（＋＋）

3（＋’v＋＋）　3（＋＋）

1（＋）　2（＋）

o　　　　o

3（＋・一＋＋）

3（＋＋）

3（＋＋）

3（＋＋）

3（＋＋）

気管

　Cbの付着

　小円形細胞浸潤

　好中球浸潤

　杯細胞室数

0
0
n
V
O

2（＋＋’v＋＋＋）“3（＋＋＋）　3（＋＋tv＋＋＋）3（＋＋．v＋＋＋）

2（＋N“＋＋＋）　3（＋N＋＋＋）　3（＋＋N＋＋＋）　3（＋rv＋＋＋）

2（＋）　3（＋）　2（＋）　1（＋）
1（＋）　3（＋tv＋＋）3（＋tv＋＋）　3（＋tv＋＋）

肺

　気管支・細気管支

Cbの付着

気管支周囲炎

気管支拡張

化膿性溜出

杯細胞画数

O
A
U
O
n
V
ハ
U

0
0
0
0
n
V

2（＋tv＋＋）

2（＋一v＋＋）

2（＋tv＋＋）

2（＋）

1（＋）

2（＋’v＋＋＋）　3（＋＋N＋＋＋）　3（＋＋＋）

3（＋一v＋＋＋）　3（＋＋t一＋＋＋）　3（＋＋＋）

2（＋”v＋＋＋）　3（＋＋”v＋＋＋）　3（＋＋＋）

2（＋）　3（＋t一＋＋）　3（＋t一＋＋）

2（＋’v＋＋）　3（＋＋・v＋＋＋）　3（＋＋・v＋＋＋）

肺胞

化膿性滲出

　肺気腫

O　O　O　2（＋tv＋＋＋）1（＋＋）　3（＋．v＋＋＋）
O　O　2（＋””＋＋）　2（＋tv＋＋＋）　3（＋＋・v＋＋＋）　3（＋＋＋）
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と細気管支周囲炎などの、この感染症に特徴的な病変が認められた。

　鼻腔の呼吸粘膜では、CAR　bacillusの付着は接種後14日目以降56日目

までの間に全例において観察された。菌の付着は、接種後14日目では一

部の粘膜上皮においてであったが、接種後21日目と28日目では粘膜上皮

の広い範囲に広がり、接種後56日目では若干ながら狭まった。それらの

粘膜上皮では、上皮細胞の高さがわずかに増加し、粘膜固有層には中等

度の小円形細胞浸潤が認められた。さらに鼻腔内には、接種後の日数の

経過に伴い、少量の化膿性溜出物が認められ、接種後56日目では滲出物

申に球菌様の細菌塊が散見された。以上の変化に加え、接種後21日目で

は1例の鼻甲介粘膜上皮の一部に扁平様化が見られ、また接種後56日目

ではこれが次第に進行して3糊すべてに認められるとともに、鼻中隔の

呼吸粘膜の腺腫様過形成（写真2）も観察された。

　気管の粘膜上皮では、接種後14日目に2例、接種後21日目から56日目

では3例に、多数のCAR　bacillusの付着が認められた。これらの粘膜上

皮は細胞増生によって肥厚し、接種後の日数の経過に伴い、杯細胞がわ

ずかに増平していた。粘膜固有層には、菌の付着量とほぼ比例して、多

数の小円形細胞が浸潤し、少数の好憎球浸潤も伴われていた。一部門粘

膜では、粘膜固有層の小円形細胞浸潤が強く、上皮細胞層にまで達し、

その部位の粘膜上皮は菲薄化していた。この領域の上皮には菌はほとん

ど認められなかった。

　胃内気管支の粘膜上皮では、接種後14日目と21日目に2例、接種後28

日目と56日目に3例でCAR　bacillusの付着が認められた。いずれの付着

例にも種々の程度の気管支周囲炎が認められ、リンパ濾胞の形成も伴わ

れていた。気管支および細気管支周囲炎の程度によって、肺病変を3段
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写真　2． 接種後56日目の鼻中隔．呼吸上皮の腺腫様過形成を示す．
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階に分類した。その結果、接種後14日目では軽度（写真3）と中等度の

肺病変が各1例、接種後21日目では軽度と重度の肺病変が各々1例と2

例、接種後28日目では中等度と重度の肺病変が各々1例と2例、接種後

56日目では重度の肺病変（写真4）が3例すべてに認められた。以上の

ように、肺病変は接種後14日目に初めて出現し、接種後日数の経過に従

って次第に顕著となった。さらに、気管支周囲炎とともに気管支拡張と

代償性肺気腫も認められ、各病変の程度は相関性があった。病変部の肺

内気管支腔内には、好申球、マクロファージおよび小円形細胞を伴った

化膿性洛出物が認められた。肉眼的に無気肺巣が認められた部位には、

化膿性気管支肺炎も認められ、細気管支と肺胞には多数の好中球とマク

ロファージおよび少数のリンパ球が洛出し、肺胞上皮は腫大、増数して

いた。

　接種後14日目と21日目に見られた軽度の肺病変例では、気管支周囲炎

が1～2肺葉の近位の気管支に小範囲で認められたのみであったが、そ

の一部の気管支では既にリンパ濾胞が形成されていた（写真5）。病変

部の気管支の粘膜上皮の一部にはCAR　bacillusが付着し、粘膜上皮は上

皮細胞増生によってわずかに肥厚し、少数の杯細胞が認められた。粘膜

固有層には小円形細胞浸潤が認められ、その一・一・・tL部では浸潤が上皮細胞層

にまで達し、そこの上皮細胞はE薄化していた（写真6）。この部位の

線毛と菌体は剥離性であった。正常な上皮細胞と増生した上皮細胞が、

同一断面上に認められる気管支も存在していた（写真5）。これらの病

変を示した気管支付近の気管支と細気管支の粘膜上皮では、上皮細胞が

ごく軽度に増生していたが、CAR　bacillusの付着や気管支周囲炎は認め

られなかった。病変部の気管支周囲の間質では、血管周囲の水腫と少数

一22一
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写真　3．　接種後14日目の肺．軽度の気管支周囲炎が認められ、病変

　　　　　部の気管支は拡張している．気管支周囲炎は小円形細胞の

　　　　　集籏からなる．HE．×16．
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写真　4．　接種後56日目の肺．重度の気管支周囲炎を示す．すなわち、

　　　　　　気管支から細気管支の周囲に多数の小円形細胞が集籏し、

　　　　　　リンパ濾胞も形成されている．侵された気管支は著しく拡

　　　　　　張している．HE．　X16．
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写真　5．　接種後14日目の気管支．粘膜固有層とその周囲にリンパ濾

　　　　　　胞形成を伴った小円形細胞浸潤がある．なお、気管支は拡

　　　　　　張性である．右半の粘膜上皮はほぼ正常である．HE．×65．
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写真　6．　接種後14日目の気管支．粘膜固有層から上皮細胞層にかけ

　　　　　　て小円形細胞が浸潤し、・・一一・A部の上皮細胞は菲薄化している

　　　　　　（矢）．線毛部に多数のCAR　bacillusが付着している．

　　　　　　HE．　×650．
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の小円形細胞浸潤が認められた。

　接種後14日目と28日目に見られた申等度の肺病変では、数葉の気管支

から細気管支に至るまでの間に気管支周囲炎が認められた。気管支周囲

炎の程度は遠位の気管支では軽度であったが、近位の気管支では重度で、

そこではリンパ濾胞が高度に形成されていた。特に、近位の気管支の粘

膜上皮では粘膜固有層から上皮細胞層にかけ小円形細胞浸潤が重度で、

ほとんどの上皮は菲薄化を示した。CAR　bacillusは粘膜表面の一部に付

着していたのみで、線毛は消失していた。一方、遠位の気管支と細気管

支の粘膜上皮は上皮細胞の増生によって著しく肥厚し、杯細胞が少数な

がら認められ、その粘膜表面には多数の菌が付着していた。病変部の気

管支周囲の間質には水腫が認められ、血管周囲に少数の小円形細胞が浸

潤していた。

　接種後21日目と28日目に見られた重度の肺病変では、ほぼ全葉の気管

支から細気管支に至るまでの広範囲に気管支周囲炎が認められた。気管

支周囲炎は末梢の細気管支では軽度であったが、それより近位の肺内気

管支では極めて重度で、リンパ濾胞の形成も顕著であった（写真7）。

病変部の多くの気管支の粘膜上皮では、粘膜固有層から上皮細胞層まで

小円形細胞浸潤が著明で上皮は菲薄化し、線毛は消失していた（写真

8）。そこにはCAR　bacillusの付着はほとんど認められなかった。病変

部のその他の気管支と細気管支の粘膜上皮は、上皮細胞の重度の増生に

よって肥厚していた。そこには杯細胞が多数認められ、線毛部に多数の

菌が付着していた（写真9）。さらに、細気管支内と周囲の肺胞には、

好申球とマクロブァージが滲出し、化膿性肺炎の像を示していた（写真

10）。病変部の間質では、しばしば血管周囲に水腫が認められ、少数の
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写真　7．　接種後21日目の気管支．小円形細胞の重度の浸潤と多数

　　　　　　のリンパ濾胞形成からなる気管支周囲炎．HE．×65．
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写真　8．　接種後28日目の気管支．粘膜固有層から上皮細胞層にかけ

　　　　　て小円形細胞が浸潤し、上皮細胞は菲薄化を示す．粘膜表

　　　　　面に線毛およびCAR　bacillusは認められない．　HE．×650．
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写真　9．　接種後21日目の気管支．上皮細胞層は細胞増生の結果正常

　　　　　　ラットの約3倍に肥厚し、杯細胞の増数も見られる．この

　　　　　　上皮の線毛部にはCAR　bacillusが付着している．気管支腔

　　　　　　内には粘液と好申球が滲出している．HE．×340．
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写真　10．　接種後21日目の細気管支．細：気管支腔内から肺胞にかけて

　　　　　多数の好中球、マクロファージおよび小円形細胞が滲出し、

　　　　　化膿性肺炎像を呈している．HE．　X　650．
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灘懇懇　灘灘灘購羅”灘懇懇難灘嚇鞭 Pt懸盤懇懇聯麟懇懇鴛繊玉藻，．

小円形細胞が集籏していた。

　接種後56日目に見られた重度の肺病変（3例すべて）は、上記の重度

の肺病変と基本的に同一で、聞質における水腫も顕著であった。1例で

は、気管支から呼吸細気管支に至るまで重度の気管支拡張が認められた。

呼吸細気管支は嚢胞状に拡張し、腔内には好中球が湯出していた（写真

11）。この周囲の肺胞は、腫大、増殖した肺胞上皮細胞やマクロファー

ジの増殖などによって無気肺となっていた。

　申耳では、接種後28日目で1例、接種後56日目では3例に軽度の鼓室

炎が認められた。一部の粘膜上皮にはリンパ球と好中球が浸潤し、その

表面に好中球、小円形細胞、マクロファージおよび少数の異物巨細胞か

らなる少量の滲出物が付着していた。CAR　bacillusは粘膜上皮の線毛部

にごくまれながら付着していた。

　鼻腔、気管、気管支および細気管支のグロコット染色標本では、長さ

4～8μmの好銀性フィラメント状桿菌が、粘膜上皮の線毛に平行して

（粘膜表面に対して直角方向に）多数認められた（写真12）。また菌は、

PAS染色によっては弱陽性に染色された。さらに、気道腔内の滲出液申

にも同様の菌が少数浮遊して存在していた。

　気管気管支リンパ節と前縦隔リンパ節の腫大は、濾胞の肥大と髄索に

おける形質細胞の丁数によるものであった。胸腺と脾臓には著変は見ら

れなかった。

4）微生物学的所見

供試菌が分離された自然感染ラット、CAR　bacillusの継代に使用され
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写真　11．　接種後56日目の細気管支および呼吸細気管支．気管支拡張

　　　　　　が顕著で、腔内には、好中球と小円形細胞が滲出し、周囲

　　　　　　組織には小円形細胞浸潤があり、細気管支の粘膜上皮の線

　　　　　　毛部の一部にCAR　bacillusが付着している（矢）．

　　　　　　HE．　×650．
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写真　12．　接種後21日目の気管支．粘膜上皮の線毛部に黒色に染色さ

　　　　　　されるフィラメント状のCAR　bacillusが多数付着している．

　　　　　　粘膜上皮の右方では線毛が失われ、菌の付着も見られない．

　　　　　　グロコット染色．X1，200．
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たマウス、および菌を経鼻接種したラットから得られた材料および接種

材料である肺乳剤などからは、好気性菌および比幽aspp．は全く

分離されなかった。また、すべての被検血清で、既知の病原体の抗体は

検出されなかった。特に、脆p山幽に対する抗体はELISAによっても

陰性であった。
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5．　考　察

　本研究において、ラットにCAR　bacillusを経鼻接種して作出された小

円形細胞の浸潤を主体とする鼻炎と気管炎、気管支拡張を伴う三内気管

支周囲炎、化膿性気管支肺炎ならびに中耳炎などの呼吸器病変は、自然

感染例の報告［6、8、10、24、25、41］および実験感染例［6、10、34、

35］のそれに一致していた。なお、本影は接種後14日目に初めて気道粘

膜に出現し、同時に病変も発現した。Ganawayら［6］の観察では、感染母

ラットから生まれた仔では、生後1～2週間で、また、発育鶏卵で増殖

させた菌や感染ラットの気管支洗浄液を経鼻接種されたラットやマウス

では、接種後2週間で菌が上部気道に現れている。一方、Shojiら［34］

は、ラットとマウス由来のCAR　bacillusを発育鶏卵尿膜腔液で11代継代

し、これをラットとマウスにそれぞれ106～105個の菌量で接種した場合、

呼吸器病変は接種後4週目から出現したとしている。ラットのCAR　ba－

cillus感染症において、気道粘膜に本項を伴った病変は、その発現が接

種菌株や砂摩および動物の日齢に左右されるとしても、少なくとも経鼻

感染後約2～4週間を必要とするようである。なお、呼吸器系の申では、

特に気管が本菌の好付着部位のようであった。

　本症において、病変部の気道粘膜における長期間の小円形細胞集籏は、

CAR　bacillusの感染による抗原刺激によって、長期間にわたって局所免

疫が持続していることを示唆する［6］。また、本甲に感染した気道粘膜

上皮には、上皮細胞の増生［41］と杯細胞の回数が認められたが、この変

化は、異物を排除するための粘液線毛クリアランス能の活性化像［2］と

k
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みなされる。CAR　bacillus感染において、化膿性肺炎は接種後3週目以

降に出現し、次第に肺病変が重度となった例も観察された。ラットにお

ける本菌の自然感染例では、種々の程度の化膿性肺炎が厘E！．1，山幽、

Sendai　virusおよびPWなどとの混合感染例［6、41］、ならびにCAR　ba－

cillusの単独感染例［6］などで報告され、さらにそれらから他の細菌

（非溶血性グラム陽性球菌や腸内細菌など）も分離されている［6、41］。

本実験では、CAR　bacillusによる肺炎は細気管支より炎症反応が肺胞に

及んだ結果と考えられた。

　以上の呼吸器病変はCAR　bacillusの存在を除けば、ラットのHRH［7、

9、12、19、20、22、28］に良く類似している。CAR　bacillus接種後早期

より重度の小円形細胞浸潤の見られた粘膜上皮では、上皮細胞が菲薄化

していた。本菌に自然感染していたラットの気管や気管支の粘膜上皮で

は、粘膜上皮の消失［6］と潰瘍化［10、41］が報告されている。それらの

部位にはリンパ様細胞の浸潤が顕著である［10］。粘膜上皮の崩壊はラッ

トのMRMでも観察されているが［7、22、28］、これは浸潤したリンパ様細

胞によるものとみなされている［28］。本実験で見られた上皮細胞の菲薄

化は、浸潤した小円形細胞の圧排による二次的な変化と解された。

　本実験では、鼓室炎が接種後28日目以降に観察され、その一部の粘膜

上皮にはCAR　bacillusの付着も認められた。ラットのCAR　bacillus感染

症において中耳［24、41］と耳管［24］の粘膜上皮の線毛部に、本菌が観察

されている。したがって、本菌は感染後期に鼻腔の粘膜より耳管を経由

して点耳に波及するものと考えられる。

　本実験で菌の接種に用いた肺乳剤より亘⊥2唖…は分離されなかっ

た。また、菌を接種されたラットは培養検査とELISAによる血清学的検
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髪

査によって、　匹雌を含め既知の呼吸器感染症の病原体の関与は

否定されている。CAR　bacillusは、　顛Mと極めて類似の疾患を惹起し、

ラットとマウスの間で相互に感染する［6、10、34］呼吸器系病原体の申

で最も重要なものである。しかし、本菌は通常の培地には増殖できない

ので、組織学的検査のワーチン・スターリイ染色［18］やグロコット染色

などの銀染色によって、気道粘膜で菌を証明することが、本菌感染症の

診断に最も有効と考えられる。
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第H章　CAR　bacillus実験感染ラット、マウスと発育鶏卵

　　　　の呼吸器系組織の超微形態学的研究
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1．　要　旨

　Wistar／MsラットおよびBALB／cマウスにCAR　bacillus－SMR株を経鼻接

種し、菌の形態および菌と宿主細胞の相互関係を明らかにするため、そ

れぞれ接種後56日目と接種後96日目まで定期的に動物を解剖し、以下の

観察を行った。ラットでは、気管と肺内気管支の粘膜上皮を走査電顕お

よび透過電顕で観察した。マウスでば、気管と肺をルテニウム赤染色固

定後、それぞれの粘膜上皮を透過竜顕で観察した。さらに、発育鶏卵の

尿膜腔にCAR　bacillus－SMR株を接種し、接種後7日目の尿膜を走査電顕

で観察するとともに、ルテニウム赤染色固定後、透過電顕で観察した。

　走査電顕で観察した菌接種ラットの気管粘膜には、接種後7日目で少

数のフィラメント状のCAR　bacillusが線毛間および一部の無線毛細胞の

表面に出芽するように付着していた。接種後14日目の粘膜上皮の表面に

は、多数の菌体が局所的に群生し（回状巣）、この苔状巣領域は接種後

28日目まで次第に拡大した。二三巣が認められなかった粘膜は無線毛細

胞領域で、その表面には少数の菌が付着していた。接種後56日目では苔

状巣領域はやや縮小し、苔状巣の認められなかった粘膜に細長い無線毛

細胞が認められた。

　走査竜顕で観察した発育鶏卵の感染尿膜表面にも、CAR　bacillusから

なる種々の大きさの苔状巣が認められた。

　透過電顕で観察した菌接種ラットの三内気管支の粘膜上皮では、接種

後14日目以降56日目まで線毛細胞と無線毛細胞の表面にCAR　bacillusの

付着が認められた。軽度に侵された三内気管支粘膜では、クララ細胞は

一40一
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減数し、杯細胞（粘液細胞）が増数していた。重度に侵された肺内気管

支粘膜では、線毛細胞と杯細胞の増生が著しく、クララ細胞は観察でき

なかった。線毛細胞では大部分の線毛の消失、微絨毛の発達および基底

小体の不規則な配列が認められた。

　CAR　bacillusは、検索したいずれの宿主細胞においても、その表面に

対し直角方向に付着していた。菌の宿主細胞付着側では、先端から長さ

約0．5μmは他の菌体部より細く（幅0．15～0．18μm）なり（狭部）、一部

の菌では先端が膨大していた。菌体狭部と宿主細胞の細胞膜との間には

70nm以下の間隙が存在し、そこには細繊維状構造物が両者を連結するよ

うに存在していた。この構造物はルテニウム赤染色標本で、より明瞭に

観察され、接着に関与する粘液物質と考えられた。転部以外の面体の幅

は0．35μm以下で、多くは0．24～0．28μmであった。菌の全長は3．5～9．0μm

以上で、一定ではなかった。菌の表層構造は、細胞壁、中間層および細

胞膜の3層からなり、各々の幅は約10、20および7nmであった。また、

細胞壁と細胞膜は単位膜構造を示していた。ルテニウム赤染色標本によ

り、菌体表面に厚さ約10～20nmの電子密度の高い微細穎粒状の粘液層が

観察できた。この粘液層は別の飼畜の粘液層ならびに宿主細胞の細胞膜、

微絨毛、および線毛と直接接着して観察され、粘液層は宿主細胞への付

着に重要な役割を演じているものと思われた。発育鶏卵の尿膜表面に付

着したCAR　bacillusには、細胞質の二分された細胞分裂像が認められ、

本菌の長さの不均一性はこれに由来しているものと思考された。
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2．　序　文

　CAR　bacillus感染に関する形態学的研究では、組織病変の記載［6、8、

10、16、24、25、34、35、41、42］がほとんどで、電顕所見［6、8、10、

16、24、25、41］は単に菌の存在を証明するための補助的な記述にとど

まっている。本菌の形態に関しては、菌の大きさ、形および表層構造が

報告されている。すなわち、CAR　badillusの幅は0．12～0．2μm［24］、

0．155～0．21μm［41］および0．2μm［6、10、16、25］、ならびに長さは4～

6μm［6、16］、5～8μm［25］、6～8μm［24］、7μm［10］および8μm（4

～12μmの範囲）［41］と報告され、一定していない。一方、CAR　bacillus

の形の特徴として、菌の一端が膨れ［16、24、25、41］、殊にその先端は

170nmの幅［41］となっている。また、　CAR　bacillusは3層の外細胞壁を

有し［8、16、25］、それぞれの厚さは15、8および9nmであったと記述

されている［41］。

　第1章で述べたように、銀染色標本の組織学的観察［6、10、16、24、

25、41］では、本菌は気道の粘膜上皮の表面にあたかも線毛のごとくに

付着する。電顕的観察によれば、CAR　bacillusは線毛の間に線毛と平行

して付着し［6、8、10、16、24、25、41］、線毛が本菌の付着に対しなん

らかの役割りを演じているように思われる。しかしGanawayら［6］は、発

育鶏卵の尿膜腔中に本門の存在を認め、無線毛細胞にも本構が付着する

ことを示唆した。

　CAR　bacillusは宿主細胞の表面に付着するので、走査電顕による観察

が有用である。しかし、この観察は乏しく、わずかにHacKenzieら［24］ レ
鳳
二
吋
、
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が気管支の線毛に本菌を観察しているのみである。なお彼ら［24］は、

CAR　bacillusは線毛に類似しているので、線毛よりやや太く、ノブ状の

先端が観察された時のみ本菌と同定できたと記載している。

　以上のように、CAR　bacillusの基本的な形態は、一部は観察されてい

るが、詳細は明らかでない。またぢ本菌の宿主細胞への付着形態につい

ては不明である。本研究では、CAR　bacillusを接種したラットおよびマ

ウスの気道粘膜、ならびに発育鶏卵の尿膜について超微形態学的に観察

し、本菌の形態および本菌と宿主細胞の相互関係を明らかにする。

「
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3．　材料と方法

　1）動物および発育鶏卵

　動物は、第1章で用いた5週齢SPF　Vistar／Ms雄ラット21例と、新た

に8週齢SPF　BALB／c雌マウス12例を使用した。これらの動物は、放医研

で生産、飼育され、その生産コロニーは月1回定期的に実施した微生物

学的検査で、以下の病原体が陰性であった。Salmonella　spp．、旦⊥皿

0115a，　c：K（B）、　E2．　neumotro　ica、　】並　 bronchise　しica、　⊆』kutscheri

およびIL幽（菌培養）、Sendai　virus、　mouse　hepatitis　virus、

墜R迦および油鼠麺（CF反応）、込bronchise　ticaおよ

びC．kutscheri（凝集反応）ならびに内・外部寄生虫（肉眼、鏡検）。

　実験期間中、動物は温度24±2℃、湿度55±10％と12時間明・暗サイ

クルに保たれた感染動物飼育装置内で飼育された。動物は、オートクレ

・一
u滅菌したケー・ジに入れ、市販固形飼料（MB－1　：船橋農場、千葉）お

よび高塩素（10－15ppm）飲水を自由に与えて飼育した。

　発育鶏卵は市販の受精卵（船橋農場、千葉）を購入し、37℃で7日間

艀寵した後実験に使用した。

　2）菌接種および材料採取

　第1章で述べたラット由来のCAR　bacillus－SMR株感染マウスの肺乳剤

から調整された、8．5×107／m1個の菌を含む菌液を接種材料とした。

　ラットおよびマウスには、菌液をそれぞれ1匹当たり0・lmlおよび25μ1・

r

一44一
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エーテル軽麻酔下で経鼻接種した。非感染対照動物にはマウス正常肺乳

剤を同様の方法で経鼻接種した。菌接種ラットは接種後4、7、14、21、

28および56日目に、正常対照ラットは接種後56日目に解剖した。菌接種

マウスは接種後28、56および98日目に、正常対照マウスは接種後56日目

に解剖した。動物は各解剖日に3例ずつ、クロロフォルムで深麻酔後、

全採血して採材した。

　発育鶏卵（7日卵）には、尿膜腔内接種法によって上記の菌液0．2ml

を接種した。接種後37℃で7日間艀卵後、尿膜腔液を採取した。さらに、

この尿膜腔液0．2mlを発育鶏卵に同様の方法で接種し、　CAR　bacillusを

継代した。菌継代12代目の発育鶏卵より、接種後7日目の尿膜を採取し、

検索した。正常対照尿膜は菌未接種の尭育鶏卵から得た。採取した尿膜

からは組織標本を作製し、これにグロコット染色を行った。その結果、

菌継代12代目の尿膜表面に多数のCAR　bacillusが付着していた（写真

13）　o

　各解剖日の1例について、前述の病原体に対する微生物学的検査を実

施した。その結果、それらは既知の呼吸器系病原体の感染はみられなか

った。さらに、IL　R山幽に対する抗体は、　ELISAによっても検出でき

なかった。菌接種液である肺乳剤と発育鶏卵の尿膜腔液について、PPLO

寒天培地と10％馬血液寒天培地で培養を試みたが、幽spp．と

好気性菌は分離できなかった。

3）走査電顕標本

菌接種ラットの気管および菌継代12代目の発育鶏卵の尿膜を材料とし

一45一
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写真　13．　CAR　bacillus－SMR株を7日発育鶏卵の尿膜腔内に接種後7

　　　　　　日目の尿膜．尿膜表面に黒色に染色される多数のCAR　ba－

　　　　　　cillusが付着している．グロコット染色．×1，200．
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た。気管は摘出後、前半を縦断した。尿膜は摘出後4mm角に細断した。

両組織片は3．5％グルタルアルデヒドー0．IMカコジル酸ナトリウム（pH

7．4）で4℃、2時間固定し、1％四酸化オスミウム溶液で4℃、1時

間の後固定を行った。試料は脱水後、液体炭酸ガスにより臨界点乾燥を

行い、イオン・スパッタリング法で金を厚さ150Aに蒸着し、　JSM－840A

（日本竃子）で観察した。

　4）透過電顕標本

　菌接種ラットの肺、菌接種マウスの気管と肺、ならびに菌継代12代目

の発育鶏卵の尿膜を材料とした。剖検後ラットの肺は1～4mm3の大き

さに細断し、走査電顕標本と同様に後固定までを行った。その後、組織

片は脱水後エポン樹脂により包埋した。超薄切片は、酢酸ウラニル・ク

エン酸鉛で二重染色を行いJEM－100S（日本電子）で観察した。

　菌接種マウスの気管と肺ならびに発育鶏卵尿膜は、Springer　and

Rothの方法［36］によってルテニウム赤染色固定を行った。固定は3．6％グ

ルタルアルデヒド溶液、0．2Hカコジル酸ナトリウム（pH　6．5）溶液およ

び　0．15％ルテニウム赤水溶液をそれぞれ等量に混合した溶液で行った。

ルテニウム赤非染色固定は、0．15％ルテニウム赤水溶液の代わりに等量

の0．2肋コジル酸ナトリウム液を加えた溶液で行った。後固定は、4％

四酸化オスミウム溶液、0．2Hカコジル酸ナトリウム緩衝液（pH　6．5）お

よび0．15％ルテニウム赤水溶液の等量混合液で行った。1mm3の大きさに

細断した組織片は、それぞれの前固定液で4℃、1時間固定し、カコジ

ル酸ナトリウム緩衝液で3回洗浄後、後固定を室温で3時間行った。そ
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の後の処理は、上記ラットの肺の透過電顕試料作製と同様に行った。
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4．　成　績

　1）ラット気管粘膜上皮の走査電顕所見

　菌接種後7日目に解剖した3例申1例の気管粘膜に、フィラメント状

のCAR　bacillusが少数線毛上皮細胞の線毛間に観察された。菌体の形態

は線毛に類似していたが、長さは線毛よりやや長かった。菌は一端を粘

膜上皮に付着させ、これより管腔側に突出して観察された。無線毛上皮

細胞の表面にも、長さ不定のCAR　bacillusが少数集合し、粘膜上皮より

芽生えるように観察された。

　接種後14日目に解剖された3例中2例と、接種後21日目から56日目に

解剖された9適すべての気管の粘膜上皮の表面に、ほぼ同様の所見が観

察された。すなわち、気管粘膜全表面の3／5～4／5は、数個の上皮細胞を

覆う広さ（写真15）から、粘膜の広範な部分を覆う広さ（写真17）で

CAR　bacillusの群生した苔状巣によって占められていた。正常な粘膜で

観察された線毛の波状配列像（写真14）は不明瞭となるため、面体と線

毛の識別は困難であった。苔状巣以外の粘膜表面では、正常の波状配列

を示す線毛はほとんど観察されなかったため、線毛細胞の存在は指摘で

きなかった。無線毛細胞は腫大し、一部の表面は平滑となっていた（写

真18）。無線毛細胞の表面には時折、CAR　bacillusが単独または集噛し

て、粘膜上皮より芽生えるように観察された（写真15、16、18）。接種

後56日目では、観察部位によって粘膜表面が細長い無線毛細胞によって

構成される領域が存在し（写真17）、表面の一部に長さが不定のCAR

bacillusが付着していた。
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写真　14． 正常対照ラットの気管粘膜上皮表面．線毛細胞と無線毛細

胞が認められる．線毛は波状を示す．X1，400．
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写真　15．　接種後14日目のラットの気管粘膜上皮表面．写真の左方に

　　　　　　CAR　bacillusが付着した苔踊躍が認められる（CAR　baci1・

　　　　　　1usと線毛との識別は困難である）．無線毛細胞は腫大し、

　　　　　　表面にフィラメント状のCAR　bacillusが単独で、または集

　　　　　　籏して認められる（矢）　（右半）．×2，100．
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写真　16．　写真15の拡大．少数のフィラメント状のCAR　bacillusが気

　　　　　　管粘膜上皮の無線毛細胞から芽生えているように見える．

　　　　　　×7，800．
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写真　17．　接種後56日目のラットの気管粘膜上皮表面．写真の右方の

　　　　　　線毛上皮にCAR　bacillusが群生した苔状巣があり、左方の

　　　　　　粘膜は横長の無線毛細胞よりなる．×680． t
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写真　18．　接種後56日目のラットの気管粘膜上皮表面．無線毛細胞は

　　　　　　腫大し、横長に見え、表面にCAR　bacillusが集湿している

　　　　　　（矢）．一部の細胞表面は平滑となっている．X1，900．
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　2）発育鶏卵尿膜の走査電顕所見

　菌を接種した発育鶏卵の尿膜表面には、ラットの気管粘膜におけると

同様、多数のフィラメント状のCAR　bacillusの付着が認められた。本菌

の多くは一端を尿膜表面に接触させ、線毛様に尿膜腔側に突出していた。

観察部位によって、菌体は数個単位で付着しているものから、菌体が多

数群生して付着し、種々の大きさの網状巣として観察されるものまで様

々であった（写真19）。一部の雑体の尿膜表面への付着端は、マッチの

頭の様に膨れていた（写真20）。

　3）ラット肺内気管支粘膜上皮の透過電顕所見

　接種後14日目以降56日目までの間で、気管支および細気管支の粘膜上

皮の上皮細胞の表面にCAR　bacillusの付着が観察された。それらの粘膜

上皮細胞の変化は、その部位の気管支周囲炎および細気管支周囲炎の程

度によって一定の傾向が観察された。

　接種後14日目と21日目に見られた気管支周囲炎の軽度なラットにおけ

る気管支の粘膜では、線毛細胞の表面にCAR　bacillusが観察された。菌

体は線毛と平行して線毛間に付着していたが、菌が多数付着した線毛細

胞では、線毛はほとんど消失し、自由面近くの細胞質に基底小体が不規

則に配列していた（写真21）。菌体が付着した線毛細胞では、微絨毛と

微小ヒダが伸長、発達し、一部は網の目状（写真22）を呈していた。病

変部の気管支粘膜では上皮細胞層が肥厚し、そこには細胞内小器官を豊

富に有する線毛細胞、ならびに発達した粗面小胞体と分泌穎粒を有する

杯細胞の増生が認められた。なお、この粘膜上皮ではクララ細胞は減数
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写真　19． 発育鶏卵尿膜表面におけるCAR　bacillusの群生した苔状巣．

×　1，50　0．
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写真　20．　発育鶏卵尿膜表面のCAR　bacillus．菌の尿膜表面接着端は

　　　　　　軽度に膨大している．X80，000．
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写真　21．　接種後21日目のラットの気管支粘膜上皮．多数のCAR　ba－

　　　　　　cillUSが線毛細胞に付着している．線毛はほとんど消失し、

　　　　　　微絨毛が軽度に発達している．基底小体は細胞質の自由面

　　　　　　近くに不規則に配列している．なお、本菌の宿主細胞付＝着

　　　　　　端は他の菌体部より細くなっている（狭部）．×16，300．
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写真　22．　接種後14日目のラット気管支粘膜上皮．線毛細胞表面に多

　　　　　数のCAR　bacillusが付着している．線毛はほとんど消失し、

　　　　　伸長した微小ヒダが網目状をなしている（矢）．基底小体

　　　　　が細胞の自由面近くに不規則に配列している．×24，400．
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していた。

　接種後14日目以降56日目までに見られた、気管支周囲炎が顕著な近位

の気管支の粘膜上皮では、円形細胞浸潤が粘膜上皮層に達し、上皮細胞

の多くは菲薄化していた。また、CAR　bacillusは一部の菲薄化した上皮

細胞の表面にも多数見られた。遠位の気管支から細気管支までの間の粘

膜上皮では、上皮細胞の増生により上皮細胞層が著しく肥厚していた。

これらの気管支および細気管支では、豊富な細胞内小器官を有する線毛

細胞と発達した粗面小胞体を有する杯細胞の増生が著明で、クララ細胞

を観察できなかった。さらに本菌は、これら線毛細胞の表面のみならず

杯細胞の表面にも多数付着していた（写真23）。

　接種後56日目に観察された気管支拡張の著しい症例では、呼吸細気管

支の上皮細胞表面にも多数のCAR　bacillusが付着していた（写真24）。

この上皮細胞は腫大し、細胞質に豊富な細胞内小器官を有していたが、

扁平な形態は保たれていた。

　本菌の付着が認められた町内気管支の腔内には、菌が少数ながら遊離

して認められ、滲出した好申球やマクロファージのライソゾーム中には、

まれながら消化された菌体の一部門認められた（写真25）。

　4）CAR　bacillusの超微形態および宿主細胞への付着形態

　本菌がラットやマウスの気道の粘膜上皮および発育鶏卵の尿膜に付着

する場合、その多くは、剛体の一端を宿主細胞に向け、宿主細胞の表面

に対し直角方向に付着していた。菌の宿主細胞付着側では、菌の先端よ

り中心方向約0．5μmは、その他の菌体部より細くなっていた（沼部）

一60一

’

ij　L

響灘．灘・

　　灘灘灘



写真　23．　接種後21日目のラットの細気管支粘膜上皮．杯細胞に多数

　　　　　　のCAR　bacillusが付着している．菌の宿主細胞付着端は他

　　　　　　の菌体部より細くなっている（狭部）．×13，000．
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写真　24．　接種後56日目のラットの呼吸細気管支．粘膜上皮表面に多

　　　　　　数のCAR　bacillusが付着している．×4，900．
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写真　25．　接種後56日目のラット細気管支腔内のマクロファージ．ラ

　　　　　イソゾームに消化された菌の一部（矢）が認められる．

　　　　　×32，500．
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（写真21、23、27）。すなわち、狭部の幅は0．15’》0．18μm、その他の体

部の幅は0．35μm以下（多くは0．24～O．28μm）であった。まれに狭部先端

付近の幅が狭くなり、先端が膨大している菌も見られた（写真20）。

CAR　bacillusの細胞壁と宿主細胞の細胞膜や微絨毛とは直接接触してい

る場合もあったが、多くは両者の間に70nm以下の聞隙が存在し、そこに

は微細な線維状構造物が細事の細胞壁と宿主細胞の細胞膜とを結ぶよう

にして存在していた（写真26）。ルテニウム赤染色固定標本では、前述

の菌体狭部周囲の細線維状構造物が一層明瞭に観察された（写真27）。

　菌体の長さは様々で、　3．5μmから長いものでは9μm以上あり、同一切

片上では全長を観察できない場合が多かった。菌の細胞質は電子密度の

高いマトリクスで構成され、これは特に面体の周辺部で明らかで、菌体

の中央部付近にはリボゾームを含む細線維からなる立様物質が存在して

いた（写真28）。菌体は3層の表層構造で被覆されていた（写真29）。

すなわち、最外層は厚さ約10nmの細胞壁、次は厚さ約20nmの電子密度の

低い申間層、：最内層は厚さ約7nmの細胞膜で、さらに細胞壁と細胞膜は

単位膜構造を示していた。ルテニウム赤染色固定標本では、菌体表面に

粘液層が見られ、これは厚さ約10～20nmの、電子密度の高い微細穎粒状

の集合層として観察された（写真27、30）。菌は粘液層を、別の無体の

粘液層ならびに宿主細胞の細胞膜、微絨毛および線毛と接着させて集面

していた（写真30）。

　発育鶏卵の尿膜におけるCAR　bacillusでは、細胞質が細胞膜によって

二分されている像も見られた（写真31）。
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写真　26．　接種後21日目のラット気管支粘膜上皮．CAR　bacillusと宿

　　　　　主細胞の細胞膜との間に細線維状構造物が存在する．

　　　　　×　48，800．
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写真　27．　接種後98日目のマウス気管粘膜上皮．ルテニウム赤染色固

　　　　　　定標本では、粘体狭部周囲に細線維状構造物が明瞭に認め

　　　　　　られる．菌体表面は厚さ約10nmの電子密度の高い層（粘液

　　　　　　層）として観察される．．ルテニウム赤染色固定．

　　　　　　×　81，300．
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写真　28．　接種後14日目のラット気管支腔内のCAR　bacillus．爆雷の

　　　　　　太さは種々である（細い矢、太い矢、矢頭）．細胞質には

　　　　　　電子密度の高いマトリクス、菌体申央部にはリボゾームを

　　　　　　含む細線維状の核様物質がある．X40，600．
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写真　29．　接種後14日目のラット気管支粘膜上皮のCAR　bacillus横断

　　　　　　面．菌の表層構造は最外層より細胞壁、電子密度の低い中

　　　　　　間層および細胞膜の3層構造からなり、細胞壁と細胞膜は

　　　　　　単位膜構造を示す．X81，300．
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写真　30．　接種後98日目のマウス気管粘膜．CAR　bacillusは粘液層

　　　　　　（厚さ約20nm）を別の菌体の粘液層ならびに気管粘膜上皮

　　　　　　細胞の細胞膜や微絨毛と接着させて集籏している．ルテニ

　　　　　　ウム赤染色固定．X65，000．
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写真　31．　発育鶏卵尿膜のCAR　bacillus．細胞質は二分され、それぞ

　　　　　れは細胞膜で囲まれている．ルテニウム赤染色固定．

　　　　　　×　81，300．
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5．　考　察

　CAR　bacillusは、宿主細胞の表面に対し直角方向に付着するフィラメ

ント状の表面寄生体である。四体の宿主細胞への付着端側約0．5μmは細

い狭部として認められ、その先端は鈍汐干であった。過去に報告された

電：顕写真を見ると、CAR　bacillusの粘膜への付着端は他の菌体部より明

らかに細く［6、16、24、41］、その幅は155～170nmで［41］、今回の計測

値150～180nmとほぼ等しかった。また、本研究で観察されたCAR　baci1－

lusの宿主細胞付着端の膨大部も、過去の報告例の写真にしばしば所見

される［6、16、24、25、41］。

　CAR　bacillus付着端と宿主細胞の表面との間には細線維状構造物が両

者を結ぶように存在していた。類似の構造物は自然感染ウサギの気道粘

膜上皮においても観察されている［16］。この細繊維状構造物はその形態

からみて、菌の宿主細胞への接着に重要な役割を果していることが推察

される。この構造物はルテニウム赤によって明瞭に染色され、それがマ

イコプラズマ［38－40］におけると同様に、酸性ムコ多糖類を含む粘液物

質［23］からなる菌の粘液層であることを示唆する。粘液層の量が毒力の

強さの主要因子であることがBacteroides腱で明らかにされてい

る［14、29］。また、粘液層が菌の宿主表面への接着に機能することがグ

ラム陰性菌［4］やマイコプラズマ［38－40］で明らかにされ、さらに、その

接着が毒力の発現に直接関与することがマイコプラズマ［38－40］で知ら

れている。Ganawayら［6］は位相差顕微鏡で、　CAR　bacillusが一端をスラ

イドグラスに密着させ、自由端を屈折させて滑走運動を行う像を観察し

」
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た。著者の観察においても、細線維状構造物が菌の狭部端にのみ認めら

れたことは、これが菌特有の接着構造である可能性を強く示唆する。さ

らに、菌体の粘液層による菌体同士の接着像、ならびに宿主細胞の線毛

や微絨毛との接着像は、粘液層が菌の群生に何らかの役割を果たしてい

るものと推察される。

　今回の観察において、CAR　bacillusは気道の線毛細胞および無線毛細

胞双方に付着していた。そして付着菌数が増加するにつれて線毛は減少、

消失していた。これに伴い、微絨毛はむしろ発達していた。これらの相

互関係は明らかにし得なかったが、線毛の消失した細胞には基底小体が

観察され、線毛の再生の可能性［1、17］を示唆していた。

　著者は第1章において、感染した気道の粘膜上皮の上皮細胞の増生は、

障害物を排出するための粘液・線毛クリアランス能の活性化による変化

［2］であることを示唆した。本章の竜顕的観察において、細胞内小器官

を豊富に有する線毛細胞や杯細胞の増生が認められ、それらの細胞の機

能半平が示唆された。正常なラットやマウスでは肺内気管支のほぼ全域

にクララ細胞が存在していたが［11、31］、本研究では、菌に侵された肺

内気管支の粘膜上皮では、クララ細胞は減数と消失を示し、一方杯細胞

は増数を示した。クララ細胞は粘液細胞化生を示すことが知られており

［31］、今回観察された無線毛細胞（杯細胞、クララ細胞）の増減は、粘

液・線毛クリアランス能の活性化と同一の範疇に属する変化とみなされ

る。

　CAR　bacillusは電顕的に細胞壁、電子密度の低い旧聞層および細胞膜

の表層構造で被覆されていた。一般にグラム陰性桿菌は、細胞壁、ペリ

プラズマ間隙および細胞膜の3層構造を示すことが知られている［3、4］。

馬

滞
・
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発育鶏卵尿膜に付着したCAR　bacillusにおいて、細胞質が細胞膜で覆わ

れ、完全に二分割されている像がしばしば観察されたが、細胞隔壁は認

められなかった。したがって本菌は、細胞質が先に長軸方向に二分裂し

て増殖するものと推察された。また、本菌は長さが4～12μm［6、10、16、

24、25、41］と一定でないが、これは菌の分裂方式に起因しているのか

もしれない。
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第皿章　間接蛍光抗体法によるCAR　bacillus感染症の

　　　　血清学的診断に関する研究
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1．　要　旨

　CAR　bacillus感染症の血清学的診断を行うため、　IFA法による抗CAR

bacillus抗体の測定法を確立し、各種の血清について抗体検出を試みた。

抗原は、CAR　bacillus－SMR株を経鼻接種したマウス気管、および菌を増

殖させた発育鶏卵尿膜腔液より作製した。マウス気管は冷アルコールで

固定した後、パラフィンに包埋してから切片とし、これを4℃で保存し

た。CAR　bacillus－SMR株継代第11代目の発育鶏卵尿膜腔液をホール・ス

ライドグラスに5μ1ずつ滴下し、風乾後アセトンで固定し、一20℃で保

存した。

　CAR　bacillus自然感染ラットコロニーより得られた13例のラットの検

索では、9例に抗体が検出され、またその抗体価は1：10～1：80であった。

病理組織学的検索によって、CAR　bacillusは抗体陽性の9例のラットで

のみに認められ、血清学的診断と組織学的診断とは一致した。しかし、

Sendai　virusと脆EPt1PtS陽性ラット血清ならびに正常対照ラット血

清に対する陽性反応は認められなかった。また、気管抗原プレパラート

を用いて抗体測定を行っても尿膜腔液抗原プレパラートを用いて抗体測

定を行っても、同じ血清試料から得られた抗体価に差はみられなかった。

CAR　bacillus自然感染ウサギコロニーより得られた15例のウサギの検索

では、4例に抗体が認められたが、それらの抗体価はいずれも1：10～

1：40であった。またこれらの病理組織学的検索では、抗体陽性の3例と

抗体陰性の3例にCAR　bacillusが認められ、血清学的診断と組織学的診

断とは完全には一致しなかった。これは、ウサギのCAR　bacillus感染で
ρ
N

　
二
｝

一75一

脚
き
ア
母
・
膨
を
一
｛



は病変が軽度なために組織学的には菌体を見出しにくいこと、および菌

が感染してから抗体価が上昇するまでに十分な期間を要することなどの

理由によると考えられた。

　CAR　bacillusを経鼻接種したラットの血清中の抗体測定では、接種後

14日目より抗体陽性例がみられ（抗体価1：10）、接種後21日目には全例

が陽転した（抗体価1：40～1：80）。これらの抗体価は接種後28日目に最

高に達し（抗体価1：80と1：160）、観察終了時の接種後56日目まで持続

して認められた。

　以上のように、　IFA法がCAR　bacillus感染の血清学的診断に極めて有

用であることが明らかとなった。また、ラットが感染した後全動物が陽

転するまでには2～3週間必要とすることが示された。さらに、ラット

由来のCAR　bacillus－SHR株をもとにした抗原を使用する本法は、ラット

以外の動物種における本感染症の診断にも応用できることが判明した。
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2．　序　文

　CAR　bacillusは通常の無細胞細菌用培地では培養できない。そのため、

本菌感染の診断には、主に感染動物の気道粘膜を形態学的に観察し、菌

を証明する方法がとられてきた［24、41］。しかし、この方法は限られた

動物にしか適用できず、生前診断にも役立たない。実験動物コロニーよ

り本心に感染した動物を摘発、排除してコロニーを清浄化し、そのコロ

ニーにおいて微生物学的モニタリングを行うには、血清学的診断法の碗

立が不可欠である。

　抗CAR　bacillus抗体の検出は、　Ganawayら［6］によって初めてなされた。

彼らは、発育鶏卵尿膜腔液で継代されたラット由来の菌を抗原とし、

ELISAによる抗体測定を実施した。まず、　CAR　bacillusに感染した母ラ

ットからの産仔の抗体を測定し、3週齢の産仔に移行抗体を検出した。

また彼らは、菌を経鼻接種したラットにおいて、接種4週間後に初めて

抗体を検出した（接種2週間後では陰性）。Shojiら［33］は、ラットと

マウス由来のCAR　bacillusを発育鶏卵尿膜腔液で培養し、両株それぞれ

を抗原としたELISAで抗体測定を試みた。その結果、自然感染したラッ

トとマウスではともに、菌検出例と抗体陽性例とが一致した。また菌接

種ラットとマウスの抗体は、接種後4週目で初めて検出された（接種後

2週目では陰性）。Griffithら［8］は、高富に汚染されたマウスコロニ

ーの抗体検索をELISAで行い、病理組織学的手法による菌の検出率と抗

体陽性率がほぼ等しかったと報じている。

　以上のように、　ELISAによるCAR　bacillus抗体の検出は、既に試みら
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れてはいるが、ELISAでは感染初期の抗体検出率がIFA法より劣ることも

指摘されている［15］。CAR　bacillus菌体と感染動物の血清を反応させた

後、さらに蛍光色素標識抗体と反応させると、菌体は特異蛍光を発する。

この事実は本菌感染のIFA法による血清学的診断の可能性を示唆する。

IFA法によるCAR　bacillus抗体の検出は、　Itohら［10］によってのみ報告

されている。これでは、CAR　bacillus自然感染ラットの気管スメアーを

抗原として抗体を検索し、本菌の感染が認められたラットの全例で抗体

を証明した。しかし、気管スメアーには本菌以外の多種類の蛋白が存在

するので、どの程度特異性が保たれるか検討を要する。

　本研究では、実験動物からのCAR　bacillus感染の排除と防御を目的に、

菌体を抗原とするIFA法を確立し、これによる本感染症の血清学的診断

法開発の可能性と問題点を検討した。なお、本菌を経鼻接種したラット

の抗体価の推移に関しては、第1章で供試した動物を用いて検索し、そ

の病理学的成績を参考にして考察を加えた。
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3．　材料と方法

　1）抗原

　抗原としては、ラット由来のCAR　bacillus－SMR株を実験感染させたマ

ウスの気管の粘膜上皮に付着している血忌、および同一菌株を増殖させ

た発育鶏卵の尿膜国士の塗抹標本中の菌体の2種類を用いた。

　8週齢SPF　BALB／c雄マウスに軽エーテル麻酔下で、　CAR　bacillus－SMR

株を含むマウスの肺乳剤を、1匹当たり2×106個経鼻接種した。このマ

ウスは接種後2カ月目にクロロフォルム深麻酔下で全採血され、解剖に

供された。剖検後、気管を取り出し、冷80％アルコール固定後、パラフ

ィンに包埋した。連続切片作製後プレパラートは4℃で保存して、HE染

色およびグロ：コット染色を行い、粘膜上皮にCAR　bacillusが付着してい

ることを確認後、気管抗原プレパラートとして使用した。正常対照気管

プレパラートは、正常マウスの肺乳剤を8週齢SPF　BALB／c雄マウスに経

鼻接種し、前記と同様の方法で気管より作製した。使用動物と肺乳剤は、

微生物学的検索（第1章参照）により、既知の呼吸器系病原体の感染の

ないことを確認した。

　CAR　bacillus－SMR株は発育鶏卵で尿膜腔内接種法により継代した（第

n章参照）。その第11代目尿膜血液をホール・スライドグラスに5μ1ず

つ滴下し、風乾後アセトンで10分間固定した後、抗原プレパラートとし

て一20℃で保存した。正常対照尿膜血液プレパラートは、正常な発育鶏

卵の尿膜腔液より同様の方法で作製した。使用した肺乳剤と尿膜腔液に

ついては、微生物学的検索（第皿章参照）を実施し、　！Hi！ys29E，！．gsmgl　a　s　pp．
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と好気性菌が陰性であることを確認した。

　2）被検血清

　Wistar／MsラットにおけるCAR　bacillusの自然流行が、1984年から

1985年の聞に、放医研CV動物実験施設で3回（A、　B、　C）発生し、こ

れらの流行時に飼育されていたラットから13例の血清が得られた（表

2）。それらのうち9例の気道粘膜にCAR　bacillusが組織学的に認めら

れた。流行Bの3例は、菌培養とELISAによる抗体検査では、座p山回と

nisが陽性であったが、他の10例では既知の呼吸器系病原体の感染は認

められなかった。作製した抗原の非特異反応を評価するため、保存中の

Wistar川sラット血清のうち、　Sendai　virus自然感染例、　IL匹迦皿塾自

然感染例と非感染対照例の血清について抗CAR　bacillus抗体を測定した。

　CAR　bacillus自然感染ウサギ血清は、1987年から1988年の聞に購入し

た日本白色種（一cuniculus）15例から得られた（表2）［16］。

これらの動物は、2カ月齢で購入後5カ月齢まで放医研外の研究機関の

CV動物施設で飼育された。これらのうち6例の気道粘膜にCAR　bacillus

が組織学的に認められた。また、11例の気管より墜bronchise　ticaが

分離され、13例の血清に旦ニー凝集抗体が検出された（抗

体価1：5～1：80）。非感染対照ウサギ血清は、市販の3カ月齢雄Fub：JW

（日本白色種）ウサギ（船橋農場）4例から得られた。これらのウサギ

より墜一凝集抗体が検出され（抗体価1：20～1：80）、墜

bronchise　ticaが分離された。
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　CAR　bacillusを経鼻接種したラット血清は、第1章において使用した

動物から菌接種後4、7、14、21、28および56日目に得たもので、これ

らの動物には既知の呼吸器系病原体の感染は認められなかった（第1章

参照）。　　　’

　いずれの血清もPBSで5倍に希釈した後、ラット血清では60℃、20分、

またウサギ血清では56℃、30分の非直感を行い、　PBSで倍数希釈を行っ

て抗原プレパラートと反応させた。

　3）反応方法

　気管抗原プレパラートは冷キシロールで脱パラフィンを行い、冷PBS

で3演ずつ2回洗浄した。　PBSで希釈した被検血清を抗原プレパラート

の切片上に滴下し、37℃、30分加湿血中で反応させた。反応後、プレパ

ラートをPBSで3分ずつ3回洗浄し、ラット血清には40倍希釈蛍光色素

（fluorescein　isothiocyanate）標識抗ラットIgGヤギ血清（Jackson　Im－

munoresearch　Laboratory，　USA）を、またウサギ血清には40倍希釈蛍光

色素標識抗ウサギIgGヤギ血清（Jackson　Immunoresearch　Laboratory，

USA）を気管切片抗原に滴下して4℃で1晩加湿箱申で反応させた。反応

後、PBSで3分ずつ3回洗浄し、90％グリセリン・PBSで封入した後、蛍

光顕微鏡で観察した。

　尿膜腔液抗原プレパラートでは、希釈した被検血清を抗原上に滴下し、

37℃で1時間加湿箱中で反応させた。反応後、プレパラートをPBSで1

分ずつ3回洗浄し、ラット血清には40倍希釈蛍光色素標識抗ラットIgG

ヤギ血清を、またウサギ血清には40倍希釈蛍光色素標識抗ウサギIgGヤ
－
、
♂
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ギ血清を抗原上に滴下した後、37℃、30分加湿箱中で反応させた・プレ

パラートは反応後PBSで1分ずつ2回、さらに蒸留水で1分洗浄し、風

乾後鏡検に供した。

ー
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角
雪
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4．　成　績

　CAR　bacillusに感染したラット血清と気管抗原プレパラートを反応さ

せた結果、粘膜上皮の線毛部に付着している思為に一致して、抗IgG抗

体の結合にもとずく特異蛍光が観察された（写真32）。また、同一血清

を尿膜腔液抗原プレパラートに反応させた結果、CAR　bacillus菌体に一

致して同様の特異蛍光が観察された（写真33）。Sendai　virus感染ラッ

ト血清、塩斜脚感染ラット血清および非感染正常ラット血清を両

抗原プレパラートに反応させた場合には、特異蛍光は観察されなかった。

また、正常対照プレパラートとした正常マウスの気管切片や正常な発育

鶏卵の尿膜腔液とCAR　bacillus感染ラット血清を反応させた後、さらに

蛍光色素標識血清と反応させても、それらの粘膜上皮の線毛や尿膜腔液

に特異蛍光は観察されなかった。

　上記のCAR　bacillus感染血清およびその他の血清（正常対照血清を含

む）を1：5より倍数希釈を行って抗原プレパラートと反応させた。その

結果、いずれの血清も1：5希釈では、病体以外の組織にも非特異蛍光が

見られ、1：10以上の希釈血清ではそれらに非特異蛍光は観察されなかっ

た。したがって、1：10以上希釈した血清を抗原と反応させ、菌体に特異

蛍光が見られた場合陽性と判定した。

　CAR　bacillus、　Sendai　virusまたはし雌に自然感染したラッ

ト血清、既知の呼吸器系病原体に感染していない正常ラット血清、なら

びにCAR　bacillusに自然感染したウサギ血清における抗CAR　bacillus抗

体価の測定結果を表2に示す。なお、気管抗原プレパラー・トを用いて選
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写真　32．　CAR　bacillus－SMR株を経鼻接種したマウスの気管抗原プレ

　　　　　　パラート．CAR　bacillusと抗体陽性ラット血清との反応に

　　　　　　よる特異蛍光が粘膜上皮の線毛部に見られる．×400．
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写真　33．　CAR　bacillus－SMR株の発育鶏卵継代第11代目の尿膜腔液抗

　　　　　　原プレパラート．抗体陽性ラット血清との反応による特異

　　　　　　蛍光が菌体に見られる．×800．
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体測定を行っても、尿膜腔液抗原プレパラートを用いて抗体測定を行っ

ても、同じ血清試料からは同一の抗体価が得られた。

　CAR　bacillusの自然感染が集団発生した時にその汚染コロニーのラッ

ト13例中9例が、1：10から1：80の抗体価を示した。これらの抗体陽性ラ

ットでは、全例の気道粘膜上皮にCAR　bacillusが観察され、血清学的診

断と組織学的診断とは一一致した。

　CAR　bacillusの自然感染が発生した時に、その汚染コロニーのウサギ

より採取された血清15例申4例で抗体が検出され、それらの抗体価は

1：10のものが2例と1：40が2例であった。しかしウサギ血清でも1：5希

釈では本菌以外の組織に非特異蛍光が観察されたので、1：10希釈を陽性

限界とした。抗体陽性のウサギ4例申3例と、抗体陰性のウサギ11例中

3例の気道粘膜上皮にCAR　bacillusが観察され、血清学的二二と組織学

的診断とは必ずしも一致しなかった。

　CAR　bacillusを経鼻接種したラットにおける抗体価の経時的推移を図

2に示す。抗体は接種後14日目で3例申1例に見られ（抗体価1：10）、

接種後21日目以降56日目までは3例すべてが陽性を示した。接種後21日

目の抗体価は1：40～1：80で、その後抗体価は上昇し、接種後28日目に最

高となり（抗体価1：80～1：160）、56日目までこの抗体価が維持された。

組織学的に、接種後14日目の抗体陽性例ではCAR　bacillusは鼻腔、気管

および肺内気管支の粘膜上皮に認められ、また気管の粘膜固有層の小円

形細胞浸潤と気管支周囲炎は抗体陰性例の場合より重度であった。すな

わち、抗体陰性の1例では本菌は抗体陽性例と同様に鼻腔、気管および

肺内気管支の粘膜上皮に認められたが、気管粘膜の小円形細胞浸潤と気

管支周囲炎は抗体陽性例より軽度であった。他の抗体陰性の1例では二
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図　2．　CAR　bacillus経鼻接種ラット血清申の抗CAR　bacillus

　　　　　IFA抗体価．

　　　　　O：CAR　bacillus陰性（組織学的）ラット、●：CAR　bacil。

　　　　　lus陽性（組織学的）ラット、□：CAR　bacillus陽性（組織

　　　　　学的）、無気肺巣陽性（肉眼的）ラット．
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腔の粘膜上皮にCAR　bacillusが見られたのみで、その他の呼吸器系に著

変は観察されなかった。接種後21日目以降56日目までは、全例の鼻腔、

気管および肺内気管支の粘膜上皮にCAR　bacillusが見られ、気管の粘膜

固有層の小円形細胞浸潤や気管支周囲炎が認められた。しかし、抗体価

の高さと特定の呼吸器病変の強さとの間には特別の関連はみられなかっ

た。さらに、接種後の日数が同じラットにおいて、抗体価の高さと肉眼

的な無気肺巣の有無との間に相関はみられなかった。
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5．　考　察

　今回の実験成績は作製したCAR　bacillus抗原の特異反応性を示してい

る。その陽性限界は1：10と判断された。今回用いたCAR　bacillus－SMR株

はラット由来であるが、それから作製した診断用抗原はCAR　bacillusに

自然感染したラット血清のみならず、細菌に自然感染したウサギの血清

にも一部反応し、特異蛍光を発した。Shojiら［33］はELISAによって抗

CAR　bacillus抗体を検索した結果、マウス由来とラット由来のCAR　ba－

cillUS抗原は、いずれもマウスとラットの陽性血清と反応したと報告し

ている。彼ら［33］および今回の実験結果は、ラット、マウスおよびウサ

ギ由来のCAR　bacillusをもとにした抗原は、いずれの動物の血清中の抗

体も検出できることを示唆している。

　第1章で明らかにしたように、CAR　bacillusを経鼻接種したラットで

は、接種後7日目では鼻腔粘膜上皮の粘膜固有層に軽度の小円形細胞浸

潤が見られたが、本章は認められず、この時期には抗体は検出されなか

った。接種後14日目で初めて検索した3例すべての気道の粘膜上皮に菌

が出現したが、抗体が検出できたのは1例のみであった。この抗体陽性

例と陰性例を比較すると、気管粘膜の小円形細胞浸潤と気管支周囲炎の

強さに程度差が認められた。しかし接種後21日目以降では、抗体価の高

さと病変の分布や程度との間に特別の関連はみられなかった。以上の所

見は、ラットが病菌に感染した後免疫細胞が刺激を受け、車井に抗体が

出現して間もない感染初期は病変の強さと抗体の量が関連するが、感染

後一定期間を過ぎると抗体は既に十分に産生されているので、病変の分
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布や強さと抗体価は関連しなくなるものと思われる。

　Ganawayら［6］は、発育鶏卵尿膜腔液で培養した菌をラットに経鼻接種

後ELISAで抗体を測定した。その結果、接種後2週目では抗体は検出さ

れなかったが、接種後4週目で抗体陽性となった。これらのラットでは

接種後2週目より気道粘膜にCAR　bacillusが出現していた。　一方、

Shojiら［33］は、発育鶏卵で培養した菌をラットとマウスに経鼻接種後

ELISAで抗体を測定した。その結果、ラット、マウスともに接種後2週

目では抗体は検出されなかったが、接種後4週目から8週目の間に全例

が抗体陽性となった。Ganawayら［6］およびShojiら［33］のELISAによる実

験結果は、IFA法による今回の実験結果より抗体陽転の時期が約2週間

遅延している。Kraftら［15］は実験感染させたラットの塩p唖抗体

（IgG）の検出をELISAとIFA法で比較した。その結果、抗体はいずれも

感染後8日目から検出できたが、感染後8日目から16日目までの抗体検

出率がIFA法では100％であったのに対し、　ELISAでは60～80％で、後者

による抗体検出率が劣っていた。著者のCAR　bacillus感染においても、

IFA法が感染初期の抗体の検出に良いことを示している。

　以上のように、本研究によりIFA法によるCAR　bacillus感染の血清学

的診断は、極めて有用であることが示された。さらに、IFA法では抗原

の製作過程や抗原と被検血清との反応手技がELISAのそれ［6、33］に比較

し極めて簡便である。IFA法の実用化に際しては、抗原作製過程がより

簡便で、被検血清や蛍光色素標識血清との反応時間がより短い、発育鶏

卵尿膜雨漏中の菌体で作製した抗原プレパラートを用いる方法が推奨さ

れる。
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第IV章　マウスを用いてのCAR　bacillusの

　　　　伝播様式に関する実験的研究
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1．　要　旨

　CAR　bacillusの伝播様式を明らかにするため、2×106のCAR　bacillus

－SMR株を正常マウス（BALB！c）に経鼻接種し、感染マウスを作出した。

感染マウスは、菌接種後4週間で血清申のIFA抗体価が1：160以上に達し

たので、その一部を以下の実験に使用し、残りは経鼻接種感染マウスと

して16週間飼育した。

　まず、非感染マウスと感染マウスを3：1の割合で同一ケ月ジに入れ、

12週間同居飼育した。次に、感染マウスを入れたケージの周囲に、非感

染マウスを入れたケージを配置し、12週聞飼育した。いずれも実験開始

後4、8および12週目、さらに経鼻接種マウスは接種後16週目に解剖し、

感染の有無を組織学的検査およびIFA抗体を検出する血清学的検査で判

定した。

　経鼻接種では、接種後4週目以降16週目まで全例に感染が成立した。

ケージ内同居感染では、同居後4週目から感染し始め（組織学的診断：

1／15例、血清学的診断：0／15例）、実験終了時（同居後12週目）ではほ

とんどのものが感染した（組織学的診断：5／6例、血清学的診断：3／6

例）。室内同居感染では、実験終了時（同居後12週目）まで感染は成立

しなかった。以上の成績から、CAR　bacillusの主要伝播様式は、感染動

物や汚染媒介物を介しての接触感染であるとみなされた。
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2．　序　文

　著者は第二章において、　IFA法による血清学的診断がCAR　bacillus感

染の生前診断に極めて有用で、それが実験動物の微生物学的コントロー

ルにとって重要な手段となることを明らかにした。実験動物コロニ・pt・■の

中で、本菌がどのような伝播様式をとるか、感染後どれほど経過した時

に血清学的診断や病理学的診断が有効となるかを明確にすることは、本

菌感染の本態を明らかにするのみならず、実験動物め微生物学的コント

ロールの面からも重要である。

　CAR　bacillusの感染実験の多くは経鼻接種によってなされ［6、10、33

－35、42］、この場合感染は容易に成立している。Ganawayら［6］は、　CAR

bacillusに感染した母ラットから生まれた1～2週齢の哺乳中のラット

の気道粘膜に本菌を認めた。Itohら［10］は、ラットを用いた小規模な感

染実験を行い、CAR　bacillusの感染経路を調べている。それによると、

感染ラットと同一のケージで飼育された非感染ラットの気管と肺に、同

居後2カ月目で組織学的に菌を認めている。一方、感染ラットを入れた

ケージと非感染ラットを入れたケージを交互に配置して調べた室内同居

感染では、同居後7カ月目で非感染動物の気道粘膜に菌を認めている。

これらの成績は、自然界におけるCAR　bacillusの伝播は、接触感染が主

役であることを示している。本菌感染の潜伏期間に関しては、1～2週

間［6］あるいは2カ月［10］との記載がある。

　本研究では、マウスを用いてCAR　bacillusの伝播様式を検討するとと

もに、感染後の抗体価や組織病変の推移を検索する。
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3．　材料と方法

　1）動物

　マウスは、放医研で生産、飼育された8週齢SPF　BALB！c雌マウスを合

計147例使用した。マウスはオートクレーブで滅菌した木材敷料、給餌

器および給水瓶を備えた金網蓋のアルミニウムケージで、オートクレー

ブで滅菌した固形飼料（MB－1：船橋農場、千葉）と高塩素（8～13ppm）・

高酸性（pH　2．5～3．0）水を自由に与えて飼育した。

　動物は特殊動物飼育装置で、1週間順化飼育を行った後、実験飼育を

開始した。この飼育装置は温度24±2℃、湿度55±10％、12時間明暗サ

イクル、および70％新鮮空気30％循環空気の換気回数10～15回／時間に

維持された。装置内の棚はステンレス棒の桟で作られ（棚と棚の聞隔は

30～40cm）、空気の流れは上部右端より水平に出て下方に流れ、下部右

端より吸い込まれた。動物は実験終了時に、クロロフォルムで深麻酔後

全採血を行い解剖した。

　実験終了時の微生物学的検査（第1章参照）では、使用した動物は既

知の呼吸器系病原体に関してすべて陰性であった。

　2）接種材料

　一80℃に保存したラット由来CAR　bacillus－SMR株8．5×107／mlを含む

マウス肺乳剤を使用した。正常対照マウス肺乳剤は、SPF　BALB／cマウス

より同様にして作製した。いずれの組織乳剤からも1M！．xggi2，La．s！！1g！1　　spp．と
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好気性菌は分離されなかった（第1章参照）。

　3）感染実験

　A．経鼻接種

　マウス40例に2×106CAR　bacillus－SMR株をエーテル軽麻酔下で鼻腔内

接種した。接種後4週目に眼下静脈叢から採血し、抗CAR　bacillus　IFA

抗体価が1：160以上であることを確認した後、一部は感染マウスとして

ケージ内同居感染実験と室内同居感染実験に用いた。正常対照マウスの

5例には、正常マウスの肺乳剤を前記と同様にして接種した。動物は、

接種後4、8、12および16週目に10例ずつクロロフォルム深麻酔下で全

採血し、解剖後病理組織学的検索を行った。これらのマウスの菌接種前

の血清、および正常肺乳剤接種後16週目の正常対照マウス血清の抗CAR

bacillus　IFA抗体価は、1：10未満であった。

　B．ケージ内同居感染

　6例の非感染マウスと2例の感染マウスを同一ケージ内で飼育し、こ

の実験を5ケージで行った。同居飼育後4、8および12週目にそれぞれ

15、9および6例（3例／ケージ）の非感染マウスをクロロフォルム深

麻酔下で全採血し、解剖後病理組織学的検索を行った。感染マウスは実

験終了時（同居飼育後12週目）に、非感染マウスと同様に解剖と検索を

行った。

　C．室内同居感染

　5例の感染マウスを入れたケージを、飼育装置の申央棚の中央に配置

した。非感染マウス3または6例を入れたケージを、上段棚と下段棚に
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3ケージずつ配置し、さらに、感染ケージの左右に1ケージずつ配置し

た。なお、ケージとケージの間隔は約3cmの距離を置いた。飼育作業時

の相互感染を防ぐため、定期的なケージと給水瓶の交換は非感染マウス

を入れたケージを先に行い、感染マウスのケージは最後に行った。実験

配置後4、8および12週目に非感染マウスを24例ずつ（3例／ケージ）

クロロフォルム深麻酔下で全採血し、解剖後病理組織学的検索を行った1

感染マウスは実験終了時（実験配置後8と12週目）に、非感染マウスと

同様に解剖と検索を実施した。

　4）CAR　bacillus抗体価測定

　第m章で述べたIFA法を用いて血清中の抗体価を測定した。抗原は

CAR　bacillus－SMR株を経鼻接種したマウスの気管切片の抗原プレパラー

トを用いた。2次抗体は各動物のIgGに対する蛍光色素（fluorescein

isothiocyanate）標識IgGヤギ血清（Jackson　Immunoresearch　Labora－

tory，　USA）を用いた。

　5）病理組織学的検索

　剖検後、肺、気管および頭部を取り出し、10％中性緩衝ブォルマリン

液に固定した。頭部は10％ギ酸フォルマリン液で脱灰し、中耳と鼻腔の

検索のため切り出した。組織標本は通常の方法でパラフィン切片を作製

後、HE染色を行って鏡検した。標本の一部にはグロコット染色を行った。
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4．　成　績

3種類の感染経路によるCAR　bacillusの感染率は表3に示す。

　1）経鼻接種

　接種後4週目までに全例が感染し、接種後4、8、12および16週目の

血清中の抗CAR　bacillus　IFA抗体価は1：160以上に上昇した。菌接種マ

ウスは、接種後2週目より全例が体重増加の抑制、活動の低下および粗

毛を示し、またこれらの症状は接種後16週目まで持続した。さらに、接

種後2週目より菌接種動物の約1／10に湿性異常呼吸音が聴取された。異

常呼吸音を示す動物数は接種後次第に増加し、接種後8週目では約半数、

接種後16週目では約2／3に達した。さらに接種後11週目には、1例が重

度の削回と呼吸困難を示して死亡した。

　解剖時の肉眼所見では、菌接種されたマウスの全例で、肺の二葉の全

域は淡褐色または黄褐色の無気肺となっていた（写真34）。これら以外

の肺葉では、気管支周囲に限局性に無気肺巣が認められ、無気肺巣以外

の肺組織は気腫性であった。割面では、気管支は拡張し、その周囲にリ

ング状の乳白色充実域が観察された。気管と気管支腔内には灰白色の粘

液が認められた。接種後4週目以降16週目までの間に、全例の前縦隔リ

ンパ節と気管気管支リンパ節が米粒大と粟粒大に腫大していた。

　組織学的に、接種後4週目以降16週目まで全例の気道の粘膜上皮に

CAR　bacillusが付着していた。その粘膜固有層にはリンパ球および形質
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表3．　マウスにおける感染経路別のCAR　bacillus感染率

感　染経　路 診　　断 感染後の週数と感染率

4 8 12 16

経鼻接種

ケージ内同居感染

室内同居感染

血清学的a

肉眼的。

組織学的d

血清学的

肉眼的

組織学的

血清学的

肉眼的

組織学的

40／40b

10／10

10／10

0115

0／15

1／15

0／24

0／24

0／24

iO／10

10／10

10／10

419

1／9

4／9

0／24

0／24

0／24

10／10

10／10

10／10

3／6

1／6

5／6

0／24

0／24

0／24

10／10

10／10

10／10

aIFA抗体、　b陽性動物数／検索動物数、。肺の無気肺病巣、

dCAR　bacillusの存在
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写真　34．　CAR　bacillus経鼻接種後12週目のマウスの肺．左前葉、左

　　　　　　中葉および中間葉の全域は淡褐色の無気肺となっている．

　　　　　　他の肺葉は気腫を示す．気管気管支リンパ節は腫大してい

　　　　　　る（矢）．
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細胞からなる小円形細胞が浸潤し、肺では小円形細胞の重度な浸潤、増

殖およびリンパ濾胞の過形成による気管支と細気管支周囲炎（写真35）、

化膿性気管支炎と細気管支炎（写真36）、ならびに化膿性気管支肺炎が

観察された。以上の病変には接種後の週数による差は明らかでなかった。

本菌の付着が認められた気道の粘膜上皮の線毛部は、ヘマトキシリンに

濃く染色され、グロコット染色で、幅約0．2μm．長さ約4～11μmの好銀

性フィラメント状桿菌が観察された。

　鼻腔では、呼吸器粘膜上皮の一部にCAR　bacillusの付着が観察され

（写真37）、粘膜固有層には少数の小円形細胞浸潤が認められた。侵さ

れた粘膜上皮の表面には少量の粘液化膿性滲出物が付着していた。接種

後16週目では、・一一・‘部の粘膜上皮に扁平様化が認められ、その表面にも菌

が付着していた。

　気管では、粘膜上皮の表面のほぼ全域に多数のCAR　bacillusの付着が

観察された。それらの上皮細胞はわずかに増生し、上皮細胞層は軽度に

肥厚していた。杯細胞はまれに認められる程度であった。これらの粘膜

固有層には症例によっては多数の小円形細胞が浸潤し、接種後12週目と

16週目では形質細胞の浸潤が優勢であった。接種後16週目では、粘膜の

一部に小円形細胞の重度な浸潤による上皮細胞の菲薄化が観察された。

　肺では、多くの肺内：気管支に小円形細胞による重度の：気管支および細

気管支周囲炎が観察された（写真35）。これら二二気管支の粘膜上皮で

は、上皮細胞の増生によって上皮細胞層は肥厚し、その表面には部位に

よって多数のCAR　bacillusが付着していた。杯細胞はまれに認められる

程度であった。粘膜固有層には多数の小円形細胞が浸潤していた。さら

に、近位の気管支の粘膜上皮の・一…■L部では、小円形細胞の重度の浸潤によ
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写真　35．　CAR　bacillus経鼻接種後8週目の肺における重度の気管支

　　　　　　周囲炎．リンパ濾胞形成が著明で、拡張した細気管支腔内

　　　　　　（B）には多数の好申球と少数のマクロファージが滲出し

　　　　　　ている．血管（V）周囲にも小円形細胞が集籏している．

　　　　　　HE．　×65．
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写真　36．　CAR　bacillus経鼻接種後16週目の肺における亜急性化膿性

　　　　　気管支炎．重度の小円形細胞浸潤が粘膜固有層から周囲組

　　　　　織にあり、気管支腔内に好中球が滲出している．粘膜上皮

　　　　　線毛部は濃密で、CAR　bacillusが付着している．

　　　　　HE．　×340．
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写真　37．　CAR　bacillus経鼻接種後8週目の鼻甲介．右方の粘膜上皮

　　　　　　の線毛部に多数のCAR　bacillusが付着している．左方の粘

　　　　　　膜上皮は腫大しているが、線毛は正常である．

　　　　　　グロコット染色．X800．
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る上皮細胞の菲薄化がまれながら認められた。病変部の肺内気管支は重

度に拡張し、腔内には多数の好申球とマクロファージが充満していた。

これらの細胞渉出は細気管支周囲の肺胞にも認められた（化膿性肺炎）。

しかし、接種後8週目より肺炎巣内の好中球は減少し、接種後12週目と

16週目では腫大、増数した肺胞上皮細胞、マクロファージおよび小円形

細胞の浸潤による肺炎像を呈していた。肺炎像の認められなかった部位

の肺胞は気腫性であった。間質では血管周囲に小円形細胞が浸潤し、接

種後8～12週目ではリンパ濾胞が伴われていた。しかし・接種後16週目

ではリンパ濾胞はやや小型となり、形質細胞集籏が優勢となっていた。

　中耳では、粘膜の上皮細胞の一部にCAR　bacill　usが付着し、粘膜固有

層には少数の小円形細胞と好中球が浸潤していた。鼓室には多数の好中

球とマクロファージが充満していた。

　2）ケージ内同居感染

　同居後8週目にIFA抗体価の上昇（1：20以上）が9例中4例に観察さ

れた（表3、図3）。実験終了時の同居後12週目では6例中3例に1：80

以上の抗体価が観察された。臨床的に、同居後8週目より2例に体重増

加の抑制と粗毛が観察され、これらの症状は解剖時まで持続した。肉眼

的に、同居後8週目で9例中1例に、肺の左葉の一部に淡褐色の無気肺

巣が認められた。同居後12週目では、6例申1例に2肺葉の全域に淡褐

色の無気肺巣が見られ、他の肺葉には淡褐色および黄褐色の無気肺巣が

モザイク状に観察された。これら無気肺巣の認められた2例では、前縦

隔リンパ節と気管気管支リンパ節が米粒大と粟粒大に腫大していた。こ

，
ざ

1
度
1

禦
l
l
i
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図　3．　ケージ内同居感染マウス血清中の抗CAR　bacillus　IFA抗体価．

　　　　　O：CAR　bacillus陰性（組織学的）マウス、●：CAR　baci1－

　　　　　1us陽性（組織学的）マウス、　■：CAR　ba　cillus陽性（組織

学的）、無気肺巣陽性（肉眼的）マウス、 ：幾何平均．
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の2例以外では肉眼病変は観察されなかった。

　呼吸器病変の組織所見の概要は表4に示す。病変は菌を経鼻接種した

マウスで見られた変化と、基本的に同一であった。呼吸器病変は同居後

4週目では15例中1例、同居後8週目では9例申4例・また同居後12週

目では6例中5例に認められ、組織学的にみた感染率は経時的に上昇し

た。組織別では、気管、中耳、鼻腔、気管支・細気管支さらに肺胞の順

に病変が多く認められた。

　同居後4週目では、1例の気管と中耳のみに病変が見られたが、抗体

陽性例は1例も観察されなかった。気管の粘膜上皮では、ほぼ全域の上

皮細胞が増生し、肥厚していた。上皮細胞の表面にはCAR　bacillusが中

等度に付着し、粘膜固有層には小円形細胞が浸潤していた。粘膜固有層

から上皮細胞層にかけては好中球が少数ながら浸潤し、腔内にも好中球

がわずかに湯出していた。二藍では、粘膜上皮の一部は上皮細胞の増生

によって肥厚していたが、CAR　bacillusの付着は観察できなかった。粘

膜固有層には小円形細胞が少数浸潤し、粘膜固有層から上皮細胞層にか

けて好中球が軽度に浸潤していた。鼓室には、好中球とマクロファージ

が中等量滲出していた。

　同居後8週目では、4例の気管と中耳に病変が見られ、そのうち2例

には肺病変、他の2例には鼻腔の病変が伴われていた。これら4例は

1：20以上の抗体価を示した。気管の病変の強さは同居後4週目の発症例

　とほぼ同様であったが、1例では病変が進行し、肉眼的に無気肺巣が見

　られた。申耳では3例の粘膜上皮の表面にCAR　bacillusが付着し、それ

　らの粘膜の変化は同居後4週目のそれより進行していた。特に、粘膜固
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表4．　CAR　bacillusケージ内同居感染マウスにおける主な呼吸器病変

病 変 同居後週数と病変の出現例数（程度）

4　（n；15）e　8　（n＝9） 12　（n＝6）

鼻腔

　Cbbの付着

　小円形細胞浸潤

　粘液化膿性滲出

気管

　Cbの付着

　小円形細胞浸潤

　化膿性滲出

肺

　気管支・細気管支

　　Cbの付着

　　気管支周囲炎

　　化膿性港出

　肺胞

　　化膿性索出

　　肺気腫

中耳

　Cbの付着

　鼓室炎

C

O
O
n
V
1（＋＋）

1（＋＋）

1（＋＋）

　
）
　
十
　
（

ハ
U
唱
■

2（＋・一＋＋）d

3（＋・一＋＋）

3（＋）

4（＋＋t一＋＋＋）

4（＋＋tv＋＋＋）

4（＋・一＋＋）

1（＋＋）

2（＋＋tv＋＋＋）

2（＋・v＋＋＋）

2（＋＋．v＋＋＋）

1（＋＋）

3（＋・一＋＋）

4（＋一v＋＋＋）

3（＋）

2（＋）

2（＋・一＋＋）

5（＋tv＋＋＋）

5（＋．v＋＋＋）

4（＋．v＋＋）

1（＋＋＋）

2（＋＋＋）

2（＋t一＋＋＋）

1（＋＋＋）

1（＋＋）

0

4（＋tv＋＋＋）

a検索動物数、bCAR　bacillus、　c病変保有マウス数、

d病変の強さ：＋；軽度，＋＋；中等度，＋＋＋；重度
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有層には多数の小円形細胞や少数の好申球が浸潤し、一部の上皮細胞は

菲薄化していた。他の1例では同居後4週目の発症例と同様の軽度の鼓

室炎が観察された。

　肺病変に関して軽度病変を示した1例では、1肺葉の気管支の粘膜上

皮の一部門、上皮細胞の増生によって肥厚し、これらの周囲組織に少数

の小円形細胞が集籏していた。それらの上皮細胞の表面には少数の好申

球と粘液が付着していたが、CAR　bacillusは認められなかった。他の1

例は、肉眼的に無気肺巣の認められた例で、肺病変は重度であった。す

なわち、数個の肺葉において気管支から細気管支に至る粘膜上皮は上皮

細胞の増生によって肥厚し、それらの上皮細胞の一部の表面には多数の

CAR　bacillusが付着していた。さらに、これらの気管支および細気管支

には周囲炎が伴われ、リンパ濾胞が形成されていた。病変部の気管支と

細気管支は拡張し、一部の腔内には好中球が充満していた。また、一・部

の細気管支には多数の好申球と少数のマクロファージが溜出し、周囲の

肺胞やさらに広い範囲にマクロファージの港出と肺胞上皮細胞の腫大、

増生を伴った化膿性肺炎が観察された。肺炎巣付近の血管周囲に軽度の

小円形細胞三下が観察された。肺炎像の認められなかった部位の肺胞は

気腫性であった。

　鼻腔では、一・部の呼吸器粘膜上皮が上皮細胞の増生によって肥厚し、

杯細胞の軽度の丁数が見られた。それら上皮細胞の表面にはCAR　bacil－

lusが付着し、粘膜固有層には小円形細胞が浸潤していた。さらに、粘

膜固有層と上皮細胞層に少数の好中球が浸潤し、鼻腔内に少量の好申球

が湯出していた。

　同居後12週目では、1例の気管にのみ、他の1例では気管と中耳にの
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み病変が見られたが、これら2例で抗体は検出できなかった。その気管

の粘膜上皮では一部に上皮細胞の軽度の増生が見られ、その表面に少数

のCAR　bacillusが付着していた。中耳には同居後4週目の場合と同様に

軽度の鼓室炎が観察された。他の3例では気管、申耳および鼻腔に病変

が見られ、そのうちの2例に肺病変も見られた。これら3例は1：80以上

の抗体価を示していた。いずれの病変も同居後8週目で見られたのと同

程度の病変を示し、特に進行した組織像は観察されなかった。

　3）室内同居感染

　同居後12週目に至っても非感染マウスにはCAR　bacillusの感染を示す、

1：10以上のIFA抗体価の上昇、臨床症状および呼吸器系の組織学的変化

は観察されなかった。
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5．　考　察

　ラットおよびマウスへのCAR　bacillusの経鼻接種実験において、いず

れにも接種後1カ月以内に感染を成立せしめたことが血清学的［6、33］

および組織学的［6、10、34］に証明されている。本章における菌の経鼻

接種によるマウスの呼吸器系の組織病変は、本質的には第1章や過去の

報告例［6、8、10、24、25、34、35、41］のそれと同一であった。しかし、

第1章で述べた経鼻接種ラットのそれに比較すると、化膿性気管支炎、

化膿性細気管支炎および化膿性気管支肺炎が重度で、接種後11週目では

1例ながら死亡例も観察された。　Griffithら［8］は、　CAR　bacillusに自

然感染したマウスに重度の化膿性細気管支炎と化膿性気管支肺炎を認め、

若干の死亡例を観察している。これらの例にはSendai　virusやPVMの混

合感染が認められたが、彼ら［8］はマウスにおけるCAR　bacillus感染は

致死的であろうと述べている。Itohら［10］は、　CAR　bacillusに自然感染

したラットでは死亡例は観察されなかったが、菌を経鼻接種したラット

では接種後10カ月を経て呼吸困難により死亡した例を少数ながら認めて

いる。CAR　bacillus感染においては、重度な気管支肺炎の場合に死亡を

起こすようであるが、一般に死亡率はかなり低いとみなされる。

　本章のケ・一一ジ内同居感染実験では、同居後12週目までの間にほとんど

のマウスに感染が成立した。診断方法別に感染率をみると、組織学的診

断法によるものが最も高く、血清学的診断法がこれに次ぎ、肉眼的診断

法はかなり低かった。IFA法はCAR　bacillus感染の診断に有用な方法で

はあるが、第皿章で述べたごとく、マウスでは感染してから血中にIgG

一111一
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抗体が出現するまでの期間は長く、しかも抗体価も低いために、感染初

期では組織学的診断との併用による診断が必要である。

　Itohら［10］は、　CAR　bacillus経鼻接種ラットにおいて、接種後1カ月

目から気管に菌を認めたが、肺では碗認できなかった。Kurisuら［16］は、

CAR　bacillusに自然感染したウサギにおいて、菌の付着を伴う病変が喉

頭と気管に好発し、肺内気管支では少ないことを観察している。著者も

第1章で、CAR　bacillus－SMR株を経鼻接種したラットでは、病変が上部

気道で早期に、しかも重度に出現することを所見した。本実験でも、ケ

ージ内同居感染後CAR　bacillusの感染とそれに伴う病変は気管で最も多

く出現した。特に、抗体が検出されなかった例では、主に気管に本菌が

付着していた事実は、本間の好付着部位が気管を含む上部気道であるこ

とを強く示唆する。抗体陽性例では、組織病変の広がりや強さと抗体価

の高さとは特に関連しなかった。

　本実験では、ケージ内同居感染後中耳にCAR　bacillusの付着と鼓室炎

が感染初期より観察された。これに対し、菌を経鼻接種したラットでは、

同様の病変は感染後期に見られた（第1章）。中耳における本菌の付着

は、自然感染したラット［41］では報告されているが、マウスでは自然感

染および実験感染ともに観察されていない。ラットとマウスにおける中

耳の病変の出現時期の相違が感染経路によるのか、動物種差によるのか

については今後の課題である。

　Ganawayら［6］は、　CAR　bacillus感染母ラットが哺乳している1～2週

齢の仔ラットの上部気道に菌を認めた。Itohら［10］は感染ラットと2カ

月間同一ケ日ジで飼育した非感染ラット6冷すべてに菌を認めている。

これに対して、本実験ではケージ内同居感染後4週目および8週目のマ
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ウスを対象にして組織学的検索が行われ、これによる感染率はそれぞれ

7％（1／15）と44％（4／9）であって、Itohらの成績より明らかに低かった。

Shojiら［34］は、ラット由来とマウス由来のCAR　bacillusをそれぞれラ

ットとマウスに経鼻接種した結果、菌が由来したと同種の動物を用いた

方が感染率が高く、病変も強かったと報告している。

　本章における室：内同居感染実験では、感染の証拠は同居後12週聞の観

察期間の間で全く認められなかった。ラットを用いた室内同居感染実験

において、同居後2カ月目で感染は成立しなかったが、7カ月目では4

例すべてが感染している［10］。長期にわたるこの種の実験では、敷料の

ような汚染媒介物を介しての接触感染が起こる可能性も高い。

　今回の成績から、CAR　bacillusの伝播は、感染動物や菌に汚染された

物質などに接触することにより、鼻腔または口腔一喉頭を経由して起こ

るものと考えられる。一方、本門の空気感染は持続感染や伝播に、さし

て重要な役割は果たしているとは思われなかった。したがって、動物コ

ロニーが本星に汚染された場合、できるかぎり早期に罹患動物を発見し、

感染動物や感染の疑われる動物を隔離、淘汰して、健康な動物との接触

を絶つことによって、コロニー内での本菌の伝播をかなりの程度は防ぐ

ことができるものと考えられる。
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　翻歯類の気道の粘膜上皮の線毛部にのみ付着するフィラメント状の桿

菌に起因し、呼吸器マイコプラズマ症（MRH）と同様の病変を示す疾患が、

1980年にオランダで初めて認められた。この病原菌は1985年cilia－

associated　respiratory（CAR）bacillusと呼ぶことが提唱された。

CAR　bacillus感染症は、ラット、マウスやウサギに認められるが、本菌

の培養が困難なこともあってその本態の究明が遅れている。本研究では、

ラットとマウスに本菌を実験的に感染させ、これを用いて、本症の病態

を究明するとともに血清学的診断法を確立し、さらに本菌の伝播様式を

解明した。

　先ず、ラットの自然感染例より分離されたCAR　bacillus－SMR株をラッ

トに経鼻接種し、接種後56日目まで定期的に3例ずつ解剖して、病理組

織学的に検索した。臨床的には、接種後21日目より一部のラットが異常

呼吸音を発し、また全例が体重増加の抑制、活動の低下と粗毛を示した。

肉眼的には、同じく接種後21日目より肺の肥大と重量増加、無気肺巣、

気管支周囲のリング状の乳白色充実域と気管支拡張、ならびに肺気腫な

どが認められた。組織学的には、接種後14日目より、鼻腔、気管、気管

支、細気管支および中耳の粘膜上皮の線毛部に好銀性のフィラメント状

CAR　bacillus（長さ4～8μm）の付着が見られ、またそれらの粘膜固有

層には小円形細胞浸潤が認められた。病変部の肺内気管支は拡張し、そ

の周囲に重度の小円形細胞浸潤およびリンパ濾胞の形成からなる気管支
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周囲炎が認められた。これらの病変は経時的に、気管支樹の近位から遠

位へ拡大するとともに病像も重度となり、また接種後21日目以降では化

膿性気管支肺炎も認められた。

　上記の菌接種ラットの気管と州内気管支の粘膜上皮を走査電顕と透過

電顕で観察した。走査電顕ではCAR　bacillusは接種後7日目からラット

の気管粘膜上皮の線毛間および一部の無線毛細胞の表面に出芽するよう

な形状で付着していた。接種後14日目以降では、気管粘膜の大部分は

CAR　bacillusが群生した苔状巣で覆われていた。またこれ以外の粘膜は

腫大した無線毛細胞によって構成され、その表面にも本菌が出芽するよ

うな形状で付＝着していた。透過電顕では、接種後14日目より肺内気管支

の粘膜上皮の線毛間に線毛と平行して菌が付着していた。菌が多数付着

した線毛細胞では、線毛がほとんど消失する一方で微絨毛が発達してい

た。CAR　bacillusは杯細胞（粘液細胞）の表面にも粘膜と直角方向に付

着し、また侵された粘膜上皮では、線毛細胞と杯細胞の増生ならびにク

ララ細胞の減数・消失が観察された。

　以上の所見から、CAR　bacillusはラットの気道粘膜に感染する呼吸器

系病原体であることが示された。菌接種ラットの気道の粘膜上皮におけ

る本菌の付着像は、竜顕的には接種後7日目から観察されたが、組織病

変が出現するまでには14日間を要した。感染は上部気道より肺内気管支

へ下行性に拡大し、細気管支周囲には化膿性肺炎を惹起する場合もあっ

た。病変部の粘膜の小円形細胞反応は菌の感染にもとずく局所の免疫反

応とみなされた。

　菌の感染を受けたラットとマウスの気管と肺内気管支を透過電顕で検
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索した結果、CAR　bacillusはいずれの粘膜上皮の宿主細胞に対しても表

面に直角方向に付着していた。菌の宿主細胞付着端は細くなり（狭部）、

先端が膨れているものもあった。付着した菌の先端部と宿主細胞の細胞

膜との間には狭い空間が存在し、そこには細線維状構造物が両者を結ぶ

ように存在していた。この構造物はルテニウム赤染色標本で一層明瞭に

観察され、接着に関与する粘液物質と考えられた。菌の幅は、：最下部は

0．15～O．18μm、その他は0．35μm以下（多くは0．24～0．28μm）で、長さは

3．5～9．0μm以上あり一定ではなかった。菌の表層は、約10nmの細胞壁、

約20nmの中間層および約7nmの細胞膜の3層からなり、細胞壁と細胞膜

は単位膜構造を示していた。またルテニウム赤染色標本により、菌体表

面に厚さ約10　・一　20nmの電子密度の高い微細穎粒状の粘液層が観察できた。

本菌表面の粘液層は、別の菌体の粘液層あるいは宿主細胞の細胞膜、微

絨毛さらに線毛とも直接接着しており、宿主細胞への付着に重要な役割

を演じているとみなされた。

　CAR　bacillus感染症について、　IFA法による血清学的診断法の精度を

を検討した。抗原はCAR　bacillus－SMR株を実験感染させたマウスの気管

切片の粘膜上皮細胞に付＝着している菌体と、菌を増殖させた発育鶏卵尿

膜腔液の塗抹標本中に存在する菌体をもとにして2種類作製した。本学

自然感染ラットコロニーより得られた13例のラット血清を検索した結果、

9例に抗体が検出された（抗体価は1：10～1：80）。感染ラットの病理組

織学的検索で菌は抗体陽性例にのみ認められ、血清学的診断と組織学的

診断とが一致した。なお、気管粘膜に付着している菌体抗原と発育鶏卵

尿膜腔液申に存在している二二抗原のいずれを用いて抗体測定を行って
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も、同じ血清試料から得られた抗体価に差はみられなかった・またそれ

ら2種類の菌体抗原は、既知の呼吸器系病原体に対する抗体陽性のラッ

ト血清および正常対照のラット血清に対しては反応を示さなかった。次

に、CAR　bacillus自然感染ウサギコロニーより得られた15例のウサギ血

清を検索した結果、4例に抗体が検出された（抗体価は1：10と1：40）。

また、これら15例のウサギにおける病理組織学的検索では、抗体陽性3

例と抗体陰性3例で菌が認められ、血清学的診断と組織学的診断の成績

は必ずしも一致しなかった。これは、ウサギが本菌に感染した場合、病

変が軽度なため組織学的には菌体を見出し難いことと、菌が感染してか

ら抗体が上昇するまでの期間が長いことなどの理由によるものと思われ

た。さらに、経鼻接種ラットにおけるIgG抗体の測定結果では、抗体は

接種後14日目から検出され、抗体価が28日目で最：高に達した後（抗体価

1：80と1：160）、実験終了の56日目でも維持されていた。

　以上の成績から、　IFA法はCAR　bacillus感染症の血清学的診断に極め

て有用であることが示された。また、ラットが感染してから抗体が陽転

するまでに少なくとも2～3週間が必要であった。

　最後に、本四の伝播様式を明らかにするためにマウスを用いてCAR

bacillusの同居感染実験を行った。感染の診断は、病理組織学的方法と

IFA法による血清学的方法によった。感染マウスはCAR　baciilus－SMR株

を経鼻接種して作出し、これを非感染マウスと同一ケージに入れ、12週

間同居飼育を行った。その結果、同居後4週目から感染が成立し始め、

同居後12週目では大部分のマウスが感染した（血清学的診断3／6例、組

織学的診断5／6例）。他方、室内同居感染の成立の有無を検討するため・
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本菌を経鼻接種して感染させたマウスを入れたケージの周囲に、約3cm

の距離を置いて非感染マウスを入れたケージを配置し、12週聞飼育した。

しかし、感染例は1例も認められなかった。

　以上の成績から、CAR　bacillusの主要伝播様式は感染動物や汚染媒介

物を介しての接触感染であるとみなされた。
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　　Pat；hoユogical　Studies　on　Cilia－Associated　Respira，

tory　（CAR）　Baciユユus　Infecしion　in　Rats　and　Mice

　　　　　　　　　　　　Satoru　MATSUSHITA

　　　　　　　　　　　　National　Institute　of　Radiological　Sciences

　　　　　　　4－9－1　Anagawa，　I　nage－ku，　Chiba－shi，　Chiba　263，　Japan

　　Filamentous　bacilli　colonizing　the　ciliary　borders　of　the　airway

epithelium　were　found　for　the　first　time，　in　rats　suffering　from　a

disease　similar　to　murine　respiratory　myeoplasmosis　（MRM），　in　the

Netherlands　in　1980．　This　organism　was　designated　cilia－assoeiated

respiratory　（CAR）　bacillus　in　1985．　Although　CAR　bacillus　infection

has　occurred　in　rats，　mice　and　rabbits，　1ittle　information　is　known　on

the　disease　entity　because　of　difficulty　in　culturing　the　bacilli　in

cell－free　media．　This　paper　was　carried　out　to　investigate　the

pathogenesis，　transmission　and　serodiagnosis　of　CAR　bacillus　infection

by　using　experimentally　infected　rats　and　mice．

　　Rats　were　intranasally　inoculated　with　the　CAR　bacillus－bSMR　strain

obtained　from　a　spontaneously　infected　rat，　necropsied　chronologically

up　to　day　56　postinoculation　（p．i．）　and　examined　histopathologically．

Clinically，　some　rats　showed　respiratory　signs　and　all　rats　revealed

body　weight　loss，　deereased　aetivity　and　ruffled　fur　from　day　21　p．i．

Grossly，　the　lungs　showed　enlargement　with　an　increase　in　weight，
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　　　　　’

ateleetasis，　bronchiectasis　with　milky　white　ring　appearance　in　the

peribronchial　areas，　and　emphysema　from　day　21　p．i．

　　Histologically，　argentaffin　filamentous　CAR　bacilli　（4　to　8　pm　in

length）　were　colonized　on　the　ciliated　epithelium　of　the　nasal　cavity，

trachea，　bronchus，　bronchiole　and　middle　ear　associated　with　lymphoid

infiltration　in　the　lamina　propria　from　day　14　p．i．　In　the　affected

intrapulmonary　airways，　there　were　bronchiectasis　and　peribronchitis

consisting　of　peribronchial　lymphoid　cUffings　and　Iymphoid　follicle

formation．　These　lymphoid　ceil　aggregations　were　regarded　as　a　local

immuno－reaetive　change．　The　lesions　progressed　and　expanded　from　the

upper　to　lower　airways　with　time．　Focal　purulent　bronchopneumonia　was

also　observed　around　the　bronchioles　of　some　cases　from　day　21　p．i．

　　On　scanning　eleetron　microscopy　（SEM），　the　CAR　bacilli　were

colonized　either　among　cilia　of　some　ciliated　cells　or　on　the

nonciliated　cells　in　the　tracheal　epithelium　of　the　rats　from　day　7

p．i．　From　day　14　p．i，　most　of　the　tracheal　1　ining　epithelium　was

covered　with　”moss－grown”　foci　consisting　of　clusters　of　the　CAR

bacilli．　Transmission　electron　microscopy　（TEM）　revealed　that　the　CAR

bacilli　were　colonized　among　and　parallel　to　cilia　of　the

intrapulmonary　airway　epithelial　cells　from　day　14　p．i．　Most　ciliated

cells　having　numerous　bacilli　lost　almost　ai1　their　cilia，　while　they

had　many　elongated　microvilli．　The　CAR　bacilli　were　also　colonized　on

一128一

難離
　　　灘灘疑
　　　　　．・　　　崖

婬＿　　　　＝．潮　．　．』溝　峯　　　◎

載
舐
レ
影
獣

・
鐘
　
欝
，
藁

轄

、

輪

，

　
　
　
　
‘
め

．
‘
■
　
’
炉
ー
ー
ー
り
，
し
ド
ド

‘

．

．
孕
　
凱
、
‘

　　

D
　
、
」
・
．
”
ぐ
帆
F
ψ
＝
－
、
ド
ベ
　
　
・
、
．
「
－
噛
・
．
h
芝
瓢

∴
∴
ζ
置
目
黛
耳
挽
㍉
一
r
幌
、
．
～

栖
」
㌍
』
爬
匹
－
5
君
レ
』
適
」
・
官
h
．
一
怖
藍
－

1

し
風
．
隅
．
匹
　
■

り
　
　
吐
曜

．
■

‘D

一．

T

山
軋
國
凝
．
．
－
，
L



騨圃願闘蘭顧■日■騨■””一．一一

9。blet　cells（muc。us　cells），　being　Perpendicular　t・their　surface・ln

the　affected　airway　epithelium，　there　was　hyperplasia・f　the　ciliated

cells　and　g。blet　cells，　while　there　was　a　decrease・r　1・ss　in　numbe「

of　Clara　cells．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ
　　The　findings。btained　here　indicate　that　CAR　bacillus　ls　a　p「1ma「y

respiratory　pathogen　in　rats・

　　On　TEM　the　ends。f　the　CAR　bacillus　that　c・1・nized　perpendicula「ly

t。the　h。st　cell　surface　were　thinner　than　the・ther　part・f　the

bacterial　b。dy．　Fibrillar　structures　were・bserved　in　na「「ow　spaces

between　the　end。f　the　bacilli　and　the　free　surface・f　h・st　cells・

These　structures　seemed　t・be　muc・us　substance　relating　t・thei「

attachmenいecause　they　were　p・sitively　stained　with　ruthenium「ed

（RR）．　The　widths・f　the　thin　end　and　the・ther　parts・f　the　CAR

bacilli　were　O．15　t・0．18　Vm　and　less　than　O・35　pm（m・stly　O・24　to

・．28　pm），　respectively・The　length・f　the　bacilli　varied　f「om　3・5　to

m。re　than　9　pm．　The　bacilli　were　encl・sed　by　a　three－1aye「s；cell

wall，　electr・n－lucent　inter－space　and　cell　membrane・apPr・ximately　10・

20and　7　nm　thick，　respectively．　The　cell　wall　and　cell　memb「ane

apPeared　as　a　triple－layered　unit　membrane・An　electr・n欄dense　fine

granular　slime　layer，　apPr・ximately　10　t・20　nm　thick　was　dem・nst「ated

。n　the　bacterial　surface　when　the　tissues　were　stained　with　RR・The

slime　layer　was　attached　t・the　same　layer・f　an・ther　CAR　bacilli・as

well　as　cell　membranes，　micr・villi　and　cilia・f　the　h・st　cells・These

findings　suggest　that　the　slime　layer　plays　an　imp・rtant　r・le　in　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　429。
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v・　一

bacterial　attachment　to　the　host　cells．

Serodiagnosis　of　CAR　bacillus　infection　by　the　indirect

immunofluorescence　assay　（IFA）　technique　was　performed．　CAR　bacilli

adsorbed　on　the　tracheal　epithelium　of　mice　experimentally　infected

with　CAR　bacillus－SMR　strain　and　the　bacilli　existed　in　the　smear　of

allantoic　fluid　from　embryonated　chicken　eggs　inoculated　with　the　same

strain　were　used　as　the　antigen．　Nine　of　13　serum　samples　collected

from　a　naturally　infected　rat　colony　were　positive　for　IFA　antibody

（titers　1：10　to　1：80）．　All　antibody－positive　cases　had　histological

lesions　characteristic　of　CAR　bacillus　infection．　The　titers　of

positive一一sera　tested　with　the　antigen　derived　from　the　bacilli

adsorbed　on　the　tracheal　epithelium　were　in　agreement　with　those

tested　with　the　antigen　derived　from　the　bacilli　in　the　smear　of

allantoic　fluid．　These　two　types　of　antigen　had　no　positive　reaction

to　the　sera　collected　from　rats　infected　with　known　respiratory

pathogens　or　from　normal　contrel　rats．　Four　of　15　rabbit　sera

collected　from　a　rabbit　colony　natural　ly　exposed　with　CAR　bacilli　were

positive　for　IFA　antibody　（titers　1：10　and　1：40），　Three　of　four

antibody－positive　and　three　of　11　antibody－negative　cases　possessed

histological　lesions　due　to　CAR　bacillus　infection．　This　inconsistency

seemed　to　result　from　the　following；　it　was　difficul　t　to　detect　CAR

bacilli　in　rabbits　because　their　lesions　were　usually　slight　in

　　　　　　　　ma－ew
　　　　　醒隷　　　　　　　　　　　　9：’t’

　　　　　参1・
欝瀧F、多；｛『『「’”．層f”
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degree，　and　a　long　period　was　needed　for　the　antibody　to　be

demonstrated　in　the　sera　after　infection．　When　the　sera　collected　from

experimentally　infected　rats　mentioned　above　were　tested，

seroconversion　occurred　between　days　14　and　21　p．i．　Antibody　titers

reached　a　maximum　on　day　28　p．i．　（titers　1：80　and　1：160），　whieh

continued　until　the　end　of　the　experiment　（day　56　p．i．）．

　　From　the　results　presented　here，　i　t　was　suggested　that　the　IFA

technique　is　available　for　the　diagnosis　of　CAR　bacillus　infection　in

all　tested　animal　species．

　　Finaliy，　the　mode　of　transmission　for　the　CAR　bacillus　in　mice　was

examined　experimentally．　Diagnosis　of　the　infection　was　made　with

serologieal　（IFA　technique）　and　histopathological　methods．　Some

uninfected　mice　kept　with　intranasally　infected　mice　as　the

transmitter　in　the　same　cage　showed　positive　infection　at　4　weeks

after　eontact．　And　most　of　them　were　infected　at　12　weeks　after

contact　（serologically，　3／6　cases；　histologically，　5／6　cases）．　On　the

other　hand，　during　the　observation　period　（12　weeks），　there　was　no

evidence　of　infection　in　the　mice　kept　in　another　cage　at　3　cm　apart

within　the　same　room，　though　separated　from　the　cage　containing　the

　transmitter　mice．

　　　These　results　suggest　that　the　main　mode　of　CAR　bacillus

　transmission　is　due　to　direet　contact　with　the　infected　animals　or

　fomites　contaminated　by　infected　animals．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一131一
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