平成20年度の完了成績の概要

1.馬鼻肺炎生ワクチンの安全性評価および効果検討試験−生ワクチンの製造承認申請に必要な試験研究−（平成18〜20年）

（分子生物研究室）

馬鼻肺炎生ワクチンの製造承認申請のために必要な研究、すなわち、生ワクチンの同居感染性、病原性復帰能、再活性化能ならびに生ワクチンと現行市販不活化ワクチンとの効果の比較に関する試験が実施され、いずれも製造承認申請のために有意義な成績が得られた。また、畜産生物科学安全研究所ではワクチンの安全性試験と野外試験、また日生研ではワクチンの保存安定性試験が実施され、それぞれ製造承認申請のために有意義な成績が得られた。

2.　ウマコロナウイルス感染症の血清学的診断法の開発（平成18〜20年）
（分子生物研究室、動衛研）

本研究は、ウマコロナウイルスの中和試験およびELISA法を開発することを目指して実施された。ウマコロナウイルスNC99株がCPEをともなってVero細胞でよく増殖することが確認された。これによって、Vero細胞を用いたウマコロナウイルスの中和試験が確立された。また、北海道のばんえい競馬場で集団流行した発熱馬の糞便材料からウマコロナウイルスのNP遺伝子が検出された。この遺伝子を大腸菌に組み込んで得られた発現タンパク質はウマコロナウイルス免疫ウサギ血清と特異的に反応した。このことから、この発現タンパク質を抗原に用いることによって、感染馬の抗体を検出するためのELISA法の開発が期待されている。

3. 遺伝子診断に有用な水胞性口炎ウイルス　　遺伝子領域の探索と診断への応用（平成18〜20年）
　（分子生物研究室、動衛研）
本研究は、水胞性口炎のための新たな遺伝子診断法の開発と多検体処理が可能な迅速抗体検査法の開発を目指して実施された。水胞性口炎ウイルスの2つの血清型（New Jersey  typeとIndiana  type）の遺伝子を迅速かつ効率的に検出可能なPCR-ELOSA法が開発された。また、モノクローナル抗体を用いて動物種に関係なくNew Jersey type virusに対する血清抗体を検出する競合ELISA法が開発された。

４.馬感染症の疫学および臨床微生物学的研究（平成16〜20年）

　（微生物研究室）

ここでは主に競馬の開催に重大な影響を与える感染症の疫学調査と診断法に関する研究が実施された。主な研究成果は下記のとおりである。

1. 2005年に北海道のばんえい競馬場で集団発生した発熱疾患について調査し、それがウマコロナウイルスの感染による可能性が示唆された。

2. 2005年に北海道の生産地で発生したサラブレッド子馬のネズミチフス菌感染症が，多剤耐性DT104型による集団感染であることが明らかにされた。

3. 2007年にJRA施設内で流行した馬インフルエンザの発生状況が明らかにされた。

4. 馬ウイルス性動脈炎の血清学的診断法である中和試験法の標準化が栃木支所、動物検疫所（および動物衛生研究所との共同研究によってなされた。

5. Clostridium difficileの遺伝子検出法（PCR法およびLAMP法）が野外応用された。
5. 　腺疫菌PEPK抗原提示メカニズムの分子遺伝学的解析（平成18〜20年）

　（微生物研究室、動衛研）
Streptococcus equi subsp. equi（S. equi）(下線ｲﾀ)と亜種の関係にあるStreptococcus equi subsp. zooepidemicus（S. zoopidemicus）(下線ｲﾀ)において、 前者にはSzPSe抗原、後者にはSzP抗原と呼ばれる菌体表層蛋白質がある。SzPSe抗原とSzP抗原には、いずれもPEPK繰り返し配列が存在する。しかしながら、PEPK抗原は腺疫にかかった馬の血清とは反応するが、S. zoopidemicus感染馬の血清とは反応しない。この理由を解明するために本研究は実施された。初年度は、腺疫菌のノックアウト変異株はSzPSe抗原を産生しないことを確認した。2年度は、腺疫菌のSzPSe抗原はSzPSe遺伝子のみによって発現することを明らかにした。最終年度は、腺疫菌の培養上清中にだけSzPSe抗原が分泌されていることが確認された。以上のことから、腺疫菌とS. zoopidemicus間でのSzPSeあるいはSzP抗原の分泌の違いが、腺疫馬特異的抗PEPK抗体産生に関与している可能性があると考えられた。

6. 蹄壁内への水分浸透機序の解明および尿汚染がこれに与える影響について

−角細管および角間質の水分調節構造物としての機能の検証−（平成19〜20年）（臨床医学研究室、京都大学）
敷料への尿貯留により発生する蹄壁膨潤の機序を明らかにするために,正常蹄壁および馬尿等に浸漬処理した蹄壁試料において,蹄壁断面からの水分浸透過程を核磁気共鳴マイクロイメージング法により観察した.正常蹄壁では,角細管とその周囲の角間質の経時的な信号強度の変化には相関が認められ, 吸水面から内部に向かって信号が増強したが, 角細管とその周囲の角間質の信号強度の変化には相関が認められ, 水分浸透は角細管に限局して起こるのではなく, 両者に並行して進行することがわかった.一方、馬尿処理試料では、吸水後24時間までの観測で超純水処理と比較して低信号であったが,吸水過程後期に信号増強が大きかった。また、アンモニア水処理では,馬尿処理と類似した画像が観察された.これらから、馬尿への浸漬処理により蹄壁の水分分布・移動特性に変化が生じることが判明した。

7. 細胞増殖因子を用いた馬の再生医療に対する基礎的研究（平成19〜20年）

（臨床医学研究室）   
細胞増殖因子であるbFGFを徐放するドラッグデリバリーシステム(DDS)の馬の再生医療への応用に向けて基礎検討を行った。皮膚全層欠損創モデルに対する修復効果の検討では、DDSの使用により血管は早期に誘導され、上皮の形成を促進されることを確認した。腕関節軟骨全層欠損創モデルに対する修復効果の検討では、期待された硝子軟骨の再生は認められなかった。一方、骨孔の肉芽組織による修復は手根骨において対照群より優勢であった。本研究からbFGFの徐放化によるDDSは臨床応用可能であることが明らかになったが、軟骨再生に適した細胞増殖因子の選択については再検討する必要性があると考えられた。

8.　競走馬のバイオメカニクスに関する研究−走行時に腱・靱帯にかかる力を測定するシステムの構築−（平成17〜20年）
（運動科学研究室）

馬の肢の管部、繋部および蹄の部分重心と慣性モーメントを測定する装置と球節角度から繋靭帯にかかる力を測定する装置がそれぞれ作製された。一方、動作解析とフォースプレートから測定された荷重から、浅指屈腱にかかる力を計算する方法が確立された。最終的に、腱内に挿入されたAIFPセンサーの較正を行うことによってトレッドミル上を走行している馬の浅指屈腱にかかる力を測定するシステムが構築された。このシステムを用いて馬の浅指屈腱にかかる力を計算したところ、常歩では約4,000N、速歩では約6,500N、9m/sの駈歩では約8,000Nの力がそれぞれかかっていることが明らかになった。

9.サラブレッド骨格筋の収縮・弛緩機能に関する研究　（平成18〜20年）

（運動科学研究室、山口大学）

一過性高強度運動後の骨格筋における生理的状態を把握するために、筋線維タイプ別グリコーゲン量、筋小胞体-Ca2+-ATPase活性の定量およびフリーラジカル生成量の推定を試みた。その結果、運動後に、全筋線維タイプにおけるグリコーゲン量の有意な低下と１日後の回復が認められた。電子常磁性共鳴法を用いて推定したフリーラジカル生成量は、運動後有意に増加し１日後でも回復しなかったが、18週間のトレッドミル走行トレーニングを積んだ後には運動直後のフリーラジカル生成量の増加は認められなくなった。運動直後のフリーラジカル生成量はTypeIIA線維と負の相関を示した。

10. サラブレッドの乳酸代謝および乳酸輸送担体に関する研究（平成18〜20年）

　（運動科学研究室・東京大学）

サラブレッドの乳酸輸送担体について検討した。高強度持久的トレーニングではMCT1やMCT4タンパク質量に有意な上昇は認められなかったものの、最大運動テストの走行時間が長いサラブレッドほどMCT1が多く、また最大走行時間が伸びたサラブレッドほどMCT4が伸びていた。次に当歳から2歳時までの発育によってMCTを中心として乳酸代謝に関係する筋の要因がどのように変化するのかを求めた。2ヶ月齢から24ヶ月齢までMCT1、MCT2、乳酸脱水素酵素アイソザイムのうち乳酸酸化方向の割合、筋のミトコンドリア酵素活性は増加していた。一方MCT4、GLUT4、ホスホフルクトキナーゼ活性は2ヶ月齢から24ヶ月齢ほぼ維持されていた。そこで2ヶ月齢から24ヶ月齢までの発育中に、筋の解糖系能力が維持され、筋の酸化能力と乳酸酸化能力が高まることが示された。

11.芝馬場に関する研究−芝馬場用凍結防止剤の開発−（平成18〜20年）

　（施設研究室）

凍結防止剤に関する現状把握のために、特許文献検索システムにより検索を行ったが、植物に安全な凍結防止剤は検索されなかった。そこで、特許文献、既存凍結防止剤、不凍液などを参考にしてその成分組成の中から選択した薬剤を用いて-10℃不凍濃度、イタリアンライグラスへの影響を調査した。その結果、2種類の薬剤の配合により4通りの配合薬剤を特許出願することができた。さらに、3種類以上の薬剤の配合割合を詳細に検討したところ、イタリアンライグラスに対し先の配合薬剤よりさらに安全で有効な2通りの配合薬剤を芝用凍結防止剤として開発できた。また、芝馬場専用の散布機として、短時間の作業で大面積に均一に散布できる軽量型芝用凍結防止剤散布機を製作した。

12.サラブレッドの酸化アミノ酸標識法による分岐鎖アミノ酸要求　量の決定

　　（平成19〜20年）

　　（生産育成研究室）

　　

分岐鎖アミノ酸（バリン、ロイシン、イソロイシン）は筋タンパク質の代謝に重要な役割を果たす必須アミノ酸である。しかしながら、日本軽種馬標準や2007年にアメリカで出版されたNRC飼養標準においてもその要求量は未記載のままである。一方、ヒトでは既に酸化アミノ酸標識法を用いて分岐鎖アミノ酸要求量を測定する方法が確立されている。そこで、この酸化アミノ酸標識法を応用して、馬の分岐鎖アミノ酸要求量が調べられた。その結果、安静時におけるウマのBCAA要求量は179mg/kg/dayであるとことが明らかになった。

13.　軽種馬における成長にともなうビタミンK栄養状態の評価と改善

　　−骨形成に必要なビタミンK要求量の指針作成−（平成18〜20年）

　（生産育成研究室、京都大）

ビタミンK、特にメナキノン4は骨の健康に必須なビタミンだが、ビタミンK栄養状態評価に必要なウマの血漿中VK同族体濃度は測定されていなかった。本試験では血漿中VK同族体濃度を測定しビタミンK補給法を検討した。成馬に対してフィロキノン、メナキノン-4、メナキノン-7およびメナジオン補給試験を行い、中毒量を大きく下回る0.12 μmol/kg体重/dのメナジオンのみが効率的に血漿中メナキノン-4濃度を上昇させることが明らかとなった。また母馬の飼料へのメナジオン補給で、哺乳子馬の血漿中血漿中メナキノン-4濃度は上昇した。また消化管内合成のメナキノン類の栄養学的意義は小さいことが示唆された。

14. 雌ウマにおける妊娠認識物質の探索（平成18〜20年）

　（生産育成研究室、東京大）
雌ウマの妊娠認識物質は未だに同定されていない。本研究では、着床現象を以下の４現象と仮定した。それらは、(1)胚仔遊走と黄体退行抑制、(2)胚の子宮への固着、(3)カプセル消失後の子宮内カルシウム濃度の調節、(4)子宮の免疫環境の整備である。そして、サブトラクション法やDNAアレイ法を駆使し、着床の４現象に関連する因子群を同定し、それらの局在、発現制御や機能を解析した。さらに、それら因子の制御法の開発のために、体外組織・細胞培養解析系を開発した。

15. 軽種馬に利用されている牧草中の水溶性炭水化物含有率に関する研究

　（平成19〜20年）

　（生産育成研究室、帯広畜産大学）

軽種馬用の牧草の水溶性炭水化物の含有率の変動要因と、牧草の水溶性炭水化物含有率が放牧地における馬の糞の性状に及ぼす影響を検討した。牧草の水溶性炭水化物含量は、草種や生育時期により変動する他、日内（朝よりも夕方が高い）でも変動が示された。放牧された馬の糞のpHは夏・秋季よりも春季で低く、併給飼料を給与しない放牧では糞のpHが6.0以下になった。糞のpHは夏や秋に比べ春に低く、一時的に6.0を下回り、夏や秋に比べ春では後腸内のアシドーシスが生じやすいと推察された。しかし春の放牧草中の水溶性炭水化物含量は夏、秋に比べて高くない場合もあり、牧草の水溶性炭水化物含量以外にも後腸内発酵性状を変化させる要因の存在が示唆された。    

