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研究成果の概要（和文）：土壌細菌であるロドコッカス・エクイは病原性を病原性プラスミドの

存在に規定されている。この病原性プラスミドはヘテロな病原性関連遺伝子群が水平伝播によ

ってロドコッカスの潜在プラスミドに移行し、その結果、病原性機能を獲得したものと推察さ

れている。本研究では強毒株に存在する 16 種類の病原性プラスミド、中等度毒力株に存在す

る 33 種類の病原性プラスミドの PAI 領域付近の塩基配列と比較検討し、その派生の過程で病

原性と多様性を獲得したことを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Rhodococcus equi is a facultative, intracellular, Gram-positive 

coccobacillus that causes suppurative pneumonia and ulcerative enteritis in foals aged 1–3 

months. This organism is present in soil and sporadically causes pulmonary abscesses and 

lymphadenitis in other domestic animals. The discovery of virulence-associated antigens 

and virulence plasmids has allowed the classification of R. equi. strains and molecular 

epidemiological studies of virulent R. equi. By the basis of restriction fragment patterns of 

representative strains of VapA- and VapB-positive R. equi digested by restriction enzymes, 

we found at least 15 distinct plasmid types in VapA-positive, and 33 types in VapB-positive 

R. equi.. Nucleotide sequencing of the virulence plasmids of ATCC33701 (the 

representative of VapA-positive) and A3  (the representative of VapB-positive) revealed 

the presence of a pathogenicity island: it is characterised by a significantly lower G+C 

content than the rest of the plasmid, and is flanked by genes similar to transposon 

resolvases. The present study demonstraed that the determination and analysis of the 

nucleotide sequences of virulence plasmids provid the information on the diversity of 

virulence plasmids of R. equi.. 
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１．研究開始当初の背景 

ロドコッカス・エクイ(Rhodococcus equi)は
子馬の化膿性肺炎の起因菌で、獣医学領域で
は古くから知られた病原細菌である。本菌感
染症は膿瘍形成を伴う化膿性肺炎、腸管附属
リンパ節炎並びに腹腔膿瘍を主徴とし、子馬
が 1〜3 ヶ月齢時のみに発症する感染症であ
る。我が国においても世界各地の軽種馬生産
地と同様に、毎年晩春から夏に発生し、長期
間の治療を必要とする経済的損失の最も大
きい細菌感染症で、生産地では依然として問
題となっている。近年ヒト AIDS 患者の日和
見感染症として症例数が急増し、我が国でも
2004 年にヒト HIV 感染患者で初発し、人獣
共通感染症としても注目されている。 

 私たちはこれまで、ロドコッカス・エクイ
の病原性発現機構、診断法、感染免疫、疫学
などの研究を通して、２種類の病原性プラス
ミド存在し、それが２つの強毒と中等度毒力
と い う 毒 力 レ ベ ル を 規 定 し
(J.Clin.Mirobiol.1991,Infect.Immune.1991, 

J.Infect.Dis.1995)、馬と豚にそれぞれの毒力
株が棲み分けをしていることを明らかにし
てきた（Vet.Microbiol.1997）。さらに、病原
性プラスミドの全塩基配列の決定 (Infect. 

Immun. 2000)に基づくプラスミドのゲノム
情報から、本菌の分子疫学の世界を展開して
き た (J.Clin.Mirobiol.1999, 

Vet.Microbiol.2001, J.Vet.Med.Sci.2003, 

CIMID, 2005 等)。世界各地から本菌感染子
馬由来の強毒株と豚或いは AIDS患者由来の
中等度毒力株を分与頂き我が国の馬生産地
から分離した強毒株の病原性プラスミド
DNA の制限酵素切断像と比較検討を行った
ところ、現時点で、強毒株の病原性プラスミ
ドには 12 種類のプラスミド型が存在するこ
とが明らかとなった(CIMID,2005)。これらの
分布は、地域特異性があり、ヨーロッパ・ア
メリカ・オセアニアで認められる 6 種類の病
原性プラスミド型(85kb の I〜IV 型、87kb I

型と III 型)と、日本と韓国でのみ認められる
病原性プラスミド型(87kb II 型と 90kb の I

〜V 型)の 6 種類である。この分布の地域特異
性から海外学術調査によって、これら全ての
病原性プラスミドが存在する場所があるの
ではとの作業仮説を立て、強毒株の故郷を日
本在来馬或いは中国・韓国在来馬の祖先であ
るモンゴル馬に求めた。このような考え方の
背景には、病原性プラスミドの全塩基配列か
ら、病原性プラスミドは、GC 含量が異なる
大きな遺伝子挿入部位(病原性遺伝子群=毒力
関連抗原遺伝子ファミリー(Vap family)を含
んでいるので Pathogenicity island と名付け
た ) を持つキメラ構造が明らかとなり
(Infect.Immun.2000)、そのキメラ構造の成
り立ちを解明する為の平成 16-18年基盤研究
(B)(一般)「ロドコッカス・エクイ病原性プラ

スミドの Pathogenicity Island-病原体の進
化と分子疫学-」並びに平成 21-23 年基盤研究
(B)(一般)「ロドコッカス・エクイ感染症の生
物地理学：モンゴルと中国にその起源と伝播
過程を探る」の研究から、プラスミド型の多
型性の成立には単純な塩基の点変異だけで
はなく、遺伝子の欠失と挿入というダイナミ
ックな遺伝子の水平伝播があることが明ら
かとなった。この進化を考えていくと、古墳
時代前後(5-6 世紀)に馬が我が国に伝播した
時間的な経過と、ロドコッカス・エクイが病
原性プラスミドを獲得して、さらに進化して
多型性を持つように至る時間経過は、明らか
に時間のオーダーが異なるものと推測され
た。つまり、プラスミドの多型性が日本の在
来馬の中で生まれたのではなく、異なるプラ
スミド型をもつ強毒株が日本に馬と共に伝
播したと考えるのが妥当である。踏み込んで
考えれば、馬と密接な関係があると思われた
ロドコッカス・エクイ強毒株は、現代馬がど
こかの地で、新興感染症のように、偶然の出
会いがあったのではないか。さらに、4000

年前の馬の家畜化に伴って、人と一緒に移動
し、全世界に拡散したのではないかと考えて
いる。モンゴルでは無毒株も存在しないとい
うことは、本菌の汚染を受けていない馬の集
団と、汚染を受けた集団が存在することを示
唆している。これは病原細菌と宿主の関係が
どのように形成されていったのかを考える
普遍的なモデルにもなるのであろう。平成
16-18 年基盤研究(B)(一般)「ロドコッカス・
エクイ病原性プラスミドの Pathogenicity 

Island-病原体の進化と分子疫学-」では、病
原性プラスミドの進化は、馬ではなく、土壌
中本菌が捕食者である原生動物（アメーバな
ど）からのサバイバル戦略として、本菌が長
時間をかけて獲得していったものではない
かと考え、自由生活性アメーバである
Acanthamoeba castellanii と A.polyphaga

を用いた食菌・殺菌試験を検討し、興味ある
知見を得ている。食菌試験の結果、ロドコッ
カス・エクイはその菌株とアメーバの種類に
関係なく他種の菌よりも極めて速く、かつ極
めて多くアメーバに食菌されることがわか
っ た 。 大 腸 菌  は A.castellanii と
A.polyphaga 内で、黄色ブドウ球菌  は
A.polyphaga 内で生存できなかったのに対
し、25℃条件下では、ロドコッカス・エクイ
はリステリア菌と同様アメーバ内で生存可
能であった。さらに興味あることに乾燥が菌
の生存に及ぼす影響を調べたところ、ロドコ
ッカス・エクイは乾燥状態では最長で 9 日間
しか生存できなかったが、アメーバに食菌さ
れた状態で乾燥させると、少なくとも 70 日
以上生き残った。自由生活性アメーバは、ロ
ドコッカス・エクイの“乾燥に対するシェルタ
ー“としての役割と、遺伝子の水平伝播による



細胞内寄生菌の“進化のゆりかご”としての役
割を果たす可能性が示唆された。 

２．研究の目的 

 強毒株と中等度毒力株の相違は、それぞれ
が保有する病原性プラスミドの違いにある。
その塩基配列を比較すると、２種類の病原性
プラスミドの約 20kb の Pathogenicity 

island(PAI)領域以外は 99％以上の類似性を
有することが予想を反して明らかとなった。
つまり、強毒と中等度を決定するのは、Vap

遺伝子群の組み合わせが強毒株の病原性プ
ラスミドでは VapA,C,D, E, F, G, H であり、
中等度毒力株の病原性プラスミドでは VapB, 

I, J, K, L であるということに起因していた。
２種類の病原性プラスミドはロドコッカ
ス・エクイが保有していた潜在性プラスミド
が２種類の PAI 領域が水平伝播したことに
よると推測される。これを強く示唆する成績
を既に私たちは得ている。強毒株の病原性プ
ラスミドの PAI 領域以外に位置する ORF を
プローブとして我が国並びに海外で分離さ
れた無毒株の潜在性プラスミドについて
PCR 或いはサザンハイブリダイゼーション
で反応するプラスミドを探索したところ、そ
こから病原性プラスミドの先祖（プロトタイ
プ）と思われる潜在性プラスミドが見いださ
れた。 

 遺伝子の水平伝播は、細菌においてはゲノ
ム多様性の源であり、新しい環境への適応を
可能にしている。特にその病原性や薬剤耐性
を獲得する上で極めて重要な出来事である
が、その詳細についてはよく知られていない。
本研究の目的は、土壌細菌であるロドコッカ
ス・エクイが、土壌中で他の細菌から PAI 領
域を獲得し、土壌のなかのアメーバなどの原
生生物＝高等動物によって細胞内で寄生す
る能力の選択を受け、最終的に馬の病原細菌
となっていく過程の一端を明らかにし、最終
ゴールとして、この作業仮説を証明すること
にある。３年間の研究期間に、プロトタイプ
となる潜在性プラスミドの塩基配列を決定
し、強毒株に存在する 15 種類の病原性プラ
スミド、中等度毒力株に存在する 32 種類の
病原性プラスミドの PAI 領域付近の塩基配
列と比較検討し、どのように PAI が挿入され
たのかを明らかにする。遺伝子の水平伝播を
模式図に示したが、土壌での細菌 DNA によ
る形質転換、プラスミドによる接合ファージ
による形質導入が考えられ、これら進化の痕
跡を PAI 領域付近に見いだすことにある。更
には、Vap family は遺伝子重複を経て発生し、
その進化の過程で病原性と多様性を獲得し
たものであり、この Vap の機能を明らかにす
る上で重要な手がかりを与えてくれるであ
ろう。 

３．研究の方法 

１） ロドコッカス・エクイ強毒株に存在す

る 15 種類病原性プラスミドの PAI 領域付近
の塩基配列の決定と比較 

 これまでに 12 種類の病原性プラスミド
（85kb-type I, II, III, IV, 87-kb type I、IIa、
IIb, 90-kb type I, II, III, IV, V）が欧米（５
種類）、日本（５種類）、韓国（１種類：J. Vet. 

Med. Sci. 2003）、ブラジルの子馬由来株が新
たなプラスミド型（90kb type V:CIMID, 

2005）に存在することを私たちの分子疫学調
査から明らかにした。平成 20 年度にこれに
い加えて、３つの病原性プラスミドが発見さ
れた。２つは北海道日高地方のサラブレッド
種感染子馬の臨床分離株、一つはオランダの
感染子馬由来の臨床分離株に発見された病
原性プラスミドである。これらは基盤研究Ｂ
（平成 18-20 年）の成果の一部であるが、こ
れら 15 種類病原性プラスミドの PAI 領域付
近の塩基配列を既に塩基配列が分かってい
る p33701(85-kb type I)を元にサザンハイブ
リダイゼーションとプライマーウオーキン
グによる塩基配列を決定し（平成 12-15 年度
基盤研究Ｂの設備備品として DNA シークエ
ンサーを北里大学獣医畜産学部獣医衛生学
教室に設置済み）、PAI の挿入がどのように
行われたかの遺伝子の痕跡を探る。 

２） ロドコッカス・エクイ中等度毒力株に
存在する 32 種類病原性プラスミドの PAI 領
域付近の塩基配列の決定と比較 

 ロドコッカス・エクイ中等度毒力株は、海
外、特にアジアではタイの AIDS患者の喀痰、
血液、気管洗浄液などから分離され、結核と
類症鑑別が必要な細菌の一つである。わが国
ではと畜場で健康な豚の下顎リンパ節から
も数％の割合で分離され、感染源としての可
能性が疑われている。ハンガリー、スロベニ
ア、タイなどの豚からも中等度毒力株が分離
され、そのプラスミド型は 27 種類に至った
(Makrai et al. 2008))。最近、オランダの豚
由来株から新型 28-31 型が、日本・和歌山の
イノシシ分離株から 32 型が分離され、32 種
類のプラスミド型となった。プラスミド型の
分布は、馬の強毒株の病原性プラスミドとは
全く異なり、地域特異性は認められない。こ
の理由は豚という家畜の品種とその国際的
な移動にあると推測される。何れにせよ、強
毒株同様に、既に塩基配列が決定された中等
度毒力株の病原性プラスミド１型（pREA3）
を参考に PAI 領域付近の塩基配列の決定し、
比較検討する。 

３） ロドコッカス・エクイ無毒株の潜在性
プラスミドから強毒株・中等度毒力株の病原
性プラスミドのプロトタイプの検索 

 無毒株はどこにある土壌からも容易に分
離され、病原性プラスミドは保有しないが、
潜在性プラスミドを 10〜30％位の頻度で保
有し、これまでにアフリカ、中国、韓国、日
本の無毒株が 10〜30％位の頻度でそれを保



有していることを明らかにした(J. Vet. Med. 

Sci, 2004, 2006)。潜在性プラスミドの大きさ
は数 kb〜100kb に及び、その種類も多数存
在する。これらの潜在性プラスミドと病原性
プラスミドの類似性を PCR 及びサザンハイ
ブリダイゼーションで明らかとし、病原性プ
ラスミドのプロトタイプの候補を検索する。 

 

４．研究成果 

ロドコッカス・エクイ強毒株病原性プラスミ
ドは、制限酵素 EcoRⅠ及び HindⅢの切断像
の違いから 16 種類に型別され、①85kbⅠ,

Ⅱ ,Ⅲ ,Ⅳ型②90kbⅡ ,Ⅴ型③87kbⅠ ,Ⅲ型④
90kbⅠ,Ⅲ,Ⅳ型⑤87kbⅡa,Ⅱb,Ⅱc,Ⅱd 型⑥
52kb 型に分類される。この中でグループ④
と⑤に属する病原性プラスミドは日本に分
布している。平成 21−22年の研究では、北海
道日高地方の仔馬分離強毒株 JRA09-12株の
病原性プラスミド型が、既知の 16 種のプラ
スミド型と異なっていたため詳細に解析し
た。このプラスミドの EcoRⅠ切断像は 87kb

Ⅱa 型と 90kbⅣ型の 2 つに共通点があった。
詳細に分析すると点変異や欠損を伴う EcoR

Ⅰサイトの消失、新しい EcoRⅠサイトの形
成など 87kbⅡa 型との類似点が多く認めら
れた。一方、断片⑦領域では PAI 境界部分に
おいて非常に大きな挿入があり、他の 90kb

型同様にEcoRⅠサイトを含む約14,000bpの
挿入があると考えられた。以上の成績から新
型病原性プラスミドを 90kbⅥ型と命名し、
プラスミドサイズが 90kb であるにも拘らず
その変異部位は 87kbⅡa 型に非常に類似し
ていることから、病原性プラスミドの多型性
獲得過程での共通祖先プラスミドの存在の
可能性が推測された。次に、17 種類の強毒株
病原性プラスミドの簡易型別法について
PCR 法を用いて検討した。これまでの 17 種
類の研究成果から変異部位はほぼ同定され
ており遺伝子の欠損・挿入が見られる領域を
標的として PCR を実施し、型別のフローチ
ャート図を作成した。PAI 境界の遺伝子群に
おける PCR では増幅産物のサイズから
(1)85kb 型,52kb 型,90kbⅡ型(2)87kbⅠ,Ⅱa,

Ⅱ b,Ⅱ d,Ⅲ型 ,90kbⅣ型 (3)90kbⅠ ,Ⅲ ,Ⅳ
型,87kbⅡc 型に分けられ、90kbⅤ型では増
幅されなかった。ORF49～ORF50 の欠損か
ら 85kbⅡ型、断片⑨の挿入から 90kbⅡ型が
判別できた。87kbⅡa～d 型間では変異や欠
損の違いから個々を区別できた。しかし 85kb

Ⅰ,Ⅲ,Ⅳ型、87kbⅠとⅢ型は EcoRⅠサイト
の点変異での相違であり、PCR でのプラスミ
ド型別は出来なかった。今回、新たに病原性
プラスミド型が加わり、我が国では 87kbⅡa

～d 型,90kbⅠ～Ⅵ型と 10 種類の存在が明ら
かとなった。 

 平成 23 年度の研究では、岩手県馬飼養環
境土壌由来株<52-4>と、オーストラリアの病

馬由来株、更に北海道の病馬の肺由来株
<2-2,2-3,2-6,2-9>などの病原性プラスミド型
について、平成 22 年度に本研究で報告した
PCR を利用したプラスミド型別法を新たに
取り入れ、既知の 17 種のプラスミド型と比
較し、その正確性と有用性を確認するととも
に、それらの株の解析を実施した。北海道の
病馬の肺病変由来株<H2>から、これまで北
海道では見られなかった 90kbⅣ型を初めて
検出した。岩手県馬飼養環境土壌由来菌株
<52-4>の病原性プラスミドの EcoRⅠ切断像
は 87kbⅡa 型に類似していたが、87kbⅡa

型の 1 本の断片に欠損が生じ、87kbⅡa 型と
比べて、サイズが小さくなっていた。そこで、
この菌株を新型とし、87kbⅡe と命名した。
これにより、強毒株は全部で 18 種類となっ
た。次にオーストラリアの馬由来の 14 菌株
を解析したところ、EcoRⅠ切断像は全て、
85kbⅠ型を示したが、HindⅢと EcoT22Ⅰで
は 14株中 6株で 85kbⅠ型と異なる 2種類の
切断像を示した。そこで、PCR やサザンブロ
ット法を利用して更に解析を進めたところ、
その一つは潜在性プラスミドの切断像の可
能性が強く、他 5 株は新型と考えられ、詳細
に検討している。北海道の馬由来株について
も EcoRⅠ切断像が既知の 87kbⅡa 型より 1

本多く、現在詳細な検討を行っている。強毒
株の病原性プラスミドの多型性が日本及び
オーストラリアの病馬由来で認められ、これ
らは疫学調査の有効な指標となるであろう。 
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