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を使用）によってマウス血清中に抗体を証明す
ることによって確定診断する。 

3）PCR検査
迅速かつ高感度で PHF を診断できる方法

として、いくつかの遺伝子検査法（PCR 法、
Real-time PCR 法）が報告されている。一般
に米国では nested PCR 法が感度の良い方法と
して実施されている。より新しい方法として、
N. risticii の 16SrRNA 遺伝子の 85bp を標的
とした表 6のプライマーセットを用いた Real-
time PCR 法も実施されている。

2．⾎清学的診断………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
血清学的診断には、IFA 法、ELISA 法、ラテ

ックス凝集反応などがある｡ 現在のところ、一
般的には、IFA 法が使用されており、一部の実
験室では ELISA 法も実用化されている。ラテ
ックス凝集反応は、特異性のないことが指摘さ
れ、今では使用されていない。IFA 法は、発症
初期の診断法としてはあまり有効ではないが、
発症後期から回復期にかけては確実な診断が可
能である。IFA 法抗原は、N. risticii を感染さ
せた P388D1 細胞の濃厚浮遊液をスライドグ
ラス（12 穴のホール・スライドグラス）上に
滴下して、37℃、1 時間乾燥後、アセトン固定
した固着標的抗原である。この抗原に対し、被
検血清（一次反応）、ついで蛍光抗体液（蛍光
標識抗ウマ IgG 山羊血清 : 二次反応）という
順序で反応させ、蛍光顕微鏡で観察する（写真
10）｡ IFA 価の陽性限界は 80 倍以上であるが、
Prepzman らは、80 倍以下でも PHF と考えら
れる例が少数検出されることから、陽性限界を
64 倍とすることを提案している。実験感染馬
では、IFA 価の上昇は接種後 9 ～ 20 日目に認
められ、ピークが接種後 4 週間前後で、80 倍
以上の値が１年以上にわたって維持される。

Diff-Quik strain TM

写真9

表 6　N.risticii …特異的…real-time…PCR 法

配列

Forward GTTATTCCCTACTACCAGGCAAGTTC

Reverse AACGGAATCAGGGCTGCTT

Probe ACGCACCCGTCTGCCACGGGA

写真 9　…培養細胞（P388D1) の塗抹標本…
細胞質内にN.…Risticii のギムザ陽性像が確認できる

Diff-Quik strain TM

⬅️
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間接蛍光抗体法の術式 ……

Ａ．準備するもの
１）固着標的抗原（12 穴スライドグラス）　　　
２）被検血清               
３）標準陽性血清          
４）蛍光標識抗ウマ IgG 山羊血清　     
５）96 穴マイクロタイター・プレート

（血清希釈に用いるもので、小試験管等
で代用できる） 

６）血清分注器（10μl、100μl）                                                            
７）リン酸緩衝液（PBS）：150ml × 4 個 
８）〔1％ Evans Blue〕※蛍光顕微鏡を使用す

る場合は省略可能。        
９）反応箱      
10）孵卵器    
11）蛍光顕微鏡　　
                                                                                           
Ｂ．被検⾎清の希釈

被検血清の段階希釈液を得る。ここでは 96
穴マイクロタイター・プレートを利用した 20
倍～ 12,400 倍までの希釈方法を述べる。   

１）96 穴マイクロタイター・プレートの縦
第 1 列に 190μl のリン酸緩衝液（PBS）
を入れる。

２）96 穴マイクロタイター・プレートの縦
第 2 ～ 10 列に 100μl の PBS を入れる。 

３）10μl の被検血清を第１列に入れてよく
混和する（20 倍希釈血清）｡

４）第 1 列から 100μl をとり、第 2 列に入
れてよく混和する。以下、第10列（12,400
倍希釈）まで同様に繰り返し、段階希釈
する。

５）第 10 列では 100μl をすてる。
   
Ｃ．反応法…

１）あらかじめ作製された固着標的抗原を冷
蔵庫（4℃）から取り出す｡ このとき抗
原表面の結露を防ぐため、乾燥剤を入れ
た小箱の中で室温にもどす。                          

２）抗原①～⑩の穴に、各濃度に希釈された
被検血清の 10μl を滴下する（下図）。
第 10 列の穴からスタートする。   

        
３）10μl の標準陽性血清を○○に入れる。
４）37℃で 30 分間反応させる。
５）洗浄。
　　①  PBS（150ml に Tween20 を 2 滴添加）
　　　 …………………………… 10 回すすぐ 
　　②  PBS（150ml に Tween20 を 2 滴添加）
　　　 …………………………… 10 回すすぐ     

　 〔PBS（150ml ＋ Evans Blue2 ～ 3 滴）
直ちに除去〕

　　　③ PBS（150ml）
　　　　……………………………………… 5 分                                                

６）余分の水分を濾紙で吸い取る。乾燥させ
てはならない。                                                                                    

７） 蛍 光 標 識　Anti-Horse　IgG の 10μl
による二次反応。37℃、30 分。 

８）洗浄   
　　①PBS（150mlにＴween20を2滴添加）
　　　 …………………………… 10 回すすぐ   
　　②PBS（150mlにＴween20を2滴添加）
　　　 …………………………… 10 回すすぐ       
　　③  PBS〔150ml に Evans Blue　2 ～ 3

滴添加〕
　　　 ……………………………… 3 分間おく   
　　④ PBS（150ml）
　　　 ……………………………………… 5 分
９）余分な水分を濾紙で吸い取る。乾燥させ

てはならない。　
10）カバーグラスでマウント（緩衝グリセリ

ンを用いて封入）                                                             
11）鏡検（写真 10，11）〔Evans Blue を使

用した場合は対比染色によって細胞質が
橙色に染まる（写真 12）〕

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10
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蛍光顕微鏡像

写真10

FITC
蛍光顕微鏡像

Differential Interference Contrast image
微分干渉像

Merged image
共焦点イメージ

写真11

写真12

写真 10　
単球の細胞質内に認められる陽性像
（矢印：発光部）【蛍光顕微鏡像】

写真 11　N.…risticii は単球の細胞内に局在【共焦点レーザー顕微鏡像】

写真 12　
Evans…Blue 対比染色に
よる陽性所見。細胞質が
橙色に染まり、N.…Risticii
は蛍光色（緑）に発色
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１．治　療　　　　　　　　　　　　　　　　　
PHF の特効薬は、テトラサイクリン系抗生物

質である。オキシテトラサイクリンの静注やミ
ノサイクリンあるいはドキシサイクリンの経口
投与が行われている。その効果は劇的で、多く
の罹患馬は投与開始後 2 日目には症状が改善さ
れる。対症療法として、下痢による衰弱を軽減
することと蹄葉炎の発生を防止するため、乳酸
リンゲルや重曹水などの補液や各種の消炎剤が
投与される（表 7）｡  症状が改善されない場合
には、サルモネラ感染症など他の原因が疑われ
るので抗生物質の変更など、迅速な対応が必要
である｡

2．予　防…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………
米国では、予防にワクチンが実用化されて

いる。市販されているワクチンは不活化ワ
ク チ ン（Equine Potomavac.：Boehringer 
Ingelheim）で、頸部の筋肉内に 1mL を 2 ～
4 週間隔で 2 回接種する。ただし、自然発生例
の株間の抗原性に多様性があることから、この
ワクチンの感染防御効果は、あまり良好ではな
いとも言われている。流行地域では馬房内は夜
間消灯するなど水生昆虫の摂取を最小限にする
厩舎衛生害虫の防除対策、感染馬の隔離などが
行われている。

Ⅵ　治療と予防

表7　治療

抗生物質
Oxtetracycline 7mg・kg　IV

（24時間毎　3～5日間）

解熱・鎮痛・消炎剤
Diprone 7.5g　IV
Banamine 250～500mg　IV

補液
Ringer液、等 3.8ℓ以上　IV

胃洗浄
Mineral Oil 2.8ℓ　経鼻投与
Water 2ℓ　経鼻投与
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馬のポトマック熱は、1979 年に初めて報告された馬属特有の疾病で
あり、この初版刊行時は感染経路をはじめとして不明な点が多い病気で
した。和田氏は、初版で『IFA 法は急性期の診断には役立たない。感
染経路、ベクターの役割と特定、病理発生、保菌馬の存否、感染防御抗
体の持続期間、細胞性免疫と液性免疫の役割などの事項が未解決であり、
このような問題に対する研究が推進されることを期待したい。』と記し
ていました。

30 年が経過した現在、PCR 法により急性期の診断が可能となり、感
染経路に水生動物や吸虫が関連していることなど、多くの進展がありま
した。また、新たな国での発生報告や新種の病原体発見など、近年でも
新事実が判明しています。幸い、わが国では本病の報告はありませんが、
鳥が N. risticii の運び屋になっていることから、今後本病が発生する可
能性は否定できません。

最後に、馬ポトマック熱に関する研修において、和田氏に種々の実験
と貴重な体験の機会を与えていただき、さらにはこの改訂版においても
ご助言ご指導して下さいました米国オハイオ州立大学、力久泰子先生に
厚くお礼申し上げます。

令和 2 年 12 月　
日本中央競馬会
競走馬総合研究所　微生物研究室

おわりに
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