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牛において，大腸菌症は，さまざまな病原因子を有す

る大腸菌の感染により引き起こされるが，それは大きく

分けて腸管内で病原性を発揮する下痢原性大腸菌による

ものと腸管外病原性大腸菌（Extraintestinal Patho-

genic Escherichia coli : ExPEC）によるものに分類さ

れる．前者は，牛の大腸菌症の中で最も代表的なもので

あり，毒素原性大腸菌，腸管病原性大腸菌など発症に関

与する病原因子についても詳細に報告されている［1 ,

2］．一方，後者が引き起こす感染症は，敗血症・髄膜炎

など全身症状を伴うものとして定義されている［2］．子

牛由来ExPECの保有する病原因子は，F17，CS31Aな

どの付着因子や cnf 2などの毒素を保有するとの報告が

あるが［3, 4］，国内においては，子牛ExPEC感染症や

ExPECの病原因子についての報告はない．

大腸菌は，健康な動物の腸管内細菌叢の一つを構成し

ており，特定の病原因子を有するものが下痢症や

ExPEC感染症の原因菌となることから，大腸菌感染症

に特有の大腸菌病原因子を特定することは，病原診断す

る上で重要である［1］．本研究の目的は，子牛の主要臓

器から大腸菌が分離された6症例について，細菌学的検

査及び病理学的検査を行い，その概要を報告するととも

に，さまざまな動物由来ExPECや下痢原性大腸菌で報

告がある病原関連遺伝子について，PCRにより検索し，

国内分離子牛由来ExPECの病原遺伝子保有状況を明ら

かにすることである．

材 料 及 び 方 法

供試動物：起立不能，眼球白濁などの臨床症状を示し，

主要臓器から大腸菌が分離された2～23日齢の黒毛和

種子牛6頭の症例について，細菌学的・病理学的検査を

した（表1）．6頭は，それぞれ異なる繁殖農場にて飼育

されており，臨床症状として，3症例で眼球白濁（症例

3，5，6），4症例で起立不能（症例1～4），1症例で発

咳等の呼吸器症状（症例5）が確認された．また，症例
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要　　　　　約

6症例の子牛の腸管外病原性大腸菌（Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli : ExPEC）感染症について報告

し，各症例の主要臓器から分離されたExPECについて，PCRによる病原関連遺伝子を検索した．臨床症状としては，

起立不能，眼球白濁，呼吸器症状が認められ，病理組織学的所見では，カタル性気管支肺炎，肝臓の多発性巣状壊死，

小葉中心性肝細胞壊死，化膿性髄膜炎，播種性血管内凝固が観察された．分離されたExPECは，毒素（cnf 2，cdt ），

付着因子（F17A，afah8），鉄取込能（iutA，fyuA，irp1，irp2）に関与する遺伝子を保有していた．これらの遺伝子

を保有する大腸菌は，子牛ExPEC感染症に関連する可能性がある．

―キーワード：付着因子，腸管外病原性大腸菌，necrotoxigenic Escherichia coli，鉄取込能，毒素．
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3，6は，初乳未摂取であった．剖検時生存していた事

例は症例6のみであり，その他は，死亡確認後速やかに

病性鑑定施設に搬入され，剖検された．

細菌学的検査：血液寒天培地及びマッコンキー寒天培

地に肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺，脳の新鮮割面をスタ

ンプし，37℃48時間，好気及び嫌気培養し，分析キッ

ト（API20E，bioMérieux，France）を用い同定した．

複数臓器から大腸菌が分離された症例で臓器ごとに1

株，症例5で肺から分離された4株を血清型別，病原関

連遺伝子検索に用いた．大腸菌血清型別は，病原大腸菌

免疫血清（デンカ生研譁，東京）を用い，定法に従い実

施した．大腸菌病原因子は，動物由来ExPECや下痢原

性大腸菌で報告がある毒素，付着因子，鉄取込能，莢膜

及び侵入性に関与する計28遺伝子についてPCRで検索

した（表2）．PCRはサーマルサイクラー（TaKaRa

PCR Thermal Cycler Dice 獏 Gradient，タカラバイオ

譁，滋賀）を使用した．陰性対象は，大腸菌HB101株

用い，それぞれの反応条件は既報［4h12］に従った．な

お，得られた増幅産物は，ダイレクトシークエンス法に

より塩基配列を決定し，BLAST（http://blast .ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi）により，標的産物を確認した．

病理組織学的検査：症例2以外の5症例について，全

身諸臓器から採取した材料を20％中性緩衝ホルマリン

液で固定し，パラフィン包埋後薄切し，ヘマトキシリ

ン・エオジン（HE）染色を実施し，鏡検した．免疫組織

化学的検査は症例3～5の肺について，ストレプトアビ

ジン hビオジン法で行った．一次抗体には，512倍希釈

した病原大腸菌免疫血清（O15，O55及びO119，デン

カ生研譁，東京），2次抗体には組織検査用蛋白キット

（ヒストファインシンプルステインMAXhPO獏，譁ニチ

レイバイオサイエンス，東京），発色はDAB基質キット

（譁ニチレイバイオサイエンス，東京）を用いた．なお，

一次抗体の特異性については，健康な鶏の肝臓に大腸菌

O15，O55，O119の培養液を注入し作製したそれぞれ

の陽性対照標本を用いて確認した．

分離株の毒素産生確認試験：各症例から分離された大

腸菌1株，計6株を用い，Oswaldら［13］の方法に従

い，培養細胞の毒性効果を確認した．

成　　　　　績

細菌分離検査成績：すべての症例で大腸菌が臓器から

純培養的に分離され，症例5以外は，複数臓器から分離

された（表3）．分離された複数の株は，症例ごとに同じ

血清型を示し，症例1でO15：H－，症例3でO15：

H45，症例4でO119：H－，症例5でO55：H12と決定

した．その他の3症例の分離株はO型別不能であり，運

動性を有していなかった（表3）．

PCRによる病原関連遺伝子の検索では，症例ごとの

株間で同じ病原関連遺伝子が検出され，毒素，付着因子，

鉄取込能に関与する遺伝子が確認された．毒素遺伝子

は，すべての症例の分離株で cnf 2，cdt が検出された．

付着因子では，F17Aが症例1～3，6分離株で，afah8

が症例4～6分離株で確認された．鉄取込能に関連する

遺伝子は，iutAが症例1～3，5，6分離株で，fyuA，

irp1，irp2は，症例4分離株で確認された．F17A遺伝

子陽性であった分離株について，F17A亜型遺伝子を検

索した結果，症例3分離株で型別不能となり，症例1で

F17c，症例2でF17b，症例6でF17b/cに型別された．

なお，その他の病原関連遺伝子については増幅産物が確

認されなかった（表4）．

病理組織学的検査：検査を実施した5症例のうち，病

変が複数症例に認められた臓器は，肺，胸腺及び肝臓で

あった（表5）．肺では，症例3～5において，肺胞腔内
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表 1　供試動物 

 1 2 摂　取 － ＋ － 
 2 4 摂　取 － ＋ － 
 3 2 未摂取 ＋ ＋ － 
 4 2 摂　取 － ＋ － 
 5 23 摂　取 ＋ － ＋ 
 6 8 未摂取 ＋ － － 

剖検時 
日　齢 呼吸器症状 起立不能 眼球白濁 

初乳 
臨床症状 

症例 

表 2 　PCRにより検索した遺伝子 

病原因子 標的遺伝子 

毒 素  
 
 

付着因子 
 
 
 

鉄取込能 

莢 膜  

侵 入 性  

cnf1［5］，cnf2［6］，cdt III［7］， 
col V［8］，STa［8］，STb［8］，LT［8］， 
stx1［9］，stx2［9］ 

F5［8］，F41［8］，F17A［4］，F17ahA［4］，
F17bhA［4］，F17chA［4］，F17dhA［4］，
eae［9］，afah7［10］，afah8［10］， 
CS31A［11］ 

iutA［5］，fyuA［12］，irp1［12］，irp2［12］ 

kpsMT II［5］，kpsMT III［5］ 

ibeA［5］，ipaH［8］ 

表 3 　大腸菌血清型別と臓器からの分離状況 

 1 O15：H－ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 
 2 OUT：H－ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ 
 3 O15：H45 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 
 4 O119：H－ ＋ ＋ － － ＋ － 
 5 O55：H12 － － － － ＋ － 
 6 OUT：H－ ＋ ＋ ＋ － ＋ － 

※OUT：型別不能 

症例 血清型別※ 肝臓 脾臓 腎臓 心臓 肺 脳 



に好中球，マクロファージの浸潤が確認されたカタル性

気管支肺炎像を示した（図1A）．胸腺においては，症例

3，5，6でリンパ球減少に伴う胸腺萎縮が確認された．

肝臓においては，症例5で多発性巣状壊死，症例1，6

で小葉中心性肝細胞壊死が認められた．その他では，症

例1で，肺，腎臓における播種性血管内凝固，症例6で

化膿性髄膜炎が確認された．免疫組織化学的検査では，

用いた抗血清に交差性はなく，症例3，4，5から分離さ

れた大腸菌のO群血清型に特異的に反応することが確

認され，肺胞腔内の菌塊，好中球，マクロファージやそ

の周囲に陽性反応が確認された（表5，図1B）．

分離株の毒素産生確認試験：供試した6株すべてで，

培養細胞の多核化及び致死効果が確認された．

考　　　　　察

眼球白濁，起立不能を呈していた症例1～4，6の細

菌検査では，複数臓器から大腸菌のみが分離され，その

他の菌はまったく分離されなかった．また，分離株によ

る血清型別，PCRによる病原関連遺伝子検索結果から，

症例ごとに単一な株が複数臓器から分離されたことが示

唆された．また，症例5では，肺のみの分離であった

が，呼吸器症状を示しており，分離された株はすべて同

一血清型に属し，肺の免疫組織学的検査においても病変

に一致した陽性反応が認められた．以上の結果から，今

回検索した6症例は，大腸菌感染により敗血症もしくは

呼吸器症状を引き起こしたと考えられ，ExPEC感染症

であると診断した．

分離株のPCRによる病原関連遺伝子の検索では，す

べての株で，毒素に関連する遺伝子である cn f 2及び

cdt を保有し，付着因子（F17A，afah8），鉄取込能

（iutA，fyuA，irp1，irp2）に関する遺伝子はそれぞれ

一つ以上保有していた．子牛の下痢原性大腸菌として代

表的な毒素原性大腸菌では，毒素としてSTaやLT，付

着因子としてF5を保有するとされており［1］，本研究
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表 4　各症例から分離された大腸菌の病原関連遺伝子保有状況 

 1 ＋ ＋ ＋（F17c） ＋ ＋ － － － － 
 2 ＋ ＋ ＋（F17b） － ＋ － － － － 
 3 ＋ ＋ ＋（－） － ＋ － － － － 
 4 ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ － 
 5 ＋ ＋ － ＋ ＋ － － － － 
 6 ＋ ＋ ＋（17b/c） ＋ ＋ － － － － 

症例 
毒　素 付着因子 鉄取込能 

その他※ 

cnf2 cdt III F17A（亜型） afah8 iutA fyuA irp1 irp2

※毒　　素：cnf1，colV，STa，STb，LT，stx1，stx2 付着因子：F5，F41，eae，afah7，CS31A 
莢　　膜：kpsMT II，kpsMT III 侵 襲 性：ibeA，ipaH

表 5　病理組織学的所見のまとめ 

 1 O15：H－ － － NT※3 ＋ NT － ＋ ＋ 
 2 OUT：H－ NT NT NT NT NT NT NT NT 
 3 O15：H45 － ＋ ＋（O15） － ＋ － － － 
 4 O119：H－ － ＋ ＋（O119） － － － － － 
 5 O55：H12 － ＋ ＋（O55） － ＋ ＋ － － 
 6 OUT：H－ ＋ － NT － ＋ － ＋ － 

※ 1　OUT：型別不能　　※ 2　免疫組織化学検査による　　※ 3　NT：検査せず 

症例 大腸菌※1 

血清型 

脳 肺 胸腺 肝臓 腎臓 

化膿性 
髄膜炎 

カタル 
性肺炎 

大腸菌抗原※2 
（O抗原） 

播種性 
血管内凝固 

萎縮 多 発 性 
巣状壊死 

中心性 
壊　死 

播種性 
血管内凝固 

A

B

図　症例4の肺（Bar＝10μm）．
A：肺胞腔内に菌体及び好中球の浸潤が確認されたカ
タル性気管支肺炎．

B：陽性反応が菌塊（矢頭），好中球の細胞質（矢印）
に認められる



の分離株の性状とは異なっていた．

検出された毒素関連遺伝子である cnf 2は，Veroや

HeLaなどの培養細胞を多核化し，ウサギの皮膚を壊死

させる作用があり［14］，この毒素を産生する大腸菌は

necrotoxigenic Escherichia coli（NTEC）2と総称さ

れる．また，cdt は，細胞を膨化させて，最終的に致

死させるという特性を持つ［7］．本研究の各症例から分

離された大腸菌は，毒素確認試験での培養細胞の多核化

及び致死効果が認められたことから，毒素産生能を有し

ていることが確認された．Van Bostら［15］は，cnf2，

cdt を保有するNTEC2 を用いた初乳給与制限子牛へ

の感染実験では，敗血症を引き起こすことが確認されて

おり，さらに，主要な病理組織所見の一つとして気管支

肺炎像が認められたと報告した．症例においても，病理

組織学的検査で肺病変が半数の症例に認められおり，免

疫組織化学的検査においても病変に一致した陽性反応が

得られた．このことから，NTEC2 による子牛ExPEC

感染症の特徴の一つとして，肺病変を形成する可能性が

あることが推察された．

付着因子に関する病原因子では，F17，afah8のいず

れか，もしくは両方の遺伝子を保有していた．細菌が宿

主上皮細胞に付着，定着し，感染が成立することから，

付着因子は重要な病原因子として認識されている．今回

検出されたF17AはF17a～ dの4つの亜型に分類され

［16］，これらのF17線毛関連遺伝子群を保有する大腸菌

は，牛や羊などの反芻獣の感染症のみならず，人の尿路

感染症においても分離が報告されている［4, 17］．

Bertinら［4］によると，子牛敗血症もしくは下痢症由

来NTEC2 でPCRによるF17 関連遺伝子を検索した結

果，F17bが最も多く，次いでF17cであったことを報告

した．また，PCRによる牛由来NETC2のF17関連遺伝

子を検索した報告では，F17b及びF17cの2つの亜型が

検出された株やF17A遺伝子の陽性であっても，亜型の

型別不能であった株が多く分離されている［17］．よっ

て，本研究で検出されたF17亜型は，過去に報告されて

いる牛由来NTEC2と一致する結果であった．

検出されたもう一つの付着因子であるafah8は，F17

と異なり，非線毛性の付着因子である．Afa関連遺伝子

はさまざまな亜型が存在し，牛におけるafah8保有大腸

菌は下痢症や敗血症由来から分離され，これらの疾病へ

の関与が指摘されている［18］．

鉄取込能に関与する遺伝子の検索では，4つの異なる

遺伝子が確認された．鉄は細菌が増殖するために必要不

可欠な元素であり，宿主組織内に侵入した細菌は宿主内

に存在する結合鉄から鉄を奪い取ることが必要である

［19］．本研究で最も多く確認された iutAは aerobactin

の受容体を構成する遺伝子である．A e r o b a c t i nは，

ExPECの一つである鶏病原性大腸菌で最も多く認めら
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れる鉄取込能であり［20］，阻害作用がある血清アルブ

ミン存在下でも効率的に鉄を獲得することができる

［21］．fyuA，irp1及び irp2は，Yersinia属に規定され

ているHigh-pathogenicity-islandと呼ばれる yersini-

abactinに関連する遺伝子であり，これを保有する大腸

菌は，ExPECでの報告が多く，病原性との関連性が指

摘されている［12］．

以上のことから，cnf2，cdt の2つの毒素産生能を

持ち，F17Aもしくはafah8による付着因子と鉄取込能

を保有する大腸菌は，子牛ExPEC感染症に関連する可

能性が考えられた．細菌が宿主細胞に定着，付着するこ

とは，感染が成立する第一要因である．この付着因子に

より上皮細胞に定着，増殖した大腸菌は，血流に侵入

し，鉄取込能により宿主から鉄を奪うことにより，宿主

内で増殖し，敗血症に至ると思われる．血行性により宿

主体内に広がった大腸菌は，各臓器にたどり着き，毒素

により肺，肝臓などの組織に何らかの損傷をあたえるも

のと推察された．本研究で検索した症例は少ないため，

今後，検出された各病原関連遺伝子や子牛ExPEC感染

症について，さらなる研究・検討が必要であると考えら

れた．

稿を終えるにあたり，菌株分与に御協力いただいた山形県中

央家畜保健衛生所 木口陽介先生，長野県松本家畜保健生成所

中島博美先生に深謝する．
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Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli Infection in Calves and PCR Detection 
of the Virulence-Associated Genes of the Isolates

Masaru SUGAWARA＊†, Yuichi MATSUMOTO, Masahiko KABEYA, Hidetaka ONISHI, 
Kenji INAMI, Manami HOZUMI, Atsuko SATO and Noriko IDO

＊Fukushima Prefecture Aizu Livestock Hygiene Service Center, 90 Muramae, Kamikoya, 
Koyamachi, Aizuwakamatsu, 965h0077, Japan

SUMMARY

In this study, we assessed six cases of extraintestinal pathogenic Escherichia coli (ExPEC) infection in Japan-
ese black calves and used PCR analysis to detect the virulence-associated genes of the ExPEC isolates obtained
from the internal organs of each calf.  The clinical signs in the calves included ananastasia, opacity eyes, and
respiratory disorder.  Histological analysis confirmed the presence of bronchopneumonia, multifocal necrosis,
and centrilobular necrosis in the liver, purulent meningitis, and disseminated intravascular coagulation.  The
virulence-associated genes of the ExPEC isolates encoded toxins (cnf 2 and cdt ), adhesins (F17A and afa 8),
and siderophores (iutA, fyuA, irp1, and irp2).  These results indicated that the virulence-associated genes of
these E. coli strains may cause ExPEC infection in calves.
― Key words : adhesin, extraintestinal pathogenic Escherichia coli, necrotoxigenic Escherichia coli, siderophore, toxin.
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