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大腸菌症は，特定の病原性因子を持つ大腸菌による感
染症であり，牛においては ETEC（毒素原生大腸菌）や
VTEC（ベロ毒素産生大腸菌）に代表されるおもに腸管
内において病原性を発揮する下痢原性大腸菌，そして腸
管外において病原性を発揮する腸管外病原性大腸菌
（ExPEC）に大別される．ExPECは人において髄膜炎・
腎盂腎炎などを引き起こすとされているが［1, 2］，牛
においては子牛の ExPEC感染症の原因菌とされてはい
るものの，病原性については未解明な部分が多く残され
ている．近年，重篤な感染症を引き起こす病原性細菌の
多くは細胞内に侵入し，病原性を発揮することが培養細
胞を用いた研究により明らかにされている［3］．本研究
の目的は ExPEC感染症により死亡した子牛 2症例の細
菌学検査及び病理学的検査の概要を報告するとともに，
培養細胞を用いた感染モデルの確立を検討し，発症メカ
ニズムを明らかにすることである．

材 料 及 び 方 法

供試動物：子牛の ExPEC感染症による死亡と診断さ
れた 60 日齢及び 2 日齢の黒毛和種子牛（表 1）につい
て病理学的検査，また主要臓器から分離された ExPEC

について細菌学的及び培養細胞を用いた検査を行った．
細胞培養：抗生物質添加MEM培地（Eagle’s MEM

培地①，日水製薬㈱，東京）を用いて，Hep-2，MDCK，
Veroの各細胞を37℃，5％炭酸ガス下で静置培養を行った．
細菌学的検査：血液寒天培地及びDHL寒天培地に脳，
心臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓の新鮮割面をスタンプ，
37℃ 24 時間，好気，CO2 及び嫌気培養し，分析キット
（API20E, bioMérieux, France）を用い同定した．分離
された大腸菌は臓器ごとに血清型別，病原関連遺伝子検
索に用いた．大腸菌血清型別は，定法に従い実施した．
大腸菌病原性因子については PCRにより，動物由来
ExPECや下痢原性大腸菌で報告がある付着因子，毒素，
鉄取込能，莢膜及び侵入性に関与する計 32 遺伝子（表
2）を検索し反応条件は既報［4］に従った．陰性コント
ロールは，健康牛糞便から分離された大腸菌（健康畜糞
便株）を用いた（PCR system 9700, Applied Biosys-

tems, U.S.A.）．
病理組織検査：全身諸臓器から採取した材料を 20％
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表 1　供試動物

症例 剖検時
日　齢 初　乳

臨床症状 その他

起立不能 15 日以上の過期産

1 60 摂　取 ＋ －
2  2 未摂取 － ＋
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東京）を用いて細胞を観察し，傷害性の有無を確認した．

成　　　　　績

剖検所見及び病理組織学的検査：剖検所見として 2症
例ともに血様胸水の大量貯留，心臓，肺，大網及び盲結
腸を主とした腸管の点状出血，その他症例 1においては

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．
分離株の細胞内侵入能試験：2 症例から分離した大腸
菌及び陰性コントロール（健康畜糞便株）を各細胞に接
種し，コロニーを計測した．方法については既報［5］
に従い，本論文では概略のみ記す．はじめに，96 穴プ
レート内で抗生剤無添加MEM培地（Eagle’s MEM培
地③，日水製薬㈱，東京）で培養した各細胞に 5×107

コロニーフォーメイションユニット（cfu）/穴になるよ
うに調整した菌を接種した．1時間後，細胞外の菌を殺
菌するため，抗生剤添加MEM培地に 40mg/lゲンタ
マイシン（ゲンタシン注 40，MSD㈱，東京）を加えた
培地で置換した．2時間後，細胞を滅菌水を加え細胞を
破砕した後，破砕液を DHL寒天培地に播種し，37℃で
24 時間好気下培養し，コロニーを計測した．
分離株の細胞内傷害性試験：2 症例から分離した大腸
菌及び陰性コントロール（健康畜糞便株）を各細胞に接
種し，傷害性の有無を確認した［5］．はじめに，96 穴
プレート内で抗生剤無添加MEM培地で培養した各細
胞に各菌を接種した（5×107cfu/穴）．1時間後，細胞
外の菌を殺菌するため，抗生剤添加 MEM培地に
40mg/lゲンタマイシンを加えた培地で置換した．菌の
接種から 24 時間後に顕微鏡（TH4-100，オリンパス㈱，

表 3　大腸菌血清型別と臓器からの分離状況

症例 血清型 脳 心臓 肺 肝臓 腎臓 脾臓

1 O59 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
2 O88 ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋

表 4　分離された大腸菌の病原関連遺伝子保有状況

症例
毒素 付着因子 鉄取込能

cnf2 cdtIII F17A afa-8 iutA fyuA irp1 irp2

1 ＋ ＋ ＋ － ＋ － － －
2 ＋ ＋ ＋ － ＋ － － －
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図 1　Hep-2 細胞を用いた分離 ExPECの細胞内侵入試験
症例 1，2株及び健康畜糞便株を接種した Hep-2 細
胞破砕液から発育したコロニー数
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図 2　MDCK細胞を用いた分離 ExPECの細胞内侵入試験

症例 1，2 株及び健康畜糞便株を接種したMDCK
細胞破砕液から発育したコロニー数
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図 3　Vero細胞を用いた分離 ExPECの細胞内侵入試験

症例 1，2 株及び健康畜糞便株を接種した Vero細
胞破砕液から発育したコロニー数

表 2　PCRにより検索した遺伝子

病原因子 標的遺伝子

毒　素 cnf1 cnf2 cdtIII colV astA hlyA
STa STb stx1 stx2 LT

付着因子
F5 F41 afa7 afa8 CS31A

papAH papC papEF papG sfas
focG eae F17A F17G

鉄取込能 fyuA irp1 irp2 iutA

莢　膜 kpsMTII kpsMTIII

侵入性 ibeA
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において細胞変性効果はほとんど認められなかった
（データ未掲載）．

考　　　　　察

細菌検査により，本 2症例の複数の実質臓器から純培
養的に分離された大腸菌は，血清型別から 2症例とも単
一な菌であることが示唆された．菅原ら［4］は，病原
関連遺伝子検索結果から，毒素として cnf2 及び
cdtIIIを，付着因子として F17Aもしくは afa8を，鉄
取込能として iutA，fyuA，irp1，irp2のいずれかの産生

胸部胸腺の出血，症例 2では大脳皮質髄質の広範囲な点
状出血と第 2第 3胃の出血を認めた．病理組織学的所見
としては上記の剖検所見のほか，胸腺でリンパ濾胞低形
成と空胞変性を，第 4胃で粘膜上皮の壊死及び筋層の細
菌塊，脾臓でリンパ濾胞低形成及び血管内に細菌塊を認
めた．症例2では肝臓でグリソン鞘の出血，腎臓で出血，
脾臓で出血とリンパ濾胞低形成，第 3胃で粘膜上皮の出
血，細胞浸潤及び多数の細菌塊をそれぞれ認めた．
細菌分離検査：2 症例ともに，複数臓器から純培養的

に大腸菌が分離された（表 3）．分離された大腸菌は，
症例ごとに同じ血清型を示し，症例 1 で O59，症例 2
で O88 と決定した．PCRによる，病原因子関連遺伝子
の検索では，毒素として cnf2や cdtIIIを，付着因子と
して F17Aを，鉄取込能として iutAが検出された（表
4）．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．
分離株の細胞内侵入能試験：供試した 2株を処理した

Hep-2 細胞においては，感染後の細胞破砕液を DHL寒
天培地で培養したところ，陰性コントロールと比較して
有意数のコロニー形成が確認され，供試株の Hep-2 細
胞に対する侵入能を認めた（図 1）．一方，供試 2株を
処理したMDCK細胞及び Vero細胞破砕液においてコ
ロニーはほとんど確認されず（＜15 コロニー），陰性コ
ントロールと比較した際の有意差もなかった（図 2，3）．
分離株の細胞内傷害性試験：供試した 2株は Hep-2
細胞に対し，細胞質の消失及び細胞の脱落を引き起こし
た（図 4）．一方，MDCK（図 5）及び Vero細胞（図 6）
に対しては，細胞変性効果をほとんど示さなかった．さ
らに，2株の培養上清を細胞に処理したところ，各細胞

図 4　Hep-2 細胞を用いた分離 ExPECの細胞傷害性試験
A：症例 1株接種　　　　B：症例 2株接種 
C：健康畜糞便株接種　　D：未接種
（Bar＝20µm）
症例 1，2 株を接種した Hep-2 細胞において細胞
質の消失や細胞の脱落が観察された．一方で，健康
畜糞便株では認められなかった．
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A

図 5　MDCK細胞を用いた分離 ExPECの細胞傷害性試験
A：症例 1株接種　　　　B：症例 2株接種
C：健康畜糞便株接種　　D：未接種
（Bar＝20µm）
症例 1，2 株を接種したMDCK細胞において，健
康畜糞便株同様に細胞傷害は認められなかった．
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図 6　Vero細胞を用いた分離 ExPECの細胞傷害性試験
A：症例 1株接種　　　　B：症例 2株接種
C：健康畜糞便株接種　　D：未接種
（Bar＝20µm）
症例 1，2 株を接種した Vero細胞において，健康
畜糞便株同様に細胞傷害は認められなかった．
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解析や，宿主側の ExPECレセプターの同定，ExPEC

の細胞内動態等，子牛 ExPEC感染症の発症機序につい
て，さらなる研究・検討が必要であると考えられる．
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能を持つ大腸菌を子牛の ExPECの原因菌として関連付
けている．本 2症例の分離菌においても，病原性遺伝子
検索の結果 cnf2，cdtIII，F17A，iutAが検出され，子
牛の下痢原性大腸菌として代表的な毒素原性大腸菌の性
状［1］とは異なっていたことから，本 2症例を子牛の
ExPEC感染症による死亡と診断した．また，症例 2に
おいては患畜母牛糞便由来株と病原性因子・パルス
フィールド電気泳動パターンともに同一であったことか
ら，外因性感染が疑われた．人の腸管外病原性大腸菌で
ある，尿路病原性大腸菌（UPEC : Uropathogenic 

E.coli）は，膀胱炎や腎盂腎炎を引き起こす［6］．
UPECは細胞内へ侵入するとされているが，その細菌
側因子は多種にわたる［7］．中でも，線毛は宿主細胞へ
の付着と侵入をつかさどる重要因子であり，UPECに
おいても，F17A遺伝子は報告されている［8］．宿主側
の UPECレセプターとしては laminin，fibronectin，
type IV collagen，α3β3 Integrinが示唆されており，
中でも Integrinは UPECが細胞に侵入する際に重要な
レセプターを果たすとされている［9-12］．一方，F17A
においては Nacetyl-D-glucosaminc（GIcNAc）レセプ
ターとの結合が報告されている［13］．今回，分離され
た ExPECを感染させた Hep-2 細胞の細胞破砕液を
DHL寒天培地に塗布したところ，コロニーの形成が認
められたことにより，分離菌は Hep-2 細胞には侵入可
能であることが示唆された．一方で，MDCK細胞・
Vero細胞にはほぼ侵入不可能であることについては，
Hep-2・MDCK・Vero 細 胞 間 で の GIcNAc レ セ プ
ターを含めた ExPECレセプター発現量の差を可能性の
一つとして推察した．しかしながら本考察は推論の域を
脱しておらず，他要因も含めた検討が必要と思われる．
ExPECの細胞内侵入が認められた Hep-2 細胞におい
て細胞傷害性が確認され，細胞内侵入性がほとんど認め
られなかったMDCKや Vero細胞においては傷害性が
ほぼ認められなかったことから，今回分離された
ExPECは細胞内に侵入後，傷害性を発揮することが示
唆された．2症例の剖検・組織学的検査の結果認められ
た全身諸臓器の重度の出血は，本症例においては
ExPEC感染に起因すると考えられる．個体に感染した
ExPECは管腔または血管を介して細胞内に侵入し，保
有した病原性因子，特に cnf2や cdtIII等の毒素を分泌，
もしくは自身が増殖することで細胞に何らかの傷害を与
え，結果として臓器組織傷害，本症例においては各臓器
における重度の出血を引き起こした，と推察する．本研
究の検索は 2症例に限られているため，今後も各病原関
連遺伝子，特に感染が成立する第 1要因である宿主細胞
への定着付着に関与する付着因子 F17Aや afa8の機能
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Extra-intestinal Pathogenic Escherichia coli Infection in Calves  
and the Cellular Impairment of Isolates

Nobumichi FURUTA†, Atsushi OONUKI and Toru OJIMA

＊Yamagata Prefecture Central Livestock Hygiene Service Center, 736 Urushiyama, Yamagata, 
990-2161, Japan

SUMMARY

In this study, we repor ted that two cases of ExPEC (extra-intestinal pathogenic Escherichia coli) infection in 
calves occurred in Yamagata Prefecture, and analyzed the cellular impairment of the isolates using cultured 
cells.  The autopsy similarities between the two cases included hemoid hydrothorax and bleeding from the 
hear t, lungs, omentum, and intestines.  Each case included bleeding from the cerebrum, liver, kidney, and 
spleen.  ExPEC was isolated from each organ in both cases.  In the Hep-2 cells inoculated with ExPEC, which 
entered the cells and caused cell death through desquamation and cytoplasmic damage.  These results suggest 
that ExPEC impair cells by invasion, and cause tissue damage through bleeding.
─ Key words : Cell damage, extra-intestinal pathogenic Escherichia coli, invasion.
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