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牛の Histophilus somni感染症は，血栓塞栓性髄膜脳
脊髄炎，肺炎，流死産，関節炎等の多様な疾患を引き起
こす疾病である［1］．おもに肥育牛に発生し，臨床的に
は呼吸器症状のほか，運動失調や麻痺，昏睡等の神経症
状を認める．重篤化した場合の多くは急性死に至ること
から，家畜衛生分野において重要な感染症とされている
が，本症例のような心筋炎や心外膜炎を呈した症例報告
は国内では少ない［2, 3］．原因菌である H. somniは，
4種のモノクローナル抗体（mAb）に対する主要外膜蛋
白質（MOMP）の反応の有無に基づいて 1型～4 型の
4 つに分類され，3型はさらに分子量により 3a型～3c
型に分類される．このMOMP抗原型と宿主の病態には
関連が認められることが報告されている［4］．そこで本
研究では，山形県において発生した絨毛心を呈し死亡し
た牛の H. somni感染症 1症例の詳細について病理学的
に解析するとともに，分離菌株のMOMP抗原型を過去
の由来の異なる県内分離株と比較した．また，呼吸器粘

膜面から血中への本菌の移行には，粘膜上皮細胞に対す
る傷害作用が関与することが培養細胞を用いた実験で示
唆されていることから［5, 6］，本症例分離株（以下，
心臓病変由来株）と過去の県内分離株を用いて培養細胞
に対する傷害性を比較検討した．

材 料 及 び 方 法

供試動物：患畜は雌の黒毛和種牛（12 カ月齢），用途
は肥育．平成 28 年 5 月 20 日に歩行異常，循環障害に
て初診．22 日より発熱はないが起立不能となり，24 日
に死亡し，同日病性鑑定を実施した．H. somniワクチ
ンは未接種だった．
供試菌株：供試株は，脳炎由来株（品種：黒毛和種，
月齢：23 カ月齢，性別：不明，分離時期：斃死後 12 時
間以内，分離場所：脳），肺炎由来株（品種：黒毛和種，
月齢：2カ月齢，性別：雄，分離時期：斃死後 12 時間
以内，分離場所：肺），心臓病変由来株（品種：黒毛和
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要　　　　　約

重度の心臓病変を認めた牛の Histophilus somni感染症事例について病理学的に解析するとともに，本症例分離菌株
（本分離株）の主要外膜蛋白質（MOMP）の抗原型及び培養細胞（EBTr細胞）に対する傷害性を過去の県内分離株 2
株（脳炎由来株及び肺炎由来株）と比較した．患畜は絨毛心（線維素性心外膜炎）を認め，心等から H. somniを分離
した．MOMP抗原型別の結果，本分離株及び肺炎由来株は 3c型に，脳炎由来株は 1型に分類された．培養細胞に対
する傷害性を株間で比較するため，上記 3株を EBTr細胞に接種したところ，本分離株及び肺炎由来株は脳炎由来株
と比較して細胞傷害性は軽微であった．以上の結果から，絨毛心は比較的細胞傷害性の弱い本分離株が緩やかに細胞を
傷害し慢性経過を辿ったことが一因で形成されたと考察した．
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験及び鏡検にて確認した．
CCK-8 を用いた細胞増殖性試験では，既報［9］に従
い EBTr細胞を細胞培養用 96 穴プレートに播種（2.0×
104cells/well）し，抗生剤無添加MEM培地で 24 時間
培養した．その後，細胞に各菌株を multiplicity of 

infection （MOI）1，MOI 10，MOI 100 及 び MOI 300
となるようにそれぞれ接種し，24 時間後に同社プロト
コール通りにマイクロプレートリーダー（iMark, Bio-

Rad Laboratories, U.S.A.）を用いて吸光値を計測した．
鏡検では，上記と同様に 24 穴プレート及び抗生剤無添
加MEM培地で培養した細胞（6.0×104cells/well）に
MOI 1 となるように各菌を接種し，菌の接種から 5 及
び 24 時間後に顕微鏡（TH4-100，オリンパス㈱，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：心臓は絨毛心を呈し，左右心房室の割面に
おいては粟粒大の白斑が多数存在していた（図 1）．肺
は左前葉に硬結部位が存在し，割面は膨隆し膿瘍を認め
た．脳では脳溝において白色混濁，軽度に血管充盈を認
めた．また皮下水腫を認めた．
細菌分離検査：複数臓器及び脳脊髄液（表 2）から純
培養的にグラム陰性桿菌を分離し，簡易同定キット及び
PCR法により，分離菌を H. somniと同定した．PBS

による 10％臓器乳剤を用いて各臓器 1g当たりのコロ
ニーフォーミングユニット（cfu）を計算したところ，
心臓及び肺から 2.0×107cfu/g，大脳及び脳幹部からそ

種，月齢：12 カ月齢，性別：雌，分離時期：斃死後 6
時間以内，分離場所：心臓）を用いた（表 1）．
病理組織検査：20％中性緩衝ホルマリン液で固定し，
パラフィン包埋して薄切後，ヘマトキシリン・エオジン
（HE）染色を行った．免疫組織化学的染色は，抗
H. somni家兎免疫血清（国研農業・食品産業技術総合
研究機構 動物衛生研究部門より譲渡）を 1：500 倍に
希釈して一次抗体とし，その後の反応は DAB法
（Diaminobenzidine）で実施した．
細菌学的検査：菌分離は，5％羊血液寒天培地（ベク
トン・ディッキンソン㈱，東京）に脳，心臓，肺，肝臓，
腎臓及び脾臓の新鮮割面をスタンプしたものを，37℃，
24 時間 5％炭酸ガス及び嫌気培養することにより実施
した．心臓病変由来株は，心臓スタンプの培養により得
られた分離菌を用いて，簡易同定キット（IDテスト・
HN-20 ラピッド「ニッスイ」，日水製薬㈱，東京）及び
16S rRNA遺伝子を標的とした菌種特異的 PCR法によ
り菌種同定した［7］．菌数の測定については PBSを用
いて 10％臓器乳剤を作成し，5％羊血液寒天培地で
37℃，24時間，5％炭酸ガス下にて培養し，コロニー数を
計測した．過去の県内分離株 2株（脳炎由来株及び肺炎
由来株）は，20％グリセロール加 BHI（Brain hear t 

infusion）ブロスにて凍結保存していたものを同様の方
法で培養した．MOMP抗原型は，4 種類の mAbを用
いたウエスタンブロッティング（mAb 59-8-2，81-7-
19 及び 51-21-4）あるいはドットブロッティング（mAb 

43-4）を Tagawaら［4］及び Uenoら［8］と同様の
方法で実施し，その結果の組み合わせにより判定した．
細胞培養：牛胚気管由来細胞（EBTr細胞）（国研医
薬基盤・健康・栄養研究所より分譲）を抗生物質無添加
MEM培地（Eagle’s MEM培地③，日水製薬㈱，東
京）を用いて，37℃，5％炭酸ガス下で静置培養を行っ
た．
分離株の細胞傷害性試験：心臓病変由来株及び過去県
内分離株（脳炎由来株及び肺炎由来株）を用いた．細胞
傷害性については，CCK-8（Cell Counting Kit-8，㈱
同仁化学研究所，熊本）を用いた生細胞の細胞増殖性試

表 1　供試株

由 来 品 種 月 齢 性 別 分離 
時期

分離
場所

脳　炎 
由来株

黒毛
和種 23 カ月齢 不明

斃死後
12 時間
以内

脳

肺　炎 
由来株

黒毛
和種 2カ月齢 雄

斃死後
12 時間
以内

肺

心臓病変
由来株

黒毛
和種 12 カ月齢 雌

斃死後 
6 時間
以内

心臓

図 1　心臓の剖検写真
A：外貌は高度な絨毛心を呈す．
B： 左右心房室の割面においては粟粒大の白斑が多数
存在．

A B

表 2　H. somni分離結果

心 肺 肝 腎 脾 大脳 脳 
幹部

脳脊
髄液

H. somni 
（分離培養） ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

菌 数 
（cfu/g） 2×107 2×107 NT NT NT 3×104 1×105 NT



91

古田信道　上野勇一　小嶋 暢

日獣会誌　71　89～94（2018）

主とした髄膜炎を認め，周囲皮質において限局的な壊死
巣及びマクロファージによる軽度の囲管性細胞浸潤を認
めた（図 4）．抗 H. somni抗体を用いた免疫染色におい
て，陽性抗原を心臓，心外膜及び肺の壊死巣内のマクロ
ファージや好中球の周囲に高度に，髄膜炎内のマクロ
ファージや好中球の周囲に軽度に認めた（図 5）．
細胞傷害性試験：CCK-8 を用いた細胞増殖性試験に
おいて，供試菌 3株をそれぞれ接種した細胞の吸光値を
計測したところ，心臓病変由来株を接種した細胞では脳
炎由来株を接種した細胞よりもすべてのMOI値におい
て有意に高い値（P＜0.05）を認めた（図 6）．また肺炎
由来株を接種した細胞では脳炎由来株を接種した細胞よ
りも，MOI300 の場合を除いて，有意に高い値（P＜
0.05）を認めた（図 6）．このことから，本症例由来株

れぞれ 3.0×104 及び 1.0×105cfu/gの H. somniを確認
した（表 2）．MOMP抗原型別の結果，心臓病由来株と
過去の肺炎由来株は産生するMOMPが 4つの mAbの
うち 2 つ（59-8-2 及び 81-7-19）に認識され，40kDa

以上の分子量であったため 3c型に，脳炎由来株は産生
するMOMPが 4つの mAbすべてに認識され，40kDa

以上の分子量であったため 1型［4］にそれぞれ分類さ
れた（表 3）．
組織所見：心臓において内腔近傍に巣状壊死が多発．
壊死巣は細菌塊及び細胞頽廃物からなり，壊死巣を囲む
ように燕麦状に変形した細胞，好中球，線維芽細胞及び
マクロファージが高度に，リンパ球が軽度に浸潤してい
た．心外膜においては燕麦状細胞，好中球，マクロ
ファージ及び線維芽細胞が浸潤巣を形成し，また高度に
フィブリン沈着を認めた（図 2）．肺においては細菌塊を
中心とし燕麦状細胞，好中球，線維芽細胞及び細胞頽廃
物による広範囲な壊死巣を認め，肺胞腔に細菌塊，好中
球，マクロファージ，細胞頽廃物，フィブリン及び漿液
が高度に貯留していた（図 3）．脳幹部，特に橋におい
ては好中球，マクロファージ，線維素及び細胞頽廃物を

表 3　既報［4, 8］の 4つのモノクローナル抗体（mAb）に
対する反応性と分子量に基づくMOMPの抗原型別

菌 株 抗原型
モノクローナル抗体（mAb）の反応性 分子量 

（kDa）59-8-2 81-7-19 52-21-4 43-4

脳 炎 
由来株 1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＞40

肺 炎 
由来株 3c ＋ ＋ － － ＞40

本症例
由来株 3c ＋ ＋ － － ＞40

図 2　心外膜の HE染色像
心外膜においては，燕麦状細胞・好中球・マクロ
ファージ・線維芽細胞浸潤，また線維素沈着からな
る線維素性心外膜炎を認めた（Bar＝10µm）．

図 3　肺の HE染色像
肺においては細菌塊を中心とし燕麦状細胞・好中
球・線維芽細胞・細胞頽廃物からなる化膿性壊死性
気管支肺炎を認めた（Bar＝10µm）．

図 4　橋の HE染色像
橋においては好中球・マクロファージ・線維素・
細胞頽廃物を主とした化膿性髄膜炎を認めた（Bar＝
10µm）．
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増加が確認された（図 6）．次に，各菌株による細胞傷
害性の程度を菌感作後 5及び 24 時間の時点で鏡検にて
確認したところ，脳炎由来株を接種した細胞では 5時間
後に細胞質の縮小を認めたが，本症例由来株及び肺炎由
来株を接種した細胞においては，ほとんど細胞傷害作
用を認めなかった（図 7）．さらに 24 時間後には脳炎由
来株を接種した細胞はほとんどが剝離脱落していたが，
本症例由来株及び肺炎由来株を接種した EBtr細胞の細
胞変性効果は，脳炎由来株の 5時間感作（図 7B）と同

及び肺炎由来株は脳炎由来株よりも EBtr細胞に対する
傷害性が軽微であることが示された．また，細胞に対し
接種する菌数を MOI1，MOI10，MOI100，MOI300
と増やした場合に，どの株においても吸光値の減少が認
められたことから，接種する菌数の増加に伴う傷害性の

図 6　CCK-8 を用いた細胞傷害性試験
心臓病由来株を細胞に接種した場合の吸光値は，い
ずれのMOI値においても，脳炎由来株のそれと比較
して有意に高値を示した．肺炎由来株を接種した場
合は，MOI 300 の場合を除いて，脳炎由来株よりも
有意に高い吸光値を示した（＊：本症例由来株と脳
炎由来株を比較して有意差（t検定，P＜0.05）が認
められた場合）．図は 3回の試験の平均値及び標準誤
差を示した．CCK8 を菌接種より 24 時間後に加え，
37℃で 2時間反応させたのち吸光度を計測した．
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図 7　鏡検による細胞傷害性の確認（菌処理後 5時間）
A：無接種
B：脳炎由来株接種
C：肺炎由来株接種
D：心臓病由来株接種（Bar＝10µm）
肺炎由来株もしくは心臓病由来株は，脳炎由来株
と比較して細胞傷害性をほとんど示さず．

A

C

B

D

図 8　鏡検による細胞傷害性の確認（菌処理後 24 時間）
A：無接種
B：脳炎由来株接種
C：肺炎由来株接種
D：心臓病由来株接種（Bar＝10µm）
肺炎由来株もしくは心臓病由来株を接種した細胞
においては細胞質縮小，脳炎由来株においては剝離
脱落を示した．

A

C

B

D

図 5　心外膜の抗 H. somni抗体を用いた免疫組織化学的
染色像
抗 H. somniを用いた免疫染色の結果，心外膜にお
いて燕麦状細胞・マクロファージ・好中球の周囲に
高度に陽性抗原を認めた．矢印は陽性抗原の一部を
示す（Bar＝10µm）．
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では検討していないが，他の細胞を用いた実験で明らか
になっているのと同様に，高分子量免疫グロブリン結合
タンパク質（IbpA）が関与している可能性がある．
IbpAは本菌の菌体外膜蛋白質で，内在する DR1 及び
DR2 領域の共通ドメインである Ficドメインの Rho 

GTPase活性制御作用により，マクロファージ由来細胞
株や呼吸器上皮由来細胞株に細胞骨格形成障害を引き起
こす［11-13］．IbpAを保有しない健康牛由来の 129Pt

株は，マクロファージ系細胞を用いた試験において，細
胞の円形化といった細胞傷害性を有さず［15］，牛に対
する病原性も低いことが知られている．他の細胞傷害メ
カニズムとしては，細胞外マトリックスの分解を担うマ
トリックスメタロプロテアーゼ（MMP）1及び 3 の合
成促進による細胞の剝離作用が呼吸器上皮由来細胞株を
用いた実験で明らかになっている［5, 6］．本試験で培
養細胞に認められた細胞質の縮小や細胞の剝離には，
H. somniの培養細胞に対する同様の作用が関与してい
る可能性があることから，さらに今後，培養細胞におけ
る細胞骨格形成阻害及びMMP発現促進作用を菌株間
で比較することは，本病が慢性化する仕組みを病原体側
から理解するうえで重要であるかもしれない．また，血
中に移行した H. somniは血管内皮細胞にアポトーシ
スを誘導し，特に脳において血管の壊死や炎症，血栓形
成を引き起こすことで病態を進行させることが報告され
ているが，そのメカニズムや病原性との関連については
まだ不明な部分が多い．分離菌株のMOMP型別結果，
宿主の病態や病変の程度，培養細胞に対する傷害作用及
び IbpA遺伝子内 Ficドメインの菌株間での比較等，さ
らにデータを蓄積して関連を調べることにより，本菌の
病原性について理解が深まると考えられる．
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程度の細胞質の縮小を認めるのみだった（図 8）．

考　　　　　察

本症例では，心筋炎，絨毛心（心外膜炎），肺炎及び
髄膜脳炎を認めた．免疫組織化学的検査の結果，絨毛心
は H. somni感染によると判断し，心臓においては牛の
H. somniによる壊死性化膿性心筋炎及び線維素性心外
膜炎と診断した．H. somni感染症における心筋炎の報
告は少なく，本症例のような絨毛心を認める症例はまれ
である［3］．敗血症・髄膜脳脊髄炎を呈した牛の多くは
急性経過で死亡することが多いが，本症例の場合，肺及
び心臓において重度な組織所見を認め，髄膜脳炎につい
ては限局的であり，H. somni感染症で典型とされる血
栓栓塞性髄膜脳脊髄炎の所見は認められなかった．ま
た，免疫染色及び菌分離においても脳幹部よりも肺・心
臓で H. somniを多数認めた．これらの所見から，経気
道感染した菌が肺に病変を形成，肺静脈を介して心筋に
病変を形成．また，菌は豊富な心臓血管網により心外膜
に移行し絨毛心を形成，最終的には肺や心臓で高度に増
殖し，敗血症及び髄膜炎を引き起こした結果，死亡に
至ったと推察した．

MOMPに類似の他菌種の菌体表面蛋白質では，宿主
防御機構からの回避，宿主細胞への付着・侵入等の機
能を担うとされており［10］，本菌のMOMPに関して
は抗原型と病態に関連があることが報告されている
［4］．心臓病変由来株が分類された 3c型には流産及び健
康畜分離株が多く分類され，脳炎由来株が分類された 1
型には髄膜脳脊髄炎由来株の多くや肺炎由来株などの重
篤な症状を示した症例由来株が多く分類される［4］．国
外で報告されたH. somni感染による絨毛心の症例では，
感染の慢性化と心外膜線維化との関連が示唆されている
［14］．今回の細胞傷害試験において，1型の脳炎由来株
は少菌数かつ短時間で細胞に傷害を与えたのに対し，3c
型の肺炎由来株及び心臓病変由来株では 1型のそれと比
較すると細胞傷害に多菌数かつ時間を要したことから，
3c型の 2株は 1 型の脳炎由来株よりも細胞傷害性は低
いことが示唆された．一方，H. somni感染症による心
筋の膿瘍及び結節形成に関する横山ら［3］の報告によ
ると，敗血症を伴う H. somni感染症例では急性経過で
死亡するのが一般的だが，宿主側が強い抵抗性を示す場
合，心臓での病変形成に発展することがある．そのため，
細胞傷害性の強弱と病態の慢性化との関連性について
は，病原体側だけでなく，宿主側の要因を考慮する必要
がある．本研究の結果だけでは推察の域をでないもの
の，本症例の絨毛心形成は菌側の一要因として比較的細
胞傷害性の弱い 3c型の H. somni感染による緩やかな
病変形成が関与したと推察する．

EBtr細胞に対する傷害メカニズムに関しては本試験
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Pathological and Bacteriological Analysis of Necrotic Suppurative Myocarditis and 
Fibrinous Pericarditis Caused by Histophilus Somni Infection in a Calf
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990-2161, Japan
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SUMMARY

In this study, we pathologically analyzed a clinical case of Histophilosis or a Histophilus somni-associated 
disease that occurred in Yamagata Prefecture, Japan.  An isolate from a hear t lesion and two past isolates (from 
encephalitis and from pneumonia) were analyzed for the antigen type of the major outer membrane protein 
(MOMP) and cytotoxicity to EBTr cells.  Pathognomonic dissection found a villous hear t, and histopathological 
examination revealed fibrinous pericarditis.  MOMP antigen typing showed that isolates from this case and 
pneumonia were classified as type 3c, and the isolate from encephalitis was type 1.  In the experiment on the 
cytotoxicity of the three isolates to EBTr cells, the isolate from encephalitis was a strong cause of cellular 
impairment.  On the other hand, cellular impairment of the other two isolates was diminished.  These results 
suggest that the cytotoxicity of the isolate from this case is weaker than the isolate from encephalitis, and the 
weak cytotoxicity caused the villous hear t, resulting from a chronic process.
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