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要　　　　　約

2017 年 5 月，流産胎子の肺からグラム陽性球菌が分離され，16S rRNA遺伝子解析により Helcococcus kunziiと同
定された．病理組織学的検査では化膿性気管支肺炎が認められ，分離菌と交差反応を確認した抗 H. ovis抗体を用いた
免疫染色で陽性反応が認められたことから，H. kunziiが流産に関与していた可能性が示唆された．牛の流産胎子からH. 

kunziiが分離された事例は，今までに報告がないため，今後さらなる症例の蓄積や検討により H. kunziiの牛への病原
性を解明する必要がある．─キーワード：流死産，牛，H. kunzii．
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Helcococcus属菌はカタラーゼ陰性のグラム陽性球菌
であり，これまでに 5 菌種（H. kunzii，H. ovis，H. 

sueciensis，H. seattlensis，H. pyogenes）が報告されて
いる．Helcococcus属菌は，人の創傷部［1, 2］や人工
関節移植者［3, 4］，尿路敗血症患者からの分離事例［5］
が報告されているが，生化学的性状が他菌種と類似して
おり，簡易同定キットでは H. kunziiが Aerococcus 

viridans［6］ に，H. ovis が Granulicatella adiacens

［7］，Gemella morbillorum［8］に誤同定されるなど同
定が困難であり，正確な同定には，16S rRNA遺伝子解
析等が必要となる．
家畜疾病における Helcococcus属菌の関与についての
報告は少ないが，H. ovisによる牛や豚の心内膜炎の報
告がある［9, 10］．また，H. kunziiについては豚の化
膿性膀胱炎症例［11］や，牛の産褥性子宮炎症例［6］
における分離事例が報告されている．一方，家畜の死流
産における H. kunziiの関与は，これまで報告されてい
ない．
今回，鹿児島県内で発生した牛流産事例の病性鑑定の
結果，H. kunziiの関与が示唆されたので，その概要を
報告する．

材 料 及 び 方 法

細菌学的検査：無菌的に採取した流産胎子の大脳，脊

髄，心臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓，腸間膜リンパ節の新
鮮割面を，5％緬羊血液加トリプトソイ寒天培地，チョ
コレート寒天培地，5％緬羊血液加 GAM寒天培地及び
DHL寒天培地にスタンプした．その後，DHL寒天培地
は 37℃で 24 時間好気培養，5％緬羊血液加トリプトソ
イ寒天培地及びチョコレート寒天培地は 37℃で 48 時間
5％ CO2 培養，5％緬羊血液加 GAM寒天培地は 37℃で
48 時間嫌気培養を行った．
分離された菌株は，グラム染色，カタラーゼ試験及び
オキシダーゼ試験を実施後，市販の簡易同定キット
（API20 STREP，ビオメリュージャパン㈱，東京）を用
いた性状検査並びに 16S rRNA遺伝子解析［12］に供
した．また，分離菌の薬剤感受性試験として，アンピシ
リン（ナカライテスク㈱，京都），テトラサイクリン（和
光純薬㈱，大阪），バンコマイシン（和光純薬㈱，大阪）
及びセフチオフル（シグマアルドリッチジャパン合，東
京）の 4薬剤について，寒天平板希釈法により最小発育
阻止濃度（MIC）を測定した．
分離菌は，5％緬羊血液加ミューラーヒントン寒天培
地での発育が悪かったため，5％緬羊血液加トリプトソ
イ寒天培地を用いて薬剤感受性試験を実施し，5％ CO2
下で 48 時間培養後に判定した．軽微な発育は無視し，
菌の発育の抑制が認められた濃度をMICとして，3回
繰り返して試験を実施した．さらに，上記の 4薬剤のう
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ち薬剤感受性ディスク（センシディスク，日本ベクト
ン・ディッキンソン㈱，東京）が市販されている 3薬剤
（アンピシリン，テトラサイクリン，バンコマイシン）
について，一濃度ディスク法による薬剤感受性試験をそ
れぞれ 3回実施した．
病理組織学的検査及び免疫組織化学的検査：上述の流
産胎子の心臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓，舌，第一胃，第
二胃，第三胃，第四胃，腸，胸腺，大脳，小脳，脳幹，
脊髄を10％中性緩衝ホルマリン溶液で固定後，パラフィ
ン包埋切片を作製し，常法に従いヘマトキシリン・エオ
ジン（HE）染色を実施し鏡検した．また，肺の組織切片，
肺分離菌の塗抹標本及びパラフィン包埋切片についてグ
ラム染色を施すとともに，一次抗体に抗 H. ovis家兎免
疫血清，二次抗体に市販試薬（ヒストファインシンプル
ステインMAX-PO，㈱ニチレイバイオサイエンス，東
京）をそれぞれ用いた免疫組織化学的検査を実施した．
透過型電子顕微鏡（TEM）検査：ホルマリン固定後
の肺組織を 2％オスミウム酸緩衝液で後固定し，市販試
薬（EMステイナー，日新 EM㈱，東京）でブロック
染色を実施後，エポキシ樹脂（Quetol 651，日新 EM㈱，
東京）に包埋した．その後超薄切片を作製し，上述の市
販試薬（EMステイナー）及び佐藤の鉛染色液で染色し，
透過型電子顕微鏡（JEM-1210，日本電子㈱，東京）に
て観察した．

成　　　　　績

発生状況，外貌及び剖検所見：2017 年 5 月 29 日，鹿
児島県内で黒毛和種繁殖雌牛 180 頭を飼養する農場に
おいて，繁殖雌牛 1 頭が胎齢 220 日で流産した．流産
胎子の左右眼球は白濁しており，剖検では血様の胸水及
び腹水貯留が認められ，胸腔及び腹腔内の主要臓器は赤
色化がみられ水腫性に軽度腫脹し，やや脆弱であった．
剖検時，肺の腫大や硬化は認められず，皮下織の膠様浸
潤や肝臓の黄褐色病変も認められなかった．
細菌学的検査：5％緬羊血液加トリプトソイ寒天培地，
チョコレート寒天培地，5％緬羊血液加 GAM寒天培地
において，肺の断面のスタンプ部位から純培養状に灰白
色のコロニーの発育が認められた．グラム染色を実施し
た結果，大きさにばらつきのあるグラム陽性球菌が認め
られた（図 1-A）．また，その他臓器からは菌の発育は
認められなかった．
肺からの分離菌の生化学的性状は，カタラーゼ及びオ
キシダーゼ陰性であり，簡易同定キットにおいて，エス
クリン，ピロリドニルアリルアミダーゼ，乳糖及び D-
トレハロースの項目が陽性となり，A. viridans 99.5％
（プロファイル：4100410）と判定された．しかしなが
ら，肺からの分離菌はα溶血を呈する A. viridansとは
異なっていることや，グラム染色においても A. 

viridansのグラム染色像とは明らかに異なることから，
16S rRNA遺伝子解析を実施したところ，H. kunzii 

CIP103932 株（GenBank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号：
KM403387）と 99.8％（1342/1345 塩基）一致したこ
とから，分離菌を H. kunziiと同定した．
また，薬剤感受性試験において，各薬剤のMICは，
アンピシリンが 1～2μg/ml，テトラサイクリンが 0.25
～0.5μg/ml，バンコマイシンが 0.25～0.5μg/ml，セ
フチオフルが 8～16μg/mlであり，ディスク法による
阻止円の大きさは，アンピシリンが 33～34mm，テト
ラサイクリンが 47～48mm，バンコマイシンが 38～
41mmであった（表 1）．
病理組織学的検査，免疫組織化学的検査及び TEM検

査：肺胞は拡張しておらず，肺胞や細気管支に好中球及
びマクロファージが広く浸潤しており（図 1-B），肺胞
中隔は，染色性がやや低下していた．また，肺胞及び細
気管支腔内には，脱落した肺胞上皮細胞や粘膜上皮細胞
等を含む退廃物とともに，直径約 1.8μm以下の大きさ
にばらつきのあるグラム陽性球菌が多数認められ，マク
ロファージによる貪食像が確認された（図 1-B）．さら
に，細気管支周囲にはリンパ球の集簇巣が散在して認め
られた．また，抗 H. ovis家兎血清を用いた免疫組織化
学的検査では，分離菌株の塗抹標本及びパラフィン包埋
切片，並びに肺の組織切片のいずれも，菌体に一致して
陽性反応が認められた（図1-C）．TEMによる観察では，
菌体には平滑な細胞壁とその周囲に綿屑状の莢膜様物質
が確認された（図 1-D）．なお，肺以外の臓器に著変は
認められなかった．

考　　　　　察

細菌学的検査の結果，流産胎子の肺から大きさにばら
つきのあるグラム陽性球菌が純培養状に分離され，
16S rRNA遺伝子解析の結果，H. kunziiと同定された．
病理組織学的検査では，グラム陽性球菌を伴う化膿性気
管支肺炎が認められ，TEMによる観察では，菌体は類
円形で平滑な細胞壁を有し，グラム陽性球菌の構造を示
していた．また，抗 H. ovis家兎血清を用いた免疫組織
化学的検査において交差反応が確認された．

表 1　薬剤感受性試験結果

寒天平板希釈法 
（MIC：μg/ml）

一濃度ディスク法 
（阻止円の大きさ：mm）

1回目 2回目 3回目 1回目 2回目 3回目

アンピシリン 2 1 2 34 33 34
テトラサイクリン 0.5 0.25 0.25 48 47 47
バンコマイシン 0.5 0.5 0.25 38 38 41
セフチオフル 8 8 16 NT＊ NT NT

＊NT：not tested
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本症例で使用した抗 H. ovis抗血清は，分離した H. 

kunziiの直接塗抹標本やパラフィン包埋切片でも良好
な反応を示したものの，A. viridansの一部に交差反応
が確認された．しかしながら，細菌学的検査においてH. 

kunziiが分離されており，病理組織学所見においても，
大きさにばらつきのあるグラム陽性球菌が確認されたこ
とから，本症例を H. kunziiによる化膿性気管支肺炎と
診断した．
今回の事例では，剖検時にブルセラ病の流産胎子に特
徴的な肺の腫大や硬化は認められず，カンピロバクター
症の胎子にみられる皮下織の膠様浸潤や肝臓の黄褐色病
変等の所見も認められなかった．病理組織学的検査で
は，肺にのみ病変が認められたことから，胎子に認めら
れた化膿性気管支肺炎が流産の原因となったことが示唆
された．
過去の細菌性流死産事例においても，肺からの細菌分

離と化膿性気管支肺炎が特徴であるという報告［13, 
14］があることから，化膿性気管支肺炎は細菌性流産を
診断する上で重要な所見であると考えられる．

H. kunziiは，A. viridansとエスクリン分解能，ピロ
リドニルアリルアミダーゼ活性，トレハロース及び乳糖
分解能の生化学性状が類似しており［15-17］，バンコ
マイシン感受性の H. kunziiが，簡易同定キットにおい
て A. viridansに誤同定された報告がある［6, 17］．本
事例の分離株も，それらの特徴が一致していることか
ら，過去の分離菌と類似した性状の H. kunziiが今回の
流産に関与した可能性が考えられた（表 2）．

A. viridansは，Helcococcus属菌と同様に牛の子宮
内細菌としても知られており［18］，死流産胎子の臓器
等から分離された際に原因菌として誤って判断される恐
れがあるため，正確な菌種同定が非常に重要である．H. 

kunziiは，グラム染色像で多形性を示すことが知られ

A

C D

B

図 1　分離菌のグラム染色像及び肺の病理組織学的検査結果
A：肺から分離された H. kunziiのグラム染色像．異なる大きさのグラム陽性球菌が認められた（Bar＝10μm）．
B：肺の組織像．肺では細気管支に細胞退廃物が貯留し，肺胞では好中球やマクロファージが広く浸潤していた．マク
ロファージに貪食されるグラム陽性球菌も確認された（HE染色　Bar＝10μm）．

C：肺の免疫組織化学的検査結果．細気管支内に抗 H. ovis免疫家兎血清による交差反応が認められた（ポリマー法　
1,000 倍希釈　Bar＝10μm）．

D：肺の TEM像．細気管支内に分裂増殖等を示す菌体が多数確認された．菌体には平滑な細胞壁とその周囲に綿屑状
の莢膜様物質が確認された（Bar＝1μm）．
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［17, 19］，その同定には塩基配列解析や質量分析が必要
になる［19］など，迅速な同定が難しい菌種であるこ
とから，特異性の高い新たな菌種同定手法の開発が望ま
れる．
また，過去の報告において，Helcococcus属菌は牛の

膣内の正常細菌叢であり，子宮内感染症を引き起こす可
能性が示唆されている［20］．さらに，産褥性子宮炎の
牛からH. kunziiが分離された報告［6］があることから，
本事例では母牛の膣内または子宮内に存在していた H. 

kunziiが羊水中に侵入後増殖し，胎子の肺へ到達した
ことが考えられた．
今回の病性鑑定の結果から，H. kunziiが流産に関与
した可能性が示唆された．本症例は，世界で初めて牛の
流産胎子から H. kunziiが分離された，H. kunziiの病
原性の解明につながる非常に貴重な事例である．現段階
では，国内の飼養牛におけるH. kunziiの保菌状況や，H. 

kunziiが流産に関与する機序は明らかになっていない．
今後，広域な調査により，牛における H. kunziiの保菌
状況を明らかにするとともに，さらなる症例の蓄積や検
討により H. kunziiの牛への病原性を解明する必要があ
る．
稿を終えるにあたり，抗血清を分与していただいた広島県西
部畜産事務所・家畜保健衛生所の方々に深謝する．
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1）試薬によって異なる
2）株によって異なる
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SUMMARY

In May 2017, we isolated gram-positive cocci from the lungs of an abor ted bovine fetus.  The bacterium was 
identified as Helcococcus kunzii using 16S rRNA gene sequencing.  Histopathological examination indicated 
suppurative bronchopneumonia.  Immunohistochemical examination using an antiser um prepared from 
Helcococcus ovis that reacts to H. kunzii revealed a dif fuse, positive reaction with gram-positive cocci.  These 
results suggest that H. kunzii was the cause of abor tion.  To the best of our knowledge, this is the first repor t-
ed case in which H. kunzii was isolated from an abor ted bovine fetus.  Fur ther studies are needed to clarify the 
pathogenesis of H. kunzii infection in cattle. ─ Key words : abor tion, cattle, H. kunzii.
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