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Ⅰ.はじめに 

 基質特異性拡張型βラクタマーゼ ( Extended 

Spectrum Beta-Lactamases; 以下ESBL ) 産生大

腸菌は､薬剤耐性菌の一種で､第三世代セファロ

スポリンに対する耐性を示す。動物由来のESBL

は､人由来と同様にCTX-M型が主体であり､その

流行が懸念されている [ 7 ] 。農場の病畜由来か

ら分離された大腸菌は､第三世代セファロスポリン

に対する耐性率が低いものの､その存在が確認さ

れており､ESBL産生が疑われている [ 4 ] 。 

 病原性大腸菌は､腸管出血性大腸菌や腸管毒

素原性大腸菌など､特定の病原因子を持ち､腸管

内で病原性を有するものと､特定の病原因子及び

付着因子が明らかではないが腸管外で病原性を

有するもの､いわゆる腸管外病原性大腸菌 

( ExPEC ) の2つに大別される。人における

ExPECは尿路感染症や新生児の髄膜炎などの起

因菌として知られているが､牛では新生子牛の髄

膜炎や敗血症が報告されているものの [ 2 ] ､感

染経路については未解明な点が多い。 

今回､新生子牛の病性鑑定において､ESBL産

生ExPECによる化膿性腎盂腎炎と診断されたの

で､その概要を報告する。また､当該牛における

ExPECの感染経路についても検討した。 

 

Ⅱ.材料及び方法 

 症例は､繁殖牛80頭､肥育牛120頭を飼育する繁

殖肥育一貫経営農場で発生した。当該牛は､黒毛

和種の雌で､2023年3月9日に正常分娩で出生し

た。3日齢で39.9℃の発熱と水様性下痢を呈し､セ

ファゾリンによる3日間の治療が行われたが､症状 

 

は改善しなかった。その後､キノロン系に変更し加

療するも､当該牛の状態は改善せず､8日齢で死

亡した｡ 

1.細菌学的検査：肝臓､脾臓､腎臓､心臓､肺､大脳､

延髄､脊髄及び腸管内容を5％羊血液寒天培地 

( 島津ダイアグノティクス(株)､東京 ) DHL寒天培

地 ( 栄研化学(株)､東京 ) 及び5%卵黄加変法

GAM寒天培地 ( 島津ダイアグノティクス(株)､東

京 ) を用いて､37℃､48時間､好気及び嫌気培養

した｡分離されたコロニーの同定は､大腸菌特異的

PCR [ 1 ] を用いた｡分離された大腸菌各2株につ

いてO-geno typing PCR [ 1 ]及びO89免疫血清 

( STatens Serum InSTitut､Denmark ) による凝集

試験を実施した。 

病原性関連遺伝子の検索は､下痢原性大腸菌

や動物由来ExPECで報告されている毒素､付着因

子及び鉄取込能に関する計21遺伝子について実

施した。 

薬剤感受性試験は肝臓､脾臓､腎臓､大脳､脊髄

及び腸管内容由来各1株について､アンピシリン､

セファゾリン､セフォタキシム､カナマイシン､ゲンタ

マイシン､エリスロマイシン､テトラサイクリン､ナリジ

クス酸､シプロフロキサシン､クロラムフェニコール

及びST合剤の計11薬剤のディスク拡散法 

( Becton､Dickinson and Company､USA ) を実施し

た。 

ESBL産生の確認はAmpC/ESBL鑑別ディスク 

( 関東化学(株)､東京 ) を用い､シカジーニアス® 

ESBL遺伝子型検出キット2 ( 関東化学(株)､東京 ) 

により､ESBLの遺伝子型､CTX-M group各種



CTX-M chimera､GES､TEM及びSHVの計9種類

について実施した。 

CTX-M groupは大脳及び腸管内容由来の計2

株について次世代シーケンサー ( PacBio､USA ) 

による全ゲノム解析を実施し､得られた配列結果を

Center for Genomic Epidemiology でCTX-M型の

ESBL遺伝子型を決定した。 

パルスフィールドゲル電気泳動 ( PFGE ) は臓

器及び腸管内容由来の計6株を試験に供試し､

PFGEパターン分類はTenoverら [ 6 ] の基準に

従った。 

Multilocus sequence typing ( MLST )解析は､臓

器及び腸管内容由来の計6株について､大腸菌の

Sequence type ( ST )を決定した。 

2.病理学的検査：剖検､主要臓器及び腸管を10%

中性緩衝ホルマリン固定､パラフィン包埋並びに

薄切後､ヘマトキシリン・エオジン染色､リンタング

ステン酸・ヘマトキシリン染色 ( PTAH ) 及び免疫

組織化学的染色 ( IHC )を施して鏡検した。IHC

は一次抗体に大腸菌O89抗血清 ( STatens 

Serum InSTitut､Denmark ) を用い肝臓､腎臓､側

頭葉及び延髄について実施した。 

3.ウイルス学的検査：主要臓器及び腸管内容につ

いてアカバネウイルス､アイノウイルス､ブルータン

グウイルス､イバラキウイルス､チュウザンウイルス､

A群・B群・C群ロタウイルス､牛コロナウイルス､牛ト

ロウイルス及び牛ウイルス性下痢ウイルスについ

て遺伝子検査を実施した。また､アカバネウイルス

について中和試験も実施した。 

4.生化学的検査：EDTA加血液､血清､眼房水及び

肝臓を各試験に供した。試験項目は､血球計数､

血液塗抹､血液生化学､血清蛋白分画､脂溶性ビタ

ミン濃度及びセレン濃度の測定をした。 

 

Ⅲ.結果 

1.細菌学的検査:肝臓､脾臓､腎臓､大脳及び脊髄

から大腸菌O89が分離された。腸管内容から大腸

菌O89が109個/g以上分離された。病原性大腸菌

の遺伝子検索は表1に示す。薬剤感受性試験で

は､全株に共通し､11薬剤に耐性を確認した。 

ESBL産生を全株で認め､遺伝子型はCTX-M9 

groupであった。全ゲノム解析の結果､CTX-M14と

同定した。CTX-M14遺伝子は大脳由来株では､

46kbのIncNプラスミドに､腸管内容由来株では､

59kbのIncN及びIncY両方を保有するプラスミド上

に認めた。また､キノロン耐性決定領域における点

変異も認められ､GyrAに2か所 ( 83番目のセリン

がロイシン､87番目のアスパラギン酸がアスパラギ

ン ) 及びParCに1か所 ( 80番目のセリンがイソロ

イシン ) の変異であった。 

PFGEパターンはバンドの相違が3本以内でパタ

ーンⅠからⅢに識別された ( 図1 ) 。また､MLST

解析は全株ST10に型別された。 

表 1 病原性大腸菌の遺伝子検索 

 

 

 

 

 

1:肝臓､2:脾臓､3:腎臓､

4:大脳､5:延髄､ 

6:腸管､M：マーカー 

図 1 大腸菌血清型O89株のPFGE泳動像 



2.病理学的検査：当該牛の肛門付近に泥状便の

付着を認めた。剖検では､両側腎臓の髄質に充う

っ血 ( 図2A ) ､肺に全体的にモザイク状の充うっ

血及び胸腺の低形成を認めた。組織所見は､肝臓

実質に凝固壊死巣の散発を認めた。腎臓は尿細

管上皮細胞の変性､腎乳頭における集合管に好

中球の浸潤 ( 図2B ) を認めた｡PTAH染色では､

左側腎臓の腎乳頭における集合管内に線維素の

析出 ( 図2C ) を認めた｡大腸菌O89抗血清を用

いたIHCでは､肝臓実質に孤在性に陽性像が散

見され､また､中型血管にもまれに少数の陽性像を

認めた｡腎臓では､腎乳頭集合管における上皮細

胞内に､まれに複数の陽性像を認めた ( 図

2D ) ｡延髄では､腹正中裂近傍の小型血管にて､

ごくまれに陽性像を認めた。 

図 2-A : 腎臓髄質の充うっ血(矢頭) 

図 2-B : 腎乳頭集合管への好中球の浸潤 

図 2-C : 腎乳頭集合管の繊維素の析出 

図 2-D : 腎乳頭集合管上皮細胞内の大腸菌

O89陽性像(矢頭) 

3.ウイルス学的検査：腸管内容からコロナウイルス

の遺伝子が検出された。その他の遺伝子は検出

されなかった。また､アカバネウイルスの抗体は陰

性であった。 

4.生化学的検査：血球計数は白血球数の増加を

認めた｡血液生化学検査は眼房水でBUN及びCre

の上昇を認め､血清のA/G比の高値を確認した｡

血清蛋白分画はγ-Glb分画の低下を認めた｡脂

溶性ビタミン濃度及びセレン濃度はビタミンAの低

値及びβカロテンの低値並びにセレンの低値を

認めた。 

 

Ⅳ.考察 

 死亡子牛から大腸菌O89が分離され､11薬剤に

耐性の多剤耐性であった｡病理学的検査では､化

膿性線維素性腎盂腎炎を認め､腎臓のIHCでは

O89抗原を認めた｡以上から､本症例を大腸菌O89

によるExPEC感染症と診断した｡ 

分離された大腸菌は第三世代セファロスポリン

系のセフォタキシムに耐性を示し､ESBL産生株で

あり､ESBL遺伝子型はbla CTX-M14であった｡国

内の家畜におけるESBL産生大腸菌の最初の報

告は､Shirakiらが2002年にと畜場へ出荷した牛か

ら分離したCTX-M2型で､その後､豚及び肉用鶏

からCTX-M14､CTX-M15､CTX-M44及びCTX-

M55等が検出されている[ 4 ] ｡家畜にはCTX-M

型ESBLを保有する大腸菌が分布しており､当該牛

から分離された大腸菌も同様の結果であった｡ 

ESBL遺伝子はIncプラスミドで細菌間を安定的に

伝達される｡分離した大腸菌でも､IncN及びIncYの

両方にESBL遺伝子が座位しており､菌種を超えて

伝播する可能性が示唆された｡近年､CTX-M型

ESBL産生大腸菌の中にはフルオロキノロン耐性

も獲得している株が報告され [ 3 ] ､人医療で問

題となっている｡当該分離株も､キノロン耐性変異

の特定箇所である､GyrAの83番目のセリン及び87

番目のアスパラギン酸並びにParCの80番目のセ

リンの点変異が認められた。GyrAとParCの2重変

異はキノロンに高度耐性を示すことが知られてい

ることから､当該菌のフルオロキノロン耐性への影

響が示唆された｡ 

牛のExPEC感染症の感染経路は､臍帯から侵

入し敗血症となり､全身症状を呈することが知られ

ているが [ 2 ] 当該牛は､臍帯炎はなく､臍帯周囲



の外貌も正常であった｡今回､臓器由来と腸管内

容由来のPFGEパターンが3本以内の相違であり、

Tenoverら [ 6 ] の基準に従うと、これらは遺伝的

に極めて近い株と考えられた。また、セファゾリン

及びフルオロキノロンの治療により､腸管内で原因

菌であったESBL産生ExPECが有意に増加し､糞

便とともに肛門周囲に付着し､会陰部にコロニー

が形成され､上行性に腎臓に感染したと推察した｡

また､腎臓におけるIHCでは､膀胱側に位置する

腎乳頭における集合管上皮細胞内に陽性像を確

認し､この感染経路を示唆する結果であった｡ 

原因菌はMLSTでST10に型別された｡Manges

は人由来ExPECのMLSTでは､ST10､12､38､69､

73､95､117､127､131､394､405及び1193が多く分離

されることを報告している [ 8 ] ｡今回､牛から

ST10のExPECが分離されたことは､人と牛の間で

同じ型が共有されている可能性が示唆され､公衆

衛生上のリスクがあると考えられた｡ 

子牛の下痢の原因は感染性及び非感染性と多

様であり､本当に抗菌剤が必要な症例か､再検討

する必要性があると思われた｡今後も抗菌剤の慎

重使用の徹底を継続指導していく｡ 
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