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牛アデノウイルス 10 型に近縁の遺伝子が検出された乳用子牛の事例 

 

東部家畜保健衛生所 ○齋藤那美香、大町雅則 

 

【はじめに】 

牛アデノウイルス（BAdV）は、複数の血清型に分類され、血清型により臨床症

状が異なるとされており、国内では病原性の高い株として 3 型や 7 型が下痢や呼

吸器症状を引き起こすことが知られている。しかし、他の血清型については、いま

だ分離法や病原性に不明な点が多い。管内酪農家の乳用子牛において、BAdV10 型

に近縁の BAdV 遺伝子が検出された事例に遭遇したので、その概要を報告する。  

 

【発生の経緯】 

飼養頭数約 90 頭の酪農家において、生後 5 ヶ月齢のホルスタイン種が元気消失、

起立嫌悪、粘血便を認め、診療獣医師による治療を行うも、その後、削痩が進行、後

弓反張、四肢遊泳などの神経症状を伴って 10 日後に死亡し、病性鑑定に供された。  

 

【材料及び方法】 

材料：主要臓器、脳、脳脊髄液及び上部消化管内容等を用いた。 

方法：（1）病理学的検査及び細菌学的検査は、常法に従い実施した。ウイルス学

的検査では、ウイルス分離培養検査において株化細胞（MDBK 細胞、MDBK-

SY 細胞、BT 細胞、BH5 細胞）及び初代培養細胞（BFL 細胞、BFT 細胞）を

用いて 37℃、静置、3 代盲継代した。遺伝子検査において MagDEA Dx 

SV(プレシジョン・システム・サイエンス株式会社)を用いて核酸を抽出し

た後、牛ロタウイルス A 群、B 群、C 群、牛トロウイルス、牛コロナウイ

ルス、牛ウイルス性下痢ウイルス、BAdV の検査を実施した。 

（2）検出された BAdV hexon 領域（Maluquer ら ,2004、Howard ら ,2008）

のシークエンス解析を実施した。さらに抗アデノウイルス抗体による免疫

組織化学染色及び戻し顕微鏡検査を実施した。  

 

【結果】 

（1）  解剖所見 

外貌は削痩、胸部胸腺は顕著に萎縮していた。腸管は全域にわたり水腫

様、空腸壁では多発性に菲薄化し、嚢状に突出、粘膜が暗赤色を呈してい

た。腸間膜のリンパ管は拡張し、リンパ節は腫大していた。腎臓では、肉

眼的には著変を認めなかった（図 1）。 
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（2）  病理学的検査 

大腸では、盲腸及び結腸の陰窩上皮においてコクシジウムのシゾント、

ガメトサイトが高頻度にみられた。腎臓の髄質では、集合管上皮の変性壊

死、核内封入体を認めた。 

（3）  細菌学的検査 

上部消化管内容から 7.2×104 CFU/g の Clostridium perfringens（A 型）

（C. perfringens）が検出された。 

（4）  ウイルス学的検査  

①  分離培養検査  

 株化細胞の MDBK 細胞、MDBK-SY 細胞、BT 細胞及び BH5 細胞でウ

イルスは分離されず、初代培養細胞の BFL 細胞及び BFT 細胞でも分離は

できなかった。  

②  遺伝子検査  

 空腸腸間膜リンパ節及び腎臓で 430bp の BAdV 遺伝子（BALN/BARN）

が検出された（図 2）。その他の下痢関連ウイルスの遺伝子は、検出されな

かった。  

 

図 1．解剖所見  

 左上：外貌  

右上：胸腺  

 左下：空腸  

右下：腎臓  

図 2．BAdV 遺伝子の検出  

1：腎臓  

2：陰性コントロール  

3：陽性コントロール  
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（5）BAdV に関する解析  

遺伝子検査によって得られた BAdV hexon 領域 601bp の PCR 産物

（BALF/BARF）を用いて、シークエンス解析を行った結果、2000 年アメリ

カで登録されている 10 型の株（アクセッション番号：AF282774）と 100％

の相同性を示した。  

次に hexon 領域全長である約 2,700bp の PCR 産物（MaHxF5/ MaHxR5）

を用いて、簡易的な型別解析として制限酵素断片長多型（RFLP）による解

析を検討した。EcoRⅠ、HindⅢ及び PstⅠの 3 種類の制限酵素で切断され

た断片長は、EcoRⅠでは約 1,800bp 及び約 900 bp、HindⅢでは約 1,900bp

及び約 800 bp に切断され、PstⅠでは切断されなかった。今回得られた断片

は、10 型の断片長の組み合わせと一致した（図 3）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    さらに同じ PCR 産物を用いてシークエンス解析を行った結果、10 型の

株に近縁であると確認された（図 4）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．BAdV の RFLP 

による簡易型別解析  

図 4．BAdV hexon 領域遺伝

子の塩基配列を基に作成し

た分子系統樹  
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  さらに抗アデノウイルス抗体による免疫組織化学染色では、腎臓におい

て核内封入体と一致した核が染色された（図 5）。戻し電子顕微鏡像では、

核内封入体の確認された核内において、直径約 70nm のウイルス粒子を多

数認めた（図 6）。 

 図 5. 腎臓における核内封入体（左：HE 染色、右：免疫組織化学染色）  

図 6．核内封入体のみられた核の電子顕微鏡像  

 

【まとめ】 

 本症例では、生後 5 ヶ月齢の乳用子牛から BAdV が検出された。BAdV は単独

では、症状は不顕性もしくは軽微であることが多いが、 今回は、C. perfringens、

コクシジウムとの混合感染や胸腺の萎縮がみられたことから、症状が重篤化し、死

亡に至ったと推測される。さらに検出された BAdV は、シークエンス解析、RFLP

による簡易型別解析やウイルス粒子等の確認により、国内での報告はみられない

10 型に近縁であることが分かった。10 型についてはその病原性や分離法は明らか

にされておらず、さらに検討を重ねていく必要がある。 
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散発性（子牛型）牛伝染性リンパ腫の発生事例 

 

東部家畜保健衛生所 ○石原希朋・大町雅則 他 

【はじめに】 

牛伝染性リンパ腫は家畜伝染病予防法に

おける届出伝染病に指定されており、牛伝染

性リンパ腫ウイルス（以下、BLV）を原因と

する地方病性（EBL）と原因不明で BLV が関

与しない散発性（SBL）に分類される。散発

性はさらに子牛型、皮膚型、胸腺型の 3 つの

病型に分類され、子牛型は主に 6 ヶ月齢以下

の子牛で、全身性リンパ腫を発症する。今回、

散発性（子牛型）牛伝染性リンパ腫（B 細胞

性リンパ腫）と診断した事例に遭遇したの

で、その概要を報告する。 

 

【発生概要】 

 飼養頭数約 60 頭の酪農家において、令和

3 年 7 月 6 日生まれの自家産の子牛が長期に

わたり元気食欲減退を呈し、臨床獣医師が同

年 11 月 18 日より治療を開始した。初診時に

は著しく発育不良で削痩し、起立不能、泥状

下痢、貧血、肺雑音等の症状を呈していた。

加療も衰弱進行したため、予後不良と診断さ

れ、12 月 7 日に病性鑑定を実施した（図-1）。 

 

【材料と方法】 

全血及び血清を用いて血液検査を行った。

病原検査として、主要 5 臓器、リンパ節及び

血液を用いて、常法に従い、細菌学的検査及

びウイルス学的検査を実施した。病理学的検

査として、主要 5 臓器、リンパ節及び消化管

等ついて HE 染色を実施した。また、肝臓に

ついては、抗ヒト CD3 マウスモノクローナル

抗体（Dako）、抗ヒト CD5 家兎ポリクローナ

ル抗体（invitrogen）、抗ヒト CD20 家兎ポリ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Thermo Fisher 

Scientific）及び抗ヒト TdT マウスモノク

ローナル抗体（ニチレイバイオサイエンス）

を用いた免疫組織化学的染色を実施した（図-2）。 

図-1 発生概要 

図-2 免疫組織化学的染色 

図-3 剖検所見 1 
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【結果】 

（剖検所見） 

体躯の削痩と可視粘膜の蒼白が顕著であ

った。また、腹囲膨満がみられ、白色半透

明の腹水が貯留していた（図-3）。全身の

体表リンパ節は左右対称性に著しく腫大

し、割面は膨隆し、皮髄不明瞭を呈してい

た（図-4）。同様に臓器付属リンパ節など

腹腔内及び胸腔内のリンパ節においても腫

大がみられた一方で、胸腺は重度に萎縮し

ていた。肝臓は著しく腫大し、全域にわた

り褪色がみられた。また、被膜下に出血がみられた。脾臓は大きさが正常であった

が、被膜が白色を呈していた。腎臓では皮質表層に白色斑が多発性に認められた（図

-5）。肺では播種性に暗赤色巣がみられたが、心臓では肉眼的な著変は確認できなか

った（図-6）。 

（血液検査） 

白血球数：40,300/μL、リンパ球：29,800/μL（異型率：59.2％）であり、顕著

に異型リンパ球の増多を認めた（図-7）。また、LDH 値は 728.0 U/L であり、上昇は

認めなかった（図-8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-4 剖検所見 2 

図-5 剖検所見 3 図-6 剖検所見 4 

図-8 血液検査結果 2 図-7 血液検査結果 1 
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（病原検査） 

細菌学的検査では有意菌は分離されなか

った。ウイルス学的検査は分離検査及び遺

伝子検査で検査した項目すべて陰性であっ

た。BLV についても遺伝子検査及び抗体検

査を実施したが、陰性であった（図-9）。 

 

（病理学的検査） 

肝臓では、び漫性重度にリンパ球様腫瘍

細胞が浸潤していた。腫瘍細胞は小葉構造

に関わらず浸潤し、肝細胞は変性、萎縮

し、網目状に残存する程度で固有構造は消

失していた（図-10、11）。また、被膜下で

は出血がみられた。腫瘍細胞は大きさがお

おむね均一の中型の細胞で、2 核のものや

核に切れ込みが入るものがみられ、核の有

糸分裂像も散見された（図-12）。リンパ節

においても重度に腫瘍細胞の浸潤が認めら

れ、濾胞形成は認められず、皮髄が不明瞭

となっていた。また、スターリースカイ像

が高頻度にみられた（図-13）。腫瘍細胞の

浸潤は、程度の違いはあるものの、この他

の臓器、器官でも認められた。肉眼で白色

を呈していた腎臓皮質の間質（図-14）、脾

臓の被膜（図-15）、肉眼では著変がみられ

なかった右心の心筋間（図-16）、消化管及

び膀胱の漿膜（図-17）においても軽度か

ら中等度に観察された。腫瘍細胞浸潤以外

の所見として、肺では化膿性肺炎がみられ

た（図-18）。 

  

図-9 病原検査結果 

図-11 肝臓 

図-10 肝臓 
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図-12 肝臓 図-13 浅頚リンパ節 

図-15 脾臓 

図-16 心臓 

図-19 免疫組織化学的染色結果 

図-17 消化管・膀胱 

図-18 肺 

図-14 腎臓 



 

- 37 - 

 

 

また、浸潤していた腫瘍細胞の由来を調

べるため、免疫組織化学的染色を行ったと

ころ、腫瘍細胞は CD3、CD5 及び TdT では

陰性、CD20 では陽性を示した（図-19）。こ

のことから、腫瘍細胞は B 細胞であること

が判った（図-20）。 

 

【まとめ】 

 本症例は臨床症状、BLV の関与、発症月

齢、病理学的検査から総合的に判断して、

散発性（子牛型）牛伝染性リンパ腫、組織

学的には B 細胞性リンパ腫と診断した（図

-21）。 

若齢牛においても EBL の発症事例がある

ことから、臨床症状や発症月齢だけで診断

することは困難である。一方で、ウイルス

による伝染病である EBL と伝染病ではない

SBL では農家において取るべき対応が異な

るため、病理学的検査を用いながら、正確

に診断する必要がある。子牛型については

報告例が少なく、不明な点が多い。今後も情報の積み重ねを行っていきたい。 

図-20 免疫組織化学的染色結果まとめ 

図-21 まとめ 
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乳用牛における Clostridium perfringens の分離率と薬剤感受性試験 

 

東部家畜保健衛生所  ○土屋可奈 大町雅則 

  

【はじめに】 

Clostridium perfringens は健康な動物の消化管内常在菌であり、飼料の過給や急

変等により、本菌が消化管内で急速に増加することで、下痢や急死を引き起こすこと

が知られている。一方、健常牛における本菌の保菌状況や薬剤耐性の獲得状況につい

てはほとんど調査されていない。 

昨年度は、健常肉用牛について、分離率及び薬剤感受性試験の結果を報告した。今

年度は、乳用牛について調査し、分離率及び分離株の薬剤感受性試験等の解析を実施

した。 

また、今年度の分離株を用いて、薬剤感受性試験の方法について、寒天平板希釈法

（希釈法）とディスク拡散法（ディスク法）の相関を検討したので、概要を報告する。 

 

【材料及び方法】 

（1）菌分離 

 材料には、管内酪農家 24 戸から採材した、健常乳用牛の直腸便 255 検体を用いた。

分離培地には、卵黄加 CW 寒天培地を用い、糞便 1g を滅菌生理食塩水で 103 まで 10 倍

階段希釈後、培地に接種した。 

 

（2）分離株の解析 

分離株 125 株について以下の検査を実施した。 

①毒素型別 PCR 

A～G 型を識別可能な PCR［1］を実施した。 

 

②薬剤感受性試験 

寒天平板希釈法で実施し、精度管理株として E. coli ATCC 25922 を用いた。薬剤

はアンピシリン（ABPC）、セファゾリン（CEZ）、エンロフロキサシン（ERFX）、オキシ

テトラサイクリン（OTC）、カナマイシン（KM）、フロルフェニコール（FF）、エリスロ

マイシン（EM）を使用し、最小発育阻止濃度（MIC）を測定した。 

薬剤濃度は、KM、EM、OTC は 0.25～256μg/ml、他の薬剤は 0.25～16μg/ml とした。

被験菌用の培地には GAM 寒天培地を用い、精度管理株用にはミューラーヒントン寒天

培地を使用した。 

 

③薬剤耐性遺伝子の検索 

 マクロライド耐性遺伝子（erm(B)、erm(Q)）［2］、テトラサイクリン耐性遺伝子

（tetA(P)［3］、tetB(P)）について検索した。tetB(P)については動物衛生研究部門設

計のプライマーを使用した。 
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④希釈法とディスク法の相関の検討 

 ディスク法では、滅菌生理食塩水 3ml に 0.5McFarland の菌液を調整し、GAM 寒天に

綿棒を用いて 3 方向から菌液を塗抹。ディスクを設置後、嫌気培養し、阻止円直径(mm)

を測定した。 

ディスクは、KM（30μg）、ABPC（10μg）、CEZ（30μg）、EM（15μg）、テトラサイク

リン（TC：30μg）を用い、MIC と阻止円直径の相関について検討した。 

 

【結果】 

（1）菌分離 

 255 検体中 129 検体（50.6%）から C. perfringens が分離された。分離率は経産牛

52.0%、未経産牛 41.2%であり、両者の分離率に有意な差は認められなかった。また、

農場間の偏りも確認されなかった。 

 

（2）菌株の解析 

 ①毒素型別 PCR 

 全株が 324bp のみにバンドを示し、α毒素のみを保有する A 型であった（図 1）。 

 

②薬剤感受性試験 

 KM に対しては自然耐性を持つため、分離株はいずれも高値を示した。また、FF に耐

性傾向を示す株は認められなかった。一方、ERFX、EM に耐性傾向を示す株や、感受性

が高いことで知られる ABPC、CEZ にも耐性傾向を示す株が認められた。耐性傾向株が

最も多かったのは OTC であり、53 株（42.4%）であった（表 1）。 

薬剤耐性の獲得状況をまとめると、1 剤に耐性傾向を示す株が 52 株、2 剤耐性傾向

株が 1 株、3 剤耐性傾向株が 2 株、5 剤耐性傾向株も 1 株認められた（表 2）。 

 

 

 

324bp→ 
←500bp 

M  S     P  N  M 

図 1. 毒素型別 PCR 
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表 1. 各薬剤に対する MIC の分布 

薬剤 
MIC（μg/ml） 

≦0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 

KM 0 0 0 0 0 0 0 0 1 14 63 47 

FF 0 50 74 1 0 0 0 - - - - - 

ERFX 122 0 0 1 1 1 0 - - - - - 

EM 0 39 83 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

ABPC 122 0 0 0 3 0 0 - - - - - 

CEZ 122 0 1 0 2 0 0 - - - - - 

OTC 72 0 0 7 11 33 2 0 0 0 0 0 

  

表 2．耐性傾向の獲得状況 

 1 剤耐性傾向 2 剤耐性傾向 3 剤耐性傾向 5 剤耐性傾向 

薬剤 OTC ERFX EM OTC, EM 
OTC, ABPC, 

CEZ 

OTC, ABPC, 

CEZ, EM, ERFX 

株数 49 2 1 1 2 1 

 

③薬剤耐性遺伝子の検索 

 OTC に耐性傾向を示した株はいずれも、TC 耐性遺伝子を保有していたが、EM に耐性

傾向を示した 3 株のうち、マクロライド耐性遺伝子を保有していたのは 1 株のみで、

他の 2 株は今回検索した耐性遺伝子を保有していなかった（表 3）。 

 

表 3．薬剤耐性遺伝子の保有状況と MIC の関係 

OTC 
MIC（μg/ml） 

計 
≦0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 

耐性遺伝子(-) 72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 72 

tetA(P) 0 0 0 6 0 0 1 0 0 0 0 0 7 

tetB(P) 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 2 

tetA(P), tetB(P)    1 11 31 1      44 

EM 
MIC(μg/ml) 

計 
≦0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 

耐性遺伝子(-) 0 39 83 0 0 0 0 0 1 0 1 0 60 

erm(Q) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
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④希釈法とディスク法の相関 

 MIC と阻止円直径の関係について、CEZ では負の相関が認められ、ABPC、EM、TC で

は強い負の相関が認められたことから、MIC が高いと阻止円直径が小さくなる傾向が

あることが確認できた。 

MIC と阻止円直径をそれぞれ散布図で表した。KM に対しては、全検体がいずれも高

い MIC を示し、阻止円直径は 1 株を除き、6mm 以下であった（図 2）。 

ABPC と CEZ は同様の結果を示したので、ここでは、CEZ の結果を示した。耐性傾株

のうち、MIC が 1μg/ml を示した 1 株は、4μg/ml を示した 2 株と比較してディスク

法でも阻止円直径が大きくなった（図 3）。 

OTC については、耐性傾向株が 53 株と最も多かったが、全株とも阻止円直径が 24mm

以下、感受性株は 28mm 以上にまとまった（図 4）。 
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図 2. KM に対する MIC と阻止円直径 
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⑤ディスク法における判定基準の設定 

 MIC と阻止円直径に相関があることが確認できたことから、判定基準を設定するた

め、希釈法で測定した MIC を基に耐性傾向株と感受性株に分け、それぞれの阻止円直

径について箱ひげ図を作成した。 

 TC に対して感受性を示した株は阻止円直径が 28mm 以上であり、耐性傾向株の阻止

円直径が 24mm 以下で差は 4mm であった（図 4）。感受性株と耐性傾向株の差が少ない

ため、感受性の基準は 25％値の 30mm、耐性傾向の基準は 75％値の 21mm とした。他の

薬剤についても同様に設定した（表 5）。 
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図 3. CEZ に対する MIC と阻止円直径 

図 4. OTC に対する MIC と TC に対する阻止円直径 
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CEZ では、耐性傾向株の阻止円直径にばらつきが大きいこと、検体数も少ないこと

から、耐性傾向の基準を 25％値とした（図 5）。 

また、KM は 1 株を除き、6mm 未満であったことから、耐性傾向の基準を 6mm 未満と

した。 

 

 

 

表 5. 設定した判定基準 

判定基準 
阻止円直径(mm) 

KM ABPC CEZ TC EM 

感受性 - ≧38 ≧37 ≧30 ≧22 

耐性傾向 <6 ≦23 ≦24 ≦21 <6 

 

【まとめ及び考察】 

 菌分離の結果、健康な乳用牛からの C. perfringens の分離率は 50.6%であった。経

産牛と未経産牛で差は認められず、農場間でも差は認められなかったことから、乳用

牛では半数程度から菌が分離できることが示唆された。 

 薬剤感受性試験では、OTC に耐性傾向を示した株が 53 株確認され、いずれも TC 耐

性遺伝子を保有していた。一方、EM に耐性傾向を示した 3 株のうち、今回検索した薬

剤耐性遺伝子を保有していたのは、1 株のみであったことから、他の 2 株は別の薬剤

耐性遺伝子を獲得していると考えられた。 

 TC 耐性遺伝子及びマクロライド耐性遺伝子は、いずれもプラスミド上にコードされ

ており［3,4］、耐性遺伝子が移動しやすく、他の株も耐性を獲得する可能性がある。 

 また、多剤耐性株や感受性が高いことで知られる ABPC や CEZ にも耐性傾向を示す

株が検出されており、抗菌剤の慎重使用が必要と考えられた。 

 ディスク法における判定基準を設定したが、ABPC,CEZ、EM では耐性傾向株が少なか

ったことから、今後も株を収集し、検討していく必要がある。 

図 4. 箱ひげ図（TC） 図 5. 箱ひげ図（CEZ） 
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今回、結果には示していないが、肉用牛 1 戸から分離された株についても、同様に

ディスク法を実施したところ、乳用牛の結果より阻止円直径が小さい傾向が認められ

た。乳用牛では、農家間での阻止円直径に偏りは認められなかったことから、肉用牛

由来株の特徴なのか、1 戸のみの結果であることから、当該農家の抗生剤使用状況が

関係しているのかは、他の農家の株も収集して、詳細な検討が必要である。 

 今後、設定した判定基準が実際に利用可能か否かを検討していきたい。 
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