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Ureaplasma diversumは，Mycoplasma科 Ureaplas-

ma属に属する牛の肺炎や生殖器疾患等の起因菌で［1］，
臨床症状を伴わない牛の肺や泌乳生殖器からも分離され
ることが報告されている［2］．国内では U. diversum

が関連した子牛の肺炎，泌乳生殖器疾患等の報告が認め
られるものの，流死産等の異常産に関する報告はわずか
である［3］．今回，U. diversumが分離，検出された山
口県の肉用牛における異常産 4症例の病性鑑定をとおし
て一定の知見が得られたため，概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

材料：1999 年 9 月～2015 年 5 月に肉用牛の異常産 4
症例（表 1）について，胎子の各種臓器，また，症例に
応じて胎盤，母牛の膣スワブが採材された．
病理学的検査：病理解剖学的検査実施後，定法に基づ
き諸臓器の薄切切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジ
ン染色を実施した．

免疫組織化学的染色検査（免染）：症例 2の肺を用い
て抗 U. diversum 2 型家兎血清（農研機構動物衛生研究
部門）を一次抗体に用いた酵素抗体法により実施した．
組織切片は 0.1％アクチナーゼ処理（37℃，5 分）によ
り抗原の賦活化を実施後，3％ H2O2 含有メタノール（室
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要　　　　　約

山口県で発生した黒毛和種及び無角和種の異常産 4症例の胎子から Ureaplasma diversumが分離，検出され，すべ
ての症例において病理組織学的に肺炎病変が確認された．肺炎病変では，肺胞中隔，細気管支周囲等の間質にリンパ
球を主体とした単核細胞の浸潤が共通して認められ，浸潤細胞による肺胞中隔の肥厚，リンパ球の集簇及び濾胞の形成
が確認された．胎盤が採材された症例 1では，間質における水腫，単核細胞の浸潤，動脈炎，血栓形成，絨毛上皮細胞
の壊死脱落が胎盤で認められた．U. diversumの検出において遺伝子検査の感度は菌分離よりも高かった．また，肺乳
剤を用いた PCRで陰性の症例においても，病変部位のパラフィン切片を用いた PCRで陽性が確認された．これらの
ことから，U. diversumが胎子の肺及び胎盤に病変を形成することで，肉用牛の異常産を引き起こしている可能性が示
唆された．─キーワード：牛異常産，間質性肺炎，Ureaplasma diversum．
 日獣会誌　69，673～677（2016）

† 連絡責任者：入部　忠（山口県西部家畜保健衛生所）
〒 750-0421　下関市豊田町殿敷 1892　　☎ 083-766-1018　FAX 083-766-0239　
 E-mail : iribe.tadashi@pref.yamaguchi.lg.jp

表 1　異常産症例の概要

症例 発生年
月日 畜種 異常産

の内容 胎齢 性別 産歴

1 1999/ 
9/17

無角
和種

死産 251 雌 不明（母牛
1987 年生
まれ）

2 2013/ 
4/1

黒毛
和種

早産→
直後に
死亡

261 雄 2 産目

3 2014/ 
12/8

無角
和種

死産 241 雌 4 産目

4 2015/ 
5/18

黒毛
和種

死産 246 雄 1 産目

産業動物臨床・家畜衛生関連部門
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フィン切片（症例 3）（QIAamp DNA FFPE Tissue Kit，
㈱キアゲン，東京）から DNAを抽出し，U. diversum

（症例 2～4），Mycoplasma bovis，M. dispar，M. bovi-

rhinis及び M. bovigenitalium（症例 2）に特異的な
PCRを実施した［4-7］．
ウイルス学的検査：主要臓器，中枢神経を材料にした
ウイルス分離（MDBK-SY，VeroT，HmLu-1 細胞），
同材料から市販キット（High Pure Viral RNA Kit，ロ
シュ・ダイアグノスティックス㈱，東京）を用いて抽出
した RNAを用いた遺伝子検査（シンブ血清群ウイルス，
パリアム血清群ウイルス，EHD血清群ウイルス，ブルー
タングウイルス［8］，牛ウイルス性下痢ウイルス［9］，
牛パラインフルエンザウイルス 3 型［10］），胎子もし
くは母牛血清を用いた血清学的検査（中和試験：アカバ
ネウイルス，アイノウイルス，チュウザンウイルス，イ
バラキウイルス，ピートンウイルス，サシュペリウイル
ス，ディアギュラウイルス，牛ヘルペスウイルス 1型，
牛 RSウイルス，牛流行熱ウイルス，BVDV，BPIV-3，
ゲル内沈降反応：ブルータングウイルス）を症例に応じ
て実施した．

成　　　　　績

病理学的検査：病理解剖学的に症例 2 の体格は小さ
く，心囊水，腹水の貯留，肝臓，肺における水腫様変化，
症例 3では脊柱の S字状弯曲がみられた．症例 1と 4で
は胎子，胎盤に著変はみられなかった．病理組織学的検
査では，いずれの症例においても肺炎病変が認められ
た．共通所見として肺胞中隔，細気管支周囲，小葉間結
合組織等の間質にリンパ球を主体とした単核細胞の浸潤
が認められた．多くの症例では肺胞中隔にリンパ球の巣
状浸潤がみられ，症例 2と 3ではリンパ濾胞の形成が確
認された．また，肺胞中隔はうっ血，単核細胞の浸潤等

温，30 分）により内因性ペルオキシダーゼの不活化を
行った．一次抗体処理には 8,192 倍に希釈した前述の抗
体を用いた（室温，30 分）．一次抗体処理後の組織切片
について，二次抗体（シンプルステイン MAX-PO

（MULTI），㈱ニチレイ，東京）及び発色処理（シンプ
ルステイン DAB溶液，㈱ニチレイ，東京）を各種キッ
トの使用法に従って実施した．切片はヘマトキシリンで
対比染色後，鏡検を実施した．陽性コントロールには，
正常牛肝臓に同症例由来の U. diversum菌液を注入後
ホルマリン固定し作製した切片を用いた．
透過型電子顕微鏡検査（電顕）：ホルマリン固定済み
の症例 2の肺をオスミウム酸固定，エポン樹脂包埋後に
超薄切切片を作製し，酢酸ウラン・酢酸鉛染色後，透過
型電子顕微鏡（日立 H-7500，㈱日立ハイテクノロジー
ズ，東京）を用いて観察した．
一般細菌検査：主要臓器等を用いて 5％羊血液加寒天
培地，DHL寒天培地，5％卵黄加 GAM寒天培地に直接
塗抹し，それぞれ 37℃ 24～72 時間 5％ CO2 培養，好
気培養及び嫌気培養を実施した．

Mycoplasma検査：10％（w/v）肺乳剤及び膣スワ
ブを材料にMycoplasma NK培地，Hayflick 培地，GS

寒天培地，Taylor-Robinson培地を用いて，10 倍段階希
釈及び 37℃好気培養を実施し，増殖が確認された培地に
ついて同寒天培地を用いて純分離を実施した（症例 1～
3）．菌種同定は，コロニーの Gram染色性，形態，発育
性，生化学性状及び抗 Ureaplasma血清を用いた発育阻
止試験（症例 1），もしくは遺伝子検査（症例 2，3）に
より行った．遺伝子検査では，市販キットを用いて分離
株，肺（症例 2～4）及び胎盤（症例 4）の乳剤，母牛の
膣スワブ（症例 2）（High Pure Viral Nucleic Acid Kit，
ロシュ・ダイアグノスティックス㈱，東京），肺のパラ

図 1　肺炎病変（症例 2）
小葉間は出血，水腫により拡張している．散発性
にリンパ球の巣状浸潤が認められる（矢印）．
（Bar＝500µm）

図 2　肺炎病変（症例 2）
リンパ球主体の細胞浸潤，リンパ球の巣状浸潤に
より肥厚した肺胞中隔が認められる．（Bar＝50µm）
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結果から可能性が低いものと考えられた．いずれの症例
も肉用牛（黒毛和種，無角和種），妊娠後期（胎齢 241
～261 日）における発生であった．症例 1と 3は同一農
場であるものの，各症例の発生時期と地域の疫学的関連
は低く，どの症例も単発事例と考えられた．病理学的検
査では，全症例の肺間質にリンパ球主体の単核細胞浸潤
が認められた．海外では U. diversumの野外及び実験
感染例で類似した肺炎病変が報告されているが［11-
13］，国内で飼養されている肉用牛においても同様の所
見が得られることが確認されたことになる．国内では，
U. diversumが分離されたホルスタイン種の流産胎子の
肺に小動脈炎，胎盤絨毛膜に単核細胞浸潤及び小動脈炎
がみられたと報告されているが，肺炎病変は確認されて
おらず［3］，病変ステージもしくは胎齢等の宿主側の要
因による影響と推察された．Mycoplasmaによる肺炎病
変形成には宿主の免疫応答が大きく関与していると考え
られており［14］，マウスにおける U. diversumの実験

に伴い軽度から中程度拡張していた．肺胞腔にはすべて
の症例で軽度に好中球，マクロファージの浸潤がみら
れ，羊水由来と推察される構造物が散見された．症例 2
では小葉間結合組織及び肺胞腔に水腫，出血がみられ，
小葉間結合組織の拡張が認められた（図 1～3）．病理学
的検査に唯一供試された症例 1の胎盤では，間質におけ
る水腫，単核細胞の浸潤，動脈壁における水腫及び炎症
細胞の浸潤，血栓形成，絨毛上皮細胞の壊死脱落がみら
れ（図 4），症例 2と 4 ではび漫性の肝細胞の空胞変性，
症例 2と 3の胸腺ではリンパ球核濃縮による星空像がみ
られた .

免染：陽性コントロールでは菌体に一致した陽性反応
が確認されたが，症例 2では陽性抗原は認められなかっ
た．
電顕：症例 2 の細気管支及び肺胞の上皮細胞表層に

Ureaplasma様の構造物は確認されなかった．
一般細菌検査：いずれの症例においても有意な菌は分
離されなかった .

Mycoplasma検査：成績は表 2 のとおりであった．
いずれも胎子の肺から U. diversumが分離もしくは検
出された．また，母牛の膣スワブ（症例 1，2）と胎盤（症
例 4）が採材された症例ではいずれも同菌が分離もしく
は検出された．症例 2の膣スワブは分離陰性，遺伝子検
査陽性であった．
ウイルス学的検査：いずれの症例においてもウイルス
の関与は確認されなかった．

考　　　　　察

国内における Ureaplasmaが関与した牛異常産の報
告は大変少ないが，今回，肉用牛の異常産 4 症例で
U. diversumが分離，検出された．これらの症例におけ
るMycoplasmaの関与については，PCRと分離成績の

表 2　Mycoplasma検査結果

症例
Ureaplasma diver-
sumの分離成績
（ccu1）/g）

PCR

U. diversum Mycoplasma2）

1 肺：105ccu/g，母牛
膣スワブ：106ccu/g NT 3） NT

2 肺：103ccu/g，母牛
膣スワブ：陰性

肺（乳剤），母牛
膣スワブ：陽性 陰性

3 陰性
肺（乳剤）：陰性，
肺（パラフィン
切片）：陽性

NT

4 NT 肺，胎盤（乳剤）：
陽性 NT

1）ccu：color changing unit
2）Mycoplasma： Mycoplasma bovis, M. dispar,  

M. bovirhinis, M. bovigenitalium
3）NT：検査未実施

図 3　肺炎病変（症例 3）
リンパ球主体の細胞浸潤により肥厚した肺胞中隔
が認められる．（Bar＝50µm）

図 4　胎盤病変（症例 1）
間質における水腫，単核細胞の浸潤，動脈炎，絨
毛上皮細胞の壊死脱落が認められる．（Bar＝100µm）
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感染でもサイトカインの誘導が確認され，リンパ球，マ
クロファージの活性化を引き起こす可能性が示唆されて
いることから［15］，今回の症例もM.dispar等の慢性
型でみられるリンパ装置の過形成と類似した機序により
病変が形成されている可能性が考えられた．症例 2の免
染では U. diversum抗原が確認できず，肺炎病変形成
に対する本菌の関与を病理学的に確認することはできな
かった．あわせて実施した電顕観察においても
U. diversum様の構造物は認められなかったが，ごく一
部の範囲しか観察されていないこと，採材時点と感染因
子の増殖が一致しているとは限らないことから，
U. diversumの関与を否定するものではないと考えられ
た．これに対して遺伝子検査の感度は高く，実施した症
例ではいずれも陽性であり，症例 3では肺乳剤を用いた
分離及び遺伝子検査は陰性であったものの病変部位のパ
ラフィン切片を用いた遺伝子検査が陽性であったことか
ら，遺伝子検査の感度の高さを示すとともに病変部位に
U. diversumが局在している可能性が示唆された．また，
U. diversumは本症例の母牛の膣，胎盤で検出されてお
り，これらを経由して上行性もしくは経胎盤性に感染し
た可能性が示唆された .

牛異常産の原因は多岐にわたり究明に至らないことも
多いが，妊娠後期の異常産において病理学的に上記と同
様の肺炎病変，または胎盤病変がみられた場合，特に
U. diversumの関与を疑い，病変部位を用いた遺伝子検
査を主体に検査を行うことで原因究明に至る可能性があ
る．今後は組織切片上で Ureaplasmaの局在を明らか
にし，異常産の発生機序を解明することが重要と考えら
れた．
本研究の免染についてご助言いただいた農研機構動物衛生研
究部門 播谷　亮上席研究員に深謝する．
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1) Yamaguchi Seibu Livestock Health and Hygiene Service Center, 1892 Tonoshiki, Toyotachou, 
Shimonoseki 750-0421, Japan

2) Yamaguchi Chubu Livestock Health and Hygiene Service Center, 671-5 Kagawa, Yamaguchi, 
754-0897, Japan
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1-5 Kannondai, Tsukuba, 305-0856, Japan

SUMMARY

Ureaplasma diversum was isolated or detected in four cases of Japanese Black and Japanese Polled abor ted 
fetuses in Yamaguchi prefecture.  In al l cases pneumonic lesions were histopathological ly confirmed.  
Pneumonic lesions had mononuclear cell infiltration mainly consisting of lymphocytes, which had characteristic 
nodules and follicles.  In the placenta of Case 1 interstitial edema, mononuclear cell infiltration, ar teritis with 
thrombus formation, and chorionic epithelial necrosis were present.  In regard to the sensitivity of detection 
for U. diversum, the genetic test was more ef fective than cultivation.  PCR using DNA that was extracted from 
paraf fin-embedded lesion tissue showed a positive reaction regardless of the PCR negative when using organ 
emulsion.  These results suggest the possibility that pneumonia and fetal placental lesions were caused by U.  
diversum and were related to the Japanese beef cattle abor tions.
─ Key words : bovine abor tion, interstitial pneumonia, Ureaplasma diversum.
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