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パラポックスウイルス（PPV）属は反芻動物の口唇，
鼻，口腔粘膜及び乳頭に丘疹，水疱及び膿疱等を引き起
こす［1］．そのため，PPV感染症は類似の病変を形成
する口蹄疫，牛ウイルス性下痢粘膜病，悪性カタル熱
（MCF）などとの類症鑑別が重要な疾病である．
牛の PPVには牛丘疹性口炎ウイルス（BPSV），偽牛
痘ウイルス（PCPV）が知られている［1］．牛丘疹性口
炎は家畜伝染性疾病に指定され届出が必要となる．
BPSVは，おもに口腔粘膜，鼻及び舌などに丘疹を形成
し，しばしば食道や乳頭に重度の潰瘍や痂疲を形成する
［2-4］．一方，PCPVは乳頭，口唇などに水疱や丘疹を
形成し，さらに人では搾乳者小結節を引き起こす［1, 5, 
6］．近年，PCPVによる鼻鏡［7］，外陰部及び膣［8, 9］
の病変が確認されている．BPSVと PCPVは臨床症状
や病変分布等が非常に類似し，現在は遺伝学的解析によ
り分類されている．

今回，ホルスタイン種肉用子牛に口唇，舌，口蓋，食
道及び前胃粘膜に至る広範囲に丘疹状病変がみられた症
例に遭遇した．本症例は第三胃病変部のパラフィン切片
から PPV遺伝子が検出され，PCR産物の制限酵素断片
長多型解析並びに塩基配列から PCPVと同定された．
PCPVにより口腔粘膜から前胃の粘膜に至る広範囲に病
変が形成されたまれな症例と考えられたので，その概
要を報告する．

材 料 及 び 方 法

発生状況：2017 年 3 月 2 日，ホルスタイン種及び交
雑種の肥育牛 626 頭を飼養する栃木県内の肥育農場に
おいて，2カ月齢のホルスタイン種子牛 1頭が 39.5℃の
発熱，下痢を呈した．補液，抗生剤及び収斂剤が投与さ
れ，自力哺乳するまでに回復したものの，下痢は改善さ
れず 3月 15 日に死亡した．本症例は 2017 年 2 月 20 日
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要　　　　　約

2 カ月齢のホルスタイン種子牛が，下痢を呈し斃死した．剖検では，口唇，舌，口蓋，食道及び前胃の粘膜の広範囲
に重度の白色クリーム状の偽膜を伴った丘疹，び爛がみられた．組織学的に，口唇，口蓋，舌，第一胃，第二胃及び第
三胃において，有棘細胞の顕著な増生と好酸性細胞質内封入体を伴う風船様変性による上皮の肥厚がみられた．免疫組
織化学的に，病変部にパラポックスウイルス（PPV）家兎血清に対する陽性反応がみられ，超微形態学的に同ウイルス
粒子が確認された．舌乳剤上清と第三胃のパラフィン切片から PPV特異遺伝子が検出され，PCR産物の制限酵素断片
長多型解析並びに塩基配列から偽牛痘ウイルスに分類された．以上の成績から，本症例は前胃に広範な丘疹状病変を
伴った偽牛痘と診断した．─キーワード：子牛，前胃，偽牛痘ウイルス．
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養（BK）細胞，牛胎子筋肉（BFM）細胞及び牛腎株化
（MDBK）細胞にそれぞれ接種し，細胞変性効果（CPE）
の有無を確認した．
舌，気管乳剤上清及び第三胃パラフィン切片から

Sepa Gene（積水メディカル㈱，東京）により DNAを
抽出，Inoshimaら［11］の報告に従い，PPVのエンベ
ロープ蛋白をコードする B2L遺伝子を検出する semi-
nested PCR（PPP-1/PPP-4，PPP-3/PPP-4）を実施
した．PCR法で増幅された PPV遺伝子（594bp）は
XmnⅠ，PflMⅠ及び DrdⅠ（ニュー・イングランド・
バイオラボジャパン㈱，東京）を用いて制限酵素断片長
多型（RFLP）解析を行った［12］．さらに，PCR増幅
産物については，市販のシークエンスキット（DTCS 

Quick Star t Master Mix k i t , Beckman Coul ter, 

U.S.A.）によりサイクルシークエンス反応を行い，オー
ト シ ー ク エ ン サ ー（Genome Lab GeXP, Beckman 

Coulter, U.S.A.）で解析することで塩基配列を特定した．
得られた塩基配列は，フリーソフトのMEGA7（http:// 

www.megasoftware.net）で整列化し，GenBankから収
集した PPV遺伝子とともに Neighbor-joining法により
分子系統樹を作成し，遺伝的距離についてはmaximum 

composite likelihood法により算出し，ブートストラッ
プ検定は，1,000 回実施した．なお，類症鑑別として，
舌及び気管乳剤上清についてはMCFウイルス（MCFV）
［13］，牛ウイルス性下痢ウイルス（BVDV）［14］，ブルー
タングウイルス（BTV）及び流行性出血病ウイルス
（EHDV）群［15］を検出する PCR法または RT-PCR

法を行った．

結　　　　　果

病理解剖所見：口唇，舌，口蓋及び食道において，白
色クリーム状の偽膜を伴った丘疹と一部び爛がみられた

家畜市場で取引され，取引から農場導入（2017 年 2 月
23 日）までの 3日間，他の家畜市場等を輸送トラック
内で移動した．本農場では，本症例を含む家畜市場から
導入した哺乳子牛は 1頭ずつ単房で飼養していた．その
他の飼養牛に異常は認められなかった．
病理学的検査：死亡が確認された約 6 時間後に解剖
し，口唇，舌，口蓋，食道，第一胃，第二胃，第三胃，
第四胃，十二指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，肝
臓，腎臓，心臓，肺，脳，胸腺，腸間膜リンパ節，浅頸
リンパ節及び膝窩リンパ節は 20％中性緩衝ホルマリン
液で固定してパラフィン包埋後薄切し，ヘマトキシリ
ン・エオジン（HE）染色を行った．
免疫組織化学的検査：口唇，舌，口蓋，食道，第一胃，
第二胃及び第三胃のパラフィン切片について，抗 BPSV

（Chiba strain［10］）家兎血清を用いて，市販キットヒ
ストファインシンプルステインMAX-PO（MULTI）及
びシンプルステイン AEC溶液（㈱ニチレイバイオサイ
エンス，東京）の手順に従い実施した．
電子顕微鏡学的検査：ホルマリン固定後の第三胃病変
部の一部を 1％オスミウム酸で固定し，エポン包埋後超
薄切片を作製し，酢酸ウラン，クエン酸鉛で染色し，透
過型電子顕微鏡（H-7500，㈱日立製作所，東京）によ
り観察した．
細菌学的検査：肝臓，脾臓，腎臓，心臓，肺，気管ス
ワブ及び大脳を 5％羊血液加寒天培地及び DHL寒天培
地を用いて，5％炭酸ガス下及び好気下で 37℃ 24 時間
培養した．空腸内容物は滅菌生理食塩水で 10 倍段階希
釈し，5％卵黄加 CW寒天培地を用いて嫌気条件下で，
DHL寒天培地を用いて好気条件下で 37℃ 24 時間定量
培養した．大腸菌の線毛抗原の検査は，毒素原性大腸菌
線毛抗血清（デンカ生研㈱，東京）を用いて実施した．
ウイルス学的検査：舌及び気管乳剤上清を牛腎初代培

図 1　口蓋の剖検写真
硬口蓋では白色クリーム状の偽膜を伴った丘疹（矢
印）がみられ，軟口蓋では白色偽膜様物を伴うび爛
（矢頭）がみられる．

⬆
▲

▲

図 2　第一胃粘膜の剖検写真
第一胃粘膜に白色の偽膜様物の付着（点線）がみら
れる．
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免疫組織化学的に，口唇，舌，口蓋，食道，第一胃，
第二胃及び第三胃において，有棘層の風船様変性した細
胞の好酸性細胞質内封入体に一致して，BPSV家兎血清
に対する陽性反応が認められた（図 5）．
その他の臓器では，胸腺の重度の萎縮，腸間膜リンパ
節，浅頸リンパ節，膝窩リンパ節のリンパ濾胞における
中等度のリンパ球減少，肺では，壊死巣に燕麦様細胞が
集簇する特徴的な重度の壊死性化膿性気管支肺炎と線維
素性化膿性胸膜炎が認められた．なお，第四胃，十二指
腸，空腸，回腸，盲腸，結腸及び直腸に著変は認められ
なかった．
電子顕微鏡学的検査所見：第三胃病変部の有棘細胞の
細胞質内に，長径 250～300nm×短径 100～150nmの
ダンベル型のコアを 2層の膜が取り囲む形態を示す成熟

（図 1）．第一胃から第三胃の粘膜では白色偽膜様物が付
着する広範な丘疹状病変の形成がみられた（図 2）．第
一胃内には長さ 120cmの塊化したロープが存在した．
胸腔内には黄濁色の胸水が多量に貯留し，肺は横隔膜と
癒着し，赤色・硬化を呈していた．
病理組織学的所見：剖検で白色偽膜様物を伴った第一
胃から第三胃の病変部では，角質層の顕著な肥厚がみら
れ，一部は乳頭状に隆起していた（図 3）．この肥厚し
た角質層では，無数の細菌塊を伴う変性・壊死や細胞退
廃物の貯留を伴う膿疱形成が認められ，び爛を呈する部
位も認められた．有棘層では有棘細胞の増生が顕著であ
り，不定形の好酸性細胞質内封入体を伴う重度の風船様
変性が散見された（図 4）．同様の病変は口唇，舌，口
蓋及び食道でも認められた．

図 3　第三胃の病理組織所見（HE）
第三胃粘膜では，角質層の変性・壊死を伴う乳頭状
の上皮の肥厚が散見され，有棘細胞は風船様変性を呈
し著しく増生している（Bar＝100µm）．

図 4　第三胃の病理組織所見（HE）
第三胃の風船様変性した有棘細胞の細胞質内には多
数の不定形の好酸性細胞質内封入体（矢印）が認めら
れる（Bar＝20µm）．

⬆ ⬆

⬆

図 5　第三胃の免疫組織化学所見
第三胃の有棘細胞の好酸性細胞質内封入体に一致し
て抗 BPSV家兎血清に対する陽性反応が認められる．
免疫組織化学（Bar＝50µm）．

図 6　第三胃粘膜上皮の透過電子顕微鏡写真
有棘細胞の細胞質内に楕円形の成熟ウイルス粒子が
多数確認される（Bar＝500µm）．
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子は，RFLP解析及び分子系統樹解析の結果から PCPV

と同定された．さらに，第三胃に確認されたウイルス粒
子は，中心部に楕円形のコアを有しその周囲に膜が形成
されており，最外層にはエンベロープを有し，既知［16, 
17］のパラポックスウイルスと形態的に一致していた．
一方，肺ではMannheimia haemolyticaによる重度の
肺炎と胸膜炎が認められた．以上のことから，本症例は
牛マンヘミア症及び偽牛痘と診断され，肺炎が重篤化し

ウイルス粒子が多数認められた（図 6）．
細菌学的検査所見：肺，気管スワブからMannheimia 

haemolytica，気管スワブから Mycoplasma bovirhinis

が分離された．空腸内容物から嫌気条件下でクロストリ
ジウム属菌は分離されず，好気条件下では大腸菌群の菌
数は 4.0×108CFU/gであり，分離した大腸菌の線毛抗
原については K99 抗原は陰性であった．
ウイルス学的検査所見：各種材料を接種した培養細胞
に CPEは確認されなかった．遺伝学的検査では，
PPVを対象とした PCR法において，1st PCRでは舌乳
剤上清から，semi-nested PCRでは第三胃パラフィン
切片から特異遺伝子が検出された．舌乳剤上清由来の
1st PCR産物を用いた RFLP解析では，PflMⅠ処理で
のみ切断が確認され，既知の PCPVと同様であった（図
7）．シークエンス解析では，第三胃パラフィン切片由来
の semi-nested PCR産物でのみ成功し，その塩基配列
は分子系統樹解析において既知の PCPVと同一のクラ
スターに分類された（図 8）．なお，各種材料から
MCFV，BVDV，BTV及び EHDVの特異遺伝子は検出
されなかった．

考　　　　　察

今回，発熱・下痢を呈し死亡したホルスタイン種子牛
の口唇，舌，口蓋，食道及び前胃の広範囲に丘疹とび爛
が確認され，組織学的に有棘細胞の顕著な増生と細胞質
内封入体を伴う風船様変性がみられた．舌乳剤上清及び
第三胃のパラフィン切片から検出された PPV特異遺伝

図 7　パラポックスウイルスの増幅遺伝子を用いた RFLP
解析

M：100bp ladder，S：舌由来の PCR産物，P：既
知の PCPV（栃木株＊）
＊すでに B2L領域のシークエンスにより PCPVと同
定されている株

⬅ 443bp
⬅ 594bp

⬅ 151bp
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Parapoxvirus of red deer in New Zealand（AB044794）
図 8　B2L遺伝子（194bp）の塩基配列に基づく既知 PPVとの分子系統樹解析

系統樹上の数値はブーストラップ値（パーセンテージ）であり，スケールバーは塩基置換率を示す．
網掛け部分は今回検出した株を表し，それ以外の株についてはすべて株名（GenBank）アクセッション番号の順で示して
ある．系統樹の右側には，ウイルス種を示す．
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胃に広範に重篤な丘疹状病変が確認された報告はなく，
報告する価値があると考えられた．
稿を終えるにあたり，抗体を提供いただいた国立大学法人　
岐阜大学の猪島康雄教授に深謝する．
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斃死したものと考えられた．
稟告では下痢が主訴であり，口唇，舌，口蓋，食道及
び前胃に丘疹あるいは白色偽膜様物が付着する丘疹状病
変が認められたものの，その他の腸管では著変はなく，
クロストリジウム属菌や大腸菌の関与についても言及す
ることができず，下痢の原因については不明であった．
一般的に PCPV感染症は乳頭に病変を形成するとさ
れていたが，国内の PCPVの初分離事例［18］では，
乳頭のほか，舌，口腔粘膜に水疱病変が確認されている．
また，外陰部や膣病変部からもウイルス分離や遺伝子が
検出され［8, 10］，病変分布は多様である．本症例では，
口腔粘膜や鼻のみならず消化管である第一胃～第三胃の
粘膜にも白色偽膜様物が付着する丘疹状病変が観察され
た点が非常にまれで興味深い．一方，BPSV感染症では
病変が重篤化した場合に前胃まで病変を形成するとされ
ている［1, 19］．
このことから，BPSV，PCPVのいずれにおいても，

同様の組織構造を有する口腔粘膜，鼻粘膜，舌，食道及
び前胃に病変を形成し得ると考えられ，病変部位による
識別は困難であることが本症例でも再確認された．PPV

は，潜在感染から免疫機能の低下によりウイルスが再活
性化する［20］．また，PPV感染症では病変が限局し全
身症状を伴うことはほとんどないが，BVDVや牛伝染
性鼻気管炎ウイルス等の他の病原体の二次感染や重感染
［21-23］，ストレスを受けた際に重篤化する［20］．
本症例では，胸腺の萎縮やリンパ系組織におけるリン
パ球の減少がみられた．また，本症例は 3日間，トラッ
ク内で移送され，導入時の栄養状態は良好ではなかっ
た．さらに，重篤な肺炎を呈していたことにより，体力
は著しく低下していたものと考えられた．このことか
ら，本症例は輸送ストレスにより免疫機能が低下し，か
つ肺炎を併発したことにより，口腔から前胃に至る広範
囲に丘疹状病変が形成されるに至ったと考えられた．
剖検において，第一胃粘膜と誤食したロープが癒着し
ているのが確認された．このロープにより第一胃粘膜が
損傷し，口腔内で増殖した PCPVが第一胃粘膜に定着・
増殖に至った一因とも考えられたが，詳細は不明であ
る．一方，BPSV感染症では口蹄疫，BVD，悪性カタ
ル熱等との類症鑑別が必要である．本症例では，口蹄疫
の好発部位とされる口唇，鼻腔及び舌上部などにはび
爛，潰瘍あるいは水疱形成などはほとんどみられず，白
色偽膜様物の付着を伴う上皮の増殖性病変が観察され，
発生農場のその他の飼養牛 626 頭にも異常は確認さな
かったことから，口蹄疫は否定された．また，BVDV

やMCFV等のウイルスについても遺伝子は検出されず
否定された．

BPSV感染症では，重度の病変が確認された報告はあ
るものの［2-4］，本症例のように PCPVが関与して前
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SUMMARY

A two-month-old Holstein calf exhibited diarrhea and subsequently died.  During the necropsy, a cream-col-
ored pseudodiphtheritic membrane (papules) and severe erosion were found on the mucosal sur faces of the 
lips, tongue, palate, esophagus and forestomaches.  Histopathologically, marked thickening of the epithelium, 
severe keratosis and epithelial proliferation with ballooning degeneration, and intracytoplasmic eosinophilic 
inclusion bodies in the cells comprising the prickle cell layer were seen on the lips, tongue, palate, esophagus, 
rumen, reticulum and omasum.  Parapoxvirus antigens and parapoxvirus-like par ticles were found immunohis-
tochemically and electronmicroscopically in the lesions of the omasum.  Virologically, the viral DNA obtained 
from the paraf fin-embedded tissue of the omasum lesions was classified as pseudocowpox virus by nucleotide 
sequencing or restriction fragment length polymorphism analysis.  Based on the results, the disease was diag-
nosed as pseudocowpox with extensive papular lesions in the forestomaches of a Holstein calf.
─ Key words : calf, forestomach, pseudocowpox virus.
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