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緒 言 

 

酪農において、牛が事故なく分娩を終え、その後泌乳を開始し、スムーズに

泌乳最盛期を迎え受胎することは、個体管理上の重要な達成目標である。その

過程で大きな障壁となるものの一つに子宮感染症がある。ほとんどすべての牛

は、分娩直後に、弛緩した子宮頸部を通って外部環境から上行性に侵入してき

た細菌によって子宮が汚染され感染する。子宮は分娩後 40 日目で約半数、60

日目で約 90％が常在細菌叢となるが[44]、細菌の排除がスムーズに行われない

牛では子宮感染症が発症する。産後の子宮感染症は、産褥性および滲出性子宮

炎、臨床型および潜在性の子宮内膜炎を引き起こし、空胎期間を延長させ、結

果として繁殖成績の低下[20]や淘汰率の上昇[33]などの悪影響を及ぼす[16]。

産褥性子宮炎は、子宮の肥大と赤褐色の水様性の子宮内分泌物を特徴とし、分

娩後 21 日以内に全身疾患の兆候（乳量の減少、鈍痛、中毒症状）と 39.5℃以上

の発熱が見られる[47]。全身症状がない場合でも子宮角の異常な拡大と膿性の

粘液を排出するものは滲出性子宮炎として分類される。また、多形核好中球の

割合（PMN％）が分娩後 21～33 日では 18％以上を、分娩後 34～47 日では 10％

以上を、子宮内膜炎とされている[29]。分娩後 40 日から 60 日の間で５％をカ

ットポイントとし、PMN５％以下を正常と判断する指標もある[21]。滲出性子

宮炎や子宮内膜炎の治療には一般的に抗生物質が使用されるが、通常、抗生物

質使用による出荷制限がかかり、乳や動物の出荷停止など、経済的にもマイナ

スの影響を与える。子宮感染症を予防し、スムーズに次の泌乳期間に移行させ

ることは、産後の牛の管理にとって経済的に非常に重要である。産後の子宮内

膜炎を発症させる細菌としては、Escherichia coli（E. coli）と Trueperella 

pyogenes（TP）が広く知られている[3, 47, 55]。子宮内への E. coli の定着は、

子宮内膜への深刻なダメージと卵巣周期の乱れを引き起こし、その後の不妊に

つながることが報告されている[25, 36, 56]。子宮内感染の初期段階では、E. coli
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が病原体となり、その後、TP などの病原細菌の感染が引き起こされ、持続的な

感染により慢性的な子宮疾患となる[17]。こういった細菌の持つリポ多糖（LPS）

は、卵巣の卵胞膜細胞に作用し、黄体形成ホルモン（LH）により刺激された卵

胞膜細胞のステロイド産生を阻害する[36]。また、産後早期の膣内に E. coli や

LPS が存在すると、その後、TP やグラム陰性嫌気性菌による子宮感染症の発症

が促進される[17]。分娩直後の E. coli の感染を防ぐことは、これらの LPS の作

用を防ぎ、他の細菌による感染の予防に貢献することが想定される。これらの

理由から、酪農では分娩後早期の E. coli の子宮内への感染に対応することが重

要である。  

子宮感染症では、子宮内膜以外の組織に感染する下痢原性大腸菌

（Diarrheagenic E. coli : DEC）や尿路病原性大腸菌（uropathogenic E. coli : 

UPEC）などの腸管外病原性大腸菌（Extra-intestinal pathogenic E. coli : ExPEC）

が関与している可能性や、これまでに確認されていない特徴的な病原因子

（Virulence Factor: VF）を持った E. coli 株が子宮内膜に感染する可能性がある。

多くの病原細菌において VF は、宿主組織細胞への特異的な接着に関わるタンパ

ク質や糖鎖、毒素因子や莢膜などであることが報告されている。細菌の宿主組

織表面への付着を決定する基本的なプロセスは、微生物表面タンパク質のアド

ヘシンによって媒介される[31]。これまでの研究において、子宮から分離され

た E. coli は、DEC や ExPEC に関連する共通の VF 遺伝子の多くを持たず、そ

の性質が明らかとされていないが、特定の VF を持たず、子宮内膜の上皮細胞や

間質細胞に付着して侵入し、より多くの子宮内膜炎を引き起こす可能性がある。

その特殊な株は、子宮内膜病原性大腸菌（Endometrial Pathogenic E. coli：

EnPEC）と報告されている[48]。EnPEC の進化的背景は明らかではないが、骨

盤内炎症性疾患関連の EnPEC においては鉄イェルシニアバクチン取り込み受

容体（fyuA）遺伝子が検出されたという報告もある。その報告では、臨床的に

異常のない動物の子宮から分離された E. coli からは fyuA 遺伝子は検出されず、
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子宮内膜炎を引き起こす病原因子の１つではないかと示唆されている[24]。病

原性 E. coli の進化の起源を評価するために、病原性に関わる 3 つのゲノム領域

（chuA、yjaA、TSPE4.C2）を指標にした系統分析が用いられ、A、B1、B2、D

の 4 つの主要な系統群グループに分類される手法が用いられている[26]。前述

したように E. coli 子宮感染症の原因となる E. coli 群に関して、その VF に関す

る研究は十分ではない中で、最近の研究では、VF の病原性に着目したものがあ

るが、病原性の決定的な要因としての VF については研究者によって結論が異な

る[8, 9, 22, 30]。 

以上のような背景をもとに、本研究の目的は、滲出性子宮炎や子宮内膜炎と

関連する E. coli の特性を明らかにすることとし、E. coli の系統分類的な解析や、

VF を同定し、それらが臨床症状とどのように関連するかを考察することとした。

特に、滲出性子宮炎および子宮内膜炎から分離した E. coli を用いて、6 つの VF

遺伝子、fimH、fyuA、kpsMTII、csgA、hra1、astA の保有状況を調査し、VF

と臨床症状や TP との混合感染との関連性を調査することを目的とした。 
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第一章 滲出性子宮炎と子宮内膜炎を発症した牛の子宮から採取した E. coli の 

系統群グループ分類 

 

Ⅰ．小緒  

 

子宮内感染症においては、子宮内膜以外の組織に感染する E. coli について、

遺伝的背景や VF などの特性が明らかにされておらず、例えば DEC や UPEC な

どの ExPEC が関与している可能性や、これまでに確認されていない未知の E. 

coli 株が子宮内膜に感染する可能性がある。Sheldon らは、子宮内膜の上皮細胞

や間質細胞に付着して侵入し、より多くの子宮内膜炎を引き起こす可能性が高

い E. coli 株を EnPEC と命名したが[48]、この EnPEC の病原性に対する遺伝的

背景は明らかではない。一般的に E. coli の遺伝的背景に基づく系統分析のため

の一つの E. coli 分類法として、病原性に関わる 3 つのゲノム配列（chuA、yjaA、

TSPE4.C2）を用いたの 4 つの主要な系統群グループ（A、B1、B2、D）に分類

する方法がある[26]。従来はこのような系統的なグループ分けは、マルチロー

カス酵素電気泳動[26, 43]やリボタイピング[10-12]によって行われていたが、

これらの技術はいずれも複雑で時間がかかる。Clermont らは腸管出血性大腸菌

O157:H7 のヘム輸送に必要な遺伝子 chuA [14, 38, 51]、E. coli  K-12 の全ゲノ

ム配列から最初に同定された遺伝子で、その機能は不明な yjaA [13]、そして彼

らのライブラリーから TSPE4.C2 と名付けられたゲノム配列断片[14]の 3 つの

ゲノム領域を対象とした triplex PCR による検出に基づいて、E. coli の病原性に

基づく系統群を迅速に決定する手法を提案した[15]。具体的には、chuA 遺伝子

を持つ病原性の高いものを グループ B2 と D とし、chuA 遺伝子を持たないも

のをグループ A および B1 と分類する。さらに、yjaA 遺伝子を持つものをグル

ープ B2、持たないものをグループ D と分類する。最後に、TSPE4.C2 は、グル
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ープ B1 株に存在し、グループ A 株には存在しないということにより、４つの

グループに分類する手法である（図１）。近年、より簡便なこの Clermont らの

方法による系統分析にて、様々な疾患から分離された病原性の大腸菌を分類す

ることが試みられ、ほとんどの常在菌は A および B1 に属し、病原性の高いも

のは B2、D に多く、様々な VF 遺伝子を保有していると報告されている[18]。

一方で Sheldon らは、子宮疾患の動物からは A 群や B1 群の菌が分離されやす

かったと記述している[48]。以上のように、滲出性子宮炎や子宮内膜炎に関わ

る E. coli の系統群の詳細は明らかにされておらず、臨床症状の経過や系統群と

の関係についても研究されていない。本章では、明らかな臨床症状を示す子宮

内膜炎から分離した E. coli を用いて、chuA、yjaA および TSPE4.C2 の保有状

況を調査し、Clermont らの方法による系統分析により、滲出性子宮炎と子宮内

膜炎に関連する E. coli の系統群を明らかにすることとした。 

 
図１ chuA、yjaA、TspE4.C２を用いた系統分類法 

 Clermont ら (2000)より引用（15） 
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Ⅱ．材料と方法 

1．共試動物 

本研究は、酪農学園大学の動物実験施設ガイドライン（承認番号 VH17C10）

に基づいて実施した。3つの酪農場から産後 8日から 66日の間に子宮内に E. coli

が分離されたホルスタイン・フリーシアン牛 19 頭を使用した。全頭が分娩房で

単独分娩し、1 日 2 回の搾乳を行い、臨床的には全身症状がなく、正常である

ことが確認された。 

 

２．臨床検査 

子宮検査は分娩後 7 日±3 日で開始し、子宮修復が完了するまで 7 日±3 日おき

に実施した。経直腸触診、膣鏡と超音波検査（HS-101v; HONDA ELECTRONICS 

CO,.LTD, Aichi, Japan）による生殖器検査によって、各牛の子宮修復状態を評

価し記録した。分娩後 21 日以内の牛で全身症状がなく、子宮角径が異常に拡大

し、膣内に膿性の子宮分泌物があった牛を滲出性子宮炎と定義した[47]。子宮

内膜炎は、産後 22 日目以降に Sheldon らのスコアリングシステムにより診断し

た。子宮角の最大径と子宮頸の最大径を測定し、その大きさにより 0 から 2 の

3 段階でスコアリングした[45]。子宮角の最大径は、小（初産牛 3.5cm 未満、

経産牛 4.0cm 未満）をスコア 0、中（初産牛 3.5～5.5cm、経産牛 4.0～6.0cm）

をスコア 1、大（初産牛 5.5cm 以上、経産牛 6.0cm 以上）をスコア 2 とし、子

宮頸の最大径は、小（初産牛 4.5cm 未満、経産牛 5.0cm 未満）をスコア０、中

（初産牛 4.5～7.0cm、経産牛 5.0～7.5cm）をスコア１、大（初産牛 7.0cm 以上、

経産牛 7.5cm 以上）をスコア２とした（表 1）。膣粘液は、膣鏡検査によりその

量と性状からそれぞれ 0～3 までの 4 段階でスコアリングした[55]。透明または

半透明のものをスコア 0、50ml 未満で白色の濃片がわずかに混入しているもの

をスコア１、50mL 未満で 50%が白色またはオフホワイトの膿性物質を含むも

のをスコア２、50mL 以上の膿性物質を含む滲出液で白色または黄色のものをス
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コア３とした。また、悪臭または血様のものにはスコア３を加算した（表１お

よび図２）。PMN％は分娩後 21～33 日では 18％以下を、分娩後 34～47 日で

は 10％以下を、それ以降に関しては Gilbert らの方法を一部改変し、分娩後 48

～60 日では 5％以下を正常とした[21, 55]（表２）。トータルスコアが 1 以上の

牛を子宮内膜炎と定義し、このトータルスコアが 0、PMN％が正常で、細菌が

分離されなかった検査日を子宮修復完了日と定義した（表 2）。 

 

表１ 滲出性子宮炎および子宮内膜炎の重症度評価スコアリングシステム 
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図 2 膣粘液のスコアリング 

膣粘液のスコアリングは、sheldon らの方法に従って行った（46）。 

 

表２ ＰＭＮ％を基にした子宮内膜炎診断基準 

 
 

３．子宮内スワブ採取と細菌検査 

子宮内膜細胞診のための子宮内スワブは、滅菌したサイトブラシ器具

（Metricbrush; Fujihira Industry, Tokyo, Japan）を用いて採取した[4]。外性器

は乾いたペーパータオルで拭いた後、塩化ベンザルコニウムと 70％アルコール

で消毒した。プラスチックのシースで覆われたサイトブラシを膣内に導入し、

器具の先端を経直腸触診で外子宮口に導いた。外子宮口でシースの先端を破断
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させた後、サイトブラシのみを子宮頸管から子宮体部に導入した。子宮体部に

サイトブラシを挿入した後、ブラシを 1 回回転させて子宮内膜細胞を採取し、

子宮体からサイトブラシの器具を引き抜き、滅菌したスライドグラスの上で塗

抹した。塗抹した全てのスライドガラスをギムザ染色変法で染色し、光学顕微

鏡を用いて 200 倍で 400 個以上の細胞を計数した。そして、子宮内膜表面の全

細胞に対する PMN の出現率を算出した。塗抹後すぐに、サイトブラシ器具を、

1ml の滅菌生理食塩水を入れた滅菌プラスチックチューブに懸濁した。懸濁液

をよく撹拌した後、50μL の懸濁液を 5％羊血液寒天培地に塗抹し、37℃で 24

〜48 時間培養した。培養後、すべてのコロニーの特徴、グラム染色、形態に基

づいて細菌を同定した。また、E. coli は API 20 E（Sysmex Corp., Hyogo, Japan）

を用いた生化学的プロファイルにより同定を行った。最終的に、19 頭の牛から

32 サンプルの E. coli を分離し、25％グリセロールを含む LB 培地に入れて-80℃

で保存した。この時、TP が同時に検出された場合にはその検出を記録した。 

 

４．ゲノム DNA の抽出と、PCR による E. coli の確認 

分離した E. coli 株が E. coli であることを遺伝子的にも確認するために cdgR

遺伝子を検出した。GenElute TM Bacterial Genomic DNA Kits (SIGMA 

Ardrich/Merck, Darmstadt, Germany)を用いて、LB 液体培地で一晩震盪培養し

た細菌から DNA サンプルを精製した。反応は、NEbuffer、dNTP mix（各 0.2mM）、

Taq DNA polymerase（New England Biolabs, Ipswich, MA, United States）、

primer mix（各 0.5uM）を含む 18ul のプレミックスを用いて、さらに DNA 抽

出液（50ng）を 2ul 加え、最終的に 20ul の容量で行った。プライマーセットは

EC_F(5’-CCAGGCAAAGAGTTTATGTTGA-3’)および EC_R 

(5’-GCTATTTCCTGCCGATAAGAGA-3’)[34]、増幅条件は 94℃で 1 分、57℃

で 1 分、72℃で 1 分、最後に 72℃で 2 分とし、212bp の断片を生成した。増幅

産物は 2％（wt/vol）アガロースゲルで電気泳動して分離した。 
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５．Triplex PCR  

前述と同様に調整した E. coli ゲノム DNA サンプルを用いて PCR を行った。

反応は、NEbuffer、dNTP mix（各 0.2mM）、Taq DNA polymerase（New England 

Biolabs, United States）、6 種類のプライマー（各 0.5uM）を含む 18ul のプレミ

ックスを用いて、さらに DNA 抽出液（50ng）を 2ul 加え、最終的に 20ul の容

量で行った。増幅条件は 94℃で 4 分間の変性、94℃で 5 秒、59℃で 10 秒の 30

サイクル、72℃で 5 分間の最終伸長ステップとした。使用したプライマーセッ

トは、既報の ChuA.1（59-GACGAACCAACGGTCAGGAT-39）および ChuA.

２(59TGCCGCCAGTACCAAAGACA-39)、 YjaA.1 

(59-TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-39)および YjaA.2

（59ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-39）、TspE4C2.1

（59-GAGTAATGTCGGCATTCA-39）および TspE4C2.2

（59-CGCGCCAACAAAGTATTACG-39）[15]で、それぞれ 279bp、211bp、

152bp の断片を生成した。すべての PCR において、DNA を含まない PCR 混合

物からなるネガティブコントロールを行った。増幅産物は 2％（wt/vol）アガロ

ースゲルで電気泳動して分離した。 

 

6，E. coli の系統分類 

Triprex PCR の結果を用いて、Clermont らの方法に従い分離株をグループ A、

B1、B2、D に分類した[15]。chuA 遺伝子を検出した株をグループ B2 と D に、

chuA 遺伝子を検出しなかった株をグループ A および B1 に分類した。次いで、

yjaA 遺伝子を検出した株をグループ B2 株に、yjaA 遺伝子を検出しなかった株

をグループ D 株には分類した。最後に、ゲノム配列断片 TSPE4.C2 を検出した

株をグループ B1 株に、ゲノム配列断片 TSPE4.C2 を検出しなかった株をグル

ープ A 株に分類することで分離株を A、B1、B2、D のグループに分類した（図

１）。 
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７．統計解析 

分離された E. coli 32 株を、滲出性子宮炎群（n = 10）と子宮内膜炎群（n = 22）

に分けた。滲出性子宮炎群と子宮内膜炎群の牛は、それぞれ分娩後 21 日以内と

22 日以降と定義した。分娩後日数、腟粘液スコア、PMN％、トータルスコアを、

正規性検定後 Student's t-test を用いて両群間で比較した。データは平均値±SD

で表した。有意水準は 5％未満とした。 

 

Ⅲ．結果 

 

1． 産後の子宮から分離された E. coli に関連する臨床症状。 

それぞれの個体の臨床症状と分離された E. coli の概要を表３にまとめた。

Sheldon の方法の変法[45]によって、3 つの酪農場において産後 8 日から 66 日

の間に滲出性子宮炎または子宮内膜炎と診断した 19 頭の牛から 32 株の E. coli

が検出された。滲出性子宮炎の牛からは 10 株、子宮内膜炎の牛からは 22 株で

あった。平均分娩後日数は滲出性子宮炎群で 11.8 日、子宮内膜炎群で 37.8 日で

あった（表 4）。腟粘液スコアは滲出性子宮炎群で平均 3.2、子宮内膜炎群で平

均 0.5 であった。PMN％は滲出性子宮炎群で平均 59.2％、子宮内膜炎群で平均

7.7％であった。トータルスコアは滲出性子宮炎群で平均 6.9、子宮内膜炎群で

平均 1.7 であった（表 4）。TP との混合感染があった牛は 19 頭中４頭であった。  
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表 ３ 分離された E. coli による宿主牛の症状  
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表４ 子宮炎群と子宮内膜炎群の症状 

 

データは mean±SD.a/b,p<0.05.で示す 

PMN%; the percentage of polymorphonuclear neutrophils 

 

２． E. coli の同定 

19 頭の牛から 32 株の E. coli がされ、遺伝子的に確認するために PCR で cdgR

遺伝子を検出した。その結果、32 株全てにおいて cdgR 遺伝子が検出され、全

て E. coli であることが確認された（図３）。 

 
図３ cdgR 遺伝子の検出状況 

 

3．分娩後の子宮から分離された E. coli とその系統的分布 

19 頭の牛から分離された 32 株の E. coli について、これらの菌株の系統を調べ

るために、chuA、yjaA、TSPE4C2 のゲノム DNA 断片を PCR で検出し、Clermont

らの方法[15, 26]で A、B1、B2、D の 4 つの系統群に分類した（図 4）。81％の

菌株が B2 に分類され、A、B1、D がそれぞれ 3、6、9％を占めていた。 
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図４ 各大腸菌株の chuA、yjaA、TSPE4C2 遺伝子の検出と系統分類 

系統分類は写真の下段にそれぞれ（A、B1、B2、D）で記した。 

 

Ⅳ．考察 

E. coli は産後の滲出性子宮炎や子宮内膜炎を発症させる細菌として重要な細

菌であるが[3, 47, 55]、子宮内常在細菌としても報告されている[18]。一方で子

宮内感染症においては E. coli が主病原体とされており、常在性の E. coli と病原

性の高い E. coli の違いには、子宮内への定着や子宮内膜細胞に対する毒性に関

わる特徴的な VF が関与していることが考えられる。しかし、現在までの研究に

おいてウシ子宮内感染症に関わる E. coli の VF に関してはっきりと同定されて

いない。また、分離された E. coli の病原性を系統的に分類する Clermont らの

方法において、様々な疾患で、病原性の少ない常在菌としての E. coli はグルー

プ A および B1 に属し、B2、D 群は病原性が高いとされている[18]。この方法

を用いた子宮疾患の牛から分離された E. coli は、A 群や B1 群の菌が分離され

やすかったという報告や[22, 48]、対照的に病原性を有する ExPEC が主に B2

群と D 群に分布しているという報告もあり[15]、滲出性子宮炎や子宮内膜炎に

関わる E. coli の系統群の詳細は明らかにされていない。これらの報告の背景と

して、産後の子宮内からの細菌分離の時期が早く、臨床診断が確定する前に行

っていること、そのため常在菌も多く解析しており、本来の病原性のある大腸

菌を確実に分析できていないのではないかということが考えられた。よって本

研究では、臨床症状をはっきりと示している個体から E. coli を分離することで
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子宮内での炎症に関わる E. coli の性状、特に VF を同定することを目的とし、

特に本章においては Clermont らの方法により系統的な解析を行った結果を基

に、これまでの報告と比較し、考察することとした。滲出性子宮炎群と子宮内

膜炎群の臨床症状の比較では、腟粘液スコアはそれぞれ平均 3.2 と平均 0.5、

PMN％はそれぞれ平均 59.2％と平均 8.1％、トータルスコアはそれぞれ平均 6.9

と平均 1.7 で、有意に差が見られた（表 4）。これは、分娩後日数が浅い牛では

生理的に膣粘液スコアや PMN％が高く、トータルスコアが高くなるものであり、

これらに有意な差が出ていることにより、明確に滲出性子宮炎群と子宮内膜炎

群とで違った群を比較しているものであることを示している。また、臨床現場

での経直腸触診による診断結果がどちらも正当に評価されていることを示すも

のである。主として検出された細菌が E. coli であることが確認され（図 3）、TP

との混合感染が見られた牛は 19 頭中 4 頭であった（表３）。これは、E. coli や

TP が産後の子宮感染症を発症させるという過去の報告と一致した[3, 47, 55]。 

また E. coli の系統解析の結果、系統群の割合は過去の子宮内膜炎の報告とは

異なり、滲出性子宮炎と子宮内膜炎を引き起こす系統グループは B2 のグループ

であり、明らかな臨床症状を呈した牛から分離された E. coli 株の大部分である

81％の株がグループ B2 に属していた（図４）。Sheldon らは、滲出性子宮炎や

子宮内膜炎を含む分娩後の子宮から分離された E. coli は、主に A 群と B1 群に

属すると報告しているが[46]、この結果は、常在菌としての病原性の低い E. coli

を多く解析していた結果ではないかと考えられる。このことから、本研究で臨

床症状がはっきりした個体から分離した E. coli は、病原性の高いグループ B2

に属し、ExPEC であることが考えられ、病原性に関わる VF を持つ株である可

能性が期待された。Clermont らは、ヒトの下痢、敗血症、新生児の髄膜炎およ

び子宮と解剖学的に近接する尿路感染症を含む疾患に関わる大腸菌が B2 群と

D 群に分布していると報告している[15]。よって、本研究で検出された９％の

グループ D に属する株も病原性の高い株であることによる結果であることが考
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えられた。B２群および D 群の E. coli は、chuA を有するため、子宮内膜炎を引

き起こす大腸菌の病原性にもこの chuA が大きく関わるものであることが示唆

された。chuA はヘムの直接取り込みを仲介する役割を持つ[49]ことから、これ

らの E. coli は鉄取り込み能が高く、このことが子宮内での効率良い増殖に関連

するものであることが考えられる。yjaA は E. coli K-12 のゲノム解析で最初に

同定された遺伝子であるが、その役割は不明である[15]。chuA を保有するグル

ープの中でも更に yjaA を保有するグループが B2 群であることを考慮すると、

本研究で明らかな症状を示す牛の大部分から B2 群が検出されたことから、その

役割が不明な yjaA が chuA の鉄取り込み能を相乗的に補足する形、または yjaA

がその何らかの機能により、相加的に E. coli の病原性に関連する可能性が考え

られる。異なるグループの E.coli による混合感染や細菌数と症状、病態の関係

を解明するには特定の分娩後日数の牛に絞って更なる調査が必要である。 

本研究では、過去の報告と異なり、病原性の高い B2 に分類される E. coli を

明確に多く検出し、B2 グループの E. coli が大部分の滲出性子宮炎および子宮内

膜炎を引き起こしていることを初めて確認することができた。これは、腟内や

子宮内の常在菌（おそらく A、B1）が子宮炎、子宮内膜炎を引き起こすのでは

なく、分娩後に弛緩した子宮頸部を通って外部環境から病原性を持つ E. coli(B2、

D)が上行性に侵入し、子宮を汚染し、感染した可能性があると考えられる。こ

れは、本研究において明確に区分された滲出性子宮炎と子宮内膜炎の 2 つの異

なるグループのどちらにおいても一貫しており、この分娩後の上行性の感染を

防ぐことが滲出性子宮炎のみならず、それに続く子宮内膜炎を防ぐために有効

であると考えられる。 
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Ⅴ．小 括 

本章では、滲出性子宮炎および子宮内膜炎を実際に発症させている E. coli の

みに焦点を当て、その病原性に関わる遺伝的な系統を明らかにした。その結果、

分離された菌株のほとんどがグループ B2 に属しており、滲出性子宮炎および子

宮内膜炎にはグループ B2 の ExPEC が発症やその病態に強く関連していること

を示し、新たな知見を得ることができた。現在、滲出性子宮炎や子宮内膜炎は、

抗生物質による治療が行われており、その弊害が薬剤耐性菌という形で露呈し

てきている。本研究により、常在菌ではなく、病原性の高いとされるグループ

である B2 の ExPEC が主に滲出性子宮炎や子宮内膜炎と関連しているという知

見が得られたことにより、滲出性子宮炎や子宮内膜炎が分娩後の子宮が外部か

ら汚染されて起こること示され、その汚染を防ぐことにより、滲出性子宮炎や

子宮内膜炎を防ぐことができる可能性が考えられる。これは抗生物質を使用す

る機会自体の削減につながり、薬剤耐性菌の発生を防ぐために一定の効果が期

待される。 
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第二章 滲出性子宮炎および子宮内膜炎に関連する E. coli の VF が臨床症状、

繁殖成績、TP との混合感染に与える影響 

 

Ⅰ．小緒  

 

牛の滲出性子宮炎および子宮内膜炎を発症させる細菌として、E. coli と TP

が広く知られているが[3, 47, 55]、同じ病原細菌であっても株間においてその性

状は異なり、臨床症状を強く引き起こす株においては、宿主細胞への特異的な

接着や、増殖に関わる病原遺伝子（VF）を持っていることが知られ、同種細菌

であってもそれぞれの病態において VF は異なっている。前章において、牛の滲

出性子宮炎と子宮内膜炎には主に chuA と yjaA を保有する B2 群の E. coli がそ

の発症に関わっていることを明らかにしたが、特に chuA は鉄取り込み能に関わ

るタンパク質をコードする遺伝子で、子宮内での増殖に関わっていることが考

えられた。これらの遺伝子はともに E. coli の持つ VF 遺伝子であり、chuA と

yjaA 以外にも多くの VF が E. coli の病原性に関わっていることがわかっている

[9, 22, 30]。しかし、子宮感染症の原因となる特異的な VF に関する研究は十分

ではない。最近の研究では、VF の病原性に着目したものもあるが、病原性の決

定的な要因としての VFについては、研究者によって結論が異なる[8, 9, 22, 30]。

Bicalho らは E. coli の VF は、TP や壊死桿菌などの発生を促進すると記述して

いる[8]。また、fimH、hlyA、cdt、kpsMTII、ibeA、astA といった腸管外大腸

菌や腸管内大腸菌に共通する 6 つの VF が子宮炎や子宮内膜炎と関連すること

を報告しており、fimH と他の 5 つの VF は相乗的な関係にあるとしている[9]。

また Kassé らの報告では、hra1 と kpsMTII のみが産後子宮炎と関連すると結論

づけている[30]。更に、Moreno は、fyuA と csgA の VF 遺伝子を持つことが子

宮内膜疾患の危険因子であると報告している[22]。しかし、いずれの報告にお
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いても臨床症例から分離された E. coli からの検出率は低く、臨床症状に関与す

る VF として同定されているものはない。また、E. coli の LPS が TP との混合

感染を招くことは明らかにされているものの、その混合感染を招く E. coli の VF

に関する研究や臨床症状の経過と VF との関係についてもの研究も見当たらな

い。本章の目的は、滲出性子宮炎や子宮内膜炎の経過において、E. coli の VF

が臨床症状や TP との混合感染に関与している可能性を調査することである。

明らかに症状を示す滲出性子宮炎と子宮内膜炎の牛の子宮から分離した E. coli

を用いて、既報から特に重要であることが推測される 6 つの VF 遺伝子、fimH、

fyuA、kpsMTII、csgA、hra1、astA の保有状況を調査し、滲出性子宮炎および

子宮内膜炎の臨床症状と TP との混合感染の有無を調査することにより、子宮

内感染に関係する可能性のある E. coli の VF について明らかにすることとした。 

 

Ⅱ．材料と方法 

1．共試動物 

本研究は、酪農学園大学の動物実験施設ガイドライン（承認番号 VH17C10）

に基づいて実施した。3 つの酪農場から産後 8 日から 66 日の間に子宮内に

E. coli が分離されたホルスタイン・フリーシアン牛 19 頭を使用した。全頭が

分娩房で単独分娩し、1 日 2 回の搾乳を行い、臨床的には先進症状がなく、

正常であることが確認された。 

 

２．臨床検査 

第一章のⅡ材料と方法２に記載した。 

 

３．子宮内スワブ採取と細菌検査 

第一章のⅡ材料と方法３に記載した。 
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４．ゲノム DNA 抽出と PCR による E. coli の確認 

第一章のⅡ材料と方法 4 に記載した。 

 

５．RAPD PCR 

前述と同様に調整した E. coliゲノムDNA 50ngを用いて、プライマー20pmol，

dNTP mix(各 0.2mM)、Taq DNA ポリメラーゼ 1.25unit,Taq DNA polymerase

（New England Biolabs, United States）を含む 25ul で PCR を行った。プライ

マーは、既報の 5'-GCGATCCCCA-3'（プライマー名：1283）を使用した[1]。

増幅の条件は、94℃×1 分、36℃×1 分、72℃×2 分、最後に 72℃×2 分とした。

増幅産物は 2％（wt/vol）アガロースゲルで電気泳動により分離した。 

 

６．VF 遺伝子の PCR  

前述と同様に調整した E. coliゲノムDNA サンプルを用いて PCRを行った。

反応は、NEbuffer、dNTP mix（各 0.2mM）、Taq DNA polymerase（New England 

Biolabs, United States）、primer mix（各 0.5uM）を含む 18ul のプレミックスを

用いて 20ul の容量で行い、最後に DNA 抽出液（50ng）を 2ul 加えた。増幅の

条件は、94℃で 1 分、55- 63℃で 1 分（各プライマーセットに応じて、表５[2, 22, 

30, 34]）、72℃で 1 分、最後に 72℃で 2 分とした。すべての PCR において、

DNA を含まない PCR 混合物からなるネガティブコントロールを行った。増幅

産物は 2％（wt/vol）アガロースゲルで電気泳動により分離した。 
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表５ PCR に使用したプラーマーの詳細 

 
 

7．統計解析 

第一章で行った統計解析に加えて全試験個体を kpsMTII 保有群（n=12）と

kpsMTII 非保有群(n=7)に分け、平均産次数、子宮修復日数、初回授精日数、空

胎期間、TP 混合感染について正規性検定後 Student's t-test を用いて両群間で

比較した。データは平均値±SD で表した。有意水準は 5％未満とした。 

 

Ⅲ．結果 

 

１．E. coli 同種異株の検出 

19頭の牛から分離同定した E. coli 32株を RAPD-PCRにより株間のゲノム上

の差異を検出して、株間の相違を確認した。分離した 32 株の E. coli のほぼ全

てで異なるパターンのバンドが検出され、それぞれが異なる株であることが示

唆された（図５）。 
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図５ RAPD-PCR による大腸菌異株の確認 

 

2．E. coli の VF の検出 

分離した E. coli が臨床症状に関わると予想した 6 つの VF の保有状況を PCR

により調査した（図６、表５）。また、滲出性子宮炎および子宮内膜炎の症状と

の比較を表６にまとめた。滲出性子宮炎群の E. coli 10 株すべてに 5 種類の VF

（fimH、fyuA、hra1、csgA、astA）が検出された（図 6、表 6）。これら 5 種類

の VF の保有率は、産褥期以降も 90.9～100％と高かった（表６）。中でも fyuA

は子宮内膜炎群の 2 頭のみ検出されなかった。滲出性子宮炎群と子宮内膜炎群

から分離された E. coli における kpsMTII の保有率は、それぞれ 60.0%および

50.0%であった（表６）。kpsMTII のみ、保有率に大きな違いが見られた。
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図 6 各 E. coli 株の VF 遺伝子検出状況 
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表５ 検出細菌株と E. coli の保有 VF 
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表６ 滲出性子宮炎および子宮内膜炎における検出 E. coli の VF 遺伝子保有状況 

 

データは mean±SD.a/b,p<0.05.で示す 

 

3. E. coli の VF と臨床症状 

kpsMTII を検出した牛と kpsMTII を検出しなかった牛との比較では、膣粘液

スコアがそれぞれ 1.7±1.7 と 0.1±0.4、PMN％がそれぞれ 24.5±29.7 と 8.3±

12.4 であり、有意な差が認められ、子宮修復に要した日数はそれぞれ 61.6±21.2

日と 40.6±7.7 日であり、kpsMTII を検出した牛では有意に子宮修復に日数を

要した。一方、初回授精日数はそれぞれ 109.6±42.8 日と 93.0±32.7 日、空胎

日数はそれぞれ 167±78.0 日と 134.8±97.3 日であり、有意差はなかったものの

kpsMTII を検出した牛において日数を要する傾向があった（表 7）。 

 

表 7  kpsMTII 検出群、非検出群における繁殖パラメータ比較 

 
データは mean±SD.a/b,p<0.05.で示す 

4. kpsMTII の保有状況と TP 検出状況 
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大腸菌が分離された 19 頭の牛のうち 33.3%にあたる４頭の牛（ s7, s9, 

s12,s13）から E. coli と同時、または E. coli が非検出後に TP が検出された。

また、これらの牛において TP が検出されてからは子宮回復判定に至るまで TP

の感染が持続した（表３）。統計的に有意な差はなかったものの、TP が検出さ

れた個体は、100%の個体が kpsMTII を保有する E. coli に感染しており、

kpsMTII を保有しない E. coli に感染した牛は TP に感染しなかった（表 7）。 

 

Ⅳ．考察 

本章では、滲出性子宮炎および子宮内膜炎から分離された E. coli の VF と臨

床症状や繁殖成績、そして TP の混合感染との関連性を検討した。VF 遺伝子の

検出率は、５つの VF（fimH、fyuA、hra1、csgA、astA） では 90.9～100％、

kpsMTII では 50％であり過去の報告[9, 22, 30, 48]と比較して高かった（表 6）。

これらの VF は、その機能が既に報告されている。fimH は、最もよく研究され

ているアドヘシンの一つであり、E. coli では最も多く検出される VF である[9, 

22, 30]。一般的に、E. coli の哺乳類細胞への付着に関与しており[28]、感染へ

の足掛かりとなることから、最も重要な VF であると言われている[32]。この点

においては、Sheldon らも fimH が子宮内膜細胞への接着にも関与していること

を示唆しているが[48]、他の報告においてその検出率は 87~89%程度であり、

我々の検出率よりは低い[9, 22, 30]。hra1 は、もともと子豚や子羊に病原性を

持つ O9 : H10 : K99E. coli 株の自己凝集性および血球凝集性タンパク質として

報告された VF で[35]、非病原性大腸菌にも存在するが、腸管凝集性大腸菌

（EAEC）などの病原性の高い E. coli のコロニー形成に関わっており、この自

己凝集能力により貪食を回避するためのバイオフィルムの形成に関与している

[7, 19, 37]。この hra1 については、Kassé らにより乳牛の子宮内感染症との関

連が初めて報告されたが、その保有率は 21%程度であり、本研究の検出率より

かなり低い[30]。astA は、ヒトの下痢の発症に関与する EAEC 熱安定性毒素 1
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（EAST1）をコードする遺伝子である[53]。Bicarho らは、EAST1 が牛の産後

の子宮感染症の発症に重要な役割を果たしている可能性があり、VF 遺伝子 astA

が fimHに次いで 2番目に重要な子宮炎の予測因子であることを報告しているが

[9]、EAST1 による毒力発現の機序は明らかにされていない[53]。fyuA と csgA

はともにバイオフィルム形成に関与する VF である[24, 50]。fyuA は、尿路感染

症の最も一般的な病原体の一つである UPEC に高い頻度で見られる鉄取り込み

受容体の遺伝子である[23]。csgA は、バイオフィルムを形成するアミロイドで

ある Curli の構造の一部で、様々な病原性タンパク質の機能を高める働きがあり

[5, 50, 52]、fuyA と共に産後子宮障害の発症に広く関与している[22]。これら

報告からまとめると、子宮炎、子宮内膜炎発症における推測されるメカニズム

として、fimH が子宮内膜への接着に作用し、hra1 がコロニー形成を促進し、fyuA

と csgA がともにバイオフィルム形成を促進することで E. coli にとって子宮内

にて安定した感染が成立するよう働くと考えられる。さらに、astA が毒素とし

て子宮上皮細胞に直接的な悪影響を与えているものと考えられる。これまでの

報告では滲出性子宮炎や子宮内膜炎の発症以前からサンプリングを行ったため

常在菌の分離率が比較的高たったと考えられ、VF の検出率が低かったが、本研

究では発症した牛からのみサンプリングを行ったため VF の検出率が高く、より

明確に病原性に関連する VF を特定できたと考える。驚くべきことに、産後の子

宮から分離された大腸菌 32 株すべてに 4 種類の VF（fimH、hra1、csgA、astA）

が検出された（表 6）。この結果は、これら 4 つの VF が滲出性子宮炎および子

宮内膜炎の発症と強く関連していることを支持するものである。32 株のうち、

fyuAを欠いていたのは 2株のみであった（表 5）。これらの菌株は同時に kpsMTII

を欠いており、臨床症状は比較的軽かった。これらの株は系統群 B1 および D

に属し、比較的病原性が低い系統であることと一致し、比較的病原性の高い株

に限り kpsMTII を保有することを示している（図 4）。一方で、前章において、

E. coliの鉄取り込みに必要な遺伝子である chuA[49]が E. coliの病原性に大きく
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関わることを示したが、この fyuA もまた E. coli の鉄取り込みに関わる VF であ

る[24]。前章において、yjaA が chuA の鉄取り込み能を補足する形で病原性を

増強する可能性を考察したが、本章において fyuA を欠如した株は系統群 B1 ま

たは D であったことを考慮すると、E. coli の鉄取り込み能が病原性に強く関連

していることが裏付けられる。地球上に鉄は多く存在していても、生体や細菌

が利用可能な形で存在する鉄は限られているため、それぞれが効率的な鉄取り

込み機構を備えることで競争している[54]。子宮は解剖学的に鉄をあまり含ま

ない尿路系と近接していることから、病原性以前に強力な鉄取り込み能を持た

なければ生き残ること自体が難しいということの結果である可能性もある。鉄

取り込み能がどのようにして子宮に対する病原性を発揮するかというメカニズ

ムに関しては、in vitro を含めた鉄を制限した環境での調査など、更なる研究が

必要である。 

kpsMTII は、他の VF に比べて検出率が低かった（表８）。 kpsMTII は、莢

膜タンパク質 K1 または K5 をコードしている[30]。これらのタンパク質は、感

染の初期段階において、細菌の表面や補体系と相互作用することで、非特異的

な免疫を回避または打ち消す役割を果たしている[27]。kpsMTII は、ニワトリ

の蜂窩織炎[15]や女性の尿路感染症との関連も報告されている[40, 41]。Bicalho

らは、子宮が kpsMTII 遺伝子を持つ子宮内 E. coli に汚染された牛は、子宮が汚

染されていなかった牛に比べて、妊娠する可能性が 9.2 倍低いことを報告して

いる[9]。Kassé らは、kpsMTII を持つ E. coli が泌乳開始 1-7 日目に子宮内で検

出された牛は、E. coli が検出されなかった牛に比べて 6.2 倍、kpsMTII を持た

ない E. coli に感染した牛に比べて 3.2 倍、その産後子宮感染症を引き起こす可

能性が高いと報告している[30]。また、Moreno らは kpsMTII が乳牛のリピー

トブリーダー症候群の原因となる可能性があると報告している[22]。このよう

に、これまでの報告では、kpsMTII が産後の子宮の問題を引き起こすことが一

貫して認められているが、臨床症状との関係については、これまで報告されて
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いない。本研究において kpsMTII の有無と臨床症状を比較した結果、kpsMTII

が存在する場合は、それが存在しない場合に比べて腟粘液スコアと PMN%が有

意に悪化することがわかった（表 7）。前述の滲出性子宮炎・子宮内膜炎に関連

する他の 5 つの VF に加えて、kpsMTII が病態をさらに悪化させる要因である

ことが考えられる。また、分娩後の子宮修復に要した日数は、kpsMTII 保有群

では 61.3 日であったのに対し、kpsMTII 非保有群では 40.6 日であり、kpsMTII

保有群では子宮修復に有意に時間がかかっていることがわかった（表 7）。これ

により、kpsMTII が乳牛の産後の子宮修復を遅らせることに関連していること

が明らかになった。これは、kpsMTII にコードされる K1 または K5 タンパク質

が、細菌の表面や補体系と相互作用することや、分子擬態することで、免疫認

識を回避するシステムの結果であると考えられる[27]。kpsMTII は子宮修復を

遅らせる要因ではあることが示されたが、興味深いことに、子宮修復達成後に

続くはずの、初回授精日数や空胎日数を長引かせる要因ではなかった。このこ

とは、E.coli に対し免疫力が勝り、自浄作用による感染の克服と kpsMTⅡによ

る子宮修復遅延を克服後、卵巣機能や、精子にとっての子宮内環境などが全て

整って初めて人工授精、受精、着床に至ることから、子宮修復遅延とは別の要

因によるものであると考えられる。また、本研究では繁殖検診が毎週行われて

いたため、妊娠を達成するための全ての条件が揃ってすぐに適切な授精ができ

たことも、これらに差が出なかった要因と考えられる。通常は２週間に一度の

繁殖検診が行われるが、地域によっては 1 ヶ月に一度、場合によっては行われ

ていないことを考慮すると、例えば、kpsMTII 陰性群の牛が分娩後４０日前後

で子宮修復の完了を確認できれば、その牛は畜主の観察の対象となるが、少な

い頻度の繁殖検診が分娩後 40 日から 60 日の間で行われた場合、kpsMTII 陽性

群の牛はその後一か月以上子宮修復が完了していない牛として放置される可能

性があり、kpsMTII による子宮修復の遅延は、その後の繁殖成績に大きく影響

するものと考えられる。 
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kpsMTII 保有群と kpsMTII 非保有群では、TP との混合感染の比率はそれぞ

れ 33.3%と 0%であった（表 7）。全ての混合感染例において、kpsMTII を保有

する E. coli が早期に検出された（表 5）。産後早期に膣内に E. coli や LPS が存

在すると、産後後期に TP やグラム陰性嫌気性菌による子宮感染症が発生しや

すくなることから[17]、VF の中でも kpsMTII はこの移行に関わっていること

が考えられる。また、若齢動物では E. coli と TP の混合感染例が多く、今回検

出された kpsMTII を持つ E. coli に感染した個体は、有意に産次が低かった（表

7）。Moore らは、処女雌牛の子宮から TP の s16 rRNA 遺伝子配列が検出され

たことを報告している[39]。これらのデータは、我々が臨床現場で遭遇する TP

感染症（臍帯炎、膿瘍、乳房炎など）は、子牛、育成牛、若齢牛に多く見られ

るという事実と一致しており、年齢と TP 感染症との関係や、他疾患での E. coli

の VF と TP 感染症との関係性が推察される。以上のことから、E. coli の持つ 6

つの VF（fimH、fyuA、hra1、csgA、astA、kpsMTII）の中でも、特に kpsMTII

が臨床症状の悪化、子宮修復の遅延、TP との混合感染と誘発する可能性が明ら

かになった。近年では莢膜の K 抗原を標的とするバクテリオファージも見つか

っている[42]。中には kpsMTII がコードするタンパク質を特異的に認識し、溶

菌することができるバクテリオファージが存在する可能性があり、このバクテ

リオファージが発見され、これを使ったファージセラピーが可能となれば、

kpsMTII が発現し、強い病原性を持つ大腸菌をターゲットとした治療ができる

可能性がある。一方で、生産性の向上という酪農の目的のためには治療ではな

く病気を出さないことがより重要であり、kpsMTII 陽性の E. coli による感染を

防ぐ必要があるが、その選別は現実的に不可能であるため、E. coli 自体による

感染を防ぐことが重要である。つまり、最善の解決策は牛を汚さないことであ

るが、そのためにファージセラピーを予防的に使うことも一つの考え方として

有効であると考えられる。本章では、初めて子宮感染症に強く関連する VF を特

定できることができた。今後、それぞれの VF が産後の子宮感染症の発症にどの
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ように関与しているか、そのタンパク質の発現量や発現パターン、メカニズム

の解明にはさらなる研究が必要である。 

 

Ⅴ．小 括 

本章では、牛の滲出性子宮炎および子宮内膜炎を発症させる細菌として広く

知られる E. coli の持つ VF が臨床症状や繁殖成績にどう関係しているか、また、

E. coli の VF と TP の混合感染との関係を明らかにした。既報から特に重要だと

推測される 6 つの VF( fimH、fyuA、hra1、csgA、astA、kpsMTII）が滲出性子

宮炎および子宮内膜炎の発症において重要であり、特に kpsMTII が症状の悪化

と子宮修復の遅延、更に TP との混合感染を引き起こす要因であることを初め

て明らかにした。子宮修復の遅延は酪農において生産性を大きく悪化させる要

因であり、また、子宮感染症発症後、TP が E. coli による感染の後に感染源と

なり、その持続的な感染により慢性子宮疾患となることから、症状の悪化、子

宮修復遅延、TP による感染の前段階でその感染源の変遷に関わる要因を明らか

にしたことは、慢性子宮疾患の予防の礎となり、酪農経営の改善に大きく貢献

するものと考える。前章において B2 グループの ExPEC が子宮内感染を引き起

こすことを明らかにしたが、その要因となる外部環境からの汚染を防ぐことが、

急性の炎症のみならず、それに引き続く慢性的な子宮疾患を予防、更には繁殖

成績の改善に寄与すると考えられる。外部環境からの汚染を防ぐことが本質的

に重要であることは本章においても一貫している。また、それにより、獣医師

が持つ社会的使命である食品の安全性の確保や抗生物質を使用する機会自体の

更なる削減につながり、本章の結果は大きな価値があるものと考える。 
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総 括 

本研究では、牛の滲出性子宮炎と子宮内膜炎が、常在細菌により引き起こさ

れるものではなく、分娩後に弛緩した子宮頸部を通って外部環境から上行性に

侵入し子宮を汚染し感染した B2 グループの ExPEC によって引き起こされるこ

とが多いこと、その中でも特定の VF（fimH、fyuA、hra1、csgA、astA、kpsMTII）

を持つものが症状を引き起こし、特に kpsMTII を持つものが膣粘液スコアと

PMN％の悪化を主体とする症状の悪化、それに続き、子宮修復の遅延を引き起

こすこと、更に TP による混合感染を引き起こすことを明らかにした。この E. 

coli の滲出性子宮炎や子宮内膜炎への影響を防ぐためには、感染症の３大要素

（病原体、感染経路、感受性宿主）を意識する必要がある。酪農場において、

牛が飼育されている環境は必ずしも清潔に保たれているわけではなく、むしろ、

牛にとっては感染を引き起こしやすい環境で、感染症の３大要因の中でも病原

体と感染経路が牛にとって都合の悪い環境で飼育されていると言える。滲出性

子宮炎や子宮内膜炎は分娩時からその後の飼育環境から E. coli が侵入して起こ

り、今回明らかにした一連の繁殖成績悪化をもたらす要因が引き起こされるも

のと考えられる。地域によっては分娩舎の設置のない地域や、敷料が経済的、

地理的要因から手に入らない、または手に入っても処理する方法がない地域も

存在する。昨今、世界中で問題となっている薬剤耐性菌の出現の対策には、本

研究によるエビデンスを基に飼養管理の改善が求められる。また、2020 年から

続く COVID19 による世界経済や物流の悪化でインフレが進み、酪農業界とし

ても飼料や原油の高騰により事業存続が危ぶまれる事態が発生しており、コス

ト削減が急がれている。滲出性子宮炎や子宮内膜炎は酪農経営の中で大きなコ

ストであり、その発生を未然に防ぐことが牛や個別の酪農家のみならず、農業

経済や世界経済の発展へ貢献するものとなる。その意味で本研究から明らかに

なったことはエビデンスとして大きな意味を持つものとなると考える。 
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In dairy farming, accident-free calving, initiation of lactation, smooth lactation, and 

conception are important goals to achieve in management. Escherichia coli (E. coli) is known 

to be a commensal bacterium of the female reproductive organs of cattle, but it is also an 

important pathogen that causes reproductive diseases and infertility. Recent studies have 

focused on the virulence factors (VFs) of E. coli regarding the uterus disease, but the actual 

VFs have not been clearly identified. The objective of this study was to identify E. coli VFs 

associated with clinical metritis and endometritis and their clinical manifestations in cattle. 

Thirty-two strains of E. coli and 4 strains of Turpereella pyogenes (TP) were isolated in the 

uteri of 19 Holstein dairy cows with obvious clinical signs of clinical metritis and 

endometritis between 8 and 66 days after parturition at three dairy farms. Three genomic 

sequences associated with E. coli pathogenicity (chuA, yjaA, and TSPE4.C2) were used to 

group the strains into four major phylogenetic groups, A, B1, B2, and D. Six VFs of E. coli 

(fimH, fyuA, kpsMTII, hra1, csgA and astA) were examined for carriage by PCR, and clinical 

symptoms and reproductive performance (mixed TP, vaginal discharge score, PMN, days to 

uterine repair, etc.) were investigated. 

In Chapter 1, the carriage of chuA, yjaA, and TSPE4.C2 in E. coli isolates from 

clinical uterine and endometrial infections that clearly showed clinical symptoms were 

investigated, and the phylogenetic groups of E. coli associated with clinical uterine and 

endometrial infections was identified. Although previous reports have not focused on cows 

with uterine infections and obvious symptoms, and the related E. coli phylogenetic groups 

have not been clarified, present study, more E. coli classified as high pathogenic B2 were 

clearly detected than in previous reports that included healthy cows. These results suggested 

that extraintestinal pathogenic E. coli of the high pathogenic B2 group caused the majority of 



44 
 

clinical metritis and endometritis.  

In Chapter 2, we investigated the possession of six VF genes (fimH, fyuA, kpsMTII, 

csgA, hra1, and astA) in E. coli isolated from the uterus of cows with apparent clinical 

metritis and endometritis, and investigated the clinical symptoms and the presence of mixed 

infection with TP. Among the six VFs, four VFs (fimH, hra1, csgA, and astA) were detected in 

all E. coli strains, fyuA was detected in all but two of the endometritis strains, and kpsMTII 

was detected in 60% and 50% of clinical metritis and endometritis, respectively. These results 

demonstrated that at least six VFs were found to be strongly involved in the pathogenesis of 

clinical metritis and endometritis. Interestingly, the uterine repair time was 61.6 days in E. 

coli-infected cows carrying kpsMTII and 40.6 days in E. coli-infected cows without kpsMTII, 

proving that kpsMTII is a factor that prolongs the uterine repair time. Furthermore, kpsMTII 

was found to cause mixed infection of TP, especially in young animals. 

In this study, for the first time, we identified the strains of E. coli associated with 

clinical metritis and endometritis including the route of infection, and determined six VFs 

associated with the pathogenicity of these E. coli. Among them, kpsMTII was found to cause 

mixed infections with TP and prolong the uterine repair period that affected reproductive 

performance. Our results will contribute to the elucidation of the essential features of E. coli 

in the development of postpartum uterine infections through further studies of the mechanisms 

and VFs investigated so far. In addition, by demonstrating that the external invasion of highly 

pathogenic E. coli causes clinical metritis and endometritis, resulting in TP infection and poor 

reproductive performance, the study clearly demonstrates that what should be done to achieve 

the non-use of antibiotics, which goes beyond the proper use of antibiotics We believe that 

this evidence is of great value. 
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略語表 

 

DNA                Deoxyribonucleic Acid 

PCR                 Polymerase Chain Reaction 

RAPD-PCR     Random Amplified Polymorphic DNA-PCR 


