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要　　　　　約

岩手県内の黒毛和種牛飼養農家で，24日齢の子牛が下痢及び哺乳欲低下を呈し，予後不良となった．剖検では，前
胃及び第四胃に腐敗酸臭を伴う灰色泥状内容の貯留がみられた．組織学的に，食道及び前胃の粘膜は肥厚し，上皮細胞
の変性，壊死及び錯角化，好中球の浸潤並びに出血が認められた．病変部には多数の酵母様真菌及び仮性菌糸がみられ
た．免疫組織化学的検査並びに第一胃及び直腸の内容由来分離菌の生化学的性状検査及び分子生物学的解析の結果か
ら，この真菌は Pichia kudriavzeviiと同定された．また，第一胃内容の pHの低下及び乳酸濃度の著しい上昇が確認
された．本症例は P. kudriavzeviiによる子牛の消化管真菌症と診断され，その誘因としてルーメンアシドーシスの関
与が疑われた．牛において，P. kudriavzeviiの消化管真菌症を確認した初の報告である．
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カンジダ症は，Candida属真菌の感染に起因する日
和見感染症であり，人及び動物の皮膚，消化管及び泌尿
生殖器の粘膜のほか，まれに全身諸臓器に感染し，さま
ざまな症状を示す［1］．

Candida属は，C. tropicalisを属の基準種とし，430

余の子囊菌酵母が属した真菌の属名である［2］．酵母は
形態的特徴に乏しいため分類は困難であったが，近年の
分子系統学的研究により，また 2013年の国際藻類・菌
類・植物命名規約における二重命名法の廃止に伴い，真
菌名の変更及び再分類が提案された．たとえば C. guil-

liermondiiや C. kruseiは，それぞれMeyerozyma guil-

liermondii及び Pichia kudriavzeviiが正式な真菌種名
となった［3］．その一方，医学・獣医学分野では，C. 

guilliermondiiや C. kruseiといった旧名が用いられる
ことが多いのが現状である．
牛におけるカンジダ症は，C. albicans，C. glabrata，

C. tropicalis，C. parapsilosis，M. guilliermondii（C. 

guilliermondii）及び P. kudriavzevii（C. krusei）に起
因する症例が報告されている［1］．これらのうち，C. 

albicans及び C. glabrataは子牛の消化管におけるカン
ジダ症の原因となり，抗菌薬の継続的な投与や免疫機能
の低下，第一胃内の腐敗・発酵が発生の主要因となる
［4-7］．この腐敗・発酵は，第二胃溝を通過して第四胃
に流入すべきミルクが，第一胃に貯留して，細菌に代謝
されることで起こり，産生された乳酸により，第一胃内
の pHは低下する［8］．これは第二胃溝の閉鎖不全，ミ
ルクの大量哺乳，カテーテルを用いたミルクの投与，第
四胃からの逆流等により起こる［9］．P. kudriavzeviiは，
自然界に広く存在し，土壌や食品，健常な人や動物の消
化管からも分離される［10-12］．他方，牛において，
本菌による乳房炎［13］及び気管支肺炎が報告されて
いる［14］．しかし，これまで本菌による牛の消化管真
菌症の報告はない．
本報告では，食道及び前胃粘膜並びに回腸パイエル板
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及び回盲部粘膜に消化管真菌症が認められ，第一胃及び
直腸の内容から P. kudriavzeviiが分離された子牛症例
の検査成績の詳細を述べる．

材 料 及 び 方 法

発生状況と材料：岩手県内の繁殖雌牛 11頭を飼養す
る黒毛和種素牛生産農場において，2019年 10月 14日
生まれの哺乳牛が 10月 28日に下痢を呈した．治療（補
液並びにカナマイシン及びエンロフロキサシンの投与）
が実施されたが症状は改善せず，11月 3日から哺乳欲
低下のためカテーテルを用いた代用乳の強制投与が実施
された．11月 7日，症状は改善せず，予後不良と判断
され，病性鑑定に供された．当該牛には，湯で溶解され
た代用乳 300g/l（推奨濃度：160g/l）が，朝 1回（1l），
日中 3回（各 500ml），夕方 1回（1l）の計 5回，鑑定
殺前日までの 4日間給与されていた．
病理学的検査：剖検後，全身諸臓器を 10％中性緩衝
ホルマリン液により固定し，定法に従いパラフィン包
埋，薄切後，ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を
行った．消化管（食道，第一胃，第二胃，第三胃，第四
胃，空腸，回腸，回盲部，盲腸，結腸及び直腸）につい
ては過ヨウ素酸シッフ（PAS）反応及びグロコット染
色を行った．食道，第一胃，第二胃及び第三胃はグラム
染色を実施した．
免疫組織化学的検査：食道，第一胃，第二胃及び第三
胃のパラフィン切片を用い，免疫組織化学的検査を実施
した．一次抗体は抗 C. albicans家兎ポリクローナル抗
体（2,048倍希釈，Biogenesis, U.K.），抗 Aspergillus

マウスモノクローナル抗体（1,024倍希釈，Clone：
Mab-WF-AF-1, Dako, U.S.A.）及び抗 Rhizomucor マ
ウスモノクローナル抗体（256倍希釈，Clone：Mab-

WSSA-RA-1, Dako, U.S.A.）並びに各一次抗体希釈液
は市販抗体希釈液（S3022, Dako, U.S.A.）を用い，市
販キット（ヒストファインシンプルステインMAX-PO

「MULTI」キット，㈱ニチレイバイオサイエンス，東京）
の手順に従って実施した［4, 15］．
血液検査：剖検直前に採取した血液を用いて，血液検
査は自動血球計数機（MEK-6258セルタックα，日本
光電工業㈱，東京）を用いて実施した．血清の生化学的
検査は生化学自動分析装置（富士ドライケム 7000V，
富士フイルムメディカル㈱，東京）を用いて実施した．
血清中乳酸濃度は除タンパク処理後，酵素法（Fキット
D-乳酸／L-乳酸，㈱ジェイ・ケイ・インターナショナ
ル，東京）により検査した．血清 IgG濃度の測定は
ELISA 法（Bovine IgG ELISABASIC kit, MABTECH, 

U.S.A.）により検査した．
第一胃内容検査：第一胃内容を用いてガラス電極法に
より pHを測定した．同内容をスライドガラスへ塗抹し，

光学顕微鏡により原虫の存在を確認した．また，同内
容を二重ガーゼで濾過し，この濾液を用いてバーカー・
サマーソン法［16］による乳酸濃度の測定を行った．
細菌学的検査：主要臓器は好気性下の 5％羊血液加寒
天培地（Becton, Dickinson and Company, U.S.A.）及
び DHL寒天培地（栄研化学㈱，栃木）並びに嫌気性下
の L-システイン（和光純薬工業㈱，大阪）・卵黄加変法
GAM寒天培地（日水製薬㈱，東京）で 37℃ 24時間培
養した．空腸内容は，嫌気性下の卵黄加 CW培地（日
水製薬㈱，東京）で Clostridium per fringensの定量培
養を実施した．腸間膜リンパ節，第一胃内容，空腸内容
及び直腸内容から分離された C. per fringensの毒素型別
PCR［17］を実施した．
真菌学的検査：第一胃内容は嫌気性下の GAM寒天培
地で，直腸内容は HTT培地での増菌後に好気性下の
CAS培地で各々37℃ 24時間培養し，発育した真菌をポ
テト・デキストロース寒天（PDA）培地（日水製薬㈱，
東京）に継代して好気性下で 37℃ 24時間培養してコロ
ニー形態を観察した．また，ラクトフェノール標本を作
製し，鏡検することにより真菌の形態を確認した．
分離された真菌から DNA抽出試薬（Instagene DNA

精製マトリックス，Bio-Rad Laboratories，U.S.A.）を
用いて DNA を抽出し，Internal transcribed spacer

（ITS）領域及び rDNA large subunit D1/D2領域に対
するプライマーを用いて PCRを行い［18-20］，得られ
た PCR産物の塩基配列をダイレクトシークエンス法に
より決定した．得られた塩基配列について，National 

Center for Biotechnology Informationの Basic Local 

Alignment Search Tool（BLAST：https://blast.ncbi.

nlm.nih.gov/Blast.cgi）を利用し，菌種を同定した．
分離菌の生化学的性状は真菌同定キット（アピ Cオ

クサノグラム，シスメックス・ビオメリュー㈱，
France）により確認した．分離菌の薬剤感受性試験は，
薬剤感受性キット（酵母様真菌 DP「栄研」，栄研科学㈱，
栃 木） を 用 い，Clinical and Laborator y Standards 

Institute（CLSI）M27-A3に基づく微量液体希釈法に
より最小発育阻止濃度（MIC）を測定した．
ウイルス学的検査：直腸内容を用いて牛ウイルス性下
痢ウイルス，牛コロナウイルス，牛アデノウイルス，A，
B及び C群ロタウイルス，牛エンテロウイルス及び牛
トロウイルスの各遺伝子検索［21］を行った．

成　　　　　績

病理解剖所見：被毛粗剛及び脱水が著しく，肛門周囲
には酸臭を伴う緑色泥状便の付着がみられた．前胃及び
第四胃には腐敗酸臭を伴う灰色泥状物が貯留していた
（図 1）．前胃粘膜は全域にわたり灰白色を呈して肥厚し
（図 2），散在性に出血がみられ，食道粘膜も軽度に肥厚
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していた．胸腺は重度に大きさを減じていた（重量：
56g）．
病理組織学的所見：食道，第一胃，第二胃及び第三胃
の粘膜には，び漫性に上皮細胞の中等度から重度の変
性，壊死，錯角化及び角化亢進がみられ，好中球の中等
度から重度浸潤及び軽度から重度の出血を伴って肥厚し
ていた（図 3a）．回腸末端には限局性にパイエル板上皮
細胞のわずかな剝離及び円蓋域への好中球の軽度浸潤が
認められた．回盲部には限局性に潰瘍が認められ，粘膜
下組織の中等度の壊死及び好中球浸潤がみられた．PAS

反応及びグロコット染色により，食道，第一胃，第二胃
及び第三胃の粘膜に多数の酵母及び仮性菌糸が認められ
た（図 3b）．粘膜表層（図 4a）では仮性菌糸よりも酵
母が，深層（図 4b）に向かうにつれて酵母よりも仮性
菌糸が優位に認められ，一部の仮性菌糸は粘膜下組織を
通過し内筋層に達していた．回腸末端のパイエル板には

剝離した上皮に少数の酵母，円蓋域に少数の酵母及び仮
性菌糸が認められた．回盲部の壊死した粘膜下組織には
中程度の酵母及び仮性菌糸が認められた．グラム染色に
より，食道，第一胃，第二胃及び第三胃の粘膜上皮表面
及び変性した粘膜上皮内に多数のグラム陽性桿菌が認め
られた．胸腺は，皮質の細胞数は髄質の細胞数よりも多
く，皮髄の境界は明瞭で，間質結合組織の増生はみられ
ず，び漫性に皮質におけるリンパ球のアポトーシス及び
崩壊したリンパ球残渣を貪食するマクロファージが軽度
に認められた．その他の臓器に著変は認められなかった．
免疫組織化学的検査：食道，第一胃，第二胃及び第三
胃に認められた酵母及び仮性菌糸は，抗 C. albicans抗
体を用いた免疫組織化学的検査で陽性反応を示し（図
5），抗 Aspergillus抗体及び抗 Rhizomucor抗体を用い
た免疫組織化学的検査では陰性を示した．
血液検査：白血球の増加が認められた．血清生化学的
検査では，TP，Alb，T-Cho，TG及び IgG濃度の低下
がみられ，乳酸濃度は増加していた（表 1）．

図 1　第一胃内容の肉眼写真
腐敗酸臭を伴う灰色泥状物が貯留していた．

図 2　第二胃（a）及び第三胃（b）の肉眼写真（ホルマリ
ン固定後）
第二胃稜及び第三胃葉は肥厚し，第二胃及び第三胃
乳頭は不明瞭である．

図 3　第一胃
a：  粘膜は著しく肥厚している（HE染色　Bar＝500
μm）．

b：  粘膜には多数の真菌（黒色）が認められる（グロ
コット染色　Bar＝500μm）．
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第一胃内容検査：第一胃内容に原虫は確認されず，pH

の低下及び乳酸濃度の顕著な上昇が認められた（表 2）．
細菌学的検査：第一胃内容，空腸内容（3.0×108個/g），
直腸内容及び腸間膜リンパ節から C. per fringensが分離
され，分離菌の毒素型は A型であった．
真菌学的検査：第一胃及び直腸の内容から真菌が分離
された．分離菌は PDA培地上で白色のコロニーを形成
し，ラクトフェノール標本の鏡検により酵母及び仮性菌
糸が認められた（図 6）．ITS領域及び D1/D2領域の塩
基配列は既知の P. kudriavzevii標準株の当該領域塩基配
列［ITS領域：CBS 5147（Sequence ID：CP 028531），
D1/D2 領域：NRRL Y-5396（Sequence ID：NG 

055104）］と 100％同一であった．決定した本症例分離
株の ITS領域及び D1/D2領域の塩基配列は，日本
DNAデータバンクに登録した（アクセッション番号　
ITS 領域：LC633337，D1/D2 領域：LC633336）．生
化学的性状検査では，グルコース，N-アセチル-D-グ

ルコサミン及びマルトースの利用能陽性，ガラクトー
ス，ラクトース，スクロース及びトレハロースの利用能
陰性が確認された．薬剤感受性試験の結果，供試した 8

薬剤に対する分離菌の各MIC（μg/ml）は，フルコナ
ゾール（FLCZ）に対して高い値を示した（表 3）．
ウイルス学的検査：直腸内容から，検索した下痢に関
連するウイルスの遺伝子は検出されなかった．

考　　　　　察

下痢及び哺乳欲低下を呈し予後不良となった黒毛和種
子牛の食道，第一胃，第二胃，第三胃に真菌性消化管炎
がみられ，組織学的に C. albicans及び C. glabrataの
前胃炎［4, 5］と類似の所見が観察された．すなわち，
酵母様真菌を伴う粘膜上皮の炎症，出血，錯角化及び角
化亢進が認められた．また，本症例では，粘膜下組織か
ら内筋層への仮性菌糸の侵入がみられた．さらに，回腸
パイエル板に酵母様真菌を伴う上皮の剝離及び炎症並び

図 4　第二胃
a：粘膜表層に球形（直径 3～4μm）や楕円形の（長
径 6～8μm）酵母が認められる（PAS反応　Bar
＝20μm）．

b：粘膜深層にくびれを有するソーセージ状の仮性菌
糸（幅 3～5μm）が認められる（PAS反応　Bar
＝20μm）．

図 5　食 道
真菌は抗 Candida albicans家兎抗体に陽性反応を
示す（免疫染色　Bar＝20μm）．

図 6　酵母及び仮性菌糸が認められた（ラクトフェノール
標本　Bar＝20μm）
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に回盲弁に酵母様真菌を伴う粘膜下組織の壊死が認めら
れた．第一胃及び直腸の内容から真菌が分離され，同菌
の生化学的性状検査及び分子生物学的解析により，P. 

kudriavzeviiと同定された．得られた成績から，本症
例を P. kudriavzeviiによる消化管真菌症と診断した．

C. per fringens A型は健康な動物の消化管内に生息す
るが，第一胃にミルクが貯留した場合には過剰に増殖
し，毒素を産生して第四胃炎や壊死性腸炎を引き起こす
［27］．本症例では，食道及び前胃の変性した粘膜上皮
内にグラム陽性菌が認められ，第一胃，空腸及び直腸の
内容並びに腸間膜リンパ節から C. per fringens A型が分
離された．しかし，同菌感染症の特徴である第四胃炎及
び壊死性腸炎はみられなかった．同菌は第一胃への代用
乳の流入により増殖したものの，病変を形成するまでの
毒素産生には至らなかったと考えられた．
大多数の Candida属菌の酵母の形態は，球形や卵球
形であるが，P. kudriavzeviiの酵母は大きく，“long 

grain rice”と形容される［28］．本症例では，ラクト

フェノール標本の鏡検により楕円形酵母と仮性菌糸を形
成した真菌が確認されている．組織内には，球形から卵
球形の酵母と仮性菌糸も多く認められたが，形態から真
菌種を同定することは不可能であった．また今回，免疫
組織化学的検査に使用した抗 C. albicans家兎ポリク
ローナル抗体は C. albicans以外の酵母様真菌と交叉反
応を示す場合がある．本症例では，分離された真菌の生
化学的性状検査及び分子生物学的解析により同定した．
今回の分離株は，マルトースを利用するという性状が P. 

kudriavzeviiの標準株と異なっていたことから，多種に
及ぶ Candida属真菌の正確な同定には分子生物学的解
析が重要である［5］ことが再確認された．
第一胃内における高濃度の乳酸は，pH低下による正

常微生物叢の死滅及び粘膜の損傷を引き起こし，酸性環
境を好むMucor属，Rhizopus属及び Absidia属等によ
る真菌性胃炎を招く場合がある［6］．P. kudriavzevii

は低 pH条件下での増殖能力が知られ，pH2の酸性環境
にも耐える［28］．哺乳欲低下及び下痢を呈した本症例
では，抗菌剤による治療と高濃度代用乳の強制投与が行
われていた．剖検時に，第一胃内容の pH低下及び乳酸
濃度の著しい上昇が認められたため，本症例は第一胃内
の異常発酵による乳酸アシドーシスと考えられた．ま
た，カテーテルにより強制投与された代用乳が第一胃内
に流入及び貯留したと推察された．本症例では，乳酸ア
シドーシスと広域抗菌薬投与による正常微生物叢の死
滅，それらに伴う菌交代症により P. kudriavzeviiが優
占種となり，さらに第一胃粘膜の変性が本菌の組織内侵
入を助長したと考えられた．腸管内では腸内細菌叢がC. 

albicans感染に対して拮抗的に作用しているが，抗生
物質の不適切な使用により腸内細菌が死滅すると C. 

albicansは腸粘膜にコロニーを形成し，腸粘膜を破壊
して組織内に侵入する［29］．本症例では回腸末端及び

表 1　血液検査成績

検査項目（単位） 正常値＊ 本症例

RBC （×106/μl） 8.86±0.68 9.62
Ht （％） 35.3±3 34
WBC （×103/μl） 8.65±1.69 24.8
桿状核好中球（/μl） 10±30 6,448
分葉核好中球（/μl） 2,920±1,140 14,632
リンパ球 （/μl） 5,050±800 2,976
単　球 （/μl） 620±330 744
好酸球 （/μl） 20±40 0
好塩基球 （/μl） 0.02±0.04 0
BUN （mg/dl） 7.37～15.8 16.3
TP （g/dl） 5.235～6.561 4.2
Alb （g/dl） 2.623～3.378 2.1
T-Cho （mg/dl） 70.3～151.7 67
TG （mg/dl） 12.9～43.07 9
乳　酸 （mmol/l）

D-乳酸 1.1±1.4 7.0
L-乳酸 1.5±0.9 0.5

IgG （mg/ml） ≧ 20 2.8

＊引用文献［22-25］

表 2　第一胃内容検査成績

項　目 正常第一胃内容＊1 本症例

色　調 淡褐色 灰　色
臭　い カビ臭または腐敗臭 腐敗酸臭
性　状 水　様 泥　状
pH 6.5～7.5 3.64
乳酸濃度（mmol/l） 35.13＊2

D-乳酸 2.5±2.7
L-乳酸 1.9±4.3

＊1　引用文献［24, 26］
＊2　総乳酸値

表 3　分離株の薬剤感受性

薬　剤

MIC（μg/ml） MICブレイク＊1，＊2 
ポイント（μg/ml）

本症例
分離株

C. krusei ＊1

ATCC6258
CLSI M60 Ed2

S I R

ミカファンギン 0.12 0.12～0.5 ≦ 0.25 0.5 ≧ 1
カスポファンギン 1 0.12～1 ≦ 0.25 0.5 ≧ 1
アムホテリシンB 1 0.25～2
フルシトシン 8 4～16
フルコナゾール 32 16～64
イトラコナゾール 0.5 0.12～0.5
ボリコナゾール 0.5 ≦ 0.5 1 ≧ 2
ミコナゾール 2

＊1　CLSI M60 Ed2
＊2　  アムホテリシン B，フルシトシン，フルコナゾール，

イトラコナゾール及びミカファンギンについてMIC
ブレイクポイントは設定されていない．
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回盲部に酵母様真菌を伴う病変の形成が認められ，直腸
内容から P. kudriavzeviiが分離された．ルーメンアシ
ドーシスによる P. kudriavzeviiの増数及び抗生物質の
投与による腸管細菌叢の減数が回腸末端及び回盲部の病
変形成に関与したことが推察された．Candida属に対
する生体防御は好中球，マクロファージ及び樹状細胞が
中心となる［30］．また，免疫グロブリンは，Candida

属真菌の付着阻止や酵母から仮性菌糸型への形態変化を
阻害し［31］，T細胞はサイトカイン放出により好中球
及びマクロファージの抗真菌反応を増強する［30］．胸
腺は，出生時の 100～200gから，生後 7～8週齢にか
けて約 1,000gにまで発育する［32］が，24日齢時の本
症例の胸腺は 56gであり，病理組織学的成績から低形
成と考えられた．本症例は胸腺低形成，低免疫グロブリ
ン血症及び低栄養から低免疫状態であったことが示唆さ
れ，P. kudriavzeviiの組織内侵入及び消化管真菌症の
発症を促したことが推察された．
人のカンジダ症主要原因菌 C. albicansに対する第一
選択薬は FLCZであるが，P. kudriavzeviiは FLCZに
自然耐性を示す［28］．本症例分離株は FLCZに対し 32

μg/mlというMICを示した．この値は P. kudriavzevii

の FLCZに対するMICとしては標準的である．その一
方，C. albicansに対する FLCZのブレイクポイントは
≧ 8μg/mlであり，Candida属は菌種によって薬剤感
受性パターンが異なる（CLSI M60 Ed2）．家畜に抗真
菌薬が用いられることはまれであり，本症例も生前に消
化管真菌症と診断されていないが，原因菌種の同定は薬
剤感受性の推測のために有用である．
今回，P. kudriavzeviiによる子牛の消化管真菌症が
初めて確認された．発症には代用乳のカテーテル投与を
要因とするルーメンアシドーシスが主要な役割を果た
し，広域抗菌薬投与及び免疫機能の低下が関与したまれ
な症例であった．菌種の同定には，病理組織学的検査と
あわせて生化学的性状検査及び分子生物学的解析が必要
であった．
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Alimentar y Mycosis Caused by Pichia kudriavzevii Associated  
with Rumen Acidosis in a Calf

Ryosuke OTAKE1)†, Noriko SAWADA1), Ayumi KIZAKI 1), Chie TOZUKA1),  
Yasuko HANAFUSA2) and Tomoyuki SHIBAHARA2), 3)

1) Iwate Prefecture Central Livestock Hygiene Service Center, 390-5 Sunakomi, Takizawa, 020-
0605, Japan
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1-5 Kannondai, Tsukuba, 305-0856, Japan

3) Graduate School of Life and Environmental Sciences, Osaka Prefecture University, 1-58 
Rinku-oraikita, Izumisano, 598-8531, Japan

SUMMARY

A 24-day-old Japanese Black calf reared at a farm in Iwate Prefecture presented diarrhea and anorexia and 
was euthanized due to a poor prognosis.  A necropsy revealed gray muddy content with a putrid acid odor in 
the forestomach and abomasum.  Histologically, degeneration, necrosis, and parakeratosis of epithelial cells; 
neutrophils infiltration and hemorrhages were identified on the thickened mucosa of the esophagus and fore-
stomach.  Numerous yeast-like fungi and pseudohyphae were obser ved in the lesions.  The fungus was identi-
fied as Pichia kudriavzevii based on the results of biochemical tests, molecular biological analysis of isolates, 
and immunohistochemical staining of the lesions.  In addition, decrease in the pH of ruminal contents and 
increase in lactic acid level were confirmed.  This case was diagnosed as mycosis caused by P. kudriavzevii in 
the alimentar y tract of the calf.  The involvement of rumen acidosis was suspected as a contributing factor.  
This is the first repor t that demonstrates alimentar y mycosis caused by P. kudriavzevii in cattle.
─ Key words : calf, candidiasis, Pichia kudriavzevii.
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