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緒言

　　真菌症は日和見真菌症、皮膚糸状菌症、高度病原性真菌症の3種に大別で

きる（山口，2003）。中でも皮膚糸状菌症は接触により感染し、第三者への伝播

があるため強い感染力が知られている。また、高度病原性真菌症は健常な個体

でも感染し、死に至らしめる強い病原性を持つが、第三者への直接伝播はない

（山口，2003）。

　　一方、日和見真菌症は宿主の免疫状態が低下したときに環境中に存在する

病原真菌により発症し、カンジタ症、アスペルギルス症、クリプトコックス症、

接合菌症などがよく知られている（山口，2003）。これらの他にも黒色真菌、植

物病原菌、キノコなどによる日和見真菌症も知られている（山口，2003）。高度

医療化が進んだ今日、医学、獣医学領域ともに日和見真菌症が問題となってい

る。

　　伍∂θ亡0加加加g10わ08α加は、子嚢菌門月500加yoO亡a、ソルダリア目50rd∂1ゴa1θ5

伽aθ亡。加ゴα〃属の1菌種である。本菌種の分布は全世界的で、環境中に常在し、

通常土壌、紙類、動物糞などから分離されている（de　Hoogθ亡a1．2000）。

砒aθω加加加属菌種はマイコトキシン産生（Umedaθ亡a1．1975；Ohtsuboθ亡∂1．

1978Udagawaθ亡a1．1979）、セルラーゼ分解能（Misharaθむa1．1979）、有用

物質の産生等（Wangθ亡aエ．2006；Kanokmedhakulθ亡a1．2007）で知られている。

また、新興真菌症原因菌としても知られ、日和見感染が知られている（Walshθ亡

a1．2006）。時にヒトに感染し、爪、皮膚などの表在性真菌症のみならず（Stiller

θ亡　a1．　1992；　Naidu　θ亡　a．Z．　1993；　Costa　θ亡　∂．Z．　1998；　Hattori　θむ　a1．　2000；

Yuθ亡a1．2006）、肺炎（Yeghenθ亡∂1．1996）、脳感染（Abottθ亡∂1．1989；Anandi

θ亡a1．1989）、カテーテルによる全身感染（Teixeiraθ亡a1。2003）や骨髄移

植後の日和見感染により致死的な感染症に発展した例（Lesireθオa1．1999）等
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が報告されている。

　　一方、現在までに動物の症例からの本菌種を分離した報告は知られていな

い。ヒトと接触する機会の多いイヌにおいても被毛の常在菌叢を構成する菌種

としての報告はあるものの（Cabanesθ亡∂1．1996）、病巣から本菌種が分離さ

れた報告はない。今回、脱毛、紅斑、肥厚、軽度掻痒、鱗屑などの皮膚症状を

呈するイヌから本菌種の分離に初めて成功した。本症例においては病変部の落

屑から繰り返しαgloわ05α加が分離できたことにより、本菌種の感染したこと

による皮膚疾患と診断し治療した（第1章）。

　　現時点において、ヒトとイヌにおける本菌種の関連や環境株との相違は明

らかでない。しかし、Ogloわ05α加はヒトに感染すると深部真菌症の原因となり

得ることから、その感染性や病原性の有無を明らかにすることは人獣共通感染

症の観点からも重要であると考えられる。そこで、本研究においては、症例か

ら得られたαgloわ05α加の病原性に関する分子生物学的特徴を明らかにするた

め、これまで環境や他の症例から分離され千葉大学真菌医学研究センターに寄

託されたαgloわ05翻7株とのDNAレベルでの比較を行った（第2章）。

　　また、本菌種は人獣共通真菌症の原因菌として最も良く知られている

〃ゴoro5porα加caηf5との鑑別が難しいことが第1章の結果より明らかとなった。

併せて同属の砿gyp5θ回目との鑑別が必要であること、さらに形態学的特徴は一

般の培養検査で観察することが難しいことが問題点としてあげられた。特に本

菌種は、ヒトでの血行性播種例（Teixeiraθ亡∂1・2003）が報告されているこ

とから、分子生物学的手法による迅速診断法の開発は急務と考え・鳳。∂ηf5との

鑑別も同時に行うことが可能なPCRによる迅速診断法を開発し・臨床検体での

検出を試みた（第3章）。
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第1章皮膚炎症状を呈するイヌからの伽∂θ加伽㎜

　　　　　glo加5㎜の分離と同定

1　序論

　　砧∂θ亡0加ゴπ加属菌種は、子嚢菌門兆00鰐00亡a、ソルダリア目50rゴa万∂1θ5に

属し、環境中に常在し、世界的に広く分布している真菌である。土壌、紙類、

動物糞などから分離されたと報告されている（de　Hoogθ亡a1．2000）。本菌種

はマイコトキシン産生（Umedaθ亡∂エ．1975；Ohtsuboθ亡∂1．1978；Udagawaθ亡

a1．1979）、セルラーゼ分解能（Misharaθ亡a1．1979）、有用物質の産生等（Wang

θ亡∂エ．2006；Kanokmedhakulθ亡a1．2007）で知られているほか、新興真菌症原

因菌としても知られている（Walshθ亡∂1．2006）。

　　病原性を有する6加θ亡。加ゴα加属菌種としては、現在までにヒトにおいて0

910わ05α加、Oa亡roわゴrα加θα加、05亡rα加∂rゴU加、0，　Pθr1αofぬ加、6：血ηゴ00々∂〃、

0加礎orα加の各菌種の感染により20症例以上が報告されている（Yuθ亡∂1．2006）。

これらの症例には皮膚感染による表在性および深在性皮膚糸状菌症（Stillerθ亡

a1．　1992；Naidu1　θ亡a1．　1993；Costa　θ亡∂1．　1998；Hattori　θ亡a1．　2000；Yu

θ亡a1．2006）ばかりでなく、AIDS患者や骨髄移植患者などの免疫不全患者にお

ける肺炎（Yeghenθ亡a1．1996）、脳炎（Abottθ亡a1．1989；Anandiθ亡∂1。1g8g）、

カテーテルによる全身感染（Teixeiraθ亡a1．2003）などにより死に至った症

例も含まれている。

　　しかし、動物の症例から6加θ亡。加加加属菌種が分離された報告は認められず、

イヌにおいても0910加5α切について被毛の常在菌叢を構成する菌種としての

報告はあるが（Cabanesθ亡a1．1996）、病巣から本菌種が分離された報告はな
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い。第1章においては、脱毛、紅斑、肥厚、軽度掻痒、鱗屑などの皮膚症状を

呈するイヌの病変部の落屑から初診時、初診2週間後及び3週間後の3回にわ

たって繰り返し（二gloわ05α加が分離・同定できたことにより、本菌種の感染し

たことによる皮膚疾患であることが強く示唆された症例について報告する。
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2　症例および臨床経過

2－1症例

　　症例は、静岡市清水区内で飼育されているラブラドール系雑種犬、4ヶ月齢、

雄、体重7．25Kg、体温38．5℃、心拍数108回／分であった。患犬には、2カ月齢

および3カ月高富に9種混合ワクチン（イヌジステンパーウイルス、伝染性肝

炎ウイルス、アデノウイルスH型、イヌボルボウイルス、イヌパラインフルエ

ンザ、イヌコロナウイルス、レプトスピラコペンハーゲニー、カニコーラ、ヘ

ブドマディス）及び狂犬病不活化ワクチンの接種、フィラリア予防薬などの投

与は通常通り行われていた。患犬は、ドライフードのみを1日に2回適正量給

餌され、散歩による外出以外は室内飼育されていた。また、飼育者と一緒の布

団で寝るなどヒトとの接触の頻度は非常に高い状況であった。10日前より左眼

下皮膚に軽度の掻痒をともなう脱毛および発赤が認められ、徐々に拡大傾向に

あるとの主訴で来院した。患犬の食欲、排泄状況、活力、歩様、意識レベル、

発育状況などは正常で皮膚病変以外に臨床的異常を認めなかった。

2－2　臨床経過

　　初診時において左眼下の皮膚病変部は、円形に脱毛（直径7～8cm）してお

り、発赤、象皮様の肥厚、鱗屑が認められた（図1a）。また、左右耳朶外側、

左側口唇、尾、左右踵にも脱毛および痂皮を伴う病変が認められた。

　　病変部落屑をブラシで掻き採り、20％KOHを滴下したスライドグラス上で

直接鏡顕すると、菌糸と思われる構造物が認められた（図2）。一方、ウッド燈検

査ではわずかにピンク色系発色を認められたが不鮮明で判定不能であった。患

部落屑を糸状菌選択培地およびサブロー寒天平板培地（SDA、日研生物医学研究
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所）を用い，25℃で培養したところ、3日目にサブロー寒天培地のみに中心部が

灰白色で全体的に黄色味を帯びた白色綿毛状のコロニーの形成が認められた

（図3）。本病変は、皮膚糸状菌によるものと仮診断し、飼育者に対しては1日

に3回のクロルヘキシジンによる患部の清浄清拭とケトコナゾールクリームの

塗布による治療を指示した。

　　初診3週間後には左眼下の病変は初診時よりも発赤および肥厚が軽快傾向

にあった。しかし、掻痒、落屑は継続しているばかりでなく、病変部範囲の拡

大および右眼下、外耳内側、尾根部などへ病変部位が増加する傾向にあった。

落屑を20％KOH滴下スライドグラス上で直接鏡検すると初診時と同様の菌糸が

観察された。ウッド燈検査は依然として判定不明であった。また、落屑の培養

検査ではSDAにおいて同様のコロニー形成が認められた。このことから、ケト

コナゾールクリームのみの治療は無効ではないが、増加した患部すべてに塗布

することが困難であると考えられた。また、初診時落屑をポテトデキストロー

ル寒天培地（PDA，　Difco，　usA）スラントで25℃において4週間培養すると緑色

の集落が得られた。これを実体顕微鏡で観察すると黒色縮毛状のターミナルヘ

アを伴う子嚢殻が認められた。子嚢殻の形態学的特徴から伽aθ亡。加ゴ召加誌面の感

染が疑われた（図4a，　b）。そこで、にケトコナゾールクリームによる局所治療

を続行するとともに既報（Teixeiraθ亡a1。2003）における本菌種に対する抗

真菌剤の最小有効阻止濃度（MIC）を参考にケトコナゾール50mg　SIDの経口投

与を併用した。また、本菌の同定後、ズーノーシスの観点から飼い主に対して

患犬との接触の制限、接触後の手洗いの励行など飼育方法の改善を指示した。

　　初診9週間後には病変部は軽快し、発毛も顕著に認められた（図1b）。ま

た、病変部皮膚の直接鏡検で菌糸が観察されなくなり、ウッド燈検査において

も発色が認められず陰性と判定した。また、SDAにおける培養検査でコロニーの
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形成は認められなかった。治療はさらに3週間継続し、12週間後に外用および

内服薬を中止したが、その後の再発および再感染は認められていない。本症例

における検査及び治療経過を表1に示した。
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3　病原学的検索

3－1　形態学的同定

　　初診時患部落屑をPDAスラントにおいて室温で4週間培養すると深緑色の

集落を形成した（図4a）。これを実体顕微鏡で観察すると、特徴的な縮毛を伴

った黒色の子嚢殻が観察された（図4b）。これらの子嚢殻の形態から子嚢菌で

ある6haθ亡。加州加属菌を疑った。さらに、初診3週間後に繰り返し採卜した落屑

培養検査の追試でも同様の集落を形成し、同様の顕微鏡所見が得られた。

　　上記分離株をSDAおよびPDA平板培地中央に接種し、25℃、37℃および42℃

で4週間培養した（図5）。SDAの25℃における集落は、房甲状で中心部が灰白

色、周辺部が黄色味を帯びた白色で集落の直径は9．Ocmであった（図5a）。　SDA

の37℃および42℃における集落は、白色ビロード状で直径はそれぞれ6．7cmお

よび3．7cmであった。一方、　PDAの25℃における集落（図5b）は、深緑色町粒

状で周辺部の表面は房毛状で裏面は濃茶色で集落の直径は9．Ocmであった。37℃

においては、中心部は明るい茶色の房毛状を呈し、周囲へ白色綿毛状に拡大し

ており、直径は7．3cmであった。42℃においては、灰緑色の搬状をしており直

径は2．3cmであった。　SDAおよびPDA培地でのいずれの温度の培養においても、

十分な真菌増殖がみられた。また、顕微鏡下ではSDAにおける集落は白色菌糸

を認めるのみであったが、PDAにおける集落では、スラント培養同様に子嚢殻を

認めた（図6a，　b，　c）。そこで、　PDA平板培地培養物を掻き取り、光学顕微鏡

下で観察すると、子嚢殻内部は8個の子嚢胞子を包含する子嚢で満たされてい

た（図6d，　e）。成熟した子嚢胞子は褐色で、直径は10－12μmで両端が平板化

したレモン型、その一端には出芽孔を持つ構造であった（図6f）。これらの形

態学的特徴により本菌をα1aθ加加加加g10わ08α加と同定した。
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3-2 分子生物学的問定について

一般に真菌の種を同定するためにリボゾーム則Aのラージサブユニット

(26S rDNA) D1/D2部分(図 7)の塩基配列を解析する方法が用いられている

(Kurtzman et a1. 1997)。そこで、本症例の初回分離株の PDAスラントを用い、

25
0Cで 2週間培養したものから常法により DNAを抽出し、同部分の塩基配列約

640塩基を解析した。決定した塩基配列を図 8に示し、アクセッション番号

AB292591として DDBJ/GenBank/EMBLDNAヂータベースへ笠録した。この配列を

既知の真菌の D1/D2領域における塩基配列との相向性に基づいた分子系統樹を

作成したところ(図 9)、本症例株は既知の C.globosumと向じクラスターに分

類され、本分離株は分子生物学的にも C.globosumと同定された。

3-3 抗真菌剤に対する感受性

本症例詣に対する拭真菌剤の最小発育阻止濃度 (MIC)は NCCLS-38A

(National Committee for Clinical Laboratory Standards 2002)に従い判定

した。原法ではアムホテリシンB、5-フルオロシトシン及びイトラコナゾールを

対象に記載されているが、ミコナゾール、フルコナゾール、ミカファンギン、

ケトコナゾールについても同様に検討した。 PDAスラントを用い、 25
0Cで4週間

培養した子嚢胞子を用いた。スラント表面を 0.01%のTween80を添加した滅菌

生理食塩水で洗い、子嚢胞子を集めグラスフィルターを通過後、 MOPSにより緩

衝させた RPMI1640培養液に 104個/ml濃度に調製し 96穴プレートにて各濃度

の段階希釈した抗真菌剤とあわせて 30
0Cにて好気的条件で48時間培養した。判

定は薬剤の入っていない培養物をコントロールとして目視で比較した。アムホ

テリシンB、イトラコナゾールおよびケトコナゾールは完全発育を阻止した濃度、
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その他の薬剤は80％阻止した濃度を読み取った。結果はアムホテリシンB；4．0

μg／m1、ケトコナゾール；0．25μg／m1，イトラコナゾール；0．5μg、　ml，ミコ

ナゾール；1．0μ9／m1、ミカファンギン；16．0μ9／m1以上、フルコナゾール；

16．0μg／ml、5一フルオロシトシン；64．0μg／m1であった。なお、これらの

値は72時間後も同値であった（表2）。

4　考察

　　本菌種は、環境中に広く分布し土壌、木材、湿った壁などから分離されて

いる（de　Hoogθ亡∂1．2000）。また、感染経路は接触および空気中浮遊菌の吸

入とされているが（Yeghenθ孟a1．1996）、本症例の感染経路については明らか

でない。本菌種は、主として日和見感染するとされており免疫の状態が発症に

大きく関与している。ヒトにおける発症要因としては、HIV感染、臓器移植後の

免疫抑制などが報告されている（Anandiθ亡a1．1989；Teixeiraθ亡aエ．2003）。

本症例における発症要因については明らかでないが、本症例は、4ヵ月齢とイヌ

の発育過程において幼若期であったことから免疫の関与が示唆される。

　　本山は、SDAにおいて非常に急速にコロニー形成を行うが、発育初期の形態

は〃foro5porロ加caηf5に酷似している。形態学的に本菌を同定するためには、

子嚢果および子i嚢胞子を観察しなければならないが、SDAによる3週間の培養で

は子嚢果を観察することが不可能であった。通常、胞子形成促進培地として、

コーンミール寒天培地やPDAが用いられているが、　PDAを用いた場合でも子嚢果

形成までに約4週間を要した。このため、迅速性が求められる院内検査におい

て形態学的な同定により本丁を診断し、治療することは困難である。これらの

ことから過去にSDAにおいてコロニー形成は認められるが、分生子形成が遅い

泓oaηf3による皮膚糸状菌症として診断されている症例の中に本菌種による感
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染例が存在していた可能性が示唆される。従って、確定診断に長期間を要する

形態学的な同定法ではなく、遺伝子検査などにより簡便で迅速に同定できる診

断法が求められる。

　　また、本症例菌のMICの結果から、本症例菌に対してアムホテリシンB、ケ

トコナゾール、イトラコナゾール、ミコナゾールが有効であることが判明した。

この結果は、既報（Teixeraθ亡a1．2003）のヒト患者から得られた菌株に対す

るMICの結果、アムホテリシンB（0．25～2．0μg／m1）、ケトコナゾール（0．5～

1．0μg／ml）、イトラコナゾール（0．25～0．5μg／ml）、ミコナゾール（0．125～0．25

μg／ml）とほぼ一致していた。

　　動物との接触による真菌感染症は、ネコの引っ掻き傷からスポロトリコー

シスに感染することはよく知られている（Lopes－Bezerraθ亡a1．2006）。本菌

種も含めヒトと動物に共通に感染し、全身感染に至る危険性のある菌種に飼育

動物が感染した場合、獣医師による飼育方法の改善（濃厚接触の防止や手洗い

励行など）の指示は重要である。

　　以上のことから、病理検査ができず確定はできなかったものの、臨床学的、

形態学的及び分子生物学的検索からCg1面05〃〃2感染が原因であったと判断し、

またその治療にはケトコナゾール、イトラコナゾール、ミコナゾールなどの抗

真菌剤が有効であることを明らかにした。イヌにおけるCg1面05z〃η感染による

皮膚炎の初めての症例であると報告した（Sugiyamaθ亡a1．2008）。
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第2章イヌ由来α1ヨθ加癖ωηglo加5㎜の分子生物学的特徴

1　序論

　　Ogloわ05傭は、環境中に広く存在しており（de　Hoog就a1．2000）、イヌ

の常在菌叢の一種であると報告されている（Cabanes蕊a1．1996）。また、イ

ヌの皮膚からのαgloわ03囎分離には季節性があり、特に春のシーズンによく分

離されると報告されている（Cabanes就a1．1996）。しかし、イヌの皮膚病変

から本菌種を分離したのは今回が最初であり（第1章）、どのようなメカニズム

で病原性を現したのかを検討することは、今後の症例における診断および治療

ならびに感染予防対策を講じる上で大きな示唆を与えると考えられる。また、

本菌種は、ヒトに感染すると重篤な深部真菌症を引き起こす新興真菌症原因菌

としても知られていることから、感染経路や発症要因などの感染性を明らかに

することは、丁丁共通感染症の観点からも重要である。

　　今回、イヌの皮膚病巣由来本菌株と環境や他の症例から分離された

αglo加甜切菌株との遺伝的・分子系統分類学的な位置づけや特徴を明らかにす

るために本症例株と千葉大学真菌医学研究センターに寄託された様々な由来の

0810わ05岨17株とをβ一チューブリン遺伝子、ウレアーゼ遺伝子、ハイドロボ

ビンなどいくつかの遺伝子領域と踏PD（Rand。m　Amplified　Polymorphic　DNA）の

DNA多型に注目してDNAレベルで比較検討した。
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2　材料と方法

　2－1材料

　千葉大学真菌医学研究センターより生物遺伝資源提供同意書に基づいて入手し

た6加θ亡。而α切gloわ05α加（18株）（第1章で単離したαgloわ。甜切株を含む）のDNA

を用いた（表3）。

　2－2　方法

2－2－1　β一チューブリン遺伝子領域の塩基配列解析による分類

　　β一チューブリン遺伝子領域は真菌の遺伝子の解析や分子系統樹の作成に用い

られており（Jieh－Juen　Yuθ亡a1．1997）、今回Ab砿05ρora　ora∬aや5z1θエ。亡fηfa

so1θro亡ゴorα加などの子嚢菌においてPCR増幅が確認されているBt2aとBt2b（Bt2a：

5’一AATAGGTGCCGCTTTCTGG－3’、Bt2b：5’一AGTTGTCGGGACGGAAGAG－3’）のプライ

マーセットを用いて（Glass　NL　and　Donaldson　GC　1995；Yaguchi就a1．2007）PCR

を行った。PCR反応組成は、10×PCR緩衝液5μ1、　dNTPs　4μ1、10μMプライマー

セット1μ1、HS－Ex　7agポリメラーゼ0．25μ1、滅菌蒸留水38．75μ1の混合液に

DNAを1μ1添加して全量を50μ1とした。サーマルサイクラー（iCycler；Bio－Rad）

を用いて初；期熱変性95℃3分、続いて熱変性95℃30秒、アニーリングを58℃30秒、

伸長反応を72℃30秒のセットで32サイクル行い、最終伸長反応を72℃5分行った。

PCR反応産物を1．5％アガロースゲルで電気泳動し、臭化エチジウム溶液で染色して

目的サイズのPCR産物を確認した。これらのPCR産物を精製後、サイクルシークエ

ンス反応を行い、両鎖より塩基配列を3100Genetic　Analyzerを用いて解析した。

2－2－2　真菌分類用ランダムプライマー（FMDによる分類

　　DNA多型からの真菌分類用として利用されている1種類のプライマーFM1：

5’一AGCCGCCTCCATGGCCCCAGG－3’（Kanoθ亡a1．1997）を用いてPCRを行った。　PCR
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反応組成は、10×PCR緩衝液5μ1、　dNTPs　4μ1、40μMプライマー0．5μ1、　HS－Ex勉σ

ポリメラーゼ0．25μ1、滅菌蒸留水38．75μ1．の混合液にDNAを1μ1添加して全量

を50μ1とした。サーマルサイクラー（iCycler；Bio－Rad）を用いて初期熱変性95℃

3分、続いて熱変性95℃30秒、アニーリングを50℃1分、伸長反応を72℃1分のセ

ットで40サイクル行い、最終伸長反応を72℃5分行った。PCR反応産物を1．5％ア

ガロースゲルで電気泳動し、臭化エチジウム溶液で染色してPCR産物のバンドパタ

ーンを比較した。

3　結果

3－1　β一チューブリン遺伝子領域の塩基配列解析による分類

　　β一チューブリン遺伝子領域の一部のPCR増幅によりσgエ。加5α加の18菌株す

べてにおいてPCR産物が得られた（図10）。これらの塩基配列を解析したところ（図

11）、18菌株は2種類のDNA型（AとBタイプ）に分けられ、本研究でのイヌ症例

株（第1章）は、Bタイプであった。AとBタイプでは360塩基長のうち、2塩基に

相違が見られた。調べたCglo加5ロ耐8菌株のうち、5株がAタイプ、13株がBタ

イプであった（表4）。

3－2　FM1ランダムプライマーによる分類

　　0810加5α加の18株を対象にしたFM1ランダムプライマーによるPCRでは、ほ

とんど共通したDNAバンドパターンが得られたが、約1．1k　bpと約1．3k　bpの大き

さのバンドは株間により濃度差が認められた。これらの2本のバンドに注目し、

1．3kbpのバンドが濃いものをZタイプとし、1．1kbpのバンドが濃いものをYタ

イプとした（図12）。その結果、18菌株のうち14サンプルがZタイプ、4サンプル

がYタイプであり、本研究でのイヌの皮膚炎由来C810わ05聰はZタイプであった。
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4　考察

　　08・10加5α加18株は、β一チューブリン遺伝子領域の塩基配列の相違により2つ

のDNA型に分類できた。また、　FM1－PCRのDNAバンドパターンよっても、2つのグ

ループ分けが可能であった。これらのDNA型分類からイヌ由来本症例株（第1章）

はB－Z型と分類された。これは、本症例株発見約2年後に千葉県においてイヌの皮

膚から分離された株と同一のDNA型であったが、ブラジル由来株や国内の環境（土

壌）由来株のDNA型とも一致していた。このように菌の由来や分離した地域に規則

性は認められず、今回のDNA型分類ではイヌ皮膚炎由来本症例株の特異性は認めら

れなかった（表3）。

　　Ogloわ05α盟をDNAレベルで特徴：付けるにあたり、真菌で解析されているハイ

ドロホビン遺伝子領域の塩基配列多型にも注目した。プライマーセットrodA1と

rodA2（Glass　NL　and　Donaldson　GC　1995）での増幅を試みたが、いずれのOgloわ05α加

株DNAからもPCR産物が得られなかった。また、ウレアーゼ遺伝子領域にも注目し

て、プライマーセットUREaとUREb（Jieh－Juen　Yuθ亡∂1．1997）を用いて61910わ。側加

株DNAからの増幅を試みた。その結果、目的のサイズの約550　bpのバンドと850　bp

のバンドが得られたが、クローニング後、配列解析をしたところ、どちらもウレア

ーゼ遺伝子配列に該当しないと考えられた。さらに、α910わ05α加と分類学的に最も

近い子嚢菌門オニゲネラ目アルスロデルマ科アルスロデルマ属の開口加。ゴθ加a

わθη加加fηaθのウレアーゼ遺伝子の一部の配列を参考にプライマーを設計し、PCR増

幅を試みたが、目的のサイズ（300bp）のバンドは得られなかった。

　　用いたα910わ05α加18株についてリボゾームRNA遺伝子におけるITS　1領域お

よびD1／D2領域（図7）の塩基配列多型を解析したが、イヌ皮膚炎由来本症例株の

みを特徴付ける配列多型は認められなかった（データは示していない）。

　　一般にマイコトキシンを産生する真菌は月5Pθrgゴ1エ認SPP．やPθηゴof11加加SPP．、

恥5∂がα伍SPP．など多種類存在するが、マイコトキシン自体の遺伝的多様性は少な
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い。多くのマイコトキシンが胞子形成に伴って生成される一方で、α910わ05α加の

産生するマイコトキシンであるCh－AとCh－Cは共に胞子形成と関係なく生成され、

乾いたコロニーであっても大量のマイコトキシンを含む可能性がある（Nielsen　KF

2003）。マイコトキシンは食物の汚染では問題になるが、皮膚疾患との関連がある

かどうかは報告がない。しかし、マイコトキシンについては様々な真菌でDNAの解

析が行われており、今後α910加8α加の分類に応用できるかもしれない。

　　一般に感染の危険性は、多因子要因に基づいており、皮膚糸状菌症はこの疾患

に感受性のあるあらゆる年齢、性別、動物種に感染する（Carlottiθ亡a1．1999）。

しかし、ほとんどの場合、ストレス、若齢、低栄養、医原性副腎皮質機能充進症、

消耗性疾患、免疫機能障害（甲状腺機能低下症、下垂体由来副腎皮質機能充進症、

糖尿病など）との合併が動物の病歴に認められる（Carlottiθ亡a1．1999）。また、

皮膚糸状菌症の発生率は、地理的地域性および気候に大きく影響され、温度および

湿度が上昇した地域では皮膚糸状菌症との発生率に正の相関が認められる

（Sparkesθ亡a1．1993；Mollielloθ亡a1．1994）。また、ヨークシャーテリアの

ような特定の品種において、抗真菌特性のある皮脂の組成に変化が見られるため感

染率が高くなることが報告されている（Cafarchiaθ亡∂1．2004）。その他の感染の

好発因子としては、過剰な入浴による皮脂の除去および角質層の菲薄化があり、皮

膚糸状菌感染の成立を促進する可能性がある。また、6：910わ。側加の感染機序につ

いて、ヒトでは空気中で形成された胞子の吸引であると考えられているが、イヌに

おいては土壌などとの直接的な接触による感染も考えられる。

　　また、α910加側加の感染により14歳の少年の顔面皮膚に広範囲にわたる壊死

病変を起こした症例においては、菌株の由来は分子生物学的に他の患者からの株や

環境由来株と相違がなかった（Yuθ亡aエ．2006）。また、その患者のCD3リンパ球

の割合は41．85％と正常に比較して低下していた（Yuθ亡aエ．2006）。したがって、

本症例においても患犬側の免疫機能が発症の引き金になったと推測している。した
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がって、イヌにおける0910わ05α加の感染防御は、免疫力の低下している個体や老

齢犬、免疫が未熟な子犬の衛生管理に特に注意を払う必要がある。

　　本症例においては、ステロイドの投与歴もなく他の臨床症状は認められず、免

疫機能障害などの疾患の兆候も認められなかったことから、考えられる唯一の感染

発症要因として4ヵ月齢と若齢あったことが考えられる。
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第3章伽∂θ加伽α加910わ。甜加と〃10roερorα”o∂η15との迅速

　　　　　鑑別診断法の開発

1　序論

　　動物の皮膚糸状菌症は、一般臨床において非常によく遭遇する感染性の皮膚疾

患であるが、届け出義務のある感染症ではないため、その浸潤状況については不明

である。イヌとネコの皮膚糸状菌症はすべての皮膚疾患の約2％を占めるとの報告

がある（Foil　1998；Scottθ亡a1．2001）。また、皮膚糸状菌症の動物から最も一

般的に分離される菌は、砿。∂ηゴ5であるといわれ（Foil　1998；Scottθ亡aエ．2001）、

さらにイヌにおける皮膚糸状菌症の原因菌としての分離頻度の割合は、

〃ゴorosporα加属菌が90％であるとの報告（長谷川ら1982）がある。今回、症例か

ら分離したαgloわ05α加は、　SDAにおける培養の初期段階において混oaゴ5と非常

によく類似したコロニーを形成した。従来の方法でαg10加甜加と既0∂ηf5およ

び侃8yp5θロ加を鑑別診断するためには、胞子形成がなされるまで培養を続けて、

胞子の形態を観察しなければならないために長期間を要する。本症例の場合にも胞

子形成培地であるPDAにおいて4週間を必要とした。これらの真菌は、すべてヒト

に感染して四獣共通感染症を引き起こす。特に（＝9エ。わ05α加は、表在性皮膚糸状菌

症ばかりでなく深部真菌症を引き起こすことから、疑症例を診察したら感染予防の

ためになるべく早い段階での確定診断が望まれる。そこで、本研究では・PCRを利

用した分子生物学的手法を用いることによりこれらの真菌感染症の迅速的な鑑別

診断方法を開発検討するとともに実際の臨床検体を用いて検査を行うことにより

臨床現場での応用の可能性について検討した。
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2　材料と方法

　2－1材料

　　千葉大学真菌医学研究センターより生物遺伝資源提供同意書に基づいて入手

した0々aθω加fα加910わ03α威18株）（表3）、伍oro5porα加。∂ηゴ5（58株）、伍oro8porα加

gyp5θα〃（4株）のDNAを用いた。

　臨床材料として、真菌症皮膚炎の疑われるイヌ、ネコおよびウサギの落屑から

DNeasy　Plant　Mini　Kit（Qiagen）を用いて抽出したDNAを用いた。また、落屑を

培養して得られた真菌から同キットを用いて抽出したDNAも用いた。

2－2　方法

2－2－1　RAPD－PCRによる真菌種特異的DNAマーカーの探索

　　以下の8種類のランダムプライマーをRAPD用プライマーとして使用した。

Yuki

Kumo

Kaminari

Kasumi

Kiri

OPG－18

0PG－19

primer6

5’　一GACGG　CCAGT　TTA－3’

5’　一GACGG　CCAGT　ATT－3’

5’　一GACGG　CCAGT　TAT－3’

5’　一CAGCT　ATGAC　CGT－3’

5’　一CAGCT　ATGAC　CAG－3’

5’　一GGCTC　ATGTG－3’

5’　一GTCAG　GGCAA－3’

5’　一GCGAT　CCCCA－3’

　　PCR反応組成は、10×PCR緩衝液5μ1、dNTPs　4μ1、各20μMプライマー1μ1、

滅菌蒸留水38．75μ1、HS－Ex指9ポリメラーゼ0．25μ1の混合液に、鋳型DNA　1μ1

を加え、全量を50μ1とした。PCR反応の温度サイクル条件は、95℃で3分間初期

熱変性後、95℃30秒、36℃30秒、72℃30秒の温度サイクルを40回行い、最後に
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72℃5分間で伸長反応を完了させた。PCR増幅産物を1．5％アガロースゲルで電気

泳動し、臭化エチジウム溶液で染色してバンドパターンを確認した。

2－2－2　0910∂05㎜及び〃：o∂ηノε特異的DNA断片のクローニングと塩基配列

　　　　　の決定

　　RAPD－PCR増幅産物のアガロースゲル電気泳動で得られた4つの特徴的な各DNA

断片をゲルから切り出し、Wizard　SV　Gel　and　PCR　Clean－Up　System（Promega）

を用いてDNAを精製した。精製したDNA断片をpGEM　T－easyベクター（Promega）

を用いてTAクローニングを行い、複数のコロニーからインサート部分の塩基配列

をダイレクトシークエンシングにより決定した。必要に応じて、シークエンス用

プライマーを設定し、インサート全長配列を解析した。シークエンシング装置は

3100Genetic　Analyzerを、配列解析ソフトはGENETIX－MAC　version　14．0．5を用

いた。5～10個のコロニーから得られたインサート配列のコンセンサス配列を各

DNA断片の配列とした。

2－2－3　0910加甜〃及び肱。θη18のDNA断片特異的検出のためのPCRの構築

　　2－2－2で得られた4つの特徴的な各DNA断片の塩基配列情報に基づき、それら

の断片のうち、Oglo加5α加用の2つとルZ　oaηf5用の1つをそれぞれ検出するた

めの以下のプライマーを設定した。

Ogエ。わ。甜加検出用特異的プライマー

　　　　　Yuki　L－321F

　　　　　Yuki　L－614R

　　　　　Yuki　u－306F

　　　　　Yuki　u－944R

　　　　　　　塩基配列

5’　一TAGCG　TGCGG　TCGTG　TTTA－3’

5’　一ATGAA　CCGAA　TCACC　TTACC　GAT－3’

5’　一GTTGG　CAAGT　ACATC　GGCAT　CTA－3’

5’　一TGACC　GTAGG　TAGTA　CCGCT　GAA－3’
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尻caηゴ8検出用特異的プライマー

　　　　　Kasumi　L－321F

　　　　　Kasumi　L－467R

　　　　　　　塩基配列

5’　一TAAGC　CAAAC　CGAAT　TTAAC　TCAAC－3’

5’　一GCGTA　AACTC　ATCCA　CCAAC　GAA－3’

　　PCR条件は、10×PCR緩衝液5μ1、　dNTPs　4μ1、10μMの各配列特異的プライ

マーセット1μ1、HS－Ex拍qポリメラーゼ0．25μ1、滅菌蒸留水38．75μ1の混合

液にDNAを1μ1添加して全量を50μ1とした。サーマルサイクラー（iCycler；

Bio－Rad）を用いて初期熱変性95℃3分、続いて熱変性95℃30秒、アニーリング

を55℃30秒、伸長反応を72℃30秒のセットで35サイクル行い、最終伸長反応を

72℃5分行った。

　　マルチプレックスPCRでは、Yuki　L－321F、　Yuki　L－614R、　Kasumi　L－321F、　Kasumi

L－467Rの混合プライマーセットを用いた。反応条件は上述と同様とした。増幅産

物を1．5％アガロースゲルで電気泳動し、臭化エチジウム溶液で染色してバンドパ

ターンを確認した。

3　結果

3－1　RAPD－PCRによる特異的DNA断片の探索

　　8種類のランダムプライマーを用いて、第1章でイヌ皮膚病巣から分離した

αglo加5α加を含むαgloわ05α加の18株、ル孟oaηゴ5の58株、ル五gyp5θα加の4株

のそれぞれのDNAを鋳型として、　IuPD－PcRを行った。その結果、プライマーYuki

では、0910加5α加に共通した特徴的なバンドパターンが見られたのに対し、砿

oaηゴ5と艦9アP5θα加では増幅産物はみられなかった（図13）。一方、プライマー

Kasumiでは、猛。∂ηゴ5に共通して2つの増幅断片がみられたのに対して、　O

gloわ。側加や侃gアp5θロ加では増幅が見られないか、不安定で非特異的なバンドであ

った（図14）。残りの6種類のプライマーを用いたPCRでは、0910わ05肱癌oaηf5、
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肱9アP5θα加のそれぞれの真菌に共通した特徴的な増幅断片は見られなかった（図

15）。

　　プライマーYukiを使った踏PD－PCRにより得られたσ910わ05α加DNAの特徴的

なバンドパターンのうち、顕著な増幅の見られた約900bpと約1300　bpの2つの

断片に注目し、TAクローニングを行い、それらの塩基配列を決定した（図16）。

Yukiプライマー結合部位を除く塩基配列の長さは、817　bpと1298　bpであった。

BLASTによるDDBJ／GenBank／EMBL邸祭DNAデータベースとの相同検索の結果、これ

らの配列はいずれもOgloわ05α加配列であると判断されたが、詳細なアノテーシ

ョンについては不明であった。同様に、プライマーKasumiによるRAPD－PCRで得ら

れた尻oaηf5に特徴的な約700　bpと800　bpの断片をクローニングし、塩基配列

を決定した（図17）。Kasumiプライマー結合部位を除く塩基配列の長さは、665　bp

と769bpであった。相同性検索により、いずれも有意な相同性を示す登録配列は

なく、新規な配列と考えられた。

3－2　091助。甜”及び侃。θη15を特異的に検出するPCR技術の構築

　　上述の3－1のこれらの配列情報に基づき、それぞれの断片を特異的に検出す

るプライマーセットを設計し、PCRを行った。すなわち、αgloわ05α加由来の817　bp

と1298bp長の断片からそれぞれを増幅するように設定したYuki　L－321FとYuki

L－614Rのプライマーセット及びYuki　u－306FとYuki　u－944Rのプライマーセット

でPCRを行ったところ、いずれもOgloわ05α加にのみ目的のサイズの増幅産物が

得られた（図18：817bp由来断片から設計したPCR増幅結果のみを示した。316　bp

長）。

　　また、混oaηゴ5由来の665　bp長の断片から設定したプライマーセットによる

PCRでは、侃oaηf8由来にのみ目的のサイズ（169　bp長）の増幅産物が得られた

（図19）。なお、屈oaηf5由来の769　bp長の断片から設定したプライマーセット

によるPCRでは、艦oaη∫5に目的の増幅産物が得られたものの・0910わ05αmに
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目的のサイズとは異なる複数の非特異的な増幅バンドが認められた（データは示

していない）。このように、α910わ0側加と〃0∂ηゴ5をそれぞれ特異的に検出する

PCRを設定することができた。

　　次に、臨床での効率的な診断応用も考慮して、マルチプレックスPCRによる

0910わ05U加と尻oaηゴ5の同時検出の可能性の検討を行った。上述の6し910わ0甜加

を特異的に検出するプライマーセット（Yuki　L－321FとYuki　L－614R）と混。∂ηf5

を特異的に検出するプライマーセット（Kasumi　L－321FとKasumi　L－467R）を組み

合わせたマルチプレックスによるPCRを、αgloわ。甜加または混oaηゴ5の精製し

たDNAを鋳型として行ったところ、それぞれ目的の増幅産物が得られ、非特異的

な産物は見られなかった（図20A）。

　　また、（こgl　oわ。側加DNAと肱oaηゴ5　DNAを分子数比で1：1、10：1、1：10に混

合した鋳型を用いた場合、いずれも同時に検出することが可能であり、しかもそ

れぞれのDNA由来の増幅産物量は鋳型DNAの量差を反映していた（図20　B）。なお、

侃gyp5θロ加はこのマルチプレックスPCRでは検出されないことを確認した（デー

タは示していない）。このように、本マルチプレックスPCRは0，　glo加5α〃と混

0∂ηゴ5の検出に有効であった。αg10わ05α加を特異的に検出するプライマーセット

としてYuki　u－306　Fとu－944Rの使用も可能であったが、Yuki　L－321FとYuki　L－614R

のセットの方が感度が高いことを確認した（データは示していない）。

3－3　臨床検体へのマルチプレックスPCRの応用

　　続いて、皮膚炎症状を示したネコの落屑を培養して、胞子の形態学的観察か

ら、騒。∂η∫、と同定できた真菌から抽出したDNAを用いて3－2でのマルチプレッ

クスPCRを行ったところ、期待通り、ル五〇∂ηゴ5のバンドが得られた（図21　aレー

ン1）。さらに、イヌの落屑の培養途中で胞子形成が不十分であり、種の特定がで

きない状態での真菌からのDNAによるマルチプレックスPCRでも」五〇∂ηゴ5と判

断できた（図21aレーン4）。このサンプルは、3週間の培養後、胞子形態から混
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oaηゴ5と確認できた。このマルチプレックス　PCR法を用いて、皮膚炎症状の認め

られた計23頭（イヌ20頭、ネコ2頭、ウサギ1頭）の臨床材料（落屑等）を分

析したところ、αglo加5α加はいずれにも検出されなかったが、上述のネコとイヌ

に加え、1頭のウサギの落屑からも騒oaηf5が検出された（表5）。これらのうち、

イヌとネコ個体由来の真菌は、上述の通り培養による形態学的観察からも砿oaηゴ8

と確認されたが、ウサギの落屑サンプルからの培養は陰性で、胞子の形態により

尻oaηf5であることは確認できなかった。しかし、騒oaηゴ5に有効な抗真菌剤（イ

トラコナゾール）により治癒した。一方、8頭の健常犬の皮膚（表5Nos．27～34）

から採取した角質を培養して得られた常在真菌のDNAを抽出して、このマルチプ

レックスPCR法をおこなったところ、いずれからもバンドは検出されなかった（図

22a）。なお、、　D1／D2及びITS領域のPCRでは産物が得られ（図22　b，　c）、配列

解析の結果これらの真菌は遵亡θmaがa　sp．、Zrゴ。加5ρoroηゴθわθu加aηηゴaηα加、

幽15arfa　oθr∂亡。ηゴ∂θであると考えられた（表5）。
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4　考察

　　第1章及び第2章の結果からα910わ05α加はイヌの皮膚病変部から初めて検

出されたものの、イヌに感染するσ910わ。鉗加としてDNAレベルで特別な特徴は

認められなかった（第2章）。この結果から、環境株も含めα910加甜加であれば、

イヌへの感染症を引き起す危険性があることが示唆された。

　　また、真菌感染の皮膚症状をもつイヌのこれまでの診断において、Ogloわ05α切

感染を、比較的多く見られる尻oaηゴ5や他の真菌の感染と見誤っていた可能性も

ある。現在、真菌症であるかどうかは、落屑の真菌専用SDA培地による約1週間

の培養により判断しており、また真菌種の特定には、さらに約3週間の培養によ

る胞子形成とその形態観察を必要としている。従って、真菌種に応じて適切な効

果のある抗真菌剤を選別する以前に、治療を開始しなければならないのが臨床現

場の現状である。

　　そこで、61910わ08α加と鑑oaηゴ5及び凱gyp5θα加の感染症を迅速に診断する

ため、PCRを用いた鑑別法の開発を試みた。8種類の趾PDプライマーを用いてα

gloわ05α加、侃oaηf5及び凱gアp5θα加DNAのPCRによる多型解析を行ったところ、

αglo加側加及び侃。∂ηゴ5それぞれに特異的なDNA断片を得ることができた。こ

れらの断片を特異的に検出するプライマーを設定し、PCRを行ったところ、α

gloわ。甜加と尻oaηゴ5を特異的に検出することができ、鑑別用PCR技術を構築でき

た。

　　また、臨床材料を用いた本マルチプレックスPCR法では、胞子形成前の状態

の真菌から凱oaηゴ5と同定することができた。また、ウサギの落屑からも凱oaηf5

を同定することができた。臨床検体では、培養検査で必ずしもコロニーが得られ

るとは限らない。本症例のように臨床症状から皮膚糸状菌症が強く疑われている

症例の迅速診断に有用性が示唆された。

　　診断治療方針への一助としての応用だけでなく、疫学的研究を進める上で、
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今後さらに多くの真菌症の疑われる臨床材料について調査することが必要である。

本研究で構築したマルチプレックスPCR診断法はこれらに有効であると考えられ

る。また、このように真菌の感染による皮膚炎の形態学的診断の短所を解決した

新技術であるマルチプレックスPCR診断は、大幅な時間短縮となり早期診断とイ

ヌの皮膚炎の類症鑑別が可能となり、迅速かっ適切な治療に貢献できると考えら

れる。
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総括

Chaetomium globosumは、環境中に広く分布する常在真菌(糸状菌)の一種で

あち、最近は、新興真菌感染症の原菌真菌の一つで、あると考えられている。とト

においては、一般に爪、皮膚などの表在部位へ感染して重篤な皮膚炎症状を引き

起こすことが知られており、水晶体への感染も報告されている。また、免疫不全

のヒトでは肺および脳などの深部組織への感染も確認されており、死に至る場合

もあるといわれている。一方、ヒトと接触することの多いイヌにおいて本菌種は、

被毛の常世菌叢に存在するとの報告があるものの、皮膚病変から本真菌が分離さ

れたという報告はこれまで知られていない。今回、著者は脱毛と紅斑の皮膚炎症

状を呈し来院したイヌから本真菌の分離に初めて成功した。本症例では、病変部

位より本真菌が繰り返し分離できたことから、 C.globosumが感染したことによる

皮膚疾患と診断し治療した。ケトコナゾールの外用および内服で 12週間治療した

結果、各種検査が陰転し、その後の再発および再感染は認められなかった。また、

初回の分離菌の各抗真菌剤に対する感受性は、アムホテリシンB;4. 0μg/ml， 5-

フルオロシトシン;64.0μg/ml，イトラコナゾール;0.5μg/ml，ケトコナゾー

ル;0.25μg/ml，フルコナゾール;16.0μg/ml，ミコナゾール;1.0μg/ml，ミ

カファンギン 16.0μg/ml以上であり、アムホテヲシン B、ケトコナゾーノレ、

イトラコナゾールとミコナゾールが有効で、あると考えられた (Sugiyamaet a1. 

2008)。

イヌにおける本真菌のヒト由来株や環境株との遺伝的関連は明らかではない。

しかし、ζ globosumはとトに感染すると深部真茜症の原器茜と成り得ることから、

本真菌の遺伝的相違による感染性や病康性の有無を明らかにすることは入獣共通

感染症の観点からも重要と考えられる。そこで、本症例から得られたιglobosum

の分子系統学的特徴をまず明らかにするため、これまでに主に環境から分離され

千葉大学真菌毘学研究センターに寄託された C.globosum 17株とのDNAレベルで
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の比較を行った。その結果、。チューブリン遺伝子領域の一部の PCR増幅産物の

塩基配列の差異により 2つのグループに分類できた。さらに、ランダムプライマ

ーFM1を用いたPCRにより得られたバンドパターンの違し、からも 2つのグループに

分類できた。しかし、これ以外にいくつかの遺伝子領域について多型解析を試み

たものの、本症例株を他の由来の異なる c.globosum株と遺伝的に区別すること

はできなかった。

一般に糸状菌を形態学的に同定するためには胞子の確認が必要であり、本真

菌ではポテトデキストロース寒天培地での培養により 4週間も要した。治療方針

の決定などを考慮すると、より迅速な確定診断が望まれる。そこで、イヌやネコ

などの愛玩動物に対して表在性皮膚感染症を引き起こす頻度が高い糸状菌である

M. canis及び瓦 gypseumとの鑑定IJも含め、 C.globosumのPC互による迅速な診断

法の開発を検討した。これら 3種の真菌の DNAを鋳型として、いくつかのランダ

ムプライマーを用いて RAPD-PCRを行い、種特異的な号沿断片の検出を試みた。そ

の結果、 C.globosumとAI. canisのそれぞれに特徴的な増稿断片が検出できた。

これらの増幅断片をクローニングし、塩基~è列を決定し、それぞれの断片を特異

的に増幅するプライマーを設定した。真欝産学研究センターより入手したAI.canis 

(58株)と C.globosumのDNAを用いて PCRを行い、設定したプライマーの種特異

性を確認した。また、マルチプレックス PCRでも C.globosumとAI.canisを検出

できることを確認した。さらに、本研究で構築したマルチプレックス PCR診断法

は、臨床材料(落屠等)を用いた場合においても鑑別診断に有効であることから、

本研究で開発した PCR技術は、 C.globosumと瓜 canisとの迅速な鑑別及びイヌ

の皮膚病変における真菌感染の簡易スクリーニング系として臨床応用が期待され

る。
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図3　サブロー寒天培地で、25℃3日間培養によるコロニー形成

　　　中心部が灰白色で白色綿毛状コロニーが見られた。



冨8

．
‘

、

岬

萬
．

　
ノ

．
乙

　
　
　
ノ

・
多

ノ

　
ρ
．
　
／
－
シ

U、
`零

’
，
震
’
レ
警
タ
”

・
■

二

葬
宅　
．
’
妻
、

1弓
b

－
冒侮

1

評

，
ノ
6
　
｝

4
辱

’
・
〆

　
～
煮
翫

，
～
　
　
　
♂
㍉

》－
㌣
捻
～

●

図4　PDAスラントで25℃、4週間培養によるコロニー形成

　　　a．緑色コロニーが認められた。

　　　b．縮毛状ターミナルヘアを伴う子嚢果が認められた。



墨’『

，。・．｛『1－

．’ P．．・

墓「，
T並

，
’
．

《
｝

嗣

、
詫

．
’

、

っ
ノ
．

　
’
㍗
．
，

，
　
一

’
’

　∫「’一

溜蚤；

6

1

’
．

．
　
　
亀

1

図5SDAおよびPDAの25℃、37℃、42℃によるコロニー形成

a．SDA

b．PDA



『薩議毒㌶謄臓7ζ碁1．ゴ

開　　　　　　　　’L暇
　　　　　　　　．レ　　　　　　o

、

ぶ　’

F郵yド　、，

．．≧〕 　じ　　　り

　　　　　，＝’　『

　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∫　”　　　　　　　　　　　評　　‘　　　’

“

冒
7
β

｝

φ

自
型
」

．
払
μ
縛

　
　
ア

し
一
」
k
睡
コ

、．皿

㎎唱聖
冒

　
　
　
了
　
．
’
δ
．
・
・
．
㌔
，
一
脚

　
　
　
　
　
　
タ
ま
も
げ
ロ
　

　
　
　
　
　
ゑ
　
　
　
　
の
　
　
ド
　

臼
．
、
∵
び
轡

マ
　
　
　
　
　

へ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
の

　
　
　
　
　
へ
　
　
な

～
・
樗
鳳
　
　
　
、
．
、
、
」
四
諦
・

♂
．
．
毎
鱒
「
ゼ
．
∴
町
、
．

　
∴
　
一
．
．
罐
癖
漕

　
　
　
　
．
・
’
写
，
，
！

　
　
　
　
　
邑
　
　
幽
　
　
、

・
帆
．
、

「豊

．
．
・
嫁

　
．
奮

　
．
．
」

　
．
6

出．

　
つ
　
　
　
と

．
四
壌
．
．
・
噂
密
シ

竈
乎
．
．
で
ザ
．
ド
、
’

　
　
う
’
　
「
阿
層
．
、
・
1

．
…
奪
「
．
惣
・
、
．

．
V
．
・

4
㍗
、
．

‘
鮭
「

r．
　
　
罵

∴
．
F

■
　
…

玉
藍

・
焔
ド

隔
・
一

遭

’呼唱

　　　　費ノ●

　　　　’〆タ

　　　　マ，

．国一＝

　　　　　　『rI

　　　　　　　ゐ£

　　　　　　　藍亀レ：
　　　　　　㍉～膚

　　　　　　　　b
　　　　　　　奪．’「「

　湧：ひ

　　　　ぼ　　　壁1．㌔　ひ．

　　．，マr

　　　　」　ゼ・．・二
　　　　　　　・ミャ　　．む　，

　　　　　響　　　　　　　‘一

　．轡サる套⑥．　
、〆 I．．、！ず㍗．

蝦』”3 馬．，樽
　　　む　　　　　　コ　　　　　ロ

　　の＠ド？1団
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　コ

ー麗＼ン．⑤域
㍗⑤∵・σ
ン門』⑫竃襲．1

図6　PDAにおいて25℃、4週間培養後の鏡検像

　　　a．縮毛状のターミナルヘアを伴う子嚢果（平板培地）
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図7　リボゾーム即A遺伝子の構造



TGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAAC

GGCGAAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCT

TCGGCCCGAGTTGTAATTTGCAGAGGAAGCTTTAGGCGCGGCACCTTCTGA

GTCCCCTGGAACGGGGCGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTATAGTTGGATG

CCTAGCCTGTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCT

CATAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGAT

AGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGT

TAAATAGCACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGTGACCAGACTTGCG

CCGGGCGGATCATCCGGTGTTCTCACCGGTGCACTCCGCCCGGCTCAGGCCA

GCATCGGTTCTCGCGGGGGGATAAAGGTCCTGGGAACGTAGCTCCTCCGGG

AGTGTTATAGCCCGGGGCGTAATGCCCTCGCGGGGACCGAGGTTCGCGCAT

CTGCAAGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAGCGACCCGTCTTGAAACACGGA

CCA

pas 7tsEFFzaiv<fa)C. globosum(1)D1/D2<IR)gl(JDt:lgige5ilJ(AccessionNo. AB292591)
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図10　β・チューブリン遺伝子の一部のPCR増幅産物（代表例）

　　　レーンM：　100bpマーカー

　　　レーン1：　618・10わ05ωη＃1

　　　レーーン2：　61910わ05αm＃2

　　　レーン3：　本症例株
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　　　Aタイプの塩基配列（A、G、　C、　T）のみを記載し、　Bタイプの配列は、
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　　　文字を記載した。AタイプとBタイプで360塩基中2塩基に相違が見

　　　られた。
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図12　ランダムプライマー一FM　1・PCRのバンドパターン（代表例）
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己910わ05α加＃5　（Zタイプ）

己glo加8α加＃10　（Yタイプ）

　本症例株　（Zタイプ）

Oglo加甜加＃16　（Zタイプ）
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1200一
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　　　　　σ9，0bOSαm

転謙
遵蟻

図13　プライマーYukiによるRAPD－PcR（代表例）
　　　　08・10加5α加では約1300bp（矢印A）と約900　bp（矢印B）に顕著な特徴

　　　　的増幅断片が見られる。



bp

1000一

500一

　M．caη1S
r一一一一一一一「neg・

図14　プライマーKasumiによるRAPD－PCR（代表例）

　　　　菰。∂ηゴ5では約800bp（矢印A）と約700　bp（矢印B）に2つの特徴的

　　　　増幅断片が見られる。



　　　　　　　　Mgyρseσm

C．9，0bosαm　　　Mcaη’s

OPG18（10mer）

　　　　　　　M、gyρseσm

C．910bosσm　　　M．　caη1s

　　　〔〔1一一一一一「L

OPG19（10mer）

　　　　　　　　M．gyρseαm

C．9，0bosαm　　　Moaη1s

驚

Kumo（13mer）

　　　　　　　M．9》（ρseum

C．9，0bosαm　　　Mcaη’s

　　　〔〔1一一一一一へ

Kiri（13mer）

図15　各種プライマーによるRAPD－PCR
　　　　4種類のRAPDプライマーによる代表例を示した。



　　1

1②1

2②1

3②1

4②1

5②1

6②1

7②1

8②1

9②1

1②②1

11②1

12②1

Oglo加5α加　断片A（全長1298　bp）（Accession　No．　AB500269）

A⊂GGTGCAATACGC（：AAGG⊂AAACAATCTCG⊂GGCTGTTG（二CGT⊂TACCT⊂ATTGCTCTCGTTGCTGCTCAAA（：GGCG（＝AGATCGGAAAGTCTC（：⊂ACTC

⊂TTCGC⊂ACGGTCATAGACCTCACCAG⊂ATGCGT⊂⊂GTGGGA（：GCATCACCTTGCCT⊂C⊂TTTGCCTCCTTG丁TCACCGCCTCTTCAATCACCATTATCG

GT（：TTGCTTGCTTTGTGACACGGATCG⊂TAACTCGG⊂ACATAG（⊂GGGAGCGTTTGG（TCAAGAA⊂TGGGCCGA⊂AGAAA⊂ACCGAGG⊂CGGCAGTAAC（：

CCGAGGTTGGCAAGTA（＝ATCGG⊂ATCTACTTCGTGTTCGGCGTCGG⊂G⊂TGCCGT（TTGACGGTTGTACAGAC（（：T（ATT（：TTTGGATTTTCTG（TCCAT

CGAAGTATGTCTGGCCAAACAAG（GGACCGGAT（＝TTGAGCTCA⊂ATGTGGTTTGCATAGGCATC（：⊂GCAAGTTACA（：GAGAAAATGG（（：A⊂GGCCAT⊂TT

CAGGTCG（＝（（ATGTCCTTCTTTGACGTTACACCGGCTGGCCGCATTCTAAA⊂⊂GGTT（：TCGAGGTGCGTAATTGTGG⊂CCTA⊂TC（＝AATAATTTTTTCTG

CTTTTTTTTTTC（CA⊂GGGGTAGGACGAGCCAGCTG（：TGTGAAAGGGGGCTTGAGCCAAGTGGCTC（AA（：GGTGCGGGAAC⊂ACCGGCGCCAGCGATGTC

ATA（：AT（：⊂GTGTCACGTAA⊂GCC（＝ATCGAACTCC⊂AATCCTG⊂ACAGTGCAGA⊂AGCCT（：AAACCTC（：GCAGTTTACTGACTGTTTCA⊂AGTGACATTTA

T（GTGT（GATGAGGTA（：TTGCCCGGAC（TT⊂AA⊂ATG⊂TGTTCAACAACCTTGCCAGGT⊂GCTATTCA⊂C（：TTGT（：GTCATCT（：GGT⊂A⊂AGTGCCTCCT

TTTACCGCTTTCATCGTTCCGTTAGGTCTCATGTACATGTGGATT（AGCGGTA⊂TAくCTACGGT（ATCCCGAGAGCTCAAGAGATTGGACAGCGTGAGC⊂

GCAGCCCAATCTATG（T（：ACTT⊂CAGGAGTCCTTGGGCGGCATCT⊂⊂AC（：ATC（GTG（：ATA（：CGC（＝AG⊂AGGACAGGTT⊂GAG（TCGAGAA⊂GAGTGGCG

GGTGGATGCCAA（（TTCGTGCTTACTACCCTTCCATCAGCGCTAATCGATGGCTGGCGATA（GG⊂TCGAGTTCATTGGTGCGATTGTTATCCTGGCTGCC

GCTGGGCTCG（：CGTCACTGCGGTGGCCAACGGCGTTGATCTCAGCCCCGGGATGGTCGGCTTGG（：CCTCT（：GTACGG（＝TTG（：AAATCA⊂（：ACGTCTCT

1②②

2②②

3②⑦

4②0

5②②

6②0

7②②

8②②

9②②

1②②②

11②②

12②②

1298

　1

1②1

2②1

3②1

401

5②1

6②1

7②1

8②1

Oglo加5α加　断片B（全長817　bp）（Accession　No．　AB500270）

（GGCGACGTACGTCATCAGCGCGG⊂GCTG⊂TGATGAGGAGCAA⊂CTGC（CCG⊂GACGTGAGC⊂GGACCGTCGG⊂GACGCGCT⊂GAGAG⊂G⊂GCTGGAGCC

GGGGTTCGTCGACCGTTGGTTTGAAGG⊂TGGTTC（：TG⊂TCGCCAGCATAGGGACGGC⊂G（GGGGATATGGGTGGGCAGGAAGGTTAATAGTGGGTTTGGG

GAGGAGTGGGATGAGTTCGCGGGCGAGGAGATGGGGCAGAAG⊂GATCTTGATTTGATTGTACGAGTGGTCATTTGTTGTGTGTTTGTTGTTGGAGCGTGT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yuki　L鱒321F

ACATATTATTTGTAAT⊂ATT7AG（GTG（GGT（GT　　　　AT1「ATGTGT⊂ATGTGTAGAATAAAGGAGTAGGAATCTTATGTACCTTATGTTACAGC⊂CTTG

ATACTGAGG⊂TGGAAAC（AGA⊂ACCGCCGACCATTTCTTCGCCGTGAGTTC⊂TCGG⊂ATGTCGTGTACAGTTTTCA⊂TTTTAAAATTACAG⊂TGAGGTTC

GGGGAAAAGTC（AT（ATTGGCCCTCTTTGTTGATTTGCAGAAG（：AAATA⊂GT⊂GACACCTTAGCTACAT⊂AGAAGACATCTC（（ATGGGGAGCT⊂（TAGG

TTATCTTT（：GA㎝T　　《訂AAGG了6《TT（G石1［r（ATAGACCACGTT⊂TT⊂（（（：CTGACTCT（：ATTTA⊂TG（：AAG⊂GAAG⊂CAGGGTTGTGTTGGCTCTCT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yuki　L－614R

CCTAGAACAGCTCTCAGGAAGGC（：AATTCCTTCCT⊂ATAAACTCGCTTTGGAGACCCAACTATCA⊂ATACGA⊂CATACCTGC⊂AGAAAACACGGGATC⊂C

GT⊂TGCTCTCCCCTAGT

②②

o
伽

1

4②②

50②

6②0

7②0

8②②

817

図16 プライマーYukiによるPCRで得られた0910加5α加の特徴的DNA断片の塩基配列
矢印は断片B（図13）検出用に設定したプライマーYuki　L－321F

とYuki　L－614Rの結合部位を示す。これらのプライマーでは
PCRで316　bp長の増幅断片が得られる。



尻　o∂ηゴ5 断片A（全長769bp） （Accession　No．　AB500271）

　1

1②1

2②1

3②1

4②1

5②1

6②1

7②1

ACTTTTAT⊂ATGCTGTTTCACCTG⊂ACCCTCTAAGGGTGGAGGTATGGAGTGACTAT⊂AAGCAAAATGATATCATGCAA⊂A⊂ATCAGG⊂GCCTTTGGCAC

TTTTTCATTTTCCCGTTATATACACTCCAGAATATC（＝GAAATAAAACTATTGAGCGTGGTGGCTTCTGTCAGGGGTTCGGTAAATGGATGAAGCCTCCGA

TTTGG（＝T（：ATTGGACGCACGGTTGTATAG⊂AAG⊂TAGCTACACAATCAAGCTTGTGATCGCCATTCAACCAGCTTATCTATAG（：GA⊂TGGGTTCTACCCT

GCATTGATTT⊂ATACGAATGA（：⊂GGCGA⊂ACCGATTTGACTTGT（：AGTACGCTACGAGAGAGC（ATTTCAA⊂AAAACGCCTTATCAAGAGTTATT（：AACT

AGAAAACGATCAAGGTTTTT⊂GAACCATTTAATC丁TGCTTCTTCAGGTACA（：AACCTAGCCTTCCCATAGACACGGCATAGACAATGGAATGGCTAGACC

TAGAGGAGCGATCTGAATGT⊂TTTACTAGAGC⊂ACCGAAGGTT⊂GTCGTTCTAGAAT（（ACGGATT⊂GTCATTGATGGTC（てT⊂GTTAAATATAAACTGG

TTGG⊂AACATTTCAGTGGTGAGAACTTTAA（：GT（CATAGTCGTTAGA⊂TAAAATCGCAGA（：ACCA（：CCGAGAGTTAGAGTGGCGTAATATTG（：TTTTTCC

GTCGATAAG⊂（（TCCACAAACT（：CAGCCATGGCTCGC（＝ATGAAGTCAGTCATTAA（：TTATAGT（AGTTA

1②0

2②②

3②②

4②②

5②②

6②②

7②②

769

尻　caηf5 断片B（全長665bp） （Accession　No．　AB500272）

　1

1②1

2②1

3②1

4②1

GAGG⊂AGTATTTTGTAG（G（AAT（AA⊂TAAGAA（：GGCCTTTTCACGGGAAGCTGGTTGTCACATTTGCAACAGA⊂（＝（：TTGTGAAAGGCCATTGTTATTAT

GTTCACAGGTGCTA⊂⊂GT（TGCCAATGATGCAGCCTGC（：GGAAGC（TAGAAG⊂ATCAAAGTGTCGACCAGCCAGAGATAAAAAGCTGAGTATGCAGA（：AC

TGAAACGTTAG（＝CAACTTACGATCCAGCAGCCGAGTGATAGATCGAATGATAATATGAGCAGTCGGAAGACTGG⊂AAGCTC（C（：AACTAT（（＝ACGTACTC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kasumi　L－321F

TGTACATAGAGAGTGCCAAATAAG（（AAA（（㎝1■「1「AAC了　ハ】∩L（：G（（TATCCAATTCAAAGTCTTTATCC（≡GTAGCGAG⊂CTGG⊂CATCACTTAGTGTA

TCACATATAGAACGA（＝GAGGGCTTGATGAATGTTTC（：ATGGAAA⊂TATG⊂TTTCTATGAAAAAGTATT　GTTGC「GGATGAG「「「了A（G（CC⊂TACTTTTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Kasumi　L－467R

5②1　　TTTCATTT⊂ATGGATCGA（：GTATATATCACGTGATA⊂ATAATτAATGTATGGATGGTCGACCTTCCTAATTGGGACAAGAGATAGATCTACTTAATAAAA

601　　ACCACTGTGAAGGAAGATTTTGGGGGCGTAAATGGGTATCAT（：ACCATGAAC（：AC（：TGT⊂TGTGG

1②0

2②②

3②②

40②

5②②

6②②

665

図17 プライマーKasumiによるPCRで得られた尻oaηゴ5の特徴的DNA断片の塩基配列
　　矢印は断片B（図14）検出用に設定したプライマーKasumi　L－321F

　　とKasumi　L－467Rの結合部位を示す。これらのプライマーによる
　　　PCRで169　bp長の増幅断片が得られる。
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図18　0910加甜加DNA（断片B：図13，16）特異的検出のためのPCR増幅
　　　　　Oglo加8α加にのみ目的の316　bp長の増幅産物（矢印）が見ら

　　　　　れる。



　　　　　　　　　M．caη’S

　　　　’試

図19尻ca加5　DNA（断片B：図14，17）特異的検出のためのPCR増幅
　　　　尻oaηゴ5にのみ目的の169　bp長の増幅産物（矢印）が

　　　　見られる。
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M．caη’S

C．910bOSσm＝M．　caη1S
　　1＝1　1：0．1　0．1：1

　　1「「17rひ　neg

図20マルチプレックスPCRによるO　gloわ05α加と尻oaηゴ5の検出

　　　　A：レーン1，2は0，8・10わ08α加DNAを、レーン3，4は艦oaηf5　DNA

　　　　　　を鋳型として用いた。

　　　　B：レーン1，2，3はOgloわ05α加と尻caηゴ5　DNAをそれぞれ

　　　　　　1：1，1：0．1，0．1：1の割合で混合したものを鋳型として用いた。



β

図21皮膚炎症状の認められた臨床材料からのDNAによるPCR（代表例）

a．本研究でのマルチプレックスPCRによるMcaηゴsの検出

b．D1∠D2・PCR



1　　2　　3　　4　　5　neg

neg

1　　2　　3　　4　　5　neg

図22　健常イヌ皮膚由来培養真菌（常在真菌）由来DNAによるPCR

レーン1～5は、それぞれ異なる健常イヌ個体の皮膚から採取した真菌DNAに

よる増幅を示す。

a．本研究でのマルチプレックスPCR

b．D11D2・PCR

c．ITS・PCR



表1　治療経過及び検査経過

ケトコナゾール

　　内服

ケトコナゾール

　　外用

病変部落屑培養

によるコロニー

　　形成

　　ウッド燈

直接鏡検による

　菌糸の検出

初診 3週間後 9週間後 12週間後

十

±

十

十

±

十



表2　各抗真菌剤の最小発育阻止濃度（MIC）

抗真菌剤 MIC（μglm1）

Amphotericin　B 4．0

う

…
L

K：etoconzole

Itracon，azole

Myconazole

0．25

0．5

1．0

Micafungin ＞16．0

　　　Fluconazole　　　　　　　　　16．O

r　り　一－…一㌧「．』｝………潤一1‘．

｝　5隔Fluorocytosine　　　　　　　　64．0
隻



表3　61910わ05α加18株の詳細

サンプル番号＃ IFM　No． 採取地 分離源 備考

1 40868 日本 不明 長崎県五島列島環境分離株

2 40869 日本 不明 長崎県五島列島環境分離株

3 40870 日本 不明 長野県佐久環境分離株

4 40872 日本 不明 由来：unknown，ニNHL

5 40873 日本 不明 長野県佐久環境分離株

6 40874 日本 不明 長崎県五島列島環境分離株

7 40875 日本 不明 由来＝unknown，ニNHL

8 40876 日本 不明 由来：unknown，ニNHL

9 40877 日本 不明 由来：unknown，＝NHL

10 40878 日本 不明 長崎県五島列島環境分離株

11 70880 カナダ 不明 由来：unknown，ニDAOM

12 50667 ブラジル ヒト患者

13 50668 ブラジル ヒト患者

14 52186 ブラジル 患者病室

15 54755 日本 落下菌 ファーストラボ

16 55623 日本
イヌ：頸部痂皮 千葉県

背即部体毛 報告日＝同定日2005．11．30

17 40881 カナダ
アラスカエンドウの

@　　さや

本症例株 53574 日本

イヌ、黒ラブ：

@皮膚炎

’　　申告日：2004．3．12

iAccession　No．　AB292591）



表4σ8：10わ05ロπ～18株の分子生物学的分類

サンプル番号＃ IFM　No． βチューブリンDNA型 FMI　DNA型

1 40868 A Y
2 40869 B Z

3 40870 A Y
4 40872 A Y
5 40873 A Z

6 40874 A Z

7 40875 B Z

8 40876 B Z

9 40877 B Z

10 40878 B Y
11 70880 B Z

12 50667 B Z

13 50668 B Z

14 52186 B Z

15 54755 B Z

16 55623 B Z

17 40881 B Z

本症例株 53574 B Z



表5　臨床材料からのPCR結果

No 動物種 症状 サンプル腫 PCR結果 形態同定 備考 シークエンス結果

1 ネコ 十 培養菌糸 Mcanf5 M：canf5

イヌ 十 培養菌糸 × × ．曲θm副asp．

イヌ 十 培養菌糸 X ×

イヌ 十 培養菌糸 M：caη∫5 M：canf5

イヌ 十 培養菌糸 × × 　　　8Sθ』maηa　sp．

イヌ 十 培養菌糸 × × Pθnfcf1万um　sp．

イヌ 十 培養菌糸 × × 漁1a55θzfa　pachyder加a亡」5

ウサギ 十 皮膚 M：oaηf5 × コロニー（・）

イヌ 十 皮膚 × ×

10 イヌ 十 培養菌糸 × ×

11 ネコ 十 皮膚 × × 治癒検体

12 イヌ 十 皮膚 × ×

13 イヌ 十 皮膚 × ×

14 イヌ 十 皮膚 × × 治療中

15 イヌ 十 皮膚 × ×

16 ヌ 十 皮膚 × ×

17 イヌ 十 皮膚 × ×

18 イヌ 十 皮膚 × ×

19 イヌ 十 皮膚 × ×

0 ネコ 十 皮膚 × ×

1 イヌ 十 培養菌糸 × × α8doερohm　8P．

2 イヌ 十 培養菌糸 × × 　　　●ﾃθmaηa　sp．

7 イヌ o 培養菌糸 × × 健常 窃cho卿憩ηdθわθumlan痂ηum

8 イヌ ■ 養菌糸 × × 健常

9 イヌ ・ 培養菌糸 × × 健常

0 イヌ ● 培養菌糸 × × 健常 　　　．巣ﾆmaηa　sp．

1 イヌ o 培養菌糸 × × 健常 ％15a亙80em加ηfaθ

2 イヌ o 培養菌糸 × × 健常

3 イヌ ● 培養菌糸 × × 健常

4 イヌ ● 培養菌糸 × × 健常 　　　・ﾐθ」阻8rla　sp．

＋：皮膚症状あり、一：皮膚症状なし、×：0．810bo5um及び．M　caη」5ともに未検出




