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牛コクシジウム病の原因となる Eimeria属原虫は，
少なくとも 13 種類が知られており，国内でも 11 種類
が確認されている［1, 2］．その中で，病原性が強く，
各地で問題となっているのが Eimeria (E.) bovisと 

E. zuerniiで，これらは小腸から大腸にかけて寄生し，
子牛に重度の出血性下痢を引き起こし，時には死亡の原
因となる［1, 3, 4］．病理組織学的には，腸管上皮内に
無性及び有性生殖期の発育虫体の寄生と粘膜上皮の変
性・脱落などを伴った出血性腸炎や偽膜性腸炎が認めら
れるのが特徴である［5-7］．
これまで牛に寄生する Eimeria属原虫の種の鑑別は，
糞便中のオーシストの長径と短径，形状やミクロパイル
の有無など，形態学的特徴によりなされてきた［1］．し
かし，その特徴が類似する種類もあり，正確な同定を行
うには熟練を要する．その他の種鑑別法として，近年，
Kawaharaら［8］は牛糞便材料を用いて，Eimeria属

の Internal Transcribed Spacer（ITS）-1 領域をター
ゲットとした種鑑別 PCR法を開発し，複数種が混在し
た材料でも種特異的な PCR産物の増幅により種の同定
が可能であることを報告した．しかしながら，いずれの
場合も糞便中のオーシストを検査対象としており，特に
PCRの鋳型とする場合には，浮遊法などによるオーシ
ストの精製が行われた後，DNAが精製されている［8］．
実際の生産現場における診断では，採材困難な死亡事
例を含め，常に新鮮な糞便材料が手に入るとは限らず，
糞便材料以外からの Eimeria属原虫の確実な同定方法
が求められている．
今回，病理組織学的にコクシジウムの寄生を認めた子
牛の出血性腸炎事例において，病変部のパラフィン包埋
切片から DNAを抽出し，Eimeria属の種鑑別 PCR法を
初めて試みた．その結果，E. bovisと E. zuerniiの混合
感染であることを特定することができたので報告する．
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要　　　　　約

鹿児島県内の黒毛和種を飼養する 1農場で，5カ月齢の子牛が下痢と脱水を呈して死亡したため，病性鑑定を実施し
た．剖検では空回腸と直腸粘膜の充出血，直腸粘膜に牛鞭虫の寄生を認めた．病理組織学的に直腸粘膜にコクシジウム
の重度寄生による出血性腸炎を認めた．直腸病変部のパラフィン包埋切片から抽出した DNAを用いた PCR検査で，
Eimeria (E.) bovisとE. zuerniiの特異遺伝子を認めた．また，同居子牛の糞便からE. bovisとE. zuerniiに類似のオー
シストと牛鞭虫卵を検出した．病理組織学的検索とパラフィン包埋切片を用いた遺伝子学的検索をあわせて実施するこ
とで，直腸炎の原因が E. bovisと E. zuerniiと特定することができた．
─キーワード：Eimeria (E.) bovis，Eimeria zuernii，パラフィン包埋切片．
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材 料 及 び 方 法

鹿児島県内の黒毛和種繁殖雌牛 36 頭，子牛 20 頭，
肥育牛 220 頭を飼養する農場で，2014 年 5 月 21 日に 5
カ月齢の子牛 1頭が元気消失，食欲廃絶，脱水，黄色水
様性下痢を呈した．それ以前に重度な下痢や血便の病歴
はなく，削痩も認められなかった．補液，サルファ剤及
び抗生物質などで加療するも，起立困難や痙攣を呈し，
翌日昼に死亡したため，当日夕方に家畜保健衛生所で病
性鑑定を実施した．当該農場では，繁殖雌牛に牛異常産
3種混合不活化ワクチンを，子牛に牛 5種混合生ワクチ
ンと牛ヘモフィルス・ソムナス感染症不活化ワクチンを
接種していた．
病理学的検査では，死亡子牛の病理解剖を実施し，肉
眼的に病変を確認するとともに，大脳，小脳，中脳，延
髄，脊髄，心臓，肺，肝臓，腎臓，脾臓，第 1～4 胃，
小腸，大腸，腸間膜リンパ節及び大腿筋を採材し，10％
中性緩衝ホルマリン液で固定した．翌日切り出しと再固
定を行った後に，迅速にパラフィン包埋処理を実施し
た．その後薄切りし，ヘマトキシリン・エオジン（HE）
染色を施して鏡検した．
病理組織学的検査でコクシジウムの寄生が確認された
直腸と空回腸のパラフィン包埋ブロックから DNAの精
製を行った．すなわち，厚さ約 5µmに薄切した組織切
片 4枚をチューブに回収し，市販キット（QIAamp DNA 

FFPE Tissue Kit，㈱キアゲン，東京）を用いて DNAを
抽出した．Eimeria属種特異的PCRは，Kawaharaら［8］
の方法に基づき，6種の Eimeria属原虫（E. alabamensis，
E. auburnensis，E. bovis，E. cylindrica，E. ellipsoidalis，
E. zuernii）の種特異的プライマーを用いて実施した．
また，追跡調査として，死亡子牛と同じ牛房で飼養され
ていた子牛 1頭（子牛 No. 1：5 カ月齢）及び隣接牛房
Aで飼養されていた子牛 2 頭（子牛 No. 2，3：いずれ
も 5カ月齢）の糞便について，比重 1.2 のショ糖液を用
いた遠心浮遊法及び O リング法を実施後，OPG

（oocysts per gram）を算出した．なお，子牛 3頭に下
痢は認められなかった．死亡子牛のいた牛房は死亡後に
清掃，消毒及び敷料交換がなされていたが，当該牛房（2
カ所：牛床 No. 1，2）及び隣接牛房 A（3 カ所：牛床
No. 3-5）の牛床のオガクズについて，ショ糖液を用い
た遠心浮遊法を実施した．
細菌学的検査では，大脳，脊髄，心臓，肺，肝臓，腎
臓，脾臓，腸間膜リンパ節及び小腸内容を分離材料とし，
5％緬羊血液加トリプトソイ寒天培地とDHL寒天培地を
用いた好気培養，チョコレート寒天培地を用いた 5％炭
酸ガス培養，5％緬羊血液加 GAM寒天培地を用いた嫌
気培養を実施した．
ウイルス学的検査では，小腸内容を材料とし，牛ウイ

ルス性下痢ウイルス（BVDV）と牛コロナウイルス
（BCoV）の PCR検査を実施した．

成　　　　　績

剖検では，小腸及び大腸粘膜にび漫性の充出血や粘液
の分泌亢進が認められ，直腸粘膜では牛鞭虫の寄生（平
均 1～2匹 /4cm2）が認められた．脳脊髄液の増量や右
肺中葉及び両側後葉に軽度な肝変化が認められた．
病理組織学的検査では，直腸の陰窩上皮内に Eimeria

属原虫のガメトサイト，メロント及び未成熟オーシスト
など種々の発育期虫体の寄生が認められた（図 1）．陰
窩腔はやや拡張し，粘膜固有層では出血，好酸球やリン
パ球の浸潤が認められ，出血性直腸炎と診断した．また，
管腔内や粘膜表層に牛鞭虫の虫体が認められ，虫体周囲
の粘膜固有層では，多核巨細胞が認められた．
空回腸では，粘膜固有層に好酸球などの浸潤が認めら
れたが，Eimeria属原虫の寄生は認められなかった．肺
では，高度な充うっ血を伴った肺水腫が認められた．

Eimeria属の種特異的 PCRによる検索では，直腸の
パラフィン包埋切片から抽出した DNAサンプルで E. 

bovisと E. zuerniiの増幅産物が認められた（図 2）．追
跡調査における子牛 No. 1～3 の糞便の OPGは，それ
ぞれ 400，600 及び 200 であり，形態的特徴から E. 

bovis，E. zuernii及び E. auburnensisのオーシストと
推定された（図 3）．また，Oリング法では検出されな
かったが，遠心浮遊法で 3頭からごく少数の牛鞭虫卵を
検出した．牛床については牛床 No. 3 及び No. 5 から
Eimeria属原虫のオーシストを検出した．
細菌学的検査で，病原菌の分離はなく，ウイルス学的
検査で，BVDVと BCoVの特異遺伝子は検出されなかっ
た．

図 1　直腸の病理組織像
陰窩上皮細胞内に多数のマクロガメトサイト（太
い矢印），メロント（細い矢印）及び未成熟オーシス
ト（矢頭）が認められる（HE染色　Bar＝30μm）．
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少なく，潰瘍などの病変は認められなかったことから，
牛鞭虫寄生は死亡の主原因ではないと判断された．しか
しながら，Eimeria属原虫との混合感染により病態が増
悪した可能性は否定できない．
死亡子牛の糞便検査は実施できなかったが，追跡調査
の結果，当該農場にコクシジウムの浸潤が確認された．
追跡調査した子牛の OPGはいずれも低値であったもの
の，死亡子牛の PCR検査で検出された E. bovisと 

E. zuerniiに類似のオーシストが確認された．そのため，
定期的な牛床の清掃，消毒及び敷料交換，適切な堆肥化
処理の実施，トルトラズリル製剤などの予防的投薬など
の発症予防対策について指導し，現在のところ当該農場
に重篤な下痢を呈する子牛は認められていない．
パラフィン包埋切片からの PCRについては，パラ
フィンブロック作製過程の薬液及び加温，パラフィンブ
ロックの保存期間または感染の程度による検出感度の影
響など，不明な点は残っているものの，病理組織学的検
索後に，当該切片から Eimeria属原虫の種の同定が行
えることは，病態をより正確に理解し，考察するうえで
有用である．
稿を終えるにあたり，Eimeria属の PCR検査を実施してい
ただいた一財日本生物科学研究所 川原史也氏，張　国宏氏に
深謝する．
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考　　　　　察

近年，牛コクシジウム病の予防・治療対策として，ト
ルトラズリル製剤が検証され，下痢の軽減，糞便中の
オーシスト数の減少，体重減少の抑制などの有効性が報
告されている［6, 9-11］．一方，本症例では，サルファ
剤による加療が実施されたが，その効果を認める前に死
亡した．コクシジウム病を疑う死亡子牛の確定診断に
は，Eimeria属原虫の検出とともに病理組織学的検査が
重要となる．さらに，検出された Eimeria属原虫につ
いては，種の同定を行うことが望ましい．これまで病理
組織学的検査で Eimeria属原虫の感染による腸炎を認
めた症例は数多くあったが，組織切片上で形態学的に種
鑑別を行うことは困難であった．組織切片上で観察され
た Eimeria属原虫の種の同定が可能であれば，より確
実に病原体と病態を関連づけることができる．
本症例では，病理組織学的に出血性直腸炎が認められ
たことから，寄生していた Eimeria属原虫は病原性の
強い E. bovisまたは E. zuernii，あるいはその両種の感
染が予想された．そこで，病変部のパラフィン包埋切
片を用いた種特異的 PCRを行ったところ，両種の特異
遺伝子が検出され，それらの混合感染と確認することが
できた．細菌学的及びウイルス学的検索では，いずれの
病原体も検出されなかったことから，子牛の死亡原因は
この 2種の Eimeria属原虫の感染によるものと診断し
た．
死亡した子牛の直腸には，牛鞭虫の寄生も認められ
た．牛鞭虫に濃厚感染した場合，重度な下痢や衰弱を呈
し，潰瘍を伴った壊死性結腸炎が認められることが報告
されている［12, 13］．本症例では，牛鞭虫の寄生数は

図 3　同居子牛の糞便検査
3 種類のコクシジウムオーシスト（A：E. bovis，

B：E. zuernii，C：E. auburnensisと推定）と牛鞭
虫卵（D）が認められる（Bar＝20μm）．

図 2　直腸と空回腸のパラフィン包埋切片から抽出した
DNAの PCR検査結果
直腸でのみ E. zuernii（矢印）と E. bovis（矢頭）
の特異遺伝子がみられる（M：100bpラダーマーカー，
1：Eimeria ITS，2：E. alabamensis，3：E. auburn-
ensis，4：E. bovis，5：E. cylindrica，6：E. ellipsoi-
dalis，7：E. zuernii，Eb：E. bovis陽性対照，Ez：E. 
zuernii陽性対照）．

➡▶

直腸切片抽出 DNA 空回腸切片抽出 DNA
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Genetic Identification of Coccidian Parasites in a Calf with Hemorrhagic Proctitis  
by Species-specific PCR Using Formalin-fixed Paraf fin Embedded Sections 
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SUMMARY

A five-month-old Japanese Black calf fed at a farm in Kagoshima Prefecture died as a result of severe diar-
rhea and dehydration.  During necropsy, hyperemia and hemorrhages were found on the mucosa of the jeju-
num, ileum and rectum.  Some Trichuris discolor worms were also obser ved in the mucosa of the rectum.  His-
topathological examination of the rectum with hemorrhagic enteritis revealed coccidian parasites of various 
developmental stages in the epithelial cells.  Using DNA purified from sections of the rectum, species-specific 
PCR was conducted and consequently Eimeria (E.) bovis and E. zuernii specif ic genes were amplif ied.  
Through fecal examination of other calves on the farm, oocysts morphologically similar to those of E. bovis and 
E. zuernii, and eggs of T. discolor were detected.  Consequently, we successfully identified E. bovis and E. zuer-
nii from formalin-fixed paraf fin embedded sections and identified a lethal case with these Eimeria species.
─ Key words : Eimeria (E.) bovis, Eimeria zuernii, formalin-fixed paraf fin embedded sections.
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