
北海道大学・獣医学研究院・特任教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

イヌ・リーシュマニア症におけるエキソソームRNAの解析と早期診断法の開発

Molecular analysis of small nucleic acid molecules for the development of novel 
diagnostic methods of canine leishmaniasis

１０１３０１５５研究者番号：

片倉　賢（KATAKURA, KEN）

研究期間：

１６Ｈ０５０２３

年 月 日現在  元   ６ １０

円    12,900,000

研究成果の概要（和文）：イヌのリーシュマニア症はリーシュマニアという寄生虫による慢性の感染症です。こ
の研究の目的は、この寄生虫に感染しているかどうかを正確に判断するために、精度の高い診断法を開発するこ
とです。リーシュマニアに野外で感染した犬、実験的に感染させた犬やマウスの血液を調べたところ、リーシュ
マニア由来のセルフリーDNAやsmall RNAと呼ばれる小さな核酸分子が血液中にごく微量含まれていました。した
がって、これらの低分子核酸はリーシュマニア症の新しい診断マーカーとして役に立つ可能性のあることが分か
りました。

研究成果の概要（英文）：Canine leishmaniasis is a chronic disease caused by infections with several 
Leishmania species. This study aims to develop more sensitive novel diagnostic methods of 
leishmaniasis based on analysis of small nucleic acids such as cell-free DNA and small RNA molecules
 in the peripheral blood. Cell-free DNAs of possible Leishmania-origin were detected by next 
generation sequence analysis from the blood of Leishmania donovani-infected stray dogs captured in 
the endemic area of human visceral leishmaniasis in Bangladesh. Meanwhile, small RNA molecules 
derived from possible Leishmania rRNAs and tRNAs were detected in the blood of mice 2 weeks after 
experimental infection with Leishmania donovani. These results suggest that small nucleic acids such
 as cell-free DNA and small RNA molecules are useful for novel diagnostic molecular markers of 
leishmaniasis.

研究分野： 獣医寄生虫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究は、リーシュマニアという寄生虫に感染しているかどうかを、できるだけ早期にそして正確に判断する
ために、より精度の高い診断法を開発することを目的として行われました。リーシュマニアに感染した犬やマウ
スの血液を調べたところ、リーシュマニア由来の小さな核酸分子が、感染動物の血液中にごく微量含まれている
ことが分かりました。用いた次世代シーケンスデータ解析技術は、１つの検体から様々な情報を得ることができ
る技術です。今回、この方法が寄生虫感染の診断にも応用できることを実証することができました。この結果
は、今後のさらなる診断技術の開発・改良に貢献するものです。



 

 
１．研究開始当初の背景 
(1) 内臓リーシュマニア症におけるイヌの役割 
旧大陸におけるヒトの内臓リーシュマニア症は、ヨーロッパから北アフリカおよび中東に

かけては Leishmania infantum が原因虫種である。これらの地域では、イヌが保虫宿主として
の役割を果たしている zoonotic な伝播である。一方、東アフリカ諸国やインド亜大陸（イン
ド、ネパールおよびバングラデシュ）の内臓リーシュマニア症では、Leishmania donovani が
主要原虫種であり、これらの地域では、リーシュマニア原虫がサシチョウバエによってヒト
からヒトへ伝播される anthroponotic な伝播であるといわれている。しかし、われわれは、バ
ングラデシュでは、野犬がリーシュマニアに不顕性に感染していることを突き止めた。その
ため、リーシュマニアの保虫動物の調査には、不顕性感染をより高精度に診断できる新規免
疫診断法の開発や微量な原虫由来の核酸を検出する次世代型診断法の開発が必要であると考
えた。 
 
(2) L. donovani によるイヌ・リーシュマニア症モデルの実験結果 
イヌにおける L. infantum の自然感染症例や実験感染例は数多く報告されている。しかし、

イヌにおける L. donovani の感染病態解析に関する報告はきわめて少ない。そこでわれわれは、
ビーグル犬を用いて原虫接種実験を実施し、リーシュマニア原虫が不顕性感染すること、ま
た、分子量約 88 kDa の抗原（抗原 X）に対する抗体を長期にわたり産生していることを突き
止めた（科学研究費助成事業研究成果報告書、2012~2014、課題番号 24380163）。 

 
(3) 低分子核酸（small nucleic acids）をリーシュマニア感染のバイオマーカーとする可能性 
近年、ヒトやマウスの各種細胞からエキソソーム(エクソソーム)と呼ばれる直径 30-100 nm

の膜小胞が放出され、細胞間の情報伝達機能を介して、宿主の免疫機能などを調節している
ことが明らかになってきた。エキソソームは、リーシュマニア原虫をはじめ各種寄生虫から
も放出されていることが判明しており、エキソソームに含まれる分子の役割についての解析
が進められている。しかし、リーシュマニア原虫由来のエキソソームには、真核生物で通常
にみられるようなマイクロ RNA（miRNA）分子は存在せず、small non-coding RNA 分子であ
る ribosomal RNA 断片（中央長が 39 塩基長）や transfer RNA の断片（中央長が 55 塩基長）
を多く含んでいることが報告されている（Lambertz et al., 2015）。これまでのところ、ヒトの
リーシュマニア症やリーシュマニア症モデル動物からリーシュマニア原虫由来の small RNA
分子が検出されたとの報告はない。一方、セルフリーDNA（cfDNA）分子は、細胞死によっ
て細胞から放出された遊離 DNA が血液や尿中に出現するものであり、腫瘍細胞マーカーと
して研究が進められている。しかし、リーシュマニア症における研究は皆無である。 
 
２．研究の目的 
イヌの内臓型リーシュマニア症は慢性感染症であり、不顕性感染も多いことが知られている。

したがって、本症の早期診断ならびに不顕性感染の検出は臨床的にも疫学的にも重要である。
本研究では、診断ツールの感度向上を目的とし、免疫血清診断法の新規抗原を検索するととも
に、血中の低分子核酸であるセルフリーDNA や small RNA 分子が次世代型診断マーカーになり
得るか否かを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 血清診断用の新規抗原 X の同定 

L. donovani の promastigote 型虫体の抗原を電気泳動し、感染犬血清と反応する目的のバン
ドを切り出し、質量分析装置（TOF MS/MS）を用いて蛋白質 X 候補のペプチド情報を得た。
Mascot（http://www.matrixscience.com/）を用いてデータベース検索し、蛋白質 X 候補を得た。
遺伝子 X の遺伝子情報はリーシュマニアのゲノムデータベースから検索した。 
 
(2) 抗原 X 遺伝子のクローニングと組換え蛋白質 X の作製 
遺伝子 X を PCR 増幅し、pET30a ベクターに挿入した。大腸菌で発現させたのち、ニッケル

カラムで精製し、組換え蛋白質を得た。 
 
(3) 組換え蛋白質 X のウエスタンブロット解析 

L. infantum に自然感染したイヌの血清（陽性血清）とリーシュマニア症の非流行地のイヌの
血清（陰性血清）を用いて、ウエスタンブロットの条件を標準化した。実験ビーグル犬および
バングラデシュの野犬血漿を用いて、組換え蛋白質 X に対する抗体の有無を検討した。 
 



(4)  L. donovani 由来 cfDNA の解析  
バングラデシュにおけるヒトのリーシュマニア症の流行地で捕獲した 14 頭の野犬を対象に、

血漿中に遊離する cfDNA を網羅的に解析し、寄生虫由来 DNAの検出を試みた。抽出した cfDNA
を材料に次世代シーケンサー（Illumina MiSeq）によるメタゲノム解析を行い、イヌ由来配列を
参照ゲノム配列へのマッピングにより除去した後、NCBI nt（non-redundant nucleotide sequences）
データベースを用いて、BLASTn プログラムによる相同性検索を行った。 
 
(5)  L. donovani 由来 small RNA の解析 
上記 (4)のイヌの血清または血漿材料から RNA を抽出し、small RNA ライブラリーの作製を

試みた。また、当初の実験計画にはなかったが、実験的リーシュマニア感染マウスの末梢血中
に原虫由来 small RNA 分子が存在するかについても併せて検討した。解析には、凍結保存して
あった L. donovani ならびに L. amazonensis を感染させた BALB/c マウスの血漿を用いた。感染
後それぞれ 2 週間および 2 か月後の血漿を 5 頭分プールし、RNA 抽出したのち、small RNA ラ
イブラリーを作製し、次世代シーケンサー（Illumina HiSeq）によるメタゲノム解析を行った。
マウス由来配列を除去した後、L. donovani データベース(ASM22713v2)との相同性検索を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 血清診断用の新規抗原 X の分析 

SDS-PAGE から候補抗原分子を切り出して、質量分析(LC-MS/MS)を行った。得られたデータ
を MASCOT プログラムで解析したところ、ペプチド情報から得られたタンパク質は GP63、heat 
shock protein 70 (HSP70)、HSP83、mitochondrial chaperonin HSP60、tubulin beta chain であった。
もっともスコアの高い HSP70 を選択し、1962 塩基長の L. donovani の HSP70 遺伝子を増幅し、
pET30a ベクターに挿入した。大腸菌で発現させたのち、ニッケルカラムで精製し、組換え蛋白
質（rLdHSP70）を得た。これを抗原として、ウエスタンブロット解析を行った。 
その結果、rLdHSP70 は、陽性コントロールであるイヌ・リーシュマニア症の臨床例の血清

およびバングラデッシュの野犬の一部と強く反応した。しかし、実験感染ビーグル犬において
は、抗体を産生しているとの確証を得ることができず、rLdHSP70 が L. donovani 感染によるイ
ヌ・リーシュマニア症の早期診断に有用であるとの結論を得るには至らなかった。 

 
(2)  L. donovani 由来 cfDNA の網羅的解析   
 バングラデシュの野犬 14 頭から抽出した cfDNA をメタゲノム解析した結果、各サンプルあ
たり約 2,300 万の配列を得た。イヌ由来配列を除去した後、相同性検索を行った結果、寄生虫
種の配列と高い相同性を示すリードが計 150 配列得られた。線虫類の配列は糸状虫の感染を反
映しており、それらの共生菌と考えられる Wolbachia 菌の配列も検出された（表 1）。原虫類の
検出はリーシュマニアとバベシア（Babesia）の感染を反映しており（表 1）、現地の野犬は複
数の寄生虫に混合感染していることが強く示唆された。このことから、イヌ血中の cfDNA は、
寄生虫感染を診断するバイオマーカーとして有望であることが示された。 
血液を対象とした PCR による原虫検出結果と血中 cfDNA の検出結果を比較すると、赤血球

内に寄生するバベシアでは両結果に一致が認められた。しかし、マクロファージ系細胞に寄生
するリーシュマニアでは、両者の検査結果は必ずしも一致しなかった。cfDNA が死滅した細胞
から放出され、かつ半減期が短いことを考慮すると、リーシュマニア感染犬の末梢血中には、
原虫に感染した細胞が存在すること、ならびに死滅原虫の残骸が出現していることが示唆され
た。今後、寄生虫のゲノム情報がさらに蓄積されるに伴って、cfDNA 解析法がより精度の高い
寄生虫感染診断法として発展する可能性が期待された。 
 
(3) 末梢血液中の L. donovani 由来 RNA の解析 
当初、血漿サンプルからエキソソームを回収し、その後 RNA を回収する計画であった。し

かし、サンプル量が少ないことから、血漿材料から直接 RNA を回収した。リーシュマニアの
cfDNA が検出されたバングラデシュの野犬の血漿では、回収 RNA 量が不十分であり、それに
続く解析は実施できなかった。一方、L. donovani ならびに L. amazonensis 感染マウスの血漿に
ついては、small RNA ライブラリーを作製することに成功し、それぞれ約 1,630 万と約 1,140 万
の配列が得られた。データ解析の結果、そのなかでリーシュマニアに固有配列はそれぞれ 71
（28-40 塩基長）と 15 配列（28-40 塩基長）であり、配列の一部はリーシュマニアの rRNA お
よび tRNA 由来であった。先行研究の結果と長期血漿保存における RNA 分子の安定性を考慮す
ると、検出されたリーシュマニアの rRNA はエキソソーム由来であると考えられた。以上、リ
ーシュマニアに感染したマウスでは感染初期の末梢血中にリーシュマニア由来の低分子 RNA
が出現することが明らかになり、次世代型診断マーカーになり得る可能性が示された。 
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  Wolbachia4_49 169 不明 
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