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研究成果の概要（和文）：リーシュマニア症の感染原虫種に関する研究では、LAMP法を用いた分子診断法を確立
するとともに、FTAカードを用いた分子疫学調査法を確立し、エクアドル、ペルー、アルゼンチンなどの各流行
地に分布する原虫種と病態との関連を明らかにすることができた。媒介昆虫に関する研究では、PCR法や新たに
確立したLAMP法による大規模調査によって、いくつかの流行地で原虫媒介種を明らかにすることができた。ま
た、同種のサシチョウバエでも遺伝的背景が原虫媒介能に影響を及ぼす可能性について指摘した。一方、タイの
新興リーシュマニア症に関する研究では、血清診断用の抗原を同定するとともに、媒介昆虫の調査法を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：Countrywide epidemiological study on leishmaniasis was performed using FTA 
cards as a sample collection tool, and causative parasite species as well as its relation to 
pathogenesis were identified. In addition, a LAMP-based molecular diagnosis for leishmaniasis was 
established. Distributing sand flies and their infection by Leishmania spp. were examined by 
dissection and molecular mass-screening, and sand fly species responsible for transmission of 
Leishmania were successfully identified in several endemic areas. In addition, population genetics 
analysis of sand flies suggested that intraspecific genetic variation is associated with vector 
competency. On the study of emerging leishmaniasis in Thailand, parasite antigens for serodiagnosis 
were identified, and vector research methods using PCR and LAMP was established. 

研究分野：寄生虫学・衛生動物学
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１． 研究開始当初の背景 
(1) リーシュマニア症 
吸血昆虫サシチョウバエが媒介するリー
シュマニア原虫の感染による人獣共通感染
症で，世界で 1,500万人以上の患者がいる。
リーシュマニア原虫は約 20種報告されてお
り，感染種が臨床像を決定することから，原
虫種の同定は本疾病のリスクや適切な治
療・予後判定に重要である。また，800種以
上報告されているサシチョウバエのうちリ
ーシュマニア原虫を媒介する種（ベクター）
を明らかにすることや，ヒトへの感染源とな
る保虫動物（リザーバー）を特定することは，
感染対策を考えるうえで重要である。 

2006年ごろからタイで新種の原虫（2009
年，2012年にそれぞれ Leishmania siamensis，
L. martiniquensisと新種記載）による内臓型，
皮膚型リーシュマニア症の発生が報告され，
本症例は現在も増え続けている。一方，ヨー
ロッパ（2009, 2010年）やアメリカ（2012年）
では皮膚病変を呈したウシやウマなどから
同原虫種の感染が確認されており，L. 
siamensisや L. martiniquensisは世界で様々な
宿主域で感染が広がっていると考えられる。
本症の早期診断や潜在感染の調査とともに
伝播機構の解明，ベクター・リザーバー調査
は急務である。 
(2) ベクター唾液の作用 
吸血昆虫は単なる病原体の運び屋ではな
く，吸血時に宿主に注入する唾液が宿主の生
理機構・免疫機構や病原体感染などに様々な
影響を及ぼすことが分かってきた。しかしな
がら，サシチョウバエの唾液が宿主の生体防
御機構やリーシュマニア感染に与える影響
はまだ十分に解明されていない。 
(3) Leishmania RNA virus (LRV)と感染病態 
分離原虫株を用いた感染動物実験で，「LRV
が感染したリーシュマニア原虫は，自然免疫
系を活性化して宿主の炎症反応を増強し病
態を悪化させる」という興味深い研究が報告
された。しかしながら，LRVが感染する原虫
種，自然感染状況，症例での病態への関与な
ど，ほとんど明らかにされていない。原虫へ
の LRV 感染はリーシュマニア感染病態のリ
スク因子になると考えられる。 
(4) これまでの研究 
① FTAカードに感染者の病変部検体を採材，

PCR によるリーシュマニア症の分子疫学
調査法(FTA-PCR)を確立し，ペルーおよび
ベネズエラの流行地で広域疫学調査を実
施した(Kato et al., 2010d, 2011b)。 
② エクアドルおよびペルーにおける疫学調
査で，それぞれの国で Leishmania naiffiお
よびLeishmania shawiが分布していること
を初めて報告した (Kato et al., 2008a, 
2010d)。 
③ ベネズエラで流行する原虫種 Leishmania 

venezuelensis の疫学調査及び詳細な原虫
遺伝子の解析を行い，この種が独立種では
ないことを報告した(Kato et al., 2011b)。 

④ サシチョウバエの種の同定と原虫感染の
検出を迅速・簡便に行う mass screening 
PCR 法(MS-PCR)を開発し，ペルー・エク
アドルなどの流行地において大規模なベ
クター調査を実施した(Kato et al., 2005, 
2007, 2008a,b, 2010b,c, 2011a; Barroso et al., 
2007, Terayama et al., 2008; Kuwahara et al., 
2009; Fujita et al., 2012; Alam et al., 2012)。 
⑤ エクアドル・ペルーのアンデス地域でリー
シュマニア原虫を媒介する Lutzomyia 
ayacuchensisから唾液腺を採取，唾液腺遺
伝子転写産物の網羅的解析を行い，唾液タ
ンパクの構成成分および抗原性を明らか
にした(Kato et al., 2015)。 
⑥ 近年タイで発生している内臓型リーシュ
マニア症の原因である新種の原虫 4 株に
ついて複数の遺伝子領域を用いた分子系
統解析を行い，それらが既知の原虫種とは
明らかに異なること，2系統が存在するこ
と，近年欧米の動物から検出されている原
虫と同一種であることなどを明らかにし
た(Leelayoova et al., 2013)。 

 
２．研究の目的 
本研究では，新たな広がりを見せるリーシ
ュマニア症の伝播機構や病態の解明を目指
し，これまでに蓄積してきた知見や独自の研
究材料を活用して“感染・病態リスク評価シ
ステム”を構築し，新たな視点から疫学調査
を行うことを目的とする。そのため，迅速な
感染者の診断法やベクター・リザーバー調査
法の確立に加え，病態を悪化させる因子と報
告された“リーシュマニア原虫感染性ウイル
ス(LRV)”の感染状況について調査を行う。
また，近年タイで報告され世界的な蔓延が危
惧される新種の原虫による内臓型リーシュ
マニア症について新たな診断・調査系を構築
し，タイにおける潜在感染の調査やベクタ
ー・リザーバー調査を行う。本研究で期待さ
れる成果は，リーシュマニア症の伝播機構や
病態の解明のみならず，疾病制御や新たな治
療法の開発へつながると考えられる。 
 
３． 研究の方法 
(1) LAMP法を用いた分子診断法の確立 
塗布した検体のタンパクを不活化・溶解し，
核酸をフィルター上に安定的に固定する
FTA カードに採取した病変部検体を用いて，
65℃で 1 時間以内に結果を判定できる
LAMP 法 を 用 い た 迅 速 原 虫 検 出 系
(FTA-LAMP)を確立する。 

(2) リーシュマニア症の広域調査 
 FTA カードに患者検体を採取し，FTA-PCR
法，FTA-LAMP 法によりエクアドルおよび
ペルーのリーシュマニア症各流行地域にお
ける分布原虫種を明らかにする。 

(3) 新規の血清診断用抗原の探索 
タイの新興リーシュマニア症原因原虫の分
離株からタンパクを抽出し，感染者血清お
よび感染実験動物血清などにより認識され



る抗原を同定する。また，原虫抗原の組換
えタンパクを作製し，血清診断に応用可能
な免疫原性の高い抗原を同定する。 

(4) リーシュマニア原虫への LRV感染調査 
FTA カードに採取した原虫株を用いて 
LRV の検出系を確立する。また，エクアド
ル，ペルーなどで採取した患者の病変部検
体を用いて，LRV感染調査を行う。 

(5) LAMP 法を用いたサシチョウバエ調査法
の確立と応用 

LAMP 法を用いたサシチョウバエのマスス
クリーニング調査法(MS-LAMP)の確立を行
い，検出感度および特異性を検討する。 

(6) ベクター調査 
MS-PCR法, MS-LAMP法を用いて，様々な
流行地の分布サシチョウバエ種およびベク
ターの調査を行う。 

(7) サシチョウバエ唾液の機能解析 
サシチョウバエの唾液成分の組換えタンパ
クを作製し，その生理活性や宿主免疫，原
虫感染に及ぼす役割を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) LAMP法を用いた分子診断法の確立 

FTA カードに塗布した検体を鋳型に用いて
LAMP 法によりリーシュマニア原虫遺伝子
を 1 時間以内に検出する分子診断法
（FTA-LAMP）の確立に成功した 20。検出
方法としては，濁度計や UV 装置を必要と
しない発色系の開発に成功し，本法はフィ
ールドでの分子診断に有用なツールになる
と考えられた。 

(2) リーシュマニア症の広域調査 
FTA カードを用いてエクアドルで流行する
リーシュマニア原虫の広域疫学調査を行い，
地域性と分布原虫種の関連を明らかにした
26。Leishmania naiffi感染や L. lainsoni感染症
例をエクアドルで初めて報告した 1,25。また，
エクアドル，ベネズエラ，アルゼンチンな
どのリーシュマニア症において，感染原虫
種と病態との関連について報告した
2,3,5,8,9,13,14,21,23,28。さらに，ペルーのリーシュ
マニア症流行地域において，分布原虫種を
簡便に同定することができる PCR-RFLP 法
を確立し，現地で保管されていたスライド
標本を用いて，現在の流行状況について明
らかにした 24。 

(3) 新規の血清診断用抗原の探索 
近年タイで発生している新興リーシュマニ
ア症の原因種が 2 種存在することを明らか
にし，PCR法および LAMP法を用いたベク
ター調査系を確立した 29。原虫抗原の組換
えタンパクを作製し，タイの感染者血清に
反応する原虫抗原を同定した 30。 

(4) リーシュマニア原虫への LRV感染調査 
LRV検出系を確立し，エクアドル，ペルー，
アルゼンチンの分離株や検体で解析を行っ
ているが，これまで LRV感染原虫は検出さ
れていない。LRV 感染原虫は限局して分布
しているかもしれない。 

(5) LAMP 法を用いたサシチョウバエ調査法
の確立と応用 

LAMP 法を用いて，1 時間以内に発色反応
で原虫感染サシチョウバエを検出できる系
を確立した 4。 

(6) ベクター調査 
エクアドルに分布するサシチョウバエの広
域調査結果について報告した 10。また，ペ
ルーのハイブリッド型リーシュマニア原虫
が流行している地域のサシチョウバエを調
査し，このベクターを明らかにした 22。 
サシチョウバエの集団遺伝解析を行い，同
種でも遺伝的背景がリーシュマニア原虫媒
介能に影響を及ぼす可能性について報告し
た 11,18。 
ペルーに分布するサシチョウバエの遺伝子
バーコーディング法を確立し，種内および
種間の遺伝的距離について考察した 16。 

(7) サシチョウバエ唾液の機能解析 
エクアドル，ペルーのアンデス地域でリー
シュマニア原虫を媒介するサシチョウバエ
の唾液タンパクの構成および抗原性を明ら
かにし，2つの経路で止血作用を阻害する唾
液物質を同定した 15。 
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