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研究成果の概要： 

（１）内臓リーシュマニア症（VL 症）の早期発見のための診断法を開発した。尿を用いた

免疫診断法と、原虫由来 DNA を検出する遺伝子診断法（LAMP 法）である。バングラデシ

ュ・マメンシン地区の 4,800 人の調査から、この地区では年間約７％の住民が Leishmania

原虫の感染を受け、その約半数が VL 症を発症すると推定できた。（２）VL 症を媒介するサ

シチョウバエの種を、これまでの形態学的な方法に代わり、遺伝子によって同定する方法を

確立した。原虫の有無を調べる遺伝子検査法と組み合わせることで、広範囲にわたる流行地

のサシチョウバエ調査を効率的に行うことができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 内臓リーシュマニア症（以下VL症）は、サ
シチョウバエによって媒介される致死率の
高い原虫疾患である。Neglected Tropical Dis

easesの代表的な伝染性疾患で、主にバングラ
デシュ、インド、ネパールの貧困層で流行が
見られ、毎年50万人が感染し、6万人が死亡
していると推定されている。治療しないと高
い致死率を示す。治療薬はあるものの、強い
副作用が常に問題となっている。簡便で感度

の高い診断法の開発が遅れていることもあり、
報告されている患者とはいっても主に有症者
であり、実際の感染者の数はさらに多いと考
えられている。これら３カ国の政府はWHO主
導のもと、2015年までにこの地域からVL症を
人口１万人に対し1名の発症頻度まで減らす
計画を進行中である。患者の早期発見と早期
治療、原虫キャリアーの発見、そのための診
断法の開発が急務となっている。 
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２．研究の目的 
 本研究は、VL症に対して我々が開発した簡
便で高感度な診断法を使って、患者の早期発
見・早期治療に貢献すること、発症の要因を
明らかとすることを目的とする。本症の流行
地であるバングラデシュ国内の２地域を調
査・研究対象として、①我々の開発した内臓
リーシュマニア症のための尿診断法を、住民
検診ならびに有症者の診断に応用し、その有
効性を確かめる。②感染しても（抗体が陽性
となっても）発症する人としない人がいる。
これをコントロールしている要因を明らかと
する。 

 本症の治療には副作用が強いアンチモン
剤を３〜６週間、入院措置をとって投与しな
くてはならない。そのため治療開始前には必
ず確定診断が行われる。確定診断には骨髄や
脾臓からの生検材料中に原虫を検出するが、
設備の整った病院でしかできず、患者の負担
も大きい。 

 本研究では、VL症の確定診断法として血液
中に存在する原虫DNAを高感度に検出するL

AMP(Loop-mediated Isothermal Amplification)

法の開発を目指す。この方法は、従来のPCR

 (Polymerase Chain Reaction)法と異なり、①
等温で遺伝子が増幅でき、②６つの領域を認
識する４種類のプライマーを用いるため特
異性が高く、③増幅効率が高いので短時間に
増幅可能であり、④肉眼で増幅を確認できる、
⑤従って高価な機器を必要としない、など流
行地での診断に有利な点を備えている。この
方法の開発により、患者に負担をかけない迅
速で正確な確定診断が可能となる。 

 本症はサシチョウバエによって媒介され
る。従って流行地におけるサシチョウバエの
発生消長・原虫感染率の年次推移は調べるこ
とは本症の対策上重要である。採集したサシ
チョウバエの種は形態学的に、また感染して
いる原虫は培養してその種の同定を行なわ
れているが、手間がかかるために処理できる
サシチョウバエの数に限界があった。最近開
発されたPCR-PFLP法を利用し、リーシュマ
ニア症の流行地で採集されたサシチョウバ
エの種の同定法を確立し、さらに感染の有無
を確認する。 

 
３．研究の方法 
(1)尿ELISAのVL症早期発見の有効性の調査 
① マメンシン地区において4,000人規模の住
民検診を行い、抗リーシュマニア抗体保有状
況を、尿ELISAで調べる。同時に、血清中の
抗体をrK39 Dipstickで調べる。 

② 1年後に追跡調査し、再度抗体検査、VL

症の発症に有無についての調査を行う。ラジ
シャヒ地区において確認された、尿中の抗体
検出法のVL症早期発見に対する有効性を確
認する。また発症の要因についても調べる。 

③ VL症治後の抗体の変化を調べ、治癒判定
に尿診断法が使えるかどうか検討する。 

 

(2)確定診断法としてのLAMP法の確立 
nestedPCRと比較しながら、高感度で特異性
の高いLAMP法のための、プライマーを設計
する。確定診断された患者50人より治療前、
治療中、治療後に得た血液（血液1mlまたは
100μlをFTAろ紙に採取したもの）を研究材
料に用いて、nestedPCR、LAMP法を実施し、
LAMP法の確定診断法としての有効性、治療
効果判定の可能性、ならびに最適な検体採取
法を確認する。 

 

(3)サシチョウバエの調査 
① マイクロタイタープレートを用いたマス
スクリーニング PCR-PFLP 法による、VL 症
の流行地であるマメンシン地区のサシチョ
ウバエの種の同定法を開発する。 

② マメンシン地区においてサシチョウバエ
を採取し、開発された同定法を使って種の同
定を行い、生息しているサシチョウバエにつ
いて調査する。また、採取されたサシチョウ
バエの原虫保有率を求めるために、同様なマ
ススクリーニング法により L. donovani 原虫
DNA の検出を試みる。 

 

４．研究成果 
(1)尿診断法の有効性 
2006 年度にマメンシン地区で、これまでに
VL 症の既往のない 4,818 人より尿検体の採
取と rK39 ディップスティックによる検査を
行った。尿中のリコンビナント抗原 rKRP42

に対する IgG 抗体は ELISA 法で測定した。
ROC curve から得られた cutoff 値（18.5 unit：
感度 95%、特異性 96%）を用いた場合、333

人（7.1%）が陽性となった。現地で診断に用
いられている、血清中の抗体を検出する rK39

ディップスティックの結果（346 人＝7.3%が
陽性）と、ほぼ同じであった。しかし、両検
査とも陽性のものは、それぞれの陽性例の約
半数で、残りは一致しなかった。rK39 ディッ
プ ス テ ィ ッ ク に 用 い ら れ て い る 抗 原
（Leishmania chagasi からクローニングされ
た）と、我々の作成した rKRP42（L.donovani

からクローニングした）には 98.7%の相同性
が認められることから抗原性の違いはほと
んどないと考えられる。血清と尿という検体
の違い、あるいは ELISA とイムノクロマト法
という方法の違いによるものと考えられる
が、さらに調査が必要である。 

 一年後（2007 年度）に 1,572 人が尿 ELISA

で追跡調査できた。2006 年度の抗体陽性者
（血清あるいは尿中の抗体陽性）398 人のう
ち 150 人が VL 症を発症していた。このうち
尿 ELISA では 110 人（73.3%）が陽性と判定
されていた。一方 rK39 ディップスティック



 

 

では発症者のうち 147 人（98％）が陽性と判
定されていた。この結果より、発症者を正確
に予測するには、一回の尿 ELISA による検査
では不十分であり、簡単に採取できると言う
利点を生かし、検査の回数を増やす必要があ
ることがわかった。 

 2007 年度に追跡調査できた、2006 年度尿
ELISA 陰性の住民 1,174 人中、91 人(7.8%)で
抗体が陽性となった。 

本研究により、（１）調査地区では新たな
感染が継続していること、（２）抗体陽性者
の約半数が発症していることから、年間発症
者は住民の 4%前後になることが推定された。
発症の要因については研究を継続中である。 

脾臓生検により確定診断のついた VL 症患
者 50 人より治療前、後に採取した尿中の抗
体価の推移を尿 ELISA 法と、我々の開発した
AbcDAT 法（着色した Leishmania 原虫を用い
た尿中の抗体を検出する簡便法）を用いて調
べた。治療前は 50 人全員が尿中抗体陽性で
あった。治療後も多くの抗体価は陰転せず４
週後でわずか１人が、２ヵ月後には尿 ELISA

法で 5 人（10％）、AbcDAT 法で 2 人（5%）
が陰転したのみであったが、50人中 28人で、
治療前も含めて６回の測定の内、最も低い抗
体価を示した。抗体の変化と再発や PLDL の
発症との関係は現在追跡調査中である。 

 

(2)LAMP 法の確立 
新たな DNA 増幅法としての loop- mediated 

isothermal amplification（LAMP）法を応用し
て、Leishmania 原虫由来 DNA を検出する方
法を確立した。 

LAMP 法は 6 つ
の領域を認識する
４つのプライマー
を用いるために非
特異的な増幅産物
は極めて低く、一
定温度で反応が進
むため簡便なヒー
トブロックや恒温槽しか必要としないため
手軽に実施できることができる。また、用い
る Bst DNA polymerase は増幅効率が非常に高
く大量に出来た増幅副産物ピロリン酸が溶
液中のマグネシウムイオンと結合し白い沈
殿が生じるため、増幅の有無を目視で判定で
きる（図 1）。このため LAMP 法による診断
は反応開始後 1 時間で判定までできる迅速か
つ非常に特異性の高い手法である。 

 

①プライマーの設計 
LAMP 法の開発において最も重要なのがプラ
イマーの設計場所である。我々はこれまで報
告のある内蔵リーシュマニア症診断用 PCR

法のターゲット遺伝子からキネトプラスト
ミ ニ 環 状 DNA （ GenBank accession no. 

Y11401）を候補とし、プライマーを設計した。
図 2 に示すように内蔵リーシュマニア症診断
用LAMP法の増幅領域として 3カ所が候補と
して設定できたのでそれぞれのプライマー
を合成し、感度・特異性の検討を行った。な
お、既に報告されている同じキネトプラスト
ミニ環状 DNA をターゲットとした一般的な
PCR 法、および nested PCR 法を対照として比
較した。 

 
②感度 
リーシュマニア原虫を検出する感度を検討
するため、培養した Leishmania donovani strain 

DD8の promastigoteから精製したゲノムDNA

を用い、それぞれのプライマーセットでの
LAMP 法及び PCR 法との比較を行った（図
３）。それぞれ、100pg から 1fg まで 10 倍希
釈したゲノム DNA を反応溶液中に入れ、反
応を行った。LAMP 法についてはプライマー
セット#1 が 10fg まで検出できたのに対し、
プライマーセット#2、3 はいずれも１fg まで
検出することができた。一般的な PCR では
10fg まで、nested PCR では 1fg まで検出でき
ることからプライマーセット#2、3 は少なく
ともネステッド PCR と同等の感度があるこ
とが示された。 

 

③特異性 
内 臓 リ ー シ ュ マ ニ ア 症 を 引 き 起 こ す
leishmania donovani を特異的に検出できるか
どうかを検討するため、 L.(L.) donovani 

(MHOM/IN/80/DD8) 、  L.(L.) infantum 

(MHOM/TN/80/I-PT1) 、 L. (L.) major  

(MHOM/SU/73/5ASKH) L. (L.) mexicana 

図１.左が陽性、右が陰性 
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図３．LAMP, PCR, nested PCR の感度 

A: LAMP(#3 primer), B: PCR, C: nested PCR 

レーン１は分子量マーカー、2-8 は L. donovani DNA

の希釈系列、それぞれ 100pg, 10pg, 1pg, 100fg, 10fg, 

1fg, (-) 
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図2. LAMP用プライマー ＃１～＃３ 

図４．LAMP, PCR, neated PCR の特異性 

A: LAMP(#3 primer), B: PCR, C: nested PCR 

レーン１は分子量マーカー、2-7 はそれぞれ L. 

donovani  L. infantum, L. major, L. Mexicana, 

L. tropica, L. braziliensis の promastigote DNA 
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(MNYC/BZ/62/M379) 、 L. (L.) tropica 

(MHOM/SI/74/K-27) 、 L. (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/75/M2904) の promastigoteからゲ
ノム DNA を精製し反応を行った（図４）。
プライマーセット 3 を用いた LAMP 法では
L. donovani 以外、増幅産物は確認されなかっ
た。この結果は nested PCR 法でも同じ結果で
あった。しかし、プライマーセット#2 を用い
た LAMP 法及び一般的な PCR 法では L. (L.) 

donovani 以外の反応溶液中に増幅産物が確認
された。また、全てのプライマーセットを用
いた LAMP 法及び nested PCR 法では熱帯熱
マラリア原虫やヒトのゲノム DNA から非特
異的な増幅産物は確認されなかった。このこ
とからプライマーセット#1、3 を用いた
LAMP法は nested PCR法と同等の特異性を示
すことがわかった。これまでの結果からプラ
イマーセット#3 が内蔵リーシュマニア症診
断用 LAMP 法を行うのに最も適しているこ
とがわかった。 

 

④LAMP 法の応用 
脾臓生検でリーシュマニア原虫が確認され
た内臓リーシュマニア症患者 50 人より、治
療前、治療後に採取された血液検体を用い、
LAMP 法、nested PCR 法による原虫 DNA の
検出をおこなった。その結果、LAMP では 50

人中 44 人（88%）の治療前血液検体から原虫
DNA を検出することが出来た。これは nested 

PCR と同じ感度であった。 

 

⑤FTA ろ紙による採血の検討 
予備実験では、FTA ろ紙採血された VL 症患
者の血液から LAMP 法による原虫 DNA の検
出が可能であった。しかし今回内臓リーシュ
マニア症患者 50 人より FTA ろ紙に採取され
た血液検体からは、全てにおいて原虫 DNA

は検出されなかった。FTA ろ紙の状態から、
採血後に十分乾燥されなかったことが原因
として考えられた。現地の高温多湿な気候下
では自然乾燥は難しいため、原虫 DNA を壊
さない温和な条件での確実な乾燥方法を検
討する必要がある。 

 

(3)サシチョウバエの調査（山口大学農学部
の加藤大智准教授の全面的な協力のもとで
行われた） 

 

①PCR-PFLP 法による同定法の開発 
Terayama ら(2008)のマススクリーニング法

でサシチョウバエの種の同定を試みた。増幅
ターゲットは、18S rRNA の中の Lutzomyia

属によく保存されている部位である。増幅産
物を制限酵素、AfaI、HinfI を用いることによ
り、図５で示すように、バングラデシュ、マ
メンシン地区で採取された３種のサシチョ
ウバエ、Phlebothomus argentipes, Sergentomyia 

spp type A, Sergentomyia spp type B そして P. 

papatasi の同定が可能となった。 

 
②マメンシン地区で採取されたサシチョウ
バエの種の同定と Leishmania 原虫検出 
 マメンシン地区で採取された 1,342 匹の雌
のサシチョウバエの個々の種の同定と、
Leishmania 原虫の検出を試みた。原虫の検出
は Kato ら(2008)の方法を用い、Leishmania 

原虫に特異的なキネトプラストミニ環状 

DNA を標的に設計された primer を用いた。 

その結果、1,342 匹中、347 匹（25.9％）が
現地でベクターとされている Phlebothomus 

argentipes と同定された。Sergentomyia spp が
708 匹（52.8％）で、残りは同定できなかっ
た。また、Leishmania 原虫を持ったサシチョ
ウバエは発見できなかった。 

 家屋内、付属した家畜部屋など人の生活空
間で採取されたサシチョウバエの半数が、
Leishmania 原虫を媒介しないとされている
Sergentomyia spp であった。今回調べた限りで
は Leishmania 原虫が検出されなかったので、
Sergentomyia spp の媒介者としての可能性を
論じることは出来ないが、今回開発された
PCR-PFLP を用いた、サシチョウバエのマス
スクリーニング法を用い、さらに調査を継続
する必要がある。 

 
(4)まとめ 
①Leishmania 原虫の感染状況の把握、VL 症
の発生予測、VL 症の早期発見に、尿 ELISA

法による流行地住民のマススクリーニング
が有効であることを明らかとした。 
 
②VL 症の確定診断法として、流行地での診
断に適した高感度な LAMP 法を開発した。世
界的に注目され、共同研究の提案も受けてい

A B 

図 5．PCR-PFLP 法によるサシチョウバエの種の同

定．A: AfaI, B: HinfI, それぞれレーン 1: 分子量マ
ー カ ー 、 2: Phlebothomus argentipes, 3: 

Sergentomyia spp type A, 4: Sergentomyia spp 

type B そして 5: P. papatasi  

1  2  3  4  5  1  2  3  4  5  



 

 

る。 
 
③PCR-PFLP 法によるマイクロプレートを用
いるマススクリーニング法で、マメンシン地
区の VL 症の媒介昆虫であるサシチョウバエ
の種の同定法を確立し、広範囲にわたる流行
地のサシチョウバエの種の同定、感染の有無
の調査を効率的に行うことを可能とした。 
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