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研究成果の概要：レプトスピラ症は人獣共通細菌感染症である。本研究では全国 47 都道府県か

ら集めた犬血清を材料として MAT 法を行い，我が国における犬レプトスピラ感染状況を明らか

にした。その結果、icterohaemorrhagiae に潜在感染している犬が日本全国に広く分布してい

ることが明らかとなった。また、我が国の野生アライグマがレプトスピラを保有していること

を明らかにし、公衆衛生上、監視が必要であることを示した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 
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研究分野：獣医内科学 
科研費の分科・細目：畜産学・獣医学 ・ 臨床獣医学 
キーワード：犬、疫学、検査、人獣共通感染症、野生動物、レプトスピラ 
 
１．研究開始当初の背景 
レプトスピラ症は病原性レプトスピラ
Leptospira interrogans sensu lato の感染
に起因する、人と動物の共通感染症である。
伴侶動物である犬は人への重要な感染源と
なる可能性があり、そのため、犬レプトスピ
ラ感染の地理的分布を明らかにすることは、
公衆衛生上有益であると考えられるが、これ
までに全国的な調査はない。また、自然界に
おける保菌動物はげっ歯類をはじめとした
野生動物であると考えられている。野生動物
と犬のレプトスピラ感染の関連性を検討す
ることは、臨床獣医学および公衆衛生学上重
要であると考えられる。 

 
２．研究の目的 
本研究では，（１）全国 47 都道府県から集め
た犬血清を材料として組み換え OmpL1蛋白を
抗原とした ELISA 法ならびに MAT 法を行い、
我が国における犬レプトスピラ感染状況を
明らかにするとともに、両者を比較すること、
（２）近年、個体数の急激な増加が問題とな
っている野生アライグマと家庭飼育犬のレ
プトスピラ感染状況を明らかにすること、野
生アライグマと家庭飼育犬のレプトスピラ
感染との関連を検討することを目的として
調査を行った。 
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３．研究の方法 
（１）犬レプトスピラ抗体全国調査 
①被験検体 
検体の収集は 2006 年 11 月から 2007 年 10 月
までの間、全国 47 都道府県の動物病院に来
院し、生涯ワクチンを接種していない犬
(Group A, n=243)、レプトスピラを含まない
ワクチンを接種した犬(Group B, n=143)、ま
たはレプトスピラワクチン接種後 11 ヶ月以
上経過している犬(Group C, n=415)の計 801
頭を対象として行った。各県ごとの調査頭数
は 4頭から 40 頭であった。 
 
②レプトスピラ菌株 
MAT の抗原としては標準株として培養、維

持 さ れ て い る L. interrogans serovar 
icterohaemorrhagiae （ strain RGA ）、 L. 
interrogans serovar canicola（strain Hond 
UtrechtⅣ ）、 L. interrogans serovar 
autumnalis （ strain Akiyami A ）、 L. 
interrogans serovar hebdomadis （ strain 
Akiyami B ）、 L. interrogans serovar 
australis（strain Akiyami C）を用いた。
レ プ ト ス ピ ラ の 培 養 に は 、 WHO Human 
Leptospirosis： Guidance for Diagnosis, 
Surveillance and Control に基づいて作製さ
れた EMJH培地を用い、28～30℃で培養した。 

 
③MAT 

MAT は WHO Human Leptospirosis: Guidance 
for Diagnosis, Surveillance and Control
に基づいて行った。すなわち、前述の 5種類
のレプトスピラ標準株を供試抗原として、菌
数が 1×108個/ml になるようにリン酸緩衝液
（PBS）で調製した。被験血清は PBS で 10 倍
希釈したのち、96 穴マイクロプレート
（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）
上で 160 倍まで PBS を用いて段階希釈した。
希釈血清と同量の供試抗原を各 well に分注
し、最終容量を 50μl、最終希釈率をそれぞ
れ 20、40、80、320 倍とした。その後 28℃で
1 時間反応させた後、暗視野顕微鏡下で観察
し、凝集していない遊離菌数が血清を含まな
い対照と比較して 50％以下となる最終希釈
倍率を凝集抗体価とした。抗体価が 80 倍以
上のものを陽性とし、１血清型以上で陽性の
ものを MAT 陽性とした。さらに、凝集抗体価
が 320 倍以上であったものに関しては、さら
に血清の段階希釈を進め、最終希釈倍率を求
め、凝集抗体価とした。 

 
④ELISA 
ELISA は Okuda らの方法（2005）に従って

行った。抗原には L. interrogans serovar 
icterohaemorrhagiae ( strain RGA ) の
OmpL1遺伝子を組み込んだpGEX6P-1ベクター
を形質転換した大腸菌から抽出、精製した

GST-OmpL1 蛋白を用いた。96 穴 ELISA 用プレ
ート（F96 Polysorp NUNC immuno plate、Nalge 
Nunc International, Roskilde）に、0.05 M
炭酸緩衝液 (pH 9.6) で 25.0 nM に希釈した
GST-OmpL1および GST（陰性コントロール) を
100 µl ずつ分注し、4℃で一晩放置して固相
化した。プレートは蒸留水で 2回洗浄し、洗
浄液 [PBS-0.05% (v/v) Tween 20] で 3回洗
浄後、ブロッキング液 [5％ スキムミルク 
in PBS-2% (v/v) Tween 20] を用いて 37℃で
1 時間ブロッキングした。洗浄液で 3 回洗浄
後、ブロッキング液で 1/50 に希釈した被験
検体を 50 µl ずつ分注し、プレートシェーカ
ー上、37℃で 1 時間反応させた。洗浄液で 3
回洗浄後、ブロッキング液で 1/50000 に希釈
し た horseradish peroxidase-conjugated 
goat affinity purified antibody to dog IgG 
(Southern Biotech, Birmingham)を 50 µl ず
つ分注し、37℃で 1 時間反応させた。PBS で
3 回洗浄後、ABTS Peroxidase Substrate
（ Kirkegaard & Perry Laboratories, 
Gaithersburg）を 100 µl ずつ分注し、遮光
し、37℃で 40～50 分間反応させた。各ウエ
ルの吸光度（OD）は ELISA プレートリーダー
を用いて波長 405 nm にて測定した。各検体
につきそれぞれ 2ウエルずつ（GST-OmpL1×2、
GST×2）測定を行い、GST-OmpL1、GST 各ウエ
ルの OD の差の平均値を算出した。予備実験
ならびに過去の報告の結果から、過去にレプ
トスピラ感染症の犬から得られた血清を用
いた陽性コントロールの OD が 1.0 の時の平
均 OD 値が 0.339 以上を陽性とした。 

 
（２）野生アライグマと犬のレプトスピラ抗
体保有状況調査 
①調査地域および被験検体 
アライグマの検体は大阪府および兵庫県

それぞれの防除指針に従い、駆除目的で山、
畑、果樹園において捕獲器で捕獲された個体、
民家に侵入し捕獲された個体および交通事
故で死亡した個体から採取された。地理的に
隔絶された 2地域の比較を行うため、大阪府
では北部で捕獲された検体を除いた大阪府
南部（地域 A）、ならびに兵庫県東部（地域 B）
の 2地域を本研究の調査対象地域とした。ア
ライグマの検体は、地域 Aにおいて 2006 年 4
月～2007 年 4 月に捕獲された個体から血清
54 検体、腎臓 18 検体、地域 Bにおいて 2005
年 5 月～2006 年 12 月に同様に捕獲されたア
ライグマから血清 132 検体、腎臓 48 検体を
採取し、血清検体は-20℃、腎臓検体は-80℃
のフリーザー内で検査に用いるまで冷凍保
存した。検査に供したアライグマは、身体的
に特に異常を認めたものはなく、健常なアラ
イグマであったと考えられた。家庭飼育犬の
検体は、地域 Aおよび地域 Bのアライグマ捕
獲地域を中心に開業獣医師に依頼し2008年3



 

 

～7 月末の間、動物病院に来院し生涯レプト
スピラワクチンを接種していない犬、または
同ワクチン接種後 11 ヶ月以上経過している
犬 133 頭（地域 A：86 頭、地域 B：47 頭）を
対象とした。調査対象犬より血清または血漿
を採取し、検査に用いるまでは-20℃のフリ
ーザー内で保存した。 

 
②レプトスピラ菌株、③MAT は（１）と同様 
 
④PCR を用いたアライグマ腎皮質におけるレ
プトスピラ遺伝子の検出 

アライグマの腎臓 48 検体において、腎皮
質領域の一部（25mg 程度）を採材、ホモジェ
ナイズし、QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN GmbH, 
Hilden, Germany）を用いて DNA の抽出を行
い、120μl とした。抽出したサンプル DNA は
使用するまで-20℃のフリーザー内にて保存
した。それぞれの腎皮質から抽出したサンプ
ル DNA 2μl を鋳型とし、L. kirschneri 
serovar Grippotyphosa の OmpL1 遺伝子配列
を基に作製されたプライマーOmpL1-Pr.1
（ GCCGTAGCATTATCTTCG ） 、 OmpL1-Pr.2
（ACCCCAGGTCATATCTAC）を用いて PCRを行い、
レプトスピラ遺伝子の検出を行った。PCR で
は、熱変性を 94℃ 1 分、アニーリングを 55℃ 
1 分、伸長反応 72℃ 1 分 30 秒を 1 サイクル
とし、計 30 サイクル行い、最後の伸長反応
は 72℃で 15 分間行った。OmpL1-PCR によっ
て増幅された DNA は 2％のアガロースゲルを
用いて電気泳動を行い、エチジウムブロマイ
ドで染色後、紫外線下でバンドを確認した。
OmpL1-PCR においてバンドが確認されたサン
プルに関して、シークエンス反応を行い、山
口大学 遺伝子実験施設に塩基配列解析を依
頼した。 
 
４．研究成果 
（１）犬レプトスピラ抗体全国調査 
①MAT 
検索した犬 801 頭中 217 頭（27.0％）がい

ずれかの血清型において MAT 陽性を示した。
47 都道府県中 43都道府県で陽性検体を認め、
陽性率が 80%以上は 0県、60～80%は 1 県（兵
庫）、40～60%は 7県、20～40%は 21 都道府県、
20%以下は 14 府県、陰性は 4県であった。各
血清型の陽性数は icterohaemorrhagiaeが最
も多く 172 頭（21.5%）、次いで autumnalis 42
頭（5.2%）、canicola 27 頭（3.3%）、hebdomadis 
17 頭（2.1%）、australis 9 頭（1.1%）であ
った。40 頭は 2 血清型以上で陽性を示した。 
 
②ELISA 
検索した犬 801 頭中 29 頭（3.6%）で陽性を

示した。18 道府県で陽性検体を認め、福島県
（3/12, 25.0%）、島根県（4/20, 20.0%）、山
口県（3/25, 12.0%）で高い陽性率を示した。 

③ワクチン接種の影響 
MAT の結果におけるワクチン接種の影響を

検討するため、生涯ワクチンを接種していな
い犬(Group A)とレプトスピラワクチン接種
後 11 ヶ月以上経過している犬(Group C)にお
ける MAT の陽性率を解析したところ、ワクチ
ン接種群でicterohaemorrhagiaeとcanicola
の陽性率が有意に高かった。 
さらにレプトスピラワクチン接種後 11 ヶ

月 以 上 経 過 し て い る 犬 (Group C) を 
icterohaemorrhagiae 陽性群と陰性群に分け、
最終ワクチン接種日から採材日までの日数

を 解 析 し た と こ ろ 、 MAT に お け る
icterohaemorrhagiae 陽性群は最終ワクチン
接種日から採材日までの日数が有意に短く、
本研究の MATの結果はワクチン接種の影響を
受けていることが示唆された。 
レプトスピラワクチンによる抗体持続効果

は数週間から 4ヶ月程度とされている。本研
究ではワクチン接種の影響を避けるため、レ
プトスピラワクチン接種後 11 ヶ月以上経過
した犬を当初は被検検体としていた。しかし
ながら、前述の結果に加え、避妊または去勢
している犬、ならびに室内飼育犬においても
MAT 陽性率が高いという結果も得られたこと
から、レプトスピラワクチン接種後 11 ヶ月
以上経過した犬でもワクチン接種による影
響を避けることは出来なかったと推察され
た。興味深いことに通常我が国のワクチンに
同時に含まれている icterohaemorrhagiaeと
canicola で陽性率が著しく異なった。④のワ
クチン未接種群における結果を鑑みると、我
が国には icterohaemorrhagiaeが広く分布し
ており、これがワクチン接種と相まって高い
抗体保有率を示す結果に反映された可能性
が考えられる。一方、canicola は①、④のい
ずれにおいても抗体保有率が低く、現在、我
が国では感染源となっている可能性は低い
ものと考えられた。 



 

 

④ワクチン未接種群におけるレプトスピラ
抗体保有状況 
上記の結果から本研究の MAT の結果にはワ

クチン接種による影響が示唆されたため、生
涯ワクチンを接種していない犬(Group A, 
n=243)のみの結果を再解析した。その結果、
41 頭（16.9%）が MAT または ELISA で陽性を
示した。 

陽性犬は 23 県で認められ、最も多く認めら
れた血清型は icterohaemorrhagiae (22 頭、
19 県)、次いで hebdomadis (7 頭、3 県)、
Autumnalis (6 頭、4 県)、Australis (5 頭、
5 県)、Canicola (2 頭、2 県)の順となった。
この結果から icterohaemorrhagiaeは日本全
国に広く分布し、主な原因血清型であること
が明らかとなった。一方、canicola はあまり
一般的ではなく、hebdomadis と australis は
西日本に認められることが明らかとなった。
本研究で得られた情報は、我が国におけるレ
プトスピラ感染の地理的分布を明らかにし
た初めての研究であるが、残念ながら限界も
ある。例えば 2006 年にヒトでレプトスピラ
集団感染が認められた宮崎県の陽性率はあ
まり高くなかった。これはヒトにおける感染
が宮崎県北部で確認されたのに対して、本研
究の協力病院が県南部に限局していたため
であると考えられる。したがって、真の抗体
保有率を算定するためには、病院数を増やし
た更なる研究が必要であると考えられる。 
 
⑤MAT と ELISA の比較 
生涯ワクチンを接種していない犬(Group A)

における MAT に対する ELISA の感度と特異性
はそれぞれ 8.6%と 96.2%であった。感度が著
しく低かった原因としては、OmpL1 に対する
抗体の持続が MATで検出される抗体と比較し
て早く消失することが考えられる（奥田未発
表データ）。したがって、OmpL1 を抗原とした
ELISA は単独手法としては疫学調査には不向
きであると考えられた。 
本研究では、レプトスピラに対する抗体を

有する犬が日本に広く分布していることが
明らかとなり、レプトスピラが再興感染症と
して重要な感染症となる可能性が示された。
今後、レプトスピラ症を発症した犬からレプ
トスピラを培養し、血清型を明らかにするこ

とで、本研究で得られた結果を裏付けること
も重要であると考えられる。 
 
（２）野生アライグマと犬のレプトスピラ抗
体保有状況調査 
①MAT  

地域 Aおよび地域 Bの２地域におけるアラ
イグマと飼育犬において、MAT を用いたレプ
トスピラ 5血清型に対する血清抗体価を調査
したところ、検索したアライグマ186頭中115
頭（61.8％）、飼育犬 133 頭中 65 頭（48.9％）
がいずれかの血清型で陽性を示した。各地域
の陽性頭数は、地域 A のアライグマ 54 頭中
31 頭（57.4％）、地域 B のアライグマ 132 頭
中 84 頭（63.6％）、地域 A の飼育犬 86 頭中
36 頭（41.9％）、地域 B の飼育犬 47 頭中 29
頭（61.7％）であった。各血清型陽性頭数は

地域 A のアライグマでは hebdomadis 19 頭
（35.2％）、australis 19 頭（35.2％）が最も
多く、次いで icterohaemorrhagiae 5 頭
（9.3％）、canicola 2 頭（3.7％）、autumnalis 
2 頭（3.7％）であった。地域 B のアライグマ
では、hebdomadis 71 頭（53.8％）が最も多
く、次いで icterohaemorrhagiae 18 頭
（ 13.6％）、 australis 13 頭（ 9.8 ％）、
autumnalis 10 頭（7.6％）、canicola 4 頭
（3.0％）であった。地域 A の飼育犬では
icterohaemorrhagiae 33 頭（38.4％）が最も
多く、次いで autumnalis 9 頭（10.5％）、
canicola 3 頭（3.5％）であり、hebdomadis
と australis においては陽性は認められなか
っ た 。 地 域 B の 飼 育 犬 で は 、
icterohaemorrhagiae 21 頭（44.7％）が最も
多く、次いで canicola 11 頭（23.4％）、
autumnalis ６頭（12.8％）、hebdomadis 2
頭（4.3％）であり、australis においては陽
性は認められなかった。以上のようにアライ
グマと犬で陽性率が高かった血清型に相関
は認められなかった。 
2004 年日本獣医学会学術集会の報告におい
て、2003 年 5 月～9月北海道（道央地方）で
捕獲された野生のアライグマ 255頭において
実施された 11 種の血清型を用いた MAT の結
果では、94 頭（36.9％）でいずれかの血清型
に陽性が認められており、autumnalis、
icterohaemorrhagiae、canicola に陽性を示



 

 

す例が多く認められている。また、2002 年 4
月～2003年4月神奈川県内で捕獲された野生
アライグマ 124頭および長崎県内の動物展示
施設で飼育されていたアライグマ 53 頭にお
いて、検査法は不明であるが野生のアライグ
マ 16 頭（12.9％）、動物展示施設のアライグ
マ 33 頭（62.3％）で抗体価の上昇が認めら
れている。本研究における野生のアライグマ
の MAT の結果は、過去の他の地域におけるア
ライグマの学会報告と比較して高い陽性率
を示したが、これは本研究における調査地域
による地域性を反映していると考えられた。
また、我が国の現行の犬レプトスピラ不活化
ワクチンに含まれている血清型は
icterohaemorrhagiae、canicola の 2 種混合
が主であり、1社の製品のみが copenhageni
（ icterohaemorrhagiae と同一血清群に属
する近縁の血清型）、canicola、 hebdomadis
の 3 種混合である。今回、兵庫県のアライグ
マにおいて hebdomadis に対する抗体陽性率
が著しく高かったことは、同地域で飼育され
ている犬にワクチンを接種する際のワクチ
ン選択に重要な知見であると考えられる。 
 
②PCR 
 アライグマの腎皮質において、OmpL1 遺伝
子をターゲットとした PCR（OmpL1-PCR）を行
った結果、地域 Aのアライグマ 18 頭中 4頭
（22.2％）、地域 Bのアライグマ 48 頭中 4頭
（8.3％）で陽性が認められた。同様に、flaB
遺伝子をターゲットとした PCR（flaB-PCR）
を行った結果では、OmpL1-PCR 陽性 8頭中 2
頭において陽性が認められ、他の 6頭ならび
に OmpL1-PCRで陰性であったものにおいては、
すべて陰性であった。次に OmpL1-PCR 陽性で
あった 8頭の PCR 産物の塩基配列を解析した
ところ、7頭で解析が可能であった。これら
の配列は Type1（n=1）および Type2（n=6）
に分かれる結果となった。Type 1、Type 2、
および 8血清型の標準株の OmpL1 遺伝子との
塩基配列の相同性を比較したところ、Type 1
は canicola と 99.77％、Pomona と 99.55％、
hardjo と 99.09% 、Type 2 は hebdomadis と
99.55％、icterohaemorrhagiae と 99.09%、
Type 1 と Type 2 は 90.70％の相同性を示し
た。 
2006 年 4月～2007 年 4月の大阪府動物由来
感染症サーベイランスの報告において、flaB
遺伝子を標的とした PCRを用いてアライグマ
の尿を調査した結果、260 頭中 49 頭（18.8％）
で陽性を認めている。この結果はアライグマ
が尿中にレプトスピラを排出しており、感染
源となる可能性を示唆していると考えられ
る。レプトスピラは感染後、感染動物の腎臓
の腎尿細管において定着・増殖し、間質性腎
炎を引き起こすといわれている。海外の調査
において、野生のアライグマ 283 頭の腎臓を

調査した結果、3/283 頭で肉眼的な異常を認
め、71/832 頭で病理組織学的検査において間
質性腎炎が認められている。さらに、間質性
腎炎が認められたアライグマのうち、9頭で
菌体が検出（Warthin-Starry Silver stain）
され、菌体の分布はいずれも腎皮質の腎尿細
管に限局していた。本研究では、OmpL1 遺伝
子をターゲットとした PCRを用いてアライグ
マの腎臓検体の皮質領域からレプトスピラ
遺伝子の検出を行った。今回調査した腎臓に
おいて、病理組織学的検索は行ってはいない
が、少なくとも肉眼的に異常は認められなか
った。データには示していないが OmpL1-PCR
との比較として、レプトスピラ遺伝子検査に
広く用いられている flaB-PCR を同様に行っ
たところ、OmpL1-PCR と比較して感度が低い
結果となった。また、予備実験において、レ
プトスピラ培養液（L. interrogans serovar 
icterohaemorrhagiae）から得られた DNA の
希釈を行い、OmpL1-PCR および flaB-PCR の検
出感度を比較したところ、それらの感度はほ
ぼ同等であったことから（未発表データ）、
本研究で用いた OmpL1-PCR は flaB-PCR と同
等あるいはそれ以上の感度を有すると考え
られた。 
本研究において、感染血清型に犬との相関
は認められなかったが、野生アライグマは高
い確率で血清中にレプトスピラ抗体を保有
していることが明らかとなった。また、アラ
イグマの腎臓からレプトスピラ遺伝子が検
出されたことから、アライグマは腎臓にレプ
トスピラを保有していることが明らかとな
り、尿中へ排泄している可能性が強く示唆さ
れた。以上のことから、野生のアライグマは
レプトスピラの保菌動物となっており、人へ
の感染源となる危険性が考えられる。さらに
アライグマは本来、北米を原産とする外来生
物であり、本研究では調査していない今まで
日本において存在しなかった血清型のレプ
トスピラを保有している可能性も否定でき
ない。アライグマなどの野生動物におけるレ
プトスピラ抗体保有状況調査は人を含めた
他の動物種におけるレプトスピラ感染症の
危険予測管理においても、獣医臨床学上、公
衆衛生学上重要であると考えられる。また、
アライグマを捕獲し、個体数調整を行うこと
で、レプトスピラをはじめとする人畜共通感
染症の広がりを防ぐとともに、これらの調査
を行うことで人や他の動物種への感染を防
ぐことが可能になると考えられる。レプトス
ピラに関しては今後、野外からの菌分離を含
めたさらなる調査を進めていくことが肝要
であると考えられる。 
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