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研究成果の概要（和文）：インド亜大陸の内臓リーシュマニア症の伝播における犬の役割は不明である。本研究では、
バングラデシュの本症流行地において、犬のリーシュマニア感染調査を行い、約10％の野犬が抗体陽性あるいは末梢血
のPCR陽性であることを明らかにした。次に、実験用ビーグル犬にリーシュマニア原虫を接種して解析した。その結果
、臨床症状や血液性状に異常は認められず、また。PCR検査や原虫分離検査も陰性であったが、長期にわたる抗体産生
が認められた。以上、Leishmania donovaniに感染した犬は、不顕性感染として原虫を保持する保虫宿主として、内臓
リーシュマニ症の伝播に関与している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Visceral leishmaniasis (VL) in humans in the Indian subcontinent is caused by 
infection with Leishmania donovani and the transmission is thought to be anthroponotic. The prevalence of 
L. donovani infection and the role of VL transmission in dogs have not been well investigated. The 
present epidemiological study showed that approximately 10% of stray dogs were serological or PCR 
positive in the blood in a VL endemic area in Bangladesh, but no severe clinical symptoms were observed. 
Experimental infection of beagle dogs with L. donovani showed that no remarkable changes were detected in 
clinical sings, hematological and serum biochemical values, and peripheral T lymphocyte subpopulations. 
Although these dogs were negative for PCR examinations, antibodies were detected during the experimental 
period. Taken together, the results suggest that dogs infected with L. donovani maintain the latent 
infection, but serve as the reservoir animal for the transmission of human VL.

研究分野： 寄生虫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 内臓リーシュマニア症と犬の役割 
人の内臓リーシュマニア症の旧大陸にお

ける分布をみると、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。この地域では
犬が保虫宿主として重要な役割をする
zoonotic な伝播であるとされる。一方、東
アフリカ諸国やインド、ネパール、バング
ラデシュなどのインド亜大陸では L. 
donovani が主要原虫種である。これらの地
域では、原虫はサシチョウバエによって人
から人へ伝播される anthroponotic な伝播で
あるといわれており、犬における感染状況
と伝播における役割は不明のままである
（図 1）。 

図 1.  Leishmania infantum と L. donovani
による内臓リーシュマニア症の分布と犬の
感染状況. 
 
(2)内臓リーシュマニア症の病態モデル 
内臓リーシュマニア症は肝臓、脾臓、骨

髄などのマクロファージ系細胞内で原虫が
増殖することに起因するが、原虫種と宿主
の組み合わせで症状が異なる。 
マウスモデルにおいては、臓器特異的免

疫応答が原虫持続に重要である。正常マウ
スでは原虫の増殖は感染初期に肝臓で行わ
れるが、感染 4 週目頃には肉芽腫が形成さ
れ原虫は除去される。一方、脾臓において
は、初期免疫が成立して原虫の排除が起こ
るが、感染の後期になると免疫不全状態に
なることによって原虫が増殖・存続する。
この免疫学的変化にはケモカインやサイト
カイン、とくに TNF-α や IL-10 が重要な役
割を果たしていることが知られている。最
近われわれは、免疫不全マウス(aly/aly)を用
いた内臓リーシュマニア症のモデルでは、
Foxp3+ CD4+T 細胞(制御性 T 細胞, Treg)が
臓器内原虫の維持・存続に関与しているこ
とを明らかにした。 
犬における L. infantum 感染では、全身性

の皮膚症状を呈するが、所属リンパ節経由
で原虫が皮膚へ移行する可能性が示されて
いる。しかし、犬における L. donovani の感
染病態はほとんど研究されていない。また、

犬のリーシュマニア感染におけるTregの役
割に関する知見は少ない。これらの解明に
は、疫学的アプローチと実験的アプローチ
が必要である。 

 
(3)エキソソーム 
近年、ヒトやマウスの各種細胞からエキ

ソソームと呼ばれる直径 30-100 nm の小型
膜小胞が放出され、細胞間の情報伝達機能
を介して、免疫や病態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宿主への影
響や寄生戦略における役割の解析が進めら
れている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、アジア・アフリカにおける内臓リ
ーシュマニア症の主要原虫種である L. 
donovani に焦点をあて、以下の項目について
解析することを目的とした。 
(1)バングラデシュの流行地における犬のリ
ーシュマニア自然感染例の実体とその病態
の解析。(2)実験的犬リーシュマニア症の病態
と制御性 T 細胞(Treg)の役割の解析。(3)リー
シュマニア原虫が放出するエキソソームの
分析。 
 
３．研究の方法 
 (1) 疫学研究 
バングラデシュ農業大学獣医学部の協力

のもと、バングラデシュの北部中央の内臓
リーシュマニア症流行地であるマイメンシ
ン区において、犬 50 頭を捕獲し採血した
（図 2）。 

図 2. バングラデシュの内臓リーシュマニ
ア症流行地（マイメンシン区）における野
犬の捕獲地 
 



血清学的診断として、簡易血清キット
(Kalazar DetectTM, rk39 dipstick)を用いた抗
rk39 抗体の検出とウエスタンブロッティン
グ解析を行った。DNA 診断として、末梢血白
血球から DNA を抽出し、リーシュマニアの
ITS 領域を標的とした PCR (ITS-PCR) 検査を
実施した。 

 
(2) 実験的犬リーシュマニア症モデル 
実験的アプローチにおいて、第 1 回目の実

験では、ビーグル犬 3 頭に L. donovani の
promastigote 型虫体 4.3 x 109を静脈内注射し
た（北海道大学動物実験計画承認番号
13-0149）。毎日の臨床症状の観察、約 1 ヶ月
間隔での採血、1, 3, 5 および 8 ヶ月後の超音
波診断装置ガイド下における肝臓生検、原虫
接種 8 ヶ月半後における剖検を実施した。肝
臓の生検材料と剖検時の肝臓と脾臓につい
ては、組織を磨砕したのち培養し、原虫の分
離を試みた。血液については、一般血液検査
（赤血球数、白血球数、白血球百分比、血小
板数、ヘマトクリット値）、生化学検査(Alb, 
A/G 比, GOP, GPT, γ-GT, UN, CRE)、原虫 DNA
の ITS-PCR 検査と原虫キネトプラスト DNA 
(kDNA) を 標 的 と し た real-time PCR 
(kDNA-qPCR)検査を行った。血清については
ウエスタンブロティングによる抗原の分子
量解析を行った。末梢血単核球については、
フローサイトメーターによって CD4+T cell、 
CD8+T cell、CD25+T cell、Foxp3+細胞の各割
合を測定した。肝臓の生検サンプルについて
は、PCR 検査と組織学的検査を実施した。 
 第 2 回目の実験では、シクロスポリンを 1
ヶ月間毎日経口投与して免疫抑制を導いた
ビーグル犬 2 頭に原虫を静脈内接種し、2 お
よび 4 週間後の血液材料と剖検材料を精査し
た。 
 
(3) エキソソーム蛋白質の分析 
原虫接種実験に用いた L. donovani 原虫を

培養液で 3－4 日培養し、培養液中に含まれ
るエキソソームをキット(ExoQuickTM)を用い
て回収した。エキソソームの粒径は、ゼータ
電位粘度分布測定装置を用いて測定した。エ
キソソームの主要蛋白質は、ポリアクリルア
ミドゲルで蛋白質を分離後、飛行時間型質量
分析装置(MALDI-TOF-MS)を用いて分析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 疫学研究 
バングラデシュで捕獲した 50 頭の野犬のう
ち、6 頭（12％）が rk39 抗体陽性を示した（図
3 に一例を示す）。 
また 5 頭（10％）が ITS-PCR 陽性反応を示

した（図 4）。 
 

図 3. rk39 dipstick による犬の内臓リーシュマ
ニア症の簡易血清診断. 
 

図 4. ITS-PCR によるイヌ末梢血液からのリ
ーシュマニア DNA の検出. 
 
ウエスタンブロティング解析では、9 頭

（18％）に陽性反応がみられた。しかし、共
通抗原は特定できなかった。 
このことから、バングラデシュにおいては、

犬が内臓リーシュマニア症の保虫動物とし
ての役割を果たしている可能性が示唆され
た。しかし、3 つのリーシュマニア症の診断
法の結果が必ずしも一致しなかったことか
ら、感度、特異性についてのさらなる検討が
必要である。 
 
(2) 実験的犬リーシュマニア症モデル 
北海道大学獣医学研究科内の P2 レベル感

染動物施設内で、まず第 1 回目にビーグル犬
3 頭を用いた感染実験を実施した。当初、脾
臓の生検も実施する予定であったが、脾臓は
小さく技術的に困難であること、また原虫接
種後に脾腫が生じなかったことから、脾臓生
検は実施しなかった。原虫接種に伴う体重減
少は 3 頭とも認められず、接種後 8 ヶ月まで
の血液と肝臓生検材料の ITS-PCR および
kDNA-qPCR はいずれも陰性であった。血液
検査においては、貧血や血小板減少は認めら
れず、また、生化学的検査結果にも特に異常
は認められなかった。末梢血Ｔ細胞のサブポ
ピュレーションについてフローサイトメト
リーによる解析を行ったが、CD4+ CD25+ 
Foxp3+細胞(Treg)の末梢血数および CD4+T 細
胞に対する割合は、6 ヶ月後にやや高値を示
したが、特に目立った変化は認められなかっ
た（図 5）。 

 
 



図 5. リーシュマニア原虫を接種した犬の末
梢血 CD4+ CD25+ Foxp3+細胞(Treg)の CD4+T
細胞に対する割合の経時的変化. 
 
肝臓生検材料および剖検時の肝臓と脾臓

組織については、磨砕後に 3 週間培養したが、
原虫を分離することはできなかった。また、
肝臓生検材料については、パラフィン包埋後
HE 染色標本を作製し、組織学的検査を行っ
たが、肉芽腫などの著明な病変は認められな
かった。 
血清のウエスタンブロット解析では、3 頭

すべてにおいて原虫接種後 1 ヶ月から約 90 
kDa の抗原に対する抗体が、剖検時の 8 ヶ月
半後でも検出された。この産生量は経時的減
少が認められた（図 6）。今後、90 kDa 蛋白質
の同定を行うことで、犬において高い抗原性
を持つ原虫由来物質が明らかになることが
期待される。 

 
図 6. 実験的に原虫を接種した犬血清のウエ
スタンブロティング像. 陽性コントロール
(PC)として内臓リーシュマニア症と診断され
た犬血清を用いた.接種前および 1、2、3、5、
8 ヶ月後の血清（0、1m、2m、3m、5m、8m）
は 100 倍希釈で使用し、2 次反応試薬として
HRP ラベルの protein G を用い、ECL PlusTM

キットによる発光を検出した. 
 

 第 2 回目の原虫接種実験では、シクロスポ
リンを 1 ヶ月間経口投与して免疫抑制を導い
たが、原虫接種後 2 および 4 週間目における
血液ならびに剖検材料の PCR 検査や培養検
査は陰性であった。 
以上、ビーグル犬を用いた 2 回の原虫接種

実験においては、原虫の分離や原虫 DNA の
検出をすることができなかった。そのためリ
ーシュマニア原虫が生存・存続しているとい
う確実な証拠を得ることができなかったが、
特定の抗原に対して 8 ヶ月という長期にわた
り抗体を産生している事実が明らかとなっ
た。今後は、追加実験によって L. donovani
による犬リーシュマニア症のさらなる病態
解明が必要であると考えられた。 

 
 (3) エキソソーム蛋白質の分析 

L. donovani由来エキソソームに含まれる蛋
白質の一部の同定を MALDI-TOF-MS と
Mascot Search を用いて試みた。その結果、
本解析法では全体で 26 種類の蛋白質リスト
が得られた。そのうち 11 種類（probable 
eukaryotic inhibition factor 4A, 40S 
ribosomal protein SA, probable 60S 
ribosomal protein L14, heat shock 70 kDa 
protein, receptor-type adenylate cyclase A, 
S-adenosylmethionine synthase, 
elongation factor Ts (mitochondrial), histon 
H3, kinesin-like protein K39 (fragment), 
leishmanolysin, protein phosphatase 2C）
は既知のリーシュマニアのエキソソーム蛋
白質と一致した。残りの 15 種類はこれまで
報告のない蛋白質であった。ただし、今回は
予備的な実験であるため、今後は高速液体ク
ロマトグラフ質量分析計(LC-MS/MS)などを
用いた蛋白質同定や遺伝子オントロジー解
析法(GO)などを用いた蛋白質の機能解析に
よって、リーシュマニア原虫のエキソソーム
蛋白質の役割が明らかになることが期待さ
れる。 
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