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研究成果の概要（和文）：レプトスピラ症の原因細菌であるレプトスピラは、皮膚から血流に入り、肺や腎臓な
どの標的臓器へと拡がる。一方、臓器にはもともと細胞間接着装置が隣り合う細胞どうしを密着させることで、
臓器の構造と感染阻止を含む生理機能を維持する。
  本研究の近位尿細管上皮細胞を用いた実験系で、レプトスピラは細胞間接着装置の中心分子であるカドヘリン
を切断することを明らかにした。さらに、カドヘリンの細胞膜から細胞質への取り込みを誘導することによっ
て、接着装置を破壊することがわかった。従って、カドヘリンの細胞内取り込みを阻害することによってレプト
スピラの尿細管への移行を食い止められることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pathogenic Leptospira enters the body through the skin and disseminates 
hematogenously to target organs, such as the kidney, lung and liver. In this study, we developed an 
in vitro model to understand the renal proximal tubule epithelial cell infection by Leptospira 
interrogans. Our results showed that Leptospira disassembles the apical junctional complex and that 
this involves E-cadherin cleavage and endocytosis. Since apical junctional complexes are important 
to maintain epithelial cells barrier integrity and organ function, our results suggested that 
inhibition of E-cadherin endocytosis might be a promising strategy to prevent bacterial 
dissemination in the host and organ failure complications.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レプトスピラは、腎臓の近位尿細管に留まって長期にわたり尿中へと排出されるが、これまでは菌がどのように
尿細管の管腔側へと移行するかが理解されていなかった。本研究で用いた実験系で、レプトスピラが細胞間隙を
移動することを明らかにし、レプトスピラが細胞間接着装置を破壊することがわかった。本研究で得られた新規
知見は、レプトスピラ症の病態形成メカニズムの理解に寄与し、新たな制御法の開発への手がかりを与えるもの
である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
人獣共通感染症であるレプトスピラ症の病原体レプトスピラは、腎臓に定着し尿中へと排出さ

れる。本菌は、皮膚・粘膜(口腔、眼など)から宿主へ侵入、宿主の防御機構からエスケープしな

がら、未知の分子機構によって近位尿細管上皮細胞(renal proximal tubule epithelial cell, 
RPTEC)に定着することがわかっていた。長年げっ歯類がレプトスピラの主な保菌動物であると

考えられていたが、ヒトでも腎臓に持続感染し、慢性腎不全の原因になりうるとの報告があった。

また、申請者はレプトスピラは RPTEC の微絨毛に付着し、バイオフィルムを形成することを見

出していた。したがって、この感染機構を理解することはレプトスピラ症の重症化と感染サイク

ルを遮断するために重要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
レプトスピラが腎尿細管にどのように移行するか、また、定着にどの細菌因子・宿主因子が関わ

っているのかは不明であったため、本研究ではレプトスピラの尿細管上皮細胞の感染戦略を明

らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究を遂行するにあたり、病原性レプトスピラとして、L. interrogans 血清型Manilae UP-

MMC-NIID 株を使用し、対照として非病原性細菌の L. biflexa Patoc1 株を使用した。また、ヒ

ト尿細管上皮細胞として、ヒトテロメア逆転写酵素（hTERT）遺伝子を初代 RPTEC に導入するこ

とによって、初代細胞の性質を保持する細胞RPTEC/TERT1 細胞を用いた。この RPTEC/TERT1 細胞

を Transwell にて培養し、安定した経上皮抵抗値を示す細胞として分化させ、基底側からレプト

スピラで感染させ、下記の解析を行った (図１)： 

(1)RNAseq にて網羅的にレプトスピラの感染によって発現が変動する宿主因子を同定した。 

(2)透過型電子顕微鏡や FIB-SEM トモグラフィ法にて感染後のレプトスピラの局在や宿主

細胞膜の変化を精査した。 

(3)ビデオ顕微鏡モニタリングや経上皮抵抗値の測定を行い、レプトスピラの RPTEC への付

着とその付着が上皮バリア機能に与える影響を評価した。 

(4)感染後に誘導される宿主因子の切断や局在の変化をイムノブロッティングと蛍光免疫

染色にて調べた。 
 

 
４．研究成果 

Transwellにて培養したRPTECに対して病原性レプトスピラまたは非病原性レプトスピラを感染

させ、レプトスピラ感染依存的な細胞の変化を多面的に解析した。電子顕微鏡観察により，病原

性レプトスピラは感染 6時間後には細胞内に存在するが、感染 24時間後には経上皮抵抗値の減

少に伴い、レプトスピラは主に細胞間隙に存在することが明らかになった（図 2）。また、低い

抵抗値を示す細胞では、カドヘリンとオクルディンの膜タンパク質の局在の著しい変化が誘導

された。これらの結果は、レプトスピラは接着装置を破壊し、細胞間隙を通過しながら尿細管上

皮細胞の頂端側へと移行することを示唆した。 
 
 
 

図 1．レプトスピラによる近位尿細管上皮細胞の感染戦略の解析。. 

RPTEC は Transwell にて培養し、基底側からレプトスピラで感染させた。継時的に RPTEC のバリ

ア機能、レプトスピラの付着・局在と細胞間接着装置の構造を解析した。Sebastián et al., 

Cellular Microbiology, 2021, In Press#,より改編。 



 

次に、レプトスピラの接着装置破壊機構を明らかにするために、様々の阻害を用いた感染実験を

行った。その中で、カドヘリンの細胞内取り込みを阻害する Pitstop2 を用いた感染実験では、

レプトスピラによる接着装置の破壊と、レプトスピラの頂端側への移行を阻止することがでた。

この結果から、レプトスピラによる細胞間接着装置の破壊は、その接着に重要な細胞外領域をも

つカドヘリンを細胞内に取り込むことで引き起こされることが明らかになった (図 3)。従って、

カドヘリンの細胞内取り込みを阻害することによってレプトスピラの全身への広がりを食い止

められることが示唆された。  

図 2．レプトスピラは細胞間隙の細胞膜に強固に付着し、経皮抵抗値の減少を誘導する．

(a)感染 24時間後の FIB-SEM トモグラフィ法でモデリングした像。白いアローヘッドは細

胞間隙に局在するレプトスピラを示す。隣同士の細胞をそれぞれ人工的に赤と青にしてい

る。(b）感染細胞と非感染細胞の経皮抵抗値の変化を示す。感染 24時間後には感染細胞の

経皮抵抗値は優位に減少した。** P<0.01。Sebastián et al., Cellular Microbiology, 
2021, In Press#より改編。 

図 3. 阻害剤（Pitstop2）で処理した細胞と非処理細胞をレプトスピラで感染させ、感染 24時間

後に蛍光免疫染色を行った。カドヘリンは緑、オクルディンは赤、細胞の核は青で染めている。レ

プトスピラは細胞間接着装置を破壊するためカドヘリンとオクルディンの細胞膜局在が低下する

が、Pitstop2 は細胞間接着装置の破壊を阻止した。Sebastián et al., Cellular Microbiology, 
2021, In Press#より改編。 



#Sebastián I., Okura N., Humbel B.M., Xu J., Hermawan I., Matsuura C., Hall M., Takayama C., 

Yamashiro T., Nakamura S. and Toma C*. Disassembly of the apical junctional complex during the 

transmigration of Leptospira interrogans across polarized renal proximal tubule epithelial cells. Cell 

Microbiol. (2021) In Press.  
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