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研究成果の概要（和文）：本研究は、レプトスピラの脂肪組織血管内への定着メカニズムの解明を目標とした。
そのためまず、トランスポゾンを用いたランダム挿入変異による遺伝子組み換えレプトスピラライブラリーの作
製を行った。これによって得られた遺伝子組み換えレプトスピラライブラリーを単離し、それぞれハムスターに
対する感染実験を行った。この感染実験において病原性の低下した株を2種類見出した。それら変異株のトラン
スポゾン挿入位置を同定すると、1つは鞭毛の構成因子に、もう1つは走化性に関わる因子にトランスポゾンが挿
入されていた。今後はこれらの因子が脂肪組織定着にどのように関わっているのか解明していく予定である。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study was to elucidate the mechanism of Leptospira fixation
 in adipose tissue blood vessels. For this purpose, we first generated a recombinant Leptospira 
library by random insertion mutation with transposons. Some recombinant Leptospira were isolated 
from the library and used for infection experiments on hamsters. We found three strains with reduced
 virulence in these infection experiments. We identified the transposon insertion sites of these 
mutant strains, and found that one transposon was inserted into a component of the flagellum and the
 other was inserted into factors related to chemotaxis. In the future, we will elucidate how these 
factors are involved in adipose tissue fixation of Leptospira.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
レプトスピラ症は病原細菌レプトスピラの感染によって起こる人獣共通感染症（ヒト・動物に共に起こる感染
症）の一つです。ヒトでは重症化すると、黄疸・肺出血・腎不全を伴うワイル病を引き起こし致命的です。これ
は感染早期に診断できれば抑えることができるのですが、迅速診断キットがないのが現状です。私たちは以前、
レプトスピラが感染初期に脂肪組織血管内に定着することを見出し報告しました。本研究ではその定着メカニズ
ムを明らかにし、迅速診断キットに応用することを目的としました。研究の結果、脂肪組織定着に関わる可能性
のある分子２種を同定しました。今後これらが脂肪組織定着に関わるメカニズムを解明しようと考えています。

※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 
レプトスピラ症は、病原細菌レプトスピラによって引き起こされる世界最大の人獣共通感染症

の一つである。ヒトでは重症化すると、黄疸・肺出血・腎不全を伴うワイル病を引き起こし致命
的である。そのためワクチンによる予防と感染早期の診断が重要となってくる。しかしこのレプ
トスピラには血清型が 250 種類以上存在している。現存するワクチン・迅速診断キットは全て血
清型特異的であるため、流行地において発生しうる血清型を網羅する必要があり、予防・診断は
共に十分に行われていると言い難い現状がある。 
レプトスピラ流行地では、その血清型の把握のために顕微鏡下凝集試験（Microscopic 

Agglutination Test; MAT）と呼ばれる試験を行う。MAT は希釈した患者血清とレプトスピラを
混合し、凝集の有無を暗視野顕微鏡下で判定して抗体価を算出する手法であり、WHO のマニュア
ルでも確定診断に用いるよう記載されている（Terpstra, W. J., WHO, and International 
Leptospirosis Society. 2003）。しかし 1検体あたり数十標本の鏡検が必要であり効率化が望
まれている。また判定には、菌体と血清中の夾雑物の正確な識別や、凝集の目視での定量化等へ
の習熟が必要で、標準化が難しいのが現状である。こういった側面から、流行地での（時に数十
種類におよぶ）血清型の完全な把握は困難であった。 
私たちのグループでは以前、レプトスピラがワイル病動物モデルであるハムスターでの感染初

期に、脂肪組織血管内に定着し増殖していることを見出し報告した（Ozuru et al. PLoS ONE, 
2017）。レプトスピラの炭素源は中鎖脂肪酸であることが知られており、実際にレプトスピラ感
染ハムスターの尿中から脂肪酸代謝であるβ酸化に関わる因子 3-hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase が検出されることなどが知られている（Segawa et al. BMC Microbiol. 2014）。
このためレプトスピラが感染初期に脂肪組織に定着する現象は、血清型に関わらず起こる可能
性があり、その分子メカニズムを解明することは血清型に関わらないワクチン・迅速診断キット
の開発につながる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
上記の背景から、ワクチン・診断キットの効率化を行うためには、血清型に関わらない、レプ

トスピラ共通の分子機構や抗原を標的とすることが必要になってくる。そして私たちのグルー
プが発見した「レプトスピラが感染初期に脂肪組織の血管内に定着し増殖する」という現象は、
血清型に関わらず起こる可能性がある。そこで本研究の第一の目的は「レプトスピラの脂肪組織
定着の分子メカニズムを解明すること」とした。 
 また、上記の背景の通り、現状レプトスピラ流行地ではその血清型の完全な把握が困難であり、
その原因は MAT の煩雑さにあると考えられる。そこで本研究の第二の目的は「MAT の効率化・標
準化を目指し、機械学習法を用いた自動化手法を確立すること」とした。 
 
３．研究の方法 
(1)レプトスピラの脂肪組織定着の分子メカニズムの解明 
①レプトスピラのトランスポゾン挿入変異体ライブラリーの作製 
 接合法を用いてレプトスピラにトランスポゾンを含むプラスミドを導入し変異体を作製した。
用いた病原性レプトスピラは L. interrogans serovar Manilae strain UP-MMC-NIID、接合する
大腸菌は E. coli β2163 株であった。L. interrogans 培養液に E. coli 培養液を混合し、0.2 
µmフィルターユニット上で液体成分を完全に除去した。除去後のフィルターを EMJH 寒天培地に
乗せ 30℃で 24 時間培養した。その後フィルターを EMJH 培地で洗浄し、洗浄後の EMJH 培地を
EMJH 寒天培地上に播種して 30℃でコロニーか観察されるまで２週間程度培養を行った。 
②トランスポゾン挿入変異レプトスピラの性状解析 
 ①によって得られたトランスポゾン挿入変異レプトスピラの性状解析を行った。得られたコロ
ニーのうち、野生株と比較して有意にコロニー直径の小さい株を選択し、DNA 抽出後にトランス
ポゾンの挿入位置をシーケンスした。またトランスポゾンが挿入された遺伝子について Web デ
ータベース上で検索を行い、その機能を推定した。 
③トランスポゾン挿入変異レプトスピラを用いたハムスター感染実験 
 ②で性状の確認できた変異体レプトスピラを用いたハムスターへの感染実験を行った。変異体
変異レプトスピラは103菌体（ハムスター１個体あたり）になるよう暗視野顕微鏡下で調製した。
これらのレプトスピラをハムスター（Syrian、オス、４週齢）の腹腔内に感染させ、最大 14 日
間観察を行った。期間内に人道的エンドポイントを迎えた個体はイソフルラン吸入麻酔下で頚
椎脱臼法によって安楽死を行った。 
 
(2)機械学習法を用いた MAT 自動化手法の確立 
レプトスピラ（L. interrogans serovar Manilae）をハムスター（Syrian、メス、4週齢）に

感染させ、感染 0日後（陰性サンプル）に２個体から、感染７日後（陽性サンプル）に１個体か
ら血清を採取した。得られた血清を用い MAT を行って顕微鏡画像（陽性画像 526 枚、陰性画像



384 枚）を取得した。得られた全画像のうち 6:4 の割合で学習：検証に用いた。取得した元画像
に加え、画像をウェーブレット変換（Wavelet Transform; WT）したもの、さらに WT 後のウェー
ブレット係数をヒストグラム化したもの（Histogram of Wavelet; HoW）も特徴量とした。判定
手法としてはサポートベクターマシン（Support Vector Machine; SVM）を利用した。学習後の
SVM に対し、陽性画像 210 枚、陰性画像 154 枚を用いた検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1)レプトスピラの脂肪組織定着の分子メカニズムの解明 
①トランスポゾン挿入変異レプトスピラの性状解析 
 ライブラリーの作製によって得られた変異体のう
ち、形成するコロニー直径が野生株（L495 株）に比
べて有意に小さい変異体 2種類（M1、M2 株、実際の
コロニー直径は図１）を選択し解析を行った。M1、
M2株は共に鞭毛構成因子と考えられる遺伝子内にト
ランスポゾンが挿入されていた。そのため寒天培地
中（レプトスピラは寒天培地内にコロニーを形成す
る）での運動性が変化し、コロニー直径が変化した
と考えられる。 
②トランスポゾン挿入変異レプトスピラを用いたハ
ムスター感染実験 
上記 M1、M2 に加え、走化性に関する因子へのトラ

ンスポゾン挿入変異体（M3、M4）も加えた 4 株につ
いて、ハムスターへの感染実験を行った（表１）。野
生株（L495）では同菌数で 14 日以内に全数死亡するが、
M1株、M3株では最終的に 40%のハムスターが生存した。
一方 M2株（M1株と同遺伝子に挿入変異）、M4株（M3株
と同遺伝子に挿入変異）では野生株と同様全数死亡し
た。今回の実験結果では M1株、M3 株の病原性低下の可
能性を示しているものの、生存数に有意差があるとは
言えなかった。これらいずれの菌株でも運動性・走化
性に関わる因子が欠損していることから、腹腔内投与
ではない感染経路（経皮感染・経粘膜感染など）を
検討する必要があると考えている。またそれぞれ
の変異株と同じ遺伝子が欠損している M2、M4 株で
は病原性の低下を認めなかった。これに関しても
感染経路の検討は必要であると考えるが、鞭毛構成因子、走化性関連因子共にその本来の機能に
重要なアミノ酸配列は限られていると推測できる。各因子のレプトスピラ内での機能に関する
報告は未だなく、それらも含めた解析を今後行っていく予定である。 
 
 (2)機械学習法を用いた MAT 自動化手法の確立 
 学習済 SVM を用い
た検証結果を図２
に示す。特徴量が元
画像（Image）や WT
後 の 画 像 デ ー タ
（Wavelet）の場合、
陰性画像を全て陽
性と誤判断し（偽陽
性）、感度 1、特異度
0 と分類性能は極め
て低かった。これに
対し、WT後のウェー
ブレット係数をヒ
ストグラム化（HoW）
して特徴量とする
と、感度 0.99、特異
度 0.99 と分類性能
の大幅な改善が見
られた。 
 本研究成果は 2020 年 12 月 8 日に bioRxiv 誌にプレプリントとして発表し、その後現在 PLoS 
Neglected Tropical Diseases 誌で査読中である。 
 

Strain Survival 

L495 0/5 

M1 2/5 

M2 0/5 

M3 2/5 

M4 0/5 

表１：変異体感染ハムスターの生存率。 
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図１：トランスポゾン挿入変異レプ
トスピラのコロニー直径。2 種類の寒
天濃度（0.3%・0.5%）の Korthof 寒
天培地を用いた。 

図２：各特徴量における SVM での検証結果。右端の値は二値分類問
題の評価指標である Matthews Correlation Coefficient (MCC)。 
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