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研究成果の概要（和文）：レプトスピラ症は人獣共通感染症である。犬では時に死の転機を辿る

ために早期の診断が求められるが，迅速な診断法はない。本研究では簡便かつ迅速な検査法の

開発を目的とした。レプトスピラ蛋白の解析から fas1 と MaoC に着目し，これらの組換え蛋白

を抗原とするラテックスビーズを作製した。本研究で開発したラテックス凝集法は，レプトス

ピラ症が疑われる症例に対して簡便かつ迅速な検査法として有用である可能性が強く示唆され

た。 
 
研究成果の概要（英文 ）：Leptospirosis is a zoonotic disease. Since the canine one may be lethal, it must 
be diagnosed in the early stage. However, there is no quick diagnostic method. A purpose of this study is 
developing a new convenient method for the canine leptospirosis. We identified fas1 and MaoC proteins 
as important antigens by analysis of leptospiral outer membrane proteins, and made latex beads for 
agglutination assays using their recombinant proteins. Our data suggest that this method is useful in the 
serological diagnosis of the canine leptospirosis. 
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１．研究開始当初の背景 
レプトスピラ症は犬で重篤な症状を示すば
かりでなく、人獣共通細菌感染症であり，公
衆衛生上も重要な疾患である。我々はこれま
でに全国的な疫学調査を行い，現在も全国で
レプトスピラ感染の危険性があることを明
らかにしてきた。犬レプトスピラ症は時に急

速に死の転機をたどるため，早期の診断およ
び治療が求められる。しかしながら，一般的
に用いられている顕微鏡下凝集試験（MAT）
をはじめとして迅速かつ簡便に実施できる
診断法は存在しないため，仮診断は検査の結
果が判明する前に行わなければならないの
が現状である。 
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２．研究の目的 
本研究では臨床現場で簡便かつ迅速に実施
可能な新たな犬レプトスピラ症の検査法を
開発することを目的として，レプトスピラの
凝集抗原を解析するとともに組換え蛋白を
コートしたラテックス凝集法を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) L. interrogans 凝集抗原の同定 
当研究室で維持培養している L. interrogans 
serovar hebdomadis (strain Akiyami B)から Bey
らの方法を改変して外膜蛋白を粗抽出し，レ
プトスピラ症例犬の血清を用いて Western 
blot 解析を行い，症例に共通する抗原を解析
した。次にこれらの抗原の 3 次構造を症例犬
の血清が認識することを確認するため，外膜
蛋白を症例犬の血清と Protein A マグネット
ビーズを用いて免疫沈降を行い，さらに
Western blot 解析を行った。次に外膜蛋白を
SDS-PAGE で展開後，Coomassie brilliant blue
で染色し，目的とするバンドをゲル片ごと切
り出し，液体クロマトグラフ・タンデム型質
量分析 (LC-MS/MS)に供した。解析はトリプ
シン処理して得られた断片ペプチドを逆相
HPLC で分離・濃縮しながらハイブリッド型
質量分析計で検出し，質量分析計により得ら
れたペプチドの質量，および質量分析計内で
アルゴンガスと衝突させることにより得ら
れたフラグメントイオンのスペクトル
（MS/MS データ）をデータベース検索
（Mascot サーチ）することにより候補蛋白質
を同定した。 
 
(2) GST-fas1，GST-MaoC 融合蛋白の精製と
GST の分離 
L. interrogans serovar hebdomadis (strain 
Akiyami B) の cDNA を鋳型として L. 
interrogans serovar Copenhageni の fatty acid 
synthase subunit beta 遺伝子 (GenBank 
accession No. 45659137) を基に 5’側に制限酵
素（それぞれ BamHI と SmaI）の認識部位を
付加したプライマー，ならびに L. interrogans 
serovar Copenhageni (GenBank accession No. 
45657237) の hypothetical protein LIC11359 遺
伝子 (GenBank accession No. 45657237) を基
に 5’側に制限酵素（それぞれBamH Iと Sma I）
の認識部位を付加したプライマーをそれぞ
れ用いて fas1 遺伝子，MaoC 遺伝子を PCR に
て増幅し，GST 融合蛋白発現用プラスミド
pGEX-6P-1 ベクターに挿入した。得られたプ
ラスミドを大腸菌に形質転換し，IPTG で融
合蛋白の発現誘導を行い，常法により発現蛋
白を回収・精製した。 
 
(3) 組換え蛋白ラテックスビーズを用いた
凝集法の検討 
得られた fas1 および MaoC の組換え蛋白を用

いて Protocol for Glutaraldehyde Kit とラテッ
クスビーズ（直径 3µM）(いずれも Polysciences, 
Germany）によりラテックス凝集ビーズをそ
れぞれ作製した。作製したビーズ 15μlと PBS
で 10 倍希釈した検体血清または血漿 15μl を
黒色の反応板上で混和し，撹拌しながら 5 分
後，10 分後，15 分後にビーズの凝集の有無
を確認した。ラテックス凝集法の感度と特異
性に関する検討には Iwamoto らが報告した犬
の保存血清の一部を用いた。これらの検体は
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健康診断やワク
チン接種を目的として来院し，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 カ月以上経過している犬
より血清を採取し，－20℃フリーザー内で保
存していた。この中から MAT で前述の 5 血
清型のすべてに対して 80 倍未満の抗体価を
示した犬 24 頭の保存血清を用いた（陰性コ
ントロール群）。 
また，レプトスピラ発症犬におけるラテック
ス凝集法の有用性に関する検討では，当研究
室で過去にレプトスピラ症と診断された犬 6
頭の保存血清を用いた（レプトスピラ群）。
これらの検体は当該犬から血清を採取し，－
20℃フリーザー内で保存していた。ラテック
ス凝集法の非特異反応を検討するために，山
口大学動物医療センターに来院した犬の血
清と血漿（血液系の腫瘍 6 頭，自己免疫疾患
5頭，ビリルビン 1.0mg/dl以上を示した 2頭，
心臓疾患でクレアチニンが高値を示した 1
頭）を採取し，同様に－20℃フリーザー内で
保存していたものを用いた（非レプトスピラ
疾患群）。 
 
４．研究成果 
(1) 犬 レ プ ト ス ピ ラ 症 例 に 対 す る L. 
interrogans の凝集抗原を同定することを目
的として，MAT で L. interrogans serovar 
hebdomadis に抗体陽性であった 3 症例（症例
1, 2, 5）の血清を用いて，L. interrogans serovar 
hebdomadis の外膜蛋白を抗原とした Western 
blot 解析を行った。その結果，33kDa と 40kDa
付近において 3 症例に共通に認識されるバン
ドが確認された（図 1）。 
次に 33kDa と 40kDa 付近の分子の 3 次構造
が症例の血清で認識されるかを確認する目
的で，L. interrogans serovar hebdomadis の外膜
蛋 白 を MAT で L. interrogans serovar 
hebdomadis に抗体陽性であった症例 1 の血清
とあらかじめ反応させた Protein A マグネッ
トビーズを用いた免疫沈降反応により分離
し，SDS-PAGE で展開後，同血清を用いて
Western blot 解析を行った。その結果，33kDa 
付近にバンドは認められなかったが，40kDa
付近にバンドが確認された。この約 40kDa の
バンドが外膜蛋白抽出の際に混入したリン 



 

 

図 1   L. interrogans serovar hebdomadis strain 
Akiyami B (AkiB)  陽性犬の血清が認識する外膜蛋白 

 
脂質ではなく，蛋白であることを確認するこ
とを目的として，外膜蛋白をプロテアーゼ処
理し，レプトスピラ症例の血清を用いた
Western blot 解析を行ったところ，約 40kDa
付近のバンドは消失し，これがリン脂質では
なく外膜蛋白であることが明らかとなった。
この40kDa付近のバンドをLC-MS/MS分析す
ることを目的として，L. interrogans serovar 
hebdomadisの外膜蛋白をSDS-PAGEで展開後，
クマシーブルー染色し，このバンドをゲルか
ら切り出した。LC-MS/MS 分析の結果，8 種
の蛋白が検出された。中でも fatty acid 
synthase subunit beta と hypothetical protein 
LIC11359 に対するペプチドマッチ数がそれ
ぞれ 24，31 個と高く，MOWSE アルゴリズ
ムに基づくスコアも高かった。 
 
(2) GST-fas1，GST-MaoC 融合蛋白の精製と
GST の分離 
それぞれの蛋白に対する GST 融合蛋白を作
成した。作製した融合蛋白を SDS-PAGE で泳
動後，クマシーブルーで染色したところ，予
想される約 65kDa のバンドが確認された。
PreScission Protease を用いて GST と切断後，
再びこれら蛋白を SDS-PAGE で展開し，GST
が分離されていることを確認した。作製した
fas1，MaoC の組換え蛋白が L. interrogans 
serovar hebdomadis 陽性犬の血清で認識され
ることを確認するため，症例 1 の血清を用い
て Western blot 解析を行った。その結果，fas1，
MaoC ともに L. interrogans serovar hebdomadis
陽性犬（症例 1）の血清で認識されることが
確認された（図 2A）。また，fas1，MaoC の組
換え蛋白が L. interrogans serovar hebdomadis
以外の血清型に感染している犬の血清で認
識されるかを確認するため，MAT で L. 
interrogans serovar australis に陽性であった症

例 3 の血清を用いて Western blot 解析を行っ
た。その結果，fas1 は L. interrogans serovar 
australis 陽性犬（症例 3）の血清で認識される
が，MaoC は認識されなかった（図 2B）。し
かしながら追加として，別の L. interrogans 
serovar hebdomadis 陽性犬（症例 5）の血清を
用いて Western blot 解析を行ったところ，L. 
interrogans serovar australis 陽性犬（症例 3）と
同様，fas1 は認識されるが，MaoC は認識さ
れないという結果が得られた。 

図 2  L. interrogans serovar hebdomadis strain Akiyami B 
(AkiB) , L. interrogans  serovar australis strain Akiyami C 
(AkiC) 陽性犬の血清による組換え蛋白の認識 
 
(3) 組換え蛋白ラテックスビーズを用いた
凝集法の検討 

fas1，MaoC の組換え蛋白を用いてラテック
スビーズ作製し，ラテックス凝集法の有用性
を検討した。まず，レプトスピラ症と診断さ
れた6症例の血清を用いたところ，fas1，MaoC
をそれぞれ結合させたビーズがすべて凝集
した。次に，ラテックス凝集法の結果と過去
のワクチン接種との関連性を解析するため
に，MAT で陰性であった血清をワクチン接種
歴の有無により分類し，それぞれ 12 検体ず
つ凍結血清を用いてラテックス凝集試験を
行った。その結果，fas1，MaoC 結合ビーズと
もに過去にワクチン接種歴の無い個体から
得られた 1 検体を除く 24 検体中 23 検体にお
いて凝集は認められなかった。 
さらに，ラテックス凝集法の非特異反応を

検討するために，非レプトスピラ疾患群 (血
液系の腫瘍 6 頭，自己免疫疾患 5 頭，心臓疾
患でクレアチニンが高値を示した 1 頭)の凍
結血清を用いてラテックス凝集試験を行っ
たところ，過去に我々の研究室で開発した L. 
interrogans serovar hebdomadis 外膜蛋白粗抽
出結合ビーズ（AkiB ビーズ）を用いると血清
では 12 症例中 4 症例，血漿では 14 症例中 6
例で偽陽性を示した。一方，fas1 結合ビーズ
と MaoC 結合ビーズを用いると血漿では
AkiB ビーズと同じ 6 例で偽陽性を示したが，
血清ではすべて陰性であった。 
以上の結果から fas1，MaoC 結合ビーズの感
度と特異性は血清を用いた場合，それぞれ
100%， 97.2%であった。 
 



 

 

本研究では L. interrogans の凝集抗原を
LC-MS/MS で解析し，その候補蛋白である
fas1, MaoC ビーズを用いたラテックス凝集系
を作製した。ラテックス凝集法は 1 回の検査
に要する時間は 15 分程度と迅速であり，レ
プトスピラ生菌を使用しないため特別な設
備が必要なく，検査試薬さえ用意しておけば
病院内で容易に実施することが可能である。
残念ながら，本研究では用いることが出来た
症例数が少なく，実際の臨床応用には犬レプ
トスピラ症例の検体を増やして検討を重ね
る必要性があると考えられる。また，レプト
スピラ症以外の疾患で肝不全や腎不全とな
り，総ビリルビン値や尿素窒素値，クレアチ
ニン値が上昇している症例の検体を用いた
本検査法の特異性についても症例数を増や
して再検討する必要があると考えられる。し
かしながら， L. interrogans の凝集抗原を解
析することで得られた fas1, MaoCビーズを用
いたラテックス凝集法は粗抽出した外膜蛋
白を用いたビーズより非特異反応が低く，レ
プトスピラ症が疑われる症例に対して簡便
かつ迅速な検査法として臨床的に有用であ
る可能性が強く示唆された。 
 
以上の結果は現在，投稿準備中である。 
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