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研究成果の概要（和文）：レプトスピラの細胞接着タンパク質の同定を目的とし，ファージディ

スプレイ法およびAIDA transporterとの融合タンパク質としての大腸菌細胞表面に発現させる

系を用いて培養細胞に接着するクローンの単離を行ったが，特定のクローンを得ることはでき

なかった．大腸菌との接合により，レプトスピラで marinerトランスポゾンを用いたランダム

挿入変異法を確立した． 
 
研究成果の概要（英文）：To identify leptospiral proteins which function in cell attachment, 
we employed recombinant T7 phage and Escherichia coli which expresses leptospiral 
proteins fused with 10B capsid protein and AIDA transporter protein on its cell surface, 
respectively. We screened recombinant phages and E coli cells which bound to cultured 
cells but failed to obtain specific clones. We established a method of mariner transposon 
mediated mutagenesis in pathogenic and non-pathogenic Leptospira spp by conjugational 
transfer with E coli. 
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１．研究開始当初の背景 

レプトスピラは，スピロヘータ目レプトス
ピラ科に属するグラム陰性細菌で，人獣共通
感染症であるレプトスピラ症の病原体であ
る．レプトスピラは，野生動物（ネズミなど
のげっ歯類など），家畜（ウシ，ブタ），愛
玩動物（イヌ）の腎臓に長期間定着し尿中へ

と排出される．動物とそれに保菌されるレプ
トスピラには特異的な関連があり，特定の動
物種の腎臓に特定のレプトスピラ血清型が
定着することが知られている．たとえば，血
清型 Icterohaemorrhagiae, Copenhageni は
ドブネズミ，血清型 Canicola はイヌ，血清
型 Hardjo はウシの腎臓に特異的に定着する
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ことが明らかになっている．レプトスピラの
宿主組織や細胞接着に関する研究は，これま
で培養細胞を用いた in vitroの実験により，
レプトスピラの細胞への接着・侵入が観察さ
れている．しかしながら，レプトスピラでは
遺伝学的方法の欠如により，腸内細菌などで
行われている遺伝子破壊とその遺伝子の相
補実験を行うことができないため，レプトス
ピラの腎臓への定着の分子機構については
明らかになっていない． 

レプトスピラが自然界で生存を維持する
ためには，動物の腎臓に定着し，そこから尿
中へと排出され，新たな宿主へと伝播を繰り
返していく必要がある．特定のレプトスピラ
の血清型が，特定の動物種の腎臓に定着指向
性があるということは，レプトスピラは生存
範囲を拡大するために，特定の動物を宿主と
してその腎臓に定着できるよう自身を適応
させていったと考えることができる．その適
応戦略としては，あるひとつの接着因子をそ
れぞれの動物種の受容体の変異に対応でき
るように改変していった，あるいはそれぞれ
の血清型が，各動物種にのみ特異的に存在す
る受容体を認識することができる異なる接
着因子を獲得してきたと考えられるが，どち
らの戦略をレプトスピラがとってきたかは
不明である。 

ヒトおよび動物は，保菌動物の尿や尿に汚
染された環境（水や土壌）との接触よりレプ
トスピラに感染する．したがって，レプトス
ピラの腎臓定着機構を解明することは，レプ
トスピラの腎臓定着を阻害できるような薬
剤やワクチンの開発につながることが期待
され，レプトスピラ症の制御においても重要
である． 
 
２．研究の目的 
人獣共通感染症の病原体レプトスピラの

宿主適応戦略の分子基盤を解明するために，
レプトスピラが血清型特異的に特定の動物
種の腎臓に定着できる分子機構を明らかに
することを目的とする．ドブネズミに特異的
に保菌されている血清型 Copenhageni から，
ラット腎臓由来培養細胞への結合を指標に
生化学的および分子生物学的手法を用いて、
細胞への接着に必須な因子(結合タンパク
質)の同定を行う．同定されたレプトスピラ
腎臓結合タンパク質の宿主細胞受容体を，ラ
ット腎臓由来培養細胞より生化学的および
分子生物学的な手法により探索する． 血清
型 Copenhageniから同定された接着因子につ
いて，これ以外の血清型の相同遺伝子，また
宿主受容体のラット以外の動物種の相同遺
伝子を探索すること，また同定された接着因
子／受容体の相互作用(結合)に必須の領域
を決定し，その領域配列を比較する． 
 

３．研究の方法 
（1）ファージディスプレイ法によるレプト
スピラ細胞接着タンパク質の同定 
①組換えファージの作製：レプトスピラ血清
型 Copenhageni (Fiocruz L1-130 株)および
血清型 Manilae (UP-MMC-NIID 株) から抽出
したゲノム DNAを超音波処理により断片化し
た．断片化 DNAのアガロース電気泳動を行い，
500～2000 bpの DNA断片をゲルから抽出した．
抽出した DNA断片の平滑末端化を行い，EcoR
Ⅰアダプターおよび HindⅢアダプター付加
を行った．アダプターを付加したレプトスピ
ラ DNA断片を EcoRⅠ/HindⅢ消化 T7ファージ
ゲノム(T7Select10-3, Novagen)とライゲー
ションし，in vitro packagingを行い組換え
ファージを得た． 
②細胞接着実験：ラット腎臓由来培養細胞
NRK52E を 12 ウエルプレートで培養した．一
部の培養細胞はパラホルムアルデヒドで固
定を行った．109  pfu組換えファージを培養
細胞に加え室温で 1時間静置した．培養液で
6 回洗浄を行った後，1% SDS/SM で細胞に結
合したファージを回収した．回収したファー
ジを大腸菌に感染・増殖後に，上記のスクリ
ーニングを計 5回行った．最終スクリーニン
グ後のファージから，インサートレプトスピ
ラ DNAを PCRで増幅し，その塩基配列を決定
した．オリジナルの組換えファージ 105 pfu
相当のスクリーニングを行った．  
 
（2）大腸菌 AIDA融合タンパク質発現法によ
る細胞接着タンパク質の同定 
①組換え大腸菌の作製：上記の平滑末端化し
たレプトスピラゲノムを AIDA translocator
を発現するプラスミド pMK90 の SmaⅠサイト
にクローニングした．プラスミドを大腸菌
UT4400 に導入しレプトスピラゲノムライブ
ラリーを作製した． 
②細胞接着実験： NRK52Eあるいは HeLa細胞
を 12 ウエルプレートで培養した．108組換え
大腸菌を培養細胞に加え遠心分離 (1000×g, 
5 分間) 後，37℃で 1 時間培養した．培養液
で 6回洗浄後，大腸菌を回収しプレート培養
した．回収された大腸菌を用いて上記のスク
リーニングを 5 回繰り返した．5 回目スクリ
ーニング後の大腸菌が保持するプラスミド
のインサートを PCRで増幅し，塩基配列を決
定した．オリジナルの組換えファージ 105 pfu
相当のスクリーニングを行った． 
 
（3）トランスポゾンを用いたレプトスピラ
の突然変異体作製 
①形質転換法：Himar1トランスポゾンをコー
ドするプラスミド pSHTKを，エレクトロポレ
ー シ ョ ンに よ り病 原性 レ プト ス ピラ
UP-MMC-NIID株，血清型 Hebdomadis (OK2株)，
非病原性レプトスピラ血清型 Patoc (Patoc



 

 

Ⅰ株)により導入した．また同トランスポゾ
ンをコードする pCjSK2を大腸菌に保持させ，
接合により上記 3株への導入を行った．エレ
クトロポレーションおよび接合の条件は
Slamti & Picardeau の方法 (Methods Mol 
Biol 859:169-176, 2012) に従って行った． 
②マイクロドロップレット法による形質転
換体の単離：上記形質転換後のレプトスピラ
培養液 500 µlにプルロニック溶液 50 µlお
よび 2%アガロース 5 mlを混合し，孔径 10 µm
の疎水性膜（SPGシリンジコネクター）を通
して，エマルジョンオイル中でアガロースド
ロップを作製した．ドロップを遠心分離によ
り回収・洗浄し，EMJH培地中で培養した． 
 
４．研究成果 
（1）ファージディスプレイ法によるレプト
スピラ細胞接着タンパク質の同定 
 レプトスピラ Fiocruz L1-130 株あるいは
UP-MMC-NIID株の全タンパク質を 10Ｂキャプ
シドタンパク質との融合タンパク質として
T7 ファージ上に提示するゲノムライブラリ
ーを作製した．オリジナル 105 pfu 相当の組
換えファージライブラリーから，これらレプ
トスピラの保菌動物であるラットの腎臓由
来培養細胞 NRK52E に結合するクローンのス
クリーニングを行った．パラホルムアルデヒ
ドによる培養細胞の固定の有無，洗浄条件
（バッファーや回数）を変えてスクリーニン
グを行い，最終的に得られたクローンのイン
サート塩基配列を決定したが，配列が重複す
るものがなく，培養細胞に特異的に結合する
と考えられた組換えファージを得ることは
できなかった． 
 
（2）大腸菌 AIDA融合タンパク質発現法によ
る細胞接着タンパク質の同定 
 レプトスピラ Fiocruz L1-130 株あるいは
UP-MMC-NIID 株の全タンパク質を大腸菌の
AIDA transporter の translocator ドメイン
との融合タンパク質として大腸菌の細胞表
面に発現させるゲノムライブラリーを作製
した．このライブラリーを，上述の NRK52E
細胞およびレプトスピラの接着性が高かっ
た HeLa 細胞へ結合するクローンのスクリー
ニングを行った．コントロールとして，これ
までの研究から細胞接着への関与が示唆さ
れているレプトスピラ leucine-rich repeat
タンパク質  (LA3321)のリピート部分を
pMK90 にクローニングし大腸菌で発現させた． 
LA3321/AIDA 融合タンパク質を発現する大腸
菌を抗 LA3321 抗体で免疫染色を行ったとこ
ろ，細胞表面での発現が確認された（図 1）．
またこの大腸菌を HeLa 細胞に感染させたと
ころ，図 2のように細胞への接着がみられた． 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．LA3321/AIDA 融合タンパク質を発現す
る大腸菌．左：位相差顕微鏡像，右：抗 LA3321
を用いた免疫染色像 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．LA3321/AIDA 融合タンパク質を発現す
る大腸菌の HeLa細胞への接着（ギムザ染色） 
 
 
この細胞接着実験系を用いてオリジナル 105

組換え大腸菌のスクリーニングを行い，最終
的に得られたクローンのインサート塩基配
列を決定したが，配列が重複するものがなく，
培養細胞に特異的に結合すると考えられた
組換え大腸菌を得ることはできなかった． 
 今後はゲノム配列情報から外膜タンパク
質と考えられる遺伝子を個別にクローニン
グし，本実験系で結合タンパク質の同定を試
みる． 
 
（3）トランスポゾンを用いたレプトスピラ
の突然変異体作製 
 レプトスピラでは腸内細菌で用いられて
いるような遺伝学的ツールがなく，遺伝子破
壊株の作製ができなかったが，最近 Himar1
トランスポゾンを利用したランダム突然変
異体の作製法が報告された．そこで研究代表
者が保有する実験動物に感染性のあるレプ
トスピラ UP-MMC-NIID株および OK2株で，こ
のトランスポゾンを用いたランダム突然変
異体の作製を行った．まずエレクトロポレー
ションによる pSHTKを用いた変異体作製を試
みたが，その効率は UP-MMC-NIIDで 10-11と低
く，また OK2では変異体を得ることができな
かった．また変異体の単離を効率よく行うた
めに，エレクトロポレーション後のレプトス
ピラ１細胞をアガロースドロップ内に封入
して培養するマイクロドロップレット法に
よる変異株のクローニングを試みたが，効率
の良いクローニング条件を決定することは
できなかった．続いてトランスポゾンベクタ
ーpCjSK2 を保持する大腸菌との接合による



 

 

変異体作製を試みたところ，UP-MMC-NIID に
おいて 10-8効率で変異体を得ることができた．
この効率は既報の効率と同程度であった．一
方 OK2の効率は 10-9以下であった．現在変異
株のトランスポゾン挿入部位の決定を順次
行っており，遺伝子が破壊されている株の細
胞接着性を今後調査する．また非病原性レプ
トスピラ PatocⅠ株においては本接合法によ
り 10-6 の効率で変異体が得られたことから，
今後とも高い形質転換能をもつ病原性レプ
トスピラの探索を継続していく．  
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