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研究成果の概要（和文）：レプトスピラ症の感染成立から重症化（とくに黄疸発症）に至るまでの病態メカニズムにつ
いて次のような新知見が得られた。レプトスピラは、皮膚の角化層が失われると表皮細胞間（あるいは細胞内）を通過
して皮下まで侵入し感染が成立する。感染初期は皮下脂肪組織の血管内に定着し増殖する。やがて増殖の場は肝臓が主
体となる。肝臓のディッセ腔に達したレプトスピラは肝細胞間に侵入を始め、細胞間接着を剥がして毛細胆管の構築を
破壊する。その結果胆汁排泄障害を来たし、黄疸が生ずる。したがって、血管内定着、肝細胞侵入の際の標的分子が明
らかになれば、それらのアナログにより重症化への進展を阻止できることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：We clarified the mechanisms of how leptospires invade the human body and cause 
the severe condition. Leptospires invade human and animal skin through the site without stratum corneum. 
They migrate through keratinocyte layers and reach the hypodermis. In early phase of infection, they 
colonize the blood vessels in adipose tissue and start to grow. After sufficient increase on the adipose 
tissue, leptospires move via the bloodstream and reach liver. Then, they infiltrate the Disse’s space, 
migrate between hepatocytes, detach the intercellular junctions and disrupt the bile canaliculi. 
Destruction of bile canaliculi coincide with the elevation of conjugated bilirubin levels in serum. It is 
expected that the analogues of target molecules for vascular colonization and hepatocytes invasion will 
prevent the progression to severe leptospirosis.

研究分野： 細菌感染症学
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１．研究開始当初の背景 
  レプトスピラはらせん状の細菌で、本菌に
よる感染症（レプトスピラ症）は、現在も日本
をはじめ世界各地に広範にみられる最も代表的
な人畜共通感染症の一つである。レプトスピラ
に感染すると、症状は風邪程度の軽微なものか
ら、黄疸、肺出血、腎不全等を伴う重篤なもの
（いわゆる「黄疸出血性レプトスピラ症（ワイ
ル病）」まで様々である。罹患者数は世界全体で
年間 30 万～50 万人に達しており、そのうち 5
～10％が重症化し、人類を脅かす感染症と言っ
ても過言ではない。 
 レプトスピラは保菌動物であるネズミ（ラッ
ト）の尿とともに排泄され、環境中の水や土壌
を汚染し、そこから他の動物やヒトに主に経皮
的に感染すると考えられている。しかしながら、
環境中のレプトスピラがどのように侵入するの
か、その後体内のどこで増殖してどのように重
症化するのか、菌の体内動態に関する詳細な報
告はなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、主に動物モデルと培養細胞を用
いて、レプトスピラ症の病態（病原体侵入→定
着・増殖→重症化（黄疸など））のメカニズム
を解明する。また、病原因子の同定を行い、新
たな予防方法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）HaCaT 細胞を用いた in vitro 感染実験 
 経皮感染について解析するために、ヒト皮膚
ケラチノサイトである HaCaT 細胞を用いて in 
vitro 感染実験を行った。Transwell を用いてフィ
ルター上に HaCaT 細胞 monolayer を作成した。
細胞が tight junction を形成して細胞間隙がない
状態であることは、過去の報告に従って電気抵
抗値により確認した。 Upper compartment にレ
プトスピラを接種して培養を行い、Lower 
compartment の培養液を経時的に採取して、
monolayer を通過した菌を培養法ならびに定量
PCR 法により定量する。 
 次に、レプトスピラがどこを通過しているの
か（細胞内か、細胞間隙か、あるいは細胞傷害
によるか）を調べるために、HaCaT 細胞をフィ
ルターごと取り出し、電子顕微鏡（走査型、透
過型）でレプトスピラと細胞を直接観察した。 

 
（２）in vivo imaging system (IVIS) を用いた 
  ハムスター感染モデルの解析 
 経皮感染したレプトスピラの感染後の動態を
明らかにするための解析を行った。発光細菌
（Photorhabdus luminescens）由来の Luciferase 
遺伝子を導入した Leptospira interrogans serovar 
Manilae M1307 株 をハムスターに 103個皮下感
染させ、in vivo imaging system (IVIS) を用いて
感染９日目まで毎日、感染局所の発光を観察し

た。 
 また、感染後経時的に各臓器を摘出して、臓
器内菌数をカウントした。臓器内菌数は、臓器
をホモジナイズしてコルトフ液体培地を用いた
限界希釈培養法により決定した。サンプル中に
105/ml 以上の菌が存在する場合は暗視野顕微鏡
下で計算盤を用いて直接菌数カウントを行った。 
 
（３）電子顕微鏡、蛍光顕微鏡による観察 
 レプトスピラを 103個ハムスターに皮下接種
し、感染 5,7,8,9 日後にセボフルラン吸入麻酔下
に開胸し、灌流固定を行い、皮膚、肝臓を摘出
した。試料は走査型電子顕微鏡で観察した。試
料作成は、細胞断面の観察に適した凍結割断法
と、細胞間の観察に適したクロスセクション法
の 2 つの方法を採用した。一部はパラフィン切
片を作成し、抗レプトスピラ抗体を用いた蛍光
抗体法により菌の定着、増殖場所を探索した。 
 
４．研究成果 
（１）レプトスピラの皮膚侵入 
 ヒト皮膚ケラチノサイ
トである HaCaT 細胞を用
いて in vitro 感染実験を行
った結果、病原性レプトス
ピラは HaCaT 細胞モノレ
イヤーを通過することが
わかった（図１）。 
 菌は主に細胞間隙を通
過していた（図２a）が、
一部細胞内を通過してい
ることを示唆する所見も
見出された（図２b-d）。 
 

 
 



（２）レプトスピラの定着、増殖の場所 
 in vivo imaging system (IVIS) を用いてハムス
ター感染モデルを解析した結果、感染初期には
皮下脂肪組織の多い皮膚で強い発光が認められ
た（図３）。 

 
 
 感染ハムスターを灌流固定し表皮から皮下の
病理組織切片を免疫組織化学法を用いて解析し
たところ、レプトスピラは表皮，真皮では認め
られず，皮下脂肪組織の血管内においてのみ認
められた。また、脂肪組織を透過型電子顕微鏡
で観察すると、血管内壁に形成された凝血塊内
に，レプトスピラが多数認められた。レプトス
ピラは感染初期、脂肪組織血管内に定着し増殖
することがわかった（図４）。 

 
 また、臓器内菌数をカウントした結果、感染
２日目より脂肪細胞で菌の増加を認め、その後
肝臓（４日目）、腎臓（７日目）と増殖の場が全
身へ拡大することがわかり、IVIS の結果と一致
した。 
 
（３）黄疸発症のメカニズム 
 レプトスピラを皮下接種したハムスターの肝臓
を経時的に電子顕微鏡で観察した結果、次のよう
な病態が明らかになった（図５）。正常肝臓組織に
おいては肝細胞間にタイトジャンクションで裏打
ちされた毛細胆管が形成されており、肝細胞で生
成された胆汁はこの管腔内に排泄される。レプト
スピラは、血行性に肝臓にたどり着き、類洞から
ディッセ腔内へと侵入する。その後レプトスピラ
は一斉に肝細胞間に侵入を始め、細胞間接着を剥
がし、やがては毛細胆管の構築を破壊する。その
結果、胆汁排泄障害を引き起こし、胆汁が血中に
逆流して黄疸を生ずる。血中のビリルビンを同時
に測定すると、毛細胆管が破壊される時期と一致
して、ビリルビン値が一気に髙値になることもわ

かった。なお、ウイルス性肝炎でみられるような
肝細胞壊死はほとんど認められなかった。 
 

 
 
 他のいろいろな感染症や代謝疾患など黄疸をき
たす疾患は数多くあるが、肝細胞間隙を剥がすこ
とにより黄疸を引き起こす疾患は例がない。 
 レプトスピラの肝細胞間への侵入性は、ハムス
ター肝臓からコラゲナーゼを用いて分離した肝細
胞対 (hepatocyte couplets) にレプトスピラを in 
vitro で感染させることでも確かめられた。 
 
（４）研究期間全体を通じてのまとめ 
 レプトスピラ症の感染成立から重症化（とくに
黄疸発症）に至るまでの病態メカニズムについて
次のような新知見が得られた。レプトスピラは、
皮膚の角化層が失われると表皮細胞間（あるいは
細胞内）を通過して皮下まで侵入し感染が成立す
る。感染初期は皮下脂肪組織の血管内に定着し増
殖する。やがて増殖の場は肝臓が主体となる。肝
臓のディッセ腔に達したレプトスピラは肝細胞間
に侵入を始め、細胞間接着を剥がして毛細胆管の
構築を破壊する。その結果胆汁排泄障害を来たし、
黄疸が生ずる。したがって、血管内定着、肝細胞
侵入の際の標的分子が明らかになれば、それらの
アナログを作成して投与することにより、重症化
への進展を阻止できることが期待できる。 
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