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研究成果の概要（和文）：レプトスピラ症の重症化メカニズムを明らかにするために，シリアンハムスターに対して異
なる病原性を示すLeptospira interrogans 2株を用いた感染実験を行った．感染96時間後に強毒株接種群で尿細管の崩
壊および肺出血が顕著に認められた．また肝臓において強毒株接種群の菌DNA量が有意に多かった．さらに血液，肝臓
および肺臓において，強毒株接種群で複数のサイトカイン遺伝子発現が有意に上昇していた．以上の結果から，強毒株
は，ハムスター肝臓を増殖の場とし，弱毒株にはない特有の臓器障害因子およびサイトカイン誘導因子を有する可能性
が考えられた．

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism underlying the difference in virulence of the various 
Leptospira strains, experimental infections of hamsters with strains of two L. interrogans serovars 
Manilae (highly virulent: HV) and Hebdomadis (less virulent: LV) were performed.Severe disruption of 
renal tubules in kidney tissues and hemorrhage in lung tissues were observed in HV-infected hamsters. A 
significantly higher bacterial burden was observed in liver tissues of hamsters infected with HV than 
those infected with LV. The expression levels of multiple cytokine genes in blood, liver, and lung tissue 
were also significantly higher in hamsters infected with HV than those infected with LV.These results 
demonstrate that HV multiplied more efficiently in liver tissues and induced significantly higher 
expression of genes encoding pro- and anti-inflammatory cytokines than LV. In addition, our results 
suggest a HV-specific mechanism responsible for inducing severe damage in kidneys and hemorrhage in lung.
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１．研究開始当初の背景 
レプトスピラ症は，スピロヘータの 1種で

ある病原性レプトスピラによって引き起こ
される人獣共通感染症である．発症者の大部
分は，インフルエンザ様症状で軽快する軽症
型である．一方で 5～10％の患者は，黄疸・
出血・腎不全を伴う重症型に発展する． 
レプトスピラ症の重症化には，特定のタイ

プ（血清型）のレプトスピラが関与すると考
えられている．またレプトスピラ症患者では，
予後の悪化と血中レプトスピラ数との関連，
症状の重篤度とTNF－αなどの炎症性サイト
カイン濃度との関連が報告されている．しか
しながら，レプトスピラ血清型による宿主体
内での動態の差異，またサイトカイン誘導と
それに伴うサイトカインストームの状態の
違いはこれまで明らかになっていない．また，
ハムスターに対して致死感染できるレプト
スピラ株とその病原性を失った株をハムス
ターに接種し，血液細胞のサイトカイン遺伝
子発現を比較した報告はあるものの，ハムス
ターに感染することができ，病原性が異なる
レプトスピラのハムスター体内での動態，感
染組織病理あるいはサイトカイン発現誘導
能の比較を行った報告はない．  
 
２．研究の目的 
レプトスピラ症重症化のメカニズムを総

合的に解明することを目的として，ハムスタ
ーに対して致死性を示す L. interrogans 血
清型 Manilae（株名 UP-MMC-NIID，強毒株）
と，致死性を示さない L. interrogans 血清
型 Hebdomadis（株名 OP84，弱毒株）を用い
てハムスター感染実験を行い，感染ハムスタ
ー血液・組織中での動態，感染ハムスターの
組織病理，および各組織でのサイトカイン・
ケモカイン遺伝子発現プロファイルの比較
を行う．またヒトでみられるレプトスピラに
対する感受性の性差のメカニズムを明らか
にするため，弱毒株を感染させたハムスター
雌雄での比較を行う．また弱毒株の完全長ゲ
ノム配列を決定し，強毒株との比較解析を行
う． 
 
３．研究の方法 
（1）感染実験 
強毒株あるいは弱毒株1×106細胞を6週齢

メスのシリアンハムスターの腹腔に接種し
た．感受性性差の実験では，弱毒株 1×106

細胞を6週齢のシリアンハムスター雌雄の腹
腔に接種した．継時的実験では，接種 12，24，
48，72，96 時間後に対照群，強毒株接種群，
弱毒株接種群 3匹ずつ解剖を行った．その後
の感染 96 時間後の比較実験では，対照群 3
匹，強毒株および弱毒株接種群各 8匹（強毒
株接種群の1匹においては接種時に不備があ
ったため実験は 7 匹で行った）を使用した．
性差解析実験では，雌雄各 3匹のハムスター
を 120 時間後に解剖した．腎臓，肝臓および
肺臓はパラフィン包埋切片を作製し，ヘマト

キシリン・エオシン染色を行った．  
 

（2）リアルタイム PCR によるハムスターサ
イトカイン遺伝子の発現解析 
感染組織からの RNA 抽出は，RNeasy Plus 

Mini Kit (Qiagen)または Protected Animal 
Blood Tubes (Qiagen) を用いて行った．cDNA
への逆転写反応は ReverTra Ace qPCR RT 
Master Mix with gDNA Remover (東洋紡) を
用い，100 ng/μl に調整した．ribosomal 
protein l18 を内在性コントロール遺伝子と
して，サイトカイン 12 遺伝子の発現をリア
ルタイム PCR によるに ΔΔCt 法あるいは検
量線法より解析した．PCR には，THUNDERBIRD 
SYBR qPCR Mix (東洋紡) を用い，反応はLight 
Cycler Nano (Roche) を，結果の解析は Light 
Cycler Nano Software 1.1 を用いて行った．
PCRの条件およびプライマー配列はFujitaら
の方法(PLoS ONE 10(7):e0132694)の通りで
ある．結果はマン・ホイットニーの U検定に
より統計解析を行った．  
 

（3）感染組織中のレプトスピラ DNA 定量 
 感染組織からの DNA 抽出は，DNeasy Blood 
& Tissue Kit (Qiagen) を用いて行った．レ
プトスピラ鞭毛遺伝子 flaB をターゲットと
して，リアルタイム PCR による検量線法によ
り各組織中のレプトスピラDNA量を定量した．
コ ン ト ロ ー ル に は glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenaseを用いた． 
  
（ 4） Rapid Amplification of cDNA ends 
(RACE) 法 
ハムスターのケモカイン遺伝子 ccl2，

cxcl1，cxcl2，cxcl3 の完全長 cDNA を RACE
法により決定した．それぞれの遺伝子につい
て，チャイニーズハムスター，マウス，ラッ
トの配列の相動性が高い領域からプライマ
ーを設計した．強毒株感染ハムスター肝臓由
来 cDNA を鋳型とし，PCR および，3´-Full 
RACE Core Set および 5´-Full RACE Core Set 
(TaKaRa)を用いた3´および5´ RACE法によ
り各遺伝子の完全長 cDNA を取得した． 
  
４．研究成果 
（1）レプトスピラ DNA 量およびサイトカイ
ン遺伝子発現量の継時的変化 
 強毒株接種ハムスターが死亡する前の接
種後 96 時間までの強毒株，弱毒株接種ハム
スターおけるレプトスピラDNA量およびサイ
トカイン遺伝子発現誘導について継時的に
比較を行った．強毒株，弱毒株感染ハムスタ
ーのいずれにおいても，血液，肝臓では感染
後 48 時間から，腎臓，肺臓では感染後 96 時
間でのみレプトスピラ DNA が検出された．サ
イトカイン遺伝子発現では，腎臓および肝臓
での inos，血液，腎臓および肺臓での
ifngamma，全組織での il2, il4 を除いて，
感染によりサイトカイン遺伝子発現の上昇
が認められ，発現量は感染 96 時間後に最大



となった．組織病理では，感染 96 時間後の
腎臓で尿細管の崩壊が，また肺臓での出血が
強毒株接種ハムスターで顕著に認められた
（図）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
強毒株感染 96 時間後の腎臓（左）および肺
臓（右）の HE 染色像 
 
（2）強毒株，弱毒株感染 96 時間後のレプト
スピラDNA量およびサイトカイン遺伝子発現
量の比較 
腎臓，肺臓では感染後 96 時間にのみレプ

トスピラ DNA が検出されること，またサイト
カイン遺伝子発現量は感染後 96 時間で最大
となることから，供試匹数を増やして感染 96
時間後の比較を行った．強毒株接種群の肝臓
におけるレプトスピラ DNA 量は，弱毒株接種
群に比べて有意に多かった．他の組織ではレ
プトスピラ DNA 量の差が認められなかった．
また強毒株，弱毒株両接種群において，全て
の組織で炎症性および抗炎症性サイトカイ
ン遺伝子の発現量増加が見られた．血液中に
おける mip1alpha，肝臓における tgfbeta，
il1beta，mip1alpha，il10，tnfalpha，cox2
および肺臓における tgfbeta，il6，inos，
tnfalpha，cox2については強毒株接種群で有
意に遺伝子発現が上昇していた． 
以上の結果から，L. interrogans 強毒株

UP-MMC-NIID は，シリアンハムスター肝臓を
増殖の場とし，弱毒株にはない腎臓，肺臓を
障害，またサイトカインを誘導する特有の病
原因子を有する可能性が考えられた． 
 

（3）シリアンハムスターccl2，cxcl1，cxcl2，
cxcl3遺伝子の cDNA 配列の決定 
 チャイニーズハムスター，マウス，ラット
の ccl2，cxcl1，cxcl2，cxcl3遺伝子の相同
部位からプライマーを設計し，degenerate 
PCR を行った後，3’RACE 法および 5’RACE
法により，シリアンハムスターの各ケモカイ
ン遺伝子の完全長 cDNA 配列を決定した．シ
リアンハムスターの各ケモカイン遺伝子の
推定アミノ酸配列とチャイニーズハムスタ
ー，マウス，ラットとの相同性を表に示した． 
 
表．シリアンハムスターCCL2，CXCL1，CXCL2
および CXCL3の他の動物種とのアミノ酸相同
性 (%) 

ケ モ カ
イン 

動物種 
チャイニーズ
ハムスター 

マウス ラット 

CCL2 86 62 64 

CXCL1 94 83 83 

CXCL2 93 80 78 

CXCL3 84 72 73 

 
ccl2, cxcl2 はすべての組織で発現が認め

られたが，cxcl1は腎臓，肝臓，肺臓で，cxcl3
は肺臓でのみ発現が認められた．またこれら
の遺伝子は，レプトスピラの感染によって発
現量が増加した． 
 

（4）レプトスピラ感受性性差の解析 
組織病理解析では，オス 3個体中 2個体の

肺臓で出血がみられたが，メスでは肺出血は
みられなかった．腎臓では皮質に病変がみら
れたが，雌雄間の差はみられなかった．肝臓
では雌雄ともに顕著な病変はみられなかっ
た．レプトスピラは雌雄とも腎臓でのみ検出
されたが，検出DNA量に差はみられなかった．
サイトカイン 12 遺伝子のうち，メスの腎臓
で tgfbeta，cox2の発現が有意に上昇してい
た．血清の黄疸は雌雄ともにみられた．ヒト
では腎障害，黄疸，および肺，胃，結膜下，
皮膚または粘膜の出血が男性で多くみられ
る．ハムスターではオスの肺臓で出血がみら
れたが，サイトカイン発現量や菌数に雌雄差
はみとめられなかった．今後，経時的な感染
実験による菌数およびサイトカイン発現量
の比較や，本研究で調査した以外のサイトカ
インの発現量の比較を行い，肺出血の原因を
明らかにする必要がある． 
 

（5）L. interrogans OP84 株のゲノム解析 
1 分子リアルタイムシークエンシング法によ
り OP84 株の完全長ゲノム配列決定を行い，
現在先に決定した強毒株との比較解析を行
っている． 
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