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研究成果の概要（和文）：レプトスピラ症は、病原性レプトスピラ属によって引き起こされる人獣共通感染症で
ある。 本症の重症度は、レプトスピラの血清型と宿主種の組み合わせによって異なる。我々は、機械学習を取
り入れた画像解析によって、培養腎細胞上における様々なレプトスピラ株の動態を測定した。その結果、腎細胞
上を高速で這い回る運動性が重篤な症状を引き起こす傾向があることが示された。また、外膜タンパク質
（OMP）を欠損した変異株の運動も解析した。臨床分離株とOMP欠損変異株の挙動から、接着性と運動性の逆相関
関係が示され、この関係が感染転帰に影響する可能性が示唆された。本研究は，感染症研究における機械学習の
有用性も示した。

研究成果の概要（英文）：Leptospirosis is a worldwide zoonosis caused by the pathogenic Leptospira 
spp. The severity of the disease differs for the combination of the leptospiral strains and host 
species. We measured the dynamics of various leptospiral strains over the cultured kidney cells 
using machine-learning-based image analysis. Our results showed that fast crawling motility on 
kidney cells tends to result in severe symptoms. We also analyzed the crawling of mutant strains 
lacking outer membrane proteins (OMPs). The behavior of clinical isolates and OMP-deficient mutants 
showed the inverse correlation between adhesion and mobility, which could affect infection outcomes.
 Our computer vision technique eliminated the restriction on available bacterial strains and 
provided information that could help understand the mechanisms underlying motility-dependent 
bacterial pathogenicity.

研究分野： 細菌学，生物物理学

キーワード： スピロヘータ　運動性　レプトスピラ　宿主選好性　病原性　人獣共通感染症　機械学習
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，病原体の運動特性や付着性と病気の重症度を結び付け点，人獣共通感染症において重要な病原体の宿
主選好性解明の手掛かりを示した点で，感染症研究としての大きな意義がある。本研究で発見した宿主細胞表面
での病原体挙動に関する知見は，ユニバーサルワクチンの開発等，新しい治療・予防法の開発への貢献が期待さ
れるものである。これに加えて，感染症研究におけるコンピュータービジョン技術の有用性を示すものであり，
医学・生命科学分野と情報科学の双方の発展に寄与する。

※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 
細菌感染症の重症度や保菌性などが宿主に依存す

る例は多く，病原体の宿主選びのメカニズムを理解す

ることは感染拡大の抑止につながる重要事項である。

しかし，宿主と細菌の共生や攻防は，分子レベルの複

雑な相互作用によって成り立つため，十分な理解がな

されていない。 

本研究は，宿主選好性を有する細菌の例としてレプト

スピラ症の病原体レプトスピラを取り上げ，その病原

性と宿主選好性のメカニズムに迫ることを目的とした。レプトスピラ属には病原性種と非病原

性種が含まれ，病原性種は組織表面に定着，細胞間に侵入し，黄疸、肺出血，腎不全を引きおこ

す（ヒトの重症型，ワイル病の場合）。外毒素を持たず，病原株のみが持つ多数の分子が病原因

子候補として調べられてきたが，その中で，遺伝子ノックアウトによって劇的に弱毒化される決

定的病原因子の１つが運動性である。しかし，運動性は非病原性種と病原性種に共通するため，

これが感染，病態形成にどのように関わるかは不明であった。宿主選好性という点では，250 以

上の血清型に分類される本属菌は多様な哺乳動物に感染し，重症度は血清型と宿主の組み合わ

せに強く依存するが，研究当初はそのメカニズムが不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は，レプトスピラ症の重症度が病原体の血清型と宿主種の組み合わせによって異なる

理由を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
使用菌株・細胞 病原性レプトスピラ Leptospira interrogans の臨床分離株など計 7 株を使用し

た。トランスポゾンランダム変異挿入法で得た L. interrogans serovar Manilae 株由来の外膜タン

パク質欠損株 2 株（ΔLenA、ΔLigA）も使用した。培養細胞には、ラット腎臓細胞（NRK: 維持

感染モデルとして）とイヌ腎臓細胞（MDCK: 重症化モデルとして）を使用した。 

顕微計測システム チャンバースライドに構築した培養細胞モノレイヤーにレプトスピラを感

染させ、暗視野顕微鏡下で観察・録画した。顕微鏡像の録画は，チャンバー内の液相で遊泳運動

するレプトスピラと，同一チャンバー内にある培養細胞層に付着して運動するレプトスピラを

それぞれ撮影した（図 1）。培養細胞に付着しながら細胞表面を這いまわるように動く運動様式

はクロウリング運動と呼ばれる。蛍光標識処理を行わずに腎臓細胞上のレプトスピラを検出す

るため、機械学習を用いた背景差分法による画像解析を行った。 

図 1．in vitro 感染実験 

図 2．背景差分法 



画像解析 監視カメラの物体検出などで実

用化されている背景差分法を導入した（図

2）。背景差分法は，ベイズの定理に基づいて，

動かない背景（培養細胞）に対して，動く前

景（レプトスピラ）を検出する手法である。

はじめに，複数のガウス分布からなる分布モ

デルが設定される。次に，データ画像のピク

セル毎に，新しいデータが分布モデルに追加

される。ここでは，新しいデータが既存の分

布に入るか，または新しい分布が形成され，

データ追加ごとに分布のパラメータが更新

される。実験データである動画の時間のう

ち，最も多くの時間を締めるのは背景であ

り，前景の時間割合は背景に比べてかなり小

さいと予測される。このことから，最終的に得ら

れた分布のうち，最も大きな分布が背景，最も小

さな分布が追跡対象である前景であると判断さ

れる。この段階では，まだピクセル単位の解析で

あり，細菌とは認識されていない。このあと，ピ

クセル間のギャップを埋める膨張処理と，ノイズ

除去効果のなる収縮という画像処理を行う。さら

に，今回のターゲットであるレプトスピラに特徴

的な菌体形状やサイズを指標にデータを選別し，

最終的な重心トラッキングが行われる。以上の画像処理によって，ラット由来またはイヌ由来培

養腎臓細胞上での様々なレプトスピラ菌株の遊泳運動とクロウリング運動を計測した。 
 
４．研究成果 

In vitro 感染実験系の確立 スライドガラス

チャンバー内に NRK または MDCK をシー

ト状に培養することができた。レプトスピ

ラ感染の直前にスライドガラスからチャン

バーと取り外し，菌液を接種した後にカバ

ーガラスをかぶせて暗視野顕微鏡で観察し

た。細胞シートに付着してクロウリング運

動を示す菌と，細胞シートの上部にある液

相で遊泳する菌をそれぞれ観察し，CCD ビ

デオカメラで撮影することができた。 

ラベルフリー細菌トラッキング法の確立 本研究で開発した画像解析プログラムを用いて，蛍

光蛋白質などで標識されていない（ラベルフリー）細菌の運動を追跡することに成功した。この

システムを用いて，様々なレプトスピラ血清型と腎臓細胞の組み合わせで実験を行った。図 3 に

重症化傾向を示すペアと，無症状維持感染傾向を示すペアについて，代表的なデータを示した。 

重症化傾向を示すペアでは，細胞上のレプトスピラが進行的なクロウリング運動を示すのにた

図 3．運動解析の結果。(a) 遊泳とクロウリングの軌
跡。左が無症状傾向の組み合わせ，右が重症化傾向の
組み合わせ。(b) 運動軌跡から求めた遊泳とクロウリ
ングの速度分布。挿入図は平均値と標準誤差。 

図 4．MDCK(イヌ腎臓細胞)と NRK(ラ
ット腎臓細胞)で計測された遊泳速度と
クロウリング速度の比。 

図 5．MDCK(イヌ腎臓細胞)と NRK(ラット腎
臓細胞)に付着した菌数。ΔlenA とΔligA は菌
体外膜蛋白質の欠損株。 



いし，無症状維持感染傾向のペアでは，

細胞上のレプトスピラのクロウリング運

動は抑制されていた。 

重症化とクロウリング運動および細胞接

着性の相関 図 4 は，NRK または MDCK

に様々なレプトスピラ株を感染させ，遊

泳速度とクロウリング速度を計測した結

果である。重症化しやすい MDCK 上で

は，レプトスピラのクロウリングが活発

である傾向が示された。図 5 は，腎臓細

胞に対するレプトスピラの接着性を示し

ている。これらの結果をまとめ，接着性

とクロウリング活性の関係をプロットした図 6 では，接着性が低いほどクロウリングが活発で，

接着性が高いほどクロウリングが抑制されるという，接着とクロウリング運動の明らかな反相

関関係が示された。さらに，重症化傾向ペアは弱い細胞接着性・高いクロウリング活性，無症状

蛍光ペアは強い細胞接着性・低いクロウリング活性をそれぞれ示し，接着およびクロウリング運

動と，レプトスピラ症の重症度との相関も明らかとなった。 

今後の展望 同属内での病原性の差異，宿主選好性，付着，運動性はあらゆる病原性細菌で重要

である。付着性およびクロウリング運動を規定する分子（遺伝子）が同定されることで，病原体

の宿主嗜好性を標的とした新薬開発も期待される。 
 
 
 
 
 

図 6．様々なレプトスピラ血清型の MDCK ま
たは NRK 上での接着と運動性を計測した結
果。 
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