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研究成果の概要（和文）：本研究は、人獣共通感染症の原因細菌であるレプトスピラが脂肪組織に定着する機構
を解明し、新規バイオマーカーを発見することを目指すものである。本研究ではヒト皮下脂肪組織のex vivo感
染モデルを確立し、レプトスピラ感染によりヒト脂肪組織から複数のアディポカインが分泌されることを確認し
た。さらに、マウス由来脂肪前駆細胞株3T3-L1のin vivo感染モデルでは、病原性レプトスピラが脂肪分解を引
き起こし、細胞外に放出されたグリセロールを炭素源として利用していることが示唆された。これらの結果は、
レプトスピラ症の診断と治療に新たなアプローチを提供する可能性がある。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the mechanisms by which Leptospira establishes 
itself in adipose tissue and to identify novel biomarkers for leptospirosis. Using an ex vivo human 
subcutaneous adipose tissue infection model, we observed the secretion of multiple adipokines upon 
Leptospira infection, particularly those involved in inflammatory and immune responses. 
Additionally, in an in vivo infection model using mouse-derived preadipocyte cell line 3T3-L1, 
pathogenic Leptospira induced lipolysis, utilizing extracellular glycerol as a carbon source. These 
findings suggest new diagnostic and therapeutic approaches for leptospirosis, potentially advancing 
the management of this significant infectious disease.

研究分野： 細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、病原細菌レプトスピラが皮下脂肪組織に定着し、そこで増殖するメカニズムを一部解明しました。ま
たこの際に、レプトスピラが脂肪組織に脂肪分解を起こすことも見出しました。この発見は、レプトスピラ症の
早期診断に役立つ新たなバイオマーカーの開発に繋がる可能性があります。レプトスピラ症は、軽度の風邪様症
状から重篤なワイル病に進行することがあり、早期診断と治療が非常に重要です。この研究は、社会全体にとっ
て感染症対策の向上に寄与し、農業や畜産業の経済的損失を減少させる効果も期待されます。

※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 
病原細菌「レプトスピラ」が引き起こす「レプトスピラ症（Leptospirosis）」は世界最大の人獣

共通感染症で、ヒトだけで年間 100 万件以上報告されている（World Health Organization 2003）。
日本の感染症法では四類感染症に指定されており、と畜場法においては、患畜が発生した畜産場
は全頭廃棄の対象となる。そのため医学・獣医学・農学・環境学といった分野横断的に注目すべ
き重要な感染症である。レプトスピラ症は、病態の初期では通常の風邪様の症状だが、重症化す
ると黄疸・腎不全・肺出血を伴う「ワイル病」に進行し、無治療での死亡率は 5〜50%程度まで
跳ね上がる（Levett PN. Clin Microbiol Rev. 2001）。予防に重要なワクチンの効果は、250 種類
以上知られる「血清型」に特異的であり、十分とは言い難い。そのため早期発見に重要な迅速診
断法やバイオマーカーの確立が急務である。 
申請者らは、レプトスピラがモデル動物であるハムスターに経皮感染した後、皮下脂肪組織の

血管内で定着・増殖することを見出した（Ozuru R, et al. PLOS ONE 2017）。レプトスピラは
グルコース代謝に関わる解糖系の一部酵素を欠損しており、中性脂肪の構成分子である脂肪酸
（Fatty acids; FAs）やグリセロール（Glycerol;  GOL）を炭素源として利用することが知られ
ている（Stalheim OH and Wilson JB. J Bacteriol. 1964, Ren S-X, et al. Nature. 2003）。レプ
トスピラが感染初期に、自身の炭素源が豊富な脂肪組織に定着し増殖することは極めて合理的
である。このメカニズムを解明することは、レプトスピラ症新規バイオマーカーの創出につなが
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らが見出したレプトスピラの脂肪組織定着機構を解明することで、レプト

スピラ症新規バイオマーカーの創出につなげることを目的とした。具体的には 
(1) レプトスピラのヒト皮下脂肪組織 ex vivo 感染モデルを構築し、その解析からレプトスピラ
感染時の脂肪組織由来バイオマーカー、特に脂肪細胞が産生・分泌する生理活性物質である「ア
ディポカイン」を探索する 
(2) レプトスピラのマウス由来脂肪前駆細胞株 3T3-L1 in vivo 感染モデルを構築し、その解析か
らレプトスピラ感染時に起こる細胞内シグナル伝達や免疫応答を明らかにする 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)レプトスピラのヒト皮下脂肪組織 ex vivo 感染モデルの構築と解析 
①ヒト皮下脂肪組織 ex vivo 培養法の確立 
ここで用いたヒト皮下脂肪組織は、福岡大学病院形成外科学分野が行う手術中に採取された余

剰検体を譲受した。本研究は「福岡大学人を対象とする研究倫理審査委員会」の審査を受けて行
われた（承認番号 U21-08-001）。譲受したヒト皮下脂肪組織は McIlwain ティシューチョッパ
ー（Cavey Laboratory）を用いて 500 µm 厚にスライスし、24 ウェルプレート内で D-MEM / 
10% FBS / ITS（Insulin / Transferrin / Selenium, Sigma）メディウムで培養した。 
②ヒト皮下脂肪組織 ex vivo 感染モデルの培養上清中アディポカイン測定 
ヒト皮下脂肪組織 ex vivo 培養開始 3 日後に、病原性レプトスピラ（L. interrogans serovar 

Manilae strain L495）を 2×105菌体／ウェル添加し、6 時間後、24 時間後にそれぞれ培養上清
を回収した。回収した培養上清は遠心分離（13,000 rpm, 5mins, 4°C）した後再度上清を回収し
た。その後、Proteome Profiler Human Adipokine Array Kit（R&D systems）を用い上清中の
各種アディポカインを測定した。 
(2)レプトスピラのマウス由来脂肪前駆細胞株 3T3-L1 in vivo 感染モデルの構築と解析 
 脂肪細胞誘導 10 日後の 3T3-L1 細胞を、24 ウェルプレートに 2×104 細胞／ウェルで播種し
た。播種２日後に、病原性レプトスピラ（L. interrogans serovar Manilae strain L495）および
非病原性レプトスピラ（L. biflexa serovar Patoc strain Patoc I）をそれぞれ MOI = 100（2×
106菌体／ウェル）で添加した。同時に、各株の加熱死菌（56°C、30 分）を添加した群も作成し
た。感染後１日、３日、５日で次の操作を行なった。 
① 3T3-L1 細胞の固定と Oil-Red-O 染色 

細胞は 4%パラホルムアルデヒド含 PBS で固定した（30 分、室温）。PBS による洗浄後、
Oil-Red-O を用いて細胞内中性脂肪を染色した。染色後の細胞はヘマトキシリンで後染色し
形態観察を行った。また別サンプルより細胞内 Oil-Red-O を抽出し定量した。 

② 培養上清の回収と細胞傷害解析・グリセロール定量・レプトスピラ菌量測定 
回収した培養上清を遠心分離（13,000 rpm, 5mins, 4°C）した後再度上清を回収した。細胞
傷害を解析するため、上清中の Lactate Dehydrogenase (LDH)量を CytoTox 96 Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay Kit（Promega）を用いて定量した。さらに上清中のグリセ
ロール量を Glycerol Cell-Based Assay Kit（Cayman chemical）を用いて定量した。さらに
別サンプルを用い、培養上清中のレプトスピラの菌数を限界希釈法によって測定した。 



 
４．研究成果 
(1)レプトスピラのヒト皮下脂肪組織 ex vivo 感染モデル 
L495 感染ヒト脂肪組織の培養上清中からは、特に 24 時間時点で複数のアディポカインが検出
された（図１）。特に炎症性サイトカインである IL-6、免疫系細胞の走化性因子である IL-8、
MCP-1、RANTES、MHC クラス II の抗原提示で必要な Cathepsin L/S、補体系で働く CFD な
ど、免疫系で重要な分子群が検出された。これらは単体で検出しても他の感染症や疾患との差異
がない可能性が高い。そのため、複数を組み合わせてバイオマーカー群とするなどの工夫が必要
であると考えられる。 
 

 
(2)レプトスピラのマウス由来脂肪前駆細胞株 3T3-L1 in vivo 感染モデル 
L495（病原性株）を感染させたマウス由来脂肪前駆細胞株 3T3-L1 では、非感染群、Patoc I（非

病原性株）感染群、それぞれの加熱死菌群に比べ有意に細胞内中性脂肪量が減少し、L495 特異
的に脂肪分解が起こった（図３A、B）。一方細胞傷害は他群と比較して差があるとは言えず、細
胞傷害や細胞死による脂肪減少ではないことが示された（図３C）。 

 
図３：レプトスピラの脂肪分解。(A)各感染条件における 3T3-L1 細胞の Oil-Red-O 染色
像。(B)Oil-Red-O 定量。(C)細胞障害指標となる LDH（Lactate dehydrogenase）定量。
(D)培養上清中 GOL 量。(E)レプトスピラ菌量。N.D.: not detected. 

 
図１： L495 株感染脂肪組織の培養上清中のバイオマーカー候補。 
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非感染群、非病原性感染群の培養上清では経時的にグリセロール量が増加したが、病原性群の培
養上清では全時点でグリセロールは検出されなかった（図３D）。レプトスピラの菌数は、いず
れも感染１日後は初期添加量の 10 分の１以下まで低下し、その後非病原性群では検出限界以下
まで減少した一方、病原性群では感染３日後に初期添加量と同等まで増加した。病原性レプトス
ピラは宿主に脂肪分解を促し、それによって細胞外に放出されるグリセロールを炭素源として
利用している可能性が示唆された。 
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