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要旨  

背景・目的 

  レプトスピラ症は熱帯・亜熱帯地域に多く見られる人獣共通感染症の一つである。沖縄県での患者

発生は他県に比べ多く、2023年には西表島で河川が感染源となったレプトスピラ症の集団発生が報告さ

れた。また、地球温暖化によって、これまでにあまり報告がなかったヨーロッパ地域でも感染者の数が

上昇傾向にあり、警戒が必要な感染症となっている(1)。 

 病原性レプトスピラは、宿主細胞の細胞間接着服装置を構成する Adherens Junction(AJ)を破壊し、

標的臓器に移行する。従って、この AJ 破壊分子機構を理解することはレプトスピラ症の重症化と本菌

の標的臓器への移行を遮断するために重要である。申請者は、in vitro の腎近位尿細管上皮細胞（renal 
proximal tubular cells, RPTEC/TERT1）の実験系を立ち上げ、レプトスピラの細胞間隙移動を報告し

た。さらに、E-カドヘリンの裏打ちタンパク質である p0071 と p-120 カテニンの分解を誘導すること

によって、E-カドヘリンが細胞内に取り込まれることを明らかにした(2) (3)。また、レプトスピラは宿

主細胞のタンパク質分解系を利用し、細胞骨格の維持に必要なタンパク質の分解が誘導されることが示

唆された。真核細胞のタンパク質分解系は、タンパク質をバルクで分解するオートファジーと選択的に

分解する UPS が知られている。UPS では分解すべき標的タンパク質は分解の目印になるユビキチンが

 レプトスピラは上皮バリアの維持に必須である Adherents Junction (AJ)を破壊しながら標的臓器に

辿りつき、腎不全を引き起こすことが問題となっている。我々は、レプトスピラによる AJ の破壊機構

を解析し、宿主細胞のタンパク質分解系「Ubiquitin Proteasome System, UPS」が関与していること

を報告した。本研究では、 UPS をハイジャックするレプトスピラの感染戦略を明らかにすることを目

的とした。 

 沖縄県の臨床分離株の解析により、UPS阻害剤で AJ の破壊を完全に阻止できる株（Oki53株）を発

見した。また、レプトスピラは AJ とアクチン骨格のリンカータンパク質である Afadin を分解するこ

とを見出した。高病原性の Manilae株は、UPS の利用が複数の経路で関与しており、これらを明らか

にするために、感染細胞のユビキチン化タンパク質網羅的探索を行った。その結果、微小管の動態制御

に関与する ARL2 を同定し、レプトスピラによる微小管/アクチン骨格のネットワークの破壊は UPS
阻害で阻止できることを明らかにした。腎上皮細胞の創傷治癒アッセイを用いた解析によって、レプト

スピラは急性腎不全時における創傷治癒の遅延を引き起こすことが示唆された。感染細胞の集団移動が

UPS阻害剤で改善され、本研究の成果がレプトスピラによる腎臓障害、慢性腎不全などの新規治療開

発の手がかりを与えるものと期待される。 
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標的タンパク質上のリジンに共有結合される。しかし、レプ

トスピラの感染によってユビキチン化されるタンパク質は未

同定だった (3)。 

 3次元電子顕微鏡(Focused ion beam scanning electron 
microscopy, FIB/SEM)を用いた感染上皮細胞層のモデリン

グでは、感染18時間後には上皮バリアが破綻され多数のレ

プトスピラが細胞間隙に観察された（図 1B)。一方、UPS
を阻害した感染細胞では、細胞構造と密度が維持された(図

1C)。これまでの研究結果からレプトスピラは宿主細胞のタ

ンパク質分解系を利用する感染戦略を有することが示唆さ

れ、本研究では、この感染戦略の詳細を明らかにすることを

目的とした。 

方法 

Ø 菌株：高病原性株としては、Leptospira interrogans 血清型Manilae UP-MMC-NIID (Manilae株）、

病原性を示さない株としては、L. biflexa Patoc1株を使用した。また、沖縄の臨床分離株として、

2023年に八重山で患者から分離された11株を使用した。 
 
Ø 細胞の培養と上皮バリアの評価：ヒト腎近位尿細管上皮細胞RPTEC/TERT1（ATCC CRL-4031)は

Transwellにてサプリメントを含むDMEM/F12培地で培養し、極性を示す細胞として14日間分化さ

せた。経上皮細胞抵抗値(transepithelial electrical resistance,TEER)の測定にて上皮バリア機能を

評価した。 
 
Ø 細胞の感染実験：感染に用いるレプトスピラは 3日間 EMJH培地で培養し、MOI:100 になるよう

に PBS で菌量を調整し、基底側から感染した。感染実験で次の阻害剤を用いた： 100 nM 
bafilomycin A1( BF)、 10 µM MG-132 (MG)、260 nM bortezomib (BZ)、20 μM benzyloxycarbonyl-
Val-Ala-Asp (OMe)-fluoromethylketone (Z-VAD-FMK, VAD)。 

 
Ø ユビキチン化蛋白質のプロテオーム解析：感染細胞資料をトリプシン処理し、PTMScan Ubiquitin 

Remnant Motif キットを用いて MS 解析用の資料を準備した。次に、nanoLC-MS/MS 分析を行

い、得られたデータについて Proteome Discoverer（PD） Ver2.5（サーモフィッシャーサイエンテ

ィフィック）で Mascot 及び Sequest HT を検索エンジンとしてデータベース検索し、Scaffold 
Ver5.3.3（プロテオームサイエンス）にエクスポートして定量比較解析を実施した。 

 
Ø ウエスタンブロット：感染細胞を RIPA バッファーで溶解し、mini-Protean TGX 4‒15 % gels (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)でタンパク質の電気泳動を行い、PVDF 膜に転写した。一次

抗体として：SAE1 (CST#13585)、SAE2 (CST#8688)、COPS6 (CST69477)、afadin (BD 
Transduction Laboratories#610732) 、 Nectin-2 (CST#95333) 、 multi-ubiquitin clone FK2 
(MBL#D058-3)およびGAPDH (SC#32233)を用いた。反応した蛋白質は、Amersham ImageQuant 
800 Imaging System (GE Healthcare）で観察した。 

 

図1.感染細胞のFIB-SEM 像。 (A) RPTECに付着するレ
プトスピラ. (B) 細胞層が破壊され、レプトスピラが細胞間隙
に存在する（矢印）。(C) UPSを阻害することによって細胞層
の構造が維持される。Scale bars: AとBは2 m, Cは5 m。
Tokumon et al., 2023より改編。
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Ø 蛍光免疫染色：感染細胞を 2% PFA で固定し、一次抗体として：anti-Piezo1 (Novusbio#NBP1-
78446)、a-tubulin (Proteintech#66240-1-Ig)、を用いた。また、F-アクチンは Rhodamine Phalloidin
で、細胞の核は TO-PRO-3 で染色した。Leica TCS-SPE 共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 

Ø 上皮バリアの修復の評価: 感染細胞の創傷治癒アッセイの系をIWAKIの６ウエルプレートで最適

化し、感染細胞と非感染細胞の集団運動と修復をBZ-X810 Keyence顕微鏡を用いて評価した。また、

この創傷治癒アッセイでプロテアソーム阻害剤の影響を調べた。 

結果 

1. SUMO 化タンパク質と COP9シグナロソームの解析について：ユビキチン様タンパク質(small 
ubiquitin-like modifier, SUMO)による修飾は基質の分解促進効果を抑える作用があり、SUMO 化修飾

とユビキチン化修飾が連携・クロストークすることによって、細胞間の接着と細胞骨格が維持されてい

る。我々のプロテオソーム解析で (3)、感染細胞で SUMO活性化酵(SAE1 と SAE２）の減少と COP9
シグナロソーム複合体の CSN6サブユニットの上昇を認めたため、これらのタンパク質が標的となり、

UPS がハイジャックされる

という仮説をたてた。しか

し、感染細胞の SUMO 化タ

ンパク質、SAE1 と SAE
２、およびCOPS６の変動を

調べた結果、非感染細胞との

明らかな違いを認めることが

困難になり、この研究項目は

途中で断念した。 
 

2. 沖縄県のレプトスピラ症

臨床分離株の解析：Mangeol 
らが2024年 に発表した超解像イメージング研究により、従来考えられていた「E-カドヘリン/カテニ

ン複合体」が主要なアクチン結合点である」という見方が覆された(4) (5)。成熟した接着結合では、

ネクチン/Afadin複合体が E-カドヘリン

複合体とは独立した層を形成し、アクチ

ン骨格との主要なリンカーとして機能す

るという新しいモデルが提唱された。 

 このことにより、我々が本研究開始前

に提唱したモデルを見直す必要性が生じ

てしまい、レプトスピラの感染における

Afadin の挙動、上皮バリア機能の低下と

UPS の関係を解析した。沖縄県のレプト

スピラ症患者から分離された11株につ

いて、RPTEC の上皮バリアの破壊能を調べた結果、全ての株で感染 48時間までには TEER の減少と

図2. 沖縄県の臨床分離株の上皮バリア破壊は多彩である。それぞれの菌株でRPTECの基底側から 感染し、
感染前と感染6、24、３６、４８時間後に経上皮細胞抵抗値(TEER）を測定し上皮バリア機能を評価した。この
実験を3回以上を行い、感染前のTEERを100%とし、各時間のTEERの平均を棒で表している。
LM: Manilae株。Kakita et al., 2025より改編。

図3. (A) 沖縄県の臨床分離株のOki53とOki65でRPTECを感染し、感染24
時間後ののAfadinとネクチン２のタンパク質量をウエスタンブロットにて調べ
た。(B) GAPDHをハウスキーピングタンパク質としてImageJを用いて、niを１と
したタンパク質量の標準化。ni: 非感染細胞。Kakita et al., 2025より改編。

図4. (A) 非感染細胞の細胞間接着装置
とアクチン骨格。(B) 本研究にて新たに発
見した、レプトスピラOki53株によるAfadin
のプロテオソーム依存的分解経路。
Kakita et al., 2025より改編。
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AJ の破壊を認めた (図 2）。さらに、レプトスピラの感染によって

Afadin の分解が誘導されることを見出し、Afadin の分解経路は菌株で

異なっていることを明らかにした(図 3、図 4）(6)。Oki53株において

は、Afadin の分解と上皮バリアの破壊は UPS の阻害剤とパンカスパ

ーゼ阻害剤で阻止された。 

＊＊2番の研究項目の結果は論文とし

て発表した。 
 

3.ユビキチン化タンパク質の上昇につ

いて：Manilae株による AJ の破壊を

阻止するには、UPS阻害剤単独では無

効だったが、リソソーム阻害剤である

Bafilomycin A と同時に添加すること

によって阻止効果が見ら

れた(3)。また、阻害剤を

感染５時間後に添加して

も同等の阻止効果が得ら

れることがわかった(図

5）。そこで、感染実験の

プロトコールを改善し、

Manilae 感染細胞で特異

的にユビキチン化される

タンパク質の探索を網羅

的に行った(図6）。その

結果、感染21時間後にユ

ビキチン化が上昇したタ

ンパク質を113個同定し

た（表1で一部を示す)。

その内、低分子 GTP結合
タンパク質ファミリーに

属する ADP-ribosylation 
factor-like protein 2 
(ARL2)に着目し、ARL2
抗体を用いた免疫沈降を

行い、ウェスタンブロッ

トにて阻害剤の存在化で

は、高分子量のユビキチン化蛋白質が上昇することを確認した(図 7）。ARL2 は、TBCD とb-チュー

ブリンと共に複合体を形成し、微小管の構造維持に重要である(7)。感染細胞の微小管構造を蛍光免疫染

色で精査した結果、異常を認めた(図8）。特に、アクチン重合核形成因子が機能するための細胞間の微

小管の減少が認められ、レプトスピラ感染細胞では微小管/アクチン骨格のネットワークが撹乱される

ことが分かった。また、感染による細胞骨格構造の破壊は UPS阻害剤で阻止された（図8）。 

図3. (A) 沖縄県の臨床分離株のOki53とOki65でRPTECを感染し、感染24
時間後ののAfadinとネクチン２のタンパク質量をウエスタンブロットにて調べ
た。(B) GAPDHをハウスキーピングタンパク質としてImageJを用いて、niを１と
したタンパク質量の標準化。ni: 非感染細胞。Kakita et al., 2025より改編。

図4. (A) 非感染細胞の細胞間接着装置
とアクチン骨格。(B) 本研究にて新たに発
見した、レプトスピラOki53株によるAfadin
のプロテオソーム依存的分解経路。
Kakita et al., 2025より改編。

図5. 感染24時間後の経上皮細胞抵抗値
(TEER）。阻害剤は感染前から( pre inf.)ま
たは、感染５時間後（5 h p.i)に添加した。ni: 
非感染細胞。DM: DMSO、B: bafilomycin 
A、M: MG132. ** p < 0.01

図6. Manilae感染細胞で特異的にユビキチ
ン化されるタンパク質を同定するためのス
キーム。

図5. 感染24時間後の経上皮細胞抵抗値
(TEER）。阻害剤は感染前から( pre inf.)ま
たは、感染５時間後（5 h p.i)に添加した。ni: 
非感染細胞。DM: DMSO、B: bafilomycin 
A、M: MG132. ** p < 0.01

図6. Manilae感染細胞で特異的にユビキチ
ン化されるタンパク質を同定するためのス
キーム。

表1. 網羅的解析で同定したタンパク質。 

図7. ARL2免疫沈降。ユビキチン化タンパク
質を検出するFK2抗体のウェスタンブロット。

表1. 網羅的解析で同定したタンパク質。 

図7. ARL2免疫沈降。ユビキチン化タンパク
質を検出するFK2抗体のウェスタンブロット。

図8. 微小管（緑）/アクチン（赤）細胞骨格の染色。
細胞の核は青で一番右に重ね像を示している。

図8. Piezo1
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4.レプトスピラによる上皮バリア恒常性維持の撹乱について： 

 上皮バリア恒常性維持には細胞間接着接着装置と細胞骨格が不可

欠である。これらの構造はメカノセンサーとして重要であるため、

レプトスピラは「力覚応答を UPS依存的に撹乱する」と考え、次

に細胞膜メカノセンサーPiezo1 に着目した(8)。Piezo1 のアゴニス

トである Yoda1 で処理した上皮細胞では、Piezo1 が添加4時間後

に細胞膜上の局在が減少し、AJ の破壊を誘導した。しかし、24時

間後には Piezo1 は細胞膜上に再局在化し、AJ 構造と上皮バリア機

能が回復した。一方、レプトスピラで感染した上皮細胞では Piezo1
は感染24時間後でも細胞膜の局在が減少し、上皮バリア機能は回復

しなかった。そこで、上皮バリアの修復を定量化するための創傷治

癒アッセイを立ち上げ、解析を行なった。病原性レプトスピラで感

染した細胞では、創傷治癒の遅延を認めたが(図 9)、UPS阻害剤を

添加することによって細胞の集団移動が改善された。 

 

＊＊3番と 4番の研究項目の成果は、若手研究員が「九州微生物フォーラム 2025」で口頭発表し、論文

の準備を進めている。 

 

 

5. 上皮バリア破壊に関与している細菌因子の解析について： 

 2025 年にフランスのパスツール研究所の研究チームにより、レプトスピラが細胞骨格の破壊を誘導

する病原因子として、細胞内カルシウム濃度を上昇させる VM蛋白質(VMP)を報告した(9)。また、ア

メリカの研究グループは VMP が、３つのドメインを有する分泌タンパク質であることを報告した(図

10）。RBL ドメインを介して受容体に結合し、細胞内に取り込まれ、細胞死を伴う細胞骨格破壊を誘

導することを報告した(10) (11)。これらの研究報告と我々が提唱する「レプトスピラによる UPS依存
的細胞骨格破壊機構」の相違点を明らかにするために、組換えVMP と、受容体結合ドメイン(RBL)と
活性ドメイン(CTD)に対する特異的抗体を作成し、VMP の作用機構の解析を進めている。細胞骨格の

破壊には、レプトスピラの細胞内取り込みが必須であり、組換えVMP単独では上皮バリアーが破壊さ

れないことがわかった。また、UPS阻害剤を用いた感染実験で、VMP の作用メカニズムの新た知見を

得ることができた。 

 

＊＊5番目の研究項目は、化血研究助成期間の終了後には「琉球大学の先端医学支援事業」の採択課題

として、若手の外国人客員研究員が継続しており、2027年中に論文化を進める予定である。 

 

図9.創傷治癒アッセイ：L. interrogans 
(Manilae株）では創傷治癒の遅延を認
めた。

図10. VM蛋白質のドメイン構造。本研究にて作成したペプチド抗体の抗原領域(RBLとCTD)。
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考察 

  本研究の成果として、レプトスピラは AJ の「ネクチン/Afadin複合体」を破壊し、菌株によって

は、さらに細胞骨格のネットワークを破壊する戦略を有することが明らかになった。沖縄の臨床分離株

Oki53株では、尿細管上皮細胞の Afadin の分解が UPS阻害剤で完全に阻止され、レプトスピラによ

る腎臓障害、慢性腎不全などの新規治療開発の手がかりが得られた。また、AJ と微小管/アクチン骨格

のネットワークが破壊されることによって、細胞の力覚応答が撹乱され、レプトスピラ症では上皮細胞

の恒常性維持が困難になることが示唆された。レプトスピラは UPS を利用した多様な戦略を有してお

り、多くの臨床株のさらなる解析の重要性が示された。 

 レプトスピラ症の臨床症状は多彩であり、風邪のような軽症型と、多臓器不全を呈し、透析や人工呼 

吸管理などを要する重症型がある。今後は、臨床研究によって、患者の症状とそれぞれの菌株の特徴

（細胞内侵入、VMP 発現量など）との関連性を解析することによってレプトスピラ症が重症化する要

素の理解が深まると期待できる。 
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