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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺炎の主たる原因菌の1つであるMycoplasma pneumoniae(マイコプラズ
マ)の炎症惹起機序の解明および新規ワクチン開発を目的として検討を行った。その結果、マイコプラズマ由来
外毒素であるCARDS toxinが、炎症因子として肺炎を誘発するのみならず、接着因子として、マイコプラズマの
上皮細胞への接着にも寄与することを見出した。また、CARDS toxinが感染・炎症誘発の双方を抑制可能な新規
ワクチン抗原として有用であることも明らかとしている。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we found that CARDS toxin, an exotoxin derived from 
Mycoplasma pneumoniae (Mycoplasma), not only induces pneumonia as an inflammatory factor but also 
contributes to adhesion of Mycoplasma to epithelial cells as an adhesion factor. In addition, our 
results suggest that CARDS toxin is useful as a novel vaccine antigen that can inhibit both 
infection and inflammation.

研究分野： 細菌学、免疫学、ワクチン学

キーワード： Mycoplasma pneumoniae　肺炎　CARDS toxin　ワクチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、マイコプラズマ感染時におけるCARDS toxinの新規機能を明らかとしており、今後のマイコプラズマ
研究の礎になると思われる。また今後、新たな薬剤耐性マイコプラズマの出現が示唆されており、さらに治療薬
の選択が困難になると予想される。そのため、感染そのものを予防するワクチンの開発が待望されているもの
の、未だその開発には至っていない。本研究は、新規治療薬・ワクチン開発に向けた基盤情報となり得ると期待
される。

※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 
Mycoplasma pneumoniae（マイコプラズマ）に起因した肺炎は、市中肺炎の約 40%を占め、数
週間にも及ぶ乾性咳嗽を引き起こすのみならず、気管支喘息の発症・悪化の原因となることも少
なくない。また、小児において好発・重篤化しやすく、小児罹患者の約 20%が入院を余儀なくさ
れるなど、特に小児領域において問題となる呼吸器感染症である。また、2011 年の流行期にお
いて、検査検体の約 70%で第一選択薬に対する耐性菌が検出されたこと、副作用の観点から小
児に対して使用可能な治療薬が限局されたこと、さらには、予防可能なワクチンが実用化されて
いないことも相まって、患者数が爆発的に増加し、大きな社会問題を引き起こした。しかし、治
療薬およびワクチンの開発が未だ滞っており、その最大の理由として、①感染成立に必須である、
マイコプラズマの上皮細胞への接着に寄与する因子の全貌が不明であること、②肺炎病態にお
ける炎症惹起メカニズムが不明であることが挙げられる。本観点から申請者は②の解明を試み、
感染に伴い浸潤した好中球が、肺炎病態を形成する中心的細胞であり、さらに、マイコプラズマ
の排除には寄与しないことから、マイコプラズマ肺炎を抑制するための治療標的となり得るこ
とを先駆けて見出した。さらに、好中球浸潤メカニズムを追及し、マイコプラズマ菌体成分であ
るリポ蛋白質が Toll 様受容体 2（TLR2）リガンドとして作用し、肺胞マクロファージからの炎
症性サイトカイン IL-1alpha および IL-12 p40 の誘導を促進し、好中球を浸潤させることを見
出した。また、詳細な機能が不明であった、マイコプラズマ由来外毒素である分泌型 CARDS 
toxin が、TLR2 非依存的に好中球浸潤を誘発することも明らかとした。さらにその過程で、本
申請研究の萌芽的知見として、分泌型のみならず、マイコプラズマ表面にも CARDS toxin が存
在し、マイコプラズマと上皮細胞との接着を担う可能性をも先駆けて見出している。本知見は、
CARDS toxin が、上記①②を解明するための中心的因子であり、炎症因子のみならず、接着因
子として上皮細胞への接着にも寄与することを強く示唆している。そこで、CARDS toxin の新
規機能解明を図ると共に、新規ワクチン抗原となり得るかを明らかとするために本研究を遂行
した。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、申請者が先駆けて見出した知見を基盤として、1）CARDS toxin による炎症惹
起メカニズムの解明、2）CARDS toxin の接着因子としての機能解明と共に、3）マイコプラズ
マ感染および炎症誘発の双方を抑制可能な、CARDS toxin を抗原として用いた新規ワクチンの
開発を図る。 
 
３．研究の方法 
（1）CARDS toxin による炎症惹起メカニズムの解明 
これまでに CARDS toxin が TLR2 非依存的に好中球浸潤に寄与することを見出している。そこ
で、CARDS toxin による好中球浸潤に寄与する分子の同定を中心に、好中球浸潤メカニズムの
解明を図る。特に、マイコプラズマ感染時において、肺胞洗浄液中の IL-1alpha が好中球浸潤に
寄与することを明らかとしていることから、マウスに組換えCARDS toxin蛋白質を経肺投与し、
IL-1alpha に対する抗体を用い、好中球浸潤を含む炎症惹起が抑制可能かを評価する。 
 
（2）CARDS toxin の接着因子としての機能評価 
これまでに、マイコプラズマ由来 P1 蛋白質が上皮細胞への接着に寄与する一方で、P1 蛋白質
に依存しない接着、即ち、新規接着因子の存在が示唆されている。まず、既存の報告通り、マイ
コプラズマ表面に CARDS toxin が存在することを抗 CARDS toxin ポリクローナル抗体を用い
て確認する。また、既知の接着因子として知られている P1 蛋白質はコントロールとして、抗 P1
ポリクローナル抗体で評価する。その後、マイコプラズマの上皮細胞への接着が、組換え CARDS 
toxin 蛋白質により阻害されるかをフローサイトメトリーで評価する。また、組換え CARDS 
toxin 蛋白質と上皮細胞への結合が、マイコプラズマにより阻害されるのかも同様に評価する。 
さらに、P1 タンパク質と CARDS toxin の上皮細胞への接着における相互作用を明らかとする
ため、抗 P1 抗体と組換え CARDS toxin 蛋白質を用いて、マイコプラズマと上皮細胞の接着に
与える影響について精査する。 
 
（3）CARDS toxin のワクチン抗原としての有用性評価 
CARDS toxin のワクチン抗原としての有用性を精査する。組換え CARDS toxin 蛋白質を、ア
ジュバントである STING アゴニスト c-di-GMP と共に、数週間おきに 2 回経鼻投与する。ワク
チン後、血漿、肺胞洗浄液中の CARDS toxin 特異的抗体価（IgG、IgA）を評価した後、マイコ
プラズマを経鼻感染させ、肺胞洗浄液中の菌量を測定することで感染防御能を評価する。また、
感染後の肺胞洗浄液中における好中球数や炎症性サイトカイン、特に、IL-1alpha の変動につい
ても解析し、炎症抑制能についても評価する。 
 



 
 
４．研究成果 
（1）CARDS toxin による炎症惹起メカニズムの解明 
CARDS toxin 投与時における好中球浸潤メカニズムの解明を目的として、抗 IL-1alpha 抗体ま
たは抗 IL-12 p40 抗体を CARDS toxin 投与 1 時間前に経鼻投与した後、CARDS toxin を経
鼻投与し、CARDS toxin 投与 1 日後における肺胞洗浄液中の免疫細胞数を評価した。その結果、
抗 IL-1alpha 抗体投与群における免疫細胞数および好中球数は、アイソタイプ抗体投与群と比
較して有意な減少が認められた。一方、抗 IL-12 p40 抗体投与群における免疫細胞数および好
中球数は、アイソタイプ抗体投与群と同程度であった。また、肺胞マクロファージ数は、抗 IL-
1alpha 抗体や抗 IL-12 p40 抗体投与による変化が認められなかった。以上より、CARDS toxin
は、TLR2 非依存的に好中球浸潤を促進し、その浸潤の一部には、IL-1alpha が寄与する可能性
が示された。  
 
（2）CARDS toxin の接着因子としての機能評価 
過去の報告より、マイコプラズマ表面に CARDS toxin が存在することが示唆されている。そこ
でまず、フローサイトメーターを用いてマイコプラズマ表面に CARDS toxin が局在しているの
かを確認した。この際、マイコプラズマ表面に存在し、既知の接着因子として知られている P1
蛋白質をコントロールとして評価する。それぞれの蛋白質の検出には、抗 CARDS toxin ポリク
ローナル抗体と抗 P1 ポリクローナル抗体を用い、マイコプラズマの核酸の検出には DAPI を使
用した。その結果、アイソタイプコントロール抗体添加群と比較して、抗 P1 抗体添加群だけで
なく抗CARDS toxin抗体添加群においてもマイコプラズマ表面に抗体が結合していることが明
らかとなった。これらの結果は、マイコプラズマ表面に P1 だけでなく、CARDS toxin も発現
していることを示している。また、CARDS toxin を発現しているマイコプラズマの割合は、P1
を発現しているマイコプラズマの割合よりも低いことも明らかとなった。 
次に、マイコプラズマ表面に存在する CARDS toxin が上皮細胞（A549 細胞）への接着に寄与
しているかを評価するために、組換え CARDS toxin によってマイコプラズマの A549 細胞への
結合を阻害できるかを評価した。この際、FITC で標識した抗マイコプラズマ抗体を用いて A549
細胞に結合するマイコプラズマをフローサイトメトリーで検出した。その結果、組換え CARDS 
toxin は、マイコプラズマの A549 細胞への結合を容量依存的に減少させた。さらに、同様の目
的で、マイコプラズマによって組換え CARDS toxin の A549 細胞への結合を阻害できるかを評
価した。この際、作製した組換え CARDS toxin は、N 末端に His タグを有しているため、抗
His-tag 抗体を用いて検出することができる。そのため、A549 細胞に結合した組換え CARDS 
toxin は、Alexa Fluor® 488 で標識した抗 His-tag 抗体により、フローサイトメトリーで検出し
た。その結果、マイコプラズマは、組換え CARDS toxin の A549 細胞への結合を有意に阻害し
た。これらの結果は、マイコプラズマ表面に局在する CARDS toxin が、マイコプラズマの上皮
細胞への接着に寄与することを示唆している。次に CARDS toxin と P1 蛋白質の上皮細胞への
接着における差異について精査した。A549 細胞とマイコプラズマを 1 時間共培養した際に
は、A549 細胞とマイコプラズマの結合が抗 P1 抗体によって完全に阻害できた一方で、組
換え CARDS toxin によっては全く阻害できなかった。また、A549 細胞とマイコプラズマ
を 18 時間共培養した際には、A549 細胞とマイコプラズマの結合を抗 P1 抗体および組換
え CARDS toxin、いずれにおいても結合を阻害できた。本結果は、マイコプラズマが上皮
細胞に接着する際に、CARDS toxin が P1 等の接着因子より感染後期に寄与している可能
性を示唆している。 
 
（3）CARDS toxin のワクチン抗原としての有用性評価 CARDS toxin がワクチン抗原候補とな
り得るかを評価するため、マウスに組換え CARDS toxin または、組換え P1C を 2 回経鼻免疫
した。その際、STING アゴニストである c-di-GMP をアジュバントとして共投与した。最終免
疫から 2 週間後、それぞれの免疫後の抗体反応を評価するために、P1C、CARDS toxin および
マイコプラズマ特異的血漿中 IgG、肺胞洗浄液中 IgG および肺胞洗浄液中 IgA を ELISA を用
いて評価した。組換え CARDS toxin または組換え P1C 免疫群では、PBS 免疫群と比較して、
それぞれの抗原特異的な血中 IgG、肺胞洗浄液中 IgG および IgA の産生が有意に上昇した。ま
た、組換え P1C 免疫群だけでなく、組換え CARDS toxin 免疫群においても、PBS 免疫群と比
較してマイコプラズマ特異的 IgA および IgG 産生が有意に上昇した。CARDS toxin に対する抗
体がマイコプラズマに反応した本結果は、CARDS toxin がマイコプラズマ表面上に存在するこ
とを裏付けている。 
そこで次に、これらワクチン接種後のマウスにマイコプラズマを経鼻より感染させ、感染 1 日
後の肺胞洗浄液を回収し、菌量、好中球数および炎症性サイトカインを評価した。その結果、肺
胞洗浄液中の菌量は、組換え P1C 免疫群、組換え CARDS toxin 免疫群共に、PBS 免疫群と比
較して有意に減少した。また、マイコプラズマ感染による炎症反応を評価するために細胞・組織
損傷のマーカーである LDH、遊走された好中球数をフローサイトメーターで、炎症サイトカイ
ンである IL-1alpha、IL-6 の濃度は ELISA でそれぞれ測定した。その結果、PBS 免疫群と比較
して、組換え P1C 免疫群と組換え CARDS toxin 免疫群で肺胞洗浄液中の LDH、IL-1alpha お



よび IL-6 が有意に減少した。さらに、PBS 免疫群と比較して、組換え CARDS toxin 免疫群で
は、肺胞洗浄液中の好中球数が有意に減少した一方で、P1C 免疫群では有意な減少は認められ
なかった。以上の結果より、CARDS toxin は、P1 と比較して、マイコプラズマ感染時における
同程度の感染防御能と同等以上の肺炎の抑制効果を兼ね備えたワクチン抗原である可能性が示
された。 
本研究で得られた成果は、マイコプラズマ肺炎の病態形成機序解明の一助となると共に、新規治
療薬・ワクチン開発に向けた基盤情報の提供になると期待される。 
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