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研究成果の概要（和文）：Mycoplasma pneumoniaeはヒトに肺炎を起こす細菌で、これまでM. pneumoniaeのもとリポプ
ロテインがToll-like Receptor (TLR) 2を介して炎症を誘導すると考えられてきた。しかしながら本研究ではM. pneum
oniaeが TLR2非依存的な炎症誘導経路を活性化し、炎症を誘導することを明らかにした。また、その活性化にはTLR4お
よびオートファジーが関与していることが示唆された。さらにTLR2非依存的炎症誘導を活性化できない変異体の解析か
らM. pneumoniaeの接着能が炎症誘導に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Mycoplasma pneumoniae induced pneumonia in human. Lipoproteins of M. pneumoniae an
d its receptor Toll-like Receptor (TLR) 2 were have been thought to be important to induce inflammation. H
owever, in this study, we demonstrated that M. pneumoniae induced inflammatory responses through TLR2-inde
pendent pathway. TLR4 and autophagy played important roles in the induction of TLR2-independent pathway. M
oreover, transposon mutagenesis revealed that cytadherence of M. pneumoniae was important factor for the i
nduction. Overall, these results suggest that cytadherence of M. pneumoniae induces inflammatory responses
 through TLR4 and autophagy.
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１．研究開始当初の背景 
マ イ コ プ ラ ズ マ 肺 炎 は Mycoplasma 

pneumoniae（M. pneumoniae）により惹起さ
れる肺炎であり、しばしば中枢神経障害、貧
血、肝機能障害などの合併症をともない、児
童、若年成人を中心に発症する。現在までに、
M. pneumoniae の菌体から肺に病変をもたら
す毒素やタンパク質分解酵素のような明ら
かな病原因子は報告されておらず、宿主の免
疫反応を介した炎症や自己抗体の産生が主
な病態の原因であると考えられている。しか
し、このような宿主の免疫反応を引き起こす
菌由来の成分（因子）については、これまで
不明であった。 
 

Toll like receptor (TLR)と呼ばれる一連
の受容体ファミリーは、細菌の様々な菌体成
分を認識し、炎症反応を誘導することが知ら
れている。我々は M. pneumoniae が TLR2 を
介して炎症反応を誘導することを見出し、炎
症を誘導する 3 種類のリポプロテインを分
離・同定した。マイコプラズマは細胞壁や外
膜を持たないことから、菌体の最外部は細胞
膜に覆われており、そこに存在するリポプロ
テインが TLR2 を介して炎症を誘導すると考
えられる。また細胞壁、外膜を欠くことから、
NOD1、NOD2 を介して炎症を誘導するペプチド
グリカンやTLR4を介して炎症を誘導するLPS
は存在しておらず、TLR5 を介して炎症を誘導
する鞭毛もマイコプラズマには存在してい
ない。これらのことからリポプロテインこそ
がマイコプラズマの炎症を誘導する因子で
あると考えられてきた。しかしながら非病原
性のマイコプラズマにおいてもリポプロテ
インの存在が知られており、リポプロテイン
以外の炎症誘導に重要な因子の存在が示唆
されていた。 
 
２．研究の目的 

本研究ではM. pneumoniaeのリポプロテイ
ンによる TLR2 を介した炎症誘導以外の新規
の炎症誘導経路を同定し、そのメカニズムを
菌、宿主の双方から詳細に検討することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）菌株 

M. penumoniae M129 株および GFP 発現株
TK165 株は 10%ウマ血清加 PPLO 培地で培養し
た。菌量は吸光度(OD595)で調整し、同 OD 値
における菌量は菌のDNAを測定することによ
り確定した。 
 
（2）細胞と感染 

WT、TLR2 KO、TLR4 KO 及び TLR2/4 KO マ
ウスの腹腔マクロファージはチオグリコレ
ートを投与し、3 日後に収集した。腹腔マク
ロファージは無処理または各種阻害剤で 30
分間処理した後、M. pneumoniae M129 株、殺
菌処理した M129 株、または TK165 株を感染

させ、6 時間後に誘導される炎症性サイトカ
インをリアルタイム PCRおよび ELISA で測定
した。 
 
（3）マウスモデル 

WT、TLR2 KO、TLR4 KO 及び TLR2/4 KO に
経鼻的に M. pneumoniaeを２日間連続で２回
感染させた後、２４時間後に気管洗浄液を得
た。気管洗浄液中のサイトカイン量を ELISA
で測定した。 
 
（4）トランスポゾンによる変異株の取得。 

M. pneumoniae にトランスポゾンを含む
PISM2062 ベクターをエレクトロポレーショ
ンにより導入し、炎症誘導能に減弱が見れれ
る株を取得した。トランスポゾン挿入部位の
周辺部位を PCR で増幅し、シークエンスする
ことにより変異遺伝子を同定した。 
 
４．研究成果 
（1）TLR2 に非依存的な炎症誘導 

まず、我々は TLR2 がマイコプラズマの炎
症誘導に重要な役割を果たしているかどう
かを検討するために TLR2 KO マウスの腹腔マ
クロファージに M. pneumoniae を感染させ、
TNF-αや IL-6 等の炎症性サイトカインの
mRNA およびタンパク質の誘導を real-time 
PCR 及び ELISA で測定した（Fig. 1）。熱処理
で不活化した M. pneumoniaeは TLR2 KO マク
ロファージで炎症性のサイトカインの誘導
が RNA レベル、タンパク質レベルで共に抑制
されたが、驚くべきことに生菌では炎症性サ
イトカインの誘導は TLR2 KO マクロファージ
においてタンパク質レベルで増強した。 ま
た生菌の M. pneuomoniae は TLR2 KO マウス
の肺においても炎症性サイトカインを誘導
した。これらのことは M. pneumoniaeによる
炎症誘導には TLR2 非依存的な経路が存在し
ていることが示唆された。TLR2 KO マクロフ
ァージにおける炎症誘導は熱処理、抗生物質
処理、過培養、音波処理で不活化した M. 
pneumoniae感染時には見られなかった。これ
らのことは TLR２非依存的炎症誘導には M. 
pneumoniae の何らかの生体反応が必須であ
ることが明らかとなった。 

 
（2）autophagy 依存的な炎症誘導 

次に、この TLR2 非依存的な炎症誘導経路
を調べるため、inflammasome、EGF Receptor, 
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Fig. 1 M. pneumoniaeによるマウス腹腔マクロファージからのTNF-αの誘導。生菌では
TLR2 KOマウスにおいてもTNF-αが誘導される。 



protease-activated receptor (PAR) 、 
sphingosine 1-phosphate receptor (S1PR)、
autophagy などの炎症誘導に関わるシグナル
伝達系の関与を阻害剤および KO マウスを用
いて検討した。その結果 autophagy が M. 
puniminiae による炎症誘導と関与すること
は明らかとなった（Fig. 2）。autophagy の形
成阻害剤である 3-MA を処理した TLR2 KO マ
クロファージでは生菌の M. pneumoniae感染
において炎症性サイトカインの誘導が阻害
された。または autophagy とリソソームの融
合阻害剤であるchloroquineの処理によって
も炎症性サイトカインの誘導は阻害された。
さらに共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察
により、マクロファージに感染した M. 
pneumoniaeは細胞内でautophagyと共局在す
ることが明らかとなった。これらのことから
TLR2非依存的炎症誘導にはautophagyにより、
M. pneumoniae が分解されることが必須であ
ることが示唆された。またエンドサイトーシ
スの阻害剤である cytochalasin D 処理によ
ってもTLR2非依存的炎症誘導は阻害された。
このことからエンドサイトーシスによって
取り込まれた M. pneumoniaeが autophagy に
よって分解されることが示唆された。 

 
（3）TLR4、MyD88 依存的な炎症誘導 

TLRのシグナルはautophagyの誘導に重要
であることが報告されている。そこで TLR4、
TLR9、TLR のアダプタータンパク質である
MyD88 の各 KO マウス、および TLR2/4 ダブル
KOマウスにおける M. pneumoniaeの炎症誘導
能を検討した。その結果、MyD88 KO マウス由
来マクロファージでは炎症誘導は完全に抑
制されており、何れかの TLR が関与している
ことが明らかとなった。また、TLR2/4 ダブル
KO の肺やマクロファージにおいて、TLR2 KO
の肺やマクロファージと比較してそれぞれ
炎症誘導が減弱した。このことから TLR2 非
依存的炎症誘導には TLR4 が関与しているこ
とが強く示唆された。 

 
（4）MAPK 依存的な炎症誘導 

MAP kinase (MAPK) は MyD88 経 由 の
autophagy 誘導に関与していることが報告さ
れている。そこで M. pneumoniaeによる TLR2
非依存的炎症誘導における MAPK の関与を検
討した。EARK、P38、JNK の阻害剤で処理した

TLR2 KO マクロファージにおいて炎症性サイ
トカインの誘導を検討したところの阻害剤
で JNK 阻害剤のみが炎症誘導を阻害した。こ
のことから JNK が援用誘導に重要な MAPK で
あることが示唆された。 
 
（5）接着に依存的な炎症誘導 

TLR2 非依存的炎症誘導に重要な菌側の因
子を同定するために、M. pneumoniae の変異
株をトランスポゾンを用い作製し、TLR2 KO
マクロファージにおいて炎症誘導能が減弱
する株をスクリーニングした。トランスポゾ
ン挿入領域の周辺をシークエンスし、変異領
域を決定した（Table 1）。その結果 ATP 
synthase F0F1 subunit ε である atpC と
hypothetical protein の MPN333 に変異が挿
入されていることが明らかとなった。これら
の変異株をhemadsorption解析により細胞接
着能を検討した結果、双方の変異株で細胞接
着性を欠いていることが明らかとなった。 

 
（5）結語 

以上の結果から M. peumoniae はリポプロ
テインによる TLR2 を介した炎症誘導だけで
はなく、M. peumoniaeの接着が TLR4 及び MAP 
kinase の JNK 経由で autophagy を誘導し、炎
症を誘導していると考えられた。TLR4 のリガ
ンドや autophagy での M. pneumoniaeの分解
後どのような生体反応が TLR2 非依存的な炎
症誘導に関与しているのかは現時点では不
明であり、今後の課題としたい。 
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Fig. 2 Autophagy阻害剤によるTNF-αの誘導阻害。TLR2非依存的なTNF-αの誘導は
Autophagy阻害剤により阻害される。 
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Table 1. Transposon-inserted genes in M. pneumoniae mutants 

Strains Locus tag Gene name Inserted position Function 
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proteina 

ABC-2 family transporter proteina, The N terminal sequence of MPN333 is similar to 
ABC-2 family transporter protein. 
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