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研究成果の概要（和文）：わが国での早産率は約6%で、早産児は呼吸器障害、神経障害などの合併症を伴うこと
がある。その原因の約半数に細菌感染や、病理的な絨毛膜羊膜炎（CAM）が認められる。流早産胎盤における 
Ureaplasma spp.の分離頻度は42%であり、CAMの起因微生物として最も重要な細菌の一つである。
　今回の研究でU. parvumは宿主細胞に取り込まれた後、微小管に沿って移動しERまで運ばれた後、ガレクチン
の集積が起こり一部のU. parvumがオートファジーによって分解されていた。さらにリサイクリングエンドソー
ムに取り込まれて細胞外へエクソサイトーシスされ、新たな宿主細胞に再感染している事も示された。

研究成果の概要（英文）：Genital mycoplasmas, including Ureaplasma spp., are among the smallest human
 pathogenic bacteria and are associated with preterm birth. U. parvum was internalized into HeLa 
cells by clathrin-mediated endocytosis and survived for at least 14 days around the perinuclear 
region. After 3 h of infection, U. parvum induced the cytosolic accumulation of galectin-3 and was 
subsequently entrapped by the autophagy marker LC3. However, when using atg7－/－ MEF cells, 
autophagy was inadequate for the complete elimination of U. parvum in HeLa cells. U. parvum also 
colocalized with the recycling endosome marker Rab11. Furthermore, the exosomes purified from 
infected HeLa cell culture medium included U. parvum. In these purified exosomes ureaplasma 
lipoprotein multiple banded antigen, host cellular annexin A2, CD9, and CD63 were detected. This 
research has successfully shown that Ureaplasma spp. utilize the host cellular membrane compartments
 possibly to evade the host immune system.

研究分野：医歯薬学
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1. 研究開始当初の背景 

早産の主要な原因の一つとして胎内感染

が報告されており、これまで起因微生物とし

て、大腸菌、連鎖球菌、ガードネレラ、ウレ

アプラズマなどが明らかにされている。その

なかでも私たちは、ウレアプラズマによる子

宮内感染に着目し研究を行っている。私達は、

流早産胎盤の 42％から本菌が同定され、絨毛

膜羊膜炎と優位に正の相関を示した（Namba, 

F. et al., Pediatr Res. 2010)。ウレアプラズマは

通常健康な人からも分離され、常在菌である

のか、病原細菌であるのか長らく議論があっ

た 。 Menon, R. et al., (Am J Obstet 

Gynecol.2009) の論文では加熱後の死菌は培

養細胞において炎症反応が惹起されないと

報告し、一方、Shimizu T. et al., (Immunology. 

2011)、Li, Y.H. et al., (Biol Neonate. 2001) は、

ウレアプラズマの外膜タンパク質である精

製 MBA で炎症性サイトカインの発現が誘発

されている事を示した。しかし、いずれも培

養細胞系での検討で流早産との関連を示す

ことは出来なかった。最近、私達はウレアプ

ラズマの外膜タンパク質MBAが TLRを介し

て炎症反応を起こし、妊娠マウスにおいて流

産や早産を起こす事を報告した (Uchida, K. 

et. al., J Reprod Immunol. 2013)。菌の発見から

60年を経て、これらの検討から漸く流早産を

引き起こす病原因子の単離に至った。また、

ナノ粒子を用いた研究からウレアプラズマ

の菌体の大きさが妊娠マウス胎盤機能を障

害することも見出した (Yamashita K. et al., 

Nat Nanotechnol. 2012)。以前から研究室では

母体が本菌に対する IgGを有している事が明

らかにしていたが、なぜ感染を防御できない

のかは不明であった。最近、私達はヒトウレ

アプラズマがクラスリン依存性のエンドサ

イトーシスによって宿主細胞内に侵入し、細

胞内で増殖する事、侵入後初期エンドソーム

から後期エンドソームへと細胞内を移動し

ている事を明らかにした。 

近年、病原細菌やウィルスによる感染症に

おいて、宿主細胞は細胞質に入り込んだ病原

性細菌を見つけ出し、オートファゴソーム、

そしてリソソームへと輸送した後分解する

ことにより、細胞質における病原性微生物の

増殖を抑制している（Randow, F. and Munz, C. 

Trends Immunol. 2012）ことが報告されている。

宿主細胞内へ侵入したバクテリアやウィル

スは、異物を排除する機構として宿主細胞内

でオートファジーによって分解されている

事が報告されている（Birmingham, C. L., et al., 

J Biol. Chem. 2006, Kageyama, S. et al., Mol. 

Biol. Cell 2011）。このような事実から、ウレ

アプラズマが宿主細胞内へ侵入した際に、宿

主細胞でのオートファジーによって分解さ

れているのか明らかにする。 

 

2. 研究の目的 

私たちはこれまでに、改良型ウレアプラズ

マ培地により、Ureaplasma spp.やMycoplasma 

hominisの分離を行ってきた。この培地を用い

てUreaplasma spp.を増やし培養細胞に感染さ

せることでウレアプラズマの感染経路と子

宮胎内細胞への侵入メカニズムや宿主細胞

のウレアプラズマに対する免疫応答、子宮胎

内がウレアプラズマに感染し絨毛膜羊膜炎

の感染炎症反応が起こる事によって引き起

こされると推測される胎盤の機能障害と胎

児への影響について明らかにすることが出

来ると考えられる。 

 

 

3. 研究の方法 

早産胎盤 (在胎週数 26 週、絨毛膜羊膜炎)

由来臨床分離株 (U. p. OMC-P162株、血清型

3 型 ) を使用した。培養した Ureaplasma 

parvum (U. parvum)を培養細胞 (HeLa, MEF,  

Atg7 knockout MEFs) の培養液中に加え、

宿主細胞へ侵入後の細胞内局在因子の関係

やオートファジーとの関係についてエンド

ソームのマーカーである Rab11、オートファ

ジーのマーカーである LC3 抗体を用いて免

疫蛍光染色を行い蛍光顕微鏡で観察した。ま

た、微小管、ガレクチン 3, 8, 9S、annexinA2



を安定発現する細胞株を作製し U. parvumを

VybrantTM Cell-Labeling Solutions DiIで蛍光ラ

ベルした後、細胞内に取り込ませてU. parvum

との関係について蛍光顕微鏡観察を行った。

さらに U. parvumの再感染の可能性について

調べる為にエクソソーム関連因子、CD9, 

CD63, annexin A2との相互作用についても抗

体を用いて免疫染色やウェスタンブロッテ

ィングを行い再感染能力について明らかに

した。 

 

4. 研究成果 

早産由来のU. parvum 臨床分離株の細胞へ

の侵入メカニズムについて調べたところ、U. 

parvum はクラスリン依存性のエンドサイト

ーシスで取り込まれた後、初期エンドソーム

から後期エンドソームへと移動しているこ

とが明らかになった。さらに宿主細胞内に侵

入した U. parvumの細胞内局在について詳細

に調べた。細胞骨格タンパク質である微小管

を安定発現する細胞株を作製し、DiI ラベル

した U. parvumを感染させてライブイメージ

ングを行ったところ、細胞内に侵入した U. 

parvum は微小管に沿って移動しているのが

観察された。ノコダゾール処理して微小管の

構造を崩壊させると細胞内の U. parvumは細

胞全体に広がって局在していたことから、細

胞内に取り込まれた U. parvumは微小管に沿

って各細胞小器官に運ばれているのではな

いかと考えられる。宿主細胞に取り込まれた

U. parvumがERに局在しているのが観察され

た。ERに U. parvumが局在していたことから

取り込まれた U. parvumがオートファジーに

よって分解されている可能性があるか、HeLa 

やオートファゴソーム形成に関与している

Atg7 KO, WT MEFs細胞に U. parvumを感染

させてオートファジーのマーカーであるLC3

の抗体を用いて調べた。その結果、HeLa や

WT MEF細胞では LC3とU. parvumが共局在

しているのが免疫蛍光染色で観察されたが、

Atg7 KO MEF細胞では U. parvum感染による

オートファジーは誘導されなかった。さらに

U. parvum 感染細胞と非感染細胞において

WB 解析を行ったところ、オートファジー誘

導の際に上昇が確認される LC3-II のタンパ

ク量の増加が認められたことから、U. parvum

感染によってオートファジーの誘導が起き

ている事が示された。Atg7 WT, KO MEF細胞

に U. parvum を感染させて Gentamicin 

invasion assay を行い感染細胞内での U. 

parvum生存数について調べた。その結果WT

に比べ KO MEF細胞で U. parvumの生存数が

増加しているのが示された。この結果は、宿

主細胞に感染した U. parvumの一部がオート

ファジーによって分解されている可能性が

ある事を示唆していると考えられる。これま

で種々の細菌が細胞内に侵入しオートファ

ジーが活性化されるとガレクチンが細菌を

被覆し、リソソームと結合している事が明ら

かになっていることから、U. parvum 感染に

よってガレクチンが集積するか調べた。ガレ

クチン 3 を安定発現する細胞株を作製し U. 

parvum を感染させて免疫蛍光染色を行い観

察した結果、感染前は細胞全体に局在してい

たガレクチンが U. parvum感染によってドッ

ト状に局在し U. parvumと共局在しているの

が観察された。さらにガレクチン 8、9sの安

定発現細胞株を作製し、作製された細胞株に

U. parvum を感染させてガレクチンの集積が

起こるか調べたところ、ガレクチン 8、9sは

ガレクチン 3と同様に U. parvum感染によっ

て集積しているのが観察された。U. parvum

感染によるガレクチン 3の集積がエンドサイ

トーシスのどの時期に起きているかを調べ

たところ、後期エンドソームのマーカーであ

る LAMP1とガレクチン 3の局在が一致して

いる事が明らかになり、ガレクチンが後期エ

ンドソームからオートファジー活性に関与

している事が示唆された。これらの結果から

ガレクチンが宿主細胞を細菌感染から保護

している可能性が示唆された。また、宿主細

胞内に取り込まれた U. parvumの一部はオー

トファジー経路を逸脱し、少なくとも 14 日

間は宿主細胞内で生存している事が確認さ



れた。そこで、細胞内に侵入し生存している

U. parvum のその後の挙動について解析を行

った。宿主細胞内に取り込まれた U. parvum

の一部はリサイクリングエンドソームのマ

ーカーであるRab11と共局在しているのが観

察された。U. parvum の一部がリサイクリン

グエンドソームに取り込まれていたことか

ら細胞外にエクソサイトーシスされている

か調べた。小胞輸送やエンドサイトーシス、

エクソサイトーシスに関与し、細胞内から細

胞外へ膜を通過することが明らかになって

いる annexinA2-EGFP を安定発現する細胞株

を作製し、作製された細胞株に DiI ラベルし

た U. parvumを感染させて、24時間後にエク

ソソーム画分を分離してきて観察を行った。

感染 24時間で annexinA2とU. parvumが共局

在しているのが観察された。感染 24 時間後

の培養上清を回収しエクソソーム画分に DiI

ラベルされた U. parvumが含まれているか蛍

光顕微鏡観察したところ、annexinA2-EGFP

と DiIラベルされた U. parvum、さらに DAPI

の局在が一致しているのが観察された。さら

にエクソソーム画分をエクソソームのマー

カーである CD63, CD9, annexinA2 と U. 

parvumの抗体MBAを用いてWestern blotting

を行ったところ、U. parvum を感染させてい

ないサンプルには MBA は検出されなかった

が、U. parvum を感染させたエクソソーム画

分には MBA が検出されたことから、感染さ

せた細胞から U. parvumがエクソサイトーシ

スされている事が示された。感染 24 時間後

のエクソソーム画分が含まれている培養上

清をU. parvumを感染させていないWT HeLa

細胞の培養ディッシュに入れて 24 時間後に

観察したところ、WT HeLa 細胞の細胞質に

annexinA2-EGFP と DiI ラベルされた U. 

parvumが局在しているのが観察された。この

結果から U. parvumを含むエクソソームが新

たな宿主細胞への感染能力を有している事

が示唆された。      

宿主細胞に感染した U. parvumは、宿主細胞

膜を利用しながら、免疫グロブリン等の宿主

の免疫機構を回避している可能性があると

考えられる。 
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