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研究成果の概要（和文）：マイコプラズマは細胞壁を欠き、細胞膜リポタンパク質が宿主細胞の

Toll 様受容体（TLR）2 で認識される。また、一部のマイコプラズマは宿主細胞への侵入性を

有することから、Mycoplasma hominis のリポタンパク質を精製しその性状を調べた。その結

果、これまで報告のあった 50kDa のアドヘジンと N 末端アミノ酸配列が相同で、分子量が

10kDa 小さいリポタンパク質の欠損変異体を同定した。このリポタンパク質はマクロファージ

を活性化するだけでなく TLR2非依存的に宿主細胞への付着に関与するということなどを明ら

かにした。さらにマイコプラズマがリポタンパク質を介して宿主細胞に影響を与えることから、

マイコプラズマが培養細胞に混入した場合の除去方法についても検討した。以上のことは国際

的な学術雑誌に投稿準備中である。 
 
研究成果の概要（英文）：To study the roles of bacterial lipoproteins on bacterial invasion to 
host cells and on the effects on intracellular trafficking in host cells, attempts were made to 
purify a mycoplasmal lipoprotein, since some mycoplasmas are known to be able to invade 
into host cells. In this study, a lipoprotein was purified from M. hominis. The 40 
kDa-lipoprotein was purified, and its N-terminal amino acid sequence was identical to that 
of P50 lipoprotein, which had already been reported as an adhesin of M. hominis. 
Interestingly, this lipoprotein could adhere to THP-1 cells but anti TLR2 antibody failed to 
inhibit adherence of this lipoprotein to THP-1 cells. We are now under preparation for 
submitting these results to an international journal on immunology.  
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１．研究開始当初の背景 
我々は、マクロファージによるリポペプチ

ド FSL-1 の取り込みがクラスリン依存的で

あるが、リポペプチドの受容体である TLR2
は取り込みに無関係であり、さらに、取り込
みにはCD14ならびにCD36が重要であるこ
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とを明らかにした。また、FSL-1 による刺激
が細胞内トラフィックで重要な役割を果た
す Rab protein ファミリーのひとつ Rab5 の
発現に影響を及ぼすことがわかった（未発表
データ）。そこで、本研究では、マクロファ
ージによるリポペプチドの取り込みについ
ての研究で得られた成果をもとに、代表的な
歯 周 病 原 細 菌 で あ る Porphyromonas 
gingivalis、ならびにマイコプラズマの宿主
細胞への侵入メカニズムに関わるリポタン
パク質（LP）を精製しその役割を明らかにし、
さらに、細菌ならびに LP による宿主細胞内
小胞の成熟の制御を中心とした細胞内トラ
フィックの制御について調べようと考えた。
本研究により、病原細菌の宿主細胞内侵入に
よる感染の慢性化メカニズム解明の一助と
したい。 

 
２．研究の目的 
 非淋菌性尿道炎や早産などと関係がある
と報告されているマイコプラズマである M. 
hominis からリポタンパク質を精製し、宿主
細胞への侵入に関わる役割を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 M. hominis ATCC33129 を馬血清（15 %）、
イースト抽出液（1.5 %）L-アルギニン
（0.25 ％）ならびにペニシリン（500 U/ml）
を含む PPLO 培地で培養した。 
 培養された M. hominis から LP 画分を n-
オクチル-b-グルコピラノシドで抽出し、その
画分から SDS-PAGE で TNF-α産生誘導活性
の強いリポタンパク質を精製した。なお、
TNF-α産生誘導活性は精製した LP でヒトの
単球/マクロファージ系細胞 THP-1 を刺激し、
産生された TNF-αを ELISA で測定すること
により調べた。 
 また、精製された LP による
mitogen-actibvated protein kinase 
（MAPK）の活性化はウェスタンブロッティ
ング法で調べ、さらにこの LP の THP-1 細胞
への付着能については、この LP をビオチン
化し、アビジン-HRP を使って検出すること
で調べた。 
 
４．研究成果 
 M. hominis 由来の、THP-1 に TNF-α産生
を誘導する LP を精製するため、M. hominis
のリポタンパク質画分の電気泳動を行い、ニ
トロセルソース膜に転写しそれらの活性を
調べたところ、その活性が最も高いのは、分
子量 40 kDa の領域に存在していることがわ
かった（図 1）。 
 
 
 

図 1. M. hominis 由来 LP 画分の分子量別
TNF-α産生誘導活性（a: 分子量マーカー、
b: M. hominis 由来 LP 画分） 
 
 この 40 kDa の LP を精製しその N 末端ア
ミノ酸配列を調べたところ、M. hominis にお
いてすでにアドヘジンとして報告されてい
る LP のひとつである P50 と一致した。P50
は M. hominis の宿主細胞への付着に関与す
る LP のひとつであるが、その性質としてこ
れまでマクロファージの活性化については
報告されていない。そこで、本 LP を欠損型
（truncated）P50、P50t としてその性質を
調べた。 
 P50t はアルカリ加水分解の時間依存的に
マクロファージに対する TNF-α産生誘導活
性を減少させ（図 2A）、さらに proteinase K
で処理しても活性を失わなかったことから、
P50tの活性がLPによるものであることがわ
かった（図 2B, C）。 

 
図 2. A, P50t の TNF-α産生誘導活性に及ぼ
すアルカリ加水分解の影響（NS は生理食塩
水のみ）．B, P50t の proteinase K 処理（a: 分
子量マーカー．b: P50t、c: proteinase K 処理
された P50t）．C, NS あるいは proteinase K
処理された P50t の TNF-α産生誘導活性． 
 
さらに、微生物由来 LP の認識に重要な役



 

 

割を果たしていることが知られている TLR2
が P50t の認識に関わっているかを調べた。
TLR2 を発現している C57BL/6 マウス由来
腹腔マクロファージと TLR2 を欠いている
TLR2(-/-)マウス由来腹腔マクロファージを
P50t で刺激したところ、C57BL/6 マウス由
来マクロファージは P50t 刺激で活性化した
のに対し、TLR2(-/-)マウス由来マクロファー
ジは活性化しなかった（図 3A）。したがって、
P50t の認識には TLR2 が重要であることが
わかった。 

 
図 3. A, C57BL/6 マウスならびに C57BL/6 
TLR2(-/-)マウス由来腹腔マクロファージの
P50t による活性化．B, THP-1 細胞の活性化
に及ぼす anti CD14 抗体の影響． 
 
 次にトリアシルリポペプチドの認識にお
いて重要な役割を果たすことが知られてい
る CD14 の P50t の認識における役割を調べ
るために、anti CD14 抗体が P50t によるヒ
ト単球・マクロファージ系細胞である THP-1
の活性化に及ぼす影響を調べた。その結果、
P50t による THP-1 の活性化に CD14 は無関
係であることがわかり、P50t の活性はジアシ
ルリポペプチド MALP-2 と同様であること
がわかった。これらのことと、N 末端アミノ
酸配列が容易に解明されたことなどから
P50t の活性はジアシルリポペプチドによる
ことが示された（図 3B）。 
 TLR2 を介した微生物由来 LP 刺激におけ
るシグナル伝達経路において、p38、Erk1/2  
ならびに SAPK/JNK など、種々の MAPK が
リン酸化されることが知られている。そこで、
これらの MAPK のリン酸化をそれぞれの特
異抗体を用いてウェスタンブロッティング

法で調べた（図 4A）。その結果、P50t のシグ
ナル伝達経路において、p38、Erk1/2 ならび
に SAPK/JNK が重要な役割を果たしている
ことが示唆された。さらに、これらの MAPK
の阻害剤が TLR2 による THP-1 の活性化に
及ぼす影響を調べたところ、それぞれの阻害
剤の濃度依存的に TNF-αの産生量が低下し
たことから、これらの MAPK が P50t のシグ
ナル伝達に重要な役割を果たしていること
がわかった。 
 

図 4. A, THP-1 細胞の P50t 刺激後 15 分、30
分ならびに 60分における種々のMAPKとそ
のリン酸化．B, MAPK 阻害（p38-SB203580, 
Erk1/2-PD98059, SAPK/JNK- SP600125）
が P50t の活性に及ぼす影響． 
 
 次に、P50 は M. hominis の付着因子（ア
ドヘジン）として作用していることが知られ
ているので、欠損変異体である P50t が付着
に関与しているか調べた。ビオチン化した
P50t（B-P50t）と THP-1 を 4℃で 3 時間イ
ンキュベートし、THP-1 をよく洗った。
THP-1 のライセートを SDS-PAGE で泳動し
たものをニトロセルロース膜に転写してア
ビジン-HRP で B-P50t を検出したところ、
B-P50t の濃度依存的に THP-1 に付着してい
ることがわかった（図 5A）。さらに P50t を
あらかじめ 4℃で THP-1 とインキュベート
すると B-P50t の付着を競合的に阻害したが
（図 5B）、TLR2 に対する抗体を用いても
B-P50t の付着を阻害しなかったので（図 5C）、



 

 

P50t の THP-1 への付着には TLR2 ではない
他の因子が関与していることが示唆された。 

 
図 5. A, B-P50t による THP-1 への付着. B, 
P50t による B-P50t の THP-1 への付着の競
合的阻害．C, anti TLR2 抗体による B-P50t
の THP-1 への付着の競合的阻害． 
 
 以上のことから、M. hominis のアドヘジン
である P50 の欠損変異体はジアシルリポタ
ンパク質であり、これまで報告されているジ
アシルリポタンパク質と同様にTLR2依存的
にマクロファージを活性化した。さらにその
シグナル伝達経路は MAPK を介しており、
部分的に欠損があるにも関わらずマクロフ
ァージへの付着能を失わなかった。また、こ
の付着能にはTLR2は無関係であることがわ
かった。この研究成果は国際的な学術雑誌へ
の投稿準備中である。 
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