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研究成果の概要（和文）：　マイコプラズマ肺炎および続発する合併症の発症機構には、宿主免疫応答の関与が考えら
れている。今回我々はマウスに肺炎マイコプラズマ抗原を感作した実験的肺炎モデルおよび、マウスリンパ球を用いた
実験系を用いてその宿主免疫応答について検討した。その結果、肺炎マイコプラズマ抗原感作はマウス肺内IL-17A mRN
AおよびIL-10 mRNAの発現を上昇させた。また、肺炎マイコプラズマ抗原はマウスリンパ球の増殖を誘導し、IL-6およ
びTGF-β1存在下において、その濃度依存的にIL17AおよびIL-10の産生を増加させた。肺炎マイコプラズマ抗原感作がT
h17免疫応答を誘導、増幅する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Mycoplasma pneumoniae is a common respiratory pathogen , and the participation of 
the excessive host immunoresponse is thought to be involved in M. pneumoniae pneumonia and the pathogenic 
mechanisms of the complications. Recent studies indicate that Th17 cell has been implicated in the onset 
of autoimmune diseases. In this report, we established an experimental pneumonia mouse model by the use 
of M. pneumoniae antigens and performed immunological analyses to examine the induction mechanisms. In 
addition, we have examined the specificity of Th 17 cell inducibility by mouse splenocytes. These 
analyses indicated that mRNA expression levels of IL-17A and IL-10 in the lung were increased by M. 
pneumoniae antigens sensitization in vivo. It was also shown that M. pneumoniae antigens induced IL-17A 
release from mouse splenocytes in a dose-dependent manner in vitro. These results suggest that murine 
Th17 response is initiated by M. pneumoniae antigen sensitization.
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１．研究開始当初の背景 
 マイコプラズマは自己増殖可能な最小の
微生物で、このうちM. pneumoniaeは学童
から青年齢層に好発する市中肺炎の起因菌
である。細胞壁を保有しないことから感染症
治療に繁用されているβ-ラクタム系抗菌薬
が無効である。CARDs 毒素や過酸化水素の
産生など病原因子の存在についての報告は
なされているが、本菌の生体へ及ぼす直接的
作用は強いものではなく、マイコプラズマ肺
炎および続発する多彩な肺外合併症の発症
機序には宿主の免疫応答に伴う間接的な組
織障害作用が深く関与していると報告され
ている。 
 
２．研究の目的 
 ヘルパーT リンパ球として、これまで細胞
性免疫を担う Th1 細胞と、液性免疫を担う
Th2 細胞が知られていたが、近年、従来の
Th1、Th2 とは異なる新たな T細胞サブセッ
トとして IL-17 を多量に産生する Th17 細
胞が発見されている。この Th17 細胞はコラ
ーゲン誘導性関節炎など様々な自己免疫疾
患において中心的な役割を果たしていると
の報告がなされている。更に、エフェクター
T 細胞の働きを抑制する制御性 T 細胞とし
ては、古くから知られている CD4+CD25+T 
細胞に加え、末梢で分化する Th3 細胞、Tr1 
細胞の分化や機能についての研究も進めら
れており、マイコプラズマ肺炎および合併症
の病態形成にはこれまで唱えられてきた
Th1、Th2以外の T細胞サブセットの関与も
考えられる。 
 そこで今回我々は、SPFマウスを用いた実
験的マイコプラズマ肺炎モデルに加え、マウ
ス脾臓由来リンパ球をM. pneumoniae可溶
性菌体抗原で刺激した実験系を用いて M. 
pneumoniae 抗原刺激に対するTh17免疫応
答について検討した。 
 
３．研究の方法 
 実験動物として BALB/c 系 SPF マウスを使
用し、M. pneumoniae M129 株を超音波破砕し
た菌体抗原を 7日間隔で 5回、麻酔下にて経
鼻吸入させた（1mg protein/kg/5 回）：［1mg
×5］。また、菌体抗原の蛋白濃度を変えて
（ 0.1mg protein/kg 、 5 回 目 の み 1mg 
protein/kg）経鼻吸入を行った群［0.1mg×4 
and 1mg×1］、および 28 日間隔で 2 回（1mg 
protein/kg/回）のみ経鼻吸入させた群［1mg
×2］も同様に作成した。対照群には生理食
塩水の経鼻吸入を 5週連続して行った 。 
 最終吸入の翌日に解析を行った。病理組織
学的解析として、右肺中葉、下葉のヘマトキ
シリン・エオジン染色標本を作製、観察する
ことで、抗原感作条件の変化が肺の炎症に及
ぼす影響について検討した。また、免疫学的
解析として、右肺上葉から抽出した RNA を対
象として、肺内サイトカイン mRNA の発現を
リアルタイム RT-PCR 法にて解析した。 

 in vitro の実験系には BALB/c 系 SPF マウ
スのリンパ球を使用した。マウス脾臓よりリ
ンパ球を密度勾配法にて分離し、IL-6、TGF-
β1 の存在下、および非存在下にて M. 
pneumoniae 菌体抗原刺激を加えて培養を行
い、培養上清中に産生された IL-17A および
IL-10 の定量を ELISA 法にて行った。またミ
トコンドリア内酵素活性を指標として、生存
リンパ球数を算定した。抗原として M. 
pneumoniae M129 株の超音波破砕可溶性菌体
抗原をそれぞれ 1、5、10、50μg protein /ml
の割合で、また Escherichia coli 由来
lipopolysaccharide (LPS) お よ び
Saccharomyces cerevisiae 由来 zymosan A を
それぞれ 1、5、10、50μg /ml の割合で添加
した。 
 
４．研究成果 
マウスの肺病理像については、M. pneumoniae
抗原［1mg×5］感作を行った群で、好中球に
加えて、マクロファージを含む多数の炎症細
胞の浸潤が認められた。また気管支壁の肥厚
も観察され強い炎症像を呈した。 ［0.1mg×
4 and 1mg×1］感作を行った群では多数の好
中球の浸潤が観察されたが、［1mg×5］感作
を行った群と比較して、炎症の程度は穏やか
であった。 ［1mg×2］感作を行った群でも
好中球の浸潤を中心とする炎症像が観察さ
れたが、気管支の部位により、炎症の程度が
異なっており、局所的に強い炎症反応が起こ
っていた。マウスの肺内 IL-17A mRNA につい
ては M. pneumoniae 抗原を反復感作した群で
対照群と比較して上昇が観察され、特に［1mg
×5］感作を行った群でより高い傾向が認め
られた。 
 M. pneumoniae 抗原の頻回の感作がマウス
の肺内 IL-17A mRNA 発現を上昇させ、更に高
濃度の抗原を感作した場合に肺内 IL-17A 
mRNA 発現が上昇する傾向が観察された。また、
マウスの肺内 IL-10 mRNA についても、IL-17A 
mRNA と同様に、M. pneumoniae 感作回数の増
加および、抗原濃度が高い群で高値を示す傾
向が観察された。 
 マウスリンパ球に M. pneumoniae 抗原を
50μg protein /ml の割合で添加し、IL-6 お
よび TGF-β1存在下で培養したところ、培養
上清中の IL-17A および IL-10 の産生の増加
が観察された。M. pneumoniae 抗原の濃度を
変えて（1、5、10、50μg protein /ml）添
加し、培養 4日目にマウスリンパ球数の算定
および上清の IL-17A、IL-10 測定を行ったと
ころ、M. pneumoniae 抗原の刺激により、脾
臓由来リンパ球の増殖が促進され、さらに
IL-6、TGF-β1存在下では M. pneumoniae 抗
原濃度に依存した IL-17A および IL-10 産生
の増加が認められた。 
 また LPS については、IL-6 および TGF-β1
非存在下では高濃度の刺激によってもリン
パ球の増殖を抑制しなかったが、IL-6 および
TGF-β1 存在下では増殖を抑制する傾向が観



察された。また IL-17A および IL-10 産生量
もM. pneumoniae 抗原を用いた場合と比較し
て低値を示した。 
 一方、zymosan による刺激は IL-6、TGF-β
1 存在下および非存在下においても M. 
pneumoniae 抗原による刺激と同様にリンパ
球数を増加させる傾向が観察された。また M. 
pneumoniae 抗原刺激と比較して少ない産生
量ではあるものの、抗原濃度に依存した
IL-10 産生量の増加傾向が観察された。しか
しながら抗原濃度やリンパ球数の増加に依
存した IL-17A 産生の増加傾向は認められな
かった。 
（結論） 
M. pneumoniae 抗原感作はマウスの肺に強い
炎症を引き起こす事が示された。頻回の抗原
感作がマウス肺内 IL-17A mRNA の上昇を引き
起こし、更に抗原濃度に依存して肺内 IL-17A 
mRNA 発現を上昇させる傾向が認められた。頻
回かつ高濃度の M. pneumoniae 抗原感作が
Th17 偏位を誘導する可能性が示唆された。 
 また、肺内 IL-17A mRNA 発現の上昇に伴な
い IL-10 mRNA の上昇傾向が観察されたこと
から、M. pneumoniae 抗原により誘導される
Th17 細胞分化の抑制には、IL-10 を産生する
制御性 T細胞である Tr1細胞の関与が考えら
れた。 
 M. pneumoniae 抗原刺激はマウス脾臓由来
リンパ球の増殖を促進するとともに、IL-6、
TGF-β1 存在下においてはその抗原濃度に依
存して IL-17A および IL-10 産生を増加させ
たことから、高濃度の M. pneumoniae 抗原が
Th17およびTr1細胞の増殖に関与する可能性
が、in vitro の系からも示された。 
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