
Title マイコプラズマ肺炎の炎症惹起メカニズムの解明

Author(s) 民谷, 繁幸

Citation 大阪大学, 2021, 博士論文

Version Type VoR

URL https://doi.org/10.18910/82192

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKAThe University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



 

 

 

 

 

 

 

2020 年度（令和 2 年度）博⼠論⽂ 

 

マイコプラズマ肺炎の 

炎症惹起メカニズムの解明 
 

 
⼤阪⼤学⼤学院薬学研究科 医療薬学専攻 

創薬ナノデザイン学分野 

博⼠課程 ⺠⾕繁幸 
  



- 1 - 

 

⽬次 

    

略語⼀覧   2 

緒論   3 

本論    

 第⼀節 マイコプラズマ肺炎の炎症惹起メカニズムの解明 5 

 第⼆節 遺伝的背景の異なるマウスを⽤いた感受性⽐較および炎症評価 42 

 第三節 ワクチン接種による肺炎悪化メカニズムの解明 57 

結論   71 

謝辞   72 

参考⽂献   73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 2 - 

 

略語⼀覧 
alum ・・・ Aluminium hydroxide gel 
BALF ・・・ bronchoalveolar lavage fluid 
BSA ・・・ Bovine serum albumin 
CARDS ・・・ Community acquired respiratory distress syndrome 
CFU ・・・ Colony Forming Unit 
CXCL ・・・ C-X-C Motif Chemokine Ligand 
DMSO ・・・ dimethylsulfoxide 
ELISA ・・・ enzyme-linked immunosorbent assay 
FACS ・・・ Fluorescence activated cell sorter 
FCS ・・・ Fetal calf serum 
H&E ・・・ hematoxylin and eosin 
IFN ・・・ Interferon 
Ig ・・・ Immunoglobulin 
IL ・・・ Interleukin 
LDH ・・・ Lactate dehydrogenase 
MMP ・・・ matrix metalloproteinase  
Mp ・・・ Mycoplasma pneumoniae 
PCR ・・・ polymerase chain reaction 
PMA ・・・ Phorbol 12-myristate 13-acetate 
ROS ・・・ reactive oxygen species 
RT-PCR ・・・ reverse transcription polymerase chain reaction 
Siglec ・・・ Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins 
Th ・・・ helper T 
TLR ・・・ Toll-like receptor 
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緒論 

 

マイコプラズマは、⾃然界の中で最も⼩さい細菌であり 1、ヒトや動物において感染症の

原因となる 2-5。⼀般名としてマイコプラズマと称される病原体は、モリキューテス綱、マ

イコプラズマ⽬、マイコプラズマ科、マイコプラズマ属に分類される。ヒトから分離される

マイコプラズマは、約 17 種類あり、肺炎の原因菌である Mycoplasma pneumoniae（Mp）
2、⾮淋菌性尿道炎の原因菌である Mycoplasma genitalium6、さらに新⽣児において中枢

神経系感染症の原因となる Mycoplasma hominis7などが報告されている。特に、Mp に起

因した肺炎、気管⽀炎を含む呼吸器感染症は、ヒトのマイコプラズマ感染症として最も報告

数が多く、流⾏期においては、市中肺炎の約 20-40%を占めることが知られている 2。Mp

肺炎は、かつて、オリンピックが開催される年に流⾏していたことから、オリンピック肺炎

と呼ばれていたが、近年ではその周期は崩れ、⽇本においては 2011 年、2012 年、2016

年に⼤流⾏している。年間約 10000 ⼈の罹患者が報告されているものの、潜在的には数⼗

万から数百万⼈ほどの感染者が存在すると推定されている 8。 

⼀般に Mp 肺炎は、⼩児から⾼齢者に⾄る全ての年齢層が罹患するものの 9、特に、5 歳

から 14 歳の⼩児において最も好発することが知られている 9,10。発症初期には、頭痛、倦

怠感、発熱などの症状がみられ、数週間にも及ぶ乾性咳嗽を特徴とし、⾝体⾯のみならず、

精神⾯にも⼤きな影響を与える 8。また、胸部⾼解像度コンピューター断層撮影において、

コンソリデーション、すりガラス影を呈し、組織病理学的所⾒として、細気管⽀炎や間質性

肺炎を呈することが報告されている 11,12。さらに Mp 感染症は、気管⽀炎や咽頭炎を含む

呼吸器疾患の原因になるだけでなく 13-15、⾃⼰免疫性溶⾎性貧⾎や、⼼膜炎、⼼筋炎、腎

炎、髄膜炎など、⾎液、⼼臓⾎管系、胃腸管、⽪膚に関連する疾患の原因となることが⽰唆

されている 16-18。 

Mp は細胞壁を有さないことから、⼀般的な感染症治療に汎⽤される細胞壁合成阻害剤で

あるβラクタム系抗菌薬では奏功しないことが知られている 2,19。そのため、Mp 肺炎に対

する治療には、第⼀選択薬としてクラリスロマイシンなど、蛋⽩質合成阻害剤であるマクロ

ライド系抗菌薬が⽤いられる。しかし、2000 年頃からマクロライド系抗菌薬に対する耐性

菌がアジアを中⼼として報告され 19、特に 2010 年、中国において、検査検体の約 90%以

上でマクロライド耐性 Mp が検出されている 20。⽇本においても、2011 年の流⾏時、マク

ロライド耐性 Mp の割合が 70%を超え、⼤きな社会問題となった 21。これらマクロライド

耐性Mpによる肺炎の治療には、蛋⽩質合成阻害剤であるテトラサイクリン系抗菌薬やDNA

合成阻害剤であるニューキノロン系抗菌薬など、第⼆選択薬の使⽤が推奨されている。⼀⽅

で、Mp 肺炎が好発しやすい⼩児において、テトラサイクリン系抗菌薬では、⼀過性⾻発育
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不全、⻭⽛着⾊、エナメル質形成不全などが、ニューキノロン系抗菌薬では関節障害などの

副作⽤が報告されており、第⼆選択薬の使⽤が制限されている 13,22,23。また、発熱が 7 ⽇

以上持続し、炎症マーカーである Lactate dehydrogenase（LDH）が 480 IU/L を超える

重篤な肺炎に対しては、対症療法としてステロイド薬が有効であることが報告されている
24。しかし、⼩児呼吸器感染症診療ガイドライン作成委員会と⽇本⼩児科学会予防接種・感

染対策委員会が共同で作成した「⼩児肺炎マイコプラズマ肺炎の診断と治療に関する考え

⽅」において、副作⽤の観点から、安易なステロイド薬の使⽤は控えるように注意喚起が⾏

われている。そのため、炎症抑制を⽬指す対症療法においても選択肢が限られている現状に

ある。本観点から、Mp 感染症による炎症誘発機序の理解を通し、Mp の排除を妨げずに、

過剰な炎症を抑制する治療戦略が切望されている。 

Mp 感染症における肺の病態は、Mp による直接的および間接的な肺組織傷害により形成

されることが知られている。直接的な傷害は、Mp が産⽣する過酸化⽔素によって誘発され

る。⼀⽅、間接的な傷害は、⾃然免疫系による過度の炎症により引き起こされ、Mp 感染症

による肺組織傷害の主体であると考えられている 14。例えば、Mp が有する Toll-like 

receptor-2（TLR2）リガンドであるリポ蛋⽩質が、マクロファージ上の TLR2 に認識され

ることで、種々の炎症性サイトカインが誘導され、好中球浸潤を伴う炎症病態に関与するこ

とが報告されている 25,26。また、Mp 感染初期において、好中球浸潤を伴う肺組織の傷害が

観察されるものの 27,28、好中球浸潤を含め、Mp による炎症惹起メカニズムは未だ不明な点

が多く残されている。そのため、有効な抗炎症薬の開発には⾄っておらず、Mp 感染時にお

ける炎症の制御には未だ遠い現状にある。 

治療法や対症療法が⾏き詰まる中で、Mp 感染症を未然に予防可能なワクチンの開発が待

望され続けている。しかし、Mp に対して有効で安全なワクチン開発の成功には、未だ⾄っ

ていない。1960 年代に、ホルマリンなどで不活化した Mp を抗原としたワクチン開発が試

みられたが、ワクチン接種により、逆に肺炎が悪化することが報告されている 29,30。約半世

紀経った今⽇まで、ワクチン接種による肺炎悪化メカニズムの解明はなされておらず、ワク

チン開発の⼤きな障壁となっており、未だに Mp 感染症に有効な予防⼿段は皆無である。 

以上の観点から、Mp 感染時における炎症惹起メカニズムおよび不活化Mpワクチン接種

による肺炎悪化メカニズムの解明が、Mp 感染症に対する新規抗炎症薬およびワクチン開発

に向けて解決すべき課題であると⾔える。そこで、本博⼠論⽂では、Mp 肺炎の病態形成メ

カニズムの解明を⽬指し、肺組織への好中球浸潤メカニズムを含む、炎症惹起メカニズムの

解明を図った。さらに、新規ワクチン開発に向けた基盤情報取得のため、ワクチン接種によ

る肺炎悪化メカニズムの解明を図り、新たな知⾒を⾒出したため、博⼠論⽂として纏める次

第である。 
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本論 
第⼀節 マイコプラズマ肺炎の炎症惹起メカニズムの解明  

 

流⾏期における Mp 肺炎は、市中肺炎の約 20-40%を占めており 2、特に、好発しやすい

⼩児において重篤化しやすく、⼊院の原因となる例も少なくない 9,10,31。例えば、Okada ら

は、⽇本における 10 施設の医療機関において、肺炎で⼊院した 6 歳以上の⼩児のうち、

約 30%が Mp 感染に起因した肺炎であると報告している 32。また、国⽴感染症研究所の報

告によると、⼤流⾏した 2011 年、2012 年、2016 年の⽇本において、⼀定点あたりの患

者数が例年の約 2 倍に増加したことが報告されており 33、第⼀選択薬であるマクロライド

系抗菌薬に対する耐性菌の出現も相まって 19、⼤きな社会問題となっている。 

Mp 感染時に観察される肺傷害は、主に、⾃然免疫系が過度に活性化した結果として引き

起こされると考えられている 14。本観点について、マウス 34 やヒト 27,28 において、Mp 感

染早期の肺胞腔における好中球浸潤を伴う炎症が病理所⾒として認められることがよく知

られる。好中球は、⾃然免疫を担う主たる免疫細胞であり、外界からの異物や病原体の排除

に寄与する反⾯、好中球が過度に活性化すると活性酸素などを放出し、組織傷害を引き起こ

す 35。さらに、好中球が Mp の排除に寄与しないとの報告も存在することから 36,37、Mp 感

染早期の好中球浸潤は⽣体にとって少なくとも有益ではない可能性があり、Mp 肺炎の治療

標的となり得ると推察される。 

Mp は、TLR2 リガンドであるリポ蛋⽩質を保有していることが知られている 25。リポ蛋

⽩質を⽤いた検討において、TLR2シグナルが、種々の炎症性サイトカインを誘導し 25、好

中球浸潤を伴う炎症病態を形成することが報告されている 25,26。このことから、Mp の TLR2

を介した炎症反応が、Mp 感染時の好中球浸潤を引き起こしている可能性も考えられるが、

その関連は明らかではない。⼀⽅で、Mp がマクロファージに対して誘導する炎症反応が、

TLR2-/- マウス由来のマクロファージにおいて減弱しなかったことも報告されており 38、

Mp 感染による炎症反応が TLR2 に限らず多様な経路を介して引き起こされていることは間

違いない。本観点から、⾃⼰傷害につながる炎症経路と、菌の排除等に関わる炎症経路が異

なる可能性も考えられ、詳細な炎症惹起メカニズムの解明は、菌の排除機構に影響を与えな

い安全な新規抗炎症薬の開発に繋がることが期待できる。 

これまでに、Mp の病原因⼦として、気道上⽪細胞への接着に必須である付着因⼦（P1、

P30 など）、グリセロール代謝産物として Mp から分泌される過酸化⽔素などが報告されて

いる 8。特に、2006 年に Baseman らによって同定された Community acquired 

respiratory distress syndrome (CARDS) toxin は、本来外毒素を産⽣しないと考えられ

てきた Mpより発⾒され、百⽇咳毒素に類似した外毒素である 39。Mp 肺炎に罹患した⼩児
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の肺胞洗浄液中において、CARDS toxin の mRNA量が上昇し、それらが炎症性サイトカイ

ンと正の相関を⽰すことから、CARDS toxin が Mp 感染時における炎症に寄与する可能性

が指摘されている 40。また、マウスやヒヒを⽤いた検討においても、組換え CARDS toxin

蛋⽩質投与により、好中球浸潤を伴う炎症惹起および気道機能の障害が観察されている
41,42。さらに、実際に Mp 感染早期において、CARDS toxin が、マウス肺内において増加

することは報告されているものの 43,44、Mp 感染時に観察される炎症と CARDS toxin の関

連については未だ不明である。本節では、Mp 感染早期において観察される好中球浸潤に関

して、Mp 肺炎における役割を評価すると共に、その誘導メカニズムに関して、既存の報告

から関与が疑われる TLR2 および CARDS toxin という⼆つの観点から追求した。 
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【実験材料と⽅法】 

試薬 

Mp（FH株）は、American Type Culture Collection（Manassas, VA, USA）より購⼊

した。PPLO broth、Yeast extract、PPLO agar は、Difco Laboratories（Detroit, MI, USA）

より購⼊した。Horse serum、Collagenase Type Ⅳは、Thermo Fisher Scientific

（Hampton, NH, USA）より購⼊した。Penicillin G、Phenol red、Insulin は、Sigma（St. 

Louis, MO, USA）より購⼊した。Glucose、Deoxyribonuclease I、ペニシリン-ストレプ

トマイシン溶液 (×100)、Glycerol、Kanamycin sulfate、Dimethyl sulfoxide は、Wako 

Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）より購⼊した。Butylated hydroxyanisole

（BHA）、Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, 

USA）より購⼊した。cOmplete® mini EDTA-free protease inhibitor は、Roche

（Indianapolis, IN, USA）より購⼊した。Ac-YVAD-CHO は、Cayman Chemical（Ann 

Arbor, MI）より購⼊した。Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate

（EDTA-2Na）、Ammonium chloride（NH4Cl）、Potassium hydrogen carbonate（KHCO3）、

Dulbecco's Modified Eagle Medium、ホルムアルデヒド液（ホルマリン）、LB broth、

Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）は Nacalai Tesque（Kyoto, Japan）よ

り購⼊した。抗 CARDS toxin抗体、CARDS toxin 発現プラスミドは、⼀般財団法⼈阪⼤微

⽣物病研究会（Osaka, Japan）より供与頂いた。 

 

実験動物 

6-7 週齢の BALB/c マウス（雄）は、⽇本エスエルシー株式会社（Shizuoka, Japan）よ

り購⼊した。遺伝的バックグラウンドを BALB/c とする TLR2⽋損マウスは、Oriental Bio 

Service（Kyoto, Japan）より購⼊した。マウスは室温で 12時間ごとの点灯、消灯のサイ

クルで飼育した。全ての動物実験は⼤阪⼤学微⽣物病研究所の動物実験施設で⾏い、⼤阪⼤

学動物実験規定に準じた。 

 

Mp 培養 

Mp は、IWAKI組織培養⽤ディッシュ（f93 × 21 mm, AGC technoglass, Shizuoka, 

Japan）を⽤い、PPLO培地（pH 7.6︓ PPLO broth、10% horse serum、0.25% yeast 

extract、1000 U/mL penicillin G、0.25% glucose、0.002% phenol red）9 mL と Mp

ストック（約 3.5 × 107 CFU/mL）1 mL で 37℃、1 ⽇間培養した。翌⽇、PPLO培地が橙

-⻩⾊になったことを確認し、セルスクレーパー（Sumitomo Bakelite, Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）でディッシュに接着する Mp を剥がし、Mp液を 10mL回収した。その後、細胞培

養⽤フラスコ 75 cm2（ASONE, Osaka, Japan）3 枚にそれぞれ Mp 液 3 mL と新しい
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PPLO 培地 27 mL を加え、37℃、2 ⽇間培養した。培養後、PPLO培地が橙-⻩⾊になっ

たことを確認し、セルスクレーパーでフラスコに接着する Mp を剥がし、Mp液を 90mL回

収した。その後、フラスコ 14枚にそれぞれ Mp液 5 mL と新しい PPLO培地 25 mL を加

え、37℃、1 ⽇間培養した。培養後、PPLO 培地が橙-⻩⾊になったことを確認し、培養上

清を取り除き、新しい PPLO培地 10 ml を加え、セルスクレーパーでフラスコに接着する

Mp を回収した。さらに、新しい PPLO培地 5 mL を加え、セルスクレーパーでフラスコに

残存する Mp を回収した。回収した Mp液 15 mL は、1.5 mLチューブに 300 µL ずつ分

注し、-80℃で保存した。 

 

Mp ストックのタイター確認 

-80℃で保管している Mp を室温で溶解し、PPLO培地で 10倍段階希釈（101〜107）し

た。その後、PPLO寒天培地（PPLO agar、10% horse serum、0.25% yeast extract、

1000 U/mL penicillin G、0.25% glucose）に 105、106、107 倍希釈した Mp液を 10 µL

ずつ各 2箇所に滴下した。滴下した Mp液がプレート上で乾燥したことを確認した後、37℃

で 2 週間培養した。培養後、光学顕微鏡を⽤い、各希釈倍率における 2 点の平均コロニー

数を計測し、Mp のタイターを確定した（約 2.0 × 109 CFU/mL）。 

 

Mp 感染 

-80℃で保管している Mp を室温で溶解し、6000 × g、3 分で遠⼼、上清を回収した後、

ペレットを PBS で 2回洗浄した。その後、1.5 × 109 CFU/mL となるように、PBS を加

え、25G針（Terumo Corporation, Tokyo, Japan）を⽤いて、再懸濁した。マウスに⿇酔

下で、Mp（1.5 × 109 CFU/mL）を⽚⿐ 20 µL ずつ、計 40 µL（6.0 × 107 CFU/mouse）

で経⿐投与した。 

 

肺胞洗浄液の回収 

マウスに Mp を感染させた後、⿇酔下で開腹し、腎動脈切断により脱⾎することでマウス

を安楽死させた。次に、横隔膜を切除し気管を露出させ、22G留置針（Terumo Corporation）

を気管に穿刺し、カテーテルを挿管した。挿管後、気管を 5-0 縫合⽷（Alfresa Pharma 

Corporation, Osaka, Japan）により結紮した。 1 mLシリンジ（Terumo Corporation）

を⽤い、PBS を 0.7 mL 肺内に投与し、回収した。続けて、PBS を 0.5 mL投与し、回収

することにより肺胞洗浄液を約 1 mL採取した。肺胞洗浄液を 6000 × g、4°C、5 分で遠

⼼し得られたペレットは、Mag Extractor（TOYOBO, Osaka, Japan）で DNA を抽出し、

real-time PCR（Light Cycler 480 SYBR Green, Roche, Mannheim, Germany）を⽤い、

肺胞洗浄液中の菌量を評価した。また、上清はサイトカインの評価に⽤いた。さらに、肺胞
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洗浄液を 600 × g、4°C、5 分で遠⼼し、ペレットはフローサイトメーターで免疫細胞数を

評価、上清は組織傷害のマーカーである LDH の評価に使⽤した。 

 

肺胞洗浄液中における菌量評価 

肺胞洗浄液 400 µL を 6000 × g、5 分遠⼼し、ペレットは Mag Extractor を⽤い、DNA

を抽出した。プロトコールは kit に準じた。肺胞洗浄液中の菌量は、real-time PCR を⽤い

て測定した。Mp の P1 DNA 特異的なプライマー（forward, 5′-ATA CCC AAC CAA ACA 

ACA ACG TTC AG-3′; reverse, 5′-TTG GGG ACC TTG ACT GGA GGC CGT TA-3′）を⽤

いた。また、既知の Mp ストックを希釈した後、それぞれ DNA抽出して、スタンダードを

作製（107 CFU - 101 CFU）し、肺胞洗浄液中の菌量を定量した。 

 

肺胞洗浄液中における組織傷害マーカー評価 

Mp を感染後の肺胞洗浄液を回収し、600 × g、5 分遠⼼した。遠⼼後、上清を回収し、

上清 100 µL に LDH assay液（Dojindo, Kumamoto, Japan）を 100 µL加えて、暗所で

10 分間静置した。その後、LDH stop液 50 µL を添加して、反応を停⽌させ、microplate 

reader（Power Wave HT, BioTek, Winooski, VT, USA）を⽤いて OD490 を測定した。 

 

肺における炎症性細胞浸潤評価(H&E 染⾊) 

マウスに Mp を感染させ、1 ⽇後、⿇酔下で開腹し、腎動脈切断により脱⾎することでマ

ウスを安楽死させた。次に、横隔膜を切除し、⼼臓を露出させ、26G針を左⼼室に挿⼊し、

5 mLシリンジ（Terumo Corporation）を⽤いて、PBS で⾎液を環流した。環流後、22G

留置針を気管に穿刺し、カテーテルを挿管した。挿管後、気管を 5-0 縫合⽷により結紮し

た。組織固定には、PBS で 10倍希釈したホルマリンを使⽤した。1 mLシリンジを⽤い、

ホルマリンを 1 mL 肺内に注⼊し、組織を固定した。回収した肺は、ホルマリン中、室温で

1 ⽇間静置した後、保存液を PBS に置換し、4℃で保存した。そして、H&E 染⾊およびそ

の病理解析は、Applied Medical Research Laboratory (Osaka, Japan)に依頼した。 

 

肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価 

Mp を感染後の肺胞洗浄液を回収し、そのうち 300 µL を 6000 × g、5 分遠⼼した。遠

⼼後、上清を取り除き、ペレットに ACK lysis buffer（0.1 mM EDTA-2Na、10 mM KHCO3、

150 mM NH4Cl溶解⽔）を 500 µL添加し、混和後、室温で 5 分静置し溶⾎させた。その

後、FACSバッファー（1 w/v% BSA-PBS）を 500 µL加え、溶⾎反応を⽌め、600 × g、

4°C、５分遠⼼した。上清を 900 µL取り除き、残り 100 µL でペレットを再懸濁し、96 well 

U-bottomed culture plate（Thermo Fisher Scientific）に播種した。プレートを 600 × 
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g、4°C、５分遠⼼、上清を取り除き、FACSバッファーで anti-mouse CD16/CD32抗体

（clone: 93, BioLegend）を終濃度 10 µg/mL となるように調製し、50 µL/well で添加し

た。添加後、4°C 、20 分間静置した。その後、FITC anti-Ly6G抗体（clone: 1A8, BioLegend）

を終濃度 2.5 µg/mL、APC/Cy7 anti-CD11c抗体（clone: N418, BioLegend）を終濃度

10 µg/mL、BV421 anti-CD45抗体（clone: 30-F11, BioLegend）を終濃度 2.5 µg/mL、

BV785 anti-CD11b抗体（clone: M1/70, BioLegend）を終濃度 2.5 µg/mL、APC anti-

Siglec-F抗体（clone: REA798, Miltenyi Biotec）を終濃度 3.0 µg/mL となるようにプレ

ートに添加し、遮光条件下、4°C で 20 分間静置し染⾊した。染⾊後、FACSバッファーに

よる洗浄（FACSバッファーを 150 µL/well で添加し、ピペッティング後、600 × g、4°C、

5 分遠⼼し上清を廃棄）を 2回⾏い、FACSバッファーを 100 µL/well で添加、懸濁しフロ

ーサイトメーター（NovoCyte Flow Cytometer, ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA）

を⽤いて解析した。 

また、Mp 感染 3時間後における肺胞マクロファージの細胞死の評価は、上述する⽅法を

⽤いて、抗体による染⾊を⾏った後、FACSバッファーによる洗浄を 2回⾏い、上清を取り

除き、7-amino-actinomycin D（7-AAD）Viability Staining Solution（BioLegend）を 1 

vol% で添加した FACS バッファーを 100 µL/well で添加、懸濁しフローサイトメーター

を⽤いて解析した。 

解析にあたり、免疫細胞画分を CD45+、好中球画分を CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–、

肺胞マクロファージ画分を CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+として解析した。 

 

肺胞洗浄液中におけるサイトカイン評価 

肺胞洗浄液を 6000 × g、5 分で遠⼼し、上清を回収した後、ELISA kit を⽤い、IL-1a 

（433401, BioLegend）、IL-6（431301, BioLegend）、IL-12 p40（431601, BioLegend）、

matrix metalloproteinase 9（MMP-9; MMPT90, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）

を測定した。プロトコールは各 kit に準じた。 

 

肺胞洗浄液中におけるケモカイン評価 

肺胞洗浄液を 6000 × g、5 分で遠⼼し、上清を回収した後、ELISA kit を⽤い、CXCL1

（MKC00B, R&D Systems）、CXCL2（MM200, R&D Systems）を測定した。プロトコー

ルは各 kit に準じた。 

 

Mp 感染時における好中球の寄与評価 

好中球を⽋失させるために、Mp 感染 1 ⽇前に、Ultra-LEAF™ Purified anti-mouse Ly-

6G Antibody（100 µg/mouse, clone: 1A8, BioLegend）を PBS で希釈し、26G針と 1 
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mLシリンジを⽤い、各マウス 300 µL で腹腔内投与した。また、コントロール抗体として、

Ultra-LEAF™ Purified Rat IgG2a, κ Isotype Ctrl Antibody（100 µg/mouse, clone: 

RTK2758, BioLegend）を⽤いた。そして、先に述べた⽅法を⽤い、Mp を感染させた。感

染 1 ⽇後の肺胞洗浄液を回収し、菌量は real-time PCR、組織傷害は LDH assay、サイト

カインは ELISA を⽤いてそれぞれ評価した。 

 

肺胞洗浄液のメッセンジャーRNA 評価 

肺胞洗浄液を 6000 × g、5 分で遠⼼し、上清を取り除き、Fast Gene RNA Basic-Kit 

(NIPPON Genetics Co., Ltd., Tokyo, Japan)を⽤い、ペレットを溶解して、RNA を抽出し

た。その後、RNA量は、NanoDrop 2000c（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて、測定

した。そして、RNA は、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix（TOYOBO, Osaka, Japan）

を⽤いて逆転写し、cDNA を得た。肺胞洗浄液中のサイトカイン mRNA は、real-time PCR

を⽤いて測定した。IL-1a DNA 特異的なプライマー(forward, 5′- TGA AGA AGA GAC 

GGC TGA GT -3′; reverse, 5′- TGG TAG GTG TAA GGT GCT GAT -3′)、IL-6 DNA 特異

的なプライマー(forward, 5′- TGA ACA ACG ATG ATG CAC TTG CAG A -3′; reverse, 

5′- TCT GTA TCT CTC TGA AGG ACT CTG GCT -3′)、GAPDH DNA 特異的なプライマ

ー(forward, 5′-TGA CGT GCC GCC TGG AGA AA -3′; reverse, 5′-AGT GTA GCC CAA 

GAT GCC CTT CAG-3′)を⽤いた。 

 

IL-1aおよび IL-12 p40 に起因する好中球浸潤の評価 

Mp 感染時における好中球浸潤に及ぼす IL-1aや IL-12 p40 の寄与を評価するために、感

染1時間前に、PBSで希釈し、調製したMouse IL-1 alpha/IL-1F1 Antibody（20 µg/mouse, 

Polyclonal, R&D Systems ） と InVivoMAb anti-mouse IL-12 p40 Antibody （ 50 

µg/mouse, clone: C17.8, Bio X Cell）を⿇酔下のマウスに⽚⿐ 20 µL ずつ、計 40 µL で

経⿐投与した。また、抗 IL-1a抗体のコントロール抗体として、Normal Goat IgG Control 

Antibody（20 µg/mouse, Polyclonal, R&D Systems）、抗 IL-12 p40抗体のコントロー

ル抗体として InVivoMAb rat IgG2a isotype control Antibody（50 µg/mouse, clone: 

2A3, Bio X Cell）をそれぞれ⽤いた。投与 1時間後、先に述べた⽅法を⽤い、Mp を感染さ

せた。感染 1 ⽇後および 3 ⽇後において肺胞洗浄液を回収し、菌量は real-time PCR、組

織傷害は LDH assay、免疫細胞数はフローサイトメーターを⽤いてそれぞれ評価した。 

 

肺胞マクロファージの単離培養 

マウス 12 匹を⿇酔下で開腹し、腎動脈切断により脱⾎することで安楽死させた。次に、

横隔膜および⼼臓を切除し、気管を露出させ、気管も含めて肺を回収し、6⽳プレートに加
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えた 5%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液（PBS で希釈）中で数分間静置した。さらに、

ホモジナイズ⽤メディウム（100 U/mL Deoxyribonuclease I、200 U/mL collagenase 

Type Ⅳ、3%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液添加 DMEM）10 mL を加えた Gentle 

MACS C Tube 3 本（Miltenyi Biotech, Gladbach, Germany）に 6⽳プレートに静置して

いた肺（各 4匹分）を加え、解剖⽤のハサミで細切れにした。その後、37°C条件下で、シ

ェイカー（170 rpm︓NR-10, Taitec, Saitama, Japan）を使⽤し、1時間培養した。培養

後、Gentle MACSTM Dissociator (Miltenyi Biotech)を⽤い、肺をホモジネートした。50 

mLチューブにホモジネート液を移し、Gentle MACS C Tube に PBS 10 mL を加えて洗浄

し、その後、ホモジネート液の⼊った 50 mLチューブに移して、300 × g、1 分で遠⼼し

た。次に、オートピペッターを⽤いて、遠⼼後のペレットと上清を再懸濁し、70 µmセル

ストレーナー（Corning Inc., Corning, NY, USA）に通して細胞塊を除き、50 mLチュー

ブにスルー液を回収した。スルー液を 300 × g、10 分で遠⼼後、上清を取り除き、ペレッ

トを 10 mL の PBS で懸濁、30 µmセルストレーナー（Miltenyi Biotech）に通し、15 mL

チューブにスルー液を回収した。スルー液を 300 × g、10 分で遠⼼後、上清を取り除き、

ペレットを 10 mL の PBS で懸濁、細胞を洗浄した。洗浄後、300 × g、10 分で遠⼼し、

上清を取り除き、ペレットを肺胞マクロファージ培養⽤メディウム 10mL（10% FCS、5 

µg/ml Insulin添加 DMEM）で懸濁した。そして、Gentle MACS C Tube 3 本分（30mL）

をプールし、肺胞マクロファージ培養⽤メディウム 50mL を加え、細胞培養⽤フラスコ 75 

cm2（ASONE）4 本を⽤いて、各総液量 20 mL、37°C で培養した（Day 0）。その後、Day 

1、Day 2、Day 3 でメディウム交換を⾏い、Day 5 において、肺胞マクロファージ培養⽤

メディウムを 10 mL追加した。肺胞マクロファージは、線維芽細胞上で増殖するため、day 

6 において、シェイカー（170 rpm）を⽤い、37°C、1時間振盪し、線維芽細胞から肺胞

マクロファージを遊離させた。振盪後、上清を回収し、600 × g、5 分で遠⼼、上清を取り

除き、PBS 10 mL を⽤い、細胞を洗浄した。さらに、600 × g、5 分で遠⼼し、上清を取

り除き、細胞培養⽤メディウム（10% FCS、1%ペニシリン-ストレプトマイシン溶液

RPMI1640）に置換し、細胞数を測定した。なお、本培養液中には、肺胞マクロファージと

間質マクロファージが約 1:1 で存在する。 

 

培養肺胞マクロファージと Mp の共培養 

培養した肺胞マクロファージは、5.0 × 104 cells/well となるよう、細胞培養⽤メディ

ウムで調製し、96 well flat-bottomed culture plate（Thermo Fisher Scientific）に播種

した。そして、37°C で 2時間静置することで、肺胞マクロファージをプレートに接着させ

た。その後、上清をアスピレーターで取り除き、PBS 150 µL で 2回洗浄し、各濃度の Mp

（1.0 × 108 CFU、1.0 × 107 CFU、1.0 × 106 CFU/well）を添加し、総液量 100 µL で、
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37°C、24時間培養した。培養後、回収した上清は、LDH assay およびサイトカイン量の評

価に使⽤した。 

 

培養上清中における組織傷害マーカー評価 

培養した肺胞マクロファージと Mp を共培養後、600 × g、5 分遠⼼し、上清を回収し

た。上清 20 µL に PBS 80 µL を加え、さらに、LDH assay液を 100 µL加えて、暗所で

10 分間静置した。その後、LDH stop液 50 µL を添加して、反応を停⽌させ、microplate 

reader を⽤いて OD490 を測定した。 

 

活性酸素によるサイトカイン誘導評価 

培養した肺胞マクロファージは、5.0 × 104 cells/well となるよう、細胞培養⽤メディ

ウムで調製し、96 well flat-bottomed culture plate（Thermo Fisher Scientific）に播種

した。そして、37°C で 2時間静置することで、肺胞マクロファージをプレートに接着させ

た。その後、上清をアスピレーターで取り除き、PBS 150 µL で 2回洗浄し、BHA(終濃度
150 µM, Sigma-Aldrich)および各濃度の Mp（1.0 × 108 CFU、1.0 × 107 CFU/well）ま

たは、Pam2CKS4（終濃度 10 ng/mL, InvivoGen, San Diego, CA, USA）を添加し、総

液量 100 µL で、37°C、24時間培養した。24時間培養後、回収した上清は、LDH assay

およびサイトカイン量の評価に使⽤した。 

 

組換え CARDS toxin 蛋⽩質の作製 

BL21(DE3) Competent E. coli （New England BioLabs Inc., MA, USA）は、CARDS 

toxin 発現プラスミドと共に、氷上で 30 分間静置し、42°C、10 秒でヒートショックした

後、氷上で 5 分静置し、トランスフォーメーションした。その後、CARDS toxin 発現プラ

スミドを有する BL21（DE3）は、終濃度 30 µg/mL kanamycin 含有 LB液体培地 500 mL

中で OD600 が 0.6 になるまで、37°C で培養した。培養後、終濃度 0.5mM Isopropyl-β-

D-1-thiogalactopyranoside（IPTG）を添加し、18°C 、16時間培養することで、組換え

CARDS toxin蛋⽩質を誘導した。16時間後、培養液 500 mL を 50 mLチューブに分注

し、5000 × g、10 分遠⼼して、上清を取り除き、ペレットを回収した。ペレットは、プ

ロテアーゼインヒビター（cOmplete® Mini, Roche）を加えた binding buffer 10 mL（20 

mM Tris-HCl [pH 7.0], 500 mM NaCl, 20 mM imidazole）で懸濁し、超⾳波ホモジナイ

ザー（Tomy International, Tokyo, Japan）を⽤いて、⼤腸菌を破砕した。その後、破砕

した懸濁液を 50 mL チューブに分注し、15000 × g、30 分遠⼼して、上清を回収した。

回収した上清は、0.45 µmフィルター（Merck Millipore, Darmstadt, Germany）を⽤い

て、細胞断⽚等を取り除いた。その後、Ni-Sepharose HisTrap FF column（GE Healthcare, 
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Diegem, Belgium ） を取り付けた AKTA explorer chromatography system （GE 

Healthcare）を⽤いて精製した。まず、回収した上清を His Trap FF column に流し、His

タグ付き蛋⽩質をカラムに吸着させた。その後、elution buffer（20 mM Tris-HCl [pH 7.0], 

500 mM NaCl, 500 mM imidazole）で溶出した。回収した組換え CARDS toxin蛋⽩質溶

液は、EndoTrap® HD column （LIONEX, Braunschweig, Germany）を⽤いて、エンド

トキシンを取り除いた。精製した組換え CARDS toxin蛋⽩質溶液に含まれるエンドトキシ

ン量は、Limulus Color KY Test （Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan）を

⽤いて測定した（< 0.05 EU/µg）。回収した組換え CARDS toxin蛋⽩質溶液は、Amicon 

Ultra 30k spin filter (Merck Millipore)を⽤いて、濃縮した後、a Pierce BCA protein assay 

kit (Thermo Fisher Scientific)を⽤いて、蛋⽩質量を測定した。 

 

Mp 感染時における CARDS toxin の寄与評価 

Mp 感染 1 ⽇後における好中球浸潤に CARDS toxin が寄与するのかを評価するために、

抗 CARDS toxin抗体（20 µg/mouse, polyclonal）を⽤いた。Mp と抗 CARDS toxin抗体

を PBS で希釈、混合し、混合液を作製した（Mp終濃度︓1.5 × 109 CFU/mL、抗体︓0.5 

mg/mL）。コントロール抗体として、Rabbit IgG-UNLB（20 µg/mouse, polyclonal, 

SouthernBiotech）を⽤いた。その後、⿇酔下のマウスに混合液を⽚⿐ 20 µL ずつ、計 40 

µL で経⿐投与した（Mp︓6.0 × 107 CFU/mouse, 抗体︓20 µg/mouse）。感染 1 ⽇後に

おいて肺胞洗浄液を回収し、肺胞洗浄液中の好中球数は、フローサイトメーターを⽤いて解

析した。 

また、Mp 感染 3 ⽇後における好中球浸潤に CARDS toxin が寄与するのかを評価するた

めに、上述した⽅法と同様に、Mp と抗体をマウスに経⿐投与した（Mp︓6.0 × 107 

CFU/mouse, 抗体︓20 µg/mouse）。さらに、感染 2 ⽇後において、抗体のみをマウスに

経⿐投与し（抗体︓20 µg/mouse）、感染 3 ⽇後において肺胞洗浄液を回収後、肺胞洗浄液

中の好中球数は、フローサイトメーターを⽤いて解析した。 

 

組換え CARDS toxin 蛋⽩質の空胞化活性評価 

作製した組換え CARDS toxin蛋⽩質が、過去の報告と同様、空胞化活性を有するのかを

評価した。まず、A549 細胞は、1.0 × 104 cells/well となるよう、細胞培養⽤メディウム

で調製し、96 well flat-bottomed culture plate に播種し、37°C、24時間培養した。培養

後、上清はアスピレーターを⽤いて取り除き、PBS 200 µL/well で 2回洗浄した。上清を

取り除いた後、無⾎清培地を⽤い、各濃度で調製した CARDS toxin（0 µg/mL、50 µg/mL、

100 µg/mL）を 100 µL/well で添加し、37°C で培養した。培養 2時間後において、FCS
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を 5 µL/well（終濃度 5%）で添加し、37°C で 48 時間培養した。培養後の細胞は、蛍光顕

微鏡（BZ-X700︓KEYENCE Co., Osaka, Japan）を⽤いて、空胞を観察した。 

 

組換え CARDS toxin 蛋⽩質の IL-1b誘導能評価 

作製した組換え CARDS toxin 蛋⽩質が、過去の報告と同様、IL-1b誘導能を有するのか

を評価した。まず、THP-1 細胞は、6.0 × 105 cells/mL となるよう、細胞培養⽤メディウ

ムで調製し、THP-1 細胞 50 µL（3.0 × 104 cells/well）を 96 well flat-bottomed culture 

plate に播種し、phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）50 µL（終濃度 0.5 µM）を添

加後、計 100 µL で 37°C、24時間培養した。培養後、上清はアスピレーターを⽤いて取り

除き、PBS 200 µL/well で 2 回洗浄した。上清を取り除いた後、無⾎清培地で調製した

CARDS toxin（終濃度 100 µg/mL）とカスパーゼ 1阻害剤である Ac-YVAD-CHO (終濃度

30 µM) を各 50 µL/well で添加し、37°C で培養した。Ac-YVAD-CHO は DMSO に溶解し

ているため、コントロールは DMSO を⽤いた。培養 2時間後において、FCS を 10 µL/well

（終濃度 10%）で添加し、37°C で 24時間培養した。培養後、600 × g、5 分遠⼼し、培

養上清を回収した。回収した上清中における IL-1bは、Human IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet 

ELISA kit（R&D Systems）を⽤いて評価した。 

 

組換え CARDS toxin 蛋⽩質経⿐投与 

マウスに⿇酔下で、組換え CARDS toxin蛋⽩質（1.25 mg/mL）を⽚⿐ 20 µL ずつ、計

40 µL（50 µg /mouse）で経⿐投与した。投与 12時間後および 1 ⽇後において肺胞洗浄

液を回収し、組織傷害は LDH assay、免疫細胞数はフローサイトメーター、サイトカイン

およびケモカインは ELISA を⽤いてそれぞれ評価した。 

 

組換え CARDS toxin 蛋⽩質投与時における IL-1aおよび IL-12 p40 の寄与評価 

組換え CARDS toxin蛋⽩質投与時における好中球浸潤に及ぼす IL-1aや IL-12 p40 の寄

与を評価するために、PBS で調製した Mouse IL-1 alpha/IL-1F1 Antibody（20 µg/mouse, 

Polyclonal, R&D Systems ） と InVivoMAb anti-mouse IL-12 p40 Antibody （ 50 

µg/mouse, clone: C17.8, Bio X Cell）を⿇酔下のマウスに⽚⿐ 20 µL ずつ、計 40 µL で

経⿐投与した。また、抗 IL-1a抗体のコントロール抗体として、Normal Goat IgG Control  

Antibody（20 µg/mouse, Polyclonal, R&D Systems）、抗 IL-12 p40抗体のコントロー

ル抗体として InVivoMAb rat IgG2a isotype control Antibody（50 µg/mouse, clone: 

2A3, Bio X Cell）をそれぞれ⽤いた。抗体投与 1時間後、上述した⽅法と同様に、CARDS 

toxin を経⿐投与した。CARDS toxin投与 1 ⽇後において肺胞洗浄液を回収し、肺胞洗浄

液中における免疫細胞数はフローサイトメーターを⽤いて評価した。 
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統計解析 

統計解析には Prism（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）を⽤いた。グラフは

平均値と標準偏差（SD）で、⼆群⽐較検定は Studentʼs t-test、コントロールと多重⽐較

検定は Dunnett's test、全群間多重⽐較検定は Tukeyʼs test を⽤い、有意差検定を⾏った。

統計学的有意差は、P < 0.05 の場合を有意であるとした。 
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【実験結果】 

Mp 感染早期における炎症評価 

Mp 感染時における病態形成メカニズムの解明を⽬指し、感染早期の肺における炎症に着

⽬した。まず、マウスに Mp を経⿐投与し、１、３、５⽇後における肺胞洗浄液中の菌量を

real-time PCR で測定した。その結果、肺胞洗浄液中の菌量は、感染 1 ⽇後において⾼値

を⽰し、感染 5 ⽇後まで検出が可能であった（Fig. 1a）。また肺胞洗浄液中の細胞・組織

傷害マーカーである LDH は、感染１、３、５⽇後、いずれのタイミングにおいても、PBS

投与群と⽐較して⾼値を⽰した（Fig. 1b）。次に、H&E 染⾊を⽤いて、組織病理学的な評

価を⾏ったところ、感染 1 ⽇後の肺組織において、PBS 投与群と⽐較し、好中球の浸潤が

著しく増加していることが観察された（Fig. 1c）。さらに、感染 1 ⽇後における肺胞洗浄

液中の細胞を、免疫細胞（CD45+）、好中球（CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F-）、肺胞

マクロファージ（CD45+ Ly6G- CD11c+ Siglec-F+）に分け、それぞれの細胞数をフローサ

イトメーターにより評価した（Fig. 1d）。H&E 染⾊の結果と同様、Mp 感染群で免疫細胞

の増加、特に好中球の浸潤が顕著に認められた⼀⽅で、肺胞マクロファージ数には変化がな

かった（Fig. 1e）。 

次に、感染 1 ⽇後に肺胞洗浄液中の 7 種類の炎症性サイトカイン量（IL-1a、IL-1b、IL-

6、IL-12 p40、IL-12 p70、IL-23、TNF a）を評価したところ、PBS投与群と⽐較し、Mp

感染群において、IL-1a、IL-6 および IL-12 p40 の有意な上昇が観察された（Fig. 2a）。

⼀⽅、PBS投与群およびMp 感染群で IL-1bおよび IL-12 p70 は検出できず、IL-23 および

TNF aは両群間で変化が認められなかった（データ未記載）。また、肺胞洗浄液中における

IL-1aおよび IL-6 の mRNA量を感染 1時間後から 6時間後まで経時的に評価したところ、

感染 1 時間後から有意な上昇もしくは上昇傾向が認められ、時間が経過するにつれ、さら

に上昇した（Fig. 2b）。さらに、Mp 感染 1 ⽇後の肺胞洗浄液中において、好中球浸潤に重

要なケモカインである CXCL1 および CXCL2 を評価したところ、PBS投与群と⽐較し、Mp

感染群で共に有意な増加が認められた（Fig. 2c）。また、好中球浸潤の指標として、感染１

⽇後の肺胞洗浄液中において、MMP-9量を評価したところ、PBS投与群と⽐較し、Mp 感

染群で有意な増加が観察された（Fig. 2d）。以上の結果より、Mp 感染 1 ⽇後から顕著な好

中球浸潤、肺の炎症および組織傷害が観察され、感染 3、５⽇後においても組織傷害が認め

られることが判明した。 
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Figure 1. Lung injury by Mp infection accompanied with neutrophil infiltration. BALB/c mice were infected 

intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). (a, b) On 24h, 72h and 120h after Mp infection, BALF samples were collected. 

DNA copies of Mp were measured by real-time PCR (a) and the lung injury was evaluated by LDH assay (b). (c) H&E 

staining of the lungs at 24h after Mp infection. (d) Gating strategy for analysis of BALF cells by flow cytometry. (e) 

Flow cytometric analysis of BALF cells harvested 24h after Mp infection. The numbers of CD45+ immune cells, 

neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) were 

analyzed. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (a) 24h: n = 4, 72h: n = 5, 120h: 

n = 5; (b) PBS: n = 5, Mp: n = 4-5; (e) PBS: n = 5, Mp: n = 5. Student’s t-test (b, e) were used for statistics analysis. 

*P < 0.05; **P < 0.01. Middle panel: Scale bars 1mm, Left panel and Right panel: Scale bars 50 µm (c).  
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Figure 2. The cytokine response of Mp-mediated lung inflammation. BALB/c mice were infected intranasally with 

Mp (6.0 × 107 CFU). (a) The levels of IL-1a, IL-6 and IL-12 p40 in BALF harvested 24h after Mp infection were 

measured by ELISA. (b) Time course measuring of Il1a and Il6 mRNA expression normalized to GAPDH in BALF at 

indicated time point after Mp infection. (c, d) The levels of CXCL1 and CXCL2 (c) and MMP-9 (d) in BALF harvested 

24h after Mp infection were measured by ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed 

twice. (a) PBS: n = 5, Mp: n = 5; (b) PBS: n = 5, 1h: n = 5, 3h: n = 6, 6h: n = 5; (c) PBS: n = 5, Mp: n = 5; (d) PBS: n 

= 5, Mp: n = 5. Student’s t-test (a, c, d) and Dunnett's test (b) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01.  
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Mp 感染時の肺組織傷害における好中球の寄与 

好中球は、Mp 感染後の肺組織傷害に寄与することが、マウス 34 やヒト 27,28 における報

告より⽰唆されている。そこで、本モデルにおいて認められた肺組織傷害が好中球に起因し

たものかを明らかとするため、抗 Ly6G 抗体を⽤いて好中球を除去した後に Mp を感染さ

せ、肺における炎症および組織傷害を評価した。なお、好中球除去率は、約 100 %であり、

好中球除去に伴い、肺胞マクロファージ数に影響を与えないことを確認している（データ未

記載）。その結果、感染 1 ⽇後の肺胞洗浄液中における菌量は、抗 Ly6G抗体群とアイソタ

イプ抗体投与群間に有意な差が認められなかった（Fig. 3a）。⼀⽅で、感染 1 ⽇後および

3 ⽇後における肺胞洗浄液中の LDH は、アイソタイプ抗体投与群と⽐較し、抗 Ly6G抗体

群で有意に減少した（Fig. 3b）。また、肺胞洗浄液中における炎症性サイトカイン量は、

好中球の有無に関わらず、変化が認められなかった（Fig. 3c）。さらに、肺胞洗浄液中にお

ける MMP-9量は、アイソタイプ抗体投与群と⽐較し、抗 Ly6G抗体群において有意に減少

した（Fig. 3d）。以上の結果より、感染早期に浸潤する好中球が肺組織傷害の主体である

こと、さらに菌の排除には寄与しないことが明らかとなり、好中球浸潤の抑制が Mp 感染時

における肺炎悪化の予防に繋がることが⽰された。 
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Figure 3. The role of neutrophils in Mp-mediated lung injury. Mice were injected intraperitoneally with an anti-

Ly6G antibody (Ab) (100 µg/mouse) to deplete neutrophils, and infected with Mp (6.0 × 107 CFU) at 24h after Ab 

injection. (a) DNA copies of Mp in BALF were evaluated by real-time PCR 24h after Mp infection. (b) On 24h and 72h 

after Mp infection, the lung injury was evaluated by LDH assay. (c, d) On 24h after Mp infection, the levels of IL-1a, 

IL-6 and IL-12 p40 (c) and MMP-9 (d) in BALF were evaluated by ELISA. Data are shown as means ± SD. Each 

experiment was performed twice. (a) PBS: n = 10, isotype Ab: n = 10, anti-Ly6G Ab: n = 9; (b) PBS: n = 5, isotype Ab: 

n = 5, anti-Ly6G Ab: n = 4-5; (c) PBS: n = 5, isotype Ab: n = 5, anti-Ly6G Ab: n = 4-5; (d) PBS: n = 5, isotype Ab: n = 

5, anti-Ly6G Ab: n = 4. Tukey’s test (a-d) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 感染時における好中球浸潤時期の評価 

次に、抑制すべき標的である好中球が、感染後どの時期において浸潤するのかを明確にす

るために、より感染早期である、感染 1、3、6、9 時間後における肺胞洗浄液中の免疫細胞

数をフローサイトメーターで評価した。その結果、好中球は、感染 6時間後より浸潤し、時

間の経過と共に、さらなる浸潤が認められた（Fig. 4a）。⼀⽅、肺胞マクロファージ数は、

感染 3時間後において有意な減少が観察された（Fig. 4a）。そこで、Mp 感染 3時間後に

おける肺胞マクロファージの減少に着⽬し、肺胞マクロファージの死細胞画分を解析した

ところ、PBS投与群と⽐較して、Mp 感染群において肺胞マクロファージの細胞死が有意に

増加していた（Fig. 4b）。また、IL-1aおよび IL-6量は感染 3時間後から上昇し始め、感

染 6時間後において有意な上昇が観察される⼀⽅で、IL-12 p40量は感染 9 時間後から有

意に増加した（Fig. 4c）。さらに、CXCL1 および CXCL2 は共に、感染 3時間後から有意

に増加した（Fig. 4d）。以上の結果より、好中球は感染後早期から浸潤し、感染 1 ⽇後に

おける肺組織傷害に寄与することが⽰された。また Mp 感染 3 時間後の肺胞マクロファー

ジの細胞死は、3時間以降の免疫応答に寄与する可能性が⽰された。 
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Figure 4. Characterizing airway cellular infiltrate shortly after Mp infection. BALB/c mice were infected 

intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). (a) On 1h, 3h, 6h and 9h after Mp infection, the numbers of CD45+ immune cells, 

neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF 

were evaluated by flow cytometry. (b) On 3h after Mp infection, viability of alveolar macrophages in BALF were 

analyzed by flow cytometry. (c, d) On 1h, 3h, 6h and 9h after Mp infection, the levels of IL-1a, IL-6 and IL-12 p40 (c) 

and CXCL1 and CXCL2 (d) in BALF were evaluated by ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment 

was performed twice. (a) PBS: n = 6, 1h: n = 6, 3h: n = 6, 6h: n = 6, 9h: n = 6; (b) PBS: n = 5, Mp: n = 5; (c) PBS: n = 

6, 1h: n = 6, 3h: n = 6, 6h: n = 6, 9h: n = 6; (d) PBS: n = 6, 1h: n = 6, 3h: n = 6, 6h: n = 6, 9h: n = 6. Student’s t-test 

(b) and Dunnett's test (a, c, d) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 感染時の好中球浸潤における TLR2 シグナルの寄与 

次に、Mp 感染時における TLR2シグナルの及ぼす影響を確認するために、TLR2⽋損マ

ウスに Mp を感染させ、肺における炎症および組織傷害を評価した。まず、Mp 感染 1 ⽇後

における肺胞洗浄液中の菌量を評価したところ、TLR2+/- マウスと⽐較し、TLR2-/- マウス

において有意な増加が観察された（Fig. 5a）。次に、肺胞洗浄液中の LDH を評価したとこ

ろ、Mp 感染 1 ⽇後においては、PBS投与群と⽐較して、両マウス共に有意な増加が観察さ

れたが、TLR2+/- マウスと TLR2-/- マウスの Mp 感染群間には差は認められなかった（Fig. 

5b）。⼀⽅、Mp 感染 3 ⽇後においては、TLR2+/- マウスと⽐較し、TLR2-/- マウスにおい

て有意な LDH の減少が観察された（Fig. 5b）。次に、肺胞洗浄液中の免疫細胞数を評価し

たところ、感染 1 ⽇後および 3 ⽇後において、TLR2-/- マウスの肺胞洗浄液中における免疫

細胞数および好中球数は、TLR2+/- マウスと⽐較して有意に減少していたことから、TLR2

シグナルが好中球浸潤に重要であることが確認された（Fig. 5c, d）。次に、TLR2シグナ

ルが炎症性サイトカイン産⽣に及ぼす影響を評価した。その結果、肺胞洗浄液中における

IL-1a、IL-6、IL-12 p40、いずれのサイトカインにおいても、TLR2+/- マウスと⽐較し、

TLR2-/- マウスで有意に減少していた（Fig. 5e）。また、CXCL1 および CXCL2 も、TLR2+/- 

マウスと⽐較して、TLR2-/- マウスにおいて有意な減少が認められた（Fig. 5f）。以上の結

果より、TLR2シグナルは、Mp 感染時において、菌の排除に寄与する反⾯、菌の排除に寄

与しない好中球浸潤を過度に促進することに伴い、肺組織傷害を引き起こす可能性が⽰さ

れた。 

 



- 25 - 

 

 
 

 
 

Figure 5. The role of TLR2 in Mp-mediated lung inflammation. Control TLR2+/- (+/-) and TLR2-/- (-/-) mice were 

infected intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). (a) On 24h after Mp infection, DNA copies of Mp in BALF were evaluated 

by real-time PCR. (b) On 24h and 72h after Mp infection, the lung injury in BALF were evaluated by LDH assay. (c) 

On 24h after Mp infection, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and 

alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were evaluated by flow cytometry. (d) On 72h after 

Mp infection, the numbers of neutrophils in BALF were evaluated by flow cytometry. (e, f) On 24h after Mp infection, 

the levels of IL-1a, IL-6 and IL-12 p40 (e) and CXCL1 and CXCL2 (f) in BALF were evaluated by ELISA. Data are 

shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (a) +/-: n = 4, -/-: n = 3; (b) +/-: n = 4-7, -/-: n = 4-6; (c) 

+/-: n = 5, -/-: n = 3; (d) +/-: n = 7, -/-: n = 6; (e) +/-: n = 5, -/-: n = 3; (f) +/-: n = 5, -/-: n = 3. Student’s t-test (a, b: right 

panel, c-f) and Tukey’s test (b: left panel) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 感染時における好中球浸潤に寄与する因⼦の探索 

次に、TLR2-/- マウスにおいて好中球浸潤の減少が認められたこと、さらにその肺胞洗浄

液中において、好中球浸潤に重要なケモカインを制御することが報告されている IL-1aおよ

び IL-12 p40 が減少していたことから、IL-1aおよび IL-12 p40 に着⽬し、Mp 感染後のよ

り詳細な好中球浸潤メカニズムの解明を図った。マウスに抗 IL-1a抗体もしくは抗 IL-12 

p40 抗体を Mp 感染 1 時間前に経⿐投与した後、Mp を感染させ、感染 1 ⽇後における菌

量、組織傷害および好中球浸潤を評価した。その結果、肺胞洗浄液中の菌量は、抗 IL-1a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（Fig. 6a）。さらに、抗 IL-1a

抗体または抗 IL-12 p40抗体単独投与群の肺胞洗浄液における LDH、好中球数および肺胞

マクロファージ数は、各アイソタイプ抗体投与群と差は認められなかった（Fig. 6b, c）。

⼀⽅で、抗 IL-1a抗体と抗 IL-12 p40 抗体を共投与した場合、アイソタイプ抗体投与群と

⽐較して、肺胞洗浄液中の LDH および好中球数の有意な減少が認められた（Fig. 6b, c）。

また肺胞マクロファージ数は、抗 IL-1a抗体と抗 IL-12 p40 抗体共投与による変化は認め

られなかった（Fig. 6c）。次に、マウスに抗 IL-1a抗体および抗 IL-12 p40抗体を Mp 感

染 1 時間前に経⿐投与した後、Mp を感染させ、感染 3 ⽇後における好中球浸潤を評価し

た。感染 1 ⽇後の結果と同様に、アイソタイプ抗体投与群と⽐較し、抗 IL-1a抗体および抗

IL-12 p40抗体共投与群において、肺胞洗浄液中の好中球数の有意な減少が認められた（Fig. 

6d）。⼀⽅、肺胞マクロファージ数には有意な差は認められなかった（Fig. 6d）。以上の

結果より、IL-1aおよび IL-12 p40 は単独では好中球浸潤に寄与しない⼀⽅で、共存在下に

おいて、好中球浸潤に寄与することが⽰された。さらに、IL-1aおよび IL-12 p40 は、Mp

感染時における菌の排除には影響しないことも⽰された。 
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肺胞マクロファージと炎症性サイトカインの関連性評価 

次に、IL-1aおよび IL-12 p40 の産⽣源を明らかとするために、Mp の排除の主体と考え

られる肺胞マクロファージに着⽬し、それらサイトカインの産⽣メカニズムの解明を図っ

た。まず、肺胞マクロファージと様々な菌量（1.0 × 108, 1.0 × 107, 1.0 × 106 CFU/well）

の Mp を共培養し、培養上清中の LDH およびサイトカインを評価した。その結果、コント

ロール群と⽐べて、1.0 × 108 CFU群において LDH の有意な上昇が観察されたことから、

肺胞マクロファージの細胞死が誘導されていると推察された（Fig. 7a）。⼀⽅、1.0 × 106 

CFU群および 1.0 × 107 CFU群の LDH は、コントロール群と同程度であったことから、

1.0 × 106 CFU群および 1.0 × 107 CFU群においては、肺胞マクロファージの細胞死は誘

導されていないと考えられた（Fig. 7a）。さらに、1.0 × 108 CFU群において、IL-1aの顕

著な上昇が観察された（Fig. 7b）。また、1.0 × 106 CFU群および 1.0 × 107 CFU群で

は、IL-1aの上昇が認められるだけでなく、IL-6 や IL-12 p40 の顕著な上昇も観察された

（Fig. 7b）。 

マクロファージは、異物を貪⾷した際に、Reactive oxygen species（ROS）を産⽣し、

異物を排除する 45。⼀⽅で、ROS の過剰な産⽣は、細胞を損傷することで細胞死を誘導す

ることが知られている 46-49。そこで、Mp添加時における肺胞マクロファージの細胞死やサ

イトカイン産⽣にROSが寄与するのかを評価するため、ROS捕捉剤であるBHAを⽤いた。

肺胞マクロファージと 1.0 × 108 CFU の Mp を BHA 存在下で共培養した後、培養１⽇後

における上清中の LDH を評価した。その結果、コントロール群と⽐べ、BHA共添加群にお

いて、有意な LDH の減少が認められた（Fig. 7c）。さらに、上清中の IL-1aを評価すると、

LDH の結果と相関し、BHA共添加群で有意な減少が観察された（Fig. 7d）。また、1.0 × 107 

CFU群においても、培養１⽇後における上清中の IL-1a、IL-6 および IL-12 p40 は、BHA

共添加により、有意に減少した（Fig. 7e）。 

Figure 6. Effect of blocking IL-1a and/or IL-12 p40 in Mp-mediated lung inflammation. BALB/c mice were treated 

intranasally with an anti-IL-1a antibody (Ab) (20 µg/mouse) and/or an anti-IL-12 p40 Ab (50 µg/mouse) one hour 

before intranasal infection of Mp (6.0 × 107 CFU). (a) On 24h after Mp infection, DNA copies of Mp in BALF were 

evaluated by real-time PCR. (b) On 24h after Mp infection, the lung injury was evaluated by LDH assay. (c) On 24h 

after Mp infection, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and alveolar 

macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were evaluated by flow cytometry. (d) On 72h after Mp 

infection, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils and alveolar macrophages in BALF were evaluated by flow 

cytometry. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (a) isotype Ab: n = 5, anti-IL-1a 

Ab: n = 5, anti-IL-12 p40 Ab: n = 5, anti-IL-1a and anti-IL-12 p40 Ab: n = 5; (b) isotype Ab: n = 5, anti-IL-1a Ab: n = 5, 

anti-IL-12 p40 Ab: n = 5, anti-IL-1a and anti-IL-12 p40 Ab: n = 5; (c) isotype Ab: n = 5, anti-IL-1a Ab: n = 5, anti-IL-12 

p40 Ab: n = 5, anti-IL-1a and anti-IL-12 p40 Ab: n = 5; (d) isotype Ab: n = 6, anti-IL-1a Ab: n = 6, anti-IL-12 p40 Ab: n 

= 6, anti-IL-1a and anti-IL-12 p40 Ab: n = 6. Student’s t-test (a-d) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 

0.01. 
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Mp 感染による炎症性サイトカインの誘導は、Fig. 5e の結果より、TLR2シグナルに起因

することが明らかとなっている。しかし、サイトカイン誘導に寄与した ROS の産⽣が、

TLR2シグナル依存的であるかどうかについては不明である。そこで、肺胞マクロファージ

と TLR2 リガンドである Pam2CKS4 を BHA 存在下で培養した後、培養１⽇後における上

清中の炎症性サイトカイン量を評価した。Pam2CKS4 により誘導された IL-1a、IL-6 およ

び IL-12 p40 は、BHA共添加により、有意な減少が認められた（Fig. 8）。以上の結果よ

り、肺胞マクロファージが IL-1aおよび IL-12 p40 の産⽣源であることが明らかとなった。

また Mp 感染時において、TLR2シグナル活性化による ROS の産⽣上昇に伴い、炎症性サ

イトカインが誘導されることが明らかとなった。さらに、ROS の産⽣が肺胞マクロファー

ジの細胞死に⼀部寄与することが⽰唆された。 
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Figure 7. Mechanisms of IL-1a and IL-12 p40 induction by Mp in alveolar macrophages. Alveolar macrophages 

(AM) were co-cultured with Mp (1.0 × 108, 1.0 × 107, or 1.0 × 106 CFU/well) at 37°C for 24h. (a) The cytotoxic effect 

of Mp were evaluated by LDH assay. (b) The levels of IL-1a, IL-6 and IL-12 p40 in the culture supernatant of AM were 

measured by ELISA. (c-e) A ROS inhibitor BHA was added to the co-culture of AM and Mp (c, d; 1.0 × 108 CFU/well, 

e; 1.0 × 107 CFU/well). On 24h after incubation at 37°C, the cytotoxic effect of Mp on AM were evaluated by LDH 

assay (c) and the levels of cytokines in the supernatant were analyzed by ELISA (d, e). Data are shown as means ± 

SD. Each experiment was performed twice. (a) Control: n = 5, 108: n = 5, 107: n = 5, 106: n = 5; (b) Control: n = 5, 108: 

n = 5, 107: n = 5, 106: n = 5; (c) DMSO: n = 3, BHA: n = 3; (d) DMSO: n = 3, BHA: n = 3; (e) DMSO: n = 3, BHA: n = 

3. Student’s t-test (c-e) and Dunnett's test (a, b) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 由来外毒素 CARDS toxin の Mp 感染時における寄与 

次に、Mp 感染時における好中球浸潤に CARDS toxin が寄与するのかを明らかとするた

めに、Mp と抗 CARDS toxin抗体を共に経⿐投与し、感染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の

免疫細胞数をフローサイトメーターで評価した（Fig. 9a）。肺胞洗浄液中における免疫細

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、抗 CARDS toxin抗体投与群で

減少傾向が認められた（Fig. 9b）。⼀⽅で、肺胞マクロファージ数は、アイソタイプ抗体

投与群と抗 CARDS toxin抗体投与群で差は認められなかった（Fig. 9b）。次に、感染 3 ⽇

後の好中球浸潤における CARDS toxin の寄与を明らかとするために、Mp と抗 CARDS 

toxin抗体共投与 2 ⽇後において、再度、同量の抗 CARDS toxin抗体のみを経⿐投与し、

感染 3 ⽇後における肺胞洗浄液中の免疫細胞数をフローサイトメーターで評価した（Fig. 

9a）。その結果、抗 CARDS toxin抗体投与群における肺胞洗浄液中の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（Fig. 9c）。また、

肺胞マクロファージ数は、アイソタイプ抗体投与群と抗 CARDS toxin抗体投与群で差は認

められなかった（Fig. 9c）。以上の結果より、CARDS toxin が、Mp 感染時における好中

球浸潤に寄与することが⽰された。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Role of ROS in TLR2-mediated induction of inflammatory cytokines. Cultured alveolar macrophages 

(AM) were treated with a TLR2 ligand Pam2CKS4, and BHA at 37°C. On 24h after incubation, the levels of IL-1a, IL-

6 and IL-12 p40 in supernatant were analyzed with ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment was 

performed twice. DMSO: n = 3, BHA: n = 3. Student’s t-test were used for statistics analysis. **P < 0.01. 
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Figure 9. Involvement of CARDS toxin in Mp-mediated lung inflammation. (a) Scheme of the experiment. (b) 

BALB/c mice were treated intranasally with mixture of Mp (6.0 × 107 CFU) and anti-CARDS toxin antibody (CTx Ab) 

(20 µg/mouse). On 24h after the treatment, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ 

Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were evaluated by flow cytometry. (c) 

BALB/c mice were treated intranasally with 6.0 × 107 CFU of Mp and anti-CTx Ab (20 µg/mouse) followed 48h by 

additional intranasal anti-CTx Ab (20 µg/mouse). On 72h after Mp infection, the numbers of CD45+ immune cells, 

neutrophils and alveolar macrophages in BALF were evaluated by flow cytometry. Data are shown as means ± SD. 

Each experiment was performed twice. (b) isotype Ab: n = 5, anti-CTx Ab: n = 5; (c) isotype Ab: n = 5, anti-CTx Ab: n 

= 5. Student’s t-test were used for statistics analysis. *P < 0.05. 
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組換え CARDS toxin 蛋⽩質の活性評価 

次に、CARDS toxin における好中球浸潤メカニズムを解明するために、組換え CARDS 

toxin蛋⽩質を⼤腸菌で作製した。過去の報告より、組換え CARDS toxin蛋⽩質は、気道

上⽪細胞に空胞を形成させること 39、またマクロファージからの IL-1b産⽣を誘導すること
50 などが明らかとなっている。そこで、作製した組換え CARDS toxin蛋⽩質が空胞化活性

および IL-1b誘導能を有するのかを確認した。ヒト上⽪細胞である A549 細胞に CARDS 

toxin を添加して培養後、顕微鏡を⽤いて、細胞に空胞が形成することを確認した（Fig. 10a）。

また、予め PMA で刺激したヒト単球系細胞である THP-1 細胞に CARDS toxin を添加し、

培養上清中の IL-1bを評価したところ、CARDS toxin添加群において、有意に上昇した（Fig. 

10b）。さらに、カスパーゼ 1 阻害剤である Ac-YVAD-CHO を共添加しておくことで、

CARDS toxin による IL-1bの増加が抑制されたことから、組換え CARDS toxin 蛋⽩質が

IL-1b誘導能を有することが⽰唆された（Fig. 10b）。以上の結果より、作製した組換え

CARDS toxin蛋⽩質が活性を有することが⽰された。 

 

 

 
 

Figure 10. Validation of recombinant CARDS toxin. Recombinant CARDS toxin was generated by using E.coli 

BL21. (a) A549 cells were treated with recombinant CARDS toxin (0, 50, 100 µg/mL) at 37°C. Vacuolization of A549 

cells were evaluated by microscopy at 48h after CARDS toxin treatment. (b) PMA-differentiated THP-1 cells were 

incubated with a caspase inhibitor Ac-YVAD-CHO, and CARDS toxin (100 µg/mL) at 37°C. On 24h after incubation, 

the levels of IL-1b in supernatant were assessed using ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment 

was performed twice. (b) Control (DMSO: n = 3, Ac-YVAD-CHO: n = 3), CARDS toxin (DMSO: n = 3, Ac-YVAD-CHO: 

n = 3). Tukey’s test (b) were used for statistics analysis. **P < 0.01. 
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組換え CARDS toxin 蛋⽩質投与による炎症評価 

次に、作製した CARDS toxin をマウスに経⿐投与し、投与 1 ⽇後の肺における炎症およ

び組織傷害を評価した。その結果、投与 1 ⽇後において、CARDS toxin群における肺胞洗

浄液中の LDH は、コントロール群と⽐較して有意な上昇が認められた（Fig. 11a）。また、

肺胞洗浄液中の免疫細胞数および好中球数は、コントロール群と⽐較し、CARDS toxin群

において有意な増加が認められた⼀⽅で、肺胞マクロファージ数は、コントロール群と

CARDS toxin群間に差は認められなかった（Fig. 11b）。さらに、CARDS toxin投与 12

時間後の肺胞洗浄液中における IL-1aおよび IL-12 p40 量は、コントロール群と⽐較して

有意な上昇が認められた（Fig. 11c）。また、CARDS toxin投与 1 ⽇後の肺胞洗浄液中に

おいて、CXCL1 はコントロール群と⽐べて有意に上昇するものの、CXCL2 は、コントロー

ル群と同程度であった（Fig. 11d）。次に、CARDS toxin に起因した好中球浸潤が TLR2

シグナルに依存するのかを明らかとするために、TLR2-/- マウスに CARDS toxin を経⿐投

与し、投与 1 ⽇後の肺胞洗浄液中における免疫細胞数を評価した。その結果、免疫細胞数、

好中球数および肺胞マクロファージ数は、TLR2+/- マウスと TLR2-/- マウス間に差は認めら

れなかった（Fig. 12）。以上の結果より、CARDS toxin は、TLR2 ⾮依存的な好中球浸潤

に伴う炎症の惹起に寄与していることが⽰唆された。 
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Figure 11. Characterizing CARDS toxin-mediated lung inflammation. BALB/c mice were treated intranasally with 

CARDS toxin (50 µg/mouse). (a) BALF was harvested 24h after the treatment and LDH was measured for evaluation 

of lung injury. (b) On 24h after CARDS toxin treatment, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ 

CD11b+ Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were evaluated by flow 

cytometry. (c) On 12h after CARDS toxin treatment, the levels of IL-1a and IL-12 p40 were evaluated by ELISA. (d) 

On 24h after CARDS toxin treatment, the levels of CXCL1 and CXCL2 were evaluated by ELISA. Data are shown as 

means ± SD. Each experiment was performed twice. (a) Control: n = 5, CARDS toxin: n = 5; (b) Control: n = 5, CARDS 

toxin: n = 5; (c) Control: n = 5, CARDS toxin: n = 5; (d) Control: n = 5, CARDS toxin: n = 5. Student’s t-test (a-d) were 

used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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組換え CARDS toxin 蛋⽩質投与時の好中球浸潤に寄与する因⼦の探索 

続いて、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-

1a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-1a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（Fig. 13）。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（Fig. 

13）。また、肺胞マクロファージ数は、抗 IL-1a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（Fig. 13）。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-1aが寄与する可能性が⽰された。 

 

Figure 12. The role of TLR2 in neutrophil recruitment by CARDS toxin. Control TLR2+/- (+/-) and TLR2-/- (-/-) mice 

were treated intranasally with CARDS toxin (50 µg/mouse). On 24h after CARDS toxin treatment, the numbers of 

CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ 

Siglec-F+) in BALF were evaluated by flow cytometry. Each experiment was performed twice. +/-: n = 10, -/-: n = 8. 

Student’s t-test were used for statistics analysis. 
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Figure 13. Role of IL-1a in neutrophil infiltration induced by CARDS toxin. BALB/c mice were injected 

intranasally with an anti-IL-1a antibody (Ab) (20 µg/mouse) or an anti-IL-12 p40 Ab (50 µg/mouse) followed 1h by 

intranasal CARDS toxin (50 µg/mouse). On 24h after the CARDS toxin treatment, the numbers of CD45+ immune 

cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–) and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in 

BALF were evaluated by flow cytometry. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. 

isotype Ab: n = 6, anti-IL-1a Ab: n = 6, anti-IL-12 p40 Ab: n = 5. Student’s t-test were used for statistics analysis. **P 

< 0.01. 
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【考察】 

Mp 感染時に最も観察される臨床所⾒は肺炎であるが、その病態形成に寄与する因⼦は未

だ不明であった。本研究で使⽤した Mp 感染早期のマウスモデルにおける肺胞洗浄液を解

析したところ、LDH の上昇（Fig. 1b）および好中球浸潤（Fig. 1e）が認められ、Mp 感染

による肺の炎症および組織傷害が観察された。さらに、好中球を Mp 感染に先⽴って除去し

た場合に、Mp の排除はほとんど影響を受けない⼀⽅で（Fig. 3a）、肺組織傷害が抑制され

ることを明らかとした（Fig. 3b）。本結果は、好中球が Mp 感染防御に重要ではないこと

を報告した過去の報告と⼀致する 36,37。さらに、Mp 感染後に浸潤した好中球が、ヒトの肺

組織の傷害を引き起こす可能性が⽰されていることから 27,28、好中球は Mp 感染早期にお

いて、治療により抑制すべき標的であることが推察された。本モデルにおける好中球は

TLR2 を介したシグナルにより誘導される⼀⽅で（Fig. 5c, d）、TLR2 のシグナルは Mp の

排除にも重要であることが⽰された（Fig. 5a）。すなわち、Mp 感染時における肺炎の抑制

を⽬的として TLR2 シグナルを抑制することは、菌量の増加を誘発してしまう問題が考え

られた。そこで、TLR2 の下流のシグナルを追及した結果、興味深いことに、TLR2依存的

に誘導される IL-1aと IL-12 p40 はそれぞれ単独では好中球浸潤に寄与しないものの、共

存在することで好中球浸潤に寄与することが明らかとなった（Fig. 6c）。さらに、重要な点

として、これらサイトカインが Mp の排除には影響を与えないことも明らかとした（Fig. 

6a）。以上の結果より、IL-1aと IL-12 p40 の両⽅を標的とした治療戦略が Mp 肺炎をコン

トロールする上で有効である可能性が考えられた。 

IL-1aおよび IL-12 p40 の産⽣は、Mp添加時において誘導される ROS に依存して肺胞

マクロファージから産⽣される経路が重要である可能性が⽰された（Fig. 7e）。⼀⽅、Mp

は、宿主内において⽣存のためにグリセロールを取り込み、その代謝の過程で活性酸素を放

出することが知られており、それら活性酸素は、宿主細胞を傷害することが報告されている
51。そのため、BHA により捕捉した ROS が肺胞マクロファージに由来するのか、Mp に由

来するのかは詳細な検討を⾏っていないので未だ不明である。しかし、Mp 感染による炎症

性サイトカインの誘導が TLR2⽋損マウスにおいて減少したこと（Fig. 5e）、TLR2 リガン

ド添加時における肺胞マクロファージからの炎症性サイトカインの誘導が BHA共存在によ

り減少したこと（Fig. 8）を鑑みると、Mp の保有する TLR2 リガンドに依存した ROS産⽣

が主であると考えられる。また、ROS産⽣には、MyD8852 や ASK153 の関与が報告されて

おり、そのため、TLR2シグナルによる ROS産⽣に MyD88や ASK1 が寄与する可能性が

考えられる。⼀⽅で、TLR2-/- マウスにおける肺胞洗浄液中の IL-1aは、ほぼ全て減少した

にも関わらず、IL-12 p40 の減少はわずかだったことから、IL-12 p40 に関しては TLR2 ⾮

依存的な経路の存在が⽰唆される（Fig. 5e）。過去の in vitro の研究において、マクロファ

ージと Mp を共培養した際の炎症反応は、TLR2シグナルのみならず、TLR4シグナルも寄
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与することが報告されており、Mp 感染時において寄与する可能性は⼗分にあり得る 38。本

検討では、肺胞マクロファージが IL-12 p40 の産⽣源であることを⽰したが、マウス肺内

には、樹状細胞など、IL-12 p40 の産⽣源になり得る細胞が存在するため、今後より詳細に

IL-12 p40 の産⽣細胞および誘導メカニズムを解明する必要がある。これらの解明は、TLR2

⾮依存的な炎症惹起メカニズムの解明に繋がると考えられる。 

肺胞マクロファージは、恒常的に IL-1aを細胞内に蓄積し、細胞死に伴い、IL-1aを細胞

外に放出することで、炎症を惹起することが知られており 54-56、Mp 感染後に上昇した IL-

1aの⼀部は、肺胞マクロファージの細胞死に由来する可能性が⽰された（Fig. 4b, c, Fig. 

7a, b）。また in vitro の検討において、細胞死を誘導しない条件下においても、培養上清中

の IL-1aが上昇したこと（Fig. 7a, b）、Mp 感染後、経時的に IL-1aの mRNA が上昇する

こと（Fig. 2b）を鑑みると、IL-1aは、肺胞マクロファージの細胞死による放出だけでなく、

誘導的にも産⽣されると考えられる。本検討より、肺胞マクロファージが IL-1aの主たる産

⽣源であると考えられるが、Mp 感染時において上昇した IL-1aが肺胞マクロファージ由来

であるかについては不明である。IL-1aは、気道上⽪細胞にも蓄積することが知られている

ことから 57、産⽣源となり得る可能性があるため、今後より詳細な検討を⾏う必要がある。 

 ⼀⽅で、IL-1aおよび IL-12 p40 がどの細胞に作⽤し、どのような因⼦を介して好中球

の浸潤を誘導するのか、なぜ⽚⽅が⽋如すると好中球浸潤を抑制できないのかなど、明らか

とすべき課題は多く残されている。また本検討において、TLR2-/- マウスにおける肺胞洗浄

液中の好中球数が減少していた際に（Fig. 5c）、CXCL1 および CXCL2 が減少していたこと

から（Fig. 5f）、IL-1aおよび IL-12 p40 が肺胞上⽪細胞、肺胞マクロファージもしくは他

の細胞を刺激することにより、ケモカインを誘導し、好中球の浸潤を促進していると考えて

いる。過去に、Aspergillus fumigatus の感染時において、IL-1aがケモカインを介して、

肺内における好中球の浸潤に寄与すること 58 や、IL-1aによる好中球浸潤が CXCL1 のレセ

プターである CXCR2 の⽋損マウスにおいて顕著に減少すること 59 が報告されている。⼀

⽅、リコンビナント IL-12 をチンパンジーに静脈内投与することで、ケモカイン誘導を介

する好中球浸潤を促進し、Cryptococcus neoformans 感染を防御することが報告されてい

る 60。また、IL-12 p40 のサブユニットを有する IL-23 は、gdT 細胞を刺激することで、IL-

17 を産⽣し、好中球浸潤に寄与することが明らかとなっている 61。しかし、本検討では、

PBS 群と Mp 感染群間において、肺胞洗浄液中の IL-23 に差は認められなかった（データ

未記載）。過去の報告では、Mp 感染後の肺胞洗浄液中において、IL-23 mRNA の上昇が観

察されているものの、ELISA等を⽤いた蛋⽩質量の評価は⾏っていない 62。そのため、IL-

23量は極めて低く、ELISA による評価が困難であると考えられ、本モデルにおいても、IL-

23 mRNA の評価や抗 IL-23抗体を⽤い、IL-23 が Mp 感染後の好中球浸潤に及ぼす影響を

評価する必要がある。今後より詳細な検討を図ることで、Mp 肺炎を抑制可能なより良い標
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的因⼦の発⾒に繋がると考えられる。 

 ⼀⽅で、CARDS toxin による TLR2 ⾮依存的な炎症経路の存在も明らかとした（Fig. 12）。 

また、Mp 感染早期において観察される好中球浸潤の多くは TLR2シグナルに依存するもの

の、⼀部 TLR2 ⾮依存であることを明らかとしている（Fig. 5c）。さらに、抗 CARDS toxin

抗体投与により感染早期の好中球が減少傾向を⽰したことから、感染早期における好中球

浸潤の⼀部に CARDS toxin が寄与することが⽰された（Fig. 9b）。これら結果を総合的に

判断すると、感染早期に観察される好中球は、TLR2依存的な経路と CARDS toxin による

TLR2 ⾮依存的な経路の総和であることが⽰唆された。また、Mp 感染時における好中球浸

潤には、IL-1aと IL-12 p40 が共に存在する必要がある（Fig. 6c）⼀⽅で、CARDS toxin

による TLR2 ⾮依存的な好中球浸潤は、IL-1aのみに起因していることが明らかとなった

（Fig. 13）。Mp 感染時においては、TLR2シグナルを介した IL-1aと IL-12 p40 が強く誘

導される（Fig. 2a）。しかし、CARDS toxin投与時における IL-1aと IL-12 p40 は、コン

トロール群と⽐較すると有意には増加するものの、特に、IL-12 p40 は Mp 感染時と⽐較す

ると、極めて低値である（Fig. 11c）。そのため、Mp 感染時とは異なり、CARDS toxin投

与時の好中球浸潤における IL-12 p40 の寄与は低いと考えているが、その詳細は不明であ

る。また、CARDS toxin が IL-1bを誘導すること 50 や IL-1bが IL-1aの分泌に寄与すること
63 が明らかとなっていることから、CARDS toxin 投与による IL-1bの誘導が IL-1a分泌を

促進し、好中球浸潤に寄与した可能性が考えられる。しかしながら、本検討では、肺胞洗浄

液中の IL-1bは検出することができず、その寄与を明確にすることはできなかった。⼀⽅、

Mp 感染時において、経時的に IL-1bの mRNA が上昇するものの（データ未記載）、ELISA

による検出が不可能であることから、蛋⽩質量が極めて低いことが⽰唆されている。そのた

め、CARDS toxin投与時においても、IL-1bは上昇しているが、蛋⽩質量が低い可能性が考

えられる。 

また、Mp 感染 3 ⽇後における好中球浸潤の⼤部分が TLR2-/- マウスにおいて減少するこ

とを明らかとした（Fig. 5d）。興味深いことに、TLR2 ⾮依存的な好中球浸潤を誘導する

CARDS toxin が感染 3 ⽇後における好中球浸潤に寄与することが明らかとなった（Fig. 9c）。

しかし、その詳細なメカニズムを解明するまでには⾄っていないものの、感染 3 ⽇後の好

中球浸潤には、TLR2シグナルと CARDS toxin が共に存在することが重要であると⽰唆さ

れ、両者が相乗効果を⽰す可能性も考えられる。本検討では、組換え CARDS toxin蛋⽩質

を⽤い、CARDS toxin の TLR2 ⾮依存的な好中球浸潤メカニズムを解明したが、Mp 表⾯

に CARDS toxin が存在するとの報告もあり 44、分泌型と機能が異なる可能性も考えられ

る。さらに感染が経過すると共に、CARDS toxin の寄与が⼤きくなった理由として、①感

染後の肺内における CARDS toxin の増加、②肺胞マクロファージの CARDS toxin に対す

る感受性等の変化、③T 細胞、B 細胞、樹状細胞などの多くの免疫細胞の浸潤が認められる
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ことから、それら細胞に CARDS toxin が作⽤した可能性などが考えられる。また本検討で

は、CARDS toxin の炎症因⼦としての機能を評価する⽬的で⽐較的に⾼容量の組換え

CARDS toxin蛋⽩質（50 µg/mouse）をマウスに投与している⼀⽅で、Mp 感染時におい

て分泌される CARDS toxin量は、組換え CARDS toxin蛋⽩質を投与した量よりも少ない

と考えられる。そのため、組換え CARDS toxin蛋⽩質投与時に認められた炎症反応と Mp

感染時において分泌される CARDS toxin が誘導する炎症反応が必ずしも⼀致するとは考え

ていない。今後、Mp 感染症による炎症を抑制する上で、Mp 感染時における CARDS toxin

の機能をより詳細に評価することが⾮常に重要であると推察される。 

本節では、Mp の排除機構に影響を与えず、好中球浸潤を抑制可能な候補因⼦として、

TLR2シグナルに依存した IL-1aおよび IL-12 p40 を明らかとした。また、CARDS toxin

が Mp 肺炎の病態形成に⼀部寄与することを明らかとした。これら因⼦を治療標的とする

ことで、より安全で有効な抗炎症薬となり得るだろう。 
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本論 
第⼆節 遺伝的背景の異なるマウスを⽤いた感受性⽐較および炎症評価 

 

Mp はヒトの肺内で増殖する⼀⽅で、我々のマウスモデルでは、速やかに肺胞マクロファ

ージなどにより排除されるため、ヒトにおける感染早期の炎症病態は模倣できているもの

の、持続する肺の炎症については模倣できていないと考えられる。事実、ヒトにおいて、潜

伏期間は 1-3 週間と⽐較的⻑いことが知られている 13。さらに、ヒトにおいて、感染初期

には好中球による炎症が主体であるものの、感染後期になると徐々に T 細胞による炎症の

寄与が⼤きくなると考えられていることから 17,64、肺内に菌が⻑期間存在し得る、Mp に対

して⾼感受性のマウスは、感染後期の病態評価モデルとして有⽤であると考えられる。 

本観点より、様々な研究で、遺伝的背景の異なるインブレッドマウスを使⽤して、感染に

おける感受性の違いを評価する⼿法が⽤いられてきた 65-70。本⼿法は、各系統のマウスで

遺伝的背景が均⼀であること、実験的曝露に対する反応のブレが⼩さいことから汎⽤され

ている。例えば、過去の報告において、遺伝的背景の異なる 5 種類のマウスを⽤い、

Mycoplasma pulmonis に対する感受性の違いを評価している 68。また⾼感受性マウスと

低感受性マウスに Mycoplasma pulmonis を感染させ、感染後における、肺の菌量、肺組

織傷害、炎症性サイトカイン発現、抗体産⽣能などを⽐較検討し、Mycoplasma pulmonis

による病態の評価を試みている 68-70。さらに、Mp を⽤いた検討においても、感染後の肺胞

洗浄液中の菌量が、C57BL/6 マウスと⽐較して BALB/c マウスにおいて⾼値を⽰すことか

ら、C57BL/6 マウスと BALB/c マウスの Mp に対する感受性の違いが報告されている 37。

そのため、Mp に対するマウスの感受性を⽐較することは、Mp 感染時における免疫反応を

評価する上で有⽤である可能性がある。         

そこで本節では、遺伝的背景の異なる 8 種類のマウス（A/J マウス、BALB/c マウス、

C3H/HeJマウス、C3H/HeN マウス、C57BL/6J マウス、CBA/N マウス、DBA/1 マウス、

DBA/2 マウス）を⽤いて、Mp に対する感受性の違いを⽐較した。さらに、⾼感受性を⽰し

た DBA/2 マウスと、第⼀節で使⽤した BALB/c マウスを⽤いて、Mp 感染後の獲得免疫系

への影響の違いについても評価した。 
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【実験材料と⽅法】 

試薬 

Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt dihydrate（EDTA-2Na）、Ammonium 

chloride（NH4Cl）、Potassium hydrogen carbonate（KHCO3）は Nacalai Tesqueより

購⼊した。Horseradish-peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgGはMerck Millipore

より購⼊した。2-mercaptoethanol は、Sigmaより購⼊した。P1(アミノ酸残基︓60–1525)

蛋⽩質は、⼀般財団法⼈阪⼤微⽣物病研究会より譲渡を受けた。 

 

実験動物 

6-7 週齢の A/Jマウス、BALB/c マウス、C3H/HeJマウス、C3H/HeN マウス、C57BL/6J 

マウス、CBA/N マウス、DBA/1 マウス、DBA/2 マウス（雄）は、⽇本エスエルシー株式

会社より購⼊した。これらマウスの飼育⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp 培養 

Mp の培養⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp ストックのタイター確認 

Mp ストックのタイター確認⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp 感染 

Mp の感染⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

肺胞洗浄液の回収 

肺胞洗浄液の回収⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価 

肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

⾎漿中抗体価 

BALB/c マウス、DBA/2 マウスに、⿇酔下で Mp（1.5 × 109 CFU/mL）を⽚⿐ 20 µL、

計 40 µL（6.0 × 107 CFU/mouse）で経⿐投与した（Day 0）。Day 14 で、ヘパリン処理

ヘマトクリット⽑細管（ASONE）を⽤いて眼底より⾎漿を回収し、Mp 特異的抗体価および

P1 蛋⽩質特異的抗体価を ELISA により評価した。Mp は 10 µg/mL、P1(60–1525)蛋⽩

質は 1 µg/mL となるように、それぞれ PBS で希釈し、96 well half area microplates
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（Corning Inc.）に添加し、4°C で⼀晩静置し固相化した。固相化したプレートを PBST

（0.05% Tween 20添加 PBS）で洗浄後、1% Block Ace（DS Pharma Biomedical, Osaka, 

Japan）を添加し、1時間室温で静置しブロッキングした。次にプレートを PBST で洗浄後、

0.4% Block Ace で希釈した⾎漿サンプルをブロッキングしたプレートに添加し、2時間室

温で静置した。2時間後、プレートを PBST で洗浄し 0.4% Block Ace で 5000倍希釈し

た horseradish-peroxidase標識 goat anti-mouse IgGを添加し、1時間室温で静置した。

プレートを PBST で洗浄後、終濃度 0.8 mM の tetramethyl benzidine（Nacalai Tesque）

を⽤いて発⾊させ、2 N H2SO4 により発⾊反応を停⽌後、microplate reader を⽤いて

OD450–570 を測定した。 

 

肺胞洗浄液中における菌量評価 

肺胞洗浄液中における菌量評価⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

脾細胞の再刺激によるサイトカイン産⽣評価 

BALB/c マウス、DBA/2 マウスに、⿇酔下で Mp（1.5 × 109 CFU/mL）を⽚⿐ 20 µL ず

つ、計 40 µL（6.0 × 107 CFU/mouse）で経⿐投与した（Day 0）。Day 14 で脾臓を回収

し、細胞調製メディウム 10 mL 中で、5 mLシリンジのプランジャー部を⽤い、群ごとに

脾臓をまとめてすり潰し、70 µmセルストレーナーに通し、脾細胞を回収した。すり潰し

た脾臓は 50 mLチューブに回収し、600 × g、4°C、５分遠⼼後、上清を吸引し ACK lysis 

buffer（0.1 mM EDTA-2Na、10 mM KHCO3、150 mM NH4Cl溶解⽔）を 10 mL添加

し、混和後、室温で 5 分静置し溶⾎させた。その後、細胞調製メディウムを 10 mL加え、

溶⾎反応を⽌め、600 × g、4°C、５分遠⼼した。上清を吸引後、培養⽤メディウム（10 

vol% FCS、1 vol% ペニシリン-ストレプトマイシン溶液、4 ppm 2-mercaptoethanol添

加 RPMI1640）で懸濁し、再度 70 µmセルストレーナーに通して細胞塊を除き、細胞数を

測定した。2.0 × 107 cells/mL に調製した脾細胞 50 µL（1.0 × 106 cells/well）を 96 

well flat-bottomed culture plate に播種し、1.0 × 108 CFU/mL に調製した Mp 50 µL

（5 × 106 CFU/well）を添加し、計 100 µL で培養した。脾細胞の培養は、37°C、5% CO2、

飽和蒸気圧下で⾏い、培養から 3 ⽇で上清を回収した。培養上清中のサイトカイン産⽣評

価は ELISA kit を⽤い、IFN-g（BioLegend）、IL-17A（BioLegend）を測定した。プロト

コールは各 kit に準じた。 

 

Mp 再感染 

BALB/c マウス、DBA/2 マウスに、⿇酔下で Mp（1.5 × 109 CFU/mL)を⽚⿐ 20 µL ず

つ、計 40 µL（6.0 × 107 CFU/mouse)で経⿐投与した（Day 0)。Day 14 に、Day 0 と
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同様、⿇酔条件下で、Mp を経⿐投与した。 

 

CD4+ T 細胞除去 

BALB/c マウス、DBA/2 マウスに、⿇酔下で Mp（1.5 × 109 CFU/mL）を⽚⿐ 20 µL ず

つ、計 40 µL（6.0 × 107 CFU/mouse）で経⿐投与した（Day 0）。Day 13 において、CD4+ 

T 細胞を除去するため、anti-CD4 antibody（100 µg/mouse, clone: GK1.5, ハイブリド

ーマより精製)、コントロール抗体として、rat IgG2b, k Isotype Ctrl（100 µg/mouse, 

clone: RTK4530, BioLegend）を 300 µL/mouse で腹腔内投与した。Day 14 において、

Mp を感染させ、翌⽇（Day 15）に肺胞洗浄液を回収し、免疫細胞数はフローサイトメータ

ーを⽤いて解析した。 

 

統計解析 

統計解析⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

  



- 46 - 

 

【実験結果】 

各マウスの Mp 感染に対する感受性評価 

8 種類のマウス（A/J マウス、BALB/c マウス、C3H/HeJ マウス、C3H/HeN マウス、

C57BL/6J マウス、CBA/N マウス、DBA/1 マウス、DBA/2 マウス）の Mp に対する感受

性を評価するために、Mp 感染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の菌量を real-time PCR で測

定した。その結果、補体 C5 を⽋損している DBA/2 マウスにおける肺胞洗浄液中の菌量は、

BALB/c マウスや DBA/1 マウスと⽐較して、有意に⾼値を⽰した（Fig. 14a）。また、同

じく補体 C5 を⽋損している A/J マウスにおける菌量は、BALB/c マウスと同等であった

（Fig. 14a）。さらに、DBA/2 マウスの肺胞洗浄液中の菌量は、感染 3 ⽇および 5 ⽇後に

おいても BALB/c マウスと⽐較して⾼値を⽰した（Fig. 14b)。次に、標準平板菌数測定法

を⽤い、Mp 感染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の⽣菌数を評価したところ、real-time PCR

の結果と同様に、BALB/c と⽐較し、DBA/2 マウスにおいて⽣菌数が⾼値を⽰した（Fig. 

14c）。 

次に、Mp 感染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の免疫細胞数（CD45+）、好中球数（CD45+ 

Ly6G+ CD11b+ Siglec-F-）、肺胞マクロファージ数（CD45+ Ly6G- CD11c+ Siglec-F+）

をフローサイトメーターにより評価した。その結果、C57BL/6J マウスや CBA/N マウスに

おける免疫細胞数および好中球数は、BALB/c マウスと⽐較して、有意に低値を⽰した（Fig. 

15a)。また肺胞マクロファージ数は、BALB/c マウスと⽐較し、A/Jマウス、CBA/N マウ

スおよび C3H/HeJマウスにおいて有意に低値を⽰した（Fig. 15a)。しかし、DBA/2 マウ

スにおける肺胞洗浄液中の菌量は、BALB/c マウスと⽐較して⾼値である⼀⽅で（Fig. 14)、

肺胞洗浄液中の免疫細胞数、好中球数および肺胞マクロファージ数は、両系統間に差が認め

られなかった（Fig. 15a)。また、ナイーブな BALB/c マウスと DBA/2 マウスの肺胞洗浄

液中における免疫細胞数、好中球数および肺胞マクロファージ数も同様に、両系統間に差が

認められなかった（Fig. 15b)。 

次に、Mp 感染 1 ⽇後の肺胞洗浄液中において、炎症性サイトカインである IL-1a、IL-6

および IL-12 p40 量を ELISA により評価した。免疫細胞数および好中球数の結果と同様

に、C57BL/6J マウス、DBA/1 マウスおよび CBA/N マウスにおける IL-1a、IL-6 および

IL-12 p40 は、BALB/c マウスと⽐較して、減少傾向もしくは有意な減少を⽰した（Fig. 

16)。⼀⽅で、DBA/2 マウスにおける IL-1aや IL-6 は、BALB/c マウスと⽐較して変化が

ないものの、IL-12 p40 は有意に⾼値を⽰した（Fig. 16)。また、A/Jマウスにおける IL-

12 p40 も BALB/c マウスと⽐較して、⾼値の傾向が認められた（Fig. 16)。以上の結果よ

り、DBA/2 マウスは、他のマウスと⽐較して、感染後における肺内の菌量が⻑期間観察さ

れたことから、Mp 感染症に対して⾼感受性であることが⽰された。 
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Figure 14. Mp bacterial load in BALF after infection in several inbred mouse strains. Mice were infected 

intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). (a) On 24h after infection, DNA copies of Mp in BALF was determined using 

real-time PCR. (b) On 24h, 72h and 120h post-infection, DNA copies of Mp in BALF from BALB/c and DBA/2 mice 

was determined using real-time PCR. (c) On 24h post-infection, Mp bacterial load in BALF from BALB/c and DBA/2 

mice was analyzed by bacterial culture assay. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed 

twice. (a) n = 4 or 5 per group; (b) BALB/c: n = 5, DBA/2: n = 5-6; (c) BALB/c: n = 5, DBA/2: n = 6. Student’s t-test (b, 

c) and Tukey’s test (a) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Figure 15. Immune cell numbers in BALF after Mp infection in several inbred mouse strains. (a) Mice were 

infected intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). On 24h post-infection, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils 

(CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were 

determined by flow cytometry. (b) The numbers of CD45+ immune cells, neutrophils, and alveolar macrophages in 

BALF from naive BALB/c mice and naive DBA/2 mice were determined by flow cytometry. Data are shown as means 

± SD. Each experiment was performed twice. (a) n = 5 per group; (b) BALB/c: n = 5, DBA/2: n = 5. Student’s t-test (b) 

and Tukey’s test (a) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Figure 16. Cytokine levels in BALF after Mp infection in several inbred mouse strains. Mice were infected 

intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). On 24h post-infection, the concentrations of cytokines in BALF were determined 

by ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. n = 5 per group. Tukey’s test were 

used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 感染後における Mp 特異的抗体価および T 細胞応答評価 

獲得免疫系の誘導に重要な因⼦として知られている IL-12 p40 が、BALB/c マウスと

DBA/2 マウスの肺胞洗浄液中において有意な差が認められたことから（Fig. 16)、これら

マウスの Mp 感染後における獲得免疫反応に差異があるのかを評価した。まず、Mp 感染 14

⽇後において、⾎漿中における Mp 特異的抗体価を評価した（Fig. 17a)。ナイーブ BALB/c

マウスとナイーブ DBA/2 マウスにおいても Mp 特異的 total IgG はバックグラウンドとし

て⾼値を⽰しているものの、Mp 感染により、BALB/c マウスと DBA/2 マウスにおける⾎

漿中の Mp 特異的 total IgGは有意に増加した（Fig. 17b)。バックグラウンドが⾼い理由

として、Mp表⾯に存在する免疫グロブリン結合蛋⽩質に対し、⾮特異的に⼆次抗体が結合

している可能性が考えられた 71。そのため、Mp表⾯に存在する P1蛋⽩質に着⽬し、⾎漿

中における P1蛋⽩質特異的抗体価を評価した（Fig. 17a)。その結果、バックグラウンドが

低く抑えられ、Mp 特異的 total IgGと同様に、Mp 感染により BALB/c マウスと DBA/2 マ

ウスにおける⾎漿中の P1 特異的 total IgGは有意に増加した（Fig. 17c)。⼀⽅で、Mp 感

染により増加した Mp 特異的 total IgGおよび P1 特異的 total IgGは、両系統間に差が認

められなかった（Fig. 17b, c)。次に、Mp 感染 14 ⽇後のマウスより脾臓を回収し、Mp で

再刺激後の上清中サイトカイン量を解析することで、Mp 特異的な T 細胞応答を評価した。

Th1型サイトカインである IFN-gおよび Th17型サイトカインである IL-17A は、ナイーブ

BALB/c マウスおよびナイーブ DBA/2 マウスと⽐較して、Mp 感染後の BALB/c マウスお

よび DBA/2 マウスで有意な上昇が認められた（Fig. 17d)。また興味深いことに、Mp 感染

後の BALB/c マウスと DBA/2 マウスを⽐較したところ、培養上清中の IFN-gおよび IL-17A

は、DBA/2 マウスで有意に⾼値を⽰した（Fig. 17d)。以上の結果より、Mp 感染時におい

て DBA/2 マウスは、Mp 特異的 Th1 および Th17免疫応答を強く誘導することが明らかと

なった。 
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Figure 17. Immune responses after Mp infection. (a) Schematic representation of the experiment. (b-d) BALB/c 

and DBA/2 mice were infected intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). (b, c) On day 14 post-infection, the levels of (b) 

Mp-specific total IgG in 32-, 160-, and 800-fold diluted plasma, and (c) recombinant P1-specific total IgG in 160-, 800-, 

and 4000-fold diluted plasma were determined using ELISA. (d) On day 14 post-infection, splenocytes were cultured 

with Mp for 72h and the levels of IFN-g and IL-17A in the culture supernatant were determined by ELISA. Data are 

shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (b) n = 5 per group; (c) n = 5 per group. (b, c) Significant 

differences were observed only in the (b) 32-fold– and (c) 160-fold–diluted plasma samples. Tukey’s test (b-d) were 

used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Mp 再感染後における肺胞洗浄液中の免疫細胞数評価 

DBA/2 マウスの Mp 感染により、Mp 特異的 Th1 および Th17応答が強く誘導されたこ

とから（Fig. 17d)、次に、これら T 細胞応答が Mp再感染時に及ぼす影響を評価した。ま

ず、BALB/c マウスと DBA/2 マウスに Mp を感染させ、14 ⽇後に再度Mp を感染し、再感

染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の菌量および免疫細胞数を評価した（Fig. 18a)。その結果、

BALB/c マウスおよび DBA/2 マウスの Mp再感染群における菌量は、それぞれの Mp 初回

感染群と⽐較して、有意な減少が認められた（Fig. 18b)。また、BALB/c マウスの肺胞洗

浄液中の免疫細胞数および好中球数は、初回感染時と再感染時に差が認められない⼀⽅で、

DBA/2 マウスの肺胞洗浄液中の免疫細胞数および好中球数は、初回感染時と⽐較し、再感

染時において有意に増加した（Fig. 18c)。また肺胞マクロファージ数は、どちらの系統に

おいても同程度であった（Fig. 18c)。以上の結果より、DBA/2 マウスに Mp を再感染させ

た際、初回感染と⽐較し、肺内の炎症が増悪することが⽰された。 

次に、DBA/2 マウスの再感染時に認められた肺への好中球浸潤に Th1 および Th17応答

が寄与するのかを評価するために、Mp 再感染前に抗 CD4 抗体を処置し、CD4+ T 細胞を

除去した。その後、Mp再感染 1 ⽇後における肺胞洗浄液中の免疫細胞数、好中球数および

肺胞マクロファージ数をフローサイトメーターにより評価した（Fig. 19a)。その結果、ア

イソタイプ抗体投与群と⽐較し、抗 CD4抗体投与群において、どちらの系統でも免疫細胞

数および好中球数の有意な減少が認められた（Fig. 19b)。⼀⽅で、肺胞マクロファージ数

には変化が認められなかった（Fig. 19b)。これらの結果より、Th1 や Th17 免疫応答が

DBA/2 マウスの再感染時に認められた肺への好中球浸潤の亢進に寄与していることが⽰さ

れた。 
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Figure 18. Mp bacterial load and immune cell numbers in BALF after Mp reinfection in BALB/c and DBA/2 
mice. (a) Schematic representation of the experiment. (b, c) BALB/c and DBA/2 mice were infected intranasally with 

Mp (6.0 × 107 CFU). On day 14 post-infection, mice were intranasally reinfected with Mp (6.0 × 107 CFU). On the day 

after reinfection, (b) DNA copies of Mp and (c) the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ 

Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were determined by real-time PCR 

(b) and flow cytometry (c). Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (b) n = 5 per 

group; (c) n = 5 per group. Student’s t-test (b, c) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Figure 19. CD4+ T cell-dependent neutrophil infiltration in reinfected mice. (a) Schematic representation of the 

experiment. (b) BALB/c and DBA/2 mice were infected intranasally with Mp (6.0 × 107 CFU). On day 13 post-infection, 

mice were injected intraperitoneally with anti-CD4 or isotype-control antibody (Ab). On day 14, mice were intranasally 

reinfected with Mp. The day after Mp reinfection, the numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ 

CD11b+ Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF were determined by flow 

cytometry. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice. (b) BALB/c (isotype Ab: n = 10, 

anti-CD4 Ab: n = 10), DBA/2 (isotype Ab: n = 9, anti-CD4 Ab: n = 8). Student’s t-test (b) were used for statistics 

analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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【考察】 

本検討では、Mp 感染 1 ⽇後の DBA/2 マウスにおける肺胞洗浄液中の菌量が、異なる遺

伝⼦背景を持つ 7 種類のマウス（A/J、BALB/c、C3H/HeJ、C3H/HeN、C57BL/6J、CBA/N、

DBA/1）と⽐較して、最も⾼値を⽰すことを明らかとした（Fig. 14a）。過去の報告におい

て、DBA/2 マウスは、Pseudomonas aeruginosa、Bacillus anthracis や Staphylococcus 

aureus など、他の病原体に対して感受性が⾼いことが知られている 72-75。本結果は、過去

の報告と類似しており、DBA/2マウスはMp感染に対しても感受性が⾼いことが⽰された。 

補体は 30 種以上の蛋⽩質からなり、⾃然免疫および獲得免疫の活性化などを担う⽣体防

御システムである 76。補体の主な機能として、病原体をオプソニン化し、好中球やマクロフ

ァージによる貪⾷を促進させることで、病原体を排除する。それに加え、肥満細胞、マクロ

ファージ、顆粒球、⾎⼩板および内⽪細胞を含む、多くの細胞を活性化させる補体フラグメ

ント（C3a、C5a）を誘導する 77。様々な補体フラグメントの中でも、C5a は、好中球表⾯

に存在する C5a 受容体を介し、好中球の活性化および浸潤を促進することが知られている
77-79。DBA/2 マウスと A/Jマウスは、共に補体フラグメント C5 を⽋損している 80。⼀⽅

で、A/Jマウスの肺胞洗浄液中の菌量は他のマウスと同程度であったことから、補体カスケ

ードが DBA/2 マウスで観察された菌量の増加に寄与しないことが⽰唆された（Fig. 14a）。

⼀般的に、肺内に侵⼊した異物および病原体等の排除は、肺胞に常在する組織マクロファー

ジである肺胞マクロファージが主体であることが知られている 81-83。Wilson らは、DBA/2

マウスにおけるマクロファージの殺菌能が、C57BL/6 のマクロファージと⽐較して低いこ

とを報告している 73。そのため、DBA/2 マウスにおける菌量の増加は、肺胞マクロファー

ジの殺菌能が低いことに起因する可能性が考えられる。しかし、DBA/2 マウスが Mp に⾼

感受性を⽰す明確なメカニズムについては未だ不明なままである。 

また、Mp 感染時における肺胞洗浄液中の好中球数は、DBA/2 マウスおよび A/J マウス

間で差が認められなかったことから、Mp 感染時の好中球浸潤における C5 の寄与は低いと

考えられる（Fig. 15a）。また、C57BL/6Jマウスや CBA/N マウスにおける免疫細胞数や好

中球数は、BALB/c マウスと⽐較して、有意に低値を⽰している（Fig. 15a）。さらに、これ

ら結果と相関し、C57BL/6Jマウスや CBA/N マウスにおける肺胞洗浄液中の IL-1a、IL-6

および IL-12 p40 においても、有意に低値もしくは低下傾向を⽰していた（Fig. 16）。Liu

らは、BALB/c マウスの樹状細胞において、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6 の mRNA の発現

量が、C57BL/6 マウスの樹状細胞と⽐較して、⾮常に⾼いことを⽰しており 84、マウス系

統間で TLR 発現が異なることを⽰唆している。第⼀節の結果でも⽰しているように、IL-1a、

IL-6 および IL-12 p40 は、主に TLR2シグナル依存的であることから（Fig. 5e）、C57BL/6J

マウスおよびCBA/N マウスにおける TLR2 発現が他のマウスと⽐較して低値であるかもし

れない。  
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⼀⽅で、DBA/2 マウスおよび A/Jマウスの肺胞洗浄液中における IL-12 p40 は、BALB/c

マウスと⽐較して、有意に上昇もしくは上昇傾向が認められた（Fig. 16）。IL-12 p40 は、

ナイーブ T 細胞から Th1 細胞に分化するために必須である IL-12 p70 と Th17 細胞への

分化に寄与する IL-23 に共通するサブユニットである 85。そのため、Mp 感染後における、

DBA/2 マウスの Mp 特異的 Th1 および Th17免疫応答の有意な上昇は、Mp 感染 1 ⽇後に

上昇した IL-12 p40 に起因している可能性がある（Fig. 17d）。過去の報告より、エンドト

キシンショック状態下で、C5a が IL-17A および IL-23 の産⽣を抑制し、抗炎症作⽤を発揮

することが明らかとなっている 86。また喘息モデルにおいて、C5a が IL-23依存的な Th17

免疫応答を抑制することも報告されている 87。これらの報告を考慮すると、感染後に上昇

する IL-12 p40 は、IL-23 であると考えられる。そのため、C5 を⽋損している DBA/2 マ

ウスは、感染後の IL-23 が上昇している可能性が⾼く、その上昇が Th1 および Th17免疫

応答の促進に寄与しているのかもしれない。 

次に、Th1 および Th17免疫応答が、Mp の再感染時に与える影響を評価したところ、感

染後における好中球浸潤の亢進に寄与することが明らかとなった（Fig. 19b）。本結果は、

マウスやハムスターに Mp を再感染させた際に、肺炎の増悪が観察されたという報告と⼀

致する 88,89。それに加え、ヒトにおいても再感染で悪化することが報告されている 90。す

なわち、Mp の初回感染は、再感染時における炎症をより強く惹起する免疫応答を誘導する

可能性がある。そのため、再感染時に認められた好中球の上昇は、初回感染時に誘導された

免疫応答に起因する可能性が考えられた。過去に、Mp 特異的な CD4+ T 細胞が、肺炎の悪

化に寄与するという報告がなされている 91。例えば、Yang らは、ヒトにおける Mp 肺炎時

において、Th1/Th2 ⽐の上昇が病態の重篤化に関連することを⽰している 92。また、IL-

17 の産⽣による好中球浸潤に寄与する Th17 細胞の増加 93 および IL-17A の上昇は、難治

性 Mp 肺炎患者において観察されている 94,95。これらの報告は、Mp 感染後の DBA/2 マウ

スにおいて誘導された CD4+ T 細胞が、再感染時において好中球浸潤を促進し、肺炎を悪

化させる可能性を⽀持するものである。しかし本検討では、CD4+ T 細胞のサブセットを明

確にするまでには⾄らなかった。今後、CD4+ T 細胞のサブセットを同定すると共に、IL-

12 p40 の中和抗体を⽤いて、IL-12 p40 の上昇と CD4+ T 細胞の誘導との関連性を明らか

とすることで、再感染時における肺炎の悪化を予防可能であると考えられる。 

以上、本検討では、DBA/2 マウスが Mp 感染後の病態を評価する上で有⽤なモデルマウ

スであると共に、遺伝⼦背景の異なるマウスを⽤いることで、Mp の病原性を評価可能であ

ることを⽰した。 
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本論 
第三節 ワクチン接種による肺炎悪化メカニズムの解明 

 

ワクチンは、Mp 感染による肺炎や⼆次的に誘発する合併症を予防するために有⽤である

と考えられる。特に、治療薬の選択が困難となる薬剤耐性 Mp も予防可能であることから、

ワクチンの開発が待望されている。 

Mp は、ヒト気道上⽪細胞に接着することで増殖し、感染が成⽴することから、Mp 表⾯

に存在する付着因⼦である P1 や P30、もしくはホルマリンで不活化した Mp を抗原とした

ワクチン開発が試みられている。例えば、P１と P30 を結合させた融合蛋⽩質を免疫して得

られた抗体が、ヒト気道上⽪細胞への Mp の接着を 95%抑制することが報告されている 96。

また、接着に寄与する P1 の C末端である P1C をコードするプラスミドベクターをマウス

に投与することで、Mp 感染を防御することも⽰されている 97。さらに、ヒトを対象とした

研究において、ホルマリンを⽤いて不活化した Mp と免疫賦活化剤としてアルミニウムア

ジュバントを⽤いたワクチンが、気管⽀炎の発症率を 36〜37%減少、咽頭炎の発症率を

11.9%減少させることが報告されており 98,99、ワクチン開発は順調であるかのように思わ

れていた。⼀⽅で、ヒトにおいて、ワクチン接種により逆に、Mp 感染後の炎症の増悪が観

察されている 29,30。例えば、1967 年の報告において、不活化Mp をヒトにワクチンし、⽣

菌 Mp を感染させ、その後の肺炎病態を評価している。その結果、ワクチン群で Mp 特異的

抗体が誘導されている被験者においては、プラセボ投与群と⽐較して、肺炎抑制効果が認め

られる⼀⽅、ワクチン群で Mp 特異的抗体が誘導されていない被験者では、プラセボ投与群

と⽐較し、肺炎の悪化が観察されている 29。これら結果は、Mp に対する抗体が肺炎予防に

重要であることを⽰しているものの、ワクチン接種が逆に肺炎を悪化させることも⽰唆し

ている。その後、ハムスター89,100 やマウス 101 を⽤いた検討によって、ヒト同様に、ワクチ

ン接種により逆に Mp 肺炎の悪化が観察されている。また、P1 を抗原に⽤いたハムスター

における検討においても、ワクチン接種による感染防御効果が認められないだけでなく、逆

に肺炎が悪化することが報告されている 89。現在に⾄るまで、これらワクチン接種による

肺炎悪化メカニズムは解明されておらず、ワクチン開発の⼤きな障壁となっていた。そのた

め、新規Mpワクチン開発には、ワクチン接種により肺炎が悪化するメカニズムの解明が必

須であると考えられた。 

本観点について、筆者の前節までの検討により、Mp 感染により誘導される Th1 および

Th17免疫応答が、Mp再感染時に、好中球浸潤を伴う肺炎を悪化させることが明らかとな

った（Fig. 19b）。これらの結果から、Mpワクチン接種による肺炎の悪化が、ワクチンによ

るTh1やTh17の誘導を介して引き起こされている可能性が考えられた。そこで本節では、
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ヒトの Mp 肺炎を悪化させ⼤きな問題となった不活化 Mp とアルミニウムアジュバント

（alum）をマウスにワクチン接種し、Mp を感染させるモデルを⽤いて、ワクチン接種によ

る肺炎悪化メカニズムの解明を図った。 
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【実験材料と⽅法】 

試薬 

4%-パラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液は、Nacalai Tesqueより購⼊した。Aluminium 

hydroxide gel（alum） は InvivoGenより購⼊した。 

 

実験動物 

6-7 週齢の BALB/c マウス（雄）は、⽇本エスエルシー株式会社より購⼊した。遺伝的バ

ックグラウンドを BALB/c とする TLR2⽋損マウスは、Oriental Bio Serviceより購⼊し

た。これらマウスの飼育⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp 培養 

Mp の培養⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp ストックのタイター確認 

Mp ストックのタイター確認⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

不活化 Mp の作製 

-80℃で保管している Mp を室温で溶解し、6000 × g、3 分で遠⼼、上清を回収した後、

ペレットを PBS で 2回洗浄した。さらに遠⼼後、PBS を取り除き、Mp を不活化するため

に、PBS を⽤いて希釈した 0.16% パラホルムアルデヒドを加え、37℃で 1 ⽇間静置した。

静置後、パラホルムアルデヒドを取り除くために遠⼼し、PBS で 2 回洗浄した。遠⼼後、

PBS を加え、25G針を⽤いて、再懸濁した。不活化Mp の蛋⽩質量は、a Pierce BCA protein 

assay kit (Thermo Fisher Scientific)を⽤いて測定した。 

 

⾎漿中抗体価 

BALB/c マウスの尾根部⽪下に、Day 0, 10 で不活化Mp（4 µg/mouse）を alum（250 

µg/mouse）と共投与した。投与試料は PBS で調製し、29G マイジェクター（Terumo 

Corporation）を⽤いて左右の⽪下に 25 µL ずつ、計 50 µL/mouse で投与した。Day 17

で眼底より⾎漿を回収し、Mp 特異的抗体価を ELISA により評価した。⾎漿中抗体価⽅法

は、第⼆節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

Mp 感染 

Mp の感染⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 
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肺胞洗浄液の回収 

不活化Mp を免疫したマウスに Mp を感染させ、1 ⽇後の肺胞洗浄液を回収した。 

肺胞洗浄液の回収⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

肺胞洗浄液中における菌量評価 

肺胞洗浄液中における菌量評価⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価 

肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 

 

肺胞洗浄液のケモカイン評価 

肺胞洗浄液を 6000 × g、5 分で遠⼼し、上清を回収した後、ELISA kit を⽤い、

CXCL1(MKC00B, R&D Systems)、CXCL2(MM200, R&D Systems) 、CXCL5（MX000, 

R&D Systems）を測定した。プロトコールは各 kit に準じた。 

 

脾細胞の再刺激によるサイトカイン産⽣評価 

BALB/c マウスの尾根部⽪下に、Day 0, 10 で不活化Mp（4 µg/mouse）を alum（250 

µg/mouse）と共投与した。投与試料は PBS で調製し、マイジェクターを⽤いて左右の⽪

下に 25 µL ずつ、計 50 µL/mouse で投与した。Day 22 で Mp を経⿐投与した後、Day 23

で脾臓を回収し、細胞調製メディウム 10 mL 中で、5 mLシリンジのプランジャー部を⽤

い、群ごとに脾臓をまとめてすり潰し、70 µmセルストレーナーに通し、脾細胞を回収し

た。脾細胞の再刺激によるサイトカイン産⽣評価⽅法は、第⼆節の実験材料と⽅法に準じた。

培養上清中のサイトカイン産⽣評価は ELISA kit を⽤い、IFN-g（BioLegend）、IL-17A

（BioLegend）、IL-13（eBioscience, San Diego, CA, USA）を測定した。プロトコールは

各 kit に準じた。 

 

CD4+ T 細胞除去 

BALB/c マウスの尾根部⽪下に、Day 0, 10 で不活化Mp（4 µg/mouse）を alum（250 

µg/mouse）と共投与した。Day 34 において、CD4+ T 細胞を除去するため、anti-CD4 

antibody（100 µg/mouse, clone: GK1.5, ハイブリドーマより精製)、コントロール抗体

として、rat IgG2b, k Isotype Ctrl（100 µg/mouse, clone: RTK4530, BioLegend）を

300 µL/mouse で腹腔内投与した。Day 35 において、Mp を感染させ、翌⽇（Day 36）

に肺胞洗浄液を回収した。肺胞洗浄液中における免疫細胞数評価⽅法は、第⼀節の実験材料

と⽅法に準じた。 
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統計解析 

統計解析⽅法は、第⼀節の実験材料と⽅法に準じた。 
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【実験結果】 

不活化 Mp ワクチン接種による好中球浸潤促進 

まず、パラホルムアルデヒドを⽤いて不活化した Mp と免疫賦活化剤である alum を共に

⽪下投与し、⾎漿中の Mp 特異的抗体価を評価した。その結果、⾮免疫群と⽐較し、不活化

Mp免疫群において Mp 特異的 total IgGの有意な増加が認められた（Fig. 20a）。そこで、

Mp 感染 1 ⽇後において、肺胞洗浄液中における菌量を評価したところ、⾮免疫群と⽐較

し、不活化Mp免疫群で顕著な菌量の減少が認められた（Fig. 20b）。次に、肺胞洗浄液中

の免疫細胞数（CD45+）、好中球数（CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F-）および肺胞マク

ロファージ数（CD45+ Ly6G- CD11c+ Siglec-F+）をフローサイトメーターで評価した。⾮

免疫群において、Mp 感染 1 ⽇後の肺胞洗浄液中における免疫細胞数および好中球数は、コ

ントロール群と⽐較し、有意な増加が観察された（Fig. 20c）。⼀⽅で、肺胞マクロファー

ジ数は、コントロール群と⾮免疫群で変化は認められなかった（Fig. 20c）。菌量の減少が

認められている不活化 Mp免疫群において、肺胞洗浄液中の免疫細胞数および好中球数は、

⾮免疫群と同程度であった（Fig. 20c）。次に、好中球の浸潤に重要な因⼦であるケモカイ

ン（CXCL1、CXCL2、CXCL5）を評価した。その結果、⾮免疫群では、コントロール群と

⽐べ、肺胞洗浄液中における CXCL1、CXCL2 および CXCL5 の有意な増加が観察された

（Fig. 20d）。⼀⽅、不活化Mp免疫群では、⾮免疫群と⽐較し、CXCL2 および CXCL5 に

は変化がないものの、CXCL1 の有意な減少が認められた（Fig. 20d）。以上より、不活化Mp

ワクチン接種は、感染後における肺胞洗浄液中の菌量は抑制可能である⼀⽅で、肺内におけ

る好中球浸潤は抑制できないことが⽰された。 

次に、菌量の減少が好中球浸潤に及ぼす影響を評価するために、ナイーブマウスに様々

な菌量の Mp（6.0 × 107、2.0 × 107、6.0 × 106 CFU/mouse）を感染させ、肺胞洗浄

液中における好中球数が菌量に依存するのかを評価した。Mp 感染 1 ⽇後における菌量を

real-time PCR により測定したところ、感染させた Mp 量依存的に肺胞洗浄液中における

菌量の増加が認められた（Fig. 21a）。また、肺胞洗浄液中における免疫細胞数、好中球数

および肺胞マクロファージ数をフローサイトメーターにより評価したところ、感染させた

Mp量依存的に肺胞洗浄液中の免疫細胞数および好中球数が増加した（Fig. 21b）。⼀⽅で、

肺胞洗浄液中の肺胞マクロファージ数には変化はなかった（Fig. 21b）。以上より、菌量依

存的な好中球の浸潤が確認されたことから、不活化Mpワクチン接種が、Mp 感染時の好中

球浸潤を促進させる免疫応答を誘導する可能性が⽰された。 
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Figure 20. Neutrophil infiltration after vaccination with inactivated Mp plus alum. BALB/c mice were vaccinated 

with PBS only or with inactivated Mp plus alum. After the last dose, mice were challenged intranasally with Mp 

(6.0 × 107 CFU). (a) The levels of Mp-specific total IgG in plasma (dilution, 1:160) were evaluated by using ELISA 

after the last vaccination. (b-d) In BALF harvested 24h after Mp infection, (b) DNA copies of Mp; (c) CD45+ immune 

cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+); and 

(d) the levels of CXCL1, CXCL2, and CXCL5 in BALF were evaluated by using real-time PCR (b), flow cytometry (c), 

and ELISA (d). Uninfected mice were used as controls (c, d). Data are shown as means ± SD. Each experiment was 

performed twice (d) or three times (a-c). (a) PBS: n = 5, inactivated Mp: n = 5; (b) PBS: n = 4, inactivated Mp: n = 5; 

(c) uninfected control: n = 4, PBS: n = 4, inactivated Mp: n = 5, (d) uninfected control: n = 4, PBS: n = 4, inactivated 

Mp: n = 5. Student’s t-test (a, b) and Tukey’s test (c, d) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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不活化 Mp ワクチン接種後のおける Mp 特異的 T 細胞応答評価 

次に、不活化Mp と alum を共に⽪下ワクチン接種し、T 細胞応答を評価した。2回免疫

後、脾臓を回収し、脾細胞を Mp で再刺激し、培養上清中の IL-13、IFN-g、IL-17A を ELISA

により測定した。IL-13 は、Th2型免疫の誘導に伴い産⽣され、IFN-gは、Th1型免疫に伴

い産⽣される。また IL-17A は、Th17型免疫に伴い産⽣され、好中球の浸潤に寄与するこ

とが報告されている 93。その結果、培養上清における IL-13 は、⾮免疫群、不活化Mp免疫

群に関わらず、検出不可能であった（データ未記載）。⼀⽅で、培養上清における IFN-gお

よび IL-17A は、⾮免疫群と⽐べ、不活化Mp免疫群において有意な上昇が認められた（Fig. 

22）。以上より、不活化Mpワクチン接種は、Mp 特異的 Th1 および Th17免疫応答の誘導

を促進することが⽰唆された。 

 

Figure 21. Differences in neutrophil infiltration in naive mice according the infected dose of Mp. BALB/c mice 

were infected with various amounts of Mp (6.0 × 107, 2.0 × 107, or 6.0 × 106 CFU per mouse). At 24 h after Mp 

infection, (a) DNA copies of Mp in BALF was evaluated by using real-time PCR, and (b) the numbers of CD45+ immune 

cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in 

BALF were measured by flow cytometry. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice (a, 

b). (a) n = 3 per group; (b) n = 3 per group. Tukey’s test (b) were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 

 



- 65 - 

 

 
 

 
 

不活化 Mp ワクチン接種後の免疫応答における TLR2 の寄与 

次に、不活化 Mp ワクチン接種による Mp 特異的 T 細胞応答に TLR2 シグナルが寄与す

るのかを評価した。まず、TLR2-/- マウスに不活化Mp と alum を共に⽪下投与し、⾎漿中

における Mp 特異的抗体価を評価した。⽐較対象として、TLR2+/- マウスを⽤いた。その結

果、不活化Mpワクチン接種により上昇する、⾎漿中における total IgGは、TLR2+/- 群と

⽐較して TLR2-/- 群において有意に減少した（Fig. 23a）。さらに、脾細胞を Mp で再刺激

したところ、培養上清における IL-17A は、TLR2+/- 群と⽐較し、TLR2-/- 群で有意に低値

を⽰した⼀⽅で、TLR2-/- 群において IFN-gが⾼値を⽰した（Fig. 23b）。以上の結果より、

TLR2 シグナルは、不活化 Mp ワクチン接種後の Mp 特異的 Th1 免疫応答の誘導には関与

せず、Mp 特異的 Th17免疫応答の誘導に寄与することを⽰している。 

 

Figure 22. Mp-specific CD4+ T-cell response after vaccination. BALB/c mice were vaccinated with PBS or 

inactivated Mp plus alum. After the last vaccination, splenocytes were cultured in the presence or absence of Mp for 

72h, after which the levels of IFN-g and IL-17A in the supernatant were measured by using ELISA. Data are shown 

as means ± SD. Each experiment was performed three times. n = 5 per group. **, Student’s t-test were used for 

statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Figure 23. TLR2-mediated immune responses after vaccination. Control TLR2+/- (+/-) and TLR2-/- (-/-) mice were 

vaccinated with inactivated Mp plus alum. (a) After the last vaccination, the levels of Mp-specific total IgG in plasma 

were evaluated by using ELISA. We used plasma samples diluted 160- (●), 800- (▲), and 4000- (■) fold. (b) 

Splenocytes were cultured in the presence or absence of Mp for 72h, after which the levels of IFN-g and IL-17A in the 

supernatant were measured by using ELISA. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed four 

times (a, b). (a) +/-: n = 6, -/-: n = 4; (b) +/-: n = 5, -/-: n = 5. Student’s t-test (a, b) were used for statistics analysis. 

**P < 0.01. 
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不活化 Mp ワクチン接種後の免疫応答における CD4+ T 細胞の寄与 

次に、不活化Mpワクチン接種後の Mp 感染時に認められる好中球浸潤の促進が、Mp 特

異的 Th1 および Th17免疫応答に起因するのかを評価した。不活化 Mpワクチン接種マウ

スの CD4+ T 細胞（Th1 および Th17）を除去するため、Mp 感染前に抗 CD4抗体を腹腔

内投与した。その後、Mp を経⿐投与し、肺における炎症を評価した。その結果、アイソタ

イプ抗体投与群と⽐較し、抗 CD4抗体投与群において、不活化Mpワクチン接種による免

疫細胞数および好中球数の増加が有意に抑制された（Fig. 24a）。⼀⽅で、肺胞マクロファ

ージ数には変化がなかった（Fig. 24a）。さらに、肺胞洗浄液中におけるケモカイン量を評

価したところ、CXCL5 には変化がなかったものの、CXCL1 および CXCL2 は抗 CD4 抗体

投与により有意に減少した（Fig. 24b）。これらの結果は、不活化Mpワクチン接種による

CD4+ T 細胞の誘導が、その後の感染時において好中球浸潤を亢進させることを⽰唆してい

る。最後に、ナイーブマウスの Mp 感染時における好中球浸潤に CD4+ T 細胞が寄与してい

るのかを評価した。不活化Mpワクチン接種マウスとは対照的に、ナイーブマウスにおける

肺胞洗浄液中の免疫細胞数、好中球数および肺胞マクロファージ数は、アイソタイプ抗体投

与群と抗 CD4抗体投与群に差は認められなかった（Fig. 25）。以上の結果は、不活化Mp

ワクチン接種により誘導された CD4+ T 細胞が好中球の浸潤に寄与することを⽰している。 
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Figure 24. CD4+ T cell–dependent neutrophil infiltration in vaccinated mice after subsequent Mp infection. 
BALB/c mice vaccinated with inactivated Mp plus alum were treated with anti-CD4 or isotype-control antibody (Ab) 

before Mp infection. (a) The numbers of CD45+ immune cells, neutrophils (CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–), and 

alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) and (b) the levels of CXCL1, CXCL2, and CXCL5 in BALF 

harvested the day after Mp infection were evaluated by using flow cytometry (a) and ELISA (b). Mice without Mp 

challenge were used as controls. Data are shown as means ± SD. Each experiment was performed twice (b) or three 

times (a). (a) n = 5 per group; (b) n = 5 per group. Tukey’s test were used for statistics analysis. *P < 0.05; **P < 0.01. 
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Figure 25. CD4+ T-cell–independent neutrophil infiltration in naive mice. Naive BALB/c mice were treated with 

an anti-CD4 or isotype-control antibody (Ab) before Mp infection. The numbers of CD45+ immune cells, neutrophils 

(CD45+ Ly6G+ CD11b+ Siglec-F–), and alveolar macrophages (CD45+ Ly6G– CD11c+ Siglec-F+) in BALF harvested the 

day after Mp infection were evaluated by using flow cytometry. Data are shown as means ± SD. The experiment was 

performed twice. Uninfected control: n = 5, isotype Ab: n = 4, anti-CD4 Ab: n = 6. Tukey’s test were used for statistics 

analysis. **P < 0.01. 
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【考察】 

⼀般的にワクチン接種は、抗原特異的な免疫応答を誘導し、病原体の効率的な排除を可能

とすることで、病態の重症化を防いだり、あるいは感染の予防を⽬指せるため重要である。

当然、ワクチンに期待される効果は、感染そのものの予防や、より迅速な病原体の排除に基

づく重症化の予防、あるいはそれに付随すべき病態（炎症反応を含む）の軽減である。本研

究においても、不活化Mpワクチン接種により Mp 特異的抗体の誘導を確認し（Fig. 20a）、

その後の Mp 感染時における菌量を減少させることが確認できた（Fig. 20b）。⼀⽅で、ナ

イーブマウスへの Mp 感染では、菌量依存的に好中球浸潤が誘導されるものの（Fig. 21b）、

ワクチン接種マウスでは、菌量が減少するにも関わらず（Fig. 20b）、好中球浸潤の減少は

認められなかった（Fig. 20c）。更なる検討の結果、不活化 Mp ワクチン接種による CD4+ 

T 細胞の誘導が、好中球を誘導するという興味深い知⾒を得た（Fig. 22, Fig. 24a）。すな

わち、このワクチンによる Th1 および Th17 の誘導が、ヒトにおいて観察されたワクチン

接種による肺炎悪化の機序の⼀つであることが考えられた。 

 Th17 細胞は、IL-17A、IL-17F、IL-21 および IL-22 を誘導することが知られている 93。

そして、これらサイトカインは、GM-CSF、CXCL1 および CXCL2 を誘導することで、好中

球の浸潤や活性化に関連している 93。⼀般に好中球は、感染部位に浸潤することで、細胞外

の病原体を排除するため、感染防御に重要な細胞である 35,102。すなわち、好中球により排

除される Klebsiella pneumoniae や Staphylococcus aureus を含む病原体に対しては、

Th17 細胞は⽣体内防御に必須であると⾔える 103,104。しかし、Fig. 3a で⽰したように、

好中球が Mp の排除には寄与しないことから、好中球浸潤を促進する Th17 細胞の誘導は、

Mp 感染症において有⽤ではないことが⽰唆された。これらの報告および結果を総合的に判

断すると、不活化Mpワクチン接種時において Mp 特異的 Th17 細胞が誘導されたと推察し

ている。しかしながら、本検討では、CD4+ T 細胞のサブセットを同定するまでには⾄って

おらず、更なる検討を⾏う必要がある。また、遺伝⼦背景の異なるマウスを⽤いた第⼆節の

検討において、遺伝⼦背景の差異が後の免疫応答に影響を与えることを⽰している。そのた

め、遺伝⼦背景の異なるマウスを⽤いて、不活化Mpワクチン接種による免疫応答の違いを

⽐較検討することで、不活化 Mp ワクチン接種に起因した肺炎悪化メカニズムをより詳細

に解明することができるかもしれない。 
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結論 

 

過去の流⾏期におけるマクロライド耐性 Mp の出現は、医療現場における診断を混乱さ

せ、治療薬の選択を限局させた。⽇本においては、2001年に検出されたことを⽪切りに 105、

年々徐々に増加し続け、2011 年の流⾏時において、マクロライド耐性 Mp の割合が検査検

体の約 70%を超えていたものの 21、現在では減少傾向にある 21,106。Mp は、気道上⽪細胞

に接着する際に重要な役割を果たす P1 の遺伝⼦型により、1型と 2型に⼤別され 107、流

⾏期における P1 の遺伝⼦型が数年間隔で交代する現象が⽇本のみならず、世界各国で報告

されている 108,109。また、1型はマクロライド抗菌薬に対して耐性化しやすく、逆に 2型の

耐性率は低いことが知られており、マクロライド耐性 Mp が出現、流⾏した年において、ほ

とんどの検体から 1型が分離されている 21,106。⼀⽅で、近年、1型の減少に伴い、2型の

増加が確認されており 21、マクロライド耐性 Mp の割合が減少傾向にあることと⼀致する。

現在、我が国におけるマクロライド耐性 Mp の検出率は減少傾向にはあるものの、数年間隔

での流⾏や P1 の遺伝⼦型の交代など、Mp 特有の特徴を考慮すると、今後、マクロライド

耐性 Mp が猛威を振るう可能性は⼤いにあり得る。その際、第⼆選択薬の安易な使⽤は、副

作⽤の観点のみならず、新たな耐性菌を⽣み出すことにも繋がるため、適切な抗菌薬の使⽤

が望まれる。さらに、in vitro の検討ではあるものの、Mp がキノロン系抗菌薬に対する耐

性を獲得する可能性があることが報告されており 110、さらに治療薬の選択が限局されるこ

とが予想されるため、新規抗炎症薬やワクチンの開発が待望される。そこで本研究では、そ

れら開発の障壁となっている Mp 肺炎の炎症惹起メカニズムの解明を図ると共に、ワクチ

ン接種による肺炎悪化メカニズムの解明を試み、以下の結論を得た。 

 

1. Mp 感染時における炎症惹起に IL-1a、IL-12 p40 および CARDS toxin が寄与するこ

とを⽰し、Mp 肺炎の治療標的として有⽤である可能性を明らかとした。 

2. DBA/2 マウスは、Mp 感染症に対して⾼感受性であり、Mp 感染時の病態を評価する上

で有⽤なモデルマウスとなり得る。 

3. Mp に対するワクチン開発を遂⾏する上で、Mp 特異的 Th17免疫応答を誘導するワク

チン抗原およびアジュバントは回避する必要があることを明らかとした。 

 

以上、本結果は、Mp に対する安全で有効な新規抗炎症薬やワクチンの開発に向けた基盤

情報となり得るものと期待される。 
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