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要 旨

Mycoplasma pneumoniae 感染により,菌 分離な らびに免疫応答のみられ ることが確認 されたBALB/c

マ ウスを実験モデル として,Mycoplasma pneumoniae FH-P24お よび非溶血弱毒変異株P24-S1,P24-

S11で 生菌免疫 した生菌免疫群,ま たそれ らの抗血清での受身免疫群において感染防御実験を行 った.

生 菌免疫による防御効果は免疫回数に関係な く,免 疫8週 後ではFH-P24,P24量S1免 疫群 ともに70%,

12週 後ではFH-P2480%,P24-S160%で あ った.一 方P24-S11と 非免疫対照群 との間に差は認められな

かった.

受 身免疫ではIgG抗 体価 と感染防御効果 とは必ず しも平行 しなかった.親 株抗血清による防御効果 は

20%に す ぎなかったが,こ れと同じ結果を得るためには,P24-S1,P24-S11と もにその10倍=濃 度の抗血清

が必要であった.ま た,ヒ トマイコプラズマ肺炎患者血清 とのWestern immunoblottingに よる と,P1

抗体 に対 しては親株,変 異株 ともに強い反応を示 したが,お よそ85KDaの 強 いbandはP24-S11に は全

くみられなかった.

序 文

ヒトの気管支炎,肺 炎の重要な病原体 として知

られているMycoplasma pneumoniae(以 下,M.

pneumonzae と略 す)は,ガ ラ ス,フ.ラ ス チ ッ ク,

細胞,赤 血球 な どに付着 し易 く1)～4),また 寒天培地

上 で ヒ ト,モ ルモ ッ ト等 の赤 血球 を溶 血 す る5)と

い う生物学的 性状を有す る.

われわれはこの M. pneumoniae から非溶血弱

毒変異株  (M. pneumoniae P24-S1, P24-S11)

得て,そ の生物学的性状および病原性について報

告 し た6)～8).

M. pneumoniae に感 受性 の強 い ハ ムス ターを

実験 モデルとしてP24-S1の 生菌 ワクチンの可能

性についても報告した9).こ の際,防 御効果の高

かった免疫群のIgG抗 体および細胞性免疫は,そ

の他の群に比べて有意に高いことが認められた.

さらにBALB/cマ ウスの本菌 に対す る感受性

ならびに免疫応答についも検討 し,実 験モデルと

してBALB/cマ ウスも使用 し得 ることを確認 し

た10).そこで今回はBALB/cマ ウスを生菌免疫お

よび受身免疫 して,M.pneumoniae攻 撃に対する

感染防御効果について検討したので報告す る.
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材料と方法

1.使 用菌株

M. pneumoniae FH-P2411) (ハ ム スター24代 継

代病原 株,親 株,以 下FH-P24と 略 す),M.pneu-

moniae FH-P24-S18) (非溶血弱毒変異株,以 下

P24-S1と 略), M. pneumoniae FH-P24-S11 (非溶

血弱毒 変異株,以 下P24-S11と 略)

2.免 疫 方 法

1)生 菌 免疫

SPF・BALB/c5週 齢 マ ウス に親 株 お よび変異

株 を集菌洗 浄 し,PBSpH7.2に 浮 遊 して,そ れ

ぞれ経鼻感 染 した.

Singledose;1回 の み経鼻接種

Twodoses;1週 間 隔,2回 経 鼻接種

2)受 身 免疫

SPF-BALB/c5週 齢 マ ウスの尾 静脈 よ り各 菌

株 で免疫 して得 た モルモ ヅ ト血清(抗FH-P24,抗

P24-S1,抗P24-S11)を0.1ml宛 接 種 した.抗 血 清

の濃 度はELISAに てIgG値 が 等 し くなる よ うに

調整 した ものを1/10と し,1は そ の10倍 濃 度 の血

清 を意 味す る.

3.病 原 株 攻撃

生菌 免疫群 では最終免疫 か ら8週 後 お よび12週

後 に,受 身免疫群 で は抗血 清接種18時 間 後 にそ れ

ぞれ,FH-P24を106CFU/mouse宛 経 鼻接種 した.

同 時 に非 免疫 マ ウスに も同様 接種 し,攻 撃対照群

とした.

4.菌 の分離 お よび感染 防御効果 の判定

病原株攻 撃1週 後 に屠殺解剖 し,気 管 お よび肺

を ホモジナ イザ ーで破 砕 し,遠 心上清 をPPLO寒

天 培地 に接 種 した.そ の いず れか らも菌 が分離 さ

れな かった場 合のみ 防御 効果 があ る と判定 した.

5.免 疫 状態 の測 定

1)ELISA9)12)

マ イ ク ロタイタープ レー ト(Flow社,Virginia,

USA)の ウ ェル に付着 させた抗原 に被検血清 を反

応 させた後,ア ル カ リフ ォスフ ァターゼ標識抗 体

を加 え,基 質 としてp－ ニ トロフ ェニル リン酸 を用

いた.反 応後 の吸光度 を405nmで 測 定 した.

2)マ ク ロフ ァージ遊 走阻止試 験(Macrophage

Migration Inhibition Test:MIT)

各 群 毎 に マ ウスの腹 腔 滲 出細 胞 を 集 め,ア ガ

ロース小滴 法9)13)によ り,マ ク ロファージ遊走 阻止

率を も とめた.す なわ ち,組 織培養用 チ ャソバ ー

(Lab Tek Products,I11,USA)内 に マ ウス腹腔

細胞 を含む アガ ロース小滴 を滴下 し,MEMイ ー

グル(Flow社,Va.,USA)を 満 た して37℃ 炭 酸

ガスふ卵 器内(5%CO2)で 培 養 し,ア ガ ロース小

滴 か らの マク ロファージの遊走 距離を測定 した.

阻 止率 は次の式 に よ り算 出した.

遊走阻止率%=100一

抗原加培地中の遊走距離の平均
/抗原無添加培地中の遊走距離の平均

×100

6.Westernimmunoblotting

抗 原 をSDS-polyacrylamide gel electrophor

esis(SDS-PAGE)14)で 泳 動 後,Towbin等 の 方

法15)に 従 い,ニ トロセル ローズ膜へ転写 し,ヒ トの

マイ コプ ラズマ肺 炎患者血 清 と反応,ペ ル オキシ

ダーゼ標 識抗 ヒ トIgGを ジ ア ミノベ ン チヂ ンで

発 色 させ,blotting bandを 観 察 した.

実験成績

1.生 菌免疫による感染防御効果

最終免疫か ら8週 後のマウスに対する病原株攻

撃の結果をTable1に,12週 後の結果をTable2

に示 した.

最終免疫8週 後のFH-P241回 免疫群では,

70%,2回 では80%,P24-S1免 疫群においては免

疫回数にかかわ らず70%の 防御効果を示 した.防

御効果のなかった数匹についても,そ の分離菌数

は僅少であ り,非 免疫対照群に比べて明らかに有

意差が認められた.

これに反 してP24-S11免 疫群は2回 免疫 しても

完全な防御効果を示す ものは1匹 もなかった.

12週後 でも8週 後 と同様の防御効果を認 め,

P24-S1免 疫群の5匹 中2匹 の肺から,親 株 は5匹

中1匹 の肺からのみ菌が分離 された.P24-S11免

疫群は8週 後の結果 と同様,対 照群 と全 く変 らな

かった.

2.生 菌免疫(感 染)後 の液性免疫および細胞性

免疫(MIT)の 経時的変化

BALB/cマ ウスがM. pneumoniae感 染によっ

て免疫応答を示す ことは,す でに報告10)したが,親
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Table 1 Protective effect in BALB/c mice of immunization with parent strain and hemolysis
mutants of M. pneumoniae

8 weeks after last vaccination

*:p<0 .01

Table 2 Protective effect in BALB/c mice of immunization with parent strain and hemolysis
mutants of M. pneumoniae

12 weeks after vaccination

*:p<0 .01

株 お よび変異株 による生 菌免疫後 の抗体価 お よび

MITの 変 化 をFig.1,Fig.2に 示 した.

抗 体 価 は 免 疫 初 期 か ら12週 後 に い た る ま で

IgA,IgMと も に正 常値 よ りやや上昇 した にす ぎ

なか った が,IgGはFH-P24,P24-S1両 免 疫群 とも

8週 後 には著 し く上昇 し,12週 で は さらに高 い値

を示 した.P24-S11免 疫 群 は8週 後,12週 後 ともに

有 意 な上昇 はみ られ なか った(Fig.1).

MITは,FH-P24,P24-S1免 疫 群 では,6週 後

か ら,P24-S11免 疫 群 で は8週 以後 に上 昇 し,親

株,変 異株 とも免疫8週 後 に40%を 越 えて最 高の

阻止率 を示 したが,そ れ以後 は徐 々に減少 し,12

週 後 で は全 て の免疫群 が23%ま で 下 が った(Fig.

2).

3.病 原 株攻 撃時の免疫 状態

生菌免疫8週 後 の病原株 攻撃 時の抗体価 と

MITはTable3に 示す ように,IgAとIgMは 全

免疫群 ともほとん ど差がな く,FH-P24,P24-S1免

疫群のIgGの みが免疫回数にかかわ らず高かっ

た.MITは いずれの免疫群にも差がなく,阻 止率

40%以 上で非免疫対照群 より有意に高かった.

免疫12週 後ではFH-P24,P24-S1免 疫群のIgG

抗体価は一層上昇 していたが,MITは22%ま で各

群 とも低下 していた(Table4).

4.受 身免疫による感染防御

抗血清接種後 のマウス血清中のIgGの 推移は,

例 えば18時 間後の吸光度1.509の ものが,1週 後に

は0.365に 低下 した.

ELISAに てIgG値 が等 しくなるよ うに調整し

た各抗血清で受身免疫 した場合の感染防御効果は

感染症学雑誌 第63巻 第7号



Mycoplasma pneumoniae免 疫 マ ウスの 感染 防 御 効 果 687

Fig. 1 Humoral immune responses. The mean

ELISA OD is represented by each point.

Symbols: ▲, FH-P24, -, IgA, -, IgG,

…
, IgM, □, P24-Sl IgG, △, P24-S11 IgG.

FH-P24受 身 免 疫 群 の み20%の 防 御 率 を 示 した

が,他 は全 く効果 がみ られなか った.し か し,こ

の10倍 濃 度 の抗P24-S1,抗P24-S11血 清 で免疫す

る と,上 記FH-P24群 と 同 じ 防 御 率 を 示 し た

(Table5).防 御 率20%を 得 た3群 の平 均分 離菌

数 は,そ れ 以外 の群 の もの よ り有 意 に低 か った

(Table 6).

Fig. 2 Cell mediated immune responses (MIT-
agarose droplet method). Each column represented

% of macrophage migration inhibition.

5. 患 者 血 清 とのWestern immunoblotting

親 株 お よび変 異株 を抗 原 と して ヒ トの マ イ コ

プ ラズ マ 肺 炎 患 者 血 清 と反 応 さ せ たimmuno-

blotting patternをFig.3に 示 した.FH-P24,

P24-S1で は 強 く反応す る2本 のbandが いず れ の

患者血 清 に対 して もみ られた.一 本 は165KDaの

P1で あ り,も う一 本 はお よそ85KDaの 蛋 白に対

す る もので あるが,P24-S11で は85KDaの 蛋 白に

対す る反 応は全 くみ られ なか った.

考 察

ハ ムス ターで の実験 か ら,生 菌 ワクチ ンとして

Table 3 Immunological status of BALB/c mice at the time of challenge

8 weeks after last vaccination

*: p<0 .01

1) Mean optical density at 405nm•}SD

2) % of migration  inhibition: Macrophage migration inhibition test by agarose

droplet method.
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Table 4 Immunological status of BALB/c mice at the time of challenge

12 weeks after vaccination

*: p<0 .01

1) Mean optical density at 405nm•}SD

2) % of migration inhibition: Macrophage migration inhibition test by agarose

droplet method.

Table 5 Protective effect in BALB/c mice after transfer of antiserum M.

pneumoniae FH-P24 and mutant strains

1) Antiserum was prepared by injection of strain FH-P24 or mutant strains into

guinea-pigs.
2) Antiserum was adjusted to equal ELISA IgG values and ten-fold dilution.

Table 6 ELISA IgG value and recovery from trachea and lung of passively
BALB/c mice after challenged with M. pneumoniae FH-P24

*: p<0 .01

の条件をそなえていると考 えられ るP24-S1の 感

染防御因子を追求す る うえでの手段の一つ とし

て,M.pneumoniae感 染により免疫応答が認めら

れ,菌 も分離することが可能なBALB/cマ ウスを

用いた.

生菌免疫ハムスターで感染防御効果の高かった

群のIgG抗 体価,細 胞性免疫(MIT)の 両者が,

防御効果の低い群や非免疫対照群に比べて有意に

高かった ことから,感 染防御にはIgGと ともに細

胞性免疫 も重要な因子であると推論した.し かし,

本実験では防御効果のないP24-S11免 疫群でも,

免疫8週 後 には細胞性免疫が他の群 と同程度成立

感染症学雑誌 第63巻 第7号
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Fig. 3 IgG-immunoblots developed with sera from patients of M.pneumoniae

infection.

M: marker proteins, n: M.pneumoniae (Coomassie blue stained) , a: M.

pneumoniae FH-P24, b: M.pneumoniae P24-S1, c: M. pneumoniae P24-S11,

x: P1 (165-KDa), y: 85-KDa

し,ま た細胞性免疫が これより低下 した12週 後で

も防御率は低下 しなかった とい う結果 が得 られ

た.さ らに免疫23週 後のP24-S1生 菌免疫群では,

IgG抗 体価は上昇,細 胞性免疫は対照群 と同じ値

にまで低下したにもかかわ らず,防 御効果に変化

はなかった(デ ータ不示).IgA,IgMに ついては

生菌免疫8週 後,12週 後 ともに対照群 との差はみ

られなかった.こ のことから菌の分離を指標にし

た感染防御では,細 胞性免疫よ りはむ しろIgGが

重要であろうと考 えられる.そ こで,IgG抗 体価の

高い抗血清で受身免疫 したマウスを同様 に実験 し

た結果,FH-P24の 抗血清では20%の 防御効果を

得た.一 方生菌免疫では親株 と変 らない防御効果

を示 したP24-S1の 抗血清で受身免疫した群 と,効

果 のなかったP24-S11受 身免疫群 とはほぼ同じ結

果を示 した.す なわちFH-P24と 同 じ防御効果を

得 るためには,両 者 とも10倍濃度の抗血清を接種

しなけれぽならなかった.病 原株攻撃時において

生菌免疫による血清中のIgG値 より高い値 を示

す免疫状態であってもわずかに20%の 防御効果に

とどまった.こ のことからも,た んにIgG値 が高

い ことだけが感染防御 と一致す るのではな く,

IgGに 対応す る抗原の違いを検討す ることの重要

性が再確認された.

M.pneumoniaeの 蛋白については,付 着因子,

病原因子等 に関与す るものとして非常に多 くの報

告がある.な かでもattachment proteinと よぼれ

るP1に つ いて は,と くに多 くの報告16)～18)がな さ

れ てい るが,そ れ 以外 にも43KDa19),32KDa20),

92KDa,62KDa21)等 の 報告 もみ られ る.本 実験で

も,ヒ トのマ イコプ ラズマ肺炎患者 とのWestem

immunoblottingに よ り,親 株 とP24-S1で は 強 く

反 応 してい るbandの うち,お よそ85KDaに 対 す

るbandがP24-S11に は み られ なか った とい う違

いがみ られた.こ れ が,生 菌免疫 に よるP24-S1と

P24-S11の 間 の差 を生 じさせ る原 因 の一 つ であ る

可能 性を示唆 してい る.

生 菌免疫 の実験 の結果 か ら細 胞性免疫 よ りもむ

しろlgGが 重 要で あ ると考 え られ,受 身 免疫を し

た が,防 御効果 とIgG値 が 平行 す るものでは ない

とい う結果 となった.細 胞性免疫 につ いてはMIT

に よ る結 果のみで判定 した ものであ るた め他 の検

定法で は異 な る結果 が得 られ る可能 性 も否定 で き

な い.

BALB/cマ ウ スはM.pneumoniaeに よ り肺病

変 はお こ さないため,感 染 防御 を菌 の分離 のみを

指標 として判定 したが,再 度,本 菌 に対 す る感受

性動物 で あるハ ムスターを用 い て,肺 病 変 も合せ

て検討 し,85KDa蛋 白 をは じめ として感 染防御 に

関わ る因子を追求 してゆ きたい.
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Protective Effects of Mycoplasma pneumoniae Live Vaccine or its Hyperimmune

Serum on the Experimental Infection in Mice
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SPF-BALB/c mice in which Mycoplasma pneumoniae cell proliferation accompanied by immu-
nological responses had beenconfirmed, were immunized with live vaccines or with hyperimmune
sera of M. pneumoniae FH-P24 and its mutant strains (P24-S1, P24-S11), were then assayed for
infection-protection.

Eight weeks after the last vaccination, 70 percent protection was obtained by inoculation once or
twice with live FH-P24 and P24-S1 vaccines, respectively. After 12 weeks, 80% protection was achieved
by FH-P24 and 60% by P24-S 1 live vaccine, while protectivity was not obtained by P24-S11 live vaccine.

In case of passively immunized mice, IgG antibody titers and protective effect were not always
found to be parallel. Namely, mice which were passively immunized with anti-FH-P24 serum, showed
only 20% protection. However to get the above results, it was necessary that the anti-mutant strain
serum be ten times higher than anti-FH-P24 serum in IgG titer.

In the immunoblot anslysis, sera from patients infected with M. pneunoniae immunoblotted the
168-KDa (P1 protein) and the 85-KDa protein of FH-P24 and P24-S1, but not the 85-KDa protein of
P24-S11.
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