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緒　言

　日本で毎年数千～数万人が発症しており、ヒト市中肺炎の 10－30 %を占める“マイコプラズマ肺炎”は、マイコプ
ラズマ･ニューモニエという小さな細菌によって起こります１）。この肺炎は、2010－2011 年に世界的に大流行しまし
た。また、最近ではごく近縁のマイコプラズマ･ジェニタリウムが起こす「非クラミジア性非淋菌性尿道炎」患者の増
加も問題になっています。さらには、マイコプラズマ感染症はマクロライド系抗生剤での治療が行われますが、耐性菌
の比率が増えていることも懸念されています。
　これらのマイコプラズマは、菌体の片側に小さな突起“接着器官”を形成し、この突起で宿主組織の表面にはりつ
き、はりついたまま動く“滑走運動”を行います２,３）（図 1A、B、C）。この接着と滑走は、マイコプラズマの感染に
必須です４）。接着器官は、多種類のタンパク質により形成される複雑な装置で、ゲノム情報を見るかぎり既知の生物に
類似のものは一切ありません。そのため、構造も接着と運動のメカニズムもあまり明らかになっていませんでした２,

５）。これまでに 10 種類の構成タンパク質が報告されていますが、それらが装置のどの部分に存在するのか、あるいは
この 10 種類以外にも構成タンパク質があるかなど、多くの部分が謎でした。

方法および結果

　本研究では、まず接着器官を単離･精製して、その形状と大きさをナノメートルレベルで明らかにしました（図 1D、
E）。マイコプラズマの菌体を Triton X-100 で処理し、溶け残った構造を密度勾配遠心にかけたのち、40 % スクロース
層を回収し、電子顕微鏡で観察すると均一な構造を観察できました。その構造は長さ 300 nm、太さ 50－100 nm で、
以前に報告された骨格構造とよく一致していました。
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図 1． M. pneumoniae の細胞骨格構造
（A）無処理の細胞。右端にある膜突起部位が接着器官。（B）界面活性剤で細胞を処理した後の溶け残り構造。
細胞膜が部分的に壊れ、中の骨格構造が露出している。（C）骨格構造の拡大図。（D）スクロース密度勾配遠心
で集めた骨格構造。（E）四角で囲った領域の拡大図。

　次にそこに含まれるタンパク質を質量分析で解析しました（図 2A）。得られた画分の中からは、34 種類のタンパク
質が同定されました。これらのタンパク質が本当に接着器官を構成しているのかを検証するために、それぞれのタンパ
ク質の YFP 融合株をマイコプラズマで発現させ、蛍光顕微鏡を用いて局在を観察しました６）（図 3A）。タンパク質の
局在パターンは４つに分けることができました；接着器官に局在するもの、複数の点に局在するもの、明確な局在位置
をもたずにぼんやりとしているもの、シグナルが得られないもの。この一連の解析の中で、接着器官を構成するタンパ
ク質が 13 種あることが明らかになりました。その中には、新たに見つかった３種のタンパク質が含まれていました（図
2B、C）。
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図 2． 細胞骨格の構成タンパク質
（A）骨格構造の画分の中に含まれるタンパク質。SDS-PAGE をしたのち CBB で染色をした。ペプチド MASS
フィンガープリンティングで同定できたものの gene ID（MPN number）を右側に示している。同定できなか
ったものをアスタリスクで示している。（B）新しく見つかった骨格構造の構成タンパク質。位相差顕微鏡と蛍
光顕微鏡のマージ像。細胞に YFP 融合 MPN066、MPN332、MPN387 をそれぞれ発現させた。それ以外の像
は、図 3 に示している。（C）接着器官を構成するタンパク質の ORFs。
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図 3． 接着器官構成タンパク質の局在観察
（A）YFP を融合させたタンパク質の細胞内局在。P1 adhesin（あしタンパク質）のみモノクローナル抗体で染
色している。局在の模式図を右上に示している。（B）YFP と CFP を２つのタンパク質に融合した細胞の光学顕
微鏡像。

　さらに、得られた画像を詳細に解析することで 13 種類のタンパク質それぞれが接着器官のどの部分を構成している
かを決定しました（図 4A）。接着器官はおおよそ 300 nm の長さで、先端から terminal button、paired plates、bowl
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complex という部分構造に分かれます。蛍光シグナルの輝度中心を高精度に位置決定することで、それぞれのタンパ
ク質が細胞先端からどの程度離れた距離に存在しているのかを明らかにすることができました。また、２種類の蛍光タ
ンパク質で２つの異なるタンパク質を別々に標識することで、タンパク質間の距離もナノメートルレベルで明らかにす
ることができました（図 3B and 図 4B、C）。構成タンパク質の１つである HMW2 という 200 kDa の巨大タンパク質
の場合、N 末端に CFP を、C 末端に YFP を標識したものを細胞に発現させると、２つの蛍光タンパク質間の距離は
約 200 nm となり、骨格構造の全域にわたってこのタンパク質が分布していることが初めて明らかになりました。この
ような二重標識法を 16 の組み合わせで試しましたが、得られた距離は 単独標識で得られた結果とほとんど変わりな
く、これらのタンパク質群が接着器官においてきちんと組織化され局在パターンが決定されていることが明らかになり
ました（図 4D）。

図 4． 接着器官構成タンパク質の詳細な位置決定
（A）細胞先端から蛍光シグナルのピーク位置までの距離分布。各タンパク質の Gene ID を左に示している。20
個体の平均値と SD を各パネルに示している。（B）HMW2 タンパク質の N 末端に CFP、C 末端に YFP を融合
した二重標識株の顕微鏡像。（C）YFP と CFP シグナルの位置関係。パネル B にある画像を黄色の点線に沿っ
てシグナル強度分布をみたもの。（D）２つのタンパク質間の距離分布。緑文字、青文字、赤文字はそれぞれ
YFP、CFP、Cy3 で標識したもの。Cy3 の標識はモノクローナル抗体を用いた免疫蛍光によるもの。20 個体の
平均値と SD を各パネルに示している。
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図 5． 接着器官の模式図
接着器官の表面構造（Nap structure）および、内部の細胞骨格（rod）に分けて、構成タンパク質を示してい
る。細胞骨格構造は、先端から Terminal button、Paired plates、Bowl complex の３つの部位に分け、それぞ
れの構成タンパク質を示した。

考　察

　本研究では、接着器官を構成するタンパク質をシステマティックに調べることで、接着器官に局在するタンパク質の
配置の全体像をとらえることができました７）（図 5）。マイコプラズマの接着器官は病原性発揮に必須の運動装置であ
ることは広く知られています６）。しかし、そのように運動の推進力が発生しているのか、そのメカニズムはほとんど分
かっていません。ただし、これまでに M. pneumonia の滑走運動の仕組みを説明する仮説が１つだけ提案されています
５）。それは，膜突起部位に局在する 300 nm の棒状の細胞骨格構造が、シャクトリムシのように動くことで推進力を生
み出すという仮説です。しかし、この根拠は電子顕微鏡観察によるもののみであり、構造変化の大きさも 20－30 nm
と小さいためさらなる検証が必要不可欠と言えます。今回得られたタンパク質間の距離情報はこの点において、非常に
重要な位置を占めます。接着器官の先端と末端ではおよそ 250 nm の距離があることが光学顕微鏡下でも検出するこ
とができました。また、巨大タンパク質の場合、たった１種類であっても N 末端と C 末端で 200 nm もの距離を持つ
ことが明らかになりました７）。今後は、蛍光標識したタンパク質の動きや接着器官の構造変化を調べることで、どの部
分が動いて滑走運動が起こっているかを調べることが重要になってくると考えられます８-10）。滑走と接着に必須のタ
ンパク質の構造は、マイコプラズマ感染症の対策のための重要な情報となるでしょう。
　本研究は、マイコプラズマの接着器官の構造と機能に関する今後の研究を大きく進展させるものです。他に類のない
マイコプラズマの接着器官の研究は、生体運動の共通原理と進化、そして細菌がどのように進化して生き残って来たの
かという命題への理解につながります。また、耐性菌の蔓延により、抗生剤がマイコプラズマ感染症への第一選択肢で
はなくなるかもしれない現代において、次の対策を得るためのヒントになると期待されます。
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