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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌の血小板活性化成分lppを中心にピロリ感染と急性冠症候群との関連性を解
析した。lpp-His融合蛋白および抗lpp抗体を作製した。急性冠症候群(ACS)の患者血清を抗lpp抗体で解析した結
果、2名のピロリ菌感染者に検出され、本成分の血中移行を証明した。本菌体成分の血小板結合・凝集能は
lpp-His融合蛋白発現大腸菌と健常人の血小板を使用して確証に至った。
さらに、1.5％塩添加培養条件での解析の結果、破壊株は野生株よりも高いviabilityを維持し、本菌体成分はピ
ロリ菌の浸透圧ストレス（osmorality shock）に重要な役割を担っていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the relationship between the platelet-activating factor 
(lpp) of H. pylori and clinical pathology of acute coronary syndrome (ACS). We produced the lpp-His 
fusion protein and anti-lpp Ab. By western assay with anti-lpp Ab and the sera from ACS patients 
with or without H. pylori infection, the lpp was detected in only 2 infected but not in non-infected
 patients. These indicated that the lpp was transmigrated into blood. Regarding the platelet 
aggregation induced by the lpp, we confirmed the phenomenon using platelets from 3 healthy adults 
with or without H. pylori infection, demonstrating that the lpp induced the platelet aggregation 
irrespective of H. pylori infection. 
Concerning the role of lpp on the bacterial cells, the comparative analyses showed that the 
lpp-disrupted strains constructed could survive longer time than wild strains in liquid culture at 
1.5% NaCl concentration, indicating that the lpp plays a critical role against to osmotic stress.

研究分野： 循環器学
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１．研究開始当初の背景  
 ピロリ関連免疫性血小板減少症(ITP)の病

態解析から血小板凝集・活性化を誘導する
菌体成分の存在を見出し同定（菌体 lpp）
した。本邦の死因上位に位置する急性冠症
候群(ACS)と推定約半数の国民が感染して
いるピロリ菌（ピロリ感染症）との関連性
は指摘されているが、未だ機序は不明であ
る。 

 
 
 
 
Fig.1  融合蛋白による血小板凝集能解析 
Aggregomater および顕微鏡所見から明ら
かに本融合蛋白が血小板凝集活性を有す
ることを証明した。  

２．研究の目的  
また、抗 lpp 抗体を使用した ACS 患者血清
（ピロリ感染者と非感染者）とのウエスタ
ンブロット解析より、感染者 2名の血清中
からのみ目的サイズのバンドが検出され
たが、非感染者からは検出されなかった。
以上より、本菌体成分が血中移行すること
を証明した。 

そこで、「血小板凝集・活性化」が病態進
展の基礎となっている ACSにおけるピロリ
感染の影響について研究を行なった。特に
見出したピロリ菌成分 lpp を中心に ACS と
の関連性の解明を目的に本研究を実施し
た。 

 
３．研究の方法  

 （1）本遺伝子をクローニング後、ピロリ菌
lpp-His 融合蛋白とウサギ免疫による抗
lpp 抗体を作成した。融合蛋白は血小板凝
集能を健常人血小板多血漿(PRP)を使用し
automatic platelet aggregomater および
標本観察（ギムザ染色）にて確認した。ま
た、抗 lpp 抗体の特異性等は約 30 菌株を
使用してウエスタンブロット法で確認し
た。 

（2）本菌体成分の血小板凝集能をさらに確
認するため、lpp-His 融合蛋白発現大腸菌
を用いて 3名の健常人（ピロリ感染者と非
感染者）から得た血小板にて解析した（Fig. 
2）。その結果、ピロリ感染に関係なく 3名
とも明らかな血小板凝集を認めた（血小板
凝集に程度の差は認める）。非感染者の血
小板でも凝集が誘発される事は新たな知
見であり、極めて興味深い成果である。 また、抗 lpp 抗体を用いて、計 100 名の ACS

患者血清（ピロリ感染者と非感染者）にて
本菌体成分の検出をウエスタンブロット
解析にて実施した。（倫理委員会承認後） 

 
 
 
  
 （2）lpp-His 融合蛋白発現大腸菌（BL21 大

腸菌）を用いて 3名の健常人（ピロリ感染
者と非感染者）から採取された血小板を使
用して本菌体成分の血小板凝集能をさら
に 検 証 し た （ automatic platelet 
aggregomater 使用）。 

 
 
 
 
 
  
 （3）本遺伝子破壊株を作成し、本菌体成分

の菌体に及ぼす影響を種々の方法で解析
した（経時培養、CFU、ウレアーゼ活性、
形態、塩添加培養によるosmorality stress
など）。 

Fig.2  誘導発現大腸菌（lpp-His 融合蛋
白）による血小板凝集能 
mock 大腸菌よりも遥かに強い血小板凝集
を共に認める。感染者では血小板刺激物質
ADP（アデノシン二リン酸、positive 
control）以上の凝集を認め、非感染でも
ADP 同等の凝集を示した。 

 
４．研究成果 
（1）作成したピロリ菌 lpp-His 融合蛋白の

血小板凝集能検証：automatic platelet 
aggregomaterでlpp-His融合蛋白による血
小板凝集能および標本観察（ギムザ染色）
を行なった（Fig.1）。その結果、lpp-His
融合蛋白は血小板凝集作用を有すること
が証明された。また、本蛋白を使用しウサ
ギ免疫にて得られた抗 lpp抗体の特異性を
約 30 株で検証した結果、目的サイズの単
一バンドが全株に認められ、その特異性が
証明された。さらにピロリ菌の本成分保有
率（発現率）はほぼ 100％である可能性が
強く示唆された。 

ピロリ感染者（左）と非感染者（右） 
 
（3）本遺伝子がピロリ菌体に及ぼす影響を
野生株（HPK5 と 26695）およびその遺伝子
破壊株を使用して比較解析を行なった。形
態、ウレアーゼ活性、通常の培養による CFU
には 2株とも有意な差を認めなかった。一
方で 1.5％塩添加培養では、培養 24 時間後
には両野生株は伸長化し分裂不完全な形
態に変化するが、両遺伝子破壊株は桿菌状
を維持するものが多く認められた（Fig. 3）。
さらに、その結果を支持するかのように



CFU も両野生株は著しく低下したが、両遺
伝子破壊株ではその低下する程度は野生
株と比較して有意に軽度であった（Fig. 4）。
以上より、少なくとも本菌体成分はピロリ
菌の osmorality stress に深く関与するこ
とが明らかとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3  1.5%塩添加培養での形態観察（24
時間） 
グラム染色による形態観察。両野生株とも
伸長化（矢印）しているが、両遺伝子破壊
株は桿菌状を呈するものが多い。 
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Fig.4  培養 24 時間後の viability 
両野生株とも 1.5%塩添加培養では著しい
CFU の低下を認める。一方、両遺伝子破壊
株も CFU の低下は認めるが、明らかに野生
株よりもその低下率は減少しており、塩耐
性を示す傾向を認めた。 
N:通常培養（0.5％NaCl）、O:1.5%塩添加培 
養 

さらに、本菌体成分による血小板凝集は抗
凝固剤を使用した解析結果で、クエン酸ナ
トリウムおよびヘパリンでは影響を認め
なかった。しかし、EDTA2K および EDTA2Na
では血小板凝集を抑制した。EDTA やクエン
酸ナトリウムはカルシウムイオンのキレ
ート作用で抗凝固作用を発揮していると
考えると、本菌体成分による血小板凝集機
序はこのキレート作用を阻害し血小板凝
集を誘導している可能性が示唆された。た
だしこのカルシウムイオンキレート阻害

作用は EDTA よりも弱くクエン酸ナトリウ
ムも強いと考えられ親和性が影響してい
ると推察された。 
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