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研究成果の概要（和文）：近年の疫学研究から発がん性病原タンパクCagを産生するヘリコバクター・ピロリ菌
感染と狭心症・心筋梗塞などの心血管病変との関連が示唆されている。我々は、ピロリ菌により胃上皮細胞内に
注入されたCagAがエクソソームの構成成分として全身循環系に移行することを見出した。本研究ではピロリ菌
CagAが血管内皮細胞にEMT様の形態変化と運動性亢進を引き起こすことを明らかにした。さらに、CagAを消化管
上皮ならびに血管内皮特異的に発現する遺伝子改変マウスを作成し、 CagAによる心血管病変発症を検証するた
めのマウスモデル系樹立に成功した。

研究成果の概要（英文）：Recent epidemiological studies suggest the relationship between 
cardiovascular diseases such as angina pectoris and myocardial infarction and chronic infection with
 H. pylori producing the oncogenic effector protein CagA. Following injection into gastric 
epithelial cells, a fraction of CagA proteins are incorporated into exosomes, which are secreted 
from the epithelial cells into the general circulation. This suggests that CagA reaches vascular 
endothelial cells via exosomes. We found in this work that, in vascular endothelial cells, CagA 
induces EMT-like morphological transformation and elevated cell motility in its tyrosine 
phosphorylation-dependent manner. We also succeeded in establishing genetically engineered mice that
 specifically express CagA in vascular endothelial cells or gastrointestinal cells, which provide an
 excellent in vivo model system in investigating the role of H. pylori CagA in cardiovascular 
lesions. 

研究分野：感染腫瘍学、分子腫瘍学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヘリコバクター・ピロリ菌はヒト胃粘膜に感
染する微好気性グラム陰性桿菌であり、全世
界人口の約半数、我が国では 5000万人−6000
万人がピロリ菌保菌者と推察されている。ピ
ロリ菌は胃炎ならびに消化性潰瘍の原因と
なるばかりでなく、ヒト胃がん発症の最大の
リスク因子である。ピロリ菌には cagA 遺伝
子を保有する菌株（cagA 陽性株）と保有し
ない菌株（cagA 陰性株）が存在するが、潰
瘍や胃がんに関わるのは専ら cagA 陽性株で
ある。cagA によりコードされる CagA タン
パク質はピロリ菌が保有するミクロの注射
針（IV型分泌機構）を介して胃上皮細胞内に
直接注入される。胃細胞内に侵入した CagA
は発がん性チロシンホスファターゼSHP2や
極性制御キナーゼ PAR1と結合し、胃がん発
症につながる胃上皮細胞の機能障害を引き
起こすと考えられている。 
 これまでの多くの疫学調査研究から、cagA
陽性ピロリ菌感染と狭心症、心筋梗塞などの
虚血性心疾患、脳梗塞、さらには妊娠中毒症
といった血管病変を基盤とした胃外病変と
の関連が指摘されている。ピロリ菌感染と胃
外病変をつなぐ病因・病態に関しては、菌が
保有する抗原との交差反応による自己免疫
学的な機構が提唱されているものの具体的
な検証は進んでおらず、胃粘膜に限局して感
染するピロリ菌が胃以外の遠隔臓器に病変
を惹起する具体的な分子機構は不明のまま
である。 
 我々は最近、ピロリ菌 CagAが打ち込ま
れた胃上皮細胞から CagAを含有するエク
ソソームが分泌されることを発見した。エ
クソソームは脂質二重層で被われた直径
30nm～100nm程度の分泌小胞であり、内
包されるタンパク質や RNAが細胞間の情
報伝達に関わることが示唆されている。
我々はさらに、cagA 陽性ピロリ菌感染者
の循環血流中に存在するエクソソーム内に
CagA タンパク質が検出されることを見出
した。 この発見は、ピロリ菌 CagA がエ
クソソーム等を介して胃粘膜から遠隔臓
器・組織に送達されることを示している。 
 
２．研究の目的 
本研究はピロリ菌病原因子 CagA が消化管
以外の臓器・組織、とりわけ心循環系に与
える影響を明らかにすることを目的とした。
本研究はピロリ菌の局所感染が遠隔臓器あ
るいは全身性病変発症を誘発する機構解明
を目指すものであり、既存の微生物学・感
染症学で語られる病因・病態論の枠を超え
た疾患発症の新たなパラダイムを提供する
ものである。本研究を通して、ピロリ菌感
染に限らず、局所細菌感染症、局所ウイル
ス感染症、さらには正常細胞叢（マイクロ
バイオータ）を構成する微生物種の変容が

遠隔組織・臓器に病変を引き起こす機構の
解明につながる。虚血性心疾患は三大成人
病のひとつであり、その病因にピロリ菌由
来 CagA エクソソームの関与が明確になっ
た場合、狭心症や心筋梗塞の概念ならびに
診断・治療に新たなパラダイムが加わるこ
とが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的を達成するため、１）血管内
皮由来培養細胞にピロリ菌 CagA を異所
性発現させる系を樹立し、CagA が血管内
皮細胞の機能に与える影響を検討する、２）
組み換え型 CagA タンパク質を封入した
人工エクソソームを作成し、マウス循環系
への投与系を樹立する、３）消化管粘膜特
異的に CagA を発現するトランスジェニ
ックマウスを作成し、消化管細胞由来の
CagA 含有エクソソームが全身循環系を介
して遠隔臓器病変を引き起こす機構を探る 
in vivo モデル系を樹立する、４）血管内
皮細胞特異的に CagA を発現するトラン
スジェニックマウスを作成し、血管壁に 
CagA 発現が及ぼす影響を直接評価する 
in vivo モデルを樹立する。 
 胃粘膜特異的にピロリ菌CagAを誘導発現
する遺伝子改変マウス作成のため、CMV 初
期エンハンサー／chicken -actin (CAG) プ
ロ モ ー タ ー と cagA 遺 伝 子 の 間 に
loxP-STOP-loxP (Floxed STOP) 配列を挿入
した cagA 遺伝子発現ユニットを構築した。
この発現ユニットを C57BL/6 由来受精卵に
マイクロインジェクションし、Creリコンビ
ナーゼ依存的に cagA 遺伝子発現を可能にす
る遺伝子発現ユニットを Rosa26座に挿入し
たノックインマウス(R26LSL-cagA マウス)トラ
ンスジェニックマウス（CagA Tgマウス）を
樹立する。この Tgマウスにおいて消化管粘
膜特異的に Floxed STOPを除去するため、
villin遺伝子プロモーターの下流に Creリコ
ンビナーゼ遺伝子を接続した発現ユニット
を保有する villin Creマウスとの交配を行い、
両発現ユニットを保有するコンパウンド F1
マウスを樹立する。同様に、血管内皮細胞選
択的に CagA を発現させるべく、CagA Tg
マウスと Cdh5 (VE-cadherin) 遺伝子プロモ
ーター /Cre トランスジェニックマウス 
(Cdh5-Creマウス)を交配する。得られた F1
マウスの尾端片からゲノム DNA を精製し、
cagA 遺伝子および Cre 遺伝子断片を特異的
に増幅するプライマーセットを用いて PCR
を行うことでマウスの遺伝子型を判定する。
各臓器・組織における cagA/CagA 発現は、
RT-PCRによりmRNAレベルで、また CagA
タンパク質のC末端にタグしたFlag epitope
に対する免疫組織化学染色により確認する。 
 
４．研究成果と考察 
(1) HUVEC 培養細胞を用いた血管内皮細胞に



おける CagA 生物活性の解析 
 pBI-CMV3 ベクターに野生型 cagA 遺伝子を
挿入し、  IRES 依存的に野生型 CagA 
(CagA-WT)と蛍光タンパク質 (ZsGreen)を同
時発現するベクターを作製した。この cagA
発現ベクターをヒト胃上皮由来 (AGS) 細胞
に導入し、CagA の発現ならびに生物活性(細
胞形態変化)をイムノブロット解析および顕
微観察により確認した。CagA 発現ベクターを
導入した細胞では、CagA のチロシンリン酸化
に依存した伸長を伴う細胞形態変化が誘導
された。  
 電気穿孔法を用いて cagA 発現ベクターを
ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC 細胞)に導入
した。CagA の発現およびチロシンリン酸化を
イムノブロットで解析した。CagA 発現時に見
られる生物活性(細胞形態変化など)を顕微
鏡などを用いて解析し、細胞運動性ならびに
細胞質の伸長に伴う形態学的変化の誘導を
確認した。 
 リン酸化部位をフェニルアラニン残基に
置 換 し た チ ロ シ ン リ ン 酸 化 耐 性 型
CagA(CagA-PR)を発現するベクターを同様に
作製した。HUVEC細胞にCagA-PRを発現させ、
CagA-WT 発現時に観察される表現型が
CagA-PR 発現時においても誘導されるか否か
を検討したところ、上述の形態・運動変化は
どちらも CagA のチロシンリン酸化に依存す
ることが明らかとなった。。 
 HUVEC 細胞で観察された CagA 生物活性(細
胞形態変化など)の発現にCagAのチロシンリ
ン酸化が不可欠であることから、血管内皮細
胞に侵入した CagA が標的とするエフェクタ
ー分子／細胞内シグナル伝達経路の同定を
行う。特に、動脈硬化発症への関与が示唆さ
れ て い る (Endothelial-Mesenchymal 
Transition) 誘導を CagA が促進する可能性
を検証する。 
(2) CagA含有リポソームの作製とマウスへの
投与実験 
すでに樹立している大腸菌における CagA タ
ンパク質の大量発現ならびに高度精製系を 
(Nagase et al. Sci Rep, 2015)を用い、こ
の組換え CagA を exosome 様のサイズを持つ
リポソームに封入することに成功した。今後、
CagA 含有リポソームを正常マウス、ApoE 欠
損マウスに持続投与し、リポソームの循環動
態ならびに血管壁への付着、CagA の血管内皮
細胞への移行、血管病変の出現／動脈硬化の
増悪の有無、等を経時的に検討する予定であ
る。また、 CagA は宿主細胞内でチロシンリ
ン酸化されることによりその病原生物（発が
ん）活性が増強することから、チロシンリン
酸化 CagA を封入したリポソームも作製し、
上述と同様のマウス投与実験を並行して行
う。 
(3) 消化管上皮ならびに血管内皮細胞特異
的にピロリ菌 CagA を発現するマウスの作製
とその表現型解析 

Creリコンビナーゼ依存的にcagA遺伝子発現
を可能にする遺伝子発現ユニットを Rosa26
座に挿入したノックインマウス(R26LSL-cagA マ
ウス)の作成に成功し、消化管上皮特異的に
Cre リコンビナーゼを発現する villin 遺伝
子プロモーター/Cre トランスジェニックマ
ウス (villin-Cre マウス)との交配により、
仔マウスを得た。同様に、CagA Tg マウスを
Cdh5 遺伝子プロモーター/Cre マウス 
(Cdh5-Cre マウス)を交配した。得られた仔マ
ウスの尾端片からゲノム DNA を精製し、cagA
遺伝子およびCre遺伝子断片を特異的に増幅
するプライマーセットを用いて PCR を行い、
仔マウスの遺伝子型を判定した。結果、組
織・臓器特異的に CagA を発現することが期
待されるR26LSL-cagA; villin-Creコンパウンド
マウス（消化管上皮特異的）ならびに
R26LSL-cagA;Cdh5-Cre コンパウンドマウス（血
管内皮特異的）を得ることに成功した。 
 R26LSL-cagA;Cdh5-Cre マウスが樹立できたこ
とから、胎生期における血管内皮細胞での構
成的な CagA 発現は致死性の発生異常を起こ
さないことが明らかとなった。今後、
R26LSL-cagA; villin-Cre コンパウンドマウスな
らびに R26LSL-cagA;Cdh5-Cre マウスの成体にお
ける CagA 発現に依存した血管病変発症の有
無を継時的に観察する。生後 16 週齢の時点
で、R26LSL-cagA;Cdh5-Cre マウスは CagA を発現
しない同腹仔コントロールと比べ、体重およ
び外見上の差異は認められていない。また、
R26LSL-cagA;Cdh5-Cre マウスの灌流固定組織標
本を作製し、抗 CagA 抗体または抗 FLAG タグ
抗体を用いた免疫組織化学染色により血管
内皮細胞における CagA の発現を検出すると
ともに、個体からの継時的な組織サンプリン
グを通して血管病変出現の有無を病理組織
学的解析を通して詳細に検討する今後必要
に 応 じ 、 高 脂 肪 食 投 与 あ る い は
R26LSL-cagA;Cdh5-Cre マウスと apoE欠損マウ
スなど動脈硬化促進モデルマウスの交配で
得られるコンパウンドマウスを作成し、同様
の解析を行う予定である。 
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