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研究成果の概要（和文）：Helicobacter cinaediはヒトや動物の腸に生息し，菌血症や蜂窩織炎の原因菌として
分離される病原細菌である．本研究では大腸菌などに存在するSerine Protease Autotransporters of 
Enterobacteriaceae（SPATEs）に類似するH. cinaediのautotransporter proteinである膜タンパク質Xに着目
し, ノックアウト株を用いたin vitro感染実験等によりその機能を解析した．その結果，Xは細胞接着因子とし
てH. cinaedi感染病態に寄与していることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Helicobacter cinaedi infects colon in human and animals, and causes 
bacteremia and cellulitis in human. To identify a virulence factor of H. cinaedi, we focused on an 
autotransporter protein X of H. cinaedi in this study. 
Structure of protein X is predicted to be similar to Serine Protease Autotransporters of 
Enterobacteriaceae（SPATEs), most of which are secreted.  However, protein X is suggested to remain 
on bacterial surface by immunoblotting assay using peptide antibody against protein X. 
By in vitro infection experiments using protein X knockout strains, protein X was found to be 
contribute to cell adherance. In addition we found the RGD motif in protein X may play a important 
role to adehere cell. 

研究分野：細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Helicobacter cinaediは近年その分離が増加している病原細菌である．さらにH. cinaediは人から人へと伝播し
院内感染を引き起こす．病原因子としてcytolethal distending toxin（CDT）を持つことがわかっているが，そ
れ以外の病原因子はほとんど明らかになっていなかった．本研究ではAutotransporter proteinが細胞接着に寄
与することによりH. cinaediの感染病態に関連する病原因子であることが示唆された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Helicobacter cinaediは近年その分離が増加している病原細菌であり，ヒトや動物の腸に生息
し，菌血症や蜂窩織炎の原因菌として分離される．さらに H. cinaedi は人から人へと伝播し院
内感染を引き起こす．Helicobacter 属菌のうち，人から分離される代表的な Gastric 
Helicobacterである Helicobacter pyloriは CagAや VacAなどの病原因子が明らかになり，病
原性について多くの知見が得られている．しかし一方， Enterohepatic Helicobacterの中で，
最もヒトからの分離が多く報告されている H. cinaedi については，病原因子として cytolethal 
distending toxin（CDT）を持つことがわかっているが，それ以外の病原因子はほとんど明らか
になっていない． 
 
２．研究の目的 
H. cinaediの感染病態に寄与する新たな病原因子 Xを明らかにすることを目的にする． 
 
３．研究の方法 
CDTノックアウト株を用いた検討 

H. cinaediのノックアウト株を作製し，in vitro感染実験により細胞障害活性等を野生株と比
較した． 
病原因子 Xの選定 
病原性に寄与する可能性のある遺伝子のノックアウト株を作製し，in vitro感染実験により細
胞障害活性等を評価することにより，病原性に寄与する遺伝子を選定した． 
病原因子 Xの機能解析 
大腸菌を用い，病原因子 X の菌体外排出領域の大量発現系を構築した．得られたタンパク質
は結晶化のスクリーニングを行うとともに，機能解析に用いた．病原因子 X の菌体外排出領域
に対するペプチド抗体を用い，X の局在を調べた．さらに複数の株で病原因子 X のノックアウ
ト株を作製し，in vitro感染実験により，細胞障害活性，細胞接着能の比較を行った．  
 
４．研究成果 
CDTノックアウト株を用いた検討 

H. cinaediの標準株である CCUG18818株を用い，CDTノックアウト株を作製し，ヒト結腸
癌由来細胞 Caco-2 およびヒト単球 系細胞 U937 を用い，in vitro 感染実験を行った．その結
果，Caco-2 細胞を用いた感染実験では CDT ノックアウト株において優位に細胞障害活性の低
下が認められたが，未分化 U937細胞を用いた感染実験では CDTノックアウト株は野生株と同
等の細胞障害活性が認められ，CDT 以外の因子が寄与していることが示唆された．H. cinaedi
感染病態に寄与する CDT以外の因子のスクリーニングには本実験系を用いることとした． 

 
病原因子 Xの選定 
研究開始当初はトランスポゾンを用いたランダム変異導入を行う計画であったが，実験系の
確立が困難であったため，ゲノム比較により病原性に関連する可能性のある候補遺伝子を選定
した．ゲノムは院内感染由来株であり完全ゲノムを解読した日本由来 H. cinaedi 株 MRY08-
12347株のゲノム情報やH. cinaediと同様に菌血症患者より分離されるHelicobacter fennelliae 
MRY12-0050 株のゲノム情報を利用した．候補遺伝子は RNA-Seq 解析により当該遺伝子が十
分発現していることを確認した．完全ゲノムを解読したMRY08-1234株を用いたノックアウト
株の作製が困難であったことから，ノックアウト株の作製には日本由来MRY12-0027株を用い，
17個の選定した遺伝子のうち 15個の遺伝子についてノックアウト株を作製することができた．
15 遺伝子のノックアウト株を作製し，未分化 U937 細胞を用いた感染実験を行ったところ，大
腸菌の Serine Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae（SPATEs）である EspC類似
のタンパク質をコードする遺伝子（MRY08-1234株の Locus tag: HC081234_20550）をノック
アウトした場合に優位に細胞障害活性の低下が認められた．そこで，本研究ではこの遺伝子を病
原因子 Xとし着目していくこととした． 
 
病原因子 Xの機能解析 
 Autotransporter proteins（ATs）は Type V 型分泌装置としても知られ， Autotransporter 
domain（多くの場合 ATsの C末端側に存在する）により菌体外に排出される膜タンパク質であ
る．ATsは多くの病原細菌が保有し，細胞障害や細胞接着など，多彩な機能をもつ．Helicobacter
属菌の代表的な ATsの一つとして，H. pyloriの Vacuolating Toxin A（VacA）がある．VacAは
菌体外に排出されたのち，分泌され宿主細胞に対する空砲化活性等による細胞障害活性により
H. pyloriの病原性に寄与している．H. pyloriは VacAの他に３つの ATs（ImaA，VlpC，FaaA）
を保有し，それぞれ細胞接着や運動性に関わることにより H. pylori感染病態に寄与しているこ
とが報告されている． 
一方，H. cinaediの病原因子 Xは SPATEsと相同性がある．SPATEsは自身の N末端領域の

Autotansporter domainにより菌体外に排出・分泌され，そのプロテアーゼ活性が細胞障害など
を介して感染病態に寄与をしている．そこで，H. cinnaedi の ATs である X の菌体外排出領域
に対するペプチド抗体を作製し，ウェスタンブロッティングにより X の局在を調べたところ，



Xは菌体培養上清には検出されず，膜タンパク質画分にのみ検出された．従って Xは，SPATEs
とは異なり，菌体外に排出されたのち，分泌されずに菌体表面にとどまっていることが示唆され
た． 
日本由来 H. cinaedi 株はそのゲノム情報に基づき大きく二つの Clade に分類される．

CCUG18818 株や MRY12-0027 株が含まれる Clade II の株はノックアウト株の作製ができた
が，MRY08-1234 株などの Clade I に分類される菌株群はノックアウト株の作製が困難であっ
た．そこで，H. cinaediのゲノム情報をもとに，ノックアウト株の作製に使用する薬剤耐性カセ
ットの最適化を行った人工遺伝子を作製し，ノックアウト株の作製に用いたところ，Clade Iに
分類されるMRY08-1234株でもノックアウト株を作製することができるようになった． 
そこで，MRY08-1234株についても病原因子 Xのノックアウト株を作製し，ヒト結腸癌由来細
胞 Caco-2 を用いて細胞接着能および細胞侵入能の評価を行った．その結果，病原因子 X のノ
ックアウト株では野生株に比べ，細胞侵入能は有意な差はないものの，細胞接着能は優位に低下
することがわかった．細胞接着能の低下は MRY12-0027 株および MRY08-1234 株の両方で確
認された．そこで，ﾑﾁﾝ産生性のヒト結腸癌由来細胞 HT29-MTX を用い，同様な検討を行った
ところ，各菌株の細胞接着能は Caco-2に比べて増加したものの，Xのノックアウトによる細胞
接着能の低下は認められなかった．従って X は細胞接着に寄与しており，その標的はムチン以
外である可能性が示唆された． 
 一方興味深いことに Xの菌体外排出領域には RGD配列が含まれていた．そこで，RGD配列
がタンパク質の構造上どのような位置にあるのかを明らかにするために，X の菌体外排出領域
（約 115 kDa）について大腸菌での大量発現系を構築した．得られたたんぱく質の結晶構造解析
を試みたが良い結晶を得ることはできなかった．そこで，X の配列から Robetta
（http://robetta.bakerlab.org/）によりその三次元構造を予測したところ，Xの RGD配列は立
体構造の先端部位にあると予想された．そこで，RGD配列を RGAあるいは RADに置換した変
異体を作製し，細胞接着能を評価したところ，変異体では細胞接着能が有意に低下することがわ
かった． 
以上の結果より H. cinaedi の ATsである Xは細胞接着に関わることにより，感染病態に寄与し
ている可能性が示唆された． 
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