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研究成果の概要（和文）：本研究ではcagA陽性ピロリ菌の感染細胞内にてグルタチオン新規分解酵素CHAC1の過
剰発現が誘導され、さらに細胞内グルタチオンの低下や活性酸素種の蓄積を導くことを発見した。酵素活性のあ
るCHAC1の過剰発現細胞ではTP53の塩基置換が誘導され、一方、酵素活性のないCHAC1の過剰発現細胞ではその変
異は一切認められなかった。また、感染によるCHAC1の過剰発現によっても変異が誘導されたが、siRNAにより
CHAC1発現を抑制すると、感染による遺伝子変異は完全に抑制された。これより、感染により誘導されるCHAC1過
剰発現が、TP53の変異を誘導し、ピロリ菌感染胃癌の発生に寄与していると推測される。

研究成果の概要（英文）：Cation transport regulator 1 (CHAC1) has γ-glutamylcyclotransferase 
activity that degrades glutathione. We found that cagA-positive Helicobacter pylori (H. pylori) 
infection triggered CHAC1 overexpression in human gastric epithelial (AGS) cells leading to 
glutathione degradation and the accumulation of reactive oxygen species (ROS). Nucleotide 
alterations in the TP53 tumour suppressor gene were induced in AGS cells overexpressing CHAC1, 
whereas no mutations were detected in cells overexpressing a catalytically inactive mutant of CHAC1.
 A high frequency of TP53 mutations occurred in H. pylori-infected AGS cells but this was prevented 
in cells transfected with CHAC1 siRNA. These findings indicate that H. pylori-mediated CHAC1 
overexpression degrades intracellular glutathione, allowing the accumulation of ROS which 
subsequently causes mutations that could contribute to the development of gastric cancer.

研究分野：病理学
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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 
近年、発癌と酸化ストレスとの関連が注目さ
れている。Cation transport regulator-like 
protein 1 (CHAC1) タンパクはグルタチオン
（抗酸化物質）の分解酵素としての機能を担
うことが新たに判明したが、発癌メカニズム
における役割は明らかとなっていない。本教
室にて予備検討を行ったところ、ピロリ菌感
染細胞や胃癌組織で本タンパクの発現上昇
が観察された。このことから、ピロリ菌感染
に伴い上昇した本タンパクはグルタチオン
を分解し、それに続く細胞内 ROS 量の上昇
が癌抑制遺伝子の変異を惹起することで発
癌に至ると推察される。本 研究では、この
仮説に基づき、ピロリ菌感染に関連した発癌
メカニズムにおけるCHAC1タンパクの機能的
役割、および CHAC1 抗体の病理診断におけ
る癌マーカーとしての応用性を明らかにす
る。 
 
２．研究の目的 
ピロリ菌感染に伴う細胞内活性酸素種(ROS)
の蓄積やグルタチオン(GSH)の分解について
は多くの研究がなされており、感染細胞内に
おけるこれらの変化が最終的に酸化ストレ
スによる DNA ダメージとなり、胃癌発生に寄
与していると考えられている。GSH は ROS に
よって誘導される酸化ストレスに対抗する
抗酸化分子としての機能を有することは知
られているが、ピロリ菌感染に伴う細胞内
GSH の低下が ROS 蓄積によって誘導されるの
か、GSH 分解により ROS 蓄積が誘導されるの
か、未だにはっきりとは分かっていない。近
年、γ-glutamylcyclotransferase 活性を持
つγ-glutamylcycle 内の新たな酵素として、
Cation transport regulator 1 (CHAC1)が同
定された。CHAC1 は GSH を 5-oxoproline と
cystenylglycine にダイレクトに分解できる
ため、数少ない細胞内に存在する redox 
balance を維持する上で重要な GSH 分解酵素
の 1つであると考えられている。また、CHAC1
は ER ストレス応答経路の構成分子の 1つと
しての機能も知られており、先行研究では、
乳癌や卵巣癌においては mRNA レベルにおけ
るCHAC1発現の上昇が予後不良因子となるこ
とがわかっている。そこで、本研究では CHAC1
が GSH 分解能を有することから、ピロリ菌感
染に伴う GSHの分解は CHAC1 発現によるもの
であると考え、ピロリ菌感染細胞内の GSH 及
びROS量を測定し、さらにROS蓄積によるDNA
ダメージがもたらす TP53 遺伝子変異の誘導
について解析を行った。 
 
３．研究の方法 
① 感染実験 
ヒト胃上皮培養細胞(AGS)を培養用シャーレ
にて培養し、ピロリ菌を感染させた。ピロリ
菌は野生型ピロリ菌(cagA 陽性ピロリ菌)と、
胃癌発症の病原因子である cagA をノックア
ウトさせた変異体ピロリ菌(cagA 陰性ピロリ

菌)の 2株を使用した。CHAC1 発現の抑制には
siRNA およびコントロールとして scrambled 
siRNA を使用し、ピロリ菌感染の 6 時間前に
リポフェクタミンを用いて細胞内に導入し
た。遺伝子解析の実験では、3 日毎に培養細
胞の蒔き直し及びsiRNAの導入とピロリ菌感
染を繰り返し、16 日間培養を継続させた。 
② CHAC1 過剰発現実験 
pCMV6 よ り 酵 素 活 性 を 有 す る CHAC1 
(CHAC1-WT)の cDNA を獲得した。酵素活性を
有さない CHAC1 変異体(CHAC1-MT)は 157 番目
のアミノ酸 E を Q に置換して作成した。AGS
を培養用シャーレにて培養し、それぞれの
cDNAが挿入されたプラスミドDNAをリポフェ
クタミンにより細胞内に導入した。3 日毎に
培養細胞の蒔き直し及びプラスミドDNAの導
入を繰り返し行い、4, 8, 16 日間培養を継続
させた。 
③ サンプル処理 
各条件の培養細胞は一定時間後、TRIzol によ
り RNA 抽出液、Lysis buffer によりタンパク
抽出液をそれぞれ回収し、以降の実験に使用
した。RNA 抽出液より RNA を精製、cDNA を合
成し、リアルタイム RT-PCR の解析に使用し
た。Western blotting では 25µg の各サンプ
ルのタンパク抽出液を使用し、筆者の研究室
で作成した抗CHAC1単クローン抗体により検
出した。 
④ 細胞内 GSH 及び ROS 量の測定 
GSH 濃度測定は市販のキットを使用し、細胞
内より GSH を抽出し、濃度既知のスタンダー
ドサンプルより作成した標準曲線より各サ
ンプル中の GSH 濃度を算出した。細胞内 ROS
の蓄積量は carboxy-H2DCFDA にて細胞内染色
を施し、フローサイトメトリーにてその蛍光
を測定した。 
⑤ TP53 遺伝子変異解析 
精製された RNA より合成された cDNA を鋳型
として、TP53 遺伝子の exon 2 から 11 の領域
(1179 塩基対)を PCR にて増幅後、サブクロー
ニングを行った。ランダムに選ばれたクロー
ンより抽出されたプラスミドを用い、シーク
エンス解析を行い、変異の有無を解析した。
なお独立した 2回の実験を行った後、それぞ
れのサンプルにおいて解析を実施した。 
 
４．研究成果 
① cagA 陽性ピロリ菌感染した AGS では、
CHAC1 の過剰発現、および細胞内 GSH の
分解、さらに ROS の細胞内蓄積が誘導さ
れる(図 1参照) 

cagA陽性ピロリ菌に感染したAGSでは、CHAC1
の過剰発現が mRNA 及びタンパクレベルにお
いて有意に誘導されたが(P < 0.0001)、cagA
陰性ピロリ菌に感染したAGSではその過剰な
発現は誘導されなかった。CHAC1 の過剰発現
が最も強く認められた感染 24 時間後に、細
胞内 GSH および ROS 量を測定したところ、
cagA陽性ピロリ菌に感染したAGSではGSHの
分解(P < 0.001)および ROSの蓄積(P < 0.001)



が有意に認められたが、感染前に siRNA にて
CHAC1 の発現を抑制した場合には、cagA 陽性
ピロリ菌感染に伴うこれらの変化は認めら
れなかった。CHAC1 が誘導されない cagA 陰性
ピロリ菌に感染した細胞では、細胞内の GSH、
ROS 量に変化は認められなかった。 
 
 

図 1 ピロリ菌感染に伴う CHAC1,GSH,ROS 量 
 
② cagA 陽性ピロリ菌が感染した AGS にお
ける TP53 遺伝子変異の誘導には、酵素
活性を有する CHAC1 の過剰発現が必要
である 

AGS に CHAC1-WT を 4, 8, 16 日間、継続的に
過剰発現させたところ、細胞内 GSH の分解お
よびROSの蓄積が経時的に顕著に認められた
が、CHAC1-MT を過剰発現させた AGS ではこれ
らの変化は認められなかった。これらの細胞
の TP53 遺伝子を解析したところ、CHAC1-WT
を過剰発現させた場合、アミノ酸置換を伴う
遺伝子変異の頻度が 4, 8, 16 日と経時的に
増加しており、それぞれ0.28 /104, 1.01 /104, 
1.87 /104 塩基対であった(Not significant, 
P = 0.0074, P = 0.0001)。一方、CHAC1-MT
を過剰発現させた場合には、これらの変異は
一切認められなかった。また、16 日間、ピロ
リ菌を継続的に感染させた AGS においては、
cagA 陽性ピロリ菌が感染した場合、細胞内
GSH の分解および ROS の蓄積が起こり、さら
には TP53 遺伝子変異が誘導され、アミノ酸
置換を伴う変異頻度は 1.15 /104 塩基対であ
った(P = 0.0037)。しかしながら、これらの
変化は cagA 陰性ピロリ菌が感染した場合に
は認められなかった。さらに、感染における
CHAC1 の過剰発現を抑制するため、感染前に
siRNA にて CHAC1 発現を抑制した場合には、
cagA 陽性ピロリ菌が継続的に感染したとし
ても、細胞内 GSH が保たれ、ROS の蓄積も起
こらず、TP53 遺伝子変異も全く誘導されなか
った。 
③ 結論 
本研究により、cagA 陽性ピロリ菌感染により
惹起される CHAC1 の過剰発現が、感染細胞内
の GSH分解とそれに伴う細胞内 ROS蓄積を誘
導し、その結果、TP53 遺伝子変異を導くこと
が分かった。CHAC1 過剰発現に伴う感染細胞
内の酸化ストレスによるDNAダメージがピロ
リ菌感染胃癌の発生に寄与しているかもし
れない。 
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