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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリは IV 型分泌機構を介して病原タンパク質 CagA

を胃上皮細胞内に注入する。本研究では、胃上皮細胞内に侵入したピロリ菌 CagA が、SHP-2 が

んタンパク質ならびに細胞極性レギュレーターPAR1/MARK を脱制御することにより細胞を悪性

化させることを明らかにした。さらに、ピロリ菌 cagA 遺伝子をゲノムに組み込んだ遺伝子改変

マウスを用い、ピロリ菌 CagA が初の細菌がんタンパク質であることを他に先駆けて証明した。

さらに、CagA の分子多型と発がん活性の連関を試験管内ならびに個体レベルで明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：We identified that, upon delivery into host gastric epithelial cells, Helicobacter 

pylori virulence factor CagA binds to a human oncoprotein SHP-2 phosphatase and PAR1/MARK cell 

polarity regulator to perturb their activities, thereby causing cellular dysfunction that lead to malignant 

transformation. We also generated transgenic mice that express the H. pylori cagA gene and confirmed 

that CagA is the first bacterium-derived oncoprotein. Furthermore, we delineated the relationship 

between the structural polymorphism and the degree of oncogenic potential of CagA.  
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１．研究開始当初の背景 

本研究は、２００４年度までの研究成果を基

盤として、ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ

菌）-胃上皮細胞相互作用が引き起こす細胞

内シグナル伝達系の異常と細胞がん化との

関連を分子レベルで解明しようとするもの

である。ピロリ菌 CagA と相互作用する細胞

内シグナル伝達系を解析するため、複数の異

なる胃上皮細胞における cagA 遺伝子の一過

性発現系は既に構築が終了している。CagA

発現の経時的効果、持続的効果を検討するた

めのテトラサイクリン制御性 CagA 発現胃上

皮細胞株も既に樹立が完了している。CagA

には SHP-2 結合部位を中心に地理的な分子

研究種目：特定領域研究 
研究期間：2005～2009   
課題番号：１７０１３００１ 
研究課題名（和文）ヘリコバクター・ピロリ感染を基盤とする胃がん発症機構とその制御 

                     
研究課題名（英文）Mechanism and regulation of gastric carcinogenesis caused  
                  by Helicobacter pylori infection 
研究代表者 
 畠山 昌則（HATAKEYAMA MASANORI） 

東京大学・大学院医学系研究科・教授 
 研究者番号：40189551 



 

 

多型が存在し、胃がん発症頻度の高い東アジ

ア諸国（日本・韓国・中国）に蔓延するピロ

リ菌由来の東アジア型 CagA と胃がんの尐な

い欧米諸国に蔓延するピロリ菌が保有する

欧米型 CagA に大別される。これらの多型を

有する cagA 遺伝子はすでに収集済みであり、

cagA 遺伝子の哺乳動物発現ベクターへの組

み込みは現在進行中である。CagA 遺伝子発

現トランスジェニックマウスは既に受精卵

へのインジェクションが終了し、マウスの誕

生を待って迅速に遺伝子保有個体のスクリ

ーニングを開始する。 

 

２．研究の目的 

ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）感染は

胃がん発症に決定的に重要な役割を果たす。

なかでも cagA 遺伝子陽性ピロリ菌は激しい

萎縮性胃炎を惹起し、胃発がんとの関連がき

わめて強く示唆されている。cagA 遺伝子産

物である CagA タンパクはピロリ菌菌体内か

ら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 SHP-2 チロシンホスファ

ターゼと結合しその機能を脱制御すること

により、細胞の増殖・運動にかかわる細胞内

シグナル伝達系を撹乱・障害する。 

 本研究では、胃上皮細胞内に侵入したCagA

が障害する細胞内シグナル伝達系の系統的

な解析を通して、胃がんに至る多段階発がん

過程を分子レベルで解明することを目的と

する。さらに、CagA トランスジェニックマ

ウスを作成し、ピロリ菌 CagA の発現を起点

とする胃発がんプロセスを個体レベルで解

析する。一方、ピロリ菌 CagA には分子多型

が存在し、この多型が CagA の発がん活性に

反映される可能性が示唆される。そこで、

CagA の SHP-2 結合部位に存在する分子多型

と発がん活性との関連を明らかにし、臨床単

離されたピロリ菌を高発がん性株と低発が

ん性株に迅速診断するシステム構築の基盤

を作る。 

 

３．研究の方法 

(1)ピロリ菌CagAが標的とする胃上皮細胞内

シグナル伝達系の網羅的解析 

正常胃上皮細胞に野性型ならびにリン酸化

抵抗性 CagA を誘導発現させる系を樹立する。

この系を用い、CagA=SHP-2 複合体形成が引

き起こす細胞の増殖・運動・分化への影響を

系統的に解析する。特に、細胞がん化への効

果に焦点をあて、CagA が細胞周期制御系な

らびに apoptosis 誘導系に及ぼす影響を詳

細に検討する。さらに CagA の胃上皮細胞へ

の誘導発現が引き起こす細胞内シグナル伝

達系撹乱の動的変動を、DNA chip, DNA 

microarray を用いた遺伝子発現プロフィー

ルの経時的解析から明らかにする。得られた

データをもとに、CagA が標的とする SHP-2

以外の細胞内シグナル伝達分子を検索する。

さらに、細胞がん化の観点から、CagA 発現

が胃上皮細胞に与える長期的効果として、が

ん抑制遺伝子のプロモーターメチル化に及

ぼす影響を検討する。また、上皮細胞間相互

作用に及ぼす CagA の生物活性を明らかにす

るため、細胞間接着装置に及ぼす CagA の役

割を検討する。 

(2)cagAトランスジェニックマウスを用いた

胃発がん機構の解析 

胃発がんにおける CagA の役割を in vivo で

解析するため、cagA トランスジェニックマ

ウスを作成する。野性型ならびに種々の改変

cagA 遺伝子を構成的発現プロモーターであ

るβアクチンプロモーターないし胃上皮細

胞特異的な発現が期待されるプロトンポン

プ・プロモーターの下流に接続した遺伝子発

現ユニットを構築し、マウス受精卵に注入す

る。得られたトランスジェニックマウスを用

いて、CagA と胃病変、とくに萎縮性胃炎・

胃がん・MALT リンパ腫の発症・進展機構を

個体レベルで解析するシステムを構築する。

さらに、cagA トランスジェニックマウスを

他の遺伝子欠損マウス等と交配し、胃の多段

階発がんにおける CagA の役割を探る。また、

cagA トランスジェニックマウスを化学発が

ん物質を用いた胃発がん実験に適用し、胃が

ん発症における CagA の発がんイニシエータ

−、発がんプロモーターとしての役割を検討

する。 

(3)プロテポーム的手法によるCagA結合タン

パク質の網羅的解析 

N末側ならびにC末側エピトープに対する特

異抗体を用いた免疫沈降を二段階で繰り返

すことにより胃上皮細胞内に異所性発現さ

せたCagA分子をtandem-affinity精製（TAP）

する。TAPにより高度精製したCagA結合タン

パク質をSDS-PAGEを用いて分離後、30-KDa

から200-KDaにいたるタンパク質を含むゲル

領域をスライス片に分け、各々のゲル内に含

まれるタンパクをトリプシン処理後、液体ク

ロマトグラフ質量分析（LC/MS/MS）を行う。

得られたペプチド断片アミノ酸配列をタン

パクデータベースを用いて解析し,既に同定

しているSHP-2ならびにCsk以外のCagA結合

宿主細胞由来タンパクを同定する。得られた

候補タンパク質の既知の生化学的活性なら

びに細胞生物学的役割検討を通して、細胞極

性又は細胞間相互作用との関連が知られて



 

 

いるあるいは示唆されるものを選択し、CagA

との生化学的・細胞生物学的相互作用を明ら

かにする。さらに、極性化MDCK上皮細胞に異

所性過剰発現させ、 頂端側—基底側極性形成

に及ぼす影響を検討する。また、siRNAを用

いた候補タンパク質発現の特異的抑制が、上

皮細胞の極性・細胞間相互作用に与える影響

を検討する。これら一連の細胞生物学的解析

を通して、上皮細胞の増殖・運動・極性に関

与する新規CagA結合分子を単離・同定する。 

新規CagA結合タンパクを構成的あるいは条

件依存的に過剰発現あるいは発現抑制させ

たAGS細胞にCagAを発現させ、細胞の増殖・

運動に対するチロシンリン酸化依存的な

CagA活性に及ぼすリン酸化非依存的CagA活

性（細胞極性破壊・細胞間相互作用低下）の

影響の有無を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) CagA発現胃上皮細胞を用いた網羅的ト

ランスクリプトーム解析を通して、ピロリ菌

病原因子CagAがチロシンリン酸化非依存的

に転写因子NFATを活性化することを見出し

た。NFATはピロリ菌のもう一つの主要な病原

因子VacAの標的としても知られており、VacA

処理によりNFATの転写活性は抑制される。

CagAとVacAがNFAT活性に対し相反する効果

を示すことから、ピロリ菌が保有する２つの

主要な病原因子は、お互いの生物活性を抑制

しあうことにより、胃粘膜に対する過度の傷

害を抑制するフィードバック制御機構が存

在することを示唆している。 

(2) チロシンリン酸化CagAにより活性化さ

れるSHP-2ホスファターゼの基質分子として

FAKを同定した。CagAはSHP-2依存的にFAKの

キナーゼドメイン内活性化ループ上に存在

する２つのチロシン残基（Tyr-575,577）を

脱リン酸化することによりチロシンキナー

ゼ活性を抑制する。その結果、細胞—基質間

相互作用を担う細胞接着班の生成・破壊プロ

セスが抑制され、細胞—細胞外基質間の相互

作用が低下する。細胞接着斑の機能低下によ

り、細胞運動性が亢進し、CagA発現細胞に見

られる細胞質の伸長を伴う運動性の亢進が

引き起こされる。 

(3)臨床単離ピロリ菌株の遺伝子解析から、

CagAにおけるSHP-2結合部位の分子多型が、

同領域を構成する４つのセグメントの重

複・欠失によって作りだされることが明らか

となった。さらに、各CagA分子が示すSHP-2

結合能の強弱が、欧米型CagAの場合は

EPIYA-Cセグメントの数、東アジア型CagAの

場合はEPIYA-Dセグメントの数に依存するこ

とが明らかとなった。同様に、各CagA分子種

とCskとの結合活性は、EPIYA-A ならびに

EPIYA-Bセグメントの数と相関することも示

された。CagA-Csk相互作用の結果、Srcを介

するチロシンリン酸依存的CagA活性は減弱

する。  

(4) CagAが極性化上皮細胞のアドへレンス

ジャンクションを構成するE-cadherin/b-カ

テニン複合体を不安定化し、b-カテニンの細

胞質／核内移行を促すこと見出した。その結

果、CagA発現細胞では細胞がん化に重要な役

割を担うWnt標的遺伝子が活性化されること

が示された。CagAにより活性化されるWnt標

的遺伝子には、Cdx1など腸管上皮特異的な遺

伝子も含まれ、ピロリ菌感染に付随する胃粘

膜上皮の腸上皮化生のプロセスに脱制御さ

れたWntシグナルの関与が示唆された。事実、

胃上皮細胞にCagAを持続的に発現させるこ

とにより腸上皮マーカーとして知られる

MUC2が誘導されることが確認された。 

(5) CagAがチロシンリン酸化非依存的に上

皮細胞極性の形成・維持を司るセリン・スレ

オニンキナーゼPAR1/MARKと結合しそのキナ

ーゼ活性を抑制することにより、上皮細胞の

細胞間接着装置（tight junction）ならびに

頂端側—基底側極性を破壊することを明らか

にした。CagAはPAR1のキナーゼドメインに直

接結合し、キナーゼを抑制する。一方、PAR1

はCagAのC末領域に存在する１７アミノ酸か

らなる配列（CM配列）に特異的に結合するこ

とを見出した。この配列もまた東アジア型

CagAならびに欧米型CagA間で異なっており、

CagAの生物活性におよぼすCM配列多型の意

義が示唆されたが、in vitroで評価する限り、

東アジア型CagAならびに欧米型CagA間での

PAR1結合活性に大きな違いはみとめられな

かった。ほ乳動物細胞においては４つのPAR1 

isoform (PAR1a/MARK3, PAR1b/MARK2. 

MAR1c/MARK1, PAR1d/MARK4) が存在するが、

CagAはこれらすべてのPAR1 isoformと結合

しキナーゼ活性を抑制することが明らかと

なった。 

(6) CagA発現細胞においては細胞周期進行、

なかでも分裂期進行が強く障害されること

が示された。これにはCagA依存的なPAR1キナ

ーゼ活性抑制による微小管の機能不全が関

与しており、微小管から形成される紡錘糸が

安定した染色体分裂軸を形成できない結果、

異常な染色体数をもつ細胞が出現する。染色

体不安定性として知られるこの活性はCagA

による細胞がん化に重要な役割を担うこと

が推察された。 



 

 

(7) 生体内におけるCagAの発がん活性を直

接検証するため、ピロリ菌cagA遺伝子を導入

することにより東アジア型CagAタンパクを

全身性に発現するトランスジェニックマウ

スを作成した。このマウスでは胃がん、小腸

がんさらには血液がんが発症し、細菌性がん

タンパク質としてのCagA生物活性が世界で

初めて証明された。一方、チロシンリン酸化

されないCagA変異分子を全身性に発現する

トランスジェニックマウスにおいては、消化

管ならびに血液を含む組織・臓器に異常は全

く認められず、CagAの発がん活性に、同分子

のチロシンリン酸化が必須の役割を担うこ

とが明らかにされた。この事実は、細胞がん

化の過程にCagA-SHP-2複合体形成ならびに

その結果としてのSHP-2脱制御の重要性を示

すものである。 

(8)東アジア型 CagA トランスジェニックマウ

スに加え、欧米型 CagA トランスジェニック

マウスを作成し、両者間における病変発症を

比較検討した結果、東アジア型 CagA は欧米

型 CagA に比べてより強い発がん活性を示す

ことが個体レベルで明らかとなった。この結

果から、東アジアにおける胃がんの多発の一

因としてより強力な発がん活性を有する東

アジア型 CagA を保有するピロリ菌の蔓延が

示唆された。 

(9) 近年の研究から、種々のヒト悪性腫瘍に

おいてピロリ菌 CagA の標的である SHP-2 ホ

スファターゼの機能獲得型変異の存在が明

らかにされ、がんタンパク質としての SHP-2

の役割に多くの注目が集められている。これ

までの SHP-2 変異の多くは小児血液がんに集

中しており、固形がんでの報告は尐ない。そ

こで、外科切除後の胃がん、肝臓がんならび

に甲状腺がんを中心に SHP-2 変異の有無を

RT-PCR-SSCP 法により検討した。その結果、

肝炎ウイルス陰性の肝臓がん症例において

新規の SHP-2 変異を見出した。この変異は

SHP-2 のホスファターゼドメイン内の点変異

(Thr-507 to Lys)であり、気質特異性に変化

を示すとともに血液腫瘍由来の SHP-2変異に

はない NIH3T3 を悪性化する能力を有してい

た。ヒトの散在性固形がんの一部に SHP-2 の

機能獲得型変異が関与している可能性が示

唆された。 
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