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研究成果の概要： 
 ヘリコバクター・ピロリ菌は、自らが保有する IV 型分泌機構を介して病原タンパク質 CagA

を宿主胃上皮細胞内に注入する。本研究を通して、胃上皮細胞内に侵入したピロリ菌 CagA の細

胞内標的分子分子として、上皮細胞極性制御のマスターレギュレーターである PAR1 ファミリー

キナーゼが同定された。CagA は PAR1 と結合しそのキナーゼ活性を抑制する結果、胃粘膜を構

成する極性化上皮細胞層の崩壊を引き起こし、胃粘膜を傷害することが明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 cagA 遺伝子陽性ヘリコバクター・ピロリ

（ピロリ菌）の胃内持続感染は慢性萎縮性

胃炎、消化性潰瘍さらには胃癌発症に深く

関わる。cagA 遺伝子産物である CagA タン

パク質はピロリ菌体内で産生・蓄積された

後、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、Src ファミリーキナーゼによりチロ

シンリン酸化される。申請者はこれまで、

胃上皮細胞内に侵入した CagA がチロシン

リン酸化特異的に癌タンパクとして知られ

る SHP-2 ホスファターゼや C-terminal Src 

キナーゼを脱制御し、MAP キナーゼの持続

的活性化を介する異常な細胞増殖シグナル

ならびに FAK キナーゼの脱リン酸化を介す



る異常な細胞運動シグナルを生成させるこ

とを明らかにしてきた。CagA によるこれら

一連の細胞内シグナル伝達系脱制御が、ピ

ロリ菌の持続感染に曝される胃上皮細胞の

多段階発癌プロセス進行に重要な意義を持

つと考えられた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、cagA 陽性ピロリ菌感染にと

もなう胃粘膜傷害の分子機構を明らかに

するため、胃上皮細胞内に侵入したピロリ

菌 CagA が標的とする細胞極性制御関連宿

主細胞タンパク質の単離・同定を行うこと

を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) 上皮細胞の極性形成ならびに細胞間相

互作用を阻害するCagA分子内領域の同定 

 MDCK細胞を多孔質フィルター上で培養す

ることにより頂端側—基底側極性を示す単

層上皮を形成させた後、種々のピロリ菌

CagA欠失変異分子を発現させ、各々のCagA

変異体の極性形成に及ぼす影響を検討した。

一連のCagA欠失変異体パネルを用いた解析

から、上皮細胞の頂端側—基底側極性に関与

するCagA分子内責任領域を同定した。 

(2) 質量分析（LC/MS/MS）による新規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tagを付加

したCagAをAGS細胞内に異所性発現させた後、

CagA分子をtandem-affinity精製（TAP）した。

TAPにより高度精製したCagA結合タンパク質

をSDS-PAGEにて展開後、30-KDaから200-KDa

にいたるタンパク質を含むゲル領域を1mm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）を行った。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,上皮細胞の極性

破壊に関与するCagA分子内領域に特異的に

結合する宿主細胞由来タンパクを同定した。 

(3) 質量分析で同定された候補タンパクの

CagAに対する結合特異性解析 

 LC/MS/MS解析から得られたCagA結合タン

パク質の生化学的活性ならびに細胞生物学

的役割を解析するとともに、CagAとの生化

学的・細胞生物学的相互作用を検討した。 

(4) 上皮細胞の細胞極性形成・維持におけ

るCagA結合タンパクの役割 

 新規同定されたCagA結合タンパクを極性

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

することにより、細胞の極性形成・維持に

関与する新規CagA結合タンパクを最終的に

明らかにした。 

(5) チロシンリン酸化依存的CagA活性に及

ぼす新規CagA結合タンパクの検討 

 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した。 

 
４．研究成果 

 CagAタンパク質を極性化MDCK上皮細胞に

異所性発現させることにより、タイトジャ

ンクションならびに頂端側—基底側細胞極

性が破壊され、CagA 発現細胞は極性化細胞

層から離脱することを見出した。一連の

CagA 変異体発現実験から，CagA によるタイ

トジャンクションの破壊にはCagA分子内の

1009 残基—1086 残基が必須であることが明

らかになった。そこで LC/MS/MS 質量分析法

を用い、同定した CagA 領域に特異的に結合

する細胞由来タンパクを検索した結果、上

皮細胞極性制御のマスターレギュレーター

として知られる PAR1b／MARK2 セリン・スレ

オニンキナーゼを単離した。CagA はチロシ

ンリン酸化非依存的に PAR1b キナーゼドメ

イン内の 27 アミノ酸残基に結合する。CagA

との複合体形成を介して PAR1b のキナーゼ

活性は抑制され、タイトジャンクションな

らびに細胞極性の破壊が誘導されることが



明らかになった。 

 一方、PAR1b との複合体形成には、CagA の

EPIYA 領域内に存在する 16 個のアミノ酸か

らなる配列が関与することが明らかになっ

た。この配列は我々が既に CagA が細胞内で

ホモ二量化するために必要な配列として報

告していた CM（CagA-multimerization）配

列と完全に一致した。PAR1b は細胞内で二量

体として存在することが確認されたことか

ら、2分子の CagA が CM 配列を介して PAR1b

ダイマーに結合する結果、CagA が受動的に

二量体化するものと推察された。CagA のホ

モ二量体化は、その後のチロシンリン酸化

依存的な CagA-SHP-2 複合体形成を増強・安

定化する。従って、CagA-PAR1b 複合体形成

は上皮細胞の極性破壊のみならず、

CagA-PAR1b-SHP-2 複合体形成によるチロシ

ンリン酸化依存的なCagA活性にも重要な役

割を担うものと考えられた。  

 哺乳動物細胞において、PAR1 は 4 種類の

相 同 分 子 (PAR1a/MARK3, PAR1b/MARK2, 

PAR1c/MARK1, PAR1d/MARK4)から構成される

キナーゼファミリーとして存在する。これ

らファミリー分子のうち、細胞極性制御に

おける PAR1b の役割は比較的よく研究され

ているが、他のメンバーの機能に関しては

未だ十分な解析がなされていない。PAR1b は、

細胞骨格系を構成するmicrotubulesを束ね

る microtubule-binding protein (MAP)をリ

ン酸化することにより、microtubules を不

安定化することが知られている。よって、

PAR1b は microtubules の機能制御を通して

細胞極性を制御しているものと推察される。

CagA の結合部位となる PAR1b キナーゼドメ

インC末領域は他のPAR1 ファミリーメンバ

ーにおいても高度に保存されていることか

ら、CagA と他の PAR1 分子との結合能を in 

vitro 結合試験により検討した。その結果、

CagAはすべてのPAR1ファミリー分子と結合

することが明らかとなった（CagA との結合

活性の強さは PAR1b>PAR1a>PAR1d>PAR1c の

順）。さらに、CagA によるタイトジャンク

ションの破壊は、PAR1bのみならず他のPAR1

キナーゼを共発現させることにより阻止さ

れ、CagA は PAR1 ファミリーキナーゼの活性

を包括的に抑制することにより上皮細胞極

性を破壊することが示された。また、

microtubules の不安定化は、PAR1b のみな

らず他のPAR1キナーゼ分子を異所性発現さ

せても認められる一方、その効果は CagA を

共発現させることにより阻止されることか

ら、PAR1 ファミリー分子群はいずれも

microtubules の不安定化に関与しているこ

とが示された。 

 PAR1との結合に関与する16アミノ酸から

なる CagA の CM 配列は、胃癌の多い東アジ

ア地域で単離されるピロリ菌由来 CagA (東

アジア型 CagA)ならびに胃癌の比較的少な

い欧米諸国で単離されるピロリ菌由来 CagA 

(欧米型 CagA)間で、約 70％程度の相同性し

か示さない。そこで、東アジア型 CagA なら

びに欧米型 CagA 間における PAR1 結合活性

の差異を検討した。その結果、東アジア型

CagA由来CM配列は欧米型CagA由来CM配列

に比較し、より強く PAR1 と結合することが

明らかとなった。一方、欧米型 CagA 分子内

にはCM配列が複数個が重複して存在するの

に対し、東アジア型 CagA には単一の CM 配

列しか存在しない。そのため、CagA 分子全

体で比較すると、PAR1 結合能は東アジア型

ならびに欧米型CagA分子間でほぼ同程度で

あると結論づけられた。 

 本研究を通して、ピロリ菌 CagA の重要な

細胞内標的分子としてPAR1ファミリーキナ

ーゼが同定された。CagA は PAR1 キナーゼ活

性を抑制することにより、microtubules を



過度に安定化し、細胞極性に関わる分子群

の非対称的な細胞内分布を阻害すると考え

られる。その結果、上皮細胞極性は失われ、

胃炎や潰瘍につながる粘膜傷害が誘導され

ると考えられる。本研究は，ピロリ菌感染

による胃炎・潰瘍の発症基盤となる粘膜破

壊機構を分子レベルで明らかにした先駆的

かつ独創性の高い研究であり、この分野で

世界を大きくリードするものであるととも

に、ピロリ菌感染症克服へ向けた臨床的意

義もきわめて高いものと考える。 
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