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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌病原因子群の発現抑制性 small RNA HPnc4160 は、相変異により発現が周期
的に変動し、標的病原因子群の発現を調節して、ピロリ菌の宿主適応を可能にする。本研究では、ピロリ菌持続
感染における当該sRNAの周期的発現変動の意義と、sRNAが発現制御する新規病原因子群の病原性を明らかにする
ことを目的とした。sRNA上流の繰り返し配列変異株を用いた検討から、相変異が持続感染成立に重要であること
を見出した。また、sRNAが発現制御する新規病原因子が、ピロリ菌の胃内上皮付着と食細胞による貪食に重要で
あることを見出した。

研究成果の概要（英文）：HPnc4160, a small RNA that suppresses the expression of H. pylori virulence 
factors, periodically fluctuates in expression due to phase variation, regulates the expression of 
target virulence factors, and enables H. pylori to adapt to the host. The purpose of this study was 
to clarify the significance of periodic changes in the expression of this sRNA in persistent H. 
pylori infection and the pathogenicity of a group of novel pathogenic factors whose expression is 
regulated by the sRNA. From studies using mutant strains with repeat sequences upstream of the sRNA,
 we found that phase variation is important for establishing persistent infection. We also found 
that novel pathogenic factors whose expression is regulated by the sRNA are important for H. pylori 
adhesion to the gastric epithelium and phagocytosis by phagocytes.

研究分野： 細菌感染生物学

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　持続感染

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、発癌タンパク質CagAのみならず、複数の病原因子の発現を同時に制御するsRNAの発現レベル
は、常に変動し続けることがピロリ菌の持続感染に必須であることを明らかにした。これまでの臨床分離株病原
性判別では、病原因子が発現しているかどうかにのみ着目していた。本研究成果は、病原性判別法の概念を覆す
学術的かつ感染症疫学に大きな影響を与えるものである。また、sRNAが制御する新規病原因子について、胃上皮
細胞と食細胞を標的として作動することを明らかにしたことから、宿主との相互作用を標的とした新たな治療薬
への展開が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
Helicobacter pylori （ピロリ菌)は、世界人口の約半数に感染している大規模感染症起因菌であ
る。幼少期に経口的に生体内に侵入すると、胃内に終生にわたる付着感染を成立させ、胃炎や胃
がんの原因となる。実際に胃がんにまで至るのは、本菌感染者のうち年間 0.4%に過ぎない。こ
のことは、本菌が常在菌のように宿主と共生することでも生存できるであろう持続感染病原細
菌であることを示している。しかし、疾患を発症するか否かを分かつターニングポイントや、な
ぜ敢えて病原性を発揮して宿主に疾患を発症させるのかは明らかにされていない。ピロリ菌は
ゲノムレベルでの変異が容易に入りやすいことが特徴である。感染個体中で引き起こされるゲ
ノムの多様性は、常に飲食に伴いダイナミックに環境が変動する胃のニッチに適応して持続感
染を成立させるために、非常に重要である。菌は、慢性感染の過程で、選択的な遺伝子変異によ
り抗原性を変化させて宿主免疫から逃れ、持続感染を可能にしていると予想されている。我々は
これまでに、ピロリ菌が宿主に感染する際に、菌体ゲノムにどのような点変異を導入して宿主環
境に適合するか、に興味を持ち、げっ歯類感染動物モデルを用いて、ピロリ菌が胃内感染の際に
獲得する菌体遺伝子変異を網羅的に解析した。その結果、感染に伴い、sRNA HPnc4160の上流
域に存在するチミジン反復配列が伸長し、HPnc4160 発現量が低下することを見出した。
HPnc4160 欠損変異株と野生株を用いた比較 RNA-Seq および iTRAQ 解析により、sRNA 
HPnc4160が欠損すると、発がんに重要な病原因子 CagA や機能未知タンパク質群の発現が増
大することが明らかになった。 HPnc4160は、標的 mRNAに直接結合して発現を低下させて
おり、ひとたびピロリ菌が胃内で付着感染を成立させると、チミジン反復配列伸長により
HPnc4160発現量が低下し、CagAの発現と活性が増大した。また、HPnc4160が制御する CagA 
以外の 標的因子が、菌体の初期感染と炎症を増大させていた。すなわちHPnc4160は、これま
で発がんに関わる唯一の菌体因子と見なされていた cagA 遺伝子のみならず、他の機能未知病
原因子の発現も制御する、新たな病原性制御 sRNAであることが明らかになった。非常に興味
深いことに、sRNA HPnc4160とその標的因子の発現は、上流のチミジン反復配列の長さによっ
て、周期的に変動した。すなわち、感染経時的なチミジン反復配列伸長に伴い、HPnc4160発現
が増減するのであるが、その意義は不明である。そこで、sRNA HPnc4160による病原性因子の
周期的発現制御は、菌体が宿主生体内で長期間生存するために必要な、菌にとっての生存戦略な
のではないか、との問いが生じた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、ピロリ菌持続感染における sRNA HPnc4160 の周期的発現変動の意義を
明らかにし、HPnc4160による発現変動制御を受ける新規病原因子群の、持続感染における作用
機序を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ピロリ菌変異株作製と解析 
ピロリ菌の遺伝子変異株は、薬剤カセット挿入法、もしくは自殺遺伝子を含む DNA 相補断片
をエレクトロポーレーションにより菌体に導入することで構築した。 
マウス感染実験は、対数増殖期のピロリ菌を胃内に接種し、一定時間後に胃を採取し、ホモジ
ナイズしたのちにプレートに播種し培養して、生育したコロニー数から算出した。胃内定着ピロ
リ菌の配列は、コロニーを複数単離し、ゲノム DNAを調製後、目的配列部分の PCR産物をサ
ンガーシークエンスにより解析した。 
マクロファージによる貪食反応は、PMA 刺激によりマクロファージ様に分化させたヒト単球

THP-1細胞と菌体を共培養したのちに、パラホルムアルデヒドで固定し、蛍光免疫染色を施し、
共焦点レーザ顕微鏡を用いて、細胞内外の菌体を数えることで評価した。 
 
(2) 新規病原因子結合宿主因子解析 
ピロリ菌病原因子の組換えタンパク質は、大腸菌発現プラスミドを用いて作製した。 
結合タンパク質同定は、胃上皮細胞株 AGS の細胞溶解液と組換えタンパク質を混合反応後、
組換えタンパク質が結合するビーズを用いたプルダウン法によりサンプルを回収し、SDS-
PAGE解析後に、特異的に結合したバンドに含まれるタンパク質を LC-MS/MS解析により同定
した。 
 
４．研究成果 
ピロリ菌の病原因子群の発現抑制性 small RNA (sRNA) HPnc4160の発現は、sRNAコード領
域上流のチミジン連続配列長が相変異により変化することで、周期的な発現量変化を示した。長



期感染における HPnc4160 の周期的発現変動の意義を明らかにするため
に、まず、HPnc4160欠損組換えピロリ菌を作出し、マウスに胃内接種し
てから 8週後の長期感染時の胃内定着菌数を確認した結果、欠損株は野生
株に比べて有意に胃内定着菌数が少なかった（図１）。このことから、
HPnc4160は、菌体の持続感染成立に重要であることが示唆された。 
ピロリ菌がマウス胃内定着後、HPnc4160 コード領域上流のチミジン連
続配列長が伸長する傾向が見られる（図 2）。また、チミジン連続配列長が
長くなると、HPnc4160発現量は連続配列長の伸長に対して周期的に増減
する（図 3）。この連続配列長が短くても HPnc4160 発現量が高い場合と
低い場合があり、また、配列長が長くとも、HPnc4160発現が高い場合と
低い場合があった（図 3）。連続配列長の長短と持続感染との関係を調べる
ために、連続配列が短くHPnc4160発現が高い T4と発現が低い T1、およ
び、連続配列が長く HPnc4160発現が高い T18と発現の低い T16の変異
株を作製した。マウス感染実験の結果、長期 (8週間)感染後の
胃内定着菌数は、もともとのHPnc4160発現量に関わらず、チ
ミジン連続配列長の長い菌株 (T16および T18)は、チミジン連
続長の短い菌株 (T1および T4)の場合に比べ、胃内定着菌数が
有意に高かった（図 4）。胃内定着菌を単離し、ゲノムの連続 T
配列長を確認したところ、チミジン連続長の短い T1および T4
ではチミジン連続長に大きな変化はみられなかったが、チミジ
ン連続長の長い T16 および T18 では、経時的にチミジン連続
配列長の異なる菌が出現していた（図 5）。すなわち、ピロリ菌
が生体に適応して持続感染を成立させる過程では、多
様なチミジン連続配列長を示す菌株のバリエーション
が増え、HPnc4160発現およびHPnc4160が発現制御
する病原因子の発現量が異なる多様なバリエーション
の菌が増大し、宿主に適応していくことが示唆された
（図 6）。 
HPnc4160によってmRNA発現制御を受ける多くの
新規病原因子群は、配列ホモロジー検索から、菌体が
宿主と接する際の最前線の分子である外膜タンパク質
であることが判明した。そこで、HPnc4160の制御因子である PomY, 、PomZおよび、HPnc4160
に依存しない相変異により発現制御を受ける PomX に着目し、相変異と病原性の関連を解明す
ることを目指した研究を展開した。まずこれらの遺伝子欠損変異株を作製し、基本的性状解析を
行ったところ、これらの遺伝子は、菌体の生育、鞭毛による運動能、および IV型分泌装置活性
には影響がないことが明らかになった。マウス感染実験の結果、これらの因子はマウスの胃内定
着に関与することが判明した。 
マクロファージによる菌体取り込み能を精査したところ、PomX または PomY 欠損変異株で
は、野生株よりも、細胞による菌体取り込み数が減少することを見出した。菌体が貪食細胞に取
り込まれることで、ピロリ菌抗原特異的 T細胞応答が惹起され胃炎が発症することから、PomX
および PomYは、胃炎発症制御因子であることが予想された。 
宿主結合因子をプルダウンアッセイにより同定するために、大腸菌リコンビナントタンパク質
作製を試みた。膜貫通領域を保持したままの全長組換えタンパク質作製は、技術的に困難であっ
たことから、菌体外領域のみを発現する組換えタンパク質作製を試みた。AlphaFoldによるタン
パク質立体構造予測の結果、PomX および PomY については、一本のポリペプチド鎖で菌体外
領域が形成されていたことがら、菌体外領域のみの組換えタンパク質を作製した。全長タンパク
質のリコンビナント
タンパク質精製がで
きなかったPomZは、
膜貫通領域を除く菌
体外領域が複数のポ
リペプチド鎖に分か
れていることが予想
されたため、主要な



ポリペプチド鎖のみの部分タンパク質を作製した。胃上皮細胞溶解液とのプルダウンアッセイ
の結果、PomY および PomX については結合候補タンパク質を複数得たものの、PomZ につい
ては明確な結合因子が得られなかった。PomYの結合宿主因子は、胃上皮細胞内でピロリ菌感染
部位に集積がみられたことから、当該因子は、PomYを介した細胞付着に関与する可能性が考え
られた。一方、グリカンアレイ解析の結果、PomX特異的に結合する糖鎖構造を同定した。現在、
PomX が宿主の糖タンパク質と結合する可能性について解析している。リコンビナントタンパ
ク質の作製が困難であった PomZについては、ビオチンリガーゼ融合 PomZ発現組換えピロリ
菌を用い、結合宿主因子同定系構築を進めている。 
これまで考えられている一般的な相変異は、タンパク質コード領域内の単純反復配列や多重遺
伝子による変異機構により、遺伝子発現が 0%もしくは 100%のどちらかの状態となる ON/OFF
制御発現である。我々が感染制御機能を見出した sRNA HPnc4160は、上流域での反復配列長
の周期的変動により、無段階的微調節が可能となっていた。さらに HPnc4160 は多数の病原因

子分子群の mRNA に結合して発現を抑制す
る。本研究において独自性・創造性が高い点
は、多数の病原因子の同時発現制御が
ON/OFF ではなく無段階的制御であること
が、持続感染に重要である点を明らかにした
点である。ピロリ菌は、宿主免疫機構によっ
て操作されるダイナミックな複製と死の均
衡のなかで、持続感染・伝播が可能となる好
ましいバランスを維持して、胃のニッチで生
存している。周期的発現変動を示す因子は、
病原細菌が持続感染を成立させるうえで、単
なる発現欠如や高発現状態では解決できな
い微妙な宿主と細菌の均衡状態を保つため
の、重要なメカニズムであるはずである。こ
れまでは、すでに何十年もの感染の末に疾患
が発症したヒト由来ピロリ菌臨床分離株の
ゲノムや発現解析から、菌体因子発現の有無
で病原性が判断されていた。しかし本研究に
よって、病原因子の有無のみならず、発現の
動的変化をも鑑みた病原性判別法が重要で
あることが示唆された。また、相変異制御に
着目した病原性発現機構制御は、抗生物質耐
性菌出現に対峙する新たな創薬ターゲット
としての展開が期待できる。 
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