
大分大学・医学部・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７５０１

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

胃癌と十二指腸潰瘍-ピロリ菌感染の場を起点として解く異なる二つの胃疾患発症機序

Gastric cancer and duodenal ulcer - two different mechanisms of gastric disease 
onset based on Helicobacter pylori infection

３０３４６５４８研究者番号：

赤田　純子（Akada, Junko）

研究期間：

２１Ｋ０７８９８

年 月 日現在  ６   ６ １９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：胃癌（GC）と十二指腸潰瘍（DU）患者由来ピロリ菌株をゲノムワイド遺伝子関連解析
にて比較し、１遺伝子変異（SNP）を選択した前報を元に、本研究ではその１つdsbG遺伝子の実験的評価を行っ
た。DsbGは細菌の遊走能に関与することから、26695株にて遺伝子破壊株、GC型SNP導入株やDU型SNP導入株を作
成、各株の遊走能を評価した。dsbG破壊株では遊走能が欠損し、dsbG相補株では回復した。GC-SNP導入株はDU型
SNP導入株に対し中性条件下では同等であるが、酸性条件下ではより高い遊走能を示した。他に胃オルガノイド
感染実験系確立を進め、GCおよびDU患者血清の抗ピロリ菌IgAの解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori strains derived from gastric cancer (GC) and duodenal 
ulcer (DU), were compared using genome-wide gene association analysis, and 11 genes with single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) were identified. Based on the previous report, this study focused on
 one of them, the dsbG gene and conducted an experimental evaluation. Since DsbG is involved in the 
motility of bacteria, we created a gene-knockout strain of standard strain 26695, GC-type-SNP or 
DU-type-SNP complemented strains, and evaluated the motility of each strain. The dsbG-knockout 
strain lacks motility, however, the gene-complemented strain recovers it. Moreover, the GC-type-SNP 
introduced strain is equivalent to the DU-type- SNP introduced strain under neutral conditions, but 
shows higher motility under acidic conditions. We proceeded with the establishment of a gastric 
organoid infection experimental system. We are also processing with the anti-H. pylori IgA analysis 
using GC- and DU-patient serum samples.

研究分野： 分子疫学

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　胃癌　十二指腸潰瘍　GWAS解析　遊走能　胃オルガノイド　IgA

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
  胃癌の主要な誘導因子はピロリ菌であるが、ピロリ菌感染により誘導される胃疾患は、胃炎、胃潰瘍、十二指
腸潰瘍、マルトリンパ腫、腸上皮化生、胃癌と多様である。内視鏡的観察や病理組織診断により、萎縮性胃炎か
ら腸上皮化生を経て胃癌に至ると推定されており、また十二指腸潰瘍患者が後に胃癌が発生することはまれであ
ることも指摘されてきた。我々はこの対照的な二つの胃疾患に関連するピロリ菌因子をゲノム解析から見出して
きた。本研究では、胃癌発症に関与するこれら細菌因子を実験的に評価し、作用機序に関与する宿主因子や環境
因子を見出し、そこから新しい胃癌予防や治療戦略につなげる道を開いてゆく。

※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 

近年、内視鏡検査技術と内視鏡手術法の進歩により、我が国や韓国における胃癌は早期発見・

早期治療への道筋がつけられてきた。しかし、東アジアの胃癌年齢調整死亡率は 10 万人当たり

9.2 人と世界平均の 4.6 人に対し未だ 2倍（Globocan2022）と、東アジア全体を考えると胃癌死

の低減へは道半ばである。胃癌の年間発症数及び死亡数は世界の 71%および 70%がアジアである

が、アフリカ諸国では他の感染症が優勢であるがために、過小評価されている可能性が指摘され

ている。 

胃癌の主要な誘導因子は、Helicobacter pylori（ピロリ菌）である。小児期より胃に持続感

染し、典型的には壮年期から老年期に発症する感染発癌であることが明らかとなってきた。ピロ

リ菌は胃癌の他にも、様々な胃十二指腸関連疾患に関与する。初期感染時、ピロリ菌は胃幽門部

に慢性感染を確立しほぼ 100%胃炎を誘導するが、そこか

ら生涯胃炎のままである人の他に、十二指腸潰瘍、胃潰

瘍、分化型胃癌、未分化型胃癌、胃マルトリンパ腫と、

多様な胃十二指腸疾患を発症させる。その要因について

は未だ十分に解明されていない。詳細な内視鏡学的およ

び組織学的解析から、分化型胃癌は、体部萎縮性胃炎か

ら腸上皮化生を発生母地として形成されるに対し、十二

指腸潰瘍は幽門部胃炎を伴い、時に十二指腸に胃上皮化

生が形成されるなど、対照的な疾患であり、十二指腸潰

瘍患者からは胃癌は発症しにくいと考えられている。 

ピロリ菌は胃で慢性感染を成立後、どのように十二指腸潰瘍や胃癌といった対照的な胃疾患

を誘導するのだろうか（図１）。ピロリ菌因子を起点として、二つの異なる疾患が誘導されるの

だろうか。それとも疾患誘導には、宿主因子や環境因子が決定的な役割を果たすのだろうか。 

所属する研究室ではこれまでに、世界各地のピロリ菌株を分離培養し、精力的に全ゲノム解析

が進めてきたが、この遺伝子情報を活かし、胃癌多発地域である東アジアから、125 胃癌株と 115

十二指腸株、合計 240 東アジア型ピロリ菌株（日本株 137 株、ベトナム株 87 株を含む）を用い

て、ゲノムワイド遺伝子関連（GWAS）解析を行い、2 疾患で有意に異なる 1 塩基多型（SNP）を

保有する 11 遺伝子と 3 遺伝子上流領域が抽出された（Tuan ら 2021）。この結果を基に、本研究

では病原体因子からの解析を進める。11 遺伝子の機能は、病原因子、酸耐性、鉄獲得、運動性、

蛋白質間相互作用、分子シャペロン、免疫攪乱、細胞膜蛋白質（重複あり、推定も含む）など多

岐にわたるが、いずれも胃癌発症に関してカギとなる機能を持ち、SNP 変異は何らかの形でそれ

を増強する変異であると推測される。 

 

２．研究の目的 

十二指腸潰瘍および胃癌発症に関与するピロリ菌病原体因子の作用機序と、関連する宿主因

子を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)．GWAS 解析から抽出した候補遺伝子改変株作成と機能解析  

GWAS 解析で得られた 11 遺伝子のうちの一つ、dsbG 遺伝子をモデル遺伝子として、遺伝子破壊株

を作成後、胃癌および十二指腸潰瘍特異的 SNP を導入した dsbG 遺伝子相補株を作成した。遺伝

子改変株は、表現型をまず細菌レベルで検証した。 

① 遺伝子組換え株の作成 親株として 26695 株を用いた。PCR を活用して dsbG 遺伝子をカ

ナマイシン耐性遺伝子に挿げ替えた遺伝子欠損用融合 DNA を作製後、2669 株に自然形質転換



し、カナマイシン含有培地にて遺伝子欠損株を選択した。また、疾患特異的 SNP を有し遺伝的

に近いペア株である胃癌株と十二指腸株、CHN91 と DU25（ベトナム人ペア株）、JP0037 と JP0123

（日本人ペア株）の dsbG 遺伝子を増幅した。胃癌特異的 SNP、および十二指腸潰瘍特異的 SNP

を含む dsbG 遺伝子も融合 PCR により作製した。それぞれの dsbG 遺伝子を遺伝子欠損株に再

導入するため、クロラムフェニコール耐性遺伝子を含む相補用融合 DNA を作製し、クロラムフ

ェニコール含有培地にて遺伝子相補株を選択した。 

② 細菌学的特徴～中性および酸性条件下で遺伝子発現と表現型 変異株について野生株と

共に、遊走性の比較検討を行った。細胞遊走試験は、0.45%軟寒天培地にて行った。遊走性は

中性と酸性の両条件下にてモニターするため、12.5mM (pH 7.0)または MES (pH 5.5)を添加し

た培地を使用した。 

(2)．胃オルガノイド感染解析系の構築  

大分大学にて正常者胃幽門部および体部から作出した３次元胃オルガノイドを安定的に培養し

た後、細胞を 1度分離しトランスウエルを用いて２次元培養を行なった。 

(3)．血清試料解析  

ベトナム人胃癌患者血清 169 試料、十二指腸患者血清 83 試料、胃炎患者血清 183 試料を用いた。

抗原蛋白質として日本人胃炎患者由来ピロリ菌 KY１株細胞抽出液を作成した。ELISA プレート

に抗原蛋白質 1 晩固定化し、ELISA 法の条件検討を行い、抗ピロリ菌 IgG、IgM および IgA を同

時に測定した。 

 

４．研究成果 

(1)．GWAS 解析から抽出した候補遺伝子改変株作成と機能解析 

親株、dsbG 遺伝子欠損株、dsbG26695相補株、dsbGCHN91相補株、dsbGDU25相補株を用いて、軟寒天

培地で遊走試験を行ったところ、既報の通り dsbG 遺伝子欠損株は運動性が低下した、dsbGCHN91

および dsbGDU25相補株は同程度に運動性を回復した。中性及び酸性軟寒天培地を作成し遊走試

験を行ったところ、pH 7 で相違は認められなかった一方で、pH 5.5 では dsbGCHN91相補株は

dsbGDU25相補株よりも遊走能が高かった。さらに、GC 型 SNP や DU 型 SNP を融合 PCR にて作製

し、dsbG 遺伝子欠損株に導入して相補株を作成した。pH 7 で相違は認められなかったが、pH 

5.5 では、GC 型 SNP dsbG 相補株は DU 型 SNP dsbG 相補株よりも遊走能が高かった。以上の結果

から、胃癌株 dsbG 特異的 SNP が、より酸性度の高い胃体部への遊走と定着に関与している可能

性がある。現在論文執筆中であるため、詳細は今年度中に改めて報告する。 

(2)．胃オルガノイド感染解析系の構築  

機能解析には、胃上皮系培養細胞と共に、胃オルガノイドを将来的には活用する予定である。正

常者胃幽門部および体部から作出した３次元胃オルガノイドを安定的に培養した後、胃オルガ

ノイド細胞はキャピラリーを用いたピペッティングにより、物理的に分離した。その細胞群をマ

トリゲル添加トランスウエル上にシードして、２次元培養を行なった。この 2次元胃オルガノイ

ドをピロリ菌感染プラットフォームとするため、培養条件検討を行った。今年度中に改めて報告

する。 

(3)．血清試料解析   

研究室では、海外ピロリ菌調査時に採取した胃生検より分離したピロリ菌株と、同一患者由来の

血清および組織試料を保存している。また、ピロリ菌抗体データ、組織炎症及び免疫細胞の浸潤

等のスコア化データも蓄積して保存している。これらを活用し、新たにラテックス法によるピロ

リ菌血清抗体測定を行った際に、ベトナム人患者試料において、十二指腸潰瘍患者群では血清抗

体かが高く、胃癌患者群では低かった。一方で、市販の抗ピロリ菌抗体 ELISA キットを用いた解

析では両患者群に違いがなかった。二つの検査方法による抗体価の違いを理解するために、研究



室で ELISA 法による抗ピロリ菌 IgG および IgA 抗体の測定方法を作成し、現在解析中である。

詳細は今年度中に改めて報告する。 
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