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研究成果の概要（和文）：本研究では、ピロリ菌の病原因子 OipA がどのように胃上皮細胞から

サイトカインを産生するかの検討をおこなった。まず OipA の中で、サイトカイン産生に関与

すると仮説した３部位を変異させた菌の作成に成功した（相補性変異株を含む）。しかしこれら

は、サイトカイン産生能に強くは関与していなかった。OipA の機能をなくした oipA 変異株を

用いた実験で、OipA はサイトカイン産生シグナルで、Paxillin や FoxO の活性化に関与してい

ることを発見した。動物実験では、oipA変異株はマウスに感染せず、感染成立に関与している

ことがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to clarify the mechanisms how H. pylori 
virulence factor OipA induce cytokines from gastric epithelial cells. First, we successfully 

constructed oipA mutants with either of 3 regions which I hypothesized to relate to 

cytokine expression mutated (including complementation mutants). However all of 3 

regions were not strongly involved in cytokine induction from gastric epithelial cells. In 

experiments using oipA mutants without the function of OipA, we found that OipA is 

involved in the activation of Paxillin and FoxO related cytokine-induction signaling. In 

animal models, oipA mutants did not infect mice, suggesting that OipA is involved in the 

establishment of infection to gastric mucosa. 
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１．研究開始当初の背景 

ピロリ菌感染は胃粘膜炎症を引き起こし、消
化性潰瘍や胃癌の原因と考えられている。し
かしピロリ菌感染者がすべて消化性潰瘍や
胃癌になるのではない。この原因として、宿

主側の要因，環境因子などに加え、多様な菌
側の病原因子が関与していると考えられる。
私は以前、ピロリ菌起因性胃炎では、多量の
炎症性サイトカインが産生されており、特に
ピロリ菌の病原因子である cagA 遺伝子陽性
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菌に感染すると、陰性菌例に比べ、より多く
の炎症性サイトカイン（特に interleukin 

[IL]-8）が胃粘膜より産生されていることを発
見し、ピロリ菌病原因子によるサイトカイン
誘導を研究する先駆けとなった（Yamaoka et 

al. Gastroenterology 1996, Gut 1997, 1998, 

1999）。その後 2000年に、新しい IL-8 誘導ピ
ロリ菌因子を発見し、Outer inflammatory 

protein (OipA：外膜炎症タンパク)と命名した 

(Yamaoka et al. PNAS 2000)。欧米人を用いた
多変量解析では、CagAではなく、OipAのみ
が十二指腸潰瘍や胃癌発症の危険因子であ
り (Yamaoka et al. Gastroenterology 2002a, Gut 

2006)、マウスを用いた動物実験でも oipA 変
異株では、胃に定着する菌数も少なく、また
全く炎症を惹起しなかった  (Yamaoka et al. 

Gastroenterology 2002b)。スナネズミを用いた
共同研究でも、oipA変異株は、野生株に比べ
胃癌の発症率を有意に抑制することが示さ
れた (Franco AT et al. Cancer Res 2008)。 

  OipA による炎症性サイトカイン誘導メ
カニズムについても、我々は精力的に研究を
行ってきた。我々は IL-8 プロモーター上の転
写因子結合部位として activator protein 1 

(AP-1)結合部位、nuclear factor (NF)-B 結合部
位、および interferon-stimulated responsive 

element (ISRE)類似構造(ISRE-like element)の3

つが、H. pylori 感染によって活性化されるこ
とを証明した（Yamaoka et al. Gastroenterology 

2004）。さらに我々は、MAPK のさらに上流
の検討も行っており、OipA が上皮成長因子
(EGFR)を活性化し、FAK や Akt シグナルを活
性化することや、OipA が β-カテニンの核内
移動に関与していることも証明している(Lu 

H et al. Mol Biol Cell 2005, Kudo T Infect 

Immun 2005, Wu JY et al. Cancer Res 2006, 

Choi IJ et al. Cell Microbiol 2007, Lu H et al. J 

Biol Chem 2007, Franco AT et al. Cancer Res 

2008, Tabassam FH Cell Microbiol 2008, 2009

など)。以上、徐々に OipAが胃粘膜上皮に障
害を起こす機序が明らかになりつつあるが、
これらの活性化には、菌による差もあり、ま
た OipA のどの部位が重要なのかなどの解析
は行われておらず、今後のさらなる研究が必
要である。 

 

２．研究の目的 

OipA による炎症性サイトカイン誘導メカニ
ズムは未だ完全には明らかではない。本研究
では、 

（1）OipAのアミノ酸構造に注目して、OipA

が炎症性サイトカイン産生を引き起こ
すシグナル伝達機構について解明する。 

（2）動物実験を用いて、OipAが胃粘膜炎症
を引き起こす機序について検討する。 

（3）OipAのタンパク構造解析を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）oipA変異株にて胃上皮細胞株からの IL-8

産生が減少しない菌では、190 番目のアミノ
酸がスレオニン (Thr: T) からプロリン (Pro: 

P) に、276番目がバリン (Val: V) からアラニ
ン (Ala: A) に変異していたという予備実験
から、この部位が IL-8 産生に関与すると仮定
した。さらに OipAの C末端側（250－252番
目）にはいわゆる DRY motif (Asp-Arg-Tyr) が
存在しており、G protein coupling receptor 

(GPCR)に存在する DRY motifは、EGFRの活
性化で重要な役割を果たしている。そのため、
OipAの 190番目および 276番目のアミノ酸、
さらには DRY motifに焦点をあてた各種 oipA

相補性変異株を作成し、変異株および野生株
感染胃上皮細胞からのサイトカイン誘導能
を測定する。細胞内シグナル伝達については、
特に NF-κB pathway、GPCR-EGFR pathwayに
注目して、OipA のアミノ酸変異がもたらす
影響を調べる。 

（2）さらに各種 oipA 相補性変異株および野
生株感染動物モデルを用いて、in vivo でのサ
イトカイン産生、シグナル伝達機構を調べる。 

（3）ピロリ菌の大量培養法を行い、組み換
えタンパク質を作製し、機能を調べる。 

 
４．研究成果 
(1)  oipA遺伝子相補性変異株は、oipA変異
株に oipA遺伝子を再導入した株である。ピロ
リ菌の遺伝子相補性変異株作成には、ピロリ
菌/大腸菌シャトルベクター (pHel vector) を
用いる方法が一般的であるが、外膜タンパク
（OMP）の発現は大腸菌にとって致死的であ
り、この方法は用いることができないとされ
ていた。実際我々は、以前別の OMP である
AlpAB の変異株作成には、hp0796 という遺伝
子 内 に プ ラ ス ミ ド を 導 入 す る
chromosome-basedシステムを用いての作成に
成功している（Lu H et al. J Biol Chem 2007）。
そのため、今回もまずは chromosome-based シ
ステムを用いた。まずは oipA 遺伝子全長およ
びそのプロモーター領域を pBluescript II 

vector でクローニングし、カナマイシン耐性
カセット  (aphA3)を加えたプラスミド
pB(oipA-aphA3) を作成した。さらに oipA 遺
伝子の 190番目のアミノ酸を Proから Thrに、
276番目をAlaからValに変えたプラスミド、
さらには DRY motifを変異させたプラスミド
も作成した。別に hp0796 の全長をクローニ
ングしておき (pBhp0796)、pB(oipA-aphA3)の
oipA-aphA3 部位を、pBhp0796 に入れること
で、pBhp0796::oipAaphA3 が作成された。 

  一方、同時にpHel vectorを用いた方法も、
特認助教の岩谷を中心にチャレンジした。
OMP では不可能と考えられていたが、OipA

の発現は大腸菌にとって致死的ではなく、作
成に成功した。chromosome-based システムで



 

 

は、hp0796 の発現も欠落しているため、以後
の実験では、pHel vector を用いて作成した菌
株を用いることとした。ピロリ菌の相補性変
異株を用いた検討をしているグループは国
内ではほとんど見られず、新奇性、重要性は
高い。 

  ただし、これらの変異では、変異株と野
生株を胃上皮細胞と共培養させた場合に、
IL-8 の産生に大きな差はみられなかった
（DRYの変異で IL-8産生量が約 15%低下し、
相補株にて野生株と同様の IL-8 量に戻るた
め、少しの影響はあるのかもしれない）。そ
こで、方針を少し変えて、通常の oipA変異株
を用いて、IL-8 産生の上流シグナルについて
の検討を行なった。その結果、Paxillinのリン
酸化に OipA が関与していることがわかり、
EGFR, FAK, Akt の発現を siRNAで押さえた
ところ、ピロリ菌によって誘導された Paxiliin

のリン酸化が抑制された（Tabassam FH et al. 

Am J Gastrointest Liver Physiol 2011)。またピロ
リ菌による細胞形態の変化（Hummingbird 形
成）も抑制された。さらに、FoxO のリン酸
化にも OipA が関与していることも判明し、
FoxOの発現を siRNAで押さえると IL-8の産
生も抑制されることがわかった（Tabassam 

FH et al. Helicobacter 2012)。 

 

（2） 

マウスを用いた系では、以前、我々は野生株
として CPY2052 株を用い、その oipA 変異株
を C57BL/6 マウスに投与し、3 ヶ月目に検討
したところ、変異株感染群では、野生株感染
群に比べ、菌量が有意に減少しており、定着
に関与する因子であることが証明された。ま
た oipA 変異株では、全く炎症を惹起しなかっ
た。これらの以前の研究はベイラー医科大学
で行われたものであるが、今回、大分大学で
はマウスでのピロリ菌感染実験に成功して
いるため、当初の予定であったスナネズミの
系ではなく、マウスの系で研究を進めること
とした。まずは、野生株での実験を行った。
野生株として、TN2株と SS1 株を用いたとこ
ろ、共にマウスに感染するが、感染量は SS1

株が約 1000cfu/mg に対し、TN2 株では
10cfu/mgと差を認めた。変異株を用いる実験
では SS1株を使用することにしたが、SS1oipA

変異株は感染成立しなかった。以前の
CPY2052 株の場合は、菌量が減量しており、
本研究から、OipA が菌の胃粘膜への定着に
関与する因子であることが確認された。ただ、
通常のマウスでは、炎症の程度が低いため、
新たに IL-6 ファミリーのレセプター(gp130)

上のSHP-2結合部位が欠損したノックインマ
ウス（gp130マウス）を用いた検討も始めた。
このマウスは、STAT1/3 の過剰活性化が起こ
っており、オーストラリアのグループの検討
では、自然発症でピロリ菌感染なしに胃腫瘍

が発症したと報告している。しかし我々の検
討では 1年の経過観察で腫瘍は認めなかった。
しかしこのマウスにピロリ菌を感染させる
と約 1 年で胃腫瘍ができることもわかった。
今後はこのマウスに oipA 相補性変異株を感
染させる実験を検討しており、新たに平成 25

年度から基盤研究Bを獲得することができた。 

  スナネズミを用いた以前の研究では、野
性株として TN2 株を用いた場合、oipA 変異
株は感染が成立しなかったとの報告があっ
たが、野性株として 7.13株を用いた我々の検
討では、oipA変異株も感染したが、野生株感
染では 27％が胃癌が発生したのに対して、
oipA変異株では 1例も胃癌にはならなかった
（Franco AT et al. Cancer Res 2008）。スナネズ
ミを用いた研究は、米国ベイラー医科大学と
の共同研究として行い、本研究期間にも、特
にスナネズミと OMP の関連性を調べた。野
性株として 7.13 株を用いた場合、oipA変異株
感染例では野生株感染例に比べ IL-6, IL-11の
mRNA 発現量が有意に低下していることが
分かった（Sugimoto M et al. J Gastroenterol 

Hepatol 2011)。 

 

（3） 

本研究では、当初は予定していなかったが、
OipAについての生化学的解析が重要と考え、
まずはピロリ菌の大量培養を試みた。本プロ
ジェクトは、挑戦的萌芽研究として採用され、
来年度も続けていく計画である。ピロリ菌は
液体培地での継代培養では増殖しないこと
がわかったため、多くの寒天培地上で培養し
た後、５L フラスコをピロリ菌培養用気体で
充填して液体培養を行うことで、一度に 10L

培養可能なピロリ菌大量培養方法を確立し
た。OipA の組み換えタンパク質の作製を試
みたが、当初は大腸菌では発現が確認できな
かった。様々な組み換えタンパク質発現法を
試み、コムギ胚芽を用いた無細胞合成系で組
み換え OipA の発現に成功した。この組み換
え OipA の可溶化を行い、精製法を確立する
ことができた。一方、ピロリ菌からの native 

OipA の分取には成功していないため、現在
検討を行っている。組み換え OipA 単量体が
得られたことで、今後はこの分子をプローブ
として、相互作用分子の探索を行えるように
なった。機能不明分子の機能解析を行うため
には、相互作用分子の探索は非常に有効な手
法であるが、これまで得られていなかった
OipA単量体が得られたことは、今後の OipA

解析に向けた重要な一歩となった。 
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