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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌CagAタンパク質は宿主細胞内に注入され、C末端領域に存在するEPIYA領域を介して
増殖シグナル伝達分子SHP-2及び細胞極性制御分子PAR1と相互作用し、その活性を脱制御する。CagA組換えタンパク質
を用いた構造解析を進め、CagAが二つのドメインで構成され、CagA 生物活性に重要なC末端領域においては高次構造が
存在する一方で、自由度の高い不規則構造も併せて存在していることを示した。一方、CagAのN末端フラグメントを用
いた結晶化スクリーニングを行い、タンパク質結晶を得ることに成功しX線構造解析を進めCagA分子立体構造を解明し
た。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori CagA protein is injected into gastric epithelial cells, where 
it interacts with cellular proteins such as SHP-2 and PAR1. CagA perturbs intracellular machineries involv
ed in the regulation of cell growth and cell polarity through its C-terminal region containing Glu-Pro-Ile
-Tyr-Ala (EPIYA) motifs. To elucidate molecular basis for the pathogenic activity of CagA, we sought to de
termine three-dimensional structure of CagA. From results of proteolysis experiment, we found that CagA co
nsists of the possible N-terminal and C-terminal structural domains. The CagA C-terminal fragment largely 
consists of an unfolded structure, although the fragment possesses an ability to bind with target molecule
s. Furthermore, at results of X-ray crystallographic analysis, the CagA N-terminal fragment indicate that 
the region has a structure comprised of three domains.
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヘリコバクターピロリ菌の慢性感染は萎
縮性胃炎、胃潰瘍、胃癌といった上部消化管
疾病発症との関連が明らかにされている。特
に本研究で着目した CagA タンパク質を産
生するピロリ菌の感染は、cagA 陰性ピロリ
菌に比べ強い胃病変を惹起することから、
CagA はピロリ菌の病原性の強弱を規定する
因子であると考えられている。これまでに申
請者は、CagA 分子内の Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala 
(EPIYA) 配列中のチロシン残基が細胞内チ
ロシンキナーゼによりリン酸化を受け、癌タ
ンパク質SHP-2チロシンホスファターゼと複
合体を形成しその活性を増加させ、細胞内シ
グナル伝達系を攪乱することを見出した。ま
た、cagA遺伝子導入マウスを作製し組織学的
解析を行ったところ、生体内で CagA はリン
酸化依存的に癌タンパク質として働き、上部
消化管における腫瘍形成を誘導することを
明らかにした。このような CagA 生物活性の
発現には CagA の細胞膜移行および多量体
化が必要であり、我々の解析により CagA は 
EPIYA 配列を構成する 5 アミノ酸により膜
移行能を獲得し、また EPIYA 配列近傍の 
CagA 多量体化モチーフ依存的に多量体を形
成していた。異なるピロリ菌株に由来する
CagA 分子間において EPIYA 配列近傍の分子
構造は多様性を示す。特に、胃病変の高い発
生率を示す東アジアで単離されたピロリ菌
の CagA は、欧米株由来の CagA より強い 
SHP-2 結合親和性を持ち、この事象が東アジ
ア型 CagA のみに保存される一つのアミノ
酸残基に起因する。これらの事実は、EPIYA
配列近傍の分子構造が上部消化管において
組織傷害を誘導する CagA の生物活性制御に
深く関与することを強く示唆する。 
 
 
２．研究の目的 
 
 ピロリ菌 CagA タンパク質は細胞内に注入
され、分子内の EPIYA 領域を介して増殖シグ
ナル伝達分子 SHP-2 及び細胞 極性制御分子
PAR1 と相互作用し、その活性を脱制御する。
このことから EPIYA 領域の分子構造は CagA
生物活性制 御に深く関与する。CagA 結晶構
造解析及び標的分子共存下における EPIYA
繰り返し領域の分子構造  解析を進める。
EPIYA 領域の詳細な構造を NMR 解析の手法
により決定すると共に、分子間相互作用を介
した CagA 生 物活性発現と EPIYA 領域の分
子構造との関係を明らかにする。また申請者
は、CagA が二つのドメイン構造で構成 され、
個々のドメインは分子内相互作用し、その相
互作用が生物活性発現に関与していること
を見出した。そこ で、分子内相互作用の意
義を構造生物活性相関の観点から明らかに
していく。 
 

 
３．研究の方法 
 
(1) CagA-C 末端領域の構造解析  
CagA-C 末端領域の構造解析を行うため、
CagA-C末端領域フラグメントを用いたNMR
及び CD による構造解析を行う。構造情報を
基に、構造的に自由度の高い EPIYA 繰り返し
領域外の分子高次構造を明らかにし、CagA-C
末端領域全体の高次構造モデリングを行う。 
 
(2) CagA 分子内相互作用機構の解析  
これまでの研究結果より、CagA は EPIYA 繰
り返し領域近傍で二分された二つのドメイ
ン構造を有し、N-末端側と C-末端側それぞれ
を構成するペプチド断片間で相互作用して
いることが明らかとなった。また CagA 生物
活性に影響を及ぼすことが示唆され、この分
子内相互作用は、全長 CagA が分子構造を維
持していく上で必要不可欠と予想された。そ
こで変異型 CagA 分子を用い両ドメイン間の
結合に必要さとされる部位を同定する。 
 
(3) CagA 結晶構造解析  
先行研究に於いて CagA タンパク質の結晶化
に成功し、X 結晶構造解析により全長の約
80%に相当する分子構造情報を得ている。結
晶構造のさらなる解析を進め、CagA 構造活
性相関の詳細を明らかにする。これまでの解
析結果から、限定された分子領域内に多く存
在する塩基性アミノ酸残基が X 線回折に影
響を与えていることが示唆されている。そこ
で、遺伝子的にアミノ酸置換を導入した変異
型 CagA 分子の結晶を作成し、構造解析に用
いる。 
 
４．研究成果 
(1) CagA-C 末端領域の構造解析 
NMR 法による C 末端フラグメントと CagA
の標的分子である PAR1 分子間相互作用の解
析を進め、PAR1 による NMR 分子滴定の結果
から CagA C 末端フラグメントは標的分子と
相互作用することで一定の構造を維持する
内因性不規則構造タンパク質であることが
明らかとなった。さらに  N15/C13 ラベル
CagA 分子を用いた NMR 滴定解析を進め、
PAR1 との相互作用に関わるアミノ酸残基の
同定を行った。 
 
(2) CagA 分子内相互作用機構の解析 
CagA 分子内相互作用に分子機構に関する解
析を行った。先行研究において、CagA N 末
側領域 (アミノ酸 1-876) における一連の欠
失変異体の解析結果から、アミノ酸配列
554-617 及び 708-821 の双方が、分子内相互
作用に必要であることが示唆されていた。一
方、CagA C 末側領域配列  (アミノ酸
877-1186) においてはペプチドを用いた競
合実験より 977-1077 領域の分子内相互作用
への関与が予想されていた。そこで、アミノ



酸配列 977-1077 領域の欠失変異体を作成し
解 析 を進め た ところ 、 アミノ 酸 配 列
1027-1038 が、CagA C 末側領域の分子内相
互作用に関わる責任部位であることが明ら
かとなった。アミノ酸配列 998-1038 を欠失
させた分子内相互作用を示さないと予想さ
れる変異型 CagA を胃上皮 AGS 細胞に発現
させたところ、野生型 CagA に較べ SHP-2
活性化を介した細胞形態変化誘導活性に有
意な低下が見られた。CagA における分子内
相互作用は SHP-2 複合体形成に関与し、
SHP-2の異常活性化を必要とするCagAの癌
タンパク質としての機能発現に深く関わっ
ているものと推察される。 
 
(3) CagA 結晶構造解析 
CagA N 末端フラグメントの結晶構造解析を
進め、約 3.5A の解析像を得たが、分子構造
の詳細を明らかにするには至らなかった。そ
こで、N 末端フラグメントのさらなる構造解
析を進めるため、CagA ドメイン構造情報に
基づき、複数の欠失変異体を作成し、それら
の結晶化に成功した。個々の欠失変異体の構
造解析の結果から、限定された分子領域内に
存在する塩基性アミノ酸残基が X 線構造回
折に影響を与えていることが示唆された。
そこで、遺伝子的にアミノ酸置換を導入した
一連の変異型 CagA 分子の結晶を作成し構造
解析に用いた。その結果、CagA N 末端領域
は  3 つのドメインから構成されており、
CagA N 末端領域はその一次構造と同様に既
知の分子構造と全く相同性を示さない、新規
の立体構造を示すことが明らかとなった。ま
た申請者は、CagA 生物活性の発現に重要な
C-末端領域が N 末端領域との間で分子内相
互作用を示し、その相互作用により CagA 生
物活性が影響を受けること示してきた。N 末
端領域の立体構造情報が明らかとなり、分子
内相互作用が CagA 生物活性発現に及ぼす分
子機構を明らかにするに至った。 
 
以上の、C 末端領域の NMR 解析による分子
間相互作用を伴った構造情報、分子内相互作
用に関する知見、および N 末端領域の結晶構
造情報を総じて、CagA の分子構造および構
造活性相関を明らかにするに至り、得られた
知見を論文に公表した (Hayashi T et al. Cell 
Host Microbe 12, 20-33, 2012)。 
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