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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリのリポ多糖（LPS）は、高抗原性エピトープ保有型と低抗原性エピ
トープ保有型の2つに分類できる。低抗原性型LPSは、胃由来上皮細胞株での大腸菌LPSによるIL-8誘導を宿主のサーフ
ァクタント蛋白質Dと協調して、Toll-like receptor 4の発現を上昇させることにより、産生増強させることを示した
。LPSの抗原性は胃癌との関連を認めているが、ピロリ菌感染関連鉄欠乏性貧血発症との関連は見いだせなかった。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori lipopolysaccharide (LPS) can divide highly-antigenic 
epitope-carrying one and weakly-antigenic epitope-carrying one. We found that weakly-antigenic 
epitope-carrying LPS enhanced Escherichia coli LPS-induced IL-8 production by upregulation of Toll-like 
receptor 4 expression in cooperation with host surfactant protein D, which specifically interacted with 
the weakly-antigenic LPS. The weakly-antigenic LPS-carrying H. pylori is more frequently found in gastric 
tumor than other gastroduodenal diseases. In this study, we did not observe relationship between the 
antigenicity of LPS and pathogenesis of H. pylori-related iron deficiency anemia.

研究分野：微生物学，免疫学，生化学
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１．研究開始当初の背景 
Helicobacter pylori（ピロリ菌）は、胃に定
着し、慢性胃炎，胃十二指腸潰瘍，胃癌の原
因となることは周知の事実である。重要な点
は、ピロリ菌が胃に定着し、急性の強い炎症
反応を起こすことなく、宿主からは排除され
ずに長期間にわたって炎症を起こし続けて
いることである。従って、感染初期の胃炎症
状を除けば、長い期間にわたって病状の進行
が起こる。宿主から排除されないことからみ
てもピロリ菌の炎症反応惹起能は他の病原
細菌に比べてむしろ弱いと位置づけた方が
よいと考えられる。ピロリ菌のリポ多糖
（LPS）は、腸内細菌などの典型的なリポ多
糖に比較して、著しく低い生物活性しか示さ
ないことが知られている。だからこそ菌が排
除されず長期にわたる病変形成が起こると
考えた。通常のエンドトキシン活性が低いこ
とで、病原因子として重要ではないかのごと
く考えられているが、申請者らはピロリ菌
LPSの病態形成への寄与について明らかにし
たいと考えている。私たちは日本のピロリ菌
分離株が、LPSのヒトに対する抗原性に基づ
き高抗原性と低抗原性の 2つに分類できるこ
とを見出した。さらに低抗原性 LPS保有株は
胃癌から高頻度に分離された。その他の知見
も鑑み、ピロリ菌の初感染では高抗原性型で
あり、抗原変異か菌交代かはまだ明らかでは
ないが、長期間の感染の間に LPSの病原性の
より高い低抗原性型になると考えている。こ
れら LPS のエピトープは O-抗原多糖のメイ
ンの繰り返し構造ではなく、多糖の付け根に
近い部分に存在し、高抗原性エピトープには
β-N-アセチルグルコサミン残基が、低抗原性
エピトープには β-ガラクトース残基が重要
であると示唆されている。さらに、炎症反応
惹起能が高抗原性エピトープ保有 LPS に比
較して強い低抗原性エピトープ保有 LPS が
宿主のレクチンであるサーファクタントタ
ンパク質 D (SP-D) に結合することを私たち
は見出している。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、低抗原性エピトープ保有
LPS が高抗原性のものに比較して高い生物
活性を示すメカニズムについて明らかにす
る。糖鎖構造の差が重要であると考えられ
ることから、宿主側のレクチンと LPSの相
互作用が重要であると考え、LPS と結合す
るレクチンのスクリーニングを実施し、
LPS の生物活性との関連について明らかに
する。高抗原性および低抗原性エピトープ
の構造研究、これらのエピトープの生成機
序についてさらに検討を進める。私たちの
作業仮説である「ピロリ菌非感染状態では、
TLR4 の発現が低いため他の菌の LPS が進
入してきても大きな炎症反応は起こらない
が、ピロリ菌感染によってそのLPSがTLR4
の発現を誘導することで炎症反応を誘導さ
せやすい状態にする。」を検証するために、

TLR4 の発現に着目して LPS の役割を明ら
かにしていく。さらに、ひとつの菌株にお
けるエピトープ発現の変化を検討するため、
同一菌株が家族内で感染している事例、同
一患者で長期間経過後に菌が再分離できた
事例における分離菌株の遺伝子的同一性と
エピトープ発現について検討する。さらに、
胃十二指腸疾患以外のピロリ菌感染関連疾
患、例えば鉄欠乏性貧血などについて、LPS
の抗原性の関連性について患者由来菌株の
エピトープ発現を検討する。 

 
３．研究の方法 
 ピロリ菌 LPSによる宿主細胞の反応性を
検討にはヒト胃癌由来細胞株MKN28と
MKN45を用いた。これらの細胞株は TLR4
の発現量が低く、TLR4高発現の細胞株に比
べて大腸菌 LPSに対する反応性が著しく低
い。ピロリ菌 LPSは高抗原性エピトープ保有
LPSとして慢性胃炎由来株 GU2と十二指腸
潰瘍由来株 DU2から、低抗原性エピトープ保
有 LPSとして胃癌由来株 CA2, CA6から精製
した LPSを用いた。生物活性検討には LPS
標品にリポ蛋白質や核酸などの LPS以外の
TLRアゴニストが混入しないように、従来法
による標品をさらに protein phosholipases, 
DNase, RNase, proteinase Kで処理後、Octyl- 
Sepharose疎水クロマトグラフィーによって
精製した高純度 LPS標品を用いた。MKN28, 
MKN45細胞に高純度ピロリ菌LPSを処理し、
TLR4などTLRsの発現、interleukin-8 (IL-8) 等
のサイトカイン産生性、細胞増殖速度等につ
いて検討した。さらに、低抗原性エピトープ
保有 LPSとの相互作用が明らかとなってい
るリコンビナントヒト SP-Dの添加効果を検
討した。 
 高抗原性エピトープ、低抗原性エピトープ
の存在は、私たちが開発した方法 [Yokota et 
al. Infect. Immun. (2000)] に従い、各々のエピ
トープに対する抗体を特異的にもつヒト血
清の反応性を ELISA法、イムノブロット法に
よって検討した。α1-6-グルカン鎖の存在は、
Altmanらによって樹立されたモノクローナ
ル抗体 [Harrison et al. Helicobacter (2011)] の
供与を受けて、ELISA法により検討した。 
 ピロリ菌が分離された小児患者およびそ
の家族（父母兄弟）由来の菌株、同一患者か
らの複数の分離菌株、鉄欠乏性貧血患者およ
び貧血症状の認められない患者由来の菌株
は、胃内視鏡によるバイオプシー、もしくは
胃液から分離した [Toita et al. Gastroenterol. 
Res. Pract. (2013), Yokota et al. Clin. Infect. Dis 
(2008)]。菌株の遺伝的同一性は、random 
amplified polymorphic DNA (RAPD)-PCRによ
る fingerprinting、および multilocus sequence 
tying (MLST) 法によった。 
 
４．研究成果 
(1) 低抗原性エピトープ保有 LPS刺激に対す
る宿主細胞の反応に対するサーファクタン



ト蛋白質の影響． 
 私たちは低抗原性保有 LPSに SP-Dが結合
すること、結合部位にエピトープである β-ガ
ラクトース残基が重要であることを示して
いる。本研究では、LPSによる胃の上皮細胞
株MKN28, MKN45からの IL-8産生誘導に対
する SP-D 添加効果を調べた。低抗原性エピ
トープ保有 LPS 刺激による IL-8 の産生誘導
は SP-D タンパク質共存下で有意に増強され
た。さらに低抗原性エピトープ保有 LPS前処
理後に大腸菌 LPS を作用させると、大腸菌
LPS単独刺激に比較して IL-8産生の増強を認
めるが、その作用は SP-D の共存により著明
に上昇した（図-A）。一方で高抗原性エピト
ープ保有 LPS は、それ単独あるいは大腸菌
LPS の共刺激による IL-8 誘導能は低かった。
高抗原性エピトープ保有 LPS の低い IL-8 誘
導は SP-D 添加によっても有意な上昇を認め
なかった。さらに、低抗原性エピトープ保有
LPSには、MKN28, MKN45細胞の増殖を亢進
させる作用があるが、SP-Dの共存により、細
胞増殖亢進も増強された。 
 ピロリ菌 LPS刺激による TLRsの発現を検
討した（図-B）。低抗原性エピトープ保有 LPS
により有意な TLR4の発現上昇が認められた。
さらに SP-D との共刺激により TLR4 の発現
上昇が著明に増強した。 
 

 以上の結果から、SP-Dが低抗原性エピトー
プ保有 LPS に結合することによって胃上皮
細胞の TLR4発現が上昇するために、大腸菌
LPSに対する反応性などの活性が増強される
ことが示唆された。 
 
 (2) ピロリ菌 LPSにおける α1-6-グルカン鎖
の分布． 
 これまでに抗原性を解析してきた LPS に
ついて、α1-6-グルカン鎖の存在をモノクロー
ナル抗体で検討したところ、36株中 1株のみ
で α-グルカン鎖の存在を確認した。α-グルカ
ン鎖は海外の菌株では比較的頻度高く認め
られる。今回の結果から、α-グルカン鎖は、
日本の臨床分離株では発現頻度が低く、高抗
原性および低抗原性エピトープとの関係は
ないと考えられた。 
 
(3) 同一患者から得られた複数の分離株、お
よび家族内感染の菌株における LPS エピト
ープの検討． 
 同一患者の複数検体（胃体部，幽門部，胃
液）から得られた菌株、および最初の分離か
ら長期間（5～9年）経過後に分離された 3例
の菌株の LPSの抗原性について検討した。菌
株の遺伝的な同一性は RAPD-PCR 法によっ
て確認した。また、ピロリ菌が分離された小
児患者 35 例について、その父母と兄弟につ
いても菌株の分離を行い、遺伝子的同一性を
RAPD-PCR法と MLST法によって検討した。
同一患者から得られた菌株間、遺伝子的同一
性が示された家族内感染株間において、LPS
の抗原性，すなわち保有するエピトープ，に
は変化がなく、LPSの高抗原性エピトープと
低抗原性エピトープはピロリ菌において安
定した表現型であることが示唆された。 
 
(4)鉄欠乏性貧血患者由来菌株の解析． 
鉄欠乏性貧血患者由来菌株（IDA株）24株
と貧血症状のない胃十二指腸疾患患者由来
の菌株（non-IDA株）25株を用いた。鉄取り
込みに関与している遺伝子のうち、菌内膜の
鉄取り込み装置構成蛋白質のひとつである
FeoB、菌体外で鉄の運搬に関与している
neutrophil activating protein A (NapA)、および
鉄取り込みに関わる多くの遺伝子の発現の
リプレッサーである ferric upregulator (Fur) に
ついて、mRNAの発現量を検討したが、IDA
株と non-IDA株の 2群間で有意差が認められ
なかった。そこで塩基配列の比較を行った。
NapA では 144 アミノ酸残基中、4 箇所の
polymorphism が認められた。そのうち 70 番
目のアミノ酸は、IDA株 24株中 18株で Thr
であった。一方、non-IDA株 25株では 6株の
みが Thr型であり、両群間で出現頻度に有意
な差が認められた。Fur は 150 アミノ酸残基
中 7 箇所に、FeoB は 642 アミノ酸残基中に
70箇所以上に polymorphismを認めたが、IDA
株群と non-IDA株群で出現頻度に有意な差の
あるものは認めなかった。 

図．胃由来上皮細胞株 MKN28 のピロリ菌
LPS による前処理、およびそれに SP-D
を共存させた時の細胞の変化．A: 大腸
菌 LPS 刺激による IL-8 産生誘導． 
B: TLR4, TLR2 タンパク質の発現 
W, WA-LPS: 低抗原性エピトープ保有
LPS．H, HA-LPS: 高抗原性エピトープ保
有 LPS． 

A 

B 



LPSの抗原性については、高抗原性エピト
ープ保有株、低抗原性エピトープ保有株の出
現頻度は IDA株とnon-IDA株との間で有意な
偏りを認めず、LPSの抗原性と鉄欠乏性貧血
発症リスクには関連性は見出せなかった。 
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