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研究成果の概要（和文）：血小板活性化を誘導するピロリlppを中心にピロリ感染と急性冠症候群との関連性を解析し
た。lpp-His融合蛋白を作製し、ウサギ免疫で抗lpp抗体を作製した。ピロリ感染スナネズミではlppの血中移行は確認
できなかった。しかし、急性冠症候群(ACS)の患者血清をlpp抗体で解析した結果、2名のピロリ菌感染者の血清中に約2
0kDa蛋白が検出され、本成分の血中移行を証明すると同時にACSの病態に関与する可能性が示唆された。
さらに、Lppの血小板活性化はL-セレクチンで相乗効果を認めた。lppは抗ヘパリン作用を有する可能性及びカルシウム
イオン親和性がその活性作用に影響すると推察された。

研究成果の概要（英文）：We investigated to determine whether the infection by Helicobacter pylori 
possessing platelet-activating factor (lpp) influences the clinical pathology of acute coronary syndrome 
(ACS). Anti-lpp antibody was gained from a rabbit immunized with the lpp-His fusion protein made. In H. 
pylori infected Mongolian gerbil, the lpp was not found in blood. However, the 20-kDa was detected by 
western blotting with anti-lpp antibody in only sera from 2 H. pylori infected ACS patients. These 
indicated that the lpp transmigrates to blood vessels and might influence on the development of ACS.
Moreover, the lpp associated platelet-activating was synergistically enhanced with L-selectin. Our study 
showed the possibility that the lpp possesses anti-heparin effect and the affinity of lpp for calcium 
iron influence the platelet-activating.

研究分野： 循環器
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１．研究開始当初の背景 
ピロリ関連免疫性血小板減少性紫斑病(ITP)
の病態解析から血小板凝集・活性化を誘導す
る菌体成分の存在を証明し同定（菌体 lpp）
した。一方で本邦の死因上位に位置する急性
冠症候群(ACS)と推定約半数の国民が感染し
ているピロリ菌（ピロリ感染症）との関連性
は指摘され議論されていたが、明らかな証明
はできていない。 
 
２．研究の目的 
ACS の本態でもある「血小板凝集・活性化」
を誘導するピロリ菌成分lppを発見し同定で
きたことから、本成分を中心に ACS とピロリ
感染との関連性の解明を目的に研究を行な
った。 
 
３．研究の方法 
（1）ピロリ菌の lpp-His 融合蛋白と抗 lpp
抗体の作成：His 融合プラスミドに本遺伝子
をクローニング後lpp-His融合蛋白を大腸菌
で発現誘導し作成した。本融合蛋白の血小板
凝集・活性化能は健常人血小板多血漿(PRP)
を使用し automatic platelet aggregomater
および標本観察（ギムザ染色）にて確認した。
得られた融合蛋白はウサギ免疫にて、
polyclonal な抗 lpp 抗体を獲得し、特異性等
はウエスタンブロットにて確認した。 
 
（2）感染動物実験：Lpp 保有ピロリ菌株を経
口感染させ 2～4 ヶ月後に屠殺し、摘出胃を
ホモジナイズし培養にてピロリ菌の感染を
確認した。確認されたスナネズミの心臓から
血液（血清および PRP）を採取し抗 lpp 抗体
を使用してウエスタンブロット解析にて血
中内 Lpp の検出を試みた。また、lpp 抗体産
生の有無を作成した融合蛋白を抗原に解析
した。コントロールはピロリ菌を感染させて
いないスナネズミを使用した。 
 
（3）ACS 患者血清によるピロリ Lpp 蛋白の検
出：倫理委員会承認後、研究を開始し合計 100
名の ACS 患者血清を得た。通常のピロリ抗体
検査の実施と血清を抗原とした電気泳動後
抗lpp抗体にてウエスタンブロット解析を実
施した。 
 
（4）全血による凝集能解析：Lpp 融合蛋白に
よる血小板凝集・活性化を白血球の影響を検
証するために全血を使用しPRP単独との比較
解析を実施した。測定方法は融合蛋白を添加
後 automatic platelet aggregomater にて各
試料の透過度を経時的に測定し血小板凝集
能を評価した。 
 
（5）抗凝固剤による凝集能解析：異なる 4
つの抗凝固剤（クエン酸ナトリウム、ヘパリ
ン、EDTA-2Na、EDTA-2K）を使用し作成した
PRP を用いて、その影響について解析した。
解析方法は各試料に融合蛋白を添加後、（4）

同様に血小板凝集能を評価した。コントロー
ルには ADP を使用した。 
 
４．研究成果 
（1）作成した融合蛋白の血小板凝集能検証： 
作成したピロリlpp-His融合蛋白の血小板凝
集能を automatic platelet aggregomater お
よび標本観察（ギムザ染色）にて検証した
（Fig.1）。その結果、作成した融合蛋白は血
小板凝集作用を有することが証明され、本蛋
白を使用してウサギ免疫後、抗 lpp 抗体を獲
得し以下の本研究に使用した。 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 融合蛋白による血小板凝集能解析 
Aggregomater および顕微鏡所見から明らか
に本融合蛋白が血小板凝集活性を有するこ
とを証明した。 
 
（2）ピロリ感染動物解析：ACS 病態との関連
性を解明するためには本ピロリLpp成分の血
中移行性を先ず証明する必要があり、本動物
実験を実施した。その結果、胃内感染が成立
しているスナネズミの血中から本成分の検
出を確認することはできなかった（Fig.2）。
また、Lpp 抗体の産生も確認することはでき
なかった。これは、感染後 2～4 ヶ月と短期
間であったことが要因として考察される。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 感染実験プロトコール（上）とウエス
タンブロット解析（下） 
ピロリ菌感染後、2 および 4 ヶ月後に屠殺し
検体を採取し、ウエスタンブロットにて解析
した。非感染 2 匹、感染 6 匹（2 匹は 2 ヶ月
後、4匹は 4ヶ月後に屠殺した）から得た PRP
を抗原に抗 lpp 抗体にて実施した。 
 
（3）ACS 患者血清の解析：100 名の ACS 患者
血清のピロリ抗体を測定した結果、陽性 48
名、陰性 52 名であった。さらに、血清中の
Lpp 蛋白の検出を抗 lpp 抗体を使用してウエ
スタンブロット解析した結果、ピロリ抗体陽
性者 2名のみに約 20KDa の陽性バンドを認め
ピロリ抗体陰性者からは検出されなかった
（Fig.3）。このことは、少なくともピロリ Lpp
成分のヒト血中移行性を証明するものであ
り、ACS の病態進展に関与する可能性が示唆
された。 
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Fig.3 ACS 患者血清との反応性 
患者血清に抗lpp抗体を使用してウエスタン
ブロット解析した結果、患者番号 47,49 に約
20KDa の陽性バンドが検出された。 
 
（4）血小板凝集能解析：全血に Lpp 融合蛋
白を添加するとPRP使用よりも著しい血小板
凝集が認められた。これは、恐らく白血球等
に存在する L- selectin が相乗的に作用して
いると考えられたが、さらなる解析が必要で
ある。次に 4つの異なる抗凝固剤から作成し
た PRP での血小板凝集能を解析した結果、ク
エン酸ナトリウムおよびヘパリン血から作
成したPRPでは顕微鏡学的に血小板凝集を認
めたが、EDTA2K および EDTA2Na から作成した
PRP では血小板凝集を認めなかった。ヘパリ
ンはATIIIの持つ抗トロンビン作用などを促
進することにより抗凝固作用を示すことか
ら、本 lpp 蛋白は抗ヘパリン作用（トロンビ
ン作用の亢進）あるいはヘパリン作用経路と
は異なる別経路で血小板凝集作用を有する
可能性が示唆された。また、EDTA やクエン酸
ナトリウムはカルシウムイオンのキレート
作用で抗凝固作用を発揮していると考える
と、本 lpp 蛋白はこのキレート作用を阻害し
血小板の凝集を誘導している可能性が示唆
された。すなわち、本 lpp 成分のカルシウム
イオンキレート阻害作用は EDTA よりも弱く
クエン酸ナトリウムも強いと考えられ親和
性が影響していると推察された。 
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