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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌には複数の病原因子を有することが知られており、それの相乗効果により重篤な疾
患を導くと考えられる。本研究で、胃に炎症を引き起こすOipAタンパク質を得ることに成功した。また、OipAタンパク
質はピロリ菌の細胞膜でBabAタンパク質(胃に接着する働きを持つタンパク質)と複合体を形成していることが分かった
。
本研究の成果により、今後OipAタンパク質と胃のタンパク質との作用、またはOipAタンパク質と他の病原因子との相互
作用が明らかになると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is known that Helicobacter pylori has various virulence factors. I hypothesized
 that severe disease was occurred by multiple effects of virulence factors. In this study, I succeeded in 
purification of OipA protein, which caused gastric inflammation. It became clear that OipA protein constit
uted a protein super complex with BabA protein, had ability to adhesion with stomach cells, in H. pylori o
uter membrane.
In the near future, human stomach protein(s) interacting with OipA protein will be identified. Furthermore
, the mechanism will be revealed that OipA protein collaborate with the other virulence factors. 
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１．研究開始当初の背景 
Outer inflammatory protein A (OipA) は
Helicobacter pylori (H. pylori) の Outer 
membrane protein (OMP) familyの 1つである。
私は、OipA は胃上皮細胞から炎症性サイト
カイン(特に IL-8)産生を誘導することを報告
した。さらに分子疫学研究では、OipA 遺伝
子は Cytotoxin associated gene A (CagA) 
Vacuolating cytotoxin A (VacA), Blood group 
antigen binding adhesion (BabA)などの病原因
子と高い相関を持っていることが分かって
いる。このことから、OipA は重要な病原因
子であると考えられるが、直接的な機能や相
互作用分子は明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
複数の病原因子が相乗的に作用しあって重
篤な疾患を導くと考え、OipAおよび OipAを
含む超分子複合体を生化学的に精製するこ
とで OipA の相互作用分子を明らかにするこ
とを目的とした。これにより、H. pyloriの胃
上皮細胞への感染から炎症惹起に至る各病
原因子のクロストークという新しいパラダ
イムの構築が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)OipAタンパク質の 3次元構造予測 
ホモロジーモデリング法のバイオインフォ
マティック解析により OipA タンパク質の３
次元構造の予測を行った。 
 
(2) rOipAタンパク質の発現・精製 
➀ rOipAタンパク質の発現 
H. pylori 26695株から N末端に 6×Hisタグを
つけた全長 OipA 遺伝子をクローニングし in 
vitro発現系と大腸菌発現系で rOipAタンパク
質発現を行った。In vitro発現系ではコムギ胚
芽無細胞発現系を使用した。大腸菌発現系で
は pET28a ベクターで発現ベクターを構築し
た。そして、E. coli  Rosetta Blue (DE3)を形
質転換し、IPTGで発現誘導を行い、rOipAタ
ンパク質を合成した。 
 
② rOipAタンパク質の可溶化 
大腸菌を超音波破砕し、超遠心で rOipAタン
パク質を含む膜画分を調整した。これを、
様々な界面活性剤と NaCl、タンパク質濃度を
可溶化に影響を与える因子として rOipAタン
パク質の可溶化条件を検討した。 
 
③ rOipAタンパク質の精製 
His タグのアフィニティー精製を行った。
1%(w/v)コール酸ナトリウムで rOipA タンパ
ク質を可溶化後、 0.1%(w/v)DDM または
0.8%(w/v)OGを含んだイミダゾールバッファ
ーで溶出した。その後、rOipA タンパク質精
製標品を Superdex 200(GEヘルスケア)を用い
て、ゲル濾過解析を行った。 
 
(3) rOipAの IL-8産生誘導の評価 

0.8%(w/v)OGを含む精製標品に透析を行うこ
とで、OGを 0.1%(w/v)DDMに置換し、これ
を共培養に用いた。様々な濃度の rOipAタン
パク質(5µg/ml,10µg/ml,20µg/ml)と AGS 細胞
の共培養を行った。24時間共培養後の上清中
の IL-8 産生量は ELISA で測定した。培養液
は 10%(v/v)FBSを加えた RPMI 1640 medium
を使用した。 
 
(4) OipA超分子複合体の解析 
0.5%(w/v)DDMで可溶化した H. pylori 26695
株の膜タンパク質を二次元電気泳動で解析
した。一次元目には 7%High Resolution Clear 
Native PAGE(hr-CN-PAGE)を行い、二次元目
には 12%SDS-PAGE を行った。さらに、抗
CagA抗体、抗 BabA抗体、抗 OipA抗体での
ウエスタンブロットによりタンパク質の同
定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) OipAタンパク質の 3次元構造予測 
ホモロジーモデリング法を用いた 3次元構造
予測により OipAタンパク質は 8 本の逆平行
鎖を有する βバレル構造モデルを構築できた。
このことから、OipA タンパク質は多彩な生
物機能を有することが考えられる。 
 
(2) rOipAタンパク質の発現・精製 
➀ rOipAの発現 
コムギ胚芽無細胞系発現系では rOipAタンパ
ク質は不溶性タンパク質として、CBB染色で 
確認できる程度の発現量があった。 
大腸菌発現系では rOipAタンパク質は膜画分
に局在して発現しており、抗 OipA 抗体での
ウエスタンブロットで確認できる程度の微
量な発現量であった。発現温度、発現時間、
IPTG濃度は発現量に影響しなかった。 
 
② rOipAタンパク質の可溶化 
様々な界面活性剤で rOipAの可溶化条件を検
討した結果、コール酸ナトリウムが有効であ
ることが分かった。また、NaCl濃度とタンパ
ク質濃度が可溶化に大きく影響を与えるこ
とが分かり、可溶化の最適条件を決定した 
(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1：界面活性剤、NaCl濃度、タンパク質濃
度の rOipAタンパク質可溶化への影響 

 
③ rOipAタンパク質の精製 
0.8%(w/v)OG で の 溶 出 と 比 較 し て
0.1%(w/v)DDM を含む精製標品は、純度が
90%以上と高純度なものであった。また、両
精製標品中には分子量 35kDa の単量体 rOiA
タンパク質が含まれることが分かった(図 2)。 
H. pyloriの OMP familyの精製では本研究が
世界で初めての成功である。今後は OipA の
生化学的な機能やヒトの相互作用分子が明
らかになることで、炎症惹起メカニズムの解
明が期待できる。 
 
・0.1%(w/v)DDM バッファーを用いた精製標
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・0.8%(w/v)OGバッファーを用いた精製標品 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：rOipA タンパク質精製標品のゲル濾過
解析 

 
(3) rOipAの IL-8産生誘導の評価 
様々な濃度で rOipA タンパク質と AGS 細胞
を共培養した結果、IL-8の産生量に有意差は
なかった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：AGS細胞の IL-8産生量 

 
単量体の OipAタンパク質では IL-8産生誘導
がないことから、OipA タンパク質は多量体
または、複合体を形成することにより機能的
OipA タンパク質として働くことが考えられ
る。 
 
(4) OipA超分子複合体の解析 
hr-CN-PAGEで約700kDaの超分子複合体のバ
ンドが確認できた。さらに、二次元 SDS-PAGE
を行うことで超分子複合体を構成するタン
パク質を分離した。その結果、約 700kDa の
超分子複合体には OipA タンパク質とその他
4 つのタンパク質(94kDa,83kDa,78kDa,68kDa)
で構成される。そして、ウエスタンブロット
により OipA 超分子複合体を形成するタンパ
ク質の 1つが BabA(78kDa)タンパク質である
ことが分かった(図 4)。他の 3つのタンパク質
にいては同定を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4：H.pylori 26695株の膜タンパク質の 
二次元電気泳動 

 
 



BabA は胃上皮細胞への接着に関する重要な
分子であることからこの超分子複合体は、感
染から炎症惹起への重要な機能を有するこ
とが考えられる。さらに今後、OipA 超分子
複合体を構成する他の分子が同定されるこ
とにより新たな病原因子の発見または、感染
から炎症惹起への各病原因子のクロストー
クが明らかになることが期待できる。 
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