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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター属の細胞壁の構成分子として、コレステリル alpha-グルコース転移酵素(aC
gT)から合成されるコレステリル alpha-グルコシド類(aCG類)が知られている。私達はaCG類がピロリ菌感染にどのよう
な影響を及ぼすかを調べた。内視鏡検査で採取されたピロリ菌臨床分離株を用いた結果から、aCgT活性の高いピロリ菌
ほど増殖が早く、胃粘膜の萎縮に関与していた。宿主側では、aCG類がインバリアントNKT(iNKT)細胞を活性化し、aCgT
活性の高いピロリ菌ほどiNKT細胞に排除される傾向が認められた。これらの点より、aCG類はピロリ菌側と宿主側の双
方に重要な役割を果たすことが示唆される。

研究成果の概要（英文）：It has not been determined how cholesteryl alpha-glucosyltransferase (aCgT), which
 forms cholesteryl alpha-glucosides (aCGs), functions in the pathogenesis of H. pylori infection. We show 
that the activity of aCgT from H. pylori clinical isolates is highly correlated with the degree of gastric
 atrophy. We investigated the role of aCGs in various aspects of the immune response. aCGs were recognized
 by invariant natural killer T (iNKT) cells, eliciting an immune response in vitro and in vivo. Following 
inoculation of H. pylori harboring highly active aCgT into iNKT cell-deficient (Ja18 KO) or wild-type mice
, bacterial recovery significantly increased in Ja18 KO compared to wild-type mice. Moreover, cytokine pro
duction characteristic of Th1 and Th2 cells dramatically decreased in Ja18 KO compared to wild-type mice. 
These findings demonstrate that aCGs play critical roles in H. pylori-mediated gastric inflammation and pr
ecancerous atrophic gastritis.
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１．研究開始当初の背景 

 

ヘリコバクター・ピロリ(ピロリ菌)は胃

に生息するグラム陰性菌で、世界人口の半

数に感染しており、慢性胃炎、胃・十二指

腸潰瘍に加えて、胃癌やMALTリンパ腫の

発症に関与している。ヘリコバクター属の

細胞壁を構成する主要な分子としてコレス

テリル--グルコシド(CGL)とCGL から

合成される誘導体がコレステリル--グル

コシド類(CG 類)として同定されている。

私達は、以前にCGL の合成に関与するコ

レステロール --グルコース転移酵素

(CgT)が、胃粘膜深部の粘液に発現してい

る特異的な O-結合型糖鎖によって阻害さ

れることより、ピロリ菌の増殖抑制や形態

異常を生じることを報告した(Kawakubo, 

Ito et al Science 2004, Lee et al Glycobiology 

2008)。 

そこで、私達は、CG類がピロリ菌感染

にどのような影響を及ぼしているかを調べ

るため、内視鏡検査によって採取された患

者からの臨床分離ピロリ菌(24 株)のCgT

変異の解析をもとに、CgT 遺伝子改変ピ

ロリ菌として、野生株(H. pylori 26695)に比

べて高いCgT 活性を示す株、低い同酵素

活性を持つ株、CgT欠損株(CgT)を作製

した。これらのCgT 遺伝子改変株の増殖

速度は、CgT 活性の強さに依存した。殊

に、CgT株は著しい増殖の遅延を示し、

電子顕微鏡による形態観察でも形態異常が

認められたことにより、CG類はピロリ菌

の増殖と形態の保持に必須であることが示

された。CG類の病理学的役割を調べるた

め胃生検標本の病理学データと臨床分離株

のCgT活性を解析すると、CgT活性は胃

萎縮の程度と正の相関を示し、CG類が胃

粘膜障害に関与していることが示唆された。 

しかしながら、CG類が宿主側にどのよ

うに免疫担当細胞に認識されるか明らかに

なっていない点より、本研究を行った。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、ヘリコバクター属の細胞壁の

構成成分であるコレステリル--グルコシ

ド類(CG類)によって活性化する iNKT細

胞の病理学的および免疫学的な機能を明ら

かにすることを目的とする。申請者らは、

ピロリ菌のCG類が免疫担当細胞の一つ

であるインバリアントナチュラルキラー

T(iNKT)細胞の活性化を引き起こすことを

明らかにしてきた。本研究では、(1)iNKT

細胞によるCG類の認識、(2)ピロリ菌感染

時における iNKT細胞による Th1/Th2サイ

トカインバランスの制御を明らかにする。

更に、(3)ピロリ菌の感染から慢性胃炎・胃

癌の進行における iNKT細胞の機能を解析

することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)in vivoレベルでのCG類による iNKT細

胞の活性化の測定 

①マウスより採取した骨髄細胞を

GM-CSF存在下で 1週間培養し、未熟樹

状細胞(未熟 DCs)を誘導した。 

②未熟 DCs(1x106)に化学合成したCG類

をそれぞれ添加し、24時間培養後、野生

型マウスの尾静脈に注入した。 

③16 時間後に、肝臓より単核球を回収し、

FACS 解析にて iNKT 細胞からの TNF-お

よび INF-の発現をフローサイトメトリー

法を用いて解析した。 

 

(2) CG類と CD1d分子との分子間相互

作用の解析 

①組換え可溶化 CD1dタンパク質と 

化学合成したCG 類の相互作用を等電点

電気泳動法によって解析した。 

 



(3) ピロリ菌の初期感染における iNKT細

胞の制御機構とネットワークの解明 

①iNKT 細胞欠損(J18 KO)マウスと野生

型マウスを用いたCgT 活性の異なるピ

ロリ菌および H. pylori 26695由来のCgT

欠損ピロリ菌を 1 日おきに 3 回、経口投

与した。 

②3回目の菌投与後 10日後に、胃粘膜を

採取した。胃粘膜の半分はホルマリン固

定し、胃粘膜の HE 標本を作製し胃粘膜

障害の程度を調べた。もう半分の胃粘膜

は RT-PCR 法により、IL-4、INF-などの

サイトカインのmRNAの発現を解析した。 

 

(4) パラフィン包埋胃生検ブロックを用

いた iNKT mRNAの定量解析 

①ピロリ菌感染胃粘膜のホルマリン固定

パラフィン包埋生検組織を薄切した。 

②抽出した total RNA から逆転写反応を

経た cDNA を鋳型として、リアルタイム

PCR 法によりヒト V24J18 遺伝子の発

現量を定量解析した。 

 

４．研究成果 

 

(1) in vivoレベルの実験より、化学合成した

CG類のうち、コレステリルホフスァチヂ

ルモノアシル -グルコピラノシド(CPG 

(monoacyl))が、最も iNKT 細胞が活性化す

ることを明らかにした。 

CPG (monoacyl)と CD1d分子の結合を

等電点電気動泳法で確認した。 

(3) iNKT細胞欠損(J18 KO)マウスと野生

型マウスを用いたCgT 改変ピロリ菌の

感染実験の結果より、活性化した iNKT

細胞はピロリ菌の排除に関与しているこ

とが明らかになった。ピロリ菌感染では、

Th1 細胞が優位であることが知られてい

るが、ピロリ菌の長期感染における免疫

反応に Th2 細胞も関与する可能性がある

ことが示唆された 

(4) パラフィン包埋胃生検ブロック 7 症

例を用いた iNKT mRNA の定量解析を行

った。ピロリ菌に感染していないコント

ロールサンプルの iNKT mRNA 発現量を

1 とすると、ピロリ菌感染群では、iNKT 

mRNA発現量が 0.34-37.40であり、iNKT 

mRNAの発現は大きく変動していた。 

先行研究を含めた一連の研究結果より、

CgTによって生合成されるCG類は、ピ

ロリ菌側では菌の増殖に必須でありCgT

活性が高いほど増殖が速く、その結果、胃

粘膜の萎縮をはじめとする炎症の惹起に関

与していることが示唆された。一方で、宿

主側にとってCG類が iNKT細胞に対する

免疫応答を引き起こしてピロリ菌の排除に

寄与していることが明らかになった。以上

の点より、CgT によって生合成される

CG類は、ピロリ菌側では菌の増殖に必

須でありCgT 活性が高いほど増殖が速

く、その結果、胃粘膜の萎縮をはじめと

する炎症の惹起に関与していることが示

唆される。一方で、宿主側にとってCG

類が iNKT 細胞に対する免疫応答を引き

起こしてピロリ菌の排除に寄与している。

一見、正反対に思えるこれらの機能より、

CG 類がピロリ菌側と宿主側の双方に

重要な役割を果たしていることが示唆さ

れる。 
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