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研究成果の概要（和文）：野生株感染gp130F759マウスは、菌の種類にかかわらず（TN2GF4株およびSS1株を使用）、感
染に成功、SS1株に比べて、TN2GF4株感染マウスで高度炎症が引き起こされた。TN2GF4株は、東アジア由来の菌で、SS1
は欧米由来の菌であり、東アジア菌が欧米菌に比べて病原性が強いことを支持する結果であった。　一方、oipA変異株
は全く感染に成功しなかったから、OipAが感染成立、すなわち胃粘膜への菌の接着にも重要な役割を果たしていること
が分かった。ピロリ菌の膜タンパク質複合体の解析では、OipAを含む病原性因子群が、ピロリ菌の細胞膜上において複
合体を形成していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori (both strains TN2GF4 and SS1) could colonize gp130F759 mice, 
and mice infected with strain TN2GF4 showed severer inflammation than those with strain SS1. Strain 
TN2GF4 was East Asian-type and strain SS1 was Western-type, supporting the hypothesis that East 
Asian-type strains were more virulent than Western-type strains. Somewhat surprisingly, isogenic oipA 
mutants could not colonize the mice, suggesting that OipA plays important roles on colonization and the 
attachment of H. pylori to the epithelial cells. We also performed the analyses using outer membrane 
proteins of H. pylori, and showed that OipA formed virulent complex with other unknown virulence factors 
on the H. pylori surface.

研究分野：消化管感染症
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１．研究開始当初の背景 
ピロリ菌感染は消化性潰瘍や胃癌の原因と
考えられているが、感染者すべてが消化性潰
瘍や胃癌になるわけではない。この原因とし
て、多様な菌側の病原因子が関与していると
考えられる。私は以前、Cytotoxin associated 
gene product (CagA)産生菌に感染すると、非産
生菌例に比べ、より多くの炎症性サイトカイ
ンが胃粘膜より産生されていることを発見
し、その後、新しい炎症性サイトカイン誘導
因子を発見し、Outer inflammatory protein 
(OipA)と命名した (Yamaoka et al. PNAS 
2000)。私は、OipAおよび CagAによる細胞
内シグナル伝達機構に関して、胃上皮細胞を
用いた in vitroの検討も行い、OipAは signal 
transducer and activator of transcription 
(STAT)1/3→ interferon-stimulated responsive 
element (ISRE) 経路および extracellular 
signal-regulated kinase (ERK)→activator protein 
1(AP-1)経路の活性化に関与し、CagAは上皮
細胞間バリアが断裂された後に基底膜側か
ら細胞内に注入されSHP-2への結合を介して
ERK→AP-1経路を活性化することを示した。
in vitroの系では、ピロリ菌感染により、
ERK→AP-1経路は 2峰性に活性化し、最初の
活性は OipA依存性（CagA非依存性）である
のに対し、2度目は OipAと CagAの両方に依
存する。私はさらにピロリ菌感染スナネズミ
でも、ERK→AP-1経路は感染 3カ月と 9カ月
目に 2峰性のピークを迎え、胃粘膜炎症の程
度も両時期に最も高度になることを証明し
ており (Gastroenterology 2007)、in vitroの現
象が in vivoの現象を反映する可能性が高い。
以上の背景より、実際の胃粘膜傷害において
OipAは STAT1/3→ISRE経路および
ERK→AP-1経路の活性化に関与し、一方
CagAは慢性期での SHP-2との結合を介して
ERK→AP-1経路に関与すると仮説した。そ
の証明のためには、適切な動物モデルが必要
であった。 

2002年、オーストラリアの Ernstらによっ
て、画期的な胃腫瘍発症マウスモデルが報告
された。このマウスは、IL-6ファミリーのレ
セプター(gp130)上の SHP-2 結合部位が欠損
したノックインマウスである。gp130 には
SHP-2 結合部位の他に、STATs 結合部位
（YXXQモチーフ）が４つ存在し、SHP-2結
合部位欠損マウスでは、SHP-2→ERK→ AP-1
経路が欠落しており、そのため STAT1/3の過
剰活性化が引き起こされる。このマウスモデ
ルでは、ピロリ菌などの感染なしに、自発的
に炎症および dysplasia を伴う胃前庭部の高
増殖性腫瘍を発症した。前庭部腫瘍は 4週に
明白になり、30週後に粘膜下侵入もみられた。 
ところが興味深いことに、大阪大学の平野
らは、同様に gp130上で SHP-2結合部位が欠
損し、STAT1/3 の過剰活性化を認めるノック
インマウスを作成したが、このマウスでは 1
年以上の観察でも胃に明らかな肉眼的異常
を認めなかった(J Exp Med 2002)。このマウス

は、ヒト gp130における SHP-2結合部位（チ
ロシン 759）をフェニルアラニンに置換させ
て作成したモデルである（以下 gp130F759マウ
ス）。 
私は、gp130F759マウスにピロリ菌を感染さ
せれば、腫瘍形成が起こるのではないかとの
仮説をたて、大阪大学より gp130F759マウスを
入手し、予備実験を行った。ピロリ菌野生株
CPY2052を gp130F759マウスに感染させ、6ヶ
月後に観察を行った (n=3) ところ、2匹は胃
全体にわたる高度の炎症細胞浸潤を伴った
過形成胃粘膜を認め、1 匹は胃体部に異形成
を伴う腫瘍を認めた。なお同じヘリコバクタ
ー属である H. felisを感染させた gp130F759マ
ウスでは、腫瘍形成はみられず、腫瘍形成が
ピロリ菌因子によるものであることが確認
された。Immunoblot の結果、胃粘膜の ERK
のリン酸化は、非感染 gp130F759マウスでは認
めず、ピロリ菌感染で著明に上昇した。すな
わちピロリ菌感染により、gp130 を介しない
ERK→AP-1 経路の活性化が起こっていると
考えられた。また STAT3のリン酸化は、非感
染 gp130F759マウスでも著明であったが、ピロ
リ菌感染ではさらに上昇した。本研究では
gp130F759マウスに、oipAおよび cagAの各種
変異株を感染させる計画で、OipA および
CagAの役割が明確になると考える 

 
２．研究の目的 
胃上皮細胞を用いた in vitroの系ではOipAは
STAT1/3経路および ERK経路の活性化に関
与し、CagAは SHP-2への結合を介して ERK
経路に関与する。しかし OipAと CagAの in 
vivoでの役割は確定されていない。本研究で
は、IL-6ファミリーのレセプターである
gp130上の SHP-2結合部位が欠損したノック
インマウス（SHP-2→ERK経路は欠落し、
STAT1/3経路は過剰活性化）に oipAおよび
cagA遺伝子を変異させたピロリ菌を感染さ
せて、腫瘍形成を観察し、さらに分子生物学
的手法を用いて、OipAと CagAの in vivoで
の役割を探求することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
1）gp130F759マウス感染実験 
gp130F759 マウスに、野生株ピロリ菌および
oipA遺伝子および cagA遺伝子の変異菌を感
染させて、短期間（1、3ヵ月）から 1年半の
長期間にわたって胃粘膜炎症の有無、さらに
は腫瘍形成の有無、種類、部位を特定する。 
さ ら に ERK→AP-1 経 路 お よ び
STAT1/3→ISRE経路に関与する因子をmRNA
レベルおよびタンパクレベルで、分子生物学
的手法を駆使して測定し、OipAおよび CagA
が胃粘膜傷害、特に腫瘍形成において果たす
役割を解明する。さらに、OipAおよび CagA
の特定部位のアミノ酸変異が腫瘍形成に関
与するとの仮説のもと、OipAではDRY motif、
CagA では C 末端側の繰り返し配列に注目し
た相補性変異株を用いた検討を行なう。 



 
2）rOipAタンパク質の発現・精製 
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
行う。 
 
４．研究成果 
1）gp130F759マウス感染実験 
野生株感染マウスは、菌の種類にかかわらず
（TN2GF4 株および SS1 株を使用）、感染に
成功、SS1 株に比べて、TN2GF4 株感染マウ
スで高度炎症が引き起こされた。TN2GF4 株
は、東アジア（日本）由来の菌で、SS1 は欧
米（オーストラリア）由来の菌であり、東ア
ジア菌が欧米菌に比べて病原性が強いこと
を支持する結果であった。 
 一方、oipA変異株は全く感染に成功しなか
った。以前の砂ネズミ感染実験では、oipA変
異株が感染成立しなかったという報告があ
るが、我々のマウス（野生株マウス）を用い
た感染実験では、感染成立しており（ただし
菌量は野生株感染に比べて有意に減少）
（Yamaoka Y. et al. Gastroenterology 2002）、や
や予想外の結果であったが、OipA が感染成
立、すなわち胃粘膜への菌の接着にも重要な
役割を果たしていることが分かった。 
 
そこで、OipA の役割をさらに詳しく調べる
ため、OipA の精製に取り組んだ。一般的に
膜タンパク質の精製は困難を極めるが、様々
な条件を駆使して、大腸菌を用いて全長の
recombinant OipA (rOipA)の精製に成功した
(図 1)。精製標品の円二色性スペクトルの測定
結果から、得られた精製 rOipAは未変性状態
であり、二次構造も明らかとした(図 2)。この
精製標品を胃上皮細胞(AGS細胞株)の培養液
中に添加したところ、IL-8の産生誘導は確認
できなかったが、マイクロアレイの結果から
アクチン細胞骨格の再構成を誘導すること
を示した(投稿準備中)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

さらに、円二色性スペクトルによる二次構造

の解析から OipA はランダム構造に富んでい
ることが分かった(図 2)。ランダム構造は他の
分子と結合することで、安定的な二次構造を
とることが知られている。そこで、ピロリ菌
の膜タンパク質複合体の解析を行った。手法
は、タンパク質間の弱い相互作用、つまり四
次構造および高次構造を保持したまま、タン
パク質複合体を分離できる High Resolution 
Clear Native PAGE (hr-CN-PAGE)を用いた。そ
して、1 次元目に hr-CN-PAGE で複合体を分
離した後、2次元目に SDS-PAGEを行うこと
で、各々の複合体を構成する分子を分離する
ことに成功した(図 3)。抗 OipA抗体をはじめ
とした、各種病原因子に対する抗体を用いた
ウエスタンブロットにより一部のスポット
をすでに同定できており、OipA を含む病原
性因子群が、ピロリ菌の細胞膜上において複
合体を形成していることを見出している(図
3)。 

なお、この膜領域に存在する複合体の中で、
分泌型毒素である CagA の同定にも成功して
おり、病原因子が密接に相互作用していると
いう仮説を示唆するものである。 
以上より、未知の因子を含めて、OipA など
のピロリ菌病原因子が高次構造を保持して
構成する複合体を「ピロリ菌病原因子複合
体」とみなすことが可能であると結論付ける
ことができた。現在、この複合体の機能解析
を、新たに得られた基盤（B）研究にて遂行



中である。 
 
さらに、私の研究室では、アジア各国や中米
のピロリ菌のストックが存在しており、これ
らの臨床株における病原因子のタイピング、
さらには胃粘膜からのサイトカイン産生に
ついても検討することができ、東アジア菌が
欧米菌に比べて病原性が強いことは、基本的
には事実であるが、モンゴルの菌は、欧米型
を示し、確かに胃粘膜炎症は少ないが、胃癌
が多いなどの様々な問題点も見出すことが
でき、これらの成果は基盤（A）海外、採択
につながり、研究を遂行中である。 
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