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研究成果の概要（和文）：H. heilmannii感染惹起性の胃MALTリンパ腫の病態悪性化因子の同定を目的とし、長期感染
マウスの血清および肝臓組織における遺伝子発現について、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析を行った。
その結果、血清および肝臓組織両者で発現上昇の認められる15遺伝子を同定した。また、本病態の治療法の探索を目的
とし、本菌感染マウスで活性化が認められるCD86シグナルの阻害物質である変異型CTLA4-Igの病態改善効果を検討した
。その結果、抗原投与マウスにおいて、組織化学的解析での病態改善効果、および胃MALTリンパ腫構成細胞であるB細
胞のマーカー遺伝子B220のmRNA発現減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, to determine the malignant factor of gastric MALT lymphoma by 
infection with H. heilmannii, gene expression profiling analysis in the serum and liver of chronic 
infected mice was performed using microarray method. The results revealed that 15 genes, which were 
upregulated in both serum and liver, were determined. In addition, we investigated the therapeutic effect 
of mutant CTLA4-Ig, which is strong blocker of CD86-CD28 interaction. Administration of mutant CTLA4-Ig 
antigen attenuated the gastric MALT lymphoma formation and the mRNA expression of the marker gene of the 
gastric MALT lymphoma component B cells.

研究分野： 病態生理　消化器
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１．研究開始当初の背景 
	 Helicobacter heilmanniiや H. suisは培養
法が確立しておらず純粋培養が非常に困難

であるため、これら細菌の病原性に関する

解析は、これまで困難であった。そこで申

請者らは、H. heilmanniiの実験的感染モデ
ル系を構築し、本感染モデル系で、臨床で

の胃MALTリンパ腫症状と同様な B細胞性
のリンパ濾胞が形成されることを報告した

（Infect. Immun., 2007, 75:1214-1222）。
実験動物を用いて胃 MALTリンパ腫を自然
発症させるモデルはほとんど報告されてお

らず、本モデルは、これまで基礎的検討が

行えず不明な点の多かった胃 MALTリンパ
腫の病態解析に、非常に有用である。 
	 申請者らのこれまでの検討により（科学研

究費若手 B: 研究課題番号 23790155）、H. 
heilmannii感染マウスの胃粘膜では、CD86
を上流とする B細胞活性化シグナルの多く
の因子の発現が上昇することを明らかとし

た。さらに、H. heilmannii感染惹起胃 MALT
リンパ腫病変において、B細胞と伴に T細胞
の増加も認めた。これら T細胞を FACSに
より詳細に解析した結果、感染により増加し

た T細胞の比較的多くが CD86陽性を示し、
これら CD86陽性 T細胞では、CD86の抑制
系リガンドである CD152（CTLA-4）の発現
が著明に低下していた。すなわち、抑制系シ

グナルの機能不全により、CD86の下流の B
細胞活性化シグナルが異常亢進し、結果とし

て胃 MALTリンパ腫の病態発症を惹起して
いるものと考えられ、CD152刺激物質が、
本病態の有力な治療となり得る可能性が示

唆された。 
	 また、申請者らの検討により、H. heilmannii
長期感染（１年程度）マウスでは、肺や肝臓
への MALT リンパ腫細胞の転移が認められ、
本病態が悪性化により転移能を獲得する事
が明らかとなった。悪性化した MALTリンパ
腫の病態解析から、臨床で問題となっている
既存のMALTリンパ腫治療法に抵抗性を示す
症例に対する新たな治療法の標的発見に繋
がる可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
	 H. heilmannii感染惹起性の胃MALTリンパ
腫の病態悪性化因子の同定を試みる。また、
菌感染時に活性化が認められる CD86シグナ
ルの阻害物質について、本病態に対する治療
効果の評価を試みる。 
	  
３．研究の方法 
H. heilmannii長期感染（感染１年）および非
感染 C57BL/6Jマウスの血液および肝臓組織
より総 RNAを抽出し、得られた RNAを用い
てマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発
現解析を行った。 
 コントロール Ig、野生型 CTLA4-Ig（アバタ

セプト相当物質）および CTLA4-Ig変異体（4
アミノ酸置換体）（図 1）の発現ベクターを、
回転培養した Expi293 培養に遺伝子導入し、
更に５日間回転培養後に培養上清を回収し
た。得られた培養液を MabSelect SuRe 
Protein Gカラムを用いて抗原精製を行った。
得られた抗原物質を PD-10 カラムにて脱塩
後、蛋白定量を行った後に動物実験に使用し
た。 
	  

図 1.野生型および変異型 CTLA4-Ig抗原 
	  
	 C57BL/6マウスに対し、H. heilmannii感染
時より変異型 CTLA4-Ig を 10 mg/Kg で週２
回、4、8および 12週間腹腔内投与した。ま
た、H. heilmannii慢性感染（感染８ヶ月）マ
ウスに対し野生型および変異型 CTLA4-Ig を
10 mg/Kgで週2回、8週間腹腔内投与した（図
2）。投与後、胃粘膜より RNA を抽出し、定
量的 RT-PCR による mRNA 発現解析を行っ
た。また、マウスの胃粘膜組織切片を HE染
色し、GELA 組織グレードシステムを用いて
組織学的解析を行った。 
 

図 2. CD86シグナル阻害物質の投与スキーム 
  
 
４．研究成果 
	 肝臓と感染局所である胃粘膜でのマイク
ロアレイのデータを比較した結果、１２３個
の遺伝子ついて H. heilmannii 感染胃 MALT
腫病変組織で優位な発現上昇が認められず、
H. heilmannii長期感染マウスの肝臓において
２倍以上の遺伝子発現上昇が認められた。こ
れらの遺伝子のうち、CD300aや Tie1など９
個の遺伝子においては、悪性リンパ腫での遺
伝子発現上昇が報告されていた。また、これ
らのうち、achaete-scute complex homolog 1
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（ Ascl1 ） や 2'-5' oligoadenylate 
synthetase-like 2 (Oasl2)を含む 15の遺伝子
については、血清 mRNA においても 2 倍以
上の遺伝子発現上昇が認められた。 
	 免疫組織学的解析の結果、CD86 に対して
高い親和性を持つとされる変異型 CTLA4-Ig
抗原を H. heilmannii感染時より 12週間投与
したマウスの胃粘膜において、HE 染色組織
切片の病理解析により、胃 MALTリンパ腫の
形成抑制傾向が認められた。また同時に、胃
MALTリンパ腫構成細胞である B細胞のマー
カー遺伝子 CD19、CD20の mRNA発現減少
も認められた。さらに、H. heilmannii慢性感
染マウスに対し、野生型および変異型
CTLA4-Ig を 8 週間腹腔内投与した結果、変
異型 CTLA4-Ig 抗原投与マウスにおいて、胃
粘膜での B細胞マーカーB220のmRNA発現
減少が認められた（図 3）。さらに、組織学的
解析解析の結果、変異型 CTLA4-Ig 投与マウ
スにおいてリンパ濾胞の形成抑制傾向が認
められるとともに、炎症細胞が認められる個
体についても、炎症細胞が粘膜下層に限局し
ている観察像が得られた（図 4）。 
 

図 3. CTLA4-Ig 投与マウス胃粘膜における
B220 mRNA発現 

 
	 図 4. CD86シグナル阻害物質投与マウスの
胃粘膜 
 
	 以上の結果より、H. heilmannii感染マウス
の胃粘膜で活性化が認められた CD86シグナ
ルに対して、本シグナル阻害物質である
CTLA4-Ig 変異体が病態改善効果を有するこ
とが示唆された。この病態改善効果が予防効
果に加え一定の治療効果を有することが明
らかとなった。 
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