
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７５０１

若手研究(B)

2014～2013

ピロリ菌の病原遺伝子多型が与える疾患への影響

Effects of Helicobacter pylori virulence genotypes on disease outcomes

９０５８６２０７研究者番号：

松田　みゆき（Matsuda, Miyuki）

大分大学・医学部・技術補佐員

研究期間：

２５８６０５４５

平成 年 月 日現在２７   ６ １９

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリ感染による消化性潰瘍や胃癌発症の高危険群を同定することは非常
に重要である。発症の原因として、ピロリ菌の病原因子のなかではcagA遺伝子が最も研究されている。本研究では、ピ
ロリ菌のDNA サンプルを用いてPCR を行い、cagA 遺伝子の有無について調べた。cagA 遺伝子のシーケンス解析を行っ
たところ、cagAの遺伝子型がAB、ABC、ABCC、ABCCC、ABD、ABABCCなど種々の遺伝子多型を持つピロリ菌株を得ること
ができた。これらの野生株、cagA欠損株を胃がん細胞株と共培養し、発現する遺伝子に関して、マイクロアレイを用い
た解析を行い、結果を解析中である。

研究成果の概要（英文）：It is important to identify the high risk group of peptic ulcers and gastric 
cancer infected with Helicobacter pylori. The most studied virulence factors of H. pylori to cause these 
diseases is cagA. In this project, we performed PCR-based sequencing of cagA from cultured clinical 
isolates of H. pylori. We could detect various genotypes of cagA including AB, ABC, ABCC, ABCCC, ABD, 
ABABCC. We co-cultured these types of wild-type H. pylori or cagA-deleted mutants with gastric epithelial 
cells, and performed microarray to identify the molecules up-regulated or down-regulated, and the 
analyses are now on going.

研究分野： 分子疫学

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　病原因子
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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)感染者の
一部のみが消化性潰瘍や胃癌を発症するこ
とから、消化性潰瘍や胃癌発症高危険群を同
定することが重要である。疾患発症の原因と
して、宿主側要因，環境因子に加え、多様な
菌側の病原因子が関与していると考えられ
る。私は現在ピロリ菌の病原因子について研
究を行っており、アメリカと日本における
jhp0562 遺伝子と疾患との関連性について検
討し、アメリカにおいては jhp0562 遺伝子が
消化性潰瘍と有意に関連することを筆頭著
者として報告した  (Matsuda M, Shiota S, 
Matsunari O, Watada M, Murakami K, Fujioka T, 
Yamaoka Y. Prevalence of two homologous 
genes encoding glycosyltransferases of 
Helicobacter pylori in the United States and 
Japan. J Gastroenterol Hepatol. 2011;26:1451-6.)。
ピロリ菌の病原因子のなかでは cagA 遺伝子
が最も研究されているが、私は jhp0562 遺伝
子の有無は cagA の有無と相関することも報
告し、このことからも cagA が病原因子とし
て重要であり、詳細な検討が必要であると考
えた。 
 
cagA の遺伝子型と病原性 

cagA 遺伝子は CagA 蛋白をコードし、
微小の注射針様構造（IV 型分泌装置）を介
して宿主細胞内に注入される。細胞内に注
入された CagA 蛋白は一部がチロシンリン
酸化され、SHP-2 などと結合し、さまざま
な細胞内シグナル伝達系に異常を起こすこ
とが報告されている。cagA 遺伝子には大
きく東アジア型 cagA と欧米型 cagA があ
り、東アジア型 cagA を有するピロリ菌感
染者が胃癌の危険性が最も高く、次いで欧
米型 cagA、cagA 陰性菌と胃癌の危険性が
低下する。この東アジア型と欧米型 cagA
の遺伝子型は 3'末端側にある繰り返し配列
によって識別できることを、私の上司であ
る山岡吉生教授らは初めて報告した。現在
では繰り返し配列に存在するチロシンリン
酸化部位を含むアミノ酸配列(EPIYA)モチ
ーフの周辺アミノ酸配列をもとに、東アジ
ア型にも欧米型にも存在するAおよびBモ
チーフ、欧米型に特徴的な C モチーフ、東
アジア型に特徴的な D モチーフの組み合
わせで、欧米の菌は ABC や ABCC、東ア
ジアの菌は ABD などと表現する。ABD で
ある東アジア型が最も病原性が高いが、欧
米型 cagA に存在する繰り返し配列は C の
数が増すほど病原性が高い。 

 
私の講座では日本のみならず世界中から得
られたピロリ菌の cagA 配列について検討を
行っている。最近では、胃癌の最も少ない沖
縄県では欧米型 cagAが 15％ほどに認められ
るが、胃癌症例ではほとんどが東アジア型で
あったことを発見した。さらにピロリ菌は 7
つの housekeeping 遺伝子を用いた multilocus 
sequence typing（MLST）解析により大きく７
つのグループに分類できるが、私の講座では
沖縄の欧米型 cagA を持つピロリ菌はこれま
で報告されているグループとは全く異なる
新たなピロリ菌であることを報告した。 
 
２．研究の目的 
以上のように、疫学的には cagA のタイプ

が病原性と関連することは明らかであるが、
cagA のタイプの違いは直接的に病原性の違
いとして考えてよいのであろうか。2008 年
ABDDやABCCCなどのCagA蛋白を全身に
人為的に導入したトランスジェニックマウ
スの実験が行われ、一部に胃癌などの悪性腫
瘍が認められた。しかしこの実験系はトラン
スジェニックの手法を用いたものであり、実
際それらの cagA 配列を有する(CagA 蛋白を
発現する)菌が胃粘膜で同様の現象を引き起
こすかについては現時点で明らかになって
いない。異なる cagA タイプを示す臨床株を
用いて、その病原性を検討することも可能で
あるが、cagAのタイプはその他の病原因子の
タイプとも関係しており、cagAタイプの違い
だけが病原性に関係しているかを証明する
ことは困難である。そこで本研究では繰り返
し配列の異なる様々な cagA 遺伝子を持つピ
ロリ菌を用いて、cagA 遺伝子の多型と病原
性の関連性について評価する計画を立てた。 
 
３．研究の方法 
平成 25 年度は、臨床検体から分離された

ピロリ菌 DNA を用いて PCR とシークエンス
を行い、cagAの遺伝子配列を決定する。この
配列から遺伝子型を同定し、さらに cagA 変
異株を作製する。 
平成 26 年度は培養細胞などへの感染実験を
行い、ピロリ菌における cagA の遺伝子多型
がもたらす病原性の違いについて、生理・生
化学的手法を用いて評価する。 

 

４．研究成果 
まずは、臨床株を用いて、cagA遺伝子が陽性
であるがどうか、もしも陽性であればどのよ
うなタイプであるかを調べた。特に、私は若



手研究者海外派遣事業の一環として、2 か月
間、インドネシア、タイ、ベトナムで疫学調
査に参加していたこともあり、これらの菌を
中心に検討を行った。さらに、本講座にスト
ックされてあるドミニカ共和国のピロリ菌
や沖縄のピロリ菌についても検討を行った。 
インドネシアでは、ジャワ島のスラバヤおよ
びスラウェシ島のマナドに滞在し、胃粘膜か
らのピロリ菌培養を行ったが、５．主な発表
論文②、③で発表したように、ともにピロリ
菌感染率が非常に低く（マナドで 14.3％、ス
ラバヤで 11.5％）、マナドでは 1 株のみ、ス
ラバヤでは 5 株のみ菌の培養に成功した。マ
ナド株は、東アジア型 cagA（ABD）を保持し
ており、スラバヤ株は、5 株中 4 株で cagAを
保持、3 株は ABD で 1 株は ABB タイプであ
った。興味深いことに、ABB タイプの株は、
インドネシアのパプアでも見られるタイプ
に類似していた。 
 ドミニカ共和国では、感染率が 62.5％で、
cagA陽性率は 75％で、cagAはすべて欧米型
cagAであった（ABC が 92.3％で他は ABCC）
主な発表論文④。 
  また、沖縄のピロリ菌には東アジアにも
かかわらず欧米型を保持する菌が 15％ほど
に存在することを私の所属する講座で見出
していたが、今回はこれらの菌を次世代シー
ケンサーを用いて解析する研究も手伝った
主な発表論文⑤。さらには次世代シーケンサ
‐を用いた様々な解析にも参加（主な発表論
文⑥）することができた。 
  さて、本研究のもう一つの大きな目的は、
これらの臨床株の cagAをクローニングして、
変異株を作成することであった。これらの菌
を用いて、変異株を得るために T7 Blue vector 
に cagA の上流及び下流領域とクロラムフ
ェニコール耐性遺伝子（cat）を挿入したプラ
スミド（pTHP494/496::cat）を作製し、natural 
transformation 法で TN2 cagA 欠損株（TN2⊿
cagA）の作製に成功した。次いで遺伝子相補
株を作成するために、ピロリ菌－大腸菌の両
宿主で複製可能なシャトルベクターである
pHel3（Heuermann D. and Haas R., Mol. Gen. 
Genet., 1998）上に、cagA 遺伝子全長および
そのプロモーター領域をクローニング
（pHel3::cagATN2）することにも成功した。
しかし、pHel3::cagATN2 はのピロリ菌への
natural transformation は成功せず、エレクトロ
ポレーション法も試みたが、遺伝子相補株を
作成することには、最後まで成功しなかった。
コツなどが知るために、cagAの遺伝子相補株
を用いた研究を行っているドイツの Steffen 

Backert 教授にも連絡を取り、上司の山岡教授
が直接彼の研究室を訪問して、コツなどを学
んでくれたが、うまくいかなかった。Backert
教授からも相補用のプラスミドをいただき、
実験も行ったがうまくいかなかった。そのた
め、この段階で、やや時間をかなり費やすこ
とになってしまった。そこで、まずは野生株、
変異株を用いて、これらの株を胃がん細胞株
（AGS 細胞）と共培養し、発現する遺伝子に
関して、マイクロアレイを用いた解析を行っ
た。特に、DNA 断裂に関する遺伝子群が、cagA
と関連して発現増加していることがわかっ
ており、山岡教授の講座でこれらの因子につ
いて解析を行っている。 
  残念ながら、私は大分大学を辞すること
となり、科研費応募資格を失うこととなった
が、山岡教授らが私の築いた研究成果をさら
に発展してくれるものと考えている。 
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