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研究成果の概要： 

ストレス誘発性胃潰瘍では胃粘膜傷害の生ずる前より胃粘膜上皮細胞内の蛋白質変性は始まっ
ており、HSP70 アフィニティークロマトグラフィーに結合する 200-kDa および 45-kDa の２種類
の蛋白質の高次構造の変化が、ストレスによる胃粘膜傷害の initial event であると考えられ
た。また、そのアミノ酸配列よりこれらの蛋白質はミオシン重鎖およびアクチンであることが
明らかになった。これまで、胃粘膜傷害の initiator や initial event は全く不明であったが、
約十数秒の間に変性した蛋白質に結合し、高次構造を正常化する HSP の性質を利用することに
より、潰瘍治療の標的と成り得る分子を同定できた。この成果は将来の分子医学的あるいはポ
ストゲノム時代の潰瘍治療の開発に寄与するものと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

Helicobacter pylori 菌関連潰瘍の問題が解

決された現在、Helicobacter pylori 菌の関

与しない難治性消化性潰瘍の病態のさらな

る解明、治療法の開発が今後の潰瘍学に残さ

れた課題で不明な点が多い。その一因は、実

際に胃粘膜傷害、潰瘍形成の引き金となって

いる分子や、その後の細胞内環境の変化等の

解明が未だなされていないことが一因であ

ると考えられる。しかし、外因性の傷害物質

や環境変化による粘膜（細胞）傷害の超急性

期に生じている蛋白質の物理的、構造的な傷

害や変化は、遺伝子によって制御されている

わけではなく、その詳細を解明することは、

極めて困難であった。熱ショック蛋白質

(heat shock proteins 以下 HSP)は、細胞内
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の変性蛋白質や、新生蛋白質などの構造的に

不安定な分子を極めて短時間のうちに認識

し結合し、そのシャペロン機能により、その

蛋白質の立体構造を正常化することことに

より細胞内の環境を正常化し、細胞保護作用

を増強させる。 

 HSP のシャペロン機能の第一段階である、

細胞内の変性蛋白質を認識して、その蛋白質

に極めて短時間で結合するという性質を利

用すれば、粘膜（細胞）傷害の超急性期に生

ずるイニシャルイベントとして傷害を受け

る蛋白分子が「HSP 不足状態」の時期には

Un-folding 状態の蛋白質(HSP と結合してい

ない)として存在するため HSP アフィニティ

ークロマトグラフィーで変性蛋白質分子を

同定できる可能性がある。 

 HSP の標的分子、すなわち変性に陥る蛋白

質を同定することにより、これまでに知られ

ていなかった粘膜傷害の蛋白質レベルでの

病態の解明が可能となることに加え、傷害物

質や粘膜傷害の病因の種類による傷害蛋白

質の差異が認められれば、それぞれの病因に

応じたポストゲノムレベルでの分子医学的

治療法、薬剤の開発が可能となり、真の EBM

に基づいた治療法の開発につながるものと

考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
胃粘膜に傷害機転が加わった後、病理学的変
化の生ずる前（超急性期）の、細胞内蛋白質
の立体構造の変化をとらえるため、変性に陥
った蛋白質を認識し、極めて短時間で結合す
る HSP70 ファミリー、HSP60 ファミリーに結
合する蛋白質を同定する。そのためには、
native form で精製した HSP を結合させたア
フィニティークロマトグラフィーを用い、病
理学的変化の生ずる前（超急性期）の胃粘膜
の homogenate をアプライし、ATP で溶出され
る特異的結合蛋白質を、コントロールの胃粘
膜をアプライした際に溶出されてくる蛋白
質のパターンと比較検討することにより、変
性蛋白質を同定する。この結合蛋白質を精製
し、そのアミノ酸配列を解析することにより、
胃粘膜傷害の超急性期に、まず最初に傷害を
受ける蛋白質を同定する 
３．研究の方法 

胃粘膜上皮細胞におけるHSP70特異的結合蛋

白質の同定 

１） HSPアフィニティーカラムの作製 

 既に我々が報告しているHSP70(HSC70)の

精製方法により、ラット胃粘膜上皮細胞より

精製し、精製した蛋白質が機能を損なわず精

製されたかを確認するため、そのシャペロン

機能を確認する。シャペロン機能の評価は、

我々の報告した方法(Eur J Biochem 269, 
5632-5641, 2002)で行う。すなわち、citrate 

synthase の 熱 に よ る 凝 集 抑 制 作 用 、

rhodanaseのguanidinium-Cl による化学的

変性抑制作用を、それぞれの蛋白質分子の

optical wavelength (500 nm) の経時的変化

をspectrophotometerでモニターすることに

より評価する。  

 精製された、シャペロン機能を有する

HSP70をCH-activated Sepharose 4Bとカップ

リングさせHSP70アフィニティーカラムを作

成する。HSP70の精製方法、カラム作製は基

本的には、既に我々が報告した方法に基づい

て行う (J Biol Chem 279, 17295-17300, 
2004)。 

２） HSP70特異的結合蛋白質の同定 

 in vivoの系でストレス負荷、エタノール、

塩酸、NSAID投与等による粘膜傷害モデルを

用い、in vitroと同様の実験を行う。すなわ

ち、胃粘膜に病理学的変化の生ずる前の時間

帯の胃粘膜を採取し、コントロールの胃粘膜

とアフィニティークロマトグラフィーの結

果を比較検討し、蛋白変性のためHSPに認識

される蛋白質も同定をおこなう。 
 
４．研究成果 
水浸拘束ストレス負荷４−５時間後より組織
学的に胃粘膜傷害が生ずるが、標的分子への
HSP70 の結合反応はストレス負荷直後（１時
間後）より生じることが明らかとなり、ATP
で溶出される 200-kDa および 45-kDa の２種
類の蛋白質の高次構造の変化が、ストレスに
よる胃粘膜傷害の initial event であると考
えられた。アミノ酸配列よりこれらの蛋白質
はミオシン重鎖およびアクチンであること
が明らかになった。これまで、胃粘膜傷害の
initiator や initial event は全く不明であ
ったが、約十数秒の間に変性した蛋白質に結
合し、高次構造を正常化する HSP の性質を利
用することにより、潰瘍治療の標的と成り得
る分子を同定できた。この成果は将来の分子
医学的あるいはポストゲノム時代の潰瘍治
療の開発に寄与するものと考えられた。 
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