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研究成果の概要（和文）：ピロリ関連免疫性血小板減少性紫斑病の病態解析からピロリ成分が血

小板に結合することを見出した。そこで、その血小板結合成分を LC-MS/MS 解析を経て、11 の

候補蛋白から最終的に 1つの菌体膜蛋白の同定に成功した。その His融合蛋白を作製し血小板

との反応性解析から、本蛋白が明らかに血小板を凝集し活性化することを証明した。さらに、

患者検体から本蛋白検出に必須な特異性の高い抗体をウサギ免疫から獲得することができた。 

 

研究成果の概要（英文）：We had previously found the certain components of H. pylori involved 
in development of H. pylori associated-ITP through the event which the bacterial component 
binds to platelet.  In this study, we attempted to seek the bacterial component binds 
to platelet using western blotting with IP and LC-MS/MS for analyzing the participation 
of Helicobacter pylori infection in ACS. Eventually, an outer membrane protein of H. 
pylori (HP-OMP) was identified among 11 candidate bacterial proteins followed by western 
blotting (IP) with all 11 His- fusion candidate proteins prepared. The platelet 
aggregation experiment demonstrated that the HP-OMP could definitely aggregate platelets 
via binding to surface of the platelet. Furthermore, the antibody specific to HP-OMP 
(anti-HP-OMP) was made with rabbit immunization. 
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１．研究開始当初の背景 
ピロリ菌感染は上部消化管疾患以外にも
種々の疾患・病態に関与することが示唆され
多くの報告がある。急性冠症候群（ACS）も

ピロリ感染との関連性が示唆されている疾
患の一つであるが、その病態発症へのピロリ
菌の関与は不明である。申請者らはピロリ関
連免疫性血小板減少性紫斑病（ピロリ関連
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ITP）の病態解析から菌体成分が血小板と結
合することを見出した。そこで、血小板凝
集・活性化を病態に有する ACSへのピロリ菌
の関与を解明するため血小板結合菌体成分
の同定から研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
ピロリ菌（感染）の ACS発症病態におよぼす
影響を解明しその予防および新たな治療戦
略の構築を目的に本研究を開始した。特に、
血小板に結合し凝集を誘導する菌体成分の
検索・同定とそれに反応する特異性の高い抗
体作成を中心に研究を実施した。 
  
 
３．研究の方法 
（1）血小板結合成分の検索 
健常人の血小板とホモジナイズしたピロリ
菌（以下、ホモジナイズ菌液）を反応後、抗
血小板抗体で免疫沈降（IP）し、電気泳動、
ウエスタンブロット（ピロリ関連 ITP患者血
清：特に除菌奏効群患者血清）にて目的蛋白
を検索した。同じ泳動位置にある蛋白をゲル
抽出（クーマシー染色）し LC-MS/MS解析後、
得られた結果を基にデータベース上から候
補蛋白を検索した。 
（2）血小板結合成分の同定 
候補蛋白は全てクローニング後、His 融合蛋
白を作製し大腸菌（BL21）で ITPG 発現誘導
後に精製して以下の研究に使用した（図 1）。
血小板との結合性は各融合蛋白と血小板を
反応後にアグリゴメーターで解析した。さら
に、抗血小板抗体で IP 後にウエスタンブロ
ット（抗 His 抗体）にて血小板との結合性の
再確認を実施した。 
（3）特異抗体作成 
得られた蛋白（血小板結合菌体成分）をウサ
ギにアジュバントと共に免疫し、ELISA で力
値を測定し十分であることを確認後に屠殺
し抗体を得た（図 1）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1：融合蛋白作製・誘導発現・抗体作成フロ
ーチャート 
 

（4）ピロリ菌株における lpp20 遺伝子保有
率および Lpp20 発現状態の解析 
臨床分離株（約 150株）から gDNAを抽出（キ
アゲンキット）後、lpp20遺伝子特異的プラ
イマーを作成し PCR（条件：）にて本遺伝子
の保有率を解析した。さらに reference株
（26695、NCTC11637、J99、SS1）を含む 10
株を random に選択し、それらホモジナイズ
菌液をウエスタンブロット（作成した抗
Lpp20 抗体使用）に供して Lpp20 蛋白の発現
状態を検証した。 
（5）vivo（ピロリ菌感染動物）における血
中 Lpp20 検出 
スナネズミ（♂、6週齢）に KYU1株（当科で
動物感染効率の高い株：由来は NCTC11637株）
をゾンデで経口摂取（1x109CFU/500μl(10％
ウマ血清入ブルセラ溶液)）させ、4 週間後に
屠殺し胃を摘出し血液を採取した。胃はホモ
ジナイズ後、その懸濁液を培地に塗布しピロ
リ菌の胃内感染状態を確認した。必要に応じ
て増殖したコロニーは PCRにてさらに確認作
業を実施した。 
 
 
４．研究成果 
（1）LC-MS/MS 解析：2 次元電気泳動後でウ
エスタンブロットにて約 18kDa付近に強い反
応性を認める菌体成分を見出し（図 2）、そこ
からゲル抽出成分を LC-MS/MS 解析に供し最
終的に 11個の候補遺伝子（ピロリ菌体成分）
を得た。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図2：2次元電気泳動とウエスタンブロット 
左：クーマシー染色  
右：インムノブロット（奏効群患者血清） 
反応性のある領域（丸印）を確認後、同一部
位のゲルから蛋白を抽出しLC-MS/MS解析へ供
した。 
 
 
（2）血小板結合成分の同定：全 11の候補遺
伝子をクローニング、融合蛋白作製後、血小
板との結合性を解析し、最終的に 11 から 1
つのピロリ菌体成分（膜蛋白：Lpp20）を同



 

 

定した（図 3）。さらに IP 後ウエスタンブロ
ットでも本膜蛋白の血小板結合性を確認し
た（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3：Lpp20-His融合蛋白と血小板結合性（ア
グリゴメーター） 
見出した 1つの菌体成分（Lpp20蛋白）の His
融合蛋白は血小板を凝集させることを確認
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4：IPによる血小板との結合性 
この Lpp20蛋白が血小板と結合することを抗
血小板抗体を使用した免疫沈降法にて確認
した。陰性コントロールとして、大腸菌およ
び血小板のみを使用したが、ともに交差反応
は認めない。 
 
 
（3）抗 Lpp20 抗体の特異性：ウサギ免疫で
作成した抗 Lpp20抗体（ポリクローナル抗体）
は目的であるピロリ菌体の Lpp20蛋白のみに
特異的に反応することを確認した。 
（4）lpp20 遺伝子保有率：調べた全ての株で
本遺伝子は保有されており、PCR 解析では
diversityも認められなかった。このことは、
本遺伝子は全てのピロリ菌株で保有されて
おり、かつ恒常的に Lpp20蛋白を発現してい
ることが判明した（図 5）。対数増殖期後期～
停常期前期での解析であり詳細な phase 
variation は解析しておらず、株間が増殖動
態により発現量には差があるかもしれない。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図5：抗Lpp20抗体による臨床分離株の発現検
証 
各種臨床分離株（国内・国外株）の Lpp20蛋
白の発現を作製した抗体にて検証した。目的
の位置（約 18kDa）に 1つのバンドを認めた。
他に交差反応は認めなかった。HPKT510 は
cdrA破壊 HPK5株 
 
（5）Lpp20 蛋白の血中移行：vivo（ピロリ菌
感染スナネズミ）にて解析した結果、感染動
物の血中から抗 Lpp20抗体に反応性を認める
成分が検出されたことより、本蛋白は腸管か
ら血中へ移行する可能性が示唆された。今後
はさらに感染動物にて検証するとともに、患
者検体にて本菌体成分の関与について詳細
な解析を実施し急性冠症候群におけるピロ
リ感染症の病態解明に繋げる予定である（図
6）。さらに、本蛋白の血小板凝集阻止作用を
有する成分の検索や既存の治療薬（抗血小板
凝固阻止剤）を使用した阻害作用の解析から、
血小板凝固機序の解明を行う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図6：ピロリ菌感染とACS病態発症仮説シェー
マ 
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