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研究成果の概要（和文）：本研究では、Hp の胃粘膜持続炎症メカニズムの包括的理解と、その成果のワクチン
開発への応用を目指して、次の研究を実施した。(1) 胃での応答制御機構解析：持続感染の過程で、付着因子
BabAの付着機能を制御する新しいメカニズムを同定した。(2) 腸管パイエル板での応答制御機構解析：腸管内の
嫌気環境下での菌体外膜タンパク質変動を解析し、抗原提示細胞への相互作用に影響を及ぼす候補因子群を同定
した。(3) ワクチン解析：スナネズミ感染モデルを用いて、嫌気培養菌による予防ワクチン効果を検証した。

研究成果の概要（英文）：In this study we performed the following studies, to develop a more 
comprehends understanding of mechanisms underlying persistent inflammation in Helicobacter 
pylori-infected gastric mucosa, and to try to apply the outcome to vaccine development. (1) Control 
mechanisms of gastric responses: we have discovered a novel mechanism to regulate adherence function
 of bacterial adhesin BabA during persistent infection. (2) Control mechanisms of intestinal Peyer’
s patches: we comprehensively analyzed outer membrane protein profiles of H. pylori under anaerobic 
conditions, and identified candidate factors for the interaction of bacteria with antigen presenting
 cells. (3) Vaccine: we analyzed prophylactic vaccine effect of anaerobic cultured bacteria for H. 
pylori infection using a Mongolian gerbil animal model of H. pylori infection.

研究分野： 細菌学

キーワード： 持続感染　病原体
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 

	 ヘリコバクターピロリ	 (Helicobacter	 

pylori,	 Hp)	 は、経口的に幼少期に感染する

と胃粘膜に持続感染し、胃炎、消化性潰瘍、

胃 MALT リンパ腫、胃がんの原因となる。本

菌は世界人口の約半数が感染している大規

模感染症起因菌であり、抗生物質とプロトン

ポンプ阻害薬による除菌治療が行われるが、

抗生物質治療に対する薬剤耐性菌の出現の

危険性は常につきまとうことから、ワクチン

の潜在的ニーズは非常に高い。Hp は胃疾患の

原因菌であり、胃粘膜表面の粘液層の中や腺

窩上皮に付着して増殖し、好中球、形質細胞、

マクロファージ、リンパ球の浸潤を特徴とす

る胃炎を誘発する。しかしながら 2010 年に

突発性血小板減少症紫斑病に対する除菌治

療も保険適用となったことからも明らかな

ように、近年、消化管外病原における本菌の

重要性も明らかにされている。また、肝実質

細胞や扁桃陰窩にも Hp が存在していること

が報告されており、持続感染機構の本質的な

理解には、胃のみならず全身の臓器での感染

動態を関連づけた解釈が重要である。	 

	 申請者らのグループは、Hp 抗原特異的な

CD4 陽性 T 細胞が、胃炎の惹起に必要である

こと、またマウスを用いた実験によって、Hp

抗原による感作は、小腸のパイエル板	 (PP)	 

内部の樹状細胞	 (DC)	 に Hp が捕捉されるこ

とで誘導されることを報告した	 (Nagai,	 S.,	 

Mimuro,	 H.	 et	 al.,	 2007	 PNAS)。従来 Hp に

よる胃炎の発症は、胃局所での Hp と宿主細

胞との相互作用のみに着目して解釈されて

いたが、実際は、腸管内の抗原取り込み器官

である PP を介して胃炎が惹起されていた。

胃に菌体が定着していて初めて感作細胞の

胃へのリクルートとそれに続く胃炎が起こ

ることから、Hp 感染症においては、長期間胃

に定着する Hp の分子戦略と、PP での菌体抗

原提示メカニズムの二つの器官を含む全身

的な感染動態を鑑みて理解する必要がある。

また、PP は生体での抗原提示に重要な器官で

あることから、嫌気的環境である腸管内での

Hp と PP との相互作用を利用することで、宿

主に Hp 防御応答を誘導できる可能性も考え

らえる。しかしながら、PP 上皮層を通過する

Hp と宿主の分子メカニズムや、PP 内部の抗

原提示細胞による貪食と抗原提示の分子機

構の詳細は未だ明らかにされていない。	 

	 Hp は cag	 pathogenicity	 island	 (cag	 PAI)	 

と呼ばれる遺伝子群に、IV 型分泌装置	 (Type	 

IV	 secretion	 system,	 TFSS)	 構成成分と、

この装置を介して分泌される菌体タンパク

質 CagA をコードしている。cag	 PAI は本菌の

病原性に重要であり、特に前癌状態に関連す

る胃体部優位萎縮性胃炎は	 CagA に起因する

ことが、基礎及び臨床的な知見から示唆され

ている。申請者らは以前から、宿主に Hp が

感染した際に CagA	 が引き起こす作用に着目

して研究を行っており、	 CagA	 が宿主細胞内

で結合する多様な分子群と下流シグナルカ

スケードを明らかにしてきた	 (Mimuro,	 H.	 

et	 al.,	 2002,	 Mol	 Cell;	 Suzuki,	 M,	 Mimuro,	 

H.,	 et	 al.,	 2005,	 JEM;	 2009,	 Cell	 Host	 &	 

Microbe)。さらに感染宿主生体内では	 CagA	 

による転写活性化が、アポトーシス抑制性タ

ンパク質 MCL1 の発現増大を介して、感染胃

上皮細胞のターンオーバーによる宿主の病

原細菌除去システムの破綻をもたらし、Hp の

長期感染を確立させるメカニズムを明らか

にした(Mimuro,	 H.	 et	 al.,	 2007,	 Cell	 Host	 

&	 Microbe;	 2009,	 Bioessays)。また、菌体

と胃上皮の定着に関与する外膜タンパク質	 

(OMP)の中でも、宿主上皮細胞表面に発現す

る Lewis	 b	 (Leb)血液型抗原に特異的に結合

する菌体外膜タンパク質 BabA を介した菌体

の胃上皮細胞への付着が、TFSS の分泌作用の

増大に重要であることを明らかにした	 

(Ishijima,	 N.	 et	 al.,	 2011,	 JBC)。即ち、

PP で Hp に感作した免疫担当細胞群が胃にホ

ーミングする道標として、胃での持続感染は

重要であり、それを可能とする分子戦略とし

て、CagA、TFSS、および BabA が重要な役割

を果していることを明らかにした。	 

	 しかしながら、感染後期では菌体因子と宿

主上皮発現がドラスティックに変化して、菌

体付着に必要な菌体-宿主因子が変動する。

これらの菌体と宿主の双方のダイナミック

な種々因子の変動を統合的に理解するには、

菌体と宿主の発現変動を、感染初期から経時

的かつ網羅的に解析することが重要である。

また、Hp は胃内の微好気的環境では螺旋状の

形態であるが、腸管内の嫌気的条件下では球

状の形態に変化することが知られている。酸

素分圧による菌体形状の変化は、形のみでは

なく表面タンパク質などの質的な変化も伴

うことは容易に推測できる。したがって、感



染個体全体での Hp と宿主細胞の相互作用を

包括的に理解するためには、微好気環境であ

る胃内の菌体と、嫌気環境である腸管内での

菌体との質的相違を理解した上で解析する

必要がある。	 

	 

２．研究の目的	 

	 本研究では、Hp	 の胃粘膜持続炎症メカニ

ズムの包括的理解と、その成果のワクチン開

発への応用を目指して、次の研究を実施した。	 

(1)	 胃での応答制御機構解析：スナネズミ感

染動物モデルを用いて、感染動物の胃内より

Hp を単離調製し、胃での付着に重要な分子を

同定する。また、Hp の感染経時的な発現変動

に対応した胃上皮発現動態解析により、長期

感染機構を解明する。	 

(2)	 腸管パイエル板での応答制御機構解

析：嫌気培養 Hp の表面タンパク質の発現プ

ロファイルを、微好気培養 Hp と比較して網

羅的に同定解析することで、胃炎惹起に重要

な、PP への侵入や PP 内部の DC への貪食に関

わる菌体因子の同定を目指す。	 	 

(3)	 ワクチン解析：腸管内での Hp と PP の嫌

気培養菌を利用した感染予防ワクチン効果

を評価し、予防効果の分子メカニズムを解析

する。	 

	 

３．研究の方法	 

(1)	 スナネズミ持続感染 Hp 株の単離と性状

解析	 

	 経口的に ATCC43504 株を接種したスナネズ

ミの胃から、定着した Hp を単離培養した。

単離した菌体のBabA付着因子によるLeb糖鎖

との結合能は、Leb合成糖鎖固相化プレートに

結合する Hp を抗 Hp 抗体で検出する ELISA 系

により測定した。菌体表面の Leb 糖鎖発現強

度は、抗 Leb 抗体を用いたフローサイトメト

リーにより解析した。菌体表面の Leb 糖鎖の

除去は、Fucosidase 処理もしくは過ヨウ素酸

酸化反応により実施した。Hp 感染スナネズミ

の胃内 mRNA 発現は、感染動物の胃から調製

した total	 RNA を用いて定量的 RT-PCR 法に

より解析した。	 

(2)	 Hp表面タンパク質発現プロファイル解析	 

	 螺旋状 Hp は微好気培養によって、また、

球状 Hp は、螺旋状 Hp を嫌気環境下で継続培

養して調製した。菌体をサルコシン含有緩衝

液で処理して、超遠心分離により、サルコシ

ン不溶性画分である膜画分を得た。得られた

画分を LC/MS/MS による網羅的ショットガン

解析に供し、含まれる Hp 膜タンパク質を同

定した。	 

(3)	 遺伝子欠損 Hp 株の確立	 

	 同定した因子 X の欠損変異株は、カナマイ

シン耐性遺伝子を目的 ORF に挿入するように

デザインした DNA 断片をエレクトロポーレー

ション法により Hp に導入し、相同組換えに

より目的遺伝子欠損変異株を得た。	 

(4)	 Hp 感染予防ワクチン	 

	 微好気培養菌もしくは嫌気培養菌菌体を

パラフォルムアルデヒドで固定し、アジュバ

ントのコレラトキシンとともにスナネズミ

に経口投与した。4 回免疫後、微好気培養生

菌をチャレンジし、8 週間後にスナネズミの

胃を摘出し、付着菌数定量および組織標本の

炎症評価を行った。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 胃での応答制御機構解析	 

	 ヒトでの病態に近い慢性胃炎を惹起でき

るスナネズミを用いた Hp 動物感染を行い、

感染 8 週後の胃内定着 Hp を単離培養した。

菌体表面付着因子 BabA のリガンドとなる Leb

糖鎖への、これらの菌の付着効率を測定した

ところ、菌体の Leb 結合能が消失した株が多

数みられた。Western	 blot の結果、これらの

菌株は BabA タンパク質を発現しているにも

関わらず、BabA 依存的 Leb結合能を消失して

いることが明らかとなった。これらの菌体表

面の Leb 糖鎖発現量をフローサイトメトリー

により解析したところ、野生株に比べ著しく

Leb 発現が増大していた。さらに菌体表面の

Leb糖鎖を Fucosidase 処理もしくは過ヨウ素

酸酸化により除去した菌体では、菌体の Leb

結合能が復活したことから、Hp は持続感染に

より、菌体表面糖鎖発現を変動させることで

付着因子 BabA の作用を減弱させる新たな付

着機構変動メカニズムが明らかになった。一

方、Hp 持続感染によりスナネズミ胃上皮にお

いて細胞接着分子の発現が増大した。Hp は

IV 型分泌装置に依存して当該接着分子と結

合することから、Hp は持続感染の過程で、

BabA と宿主 Leb糖鎖との結合による菌体付着

から、IV 型分泌装置と宿主の結合による菌体

付着へと経時的に付着機構を変動させるこ

とが明らかになった。	 



	 

(2)	 腸管パイエル板での応答制御機構解析	 

	 Hp の形態は、微好気環境下の胃内では螺旋

状であるが、腸管内の嫌気条件下では球状体

に変化する。マウスでは腸管内のパイエル板

に嫌気培養体 Hp が効率よく侵入することか

ら (Nagai,	 S.,	 Mimuro,	 H.	 et	 al.,	 2007	 

PNAS)、微好気培養菌および嫌気培養菌の表

面タンパク質が腸管での菌体-宿主相互作用

を制御する可能性が考えられたため、嫌気お

よび微好気培養菌の膜タンパク質プロファ

イルの網羅的解析を試みた。表面タンパク質

は多くが膜タンパク質であり疎水性に富む

ため、通常の二次元電気泳動解析には適さな

いことから、菌体表面にビオチン化学修飾を

施し、菌体可溶化後にアビジンビーズを用い

て回収した膜タンパク質のトリプシン消化

ペプチドを調製し iTRAQ リポータータグによ

る質量分析計	 (LC/MS/MS)での網羅的解析を

検討した。しかし、微好気培養および嫌気培

養菌体によって球体表面の生化学的性状が

異なるため、ビオチン化学修飾効率が不均一

となることから、この方法は適さないことが

判明した。そこで、サルコシン界面活性剤の

可溶化効率の差異を利用した外膜タンパク

質調製法を確立した。調製した外膜タンパク

質画分を、LC/MS/MS による網羅的ショットガ

ン解析に供して、得られたペプチド由来タン

パク質を同定した。さらに、emPAI 値による

サンプル間の存在比を算出して、各表面タン

パク質の微好気培養菌と嫌気培養菌の網羅

的暫定的定量比較を行い、腸内の嫌気培養菌

で特異的に発現する因子群を同定した。	 

	 同定した因子群のなかで、嫌気培養菌での

発現率が多かった因子 Xに特に着目し、Hp マ

ウス感染株での欠損変異株を作製した。当該

マウス感染株には着目因子 Xの homologue 遺

伝子が 3つ	 (X1-X3)存在することが明らかと

なったため、それぞれの欠損変異株を作製し

た。これらの作製した菌株の微好気環境下で

の生育速度、菌体の形態、胃上皮細胞への付

着および炎症惹起能は野性型と同等であっ

たことから、因子 Xは、微好気培養菌の上皮

細胞への付着および IV 型分泌装置活性には

影響を及ぼさないことが示唆された。マウス

腸管結紮ループアッセイに供して、これら X

欠損変異株のパイエル板侵入効率を解析し

た結果、嫌気培養菌での発現増大が確認でき

ていた X1 因子の欠損変異株では、嫌気培養

菌のパイエル板内部取り込み能の低下がみ

られたことから、X1 因子は菌体のパイエル板

侵入能を制御する因子である可能性が考え

られた。	 

	 次に、よりヒトに近い病態モデル動物であ

るスナネズミ感染系で検討するために、Hp ス

ナネズミ感染株での因子 X欠損変異株を作製

した。作製した菌株の微好気培養菌は、胃上

皮細胞株 AGS 細胞への菌体付着能が若干低下

した。一方、スナネズミを用いて、スナネズ

ミ感染株を腸管結紮ループアッセイに供し

たところ、マウスとは異なり、微好気培養菌

体と嫌気培養菌体のパイエル板内部への侵

入効率に差異は認められなかった。パイエル

板内部でまず菌体が遭遇することが考えら

れる樹状細胞と菌体との反応性を検討した

ところ、ヒト末梢血由来樹状細胞に対してス

ナネズミ感染株 Hp の嫌気培養体は、微好気

培養体よりも有意に取り込まれることが判

明した。今後、同定した嫌気培養体特異的因

子群が、ヒト樹状細胞への菌体取り込み効率

を制御する分子である可能性を検討する。	 

	 

(3)	 ワクチン解析	 

	 スナネズミ感染モデルを用いて、微好気培

養菌と嫌気培養菌の防御ワクチン効果を検

討した結果、嫌気培養菌の投与によって、Hp

感染による胃炎と定着菌数の低下がみられ

た（図参照）。	 

	 (2)の解析から、嫌気培養体では樹状細胞応

答が増大する可能性が考えられることから、

それらの活性の、予防ワクチン効果における

作用を現在検討している。	 
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図. H. pylori 固定化菌体の経口投与による予防ワクチン効果の検討（左：胃内定着菌数、右：胃潰瘍組織評価）
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