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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌の感染が胃癌を引き起こすことは周知の事実である。一方、マウス実験にお
いては、遺伝子改変マウスの元となるC57BL/6系マウスに感染可能なピロリ菌が限られ、障害となっていた。近
年PMSS1株が感染可能なことが、報告された。我々は、PMSS1株がB6系マウスに感染可能なことを確認し、それに
より引き起こされる胃炎マウスを使用して、IL-1シグナルとSOX9が腸上皮化成に関与していることを導きだし
た。続いて、PMSS1株はCreを発現しなかったが、PMSS1株のCagAをKOし、ストレスMAPKの活性化がCagAに依存す
ることを確認した。

研究成果の概要（英文）：It is a well-known that H. pylori infection causes stomach cancer. On the 
other hand, H. pylori that can not infect C57BL / 6 mice, which is the source of genetically 
modified mice. This was a obstacle in mouse experiments. Recently it has been reported that PMSS 1 
strain can infect. We confirmed that the PMSS 1 strain can infect B6 mice. Then we made the 
gastritis mice model by useing PMSS1 strain and we reported a paper that IL - 1 signal and SOX 9 are
 involved in intestinal metaplasia. Subsequently, PMSS 1 strain did not express Cre, but we make 
CagA of PMSS1 to be KO and we confirmed activation of stress MAPK was dependent on CagA.

研究分野：消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
 ピロリ菌感染が胃癌の原因となっている
ことは、周知である。しかし、遺伝子改変マ
ウスに使用される B6 系マウスへ感染可能な
ピロリ菌が限られていた。近年 PMSS１株の
報告により、B6 系マウスでもピロリ菌感染
実験が可能とされた。B6 系マウスに感染可
能な特徴を活かし、ピロリ菌胃炎の解明やピ
ロリ菌がデリバリーするCreによる胃癌モデ
ルの開発を目指した。 
  
２．研究の目的 
 ピロリ菌胃炎の病態解明と胃癌モデルマ
ウスの開発。 
 
３．研究の方法 
 ピロリ菌PMSS1株を使用したマウス感染モ
デルを樹立する。PMSS1 株をゲノム組み換え
し、Cre を発現させる。 
 
４．研究成果 
 ピロリ菌 PMSS1 株を B6 系マウスに感染さ
せたところ、B6 系マウスにて胃炎を引き起こ
すことに成功した。また、長期に観察すると、
胃炎に引き続き腸上皮化成を引き起こすこ
とも確認できた。このことは、一般的なヒト
ピロリ菌感染胃炎と類似した経過であり、こ
のモデルが、ピロリ菌感染胃炎、腸上皮化成
の研究に有用であると思われた。胃炎粘膜か
ら RNA を抽出し、各種サイトカイン遺伝子の
発現を解析したところ、IL-1b、TNFa の上昇
が確認できた。また、腸上皮化成が引き起こ
された胃粘膜において、各種幹細胞マーカー
を免疫染色したところ、幹細胞マーカーであ
る、CD44、SOX9 発現細胞が、腸上皮化成胃粘
膜で増加していることが確認された。続いて、
上昇していた IL-1 シグナルが、腸上皮化成
に果たす役割を検証するため、IL-１Rノック
アウトマウスに、PMSS1 株を感染させた。
IL-1R ノックアウトマウスでは、腸上皮化成
変化は減弱し、WT では増加していた SOX9 の
発現細胞も減少していた。このことから、腸
上皮化成変化には、ピロリ菌感染により SOX9
陽性細胞の誘導が必要であることがわかっ
た。 
 続いて、PMSS1 株に Cre タンパクを発現さ
せるため、まず、PMSS1 株において相同組み
換えが可能かどうかを検証した。組み換えの
対象は、発癌に重要とされるピロリ菌毒素
CagA 遺伝子を対象とした。組み換え効率を上
げるため、ピロリ菌内でも複製が可能なｐ
HEL2 ベクターを使用し、CagA 遺伝子内にカ
ナマイシン耐性遺伝子を挿入しピロリ菌に
軽視転換した。まず、カナマシンでセレクシ
ョンし複数ラインを樹立し、続いてベクター
内の相同組み換えアームの外側にクロラム
フェニコール耐性遺伝子があることを利用
して、クロラムフェニコール感受性のライン
を選ぶことで、相同組み換え後の菌株を選び
出した。目的通りの相同組み換えが起きたか

確認するためCagA遺伝子をクローニング後、
シーケンスにて確認した。また、ウェスタン
ブロットにて CagA タンパクの発現が消失し
ていることも確認した（図１）。続いて、CagA
の宿主上皮取り込みシグナル配列の 3’側に
Cre タンパクを融合させる設計で、ベクター
を作成した。形質転換されたピロリ菌は、Cre
遺伝子を保有するもののタンパクレベルで
は、Cre の発現が見られなかった。そこで、
CagA 遺伝子のプロモーター部分をクローニ
ングし、相同組み換え用ベクターに付加した。
プロモーター付加後のベクターは、形成転換
に成功しなかった。これらのことから、Cre
発現ピロリ菌の作成には成功せず、原因とし
ては、ピロリ菌が Cre タンパクの翻訳ができ
ないことが予測された。Cre タンパク発現ピ
ロリ菌の作成はできなかったが、CagA 遺伝子
のノックアウトには成功しており、CagA ノッ
クアウトピロリ菌を胃癌細胞株AGSに感染さ
せた。WT ピロリ菌では、JNL のリン酸化レベ
ルの上昇がみられ、ストレス MAPK シグナル
が亢進したが、ノックアウト株では JNK のリ
ン酸化は見られなかった（図１）。 

 
 
 今後、CagA ノックアウト PMSS1 株を B6 系
マウスに感染させて、CagA 毒素がマウスモデ
ルにおいて果たす役割を検証する予定であ
る。 
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