
大分大学・医学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

ピロリ菌病原因子複合体による疾患発症機構

Mechanisms for development of diseases by H. pylori virulence factor complex

００５４４２４８研究者番号：

山岡　吉生（YAMAOKA, YOSHIO）

研究期間：

１６Ｈ０５１９１

年 月 日現在  元   ６ １９

円    13,600,000

研究成果の概要（和文）：ピロリ菌の重要な病原因子OipAおよびCagAの組換え全長タンパク質の作成に成功し、
質量分析にて、OipAがピロリ菌の膜領域で多量体を形成しているか、またはCagAなどの分子と複合体を形成して
いることを世界で初めて示唆する結果を得た。さらに、血清中のCagA抗体を日本で最も正確に測定できる系を確
立した。また胃粘膜組織に近い2次元ガストロイドと呼ばれる小臓器の作成にも成功、今後のピロリ菌と胃粘膜
の相互作用の研究を促進できる系を樹立した。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to construct recombinant proteins of the whole length of OipA 
and CagA, the important virulence factors of Helicobacter pylori. Using mass spectrometry analyses, 
our results first suggested that OipA forms multimeric complex within the membrane region of H. 
pylori, or forms complex with other factors such as CagA. Furthermore, we established the most 
reliable system in Japan to measure anti-CagA antibody in serum samples. In addition, we succeeded 
to construct an ex-vivo model of human stomach, gastric epithelial organoid monolayers (gastric 
monolayers). Using this novel model, we expect to promote our research field on searching the 
interaction between H. pylori and gastric mucosa.

研究分野： 消化器感染症

キーワード： ピロリ菌　外膜タンパク　タンパク質複合体　病原因子　炎症　抗体測定　オルガノイド

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、我々が作成した血清中のCagA抗体を測定する系では、日本人由来のピロリ菌を材料としており、欧米のピ
ロリ菌を用いている市販キットに比べて、正確性が高く、今後の汎用が期待される。また、今までは、ピロリ菌
と胃粘膜との相互関係を調べるのに、胃がん細胞株が用いられていたが、2次元ガストロイドという新しい系を
確立したことで、今後の基礎研究の飛躍的な発展が期待される。



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（ピロリ菌）感染者のほとんどに慢性炎症が引き起こされるが、胃
癌へ進展するのはわずかである。この原因として、宿主側の要因や環境因子などに加え、多様
な菌側の病原因子が関与していると考えられる。病原因子としては、分泌型毒素である CagA
や VacAが知られているほか、外膜タンパク質 (outer membrane protein: OMP) も接着因子や
炎症惹起因子として重要な役割を果たす。我々はピロリ菌起因性胃炎では多量のサイトカイン
が胃粘膜より産生されていることを発見し、その原因の一つとして、新規ピロリ菌病原因子を
同定し、Outer inflammatory protein A (OipA)と命名した。しかし、未だ OipA の直接的な機
能やその相互作用分子は不明である。そこで、「OipAなどの各病原因子は独立して病原性を引
き起こしているのではなく、未知の因子を含めた病原因子複合体を形成したり、時には分泌型
として解離したりして、密接に相互作用している」との仮説を立てるに至った。 
 
２．研究の目的 

我々が発見・命名した OipAをはじめとする各種病原因子は疫学的に高い相関率で存在している
が、それらの相互作用は未解明である。そこで、本研究では複数の病原因子から構成される「病
原因子複合体」が相乗的に作用しあって重篤な疾患を導くと考え、ピロリ菌の細胞膜上での病
原因子間の相互作用と、これにより形成される病原因子複合体がヒトに対して引き起こす病態
メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 

(1) OipA タンパク質の発現・精製：予備実験において、大腸菌を用いて全長の recombinant OipA 
(rOipA)の精製に成功、精製標品の円二色性スペクトルの測定結果から、得られた精製
rOipA は未変性状態であることが推定されたが、多量培養には至っておらず、本研究では、
2mgレベルの精製を行う。さらに、CagAに関しても同様に精製を行う。 

(2) 病原因子複合体の探索：ピロリ菌の膜タンパク質複合体を構成するサブユニットの同定を
質量分析にて解析、さらにアレイを用いて OipAにて発現する宿主側の因子を同定する。 

(3) 疫学的な病原因子の検討：我々の持つアジア各国由来のピロリ菌を用いて、病原因子の網
羅的な解析を、次世代シーケンサーを用いて行う。 

 
４．研究成果 
(1) OipA タンパク質の発現・精製 

OipA 遺伝子のコドンを大腸菌
に最適化し、発現プラスミドと
宿主の条件検討を行うことで、
大腸菌での組換え全長 OipA タ
ンパク質の発現系を確立した。
さらに、組換え OipA タンパク
質の局在をみたところ、大腸菌
の外膜に局在していたことか
ら、OipA が外膜タンパク質で
あることを生化学的に明らか
にした (図 1) 。 

図 1: 大腸菌を用いた組換え OipAの発現 
 

さらに、グアニジン変性条件下での組換え OipA タンパク質の精製と、ドデシルマルトシド 
(DDM) を用いたリフォールディング法を確立した。変性 OipAを、Hisタグを用いたアフィニテ
ィー精製により、高純度で精製した (図２)。そして、変性 OipAに DDMを添加し、透析により
グアニジンを除去した。さらに、超遠心を行うことにより、組換え OipAが可溶性であることを
確認した (図 3) 。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２：組換え OipA の精製     図３：組換え OipA のリフォールディング 



最終的に、LB 培地を用いた大腸菌の 1L 培養から約 2mg の組換え OipA タンパク質の精製法を
確立した (表 1) 。 

表 1：大腸菌を用いた組換え OipA (rOipA) の精製(1L 培養) 

  
さらに、我々は、病原因子 CagAに関しても同様に、大腸菌での組換え全長 CagAタンパク質の
発現系を確立、組換え CagA タンパク質の精製にも成功した。またこの CagA タンパク質を抗原
として、血清抗 CagA抗体の測定系（ELISA）を作成した。CagA は、大きく東アジア型と欧米型
に分かれており、現在市販されている血清抗 CagA 抗体測定系は、欧米型の CagA を抗原として
おり、日本を含む東アジアでは、測定の感度・特異度が低いことが知られている。そこで、抗
原として日本のピロリ菌を用いて、東アジア型 CagAタンパクを精製することで、より感度・特
異度が高い測定系が完成した。また、CagA のどの配列が特に抗原性を有するかを調べるため、
各種 CagAペプチドを作成した（特許出願中）。なお、東アジア用血清抗 CagA 抗体測定系に関し
ては、現在数社の企業と市販に向けての調整を行っており、完成すれば広く使用される可能性
を秘めている。 
 
(2) 病原因子複合体の探索 
これまでの分子疫学研究から、OipA遺伝子は 4型分泌機構をコードしている cag pathogenicity 
islandの存在や、CagA, VacA と強く相関していることが明らかとなっている。そこで、ピロリ
菌の病原因子は病原因子間で相互作用しているのではないかと考え、理化学研究所ライフサイ
エンス技術基盤研究センターと共同でピロリ菌の膜タンパク質複合体の解析を行った。 
ピロリ菌の膜画分における膜タンパク質複合体を明らかにするために、High resolution 

Clear Native PAGE で複合体を分離した後に、ゲルを CBB で染色し、短冊状にタンパク質バン
ドごとに分割した。さらに、このゲルからペプチドを抽出し、質量分析器で解析することで、
ピロリ菌の膜タンパク質複合体を構成するサブユニットの同定を行った。その結果、OipAを特
定の分子量のゲル (分子量が 102-222 kDa間のゲル) から検出した。さらに、CagA などの他の
分子についても OipAと同じゲルからみられた。単量体 OipAの推定分子量は 32kDa であること
から、OipA がピロリ菌の膜領域で多量体を形成しているか、または他分子と複合体を形成して
いることが示唆された。 

なお、精製 OipA を胃上皮細胞(AGS 細胞株)の培養液中に添加したところ、IL-8 の産生誘導
は確認できなかったが、マイクロアレイの結果からアクチン細胞骨格の再構成（FAK など）を
誘導することが示唆された。AGS 細胞は胃癌細胞株であり、正常の胃粘膜上皮を再現していな
い可能性が高いため、正常胃粘膜上皮の作成にも取り組んだ。最近、生体内の組織・器官に近
いモデルとして、オルガノイドが注目されている。オルガノイドは組織細胞をマトリゲル内で
3 次元的に培養した細胞集合体（小臓器）で、2009年にオランダの Hans Clevers のグループが

マウス小腸オルガノイド
を報告して以来、ヒト腸
管・胃・肺・膵臓などの正
常組織および腫瘍・遺伝性
疾患などの病変部からの
オルガノイドが報告され
ている。我々は、米国ベイ
ラー医科大学 Mary K. 
Estes らとの国際共同研
究として取り組み、胃粘膜
上皮由来のオルガノイド
（ガストロイド）、さらに
ガストロイドを 2 次元化
した上皮の作成に成功し
た。この成功は、新たな科
研費（基盤研究（B））へと
つながることができた。 

図４：ガストロイドとその 2 次元化 

 

  

総タンパク質 

(mg) 

溶液量 

(ml) 

タンパク濃度 

(mg/ml) 

純度 

(%) 

rOipA 発現大腸菌膜画分 50.2 2.2 22.8 21.8 

変性大腸菌膜画分 46.1 17.0  2.71 22.9 

精製 rOipA標品 2.50  0.70  3.57 97.2 

リフォールディング rOipA標品  2.20  10.0  0.22 96.2 

ガストロイド
マトリゲル内で3次元構
造を取っている

2次元化
（２D化）

マトリゲル

一層の細胞で極性が保たれている

2 µm

HE染色

断面図のHE染色

免染像
E-cadhrin (細胞間：
緑）とピロリ菌（赤）
の2重染色、細胞間
接着が保たれている

電子顕微鏡像
極性が保たれ、粘
液分泌顆粒が粘膜

面にある

管腔



 
(3) 疫学的な病原因子の検討 
我々の研究室には、アジア各国からのピロリ菌が保存されており、これらから DNA を抽出して、
PCR-sequencing にて oipA（遺伝子のオン、オフ）、cagA（東アジア型、欧米型、繰り返し配列
の数）、vacA（s, m 領域のゲノタイプ）を検討、さらに cag pathogenicity island についても
次世代シーケンサーを用いて検討を行った。その結果、当初の予想通り、 oipA オン、cagA陽
性、vacA s1 タイプが強く相関していることを見出した。さらに、次世代シーケンサーを用い
た検討では、oipAオンは、babAの有無や hopQ のゲノタイプなど、多くの OMPの存在と関連し
ていることがわかり、現在さらなる検討を行っているところである。これらの検討から、さら
なる未知のピロリ菌病原因子の発見につながる可能性を秘めている。 
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※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に

ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。 


