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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリCagAタンパク質の分子多型である欧米型CagAと東アジア型
CagAの間のSHP2結合能の差異を、X線結晶構造解析を用いて構造生物学的側面から解析するために、CagA-SHP2複
合体の結晶化を試みた。複合体の安定性解析や変異体の作成などを行ったが、結晶を得ることはできなかった。
そこで、クライオ電子顕微鏡での立体構造解明を目指し、ナノディスク膜を用いた脂質二重膜-CagA-SHP2複合体
の調整を行っている。

研究成果の概要（英文）：In order to analyze the difference in SHP2 binding affinity between European
 CagA and East Asian CagA, a molecular polymorphism of Helicobacter pylori CagA protein, from a 
structural biology using X-ray crystallography, we attempted to crystallize the CagA-SHP2 complex. 
Although we analyzed the stability of the complex and created mutants, we could not obtain crystals.
 Therefore, we are now adjusting the lipid bilayer-CagA-SHP2 complex using nanodisc membranes with 
the aim of elucidating the three-dimensional structure by cryo-electron microscopy.

研究分野：構造生物学

キーワード： ピロリ菌　CagA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのCagA-SHP2複合体研究は、培養細胞に発現させたCagAを用いた生化学的実験によるものであり、構造
学的解析は多くない。本研究により、構造解析に必須なCagAの組換えタンパク質をチロシンリン酸化体の精製が
可能となったことにより、CagA-SHP2複合体の構造生物学的解析を世界に先駆けて遂行することが可能となっ
た。今後、本研究の成果を起点としてCagAの発がん生物活性発現機序の構造学的知見が得られれば、ピロリ菌感
染を起因とする胃がんに対する治療薬の開発に繋がりうる。胃がん患者の98%以上がピロリ菌感染陽性であるこ
とを考慮すると、本研究成果の学術的意義は大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－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）は世界人口の約半数が感染しているとされるグ
ラム陰性桿菌で、その慢性持続性感染は胃がんを含む種々の胃粘膜病変を引き起こす。
特に、ピロリ菌 cagA遺伝子陽性株は胃がん発症の危険率を著しく高めることがわかっ
ている。cagA遺伝子産物である CagAは胃上皮細胞内に侵入した後、Srcファミリーキ
ナーゼによりチロシンリン酸化される。CagA はチロシンリン酸化依存的にがんタンパ
ク質 SHP2 と特異的に結合する。CagA は SHP2 と結合することで SHP2 のホスファタ
ーゼ活性を異常に亢進し、細胞増殖および細胞運動に関わる細胞内シグナルを脱制御す
る。このことから、CagA-SHP2複合体の形成が胃がんの発症に重要な役割を担うと考え
られており、CagA と SHP2 との結合親和性が胃がんの発症を決定する分子基盤となっ
ている可能性がある。そこで、CagAの発がん生物活性の発現機序を理解するためには、
CagAの SHP2結合強度を規定する分子機構を解明する必要があると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、CagAの分子多型である欧米型 CagAと東アジア型 CagAの間の SHP2結
合能の差異を、X線結晶構造解析を用いて構造生物学的側面から解析することを目的と
した。CagAチロシンリン酸化部位は C末側領域に複数存在する EPIYA(Glu-Pro-Ile-Tyr-
Ala)モチーフ内のチロシン残基である。CagAの C末側領域は、EPIYAモチーフ周辺の
アミノ酸配列を異にする 4 つのセグメント(EPIYA-A, -B, -C, -D)が種々に組み合わされ
構成されており、欧米型 CagA は EPIYA-C セグメントを持血、東アジア型 CagA は
EPIYA-D セグメントを持つ。欧米型 CagA においては EPIYA-C セグメントを複数回繰
り返して持つものが存在し、最大 6回繰り返して持つものが発見されている。これまで
に、EPIYA-D セグメントを単一で持つ東アジア型 CagA は EPIYA-C セグメントを単一
で持つ欧米型 CagAと比較して SHP2結合活性が強いことが明らかとなっている。また、
欧米型CagAにおいては、EPIYA-Cセグメント数が増すに従いSHP2結合能が増強する。 
本研究では、これらの CagA 分子多型と SHP2 との複合体の構造学的解析により、

CagA と SHP2 との結合能の強弱と CagA の発がん活性の強弱との相関を解明すること
を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、ピロリ菌病原因子 CagAの SHP2結合活性を構造生物学的に解析するこ
とで、CagA 分子多型が示す SHP2 結合能の差異の分子基盤の解明を目指す。そこでま
ず、チロシンリン酸化 CagA-SHP2複合体の結晶構造解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
初めに、チロシンリン酸化 CagA ペプチド-

SHP2 複合体の結晶構造解析を行なった。まず、
EPIYA-D ペプチド-SHP2 複合体の結晶化スクリ
ーニングから開始した。嫌気チャンバー内でのス
クリーニングの結果、結晶が得られる条件が見つ
かったが、得られた結晶は非常に脆く X線回折実
験に用いることができなかった。また、結晶化の
再現性が非常に低く、安定的に結晶が得られる条
件は見つからなかった。そこで、CagA の別の宿
主細胞内標的分子である PAR1キナーゼを加えた
CagA-SHP2-PAR1 三者複合体を形成させること
で CagA-SHP2 間の結合が安定化するということ
が示唆されていたため、次に、CagAの EPIYA-D
セグメントならびに CagAの PAR1結合部位であ
る CM 配列を模したペプチド(EPIYA-D-CM ペプ
チド)と SHP2および PAR1との三者複合体の結晶
化に着手した。この複合体を用いて結晶化スクリ
ーニングを行なったが、複合体の結晶は得られな
かった。 
そこで次に、EPIYA-Dペプチド-SHP2複合体お
よび EPIYA-D-CMペプチド-SHP2-PAR1複合体の
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図 1 DSF法により測定されたTm値 



安定性解析を行なった。緩衝液の種類、pH、NaCl 濃度、温度、結合させる時間を変化
させて、示差走査蛍光定量法（DSF）およびゲルろ過クロマトグラフィーを行なった結
果、リン酸緩衝液、pH7.0-8.5において CagApep-N-SH2-PAR1KD複合体の安定性が高く
なる傾向があった（図１）。続
いて、複合体安定性の高くな
る傾向のあった緩衝液中で
EPIYA-D-CM ペプチド-SHP2-
PAR1複合体を形成させた後、
結晶化ロボットを使用して広
範囲の結晶化条件を検討した
ところ結晶が得られる条件が
見つかった（図２）。得られた
結晶を用いて X 線回折実験を
行なった結果、これらの結晶
は PAR1単独、あるいは N-SH2
単独だった。 

CagA は胃上皮細胞内で細胞膜に局在す
ることがわかっており、CagA-SHP2-PA1複
合体は膜上でより安定化する可能性があ
る。そこで、脂質二重膜をアポリポタンパ
ク質で安定化したナノディスクを含めた
複合体を用いて安定性解析を行うことを
計画した。まず、ナノディスクの作製を試
みた。脂質は CagAが局在していると考え
られる細胞膜内葉を構成しているフォス
ファチジルセリン(POPS)を用いた。作製し
たナノディスクを負染色法により電子顕
微鏡で観察した。その結果、丸い粒子が観
察され、ナノディスクが再構成できている
ことが確認された(図３)。このナノディス
クを用いて CagAとの複合体の形成を試み
ているが、現在までに安定して複合体が形
成できる条件が見つかっていない。今後
は、ナノディスク-CagA-SHP2 複合体を形
成させて、クライオ電子顕微鏡により立体
構造の解明を目指していく。 
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図 2 結晶化ロボットにより得られた結晶 

図 3 ナノディスクの負染色像 
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