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研究成果の概要（和文）：1) VacAは 2) VacAによってp38 MAP kinase／転写因子ATF-2 経路が

活性化され、誘導型シクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）の発現が亢進し、プロスタグランジンE2

の産生が促された。3) VacAは、U937 細胞内のCa2+

 

濃度を上昇させてp38 MAP kinase を活性化

し、ATF-2, CREBおよびNF-kBを活性化してIL-8の発現を誘導させた。4) 5) 細胞内ヘ移行した

CagAはVacAの細胞内への取り込みを阻害し、細胞空胞化活性を低減させた。しかし、上記のp38 

MAP kinase活性化には影響しなかった。 

研究成果の概要（英文）： 1) VacA may induce apoptosis by downregulation of anti-apoptotic 
Bcl-2 subfamily proteins via STAT3 inhibition. 2) VacA enhances PGE2 production by AZ-521 
cells through induction of COX-2 expression via the p38 MAPK/ATF-2 cascade, leading 
to activation of the CRE site in the COX-2 promoter. 3) In promonocytic U937 cells, VacA 
directly increases IL-8 production by activation of the p38 MAPK via intracellular Ca2+

 

 
release, leading to activation of the transcription factors, ATF-2, CREB, and NF-kB. 4) 
VacA stimulated protein kinase B (Akt) activity via activation of PI3K, resulting in 
increased phosphorylation of its substrate, GSK3, with subsequent release of -catenin 
from a GSK3/-catenin complex and its translocation to the nucleus, leading to 
activation of the cyclin D1 promoter. 5) Translocated CagA from H. pylori into gastric 
epithelial cells inhibit uptake and cytotoxicity of VacA via endocytosis inhibition in 
the cells. However, transfection of cagA gene did not affect the activation of p38 MAPK 
caused by VacA. 
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１．研究開始当初の背景 
 胃粘膜に特定の細菌は存在しないというそ
れまでの考えを覆して1983年に発見されたヘ
リコバクター・ピロリは、胃炎、消化性潰瘍、
MALTリンパ腫、胃癌など各種消化器疾患の起
病性が明らかされている新興感染症の一つで
ある。1997年に本菌のゲノム解析が完了し、
本菌がゲノムレベルできわめて多型性に富む
ことが明らかにされ、この差異が菌株間の病
原性の差として反映される可能性が大きく、
cagA遺伝子とvacA遺伝子を有する菌株は病原
性が強いとされている。事実、4型分泌装置を
介して直接宿主細胞に注入されるエフェクタ
ー分子CagAには幾つかの多型が存在し、東ア
ジア型CagAは西洋型CagAに比べ胃発癌性が高
いことが指摘されている。 
  一方、空胞化毒素（vacuolating cytotoxin）
と呼ばれるVacAは菌体外に分泌され、胃上皮
細胞に空胞変性を引き起こし、死滅させる。 
この他にも本菌の病原性に関与する因子とし
て細菌表層の付着因子や胃酸の中和に働くウ
レアーゼなどが挙げられるが、とくに生体に
種々の症状を呈するために重要であるとされ
るVacAやCagAが担う感染における役割を究明
し、毒素病態学的に理解することが本菌感染
症の治療や予防に必須であると考える。 
  申請者はVacAが宿主に最初に結合して初
期効果を及ぼす場である「毒素の受容体」に
着目し、この受容体を精製して、構造を調べ、
VacA受容体が受容体型チロシンフォスファタ
ーゼRPTPβであることを示した。 さらに、
RPTPβ KOマウスにVacAを投与しても胃炎、潰
瘍の病変が認められない。 これらの結果は、
VacAの結合により引き起こされる受容体型チ
ロシンフォスファターゼの活性変化がチロシ
ンリン酸化蛋白質などの急激な代謝異常をも
たらすことを示唆している。興味深いことに
胃組織にはVacAと結合するもう一つの受容体
型チロシンフォスファターゼ、RPTPα が存在
する。しかし、VacAのRPTPαへの結合によっ
て細胞に空胞形成するものの、胃粘膜障害を
認めない。また、RPTPβの細胞外領域にはRPTP
βの本来のリガンドであるプレイオトロフィ
ンとの結合部位とは異なるVacAとの結合に重
要な構造（QTTQP）があり、この構造と類似し
た構造がRPTPαにも保存されている。さらに
VacAに知られる二つの毒素型のVacA（m1とm2）
はともにこれら二つのRPTPに結合する。 
  VacAの空胞形成や毒性発現の情報伝達に
は、細胞膜のラフトの機能が必須である。  
VacAの空胞形成に陰チャネル形成が重要であ
るという考えがあるが、 一方において、GTP
結合蛋白であるRac1や dynamin 2、syntaxin 7
が関与する知見を得ているので、我々はVacA
が宿主受容体へ結合した後、リピッドラフト
へ集積し、細胞内への移行とそれに伴う細胞
骨格や細胞内小胞輸送の異常が空胞形成を引

き起こしていると考えているが、本毒素の名
称の基になった空胞形成作用が病態形成にど
のように関わっているのかは不明である。 事
実、申請者らは世界に先立ちVacAが空胞形成
作用とは無関係にミトコンドリア障害を引き
起こし細胞死させることを報告した。そして、
その機序として、最近、VacA がBax およびBak
を活性化して細胞を死滅させることを示した。 
このようにVacAの空胞形成作用の解明だけで
は、もはやVacAの多様な毒性を十分に説明す
ることが出来ないのは明らかである。加えて、
VacAがT細胞に直接作用し、転写因子NFATの核
移行を阻害してIL-2 の産生を抑制する報告
がドイツのグループによってなされた。申請
者らも、 VacAが胃由来株化細胞 AZ-521の
p38/ATF-2経路を活性化して、COX-2など宿主
の種々の蛋白の発現を攪乱していることを明
らかにしている。さらに、並行して行ってい
るNIHとの共同研究で、VacAの宿主内分布が胃
組織にとどまらないことも分かってきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、VacAの胃上皮細胞のみならず炎
症細胞、肺上皮などの他の組織細胞に及ぼす
作用を、p38 MAPキナーゼの活性化による転写
因子や蛋白の発現に及ぼす影響を中心に究明
する。 具体的には、すでに明らかにしたVacA
によるATF-2の活性化に加えて、最近の初期の
実験で明らかになった「CREBの活性化」が影
響する宿主側の蛋白の発現とその本来の機能
に及ぼす効果を解析する。さらに、VacAが
Mcl-1など抗アポト−シス分子の転写・翻訳制
御、翻訳後修飾を惹起する可能性を究明する
ことは、VacAの細胞毒性解明に寄与するもの
である。またこうしたVacAの作用に及ぼす
CagAの影響を、CagAを強制発現するなどして
並行して調べ、VacAとCagAが示す宿主の炎症
反応や細胞増殖、分化などに及ぼす影響を総
合的に理解し、ヘリコバクターピロリの２つ
の主要な病原因子の病原性発現に関わる役割
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）抗アポトーシス分子である Bcl-2ファ
ミリータンパク質やその上流の STAT3の発現
変化と VacA 誘発アポトーシスについて：ヒ
ト由来胃癌細胞株 AZ-521 に精製 VacA120nM
を添加したものを検体とした。STAT3、抗ア
ポトーシス Bcl-2サブファミリータンパク質
（Mcl-1、Bcl-2、Bcl-XL）の発現変化は、
Western blot、real time PCR にて確認した。
アポトーシスは ELISA 法と DAPI 染色で定量
した。空胞化阻害作用のある BafilomycinA1
による前処置を行った。また STAT3 の発現減
少が p38MAPK や JNKに依存性かを確認するた
めに、これらの阻害剤による前処置を行った。 
（２）VacAによるp38 MAPKの活性化とPGE2



 

 

産生促進：① VacAによるCOX-2 mRNAの発現
誘導：ヒト胃由来株化細胞AZ-521 に毒素を処
理時間、あるいは、処理濃度を変えて作用さ
せた後に全RNAを抽出した。そして、COX-1 及
びCOX-2 mRNAの量的変化をRT-PCR、または
real-time PCRにて解析した。② VacA の
COX-2 発現誘導に及ぼす各種阻害剤の影響： 
MAPK シグナル伝達系におけるp38MAPK阻害
剤（SB203580）、Erk経路阻害剤（PD98059）
および空胞形成阻害剤 (Bafilomycin A1、
NPPB、PI-PLC)で細胞を処理した後にVacAを
作用させて、COX-2 mRNAの発現量をRT-PCR及
びreal-time PCRにて解析した。③ ドミナン
トネガティブp38MAPK安定発現細胞株への
VacA作用解析：ドミナントネガティブ
p38MAPK発現プラスミドをAZ-521 細胞に導入
し、G418を用いてスクリーニングしてドミナ
ントネガティブp38MAPK強発現細胞株を得た。
そしてこの細胞にVacAを作用させてCOX-2 発
現に及ぼす影響をしらべた。④ ATF-2ノック
ダウン細胞を用いた解析：ATF-2 特異的
siRNAをAZ-521細胞にtransfectし、ウエスタ
ンブロット法によりATF-2 発現の抑制を確認
した。その後、この細胞株を用いて、VacAを
処理し、COX-2 mRNAの量的変化をreal-time 
PCRにて解析した。⑤ COX-2 転写活性および
そのプロモーター領域の解析：  COX-2 
promoter遺伝子、または、その変異遺伝子を
含むLuciferaseレポーター遺伝子を細胞に
導入し、VacA処理後のLuciferase活性を測定
した。⑥ VacAのPGE2産生に及ぼす影響： VacA
を作用させた細胞の培養上清に遊離される
PGE2

 
をEIA法により測定した。 

（３） VacA による IL-8 の産生誘導:①ヒト
単球系 U937細胞に VacAを処理時間、または、
濃度を変えて作用させた後、培養上清に遊離
された IL-8 を ELISA法にて定量した。② シ
グナル伝達経路及び各種転写因子の解析に
ついては、 VacA 処理後、シグナル伝達に機
能する蛋白の変化を、免疫染色法あるいは各
種抗体を用いた Western blot 法で検出した。
さらにシグナル伝達責任蛋白の siRNAを用い
た発現抑制の影響を解析した。また、 ③ 転
写活性の解析は、 IL-8 promoter またはその
一 部 に 変 異 を 含 む 遺 伝 子 か ら 成 る
Luciferase reporter遺伝子を細胞に導入し、
毒素処理後の Luciferase活性を測定した。 
 
（４）VacA による PI3K/Akt 経路の活性化と
その経路の下流にある GSK3β/β -catenin 複
合体の形成に及ぼす影響および VacA 欠損株
を用いた感染実験における影響：①VacA によ
る Akt と GSK3βのリン酸化活性：ヒト胃上皮
株化細胞 AZ-521に VacAを作用させた後、Akt
と GSK3 βのリン酸化特異的抗体を用いて
Western Blott 法 に て 解 析 し た 。 ま た

LY294002、MCD、PI-PLC、 NPPB、Bafilomycin 
A1、さらには PI3KsiRNAを用いて細胞を処理
し、VacAによる Akt のリン酸化活性に及ぼす
影響を調べた。②GSK3β/β -catenin複合体に
対する VacAの影 響：細胞に VacAを作用させ、
免疫沈降法と共焦点顕微鏡により解析した。
③ β-catenin の 転写 活性 化 能の 解析： 
Luciferase reporter 遺 伝 子 の 上 流 に
β-catenin n と 結 合 す る 領 域 を 含 む
TOPtkLuciferase plasmid、またはその領域
に変異を含む FOPtkLuciferase plasmid を
AZ-521 細胞に導入して解析した。また、
Cyclin D1 promoter 領域を持つ luciferase 
plasmidを導入して解析した。④Hp 野生株お
よび VacA 欠損株を用いた感染実験：野生株
および VacA 欠損株を感染(MOI=100)させ、
Akt/GSK3b の リ ン 酸 化 活 性 の 亢 進 と
GSK3β/ β-catenin 複合体形成の変化につい
て解析した。 
 
（５）ピロリ菌と培養細胞の共培養条件下に
おける CagA の VacA 細胞障害および VacA 取
り込みに及ぼす影響：ピロリ菌 CPY2052株の
CagA遺伝子欠損（cagAD）株、VacA遺伝子欠
損（vacAD）株、両遺伝子欠損 (cagAD vacAD)
株を作製し、AGS 細胞との共培養を行った。
共培養 5時間後にゲンタマイシン添加培地に
て殺菌し、17 時間後にニュートラルレッド法
により空胞化活性を測定した。各株 VacA の
分泌量および細胞内侵入量は、ウエスタン解
析と免疫染色にて検出した。 
 
４．研究成果 
VacA によるアポトーシス誘発が確認できた
が、同時に STAT3 と Mcl-1、Bcl-2、Bcl-XL
いずれの発現も、mRNAと蛋白レベルで低下し
た。各々の siRNAを作製して細胞導入したと
ころ、特に Bcl-2 及び Bcl-XL siRNA 投与時
に apoptosis が 著 明 に 増 加 し た 。
BafilomycinA1 の前処理はアポトーシスや
STAT3 と Bcl-2 サブファミリータンパク質の
発現に影響することはなかった。p38MAPK 阻
害剤では VacA による STAT3 発現変化はなか
ったが、JNK 阻害剤前投与により、VacAによ
る STAT３発現減少が抑制されることが確認
できた。従って VacA により STAT3 の発現が
mRNA及び蛋白レベルで抑制され、その転写制
御下流にある、抗アポトーシス Bcl-２サブフ
ァミリータンパク質、特に Bcl-2 や Bcl-XL
が減少してアポトーシスが惹起される可能
性が判明した。また VacA による STAT３発現
減少は空胞化非依存的で JNK pathwayに依存
している可能性が示唆された。これらのこと
から、STAT3 発現の抑制を介した抗アポトー
シス蛋白発現減弱が、VacA誘発アポトーシス
の機序の１つとして考えられた。 
 一方、種々細胞を用いてVacAによるIL-8の



 

 

産生誘導を調べた結果、末梢血CD14+細胞のみ
ならず、単球系株化細胞U937 細胞を含む数種
の細胞でVacAによるIL-8 の産生誘導が著明
に認められた。そこで、U937 細胞を用いて
VacAによるIL-8 産生誘導機構を詳細に検討
した。VacAは、MAPKの活性化を介してATF-2
及びCREBを活性化し、これらの転写因子が
IL-8 promoter領域のAP-1 siteへ結合するの
を促した。また、VacAは、細胞内のCa2+

 VacAによって炎症反応に関わる誘導型シク
ロオキシゲナーゼ-2（COX-2）の発現がAZ-521
細胞で亢進した。また、炎症性サイトカイン
であるIL-8について調べた結果、末梢血CD14

濃度
を 上 昇 さ せ て NF-kB を 活 性 化 し 、 IL-8 
promoter領域のNF-kB siteへの結合を促進さ
せてIL-8 の発現を誘導させた。この研究成果
を（Journal of Immunology, 2008）に報告
した。 

+

 次に、CagAの細胞内移行に伴い変化する転
写活性化因子β-cateninについての報告が相
次いでいる。β-cateninはカドヘリンと共に細
胞接着因子として働く外に、細胞増殖に関わ
るタンパクの発現を誘導する発癌促進因子の
ひとつでもある。またβ-cateninは、Wnt経路
およびPI3K/Akt経路の構成分子として、GSK3
やAPCといった癌抑制因子と複合体を形成し
て細胞増殖などの調節に関わっている。そこ
で、VacAによるPI3K/Akt経路の活性化とその
経路の下流にあるGSK3 β /β-catenin複合体の
形成に及ぼす影響を調べるとともに、VacA欠
損株を用いた感染実験においても同様な影響
を解析した。その結果、VacAはPI3K/Aktを活
性化し、β-cateninの転写活性を誘導すること
が明らかになった。かかる事果は、VacAが胃
粘膜細胞の増殖にも関わっていることを示唆
していた（J Biol Chem.2009）。しかしこれら
の現象は現在のところCagAとの関連が十分に
究明できていない。一方、山口大学医学部プ
ロテオーム蛋白機能制御学教室との共同研究
において、菌体より胃上皮細胞に注入される
エフェクター蛋白であるCagAは酵母の生育阻
害を引き起こすことを見出しており、酵母遺
伝子破壊株セットを用いてCagAの作用を抑制
する遺伝子を検索した結果、CagAがエンドサ
イトーシス経路に関与する可能性が考えられ
た。酵母細胞内で発現させたCagAはエンドサ
イトーシスを阻害すること、さらには培養細

胞において発現させたCagAも、リピッドラフ
ト依存性エンドサイトーシスを阻害し、宿主
細胞へのVacAの取り込みを阻害していた。そ
こで、ピロリ菌と培養細胞の共培養条件下に
おいて、CagAがVacAによる細胞障害を低減し
ているかをCagAによるVacAの細胞内取り込み
阻害機構に焦点を当てて解析した。 

細胞のみならず、単球系U937細胞を含む数種
の細胞でVacAによるIL-8の産生誘導を認めた。
これらの現象はいずれもVacAによってp38 
MAPK／ATF-2経路が活性化されたことに起因
することが昨年度までに判明した。そこで、
TSS4およびトランスフェクッションによる細
胞内へのCagAの導入が、VacAによるp38 MAPK
およびErkの活性化にどのように影響するか
を調べたが、いずれもその影響は否定的であ
った。 

その結果、細胞空胞化活性はAGS細胞のみを1
とすると、cagAD vacAD株およびvacAD株で2
倍、野生株で7倍、cagAD株は14倍であったこ
とから、細胞内CagAはVacAによる細胞空胞化
活性を有意に低減させていた。野生株とcagAD
株のVacA分泌量はほぼ同程度であったが、細
胞内に取り込まれたVacAの量はcagAD株のほ
うが野生株よりもより多かった。従って、ピ
ロリ菌により細胞内に注入されたCagAは、菌
自身が分泌するVacAが細胞内に取り込まれる
量を制限し細胞障害性を低減することから、
ピロリ菌の生育環境である胃上皮細胞を維持
し持続感染に寄与していると考えられた（論
文作成中）。 
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