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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌が分泌する発がん因子 Tipの受容体としてヌクレオリン

を同定した。ヌクレオリンは本来核小体に局在するタンパク質であるが、胃がん細胞では

異常に細胞表面に局在したヌクレオリンが Tipの受容体・輸送体として機能し、Tipに

よる TNF-遺伝子発現亢進に関与することを明らかにした。胃がんの発症過程でヌクレオ

リンが細胞表面に異常に局在した細胞に Tipが作用してがん化を促進すると解釈する。ヌ

クレオリンと Tipとの相互作用は新しい胃がん発症機構である。 

 
研究成果の概要（英文）：Tumor necrosis factor- inducing protein (Tip) is a unique 

carcinogenic factor released from H. pylori. We found that nucleolin acts as a receptor for 

Tip, that it shuttles Tip from the cell surface to nuclei, resulting in TNF- gene 

expression. Although nucleolin is a well-known nucleolar protein, nucleolin is also present 

on the cell surface of gastric cancer cells. So cells with nucleolin on the surface are thought 

to be a highly susceptible to Tip for development of gastric cancer. These results indicate 

the significance of Tipinteraction with nucleolin as a new carcinogenic mechanism in the 

stomach. 
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１．研究開始当初の背景 

 ピロリ菌は胃がんの原因であり、発がんプ
ロモーターとして作用することが報告され
ている。「炎症性サイトカインである TNF-
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が発がんプロモータとして作用する」という
私共の結果を基に、「ピロリ菌の感染による
TNF-の誘導、NF-B の活性化が胃がんの発
がんプロモーションにつながると考えた。

 ピロリ菌のゲノムからクローニングした
Tipは cagPAI の Type IV 分泌機構を介さず
に、ピロリ菌から分泌され胃粘膜上皮細胞に
作用して、NF-B を活性化し、TNF-遺伝子
の発現を亢進する。すなわち、Tipは唯一の
cagPAI 非依存性の NF-B 活性化因子であり、
Tipの作用機構の解明は、ピロリ菌感染によ
る慢性炎症と胃がんの発症機構において重
要である。 

 

２．研究の目的 

 Tipタンパク質は胃粘膜上皮細胞に結合
し、温度依存的に細胞内に取り込まれ、
NF-B を活性化して TNF-遺伝子発現を亢
進する。 本研究課題では Tipの受容体を同
定し、Tipの細胞内取り込みに関与するメン
ブラントラフィックの分子機構を明らかに
し、NF-B の活性化機構に関する新たな知見
を得ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) Tip受容体の同定 

① C末端にFLAGタグを融合した Tipとマ
ウス胃粘膜上皮細胞抽出液を用いたプルダ
ウン解析から Tipと結合し、不活性型の
del-Tipとは結合しないポリペプチドを
SDS-PAGE で分離した。 

② 分離したポリペプチドをゲル内消化し、
質量分析により同定した。 

③ 質量分析により同定されたヌクレオリン
について、ヌクレオリン抗体を用いて免疫沈
降し、ヌクレオリンが Tipの細胞内相互作用
因子であるか検討した。 

 

(2) ヌクレオリンの細胞内局在の解析 

ヌクレオリンの細胞内局在はヌクレオリ
ン抗体を用いて、細胞分画、免疫染色、フロ
ーサイトメトリー解析によって検討した。 

 

(3) Tipの取り込みと TNF-遺伝子発現誘導
におけるヌクレオリンの機能解析 

 マウス胃がん細胞 MGT-40 をヌクレオリ
ン抗体、あるいは、糖鎖修飾阻害剤ツニカマ
イシンで処理し、Tipの TNF-遺伝子発現
誘導への影響について RT-PCR による解析
と Tipの細胞内取り込みを検討した。更に、
RNAi によるヌクレオリンのノックダウンに
よる効果についても検討した。 

 
４．研究成果 
(1) Tip受容体ヌクレオリンの同定 

 Tipに結合し、不活性型の del-Tipには結
合しないいくつかのポリペプチドをマウス

胃粘膜上皮細胞抽出液中に見出した。質量分
析により、そのうち２つのポリペプチドがヌ
クレオリンとその分解産物として同定され
た。次に、細胞内に取り込まれた Tipが細胞
内のヌクレオリンと相互作用することをヌ
クレオリン抗体を用いた免疫沈降解析で証
明した。また、Tipはヌクレオリンフラグメ
ント（中間と C 末端ドメインを含む）と直接
結合することを in vitro のプルダウン解析よ
り見出した。Tipは TNF-を誘導するユニ
ークなピロリ菌の病原因子として注目され
ており、2009 年には私どもの研究グループ
を含め、計３つのグループが立て続けに結晶
構造を報告した。Tipの相互作用因子として
ヌクレオリンを発見したことは今後のピロ
リ菌の発がん機構の解明に大きな意義を持
つ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) Tip受容体ヌクレオリンの細胞内局在 

 マウス胃がん細胞（MGT-40)の細胞表面に
ヌクレオリンが存在することをヌクレオリ
ン抗体を用いたフローサイトメトリー解析
によって見出した。ヌクレオリンは本来、核
小体に豊富に存在するタンパク質であり、マ
ウスの正常腺胃粘膜を分画すると細胞膜画
分にはヌクレオリンがほとんど検出されな
かった。5 つのヒト胃がん細胞についても検
討したところ、その量はそれぞれ異なるが、
細胞表面にヌクレオリンが局在することを
明らかにした。細胞表面におけるヌクレオリ
ンの局在はがん細胞特異的であると考える。
これまでに、白血病や大腸がん、乳がん細胞
等で局在異常が報告されているが、今回初め
て胃がん細胞の表面にヌクレオリンが存在
することを発見した。細胞表面のヌクレオリ
ンは、抗がん剤やドラッグデリバリーの標的
として関心が寄せられており、本発見は新た
な胃がん治療への足がかりとなることが期
待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

(3) Tip受容体としてのヌクレオリンの機能
解析 

 胃がん細胞表面に存在するヌクレオリン
が Tipの受容体として Tipの細胞内取り込
みや TNF-遺伝子の発現亢進に関与するか
を検討した。 

① 予め、マウス胃粘膜上皮細胞をヌクレオ
リン抗体で処理すると、予想に反して Tip

の取り込みが活性化され、TNF-遺伝子の発
現がさらに亢進された。ヌクレオリン抗体処
理によってヌクレオリンのエンドサイトー
シスが活性化され、その結果、ヌクレオリン
と結合した Tipが効率よく細胞内に取り込
まれたためと解釈される。Tipがエンドサイ
トーシスにより細胞内に取り込まれること
は、細胞膜からコレステロールを除去してエ
ンドサイトーシスを阻害する MCD の前処
理が、その後の Tip処理による TNF-遺伝
子発現亢進を減弱した結果からも支持され
る。 

② 細胞表面に存在するヌクレオリンは特徴
的な糖鎖修飾を受けており、ツニカマイシン
処理により糖鎖修飾を阻害すると細胞表面
のヌクレオリンが減尐することが報告され
ている。MGT-40 細胞をツニカマイシンで前
処理すると細胞表面のヌクレオリンが減尐
し、それに伴って、Tipの細胞内取り込みが
阻害され、TNF-遺伝子発現亢進が抑制され
た。 

③  レンチウイルスベクターを利用した
shRNA によるヌクレオリンのノックダウン
は著しく細胞の増殖を阻害し、同時に Tip

の細胞内への取り込みを阻害し、TNF-遺伝
子発現亢進を減弱した。 

 

 これらの結果は、細胞表面に存在するヌク
レオリンは Tipの受容体として Tipの細胞
内取り込み、さらに、TNF-遺伝子発現亢進
に関与することを示す。 

 世界にはピロリ菌に感染しているヒトが
およそ 50%とされているが、そのうち 0.4％
ほどしか胃がんを発症していない。細胞表面
にヌクレオリンがどの程度存在しているか
が胃発がんのリスクを左右する一因である
と推測している。 

 

(4) ヌクレオリンと Tipを標的にした胃が
ん予防・治療への展開 

 ヒト胃がん細胞株 (MKN-1, MKN-45, 

MKN-74, AGS, KATOIII)では、すべて細胞
膜表面にヌクレオリンが局在することを見
出した。ヌクレオリンを標的にした DNA ア
プタマーAS1411 は、現在米国で白血病と腎
臓がんに対しての第 II 相臨床介入試験が実
施されている。AS1411 はこれら５つの胃が
ん細胞株の増殖を阻害した。ヌクレオリンア
プタマーAS1411がTipとヌクレオリンとの

結合を阻害すれば、胃がんの予防にも役立つ
と考える。Tipと細胞表面のヌクレオリンを
標的とした化合物は新しい胃がんの予防、さ
らには、治療に有効に機能すると期待される。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 胃がん患者のピロリ菌は Tipタンパク質
を多く分泌している。さらに、発がんの過程
でヌクレオリンが細胞表面に多く発現する
ようになるとピロリ菌による胃がんの発症
に有利な環境になると考えられる。これまで、
がん細胞におけるヌクレオリンの過剰発現
や異常局在が多数報告されているが、ヌクレ
オリンの膜表面局在を誘導する因子や膜表
面への局在化機構などは依然として解明さ
れていない。ヌクレオリンの発現・局在変化
に伴う細胞の変化や発がんの過程における
ヌクレオリンの役割を解明することは、胃が
んの予防や治療に新しい方向性をもたらす
ことが期待される。 
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