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研究成果の概要：cagA 遺伝子を保有するヘリコバクター・ピロリ菌（ピロリ菌）感染は、胃癌

発症の危険率を有意に高める。これまでに、CagA がβ-catenin シグナルを活性化することを報

告している。本研究では、CagA が結合する新規細胞内標的分子を明らかにし、β-catenin シグ

ナルを活性化する分子機構を解明した。また、β-catenin シグナル活性化に必要な CagA の責

任領域を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）胃癌は日本を含む東アジア諸国におい
て特に罹患率が高く、胃癌による死亡は全世
界ならびに日本における部位別癌死亡の第
２位を占める。 
（２）胃癌は病理組織学的に、正常胃粘膜-
表在性胃炎-腸上皮化生-異形成-分化型胃腺
癌という過程を経て発症すると考えられて
いる。これまでの疫学的研究から、ヘリコバ
クター・ピロリ菌（ピロリ菌）感染は表在性
胃炎以降の胃発癌過程の進行に関与するこ
とが示唆されている。 
（ ３ ） cytotoxin-associated antigen A 

(cagA)遺伝子を保有する cagA 陽性ピロリ菌
は cagA 陰性ピロリ菌と比較して胃癌発症の
危険率を有意に高める。 
（４）① ピロリ菌体内で産生された CagA 蛋
白は、ピロリ菌の IV 型分泌機構を介して胃
上皮細胞内に直接注入された後、細胞内の
Src ファミリーチロシンキナーゼによりリン
酸化される。CagA のチロシンリン酸化部位は
Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala (EPIYA)配列で特徴づ
けられる。 
② EPIYA配列を含む繰り返し領域はEPIYA配
列周辺のアミノ酸配列の違いにより EPIYA-A、
-B、-C、-D の 4 種に分類される。興味深いこ



とに、胃癌発症率が比較的低い欧米諸国と高
い胃癌発症率を示す東アジア諸国では、採取
された菌株間で EPIYA周辺配列に特徴的な違
いがみられる。欧米型 CagA は AB C サイトに
より構成されるのに対し、東アジア型 CagA
は AB D サイトにより構成される。 
（５）CagA はリン酸化依存的に SHP-2 及び
Csk に結合する一方、リン酸化非依存的に
GRB2及びc-Metに結合することが報告されて
いる。よって、CagA は自身のリン酸化の有無
によっても異なった生物活性を発揮するこ
とが予想される。 
（６）これまでに研究代表者は、ヒト胃上皮
細胞由来の MKN28 細胞及び MKN45 細胞におい
て CagA がリン酸化非依存的にβ-catenin シ
グナルを活性化することを明らかにしてい
る。 
（７）β-catenin シグナルの脱制御は細胞癌
化に深く関連することが知られている。また、
β-catenin シグナルの恒常的活性化により、
肺上皮細胞が腸上皮の形質を獲得する異常
な分化を示すことが報告されている。 
  
 従って、cagA 陽性ピロリ菌感染による腸上
皮化生の誘導において、β-catenin シグナル
活性化が関与している可能性が考えられる。
CagA によるβ-catenin シグナル活性化の分
子機構を解明することは、ピロリ菌感染から
胃癌発症に至る分子機構の解明に貢献する
ものと期待される。 
 
２．研究の目的 
（１）CagA がβ-catenin シグナルを活性化
する分子機構を解明する。CagA はリン酸化非
依存的にβ-catenin シグナルを活性化する
ことから、CagA の標的分子である SHP-2 及び
Cskはβ-cateninシグナル活性化に関与しな
いと予想される。一方、CagA がリン酸化非依
存的に結合することが報告されている分子
については、β-catenin シグナル活性化に関
与しないことを既に確認している。従って、
CagA が結合する新規細胞内標的分子が存在
すると予想されることから、本研究において
明らかにする。 
（２）cagA 陽性ピロリ菌感染による腸上皮化
生の誘導は CagA の生物活性に起因すること
を証明する。具体的には、CagA がβ-catenin
シグナル活性化を介して、胃上皮細胞を腸上
皮細胞へ分化誘導する可能性を明らかにす
る。 
（３）CagA 発現及び非発現細胞における遺伝
子発現を比較することにより、β-catenin シ
グナルの標的遺伝子のみならず細胞周期・細
胞増殖に関連する遺伝子の発現変化を網羅
的に解析する。 
（４）CagA の分子多型がβ-catenin シグナ
ル活性化に及ぼす影響を解析し、胃癌発症率

とβ-catenin シグナル活性化能の関連性に
ついて検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）① CagA が結合する新規細胞内標的分
子の同定：研究代表者は、ヒト胃上皮細胞由
来の MKN28 細胞を用いて、tet-off システム
で野生型 CagA もしくはリン酸化耐性 CagA を
誘導発現する安定発現株を樹立している。こ
れらの安定発現株を用いて、免疫沈降法によ
り CagA が結合する細胞内標的分子を探索す
る。CagA の C 末端には HA-tag を付加してい
ることから、HA-tag を認識する抗体を用いて
CagA の免疫沈降を行い、免疫沈降物に対して
種々の抗体を用いてイムノブロットを行う。
標的分子の候補として、β-catenin シグナル
関連分子である APC、Axin、GSK-3β、
E-cadherin 等を考えている。しかしながら、
目的の標的分子が予想した候補分子に含ま
れない可能性も考えられる。その場合は、
CagA に対する免疫沈降と質量分析を併用し
た方法により CagA 結合蛋白の網羅的解析を
行う。 
②  細胞内β -catenin の解析：通常β
-catenin は E-cadherin 結合蛋白として細胞
膜近傍に局在しているが、β-catenin シグナ
ルが活性化された細胞においては細胞質及
び核内に蓄積することが知られている。β
-catenin シグナル活性化の分子機構として
次の２つの経路が考えられる。 (i)β
-catenin 分解経路の阻害による細胞質内β
-cateninの安定化 (ii)β-cateninの細胞膜
から核内への移行。前者の経路によれば、細
胞質β-catenin の蓄積が認められる。一方、
後者の経路によれば、β-catenin の局在変化
は観察されるものの細胞内β-catenin 量の
変化は認められない。そこで、CagA 安定発現
株を用いて CagA 誘導及び非誘導細胞でのβ
-catenin の細胞内局在を免疫染色により観
察するとともに、細胞内β-catenin 量をウェ
スタンブロット法により解析する。 
（２）① 腸上皮分化マーカーの解析：CagA
安定発現株を用いて cagA 陽性ピロリ菌の長
期持続感染を in vitro で再構成し、CagA に
より腸上皮化生が誘導される可能性を明ら
かにする。具体的には、CagA 誘導及び非誘導
条件下で MKN28 胃上皮細胞を長期間培養し、
腸上皮分化マーカーの発現を解析する。腸上
皮分化マーカーとして、Cdx１、Cdx2、Villin、
MUC2、Carbonic anhydrase 1、Sucrase 等の
検討を計画している。 
② 腸上皮分化マーカー誘導におけるβ
-catenin シグナルの関与：胃上皮細胞におい
て恒常的にβ-catenin シグナルが活性化さ
れることにより腸上皮分化マーカーの発現
が誘導されることを示す。MKN28 胃上皮細胞
を用いて tet-off システムで安定型β



-catenin (S33Y)を誘導発現する安定発現株
を樹立する。樹立した安定発現株を用いて、
β-catenin 誘導及び非誘導条件下で長期間
培養し、腸上皮分化マーカーの発現を解析す
る。尚、実験に用いるβ-catenin (S33Y)は、
β-cateninの分解過程でGSK3βによりリン酸
化される 33 番目のセリンをチロシン残基に
置換した分解耐性型の変異体である。 
（３）研究代表者は、CagA 安定発現株を用い
た解析により、CagA がβ-catenin シグナル
の標的遺伝子の一つである cyclin D1 の発現
を誘導することをウェスタンブロット法及
びノーザンブロット法により明らかにして
いる。CagA はβ-catenin シグナル以外にも
複数の細胞内シグナル伝達系を脱制御する
と考えられることから、細胞周期・細胞増殖
に関連する遺伝子の発現変化について cDNA
マイクロアレイ(GeneChip)を利用して網羅
的に解析する。具体的には、CagA 誘導及び非
誘導条件で培養した細胞より total RNA を抽
出し、Affymetrix 社の human genome U133A 
Plus 2.0 Array GeneChip を用いて遺伝子発
現を解析し、CagA 誘導・非誘導細胞間で比較
する。 
（４）CagA の分子多型によりβ-catenin シ
グナル活性可能に差がみられるか否かを明
らかにする。臨床検体から分離同定された
CagA 分子多型に基づき、EPIYA サイトの数及
び組み合わせにバリエーションを有する複
数の変異型 CagA 発現ベクターを作製し、レ
ポーターアッセイによりβ-catenin シグナ
ル活性化能を調べる。レポーターベクターと
して、TCF 結合配列をルシフェラーゼ遺伝子
の上流に組み込んだ TOPtkLuciferase 及び
TCF 結合配列に点変異を導入したコントロー
ルベクターFOPtkLuciferase を用いる。 
 
４．研究成果 
（１）① CagA が結合する新規細胞内標的分
子の同定：免疫沈降法を用いて CagA 結合蛋
白の探索を進めた結果、CagA がリン酸化非依
存的に E-cadherin と複合体を形成すること
を見いだした。 
② 細胞内β-catenin の解析：CagA 安定発現
細胞における細胞内β-catenin の解析を行
った。免疫染色によりβ-catenin の細胞内局
在を調べたところ、CagA 非発現細胞ではβ
-catenin が細胞膜に局在しているのに対し、
CagA 発現細胞では細胞質及び核内に移行し
ていることが観察された。一方、ウェスタン
ブロットの結果から、CagA 発現細胞における
細胞内β-cateninm の蓄積は認められなかっ
た。 
③ CagA が E-cadherin/β-catenin 複合体に
及ぼす影響を調べたところ、CagA 発現細胞で
は E-cadherin に結合するβ-catenin 量が減
少していることが認められた。 

 従って、CagA は E-cadherin との結合を介
して E-cadherin/β-catenin複合体形成を不
安定化する結果、β-catenin を細胞膜から細
胞質及び核内へ移行を促しβ-catenin シグ
ナルを活性化することが明らかになった。 
（２）① 腸上皮分化マーカーの解析： ヒト
胃上皮細胞由来の CagA安定発現株を用いて、
CagA 誘導及び非誘導条件下で 14 日間細胞を
培養し、腸上皮分化マーカーの発現をノーザ
ンブロット法もしくは免疫染色により解析
した。その結果、CagA を長期間発現させた
MKN28 胃上皮細胞において、Cdx1 及び MUC2
の発現が誘導されていることを見いだした。 
②腸上皮分化マーカー誘導におけるβ
-catenin シグナルの関与： MKN28 胃上皮細
胞を用いて tet-off システムで安定型β
-catenin (S33Y)を誘導発現する安定発現株
を樹立した。β-catenin 誘導及び非誘導条件
下で 14 日間培養し、免疫染色により MUC2 発
現の有無を解析したが、MUC2 発現は認められ
なかった。 
 既に研究代表者は、胃上皮細胞において
CagA が p21WAF1/Cip1を誘導することをウェスタ
ンブロット法ならびにノーザンブロット法
により明らかにしていた。p21WAF1/Cip1の発現は
細胞分化においても重要な役割を担うこと
から、CagA による腸上皮分化マーカーの誘導
に関与している可能性が考えられた。そこで、
CagA による腸上皮分化マーカーの誘導にお
いて、β-catenin シグナル及び p21WAF1/Cip1が
関与している可能性を検証した。解析の手段
として、先に樹立していた tet-off システム
で安定型β-catenin (S33Y)を単独に発現す
る安定発現株に加えて、p21WAF1/Cip1を単独発現
する安定発現株ならびに安定型β-catenin 
(S33Y)と p21WAF1/Cip1 を二重発現する安定発現
株を樹立した。樹立した安定発現株を用いて、
β-catenin (S33Y)/p21WAF1/Cip1 誘導及び非誘
導条件下で 14 日間培養し、免疫染色により
MUC2 発現の有無を解析した。その結果、安定
型β-catenin (S33Y)と p21WAF1/Cip1を二重発現
する安定発現株においてのみ MUC2 発現が観
察された。 
 以上のことから、CagA はβ-catenin シグ
ナルの活性化及びp21WAF1/Cip1の誘導を介して、
胃上皮細胞を腸上皮細胞に異常分化させる
ことが示された。 
（３）CagA 発現細胞における遺伝子発現変化
に関する網羅的解析：cDNA マイクロアレイを
用いて CagA 誘導及び非誘導細胞における遺
伝子発現を解析・比較したところ、CagA 発現
により複数の遺伝子の発現に変化がみられ
た。CagA 発現により発現亢進が認められた遺
伝子には、細胞形質転換に関わる遺伝子群
(Matrix metalloproteinase 1、CD26 等)や腸
で発現が認められる遺伝子群（Intestinal 
cell kinase 等）が含まれていた。また、既



にノーザンブロット法を用いて CagA による
発現誘導を明らかにしていた Cdx1 及び
p21WAF1/Cip1の発現亢進も確認された。 
（４）CagA の分子多型とβ-catenin シグナ
ル活性化能の関連性の解析： 
① 欧米型 CagA (CagA-ABC)と東アジア型
CagA (CagA-ABD)では、β-catenin シグナル
活性化能に差は認められなかった。 
② CagA-ABC と CagA-ABCCC 間でβ-catenin
シグナル活性化能に差がみられなかったこ
とから、C サイトの数には依存しないことが
示された。 
③ 変異型 CagA-AB はβ-catenin シグナル活
性化能を示さなかった。一方、AB サイトを保
有しないCagA-Cと CagA-Dではβ-cateninシ
グナル活性化能が認められた。従って、CagA
の AB サイトはβ-catenin シグナル活性化に
関与しないことが明らかになった。 
④ 研究代表者らは、CagA の C サイト及び D
サイト近傍に共通に存在する 16 アミノ酸配
列が CagA の多量体形成ならびに CagA-PAR1b
複合体形成の責任領域であることを見いだ
し、CagA-multimerization (CM)配列として
報告している。CagA-C 及び CagA-D より CM 配
列のみを除去したところ、β-catenin シグナ
ル活性化能の消失が確認された。 
 従って、CagA の CM 配列がβ-catenin シグ
ナル活性化に必要な責任領域であることが
示されたことから、CagA による E-cadherin/
β-catenin 複合体の不安定化の分子機構に
PAR1b が関与している可能性が示唆された。
また、CagA によるβ-catenin シグナルの活
性化は欧米型 CagA と東アジア型 CagA に共通
に認められることから、CagA のβ-catenin
シグナル活性化能は CagA の基本的生物活性
であり、すべての CagA 分子種が前癌病変と
されている腸上皮化生を引き起こす能力を
保有していることが示唆された。 
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