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研究成果の概要（和文）： 

 ピロリ菌の空胞化毒素 (VacA) の多様な作用は、上皮細胞膜のいくつかの受容体（受容体型

チロシンホスファターゼおよびフィブロネクチンなど）を介する。我々は胃由来株化細胞から

機能不明な VacA結合蛋白 p500を精製して、p500が低密度リポタンパク質受容体関連タンパク

質(LRP1)であることを認めた。VacAは LRP1との結合を介してオートファジーを誘導した。LRP1 

がオートファジー誘導に関与する初めての知見であり、過剰なオートファジー誘導はアポトー

シス誘導を引き起こすことを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
  The pleiotropic effects of vacuolating cytotoxin (VacA) produced by Helicobacter 
pylori appear to result from activation of different signal transduction pathways through 
binding to several epithelial cell receptors, e.g., receptor protein tyrosine phosphatase 
(RPTP) β and α, and fibronectin. Here we purified from AZ-521 cells, a human gastric 
epithelial ell line, a surface membrane protein, p500, which binds VacA, and identified 
it as low-density lipoprotein receptor-related protein-1 (LRP1). LRP1 binding of VacA 
was shown to be specifically responsible for VacA-induced autophagy and apoptosis, but 
not activation of the Wnt/ß-catenin signaling pathway. Similar to RPTPα and RPTP ß, LRP1 
mediates VacA internalization in AZ-521 cells, but in contrast to RPTPα and RPTP ß, LRP1 
targeted downstream pathways leading to autophagy and apoptosis. VacA-induced autophagy 
via LRP1 binding precedes apoptosis suggesting that an excessive autophagic activity can 
also lead to cell death. This is the first study to provide evidence that LRP1 mediates 
autophagy. 
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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原

因菌であることが知られている。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

された。すなわち、本菌は個々の臨床分離株

間でその形質が大きく異なるという特徴を

有し、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い。事実、最近の分

子疫学的解析を通して、本菌の有する複数の

遺伝子と病原性との関連が指摘され、なかで

もcagA遺伝子、vacA遺伝子は胃癌との関連が

強く示唆されている。cagA遺伝子は欧米分離

株の60-70%、日本分離株のほとんどが保有す

る。cagA 陽性株は陰性株にくらべ高度の萎

縮性胃炎を惹起し、この委縮性胃炎を素地と

して腸上皮化生さらには分化型腺癌が発症

すると推察されている。vacA遺伝子はすべて

の菌株が保有するが、その産物であるVacAを

産生・分泌する菌は全体の50％程度にとどま

る。VacA毒素 (vacuolating cytotoxin: 空

胞化毒素)は菌体から分泌され、胃上皮細胞

に空胞変性を引き起こし、死滅させる。興味

深いことにcagA遺伝子とvacA遺伝子はゲノ

ム上まったく独立して存在するにもかかわ

らず、VacA毒素産生菌株はほぼすべてcagA陽
性であり、「CagAとVacA毒素の共存が本菌感

染において菌側に何らかの有利な状況を作

り出す」可能性が考えられた。 
 我々はこれまで本菌が産生する VacA の受
容体が受容体型チロシンフォスファターゼ
RPTPであることを示した（J.Biol.Chem. 
1999, 2000）。さらに、RPTP KOマウスを用
いて VacAが胃粘膜上皮細胞の RPTP に結合
してその細胞接着能を減少させ、その結果、
上皮細胞が基底膜から剥離し、胃酸の逆拡散
などに曝されて胃炎、潰瘍の病態が形成され
る機序を報告した（Nat.Genet. 2003）。この
作用は RPTPの Natural ligand であるヘパ
リン結合性成長因子 Pleiotrophin (PTN)と酷
似していた。加えて、VacAが宿主細胞の転写
活性の攪乱を引き起こすこと（J.Biol.Chem. 
2003）、中でも p38MAPK/ATF-2 経路を介した
ATF-2 の活性化(J.Biol.Chem. 2004, Infect. 
Immun. 2006) が 胃 上 皮細 胞 で は COX-2 
(Infect Immun. 2007)、単球系細胞では IL-8 
(J. Immunol. 2008)の発現を亢進させること
を明らかにした。さらに 2009 年 1 月には、

VacA が PI3K/Akt 経 路 を 活 性 化 し て
Wnt/-catenin シングナル伝達経路を活性
化して、細胞周期や増殖、遺伝子発現に大き
く影響していることを示した（J. Biol. Chem. 
2009）。こうした一連の反応は VacA毒素が受
容体に結合し 細胞内に取り込まれることな
く惹起されるのに対し、VacA 毒素が細胞内
に取り込まれると Baxや Bakを活性化してミ
トコンドリアからのチトクローム C遊離を惹
起 し て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す
（J.Biol.Chem. 2006）。ここに至って、我々
は VacA毒素の作用を二つに分けて考えた 

すなわち、VacAが受容体に結合した後に細胞

内に取り込まれるか否かを境にして、細胞の

「生と死」といった相反する現象を促す作用

をVacAが示すことであった。 

興味深いことに、本菌の病原遺伝子群

（CagPAI）の産物で、４型分泌装置で胃上皮

細胞に直接注入され「細胞増殖と発癌」に関

連する CagA は、VacA の細胞内への取り込み

を阻害することが判明した（開始当初は投稿

中であったが Dis. Model. Mech 2010に掲載

済み）。我々の初期の研究では、細胞内への

取り込みとは無関係に細胞を「生」に促す

VacA毒素の作用は、増殖因子である PTNの「細

胞増殖」に関わる反応と似ていることも分か

ってきた（J.Biol.Chem. 2009）。しかも、こ

れまでに得た知見、すなわち CagA によって

もたらされる NFAT-3 の活性化とその活性化

を介して細胞の細胞周期を G1 期で停止させ

る p21 の発現を促す作用を VacA が阻害する

こと（Proc Natl Acad Sci USA 2005）は、「VacA

が細胞増殖を促進する」という考えとも一致

していた。従って、本菌が付着定着して持続

感染の部位を胃に確保してゆくためには

VacA による細胞死の誘導はそのまま菌の定

着場所を失うことであり、菌にとって必ずし

も好ましいものではないと考えた。 
 
２．研究の目的 
 

 我々の当初の基礎的研究により、細胞の増

殖に関わる情報伝達は、これまでVacA受容体

として報告したいずれの PRPT(RPTPと

RPTP)をも介しているのではないことが判

明していたことから、本研究により、細胞増

殖に関わる新たなVacA受容体を同定し、細胞

増殖に関わるVacA受容体の活性化分子メカ

ニズムを究明することを目的とした。とくに

VacA毒素の抗体を用いた免疫沈降実験の成

績では、RPTPとRPTPとの間にあるバンド



はRPTP抗体と反応することからその分解

物と推察しているので、研究対象とする候補

蛋白はより高分子のVacA毒素結合蛋白であ

る分子量約500kDaの糖蛋白質（p500）を研究

の焦点に当てて研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
 
これまで VacA 受容体の同定に用いた方法を
スケールアップして、VacA抗体による免疫沈
降によって得られる VacA と結合する蛋白質
の解析を進めた。すなわち、p500の精製と同
定は、既報（J.Biol.Chem. 1999, 2000）と
同様にレクチンカラムを用いる可能性を調
べたところ、p500は MAAレクチンと反応する
糖タンパクであるが、RPTPと反応する PNA
レクチンとは反応しないことが判ったので、
大量培養した胃由来株化細胞 AZ-521から MAA
レクチンカラムを用いて精製し、LC/Mass で
構造解析した。その結果認められたスコアー
の高い蛋白質をあらたな VacA 毒素受容体と
して、細胞増殖に関わる可能性を究明した。 
 そのために p500 抗体を用いた、免疫沈降
法や共焦点顕微鏡などでの染色・蛍光画像解
析による VacA との結合を調べた。また
p500siRNAを用いて p500が発現抑制した細胞
を用いて、VacA が惹起する p38MAP kinaseな
どの MAPKや PI3k/Akt 経路の活性化、さらに
は そ の 下 流 で 細 胞 生 存 に 関 わ る
Wnt/-catenin 経路のキーエンザイムであ
る GSK3に及ぼす影響を調べた。 
 p500 がオートファジーやアポトーシス誘導
に関与しているかを、LC3Bの発現、細胞内に
おける蓄積、LysoTracker による小胞の酸性
化の有無、アポトーシスマーカー蛋白質の切
断などを調べて解析した。 
 
４．研究成果 
 VacA 抗体を用いた免疫沈降物に認められ
た蛋白質 p500を Mass 解析した結果、数種類
の膜蛋白を候補蛋白として同定した。この中
でとくに LRP1（低密度リポタンパク質受容体
関連タンパク質 1、low-density lipoprotein 
receptor-related protein 1）は膜１回貫通
蛋白であり、LDL と結合するほかに、他の細
菌毒素である緑膿菌 Exotoxin Aを含む 30以
上のリガンドと結合し広範多岐な生理機能
に関わる情報の伝達に細胞、組織特異的に機
能していることが知られていた。興味深いこ
とに LRP1 は細胞外マトリックス蛋白トロン
ボスポンジン 1(TSP1)と結合し PI3K/Akt情報
伝達経路を活性化し抗アポトーシス作用と
線維化の促進に寄与することが報告されて
いて、VacA と同様に PI3K/Akt 経路の活性化
が LRP1 を介して生じていることが示されて
いた。そこで LRP1が VacAと結合することを
免疫化学的，細胞化学的、分子生物学的に証

明を試みた。 
 LRP1の発現を siRNAを用いて抑制した細胞
では、VacA の空胞化活性が阻害されたが、目
的とする VacA による Akt や GSK3のリン酸
化亢進には影響しなかった。しかし、 LRP1 
は VacA と共に細胞内に取り込まれ、LC3B の
集積するオートファジー酸性領域に共局在
した。興味深いことに、VacA による空胞と
は異なる小胞であった。また、陰イオントラ
ンスポーター阻害剤処理により VacA 誘導
性のオートファジー誘導が阻害されること
から、この事象は陰イオンの細胞内変化が関
与することが示唆された。さらに、LRP1 あ
るいは Atg5 の発現抑制は VacA によるオ
ートファジー誘導のみならず、アポトーシス
をも部分的に阻害した。 
 以上の結果は、VacA のオートファジー誘
導に LRP1 が関与する初めての知見であり、
過剰なオートファジー形成はアポトーシス
誘導にも寄与していると考えられた。 
 一方、津川等との共同研究の結果は、ピロ
リ菌の発癌リスク因子であるエフェクター
蛋白質 CagA が VacA 誘導性のオートファ
ジーにより分解されるが、LRP1抑制細胞では 
CagA のオートファジー分解が阻害されて細
胞内蓄積することが明らかとなった。加えて
ピロリ菌によって細胞内に打ち込まれた
CagA は、通常、オートファジーによって分
解・排除されるが、CD44v9を発現するいわゆ
る「がん幹細胞」では、細胞内に CagA を溜
め込んでいくことも判明した。 
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