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研究成果の概要（和文）： 
Helicobacter pyloriのアスパラギナーゼは、U937細胞に顕著な細胞毒性を示した。菌のアス
パラギナーゼを欠損させると、細胞毒性が低下し、砂ネズミへの定着能も低下した。H. pylori 
は菌体外のアスパラギンをアスパラギナーゼによりアスパラギン酸に変換し、そのアスパラギ
ン酸を取り込むことでアスパラギンを利用していた。アスパラギナーゼ、GGT は菌の代謝酵素
であるとともに、感染局所において細胞毒性を発揮して、宿主免疫からの回避と生存、そして
病態形成に関与していると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Helicobacter pylori sparaginase exhibited striking cytotoxic activity against U937 cells via 
asparagine deprivation. The cytotoxic activity of live H. pylori cells against U937 cells was 
significantly diminished by deletion of the asparaginase gene. An asparaginase-deficient 
mutant strain was significantly less capable of colonizing Mongolian gerbils. H. pylori cells 
incorporated extracellular asparagine by transporting aspartate produced by the action of 
the asparaginase. H. pylori asparaginase may be involved in inhibition of normal 
lymphocyte function at the gastric niche, allowing H. pylori to evade the host immune 
system. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヘリコバクターピロリ(H. pylori)の病原性
については、これまでに CagA 蛋白、VacA
蛋白などが非常によく研究されているが、こ

れらの蛋白を欠損させた株でも病原性はあ
る程度保持されているため、病原性には他に
も重要な因子が存在すると考えられている。
私は、これまでに新たに H. pylori の重要な
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病原因子γ-glutamyl transpeptidase (GGT)
を発見した (Shibayama K., et al., Mol. 
Microbiol. 47(2):443-51, 2003)。そして、こ
の酵素の生化学的性状はヒトの GGT とは大
きく異なり、転移活性はほとんどなく、一方
でグルタミンとグルタチオンに対して顕著
な加水分解活性を示し、これらの基質に対す
るKm値は nMのレベルであることを報告し
た(Shibayama K., et al., Mol. Microbiol., 
64(2). 396-406, 2007)。この酵素活性により
グルタミンとグルタチオンが枯渇すること
が胃の上皮細胞に対する細胞障害の一つの
主要なメカニズムと考えられた。また後に他
のグループから、この GGT が T cell の機能
を抑制するという報告(Gastroenterol., 2007, 
132,1820-33)や、動物実験で GGT を欠損さ
せた株は感染成立しないという報告 (Mol. 
Microbiol., 31(5)1359-72, 1999)、そしてさら
に H. pylori に感染した動物にグルタミンを
経口投与すると病態が軽減するという報告(J. 
Nutr., 2009, 139(5), 912-8)がされ、私の発見
が裏付けられた。この蛋白は宿主に対しては
病原因子として作用する一方、菌にとっては
グルタミン利用のために必須な代謝酵素で
あるという二面性をもつという特徴をもつ
ものだった (Shibayama K., et al., Mol. 
Microbiol., 64(2). 396-406, 2007)。このよう
に、菌にとって必須な代謝酵素が同時に宿主
に対して積極的に病原性を発揮していると
いうのは、これまでによく解析が行われてい
る毒素とは異なる病原性のメカニズムであ
る。 
 我々は、H. pylori がアスパラギナーゼを恒
常的に産生して分泌していることを見出し
た。H. pylori は細胞外のアスパラギンを取り
込むトランスポーターを持たず、細胞外のア
スパラギンをアスパラギナーゼの働きでア
スパラギン酸に変換し、それを取り込んでい
ることを見出した。ところで、H. pylori のア
スパラギナーゼは大腸菌のアスパラギナー
ゼと相同性が高いが、大腸菌のリコンビナン
トアスパラギナーゼはヒト T cell に対して細
胞増殖を抑制する活性があり、古くから急性
リンパ性白血病の治療薬として使われてい
る。 
 H. pylori は胃の粘膜に長期持続感染する
ため、我々は H. pylori のアスパラギナーゼ
は感染局所で持続的に宿主に作用している
と予想した。アスパラギナーゼは胃粘膜にお
いて T cell の機能を抑制して、正常な免疫反
応を阻害する役割を果たしていると予想し
た。そして、GGT とアスパラギナーゼ、及
びその他の菌の代謝酵素が協調して同時に
宿主に積極的に病原因子として働き、感染成
立と病原性発揮に関与していると予想し、こ
の研究を始めた。 
 

 
２．研究の目的 
 H. pylori のアスパラギナーゼが宿主の T 
cell の本来の正常な反応を抑制して、実際に
宿主の免疫からの回避により感染成立に関
与していることを、in vitro そして in vivo の
実験を通して明らかにする。そしてさらに、
アスパラギナーゼが我々が以前に見出した
GGT と協調して宿主に対する病原性に積極
的に関与していることを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
H. pylori のアスパラギナーゼの精製 
 菌を培養し、破砕して硫安沈殿、イオン交
換カラム、疎水カラム、ゲル濾過カラムなど
により精製した。 
 
精製酵素の Characterization 
 精製アスパラギナーゼを用いて、酵素活性
を調べた。測定は、我々が以前に確立した
HPLC 法を用いた (Shibayama K., et al., 
Mol. Microbiol., 64(2). 396-406, 2007)。 
 また、精製アスパラギナーゼを用いて、
U937 細胞、胃上皮由来 AGS 細胞、その他の
細胞に対する細胞障害活性を調べた。細胞障
害メカニズムは、アスパラギナーゼの作用に
よるアスパラギンの枯渇が予想されるので、
培養液中にアスパラギンを補給したときの
影響を調べた。 
 
ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ 欠 損 株 の
Characaterization 
 H. pylori アスパラギナーゼ欠損株、及びア
スパラギナーゼと GGT 両方の欠損株を作製
した。我々が以前に確立したカナマイシン耐
性遺伝子カセット、クロラムフェニコール耐
性遺伝子カセットを用いた方法(Shibayama 
K. et al., Mol. Microbiol. 47(2):443-51, 
2003)で欠損株を作製した。そして、これら
の欠損株と親株について、U937 細胞、AGS
細胞その他の細胞に対する細胞毒性を調べ
た。このようにして、まず in vitro で実際に
アスパラギナーゼが H. pylori が示す細胞障
害活性の中で重要なものであることを確認
した。また、GGT との相乗効果についても
明らかにした。 
 
代謝酵素としてのアスパラギナーゼの機能
の解析 
 RI ラベルのアスパラギン、アスパラギン酸
を用いて、H. pylori のアスパラギナーゼによ
るアスパラギン代謝での生理代謝機能を調
べた。親株、アスパラギナーゼ欠損株でのア
スパラギン、アスパラギン酸の取り込みを調
べ、H. pylori が細胞外のアスパラギンをアス
パラギナーゼの働きでアスパラギン酸に変
換した上で取り込んでいることを確認した。



 

 

菌体内に取り込まれた RI ラベルの基質を
TLC 等で分析し、取り込まれた基質がどのよ
うに代謝されたのかも調べた。 
 
動物を用いた感染実験 
 H. pylori の感染モデルとして確立されて
いるスナネズミを用いて、感染実験を行った。 
 まず、臨床から分離された H. pylori 株の
中で、スナネズミに感染が成立する株を複数
選び出した。そして、それらの株のアスパラ
ギナーゼ遺伝子、GGT 遺伝子、または両方
の遺伝子を欠損させた株を作成した。そして
それらの株をスナネズミに感染させて定着
を調べ、親株、欠損株との間での違いを調べ
た。胃で感染成立している菌数も調べ、親株
と欠損株とで比較した。これにより、実際に
H. pylori のアスパラギナーゼが感染成立と
病態発生に関与していることを調べた。 
 このようにして、H. pylori のアスパラギナ
ーゼが実際に in vivo で感染成立と病原性の
発揮に働いていることを明らかにした。そし
て、そのメカニズムについて考察した。また
GGT との相乗効果についても調べた。 
 
 
４．研究成果 
H. pyloriのアスパラギナーゼ活性 
  H. pylori 26695 株とアスパラギナーゼ欠
損株の生菌を 1mM アスパラギンを含む
bufferに懸濁し、37ºCで 2 時間 incubate 後
菌を遠心により除き buffer 中のアスパラギ
ンの変化を調べた。欠損株は、ansB遺伝子に
カナマイシン耐性遺伝子を挿入して作成し
た。H. pylori 26695 株ではアスパラギンが
ほとんどアスパラギン酸に変換されていた
が、アスパラギナーゼ欠損株ではアスパラギ
ンのアスパラギン酸への変換はほとんどみ
られなかった(図 1)。 

図 1 H. pylori生菌による菌体外のアスパラ

ギンのアスパラギン酸への変換の解析。アス
パラギンとアスパラギン酸の組成は HPLC で
解析した。 
 
アスパラギナーゼの精製 
 H. pylori 26695 より、アスパラギナーゼ
を精製した。酵素は菌体に存在するときは安
定していたが、精製を進めると非常に不安定
となり、途中過程で容易に分解された。精製
の工程で Buffer に高濃度のアスパラギン酸
を加えることで、安定して酵素を精製するこ
とに成功した(図 2)。 
 精製酵素はアスパラギン酸を除去すると
速やかに分解されたため、酵素活性は粗精製
酵素で測定した。pH 7.0 でアスパラギンの
Km 値は、9.75±1.81 µM で、至適 pH は中性
付近で比較的広かった。なお、H. pylori の
アスパラギナーゼのリコンビナント蛋白を
精製し、Characterizationを行ったという発
表が海外のグループから出ていて(BBRC, 
377:1222-6, 2008, PLoS One 5:e13892, 2010)、
我々の結果と食い違いがある。彼らの結果は
再現性が確認出来ず、また図に不適切な使い
回しがあり、内容にも不自然な点があるので、
解釈に注意を要すると考えられる。この点に
ついて、我々は論文でも明らかにした。 

図 2 H. pylori から精製したアスパラギナ
ーゼの各画分の SDS-PAGE 
 
アスパラギナーゼの細胞毒性 
 精製アスパラギナーゼ及び生菌を用いて



 

 

U937細胞に対する細胞毒性を測定した。アス
パラギナーゼは、明らかな細胞毒性を示した
(図 3)。細胞毒性は、培地中にアスパラギン
を添加することで低下した(図 3)ため、アス
パラギンの加水分解がその原因であると考
えられた。 

図 3 精製アスパラギナーゼの細胞毒性 
 
生菌による U937細胞に対する細胞毒性 
 H. pylori 26695 と、アスパラギナーゼ欠
損株、及びアスパラギナーゼと GGT の欠損株
の cell line に対する細胞毒性を解析した。
親株が、U937 細胞に対して顕著な細胞毒性を
示したのに対して、アスパラギナーゼ欠損株
(KS-2)では、その毒性は減弱していた。さら
に、スパラギナーゼと GGT 両方の欠損株
(KS-3)では、細胞毒性はほとんど見られず、
U937 細胞は培地のみのコントロールと同程
度に増殖した。する細胞毒性が有意に減少し
た(図 4)。 
図 4 生菌の U937 細胞に対する細胞毒性。

KS-2, アスパラギナーゼ欠損株。KS-3, アス
パラギナーゼ及び GGT の欠損株。 
 
H. pylori のアスパラギナーゼの代謝酵素と
しての機能 
 RI ラベルの基質を用いてアスパラギナー
ゼが、H. pylori 菌体においてアスパラギン
及びアスパラギン酸の細胞内への取り込み
にどのような役割を果たしているか解析し
た。親株は、アスパラギン、アスパラギン酸
ともに細胞内に取り込むことが出来た。一方、
アスパラギナーゼ欠損株(KS-2)は、アスパラ
ギンを取り込むことが出来ず、アスパラギン
酸のみを取り込むことが出来た(図 5)。つま
り、H. pylori は細胞外のアスパラギンを細
胞外でアスパラギナーゼの働きでアスパラ
ギン酸に変換して細胞内に取り込んでいる

ことが分かった。 
図 5  RIラベルしたアスパラギン(A)、アス
パラギン酸(B)の H. pylori 菌体内への取り
込み。 H. pylori26695 株とアスパラギナー
ゼ欠損株(H. pylori KS-2)を RI ラベルした
アスパラギンまたはアスパラギン酸を含む
bufferに懸濁し、5 分後に菌体を洗浄して RI
の取り込みを液体シンチレーションカウン
ターで定量した。 
 
 以上のことから、 H. pylori のアスパラ
ギナーゼは、菌が環境中のアスパラギンを利
用するのに必須の代謝酵素であることが明
らかになった。 

 アスパラギナーゼは同時に、感染宿主の
細胞に対して細胞毒性を示すことがわかっ
た。 

 In vivoにおいては、H. pyloriは恒常的
にアスパラギナーゼを産生して必要な栄養
源として菌体外に存在するアスパラギンを
アスパラギン酸に変換し取り込んで利用し
つつ、その酵素が同時に宿主に対して病原性
を発揮しているメカニズムが考えられた(図
6)。 

図 6 アスパラギナーゼの代謝酵素として
の機能と病原性 
 

臨床分離株のアスパラギナーゼ活性、GGT 活
性と胃がんとの関連性 
 胃がん患者由来の菌株では、慢性胃炎、及
び胃潰瘍患者由来の菌株と比較して GGTの活
性が有意に高かった。アスパラギナーゼの活
性は、株によりバラツキが大きく、病態との
間に有意な相関は認められなかった。アスパ
ラギナーゼと GGTの活性が炎症を起こすのに
関与しているかどうかを調べるために、それ



 

 

ぞれのタンパクの欠損株を作成し、AGS 細胞
に感染させて IL-8 の産生の違いを調べた。
GGTの欠損株では親株と比較して IL-8の産生
が有意に少なかった。アスパラギナーゼの欠
損株では有意な差は認められなかった。 
 
 この研究で、H. pylori のアスパラギナー
ゼが新たに病原因子として働いていること
が明らかになった。今後、この酵素が胃がん
などの病態形成にどのように関与している
のか、分子レベルでの研究が進み、さらには
胃がんの発生の予測や早期診断にも道が開
けると考えられる。 
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