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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌の抗酸化能力である鉄イオン共役型 Superoxide 
Dismutase(SodB)は胃粘膜上皮への持続感染の樹立に必須な遺伝子であり、さらに、SodB の強
発現はメトロニダゾール（Mtz）耐性化を誘導する(Tsugawa et al., Antioxid. Redox Signal. 14:15-23, 
2011)。SodB強発現によるMtz耐性ピロリ菌は鉄トランスポーターFecA1発現も亢進しており、
fecA1遺伝子を欠損させると、SodB活性が低下すると共に、Mtz耐性は解除された。さらに、
fecA1遺伝子は転写制御因子 Furにより転写制御されるが、SodB強発現Mtz耐性ピロリ菌が保
持する変異型 Furによって、fecA1発現が亢進状態にある事を明確にした。また、fecA1遺伝子
欠損ピロリ菌は、SodB活性の低下に伴い、胃粘膜上皮への感染能力が低下することをスナネズ
ミに対する感染実験で明確にした。以上の結果は、鉄トランスポーターFecA1は、SodB活性発
現に寄与し、胃粘膜上皮への持続感染に必須な遺伝子であり、さらに、FecA1 発現亢進は Mtz
耐性化にも寄与する事を意味しており、新規除菌治療戦略の構築に向けたターゲット分子とし

ての可能性を提示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori encodes a single iron-cofactored superoxide dismutase 
(SodB),which is regulated by the ferric uptake regulator (Fur). Ferrous ion (Fe2+) is necessary for the 
activation of SodB. The activity of SodB is an important determinant of the capability of H. pylori for 
long-termcolonization of the stomach and of the development of metronidazole (Mtz) resistance of the 
bacterium. It was demonstrated that fecA1, a Fe3+-dicitrate transporter homolog, is an essential gene for 
SodB activation, but not for the biogenic activity of H. pylori. H. pylori with SodB inactivation by fecA1 
deletion showed reduced resistance to H2O2, reduced gastric mucosal-colonization ability in Mongolian 
gerbils, and also reduced resistance to Mtz. Taken together; FecA1 is an important determinant of the 
host-colonization ability and Mtz resistance of H. pylori through Fe2+ supply to SodB, suggesting that 
FecA1 may be a possible target for the development of a novel bactericidal drug. 
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１．研究開始当初の背景 
胃上皮細胞へ感染・定着したピロリ菌は、

宿主異物排除応答である好中球由来の活性
酸素種(ROS)及び二次除菌療法として用いら

れるメトロニダゾール(Mtz)由来の活性酸素
等種々の ROS攻撃に曝される。従って、これ
らの ROS 攻撃に抵抗するピロリ菌の抗酸化
能は、宿主異物排除応答抵抗性に寄与し、胃
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図 1．各ピロリ菌株の SodB活性 
(Tsugawa et al., Free Radical Biology & Medicine, 
52: 1003–1010, 2012の Fig. 2.より引用) 

上皮細胞への持続感染を樹立させ、且つ、Mtz
耐性化にもつながる重要な能力である。従っ
て、ピロリ菌の抗酸化能を担う鉄イオン共役
型 superoxide dismutase (SodB)は、胃上皮細胞
への持続感染の樹立に必須であるだけでな
く、SodB の機能亢進は Mtz 耐性にも寄与す
る (Infect.Immun.,61;5315,1993, Antioxid. 
Redox Signal., 14:15, 2011)。ピロリ菌の SOD
サブタイプは鉄イオン共役型 SodB しかない
ことと、ピロリ菌の SOD 活性の亢進は、鉄
イオン制限下で有意に抑制されることから、
SOD 活性の発動には十分な鉄イオンが必要
であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
臨床分離された SodB強発現型 Mtz耐性ピ

ロリ菌株は、sodB の promoter 領域(Fur-Box)
に結合し sodB の転写を抑制する Fe2+結合性
転写制御因子 Ferric uptake regulator(Fur)にア
ミノ酸変異を示す変異型 Fur保持菌株である
が故に、sodB遺伝子の転写制御が正に破綻し
ている。(Antioxid. Redox Signal., 14:15-23, 
2011)。また、SodB は慢性感染の樹立に必須
遺伝子でもある(Infect.Immun.,61;5315,1993)。
そこで、研究代表者は、「ピロリ菌の Furによ
って転写制御を受ける SodB 発現を封じ込め
ば、持続感染能を喪失させ、且つ、Mtz 耐性
をも解除できるのではないか」と考えた。ピ
ロリ菌の Fur 依存的 SodB 活性発現には十分
な鉄イオンが必要であると考えられたため、
本研究課題では、ピロリ菌の鉄トランスポー
ターに注目し、SodB 発現に寄与する鉄トラ
ンスポーターの同定及びその役割を明確に
し、同分子阻害が持続感染能の喪失及び Mtz
耐性の解除をもたらすかを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 使 用 H. pylori 菌 株 ； H. pylori 
ATCC700392および SodB強発現型Mtz耐性
ピロリ菌株(Fur変異株)としてKS0048（mutant 
Fur; P114S, N118H）及び KS0145(mutant Fur; 
C78Y, N118H) を 用 い た (Antioxid. Redox 
Signal., 14:15-23, 2011)。また、臨床分離野生
型 Furピロリ菌株として KS0189を用いた。 
(2) SodB強発現株及び fecA1遺伝子欠損株の
構築；H. pylori に安定的に保持される pHel3
発現 vectorを用いた。pHel3発現 vectorに sodB
遺伝子の ORF領域をサブクローニングし、エ
レクトロポレーションにて H. pylori 
ATCC700392 株へ形質転換した。また、
pCR2.1-TOPO vector を用いて、fecA1 遺伝子
欠損株構築用ターゲット vectorを構築し、エ
レクトロポレーションにて H. pylori 
ATCC700392株へ形質転換後、相同組み換え
法により fecA1遺伝子欠損 H. pyloriを樹立し
た。 
(3) recombinant Furタンパク質発現と精製；発

現 vector pET30b(+)へ Fur遺伝子の ORF領域
をサブクローニングし、E. coli BL21 (DE3)へ
形質転換した。0.5 mM IPTG添加後 8 h培養
することで recombinant Fur蛋白質を発現誘導
させた。Recombinant Furは Hisタグを標識と
し、ニッケルカラムで精製した。 
(4) promoter DNAと Furタンパク質の結合解
析；精製 recombinant Furとビオチン標識した
fecA1 promoter 領域（ Fur-Box）の PCR 
productsを用いて、Fur-Boxへの Furの結合
能 を surface plasmon resonance assay 
(BIAcore2000 分子間相互作用解析装置)によ
り検討した。 
(5) スナネズミへの H. pylori感染実験；6週
令スナネズミ(MON/Jms/Gbs Slc)に fecA1欠損
H. pylori ATCC700392、fecA1欠損 KS0048、
fecA1欠損KS0145、H. pylori ATCC700392、
KS0048 、 KS0145 株 を そ れ ぞ れ 109 
cfu/mL(600 μL)で感染させ、12週間後に解剖
し、感染菌数を分離培養法にて測定した。 
 
４．研究成果 

H. pylori ATCC700392のSodB強発現株
（ATCC700392 pHel3::sodB）はH2O2抵抗性

がH. pylori ATCC700392に比べて有意に亢進
したが、鉄イオン制限環境下（ 20 μM 
deferoxamine mesylate添加）で、H2O2抵抗

性の亢進はキャンセルされた。一方で、アミ

ノ酸変異型Furのコードによりメトロニダゾ
ール(Mtz)耐性を示すSodB強発現臨床分離株 
KS0048（mutant Fur; P114S, N118H）及び
KS0145(mutant Fur; C78Y, N118H) は 、

ATCC700392 pHel3::sodB同様にH2O2抵抗

性が亢進したが、鉄イオン制限下環境におい

てもキャンセルされなかった。また、KS0048
及 び KS0145 の SodB 活 性 は 、 H. pylori 
ATCC700392及びKS0189に比べて有意に亢
進しており(図1)、これは鉄イオン制限環境下
でも変わらず亢進していた。 

 
上記の結果から、「変異型Furコードにより、



 

 

KS0048及びKS0145では、外界鉄イオン獲得能
及び鉄貯蔵能を亢進させ、鉄イオン制限環境

下でもSodBへ安定した鉄イオンを供給する
システムが整備されており、持続的なSodB活
性亢進をサポートすることができている」と

仮説した。そこで、外界鉄イオン取り込みト

ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る 、 Fe3+-dicitrate 
transporter homologのFecA1及びFecA2の発現
変化に注目した。KS0048及びKS0145では、
FecA1のmRNA発現がH. pylori ATCC700392
及びKS0189に比べ有意に亢進していた。一方
で、FecA2のmRNA発現の亢進は認められなか
った（図2）。 

 
fecA1及びfecA2遺伝子のpromoter領域には

転写制御因子Furの結合領域が確認されてお
り、いずれもFurによる転写制御を受ける。そ
こで、変異型FurのFecA1及びFecA2それぞれ
のFur-boxへの結合能の変化を解析した。fecA1 
promoter (Fur-box)への変異型Furの結合活性は
有意に低下したが（図3）、 fecA2 promoter 
(Fur-box)への結合能は、Fur変異による影響を
受けなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

つまり、Furのアミノ酸変異によって、fecA1
遺伝子制御機構が正に破綻し、fecA1発現が亢
進状態にあることが示された。これらの結果

から、KS0048及びKS0145が示すSodB活性の
亢進は、FecA1による外界鉄イオン取り込み亢
進によってサポートされていると考えられた。

従って、ピロリ菌のSodB活性発現に必要な鉄
イオンは、FecA1を介して取り込まれていると
仮説できた。さらに、KS0048及びKS0145では、
ピロリ菌の鉄貯蔵タンパク質であるPfrの発
現レベルもH. pylori ATCC700392に比べて有
意に亢進しており、鉄貯蔵能も亢進している

ことが示された。そこで、相同組み換え法に

より、fecA1遺伝子欠損株を構築し、SodB活性

発現の変化及びH2O2感受性変化について検討

した。 fecA1遺伝子欠損により、H. pylori 
ATCC700392のSodB活性は有意に低下し（図
4）、H2O2感受性は有意に亢進した。つまり、

fecA1遺伝子欠損によりSodB活性は維持でき
なくなり、その結果、ピロリ菌の酸化ストレ

ス抵抗性が破綻することが明らかとなった。 
さらに、KS0048株及びKS0145株もfecA1遺
伝子を欠損させることによって、SodB活性は
有意に低下し（図4）、H2O2感受性も亢進した。

また、fecA1遺伝子欠損によって、Mtzに対す
るMIC値も、KS0048株では32から4 μg/mLへ、
KS0145株では128から32 μg/mLへとそれぞれ
低下し、特にKS0048株のMtz耐性はキャンセ
ルされた。 

sodB遺伝子の欠損はピロリ菌の感染能力を
消 失 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る

(Infect.Immun.,61;5315,1993)。上記結果より、
KS0048株及びKS0145株も、fecA1遺伝子欠損
により、SodB活性の低下により抗酸化能が減
弱したことから、fecA1欠損により、酸化スト
レスを介した宿主異物排除応答抵抗性を失い、

慢性感染能を失うと推測された。そこで、ス

図 2．各ピロリ菌株の fecA1 及び fecA2の
mRNA発現レベルの比較. A. fecA1 mRNA
発現レベル. B. fecA2 mRNA 発現レベル. 
(Tsugawa et al., Free Radical Biology & 
Medicine, 52: 1003–1010, 2012の Fig. 3.よ
り引用) 

図 3．Surface Plasmon Resonance Assay 
(BIAcore2000)による野生型 Fur(ATCC-Fur
及びKS0189-Fur)と変異型 Fur（KS0048-Fur
及 び KS0145-Fur ） の fecA1 promoter 
(Fur-box)への結合親和性解析 

図 4．各ピロリ菌株における fecA1遺伝子
欠損に伴う SodB 活性発現の変化 
(Tsugawa et al., Free Radical Biology & 
Medicine, 52: 1003–1010, 2012の Fig. 5改
訂) 



 

 

ナネズミを用いて、感染能の変化を検討した。

その結果、H. pylori ATCC700392、KS0048株及
びKS0145株において、fecA1遺伝子欠損により
定着ピロリ菌数は減弱し、感染能力を失うこ

とが示された（図5）。 

以上の成果をまとめると、ピロリ菌の慢性

感染の樹立に寄与する抗酸化能力は主に

SodB活性発現によって発揮されているが、
SodBの活性維持には、活性中心へのFe2+供給

が必須である。ピロリ菌は、Furによる転写制
御を介して、外界鉄イオントランスポーター

FecA1を調節し、SodB活性中心へFe2+を供給し

ている。そのため、FecA1機能不全により、
SodBを介したピロリ菌の抗酸化能は破綻し、
慢性感染能力は消失し、且つ、Mtzへの感受性
も亢進する。これらの成果から、ピロリ菌の

持続感染能の喪失とMtz耐性解除をもたらす
新規除菌治療戦略として、細菌固有の菌体外

膜鉄トランスポーターFecA1がターゲット分
子として有効的である可能性が示された。 
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