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研究成果の概要（和文）：胃癌を誘導するピロリ菌感染症において、小児血清中のピロリ菌抗体に対するピロリ菌抗原
蛋白質の網羅的同定を行なった。二次元ゲル上の40抗原蛋白質スポットを切り出し質量分析に供して、新規9抗原蛋白
質を含む24抗原蛋白質を同定した。全てのピロリ菌陽性血清はCagAに反応し、多くの血清では強く反応した。CagAリコ
ンビナント蛋白質シリーズを用いた解析より、主要エピトープドメインはCagA中央領域（CagA-M）であった。そこでCa
gA-Mを重複してカバーする25ペプチドを合成後アレイ状に基板に固定化し、血清抗体を反応させた。この方法によりCa
gA-M 領域から2つ主要抗原エピトープペプチドを同定した。

研究成果の概要（英文）： This study focused on Japanese child serum antibodies against Helicobacter 
pylori, a chronically-infected gastric bacterium which causes gastric cancer in adults. Serum samples 
from 24 children, 22 H. pylori (Hp)-positive and 2 Hp-negative children, were used to catalogue antigenic 
proteins of a Japanese strain CPY2052 by two-dimensional electrophoresis followed by immunoblot and 
LC-MS/MS analysis. In total, 24 proteins were identified as candidate antigen proteins. Among these, the 
major virulence factor, cytotoxin-associated gene A (CagA) protein was the most reactive antigen 
recognized by all the Hp-positive sera even from children under the age of 3 years. The major antigenic 
part of CagA was identified in the middle region, and two peptides containing CagA epitopes were 
identified using a newly developed peptide/protein-combined array chip method. Each of the epitopes was 
found to contain amino acid residue(s) unique to East Asian CagA.

研究分野：感染症、微生物学、生化学、プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 

胃癌発症率の高い東アジアにおいて、胃癌

克服は待ち望まれる医学の重要課題である。

ピロリ菌は、主に幼少期に家族内で初期感染

後持続感染して、胃炎、胃潰瘍、胃癌の発症

に深く関与する。近年日本では、ピロリ菌除

菌法がほぼ確立し、除菌治療の保険適用症例

も、胃・十二指腸潰瘍から早期胃癌に対する

内視鏡的治療後胃・胃MALTリンパ腫・突発

性血小板減少性紫斑病（ITP）へと拡大され

た。さらに除菌対象を全感染者にすれば胃癌

の発症低下を見込めるものの、医療経済的に

問題がある。したがって、今後胃癌撲滅まで

に重要となるのは、生まれてくる子供たちに

ピロリ菌を伝播させない方策と共に、すでに

感染してしまった感染者の誰を除菌すべき

か、除菌対象者の判断基準である。 

 日本で胃癌を発症する人は内科を訪れた

感染者中の約 3％（Uemuraら、2001）である

から、この 3%をどれくらい早く見分けられ

るかが、検査方法を改良する上での目標にな

る。早期胃癌を見出すために、近年、成人の

リスク管理型ABC検診が進められている（表

１）。血清抗体による感染判定とペプシノー

ゲン値による胃萎縮度判定を組み合わせて、

萎縮が進んだ C、D群、中でも血清ピロリ菌

抗体が低下した D 群で胃癌リスクが高い

（Tatemichiら、2009, Mizunoら、2010）ため、

この群を見出し内視鏡検査頻度を高める。こ

の路線を更に進めると、除菌対象者の判断基

準を作れるはずである。D群に至る前の C群

および B群から、将来 D群に移行する人を見

分けられるとよい。また検診年齢を繰り上げ

て青少年を対象とした場合には、感染期間が

短いため萎縮に至っていないB群が多いと予

測されるが、B群中の将来 D移行群を見分け

られるよい。見分けた人を確実に除菌するこ

とで、今より早期に胃発癌へのシークセンス

を断つことができる。そのためには、萎縮が

始まる前でも感染者に発現しているピロリ

菌抗体群の中に、疾患予測を可能とするよう

な抗体はないか（表１）。 

 

２．研究の目的 

これまで臨床の現場で活用されてきた血

清試料中の抗体情報をさらに引き出して、ピ

ロリ菌抗体検査の精度を上げることが本研

究の狙いである。年齢や疾患の進行と共に移

り変わるピロリ菌感染症関連抗体群の全体

像を明らかにし、最終的には感染判定の精度

を上げ、さらに疾患の進展予測が可能なバイ

オマーカー抗体群を見出だそうとするもの

である。 

 

３．研究の方法  

小児血清は、和歌山ろうさい病院にて1996

年から2002年の間に採取されたもので、奥

田・宮代医師により血清を研究に用いる旨十

分な説明を受けた後、十分な理解の上で患者

本人もしくは保護者の自由意思による同意が

得られた患者の血清である。今回対象とする

感染小児血清は２２試料で、無疾患小児14名

の血清の他、以下の小児疾患患者８名が含ま

れている。てんかん５名、若年性関節リウマ

チ２名、鉄欠乏性貧血２名、萎縮性胃炎１名

（２名で重複あり）。対照として、ピロリ菌

陰性小児２名の血清を本研究に用いた。ピロ

リ菌陽性および陰性判定は、抗体検査とは異

なる仕組みでの感染判定であるピロリ菌便中

抗原テストを主に用いた。研究に先立ち、山

口大学および和歌山ろうさい病院にて臨床研

究申請を行い、受理された。 

ピロリ菌は、山口大学病院で分離された日

本人由来株 CPY2052と、同株の cagA遺伝子

破壊株および vacA 遺伝子破壊株を主に用い

た。他に、同 CPY3401株、HPK5株、および

西洋人由来標準株 26695、NCTC11637とそれ



ぞれの cagA 遺伝子破壊株を用いた。ピロリ

菌全蛋白質の二次元電気泳動を行った。同時

作成した複数の泳動ゲルを二分し、一方はイ

ムノブロット、他方は高感度 CBB 染色を行

い、染色ゲルから、イムノブロット陽性スポ

ットを切り出し、質量分析に供した(図 1)。

既存のデータベースに加え東アジア株 7株の

ゲノム情報を追加して、蛋白質を同定した。

また 8つの部分的 CagAリコンビナント蛋白

質を大腸菌に発現させ、その粗抽出液を

SDS-PAGE後、血清イムノブロット解析を行

った。さらに、CagA の中央領域をコードす

るリコンビナント蛋白質（CagA-M）、および

CagA-Mを網羅する 25ペプチド （m1-25）を

準備した。各ペプチドは 22 アミノ酸からな

り、基板固定化のための 3xCysタグと Cag-M

特異的な 19 アミノ酸を含んでいる。これら

を、3 mm角のマレイミド導入 DLC基板（東

洋鋼鈑）にアレー状に固定化したペプチド/

蛋白質チップを作製した。30倍希釈血清をチ

ップと反応させ、蛍光標識抗ヒト IgGにて陽

性スポットを可視化し、抗原エピトープペプ

チドを同定した。 

本実験の一部は、研究に先立ち山口大学に

おいて承認を受けた遺伝子組換え実験であ

る。 

 

４．研究成果 

（１）二次元イムノブロット上での小児血清

IgGに対するピロリ菌抗原の同定 

 血清二次元イムノブロット解析により、約

40の抗原スポットを検出し、質量分析にて新

規 10抗原蛋白質候補を含む 24蛋白質を同定

した。2血清以上が反応した30スポットから、

疾患小児血清のみが反応した 8蛋白質、疾患

児血清がより多く反応する 4蛋白質、感染小

児血清の大多数が反応する 4蛋白質をグルー

プ化した(表 2)。 

 
 

（２）CagA蛋白質のエピトープ領域の同定 

全ピロリ菌陽性児血清が CagA と反応し、

100-kDaおよび 90-kDaの CagA分解物とも反

応した。従って、CagA が最も主要な抗原で

あった。そこで、8 つの部分的 CagA 蛋白質

シリーズを大腸菌に発現させて準備し、それ

ぞれを含む大腸菌蛋白質抽出液に対して、各

血清を用いたイムノブロット解析を行った

結果、主要な抗原部位は CagA の中央領域で

あった。 

 

（３）CagA 中央領域を認識する抗体のチッ



プ上でのエピトープマッピング  

CagA 中央領域のエピトープを同定するた

め、CagA 中央領域の蛋白質（CagA-M）と

CagA-M を網羅するペプチドシリーズ

（m1-25)を並べてスポット状に固定化した

アレーチップを作製した（図２）。このチッ

プを使い、ピロリ菌陽性 22血清および陰性 2

血清を反応させて、CagA-M 領域に反応する

血清 IgG抗体をエピトープペプチドごとに検

出した。その結果、基板上の m5、m8、m24、

m25ペプチドスポットが、それぞれ 18%、77%、

86%、23%の血清と反応した。したがって、

多くの血清と反応したm8とm25が、CagA-M

領域の主要な抗原エピトープを含むペプチ

ドであると結論された。 

そこで m8と m25ペプチド領域を、ピロリ

菌東アジア株 5 株および西洋株 5 株の CagA

相同領域と比較したところ、どちらのペプチ

ド内にも、東アジア株特異的配列を含んでい

た（図３）。このことから、小児におけるピ

ロリ菌感染の血清診断には地域特異的 CagA

抗原が重要であることが示唆された。 

 

（４）今後の展開 

本研究では、これまでに報告の少ない小児

血清の解析を進めつつ、研究を進める新しい

方法論を作成した。今後は、さらに多くの血

清を用い、成人血清を用いた解析を進める。

ピロリ菌血清抗体の変遷を明らかにすると

共に、疾患予測システムの構築を行ってゆく。 
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