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研究成果の概要（和文）：我々はこれまで、ヘリコバクター・ピロリの病原因子CagAが日本を含む東アジアにおいて胃
癌と関係していることを報告している。さらに日本のピロリ菌感染者の血清CagA抗体価は組織学的胃炎の程度と相関し
ていることも報告した。今回、大腸菌を用いCagAの全長を発現することに成功し、イムノクロマトグラフィーの原理の
もと、血清CagA抗体検出キットの作製に成功した。作製したキットでは、ピロリ菌陽性/CagA抗体陽性のものは陽性と
なり、ピロリ菌陰性/CagA抗体陰性のものは陰性となった。ピロリ菌陽性にも関わらずCagA抗体陰性の血清については
現在条件設定中である。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that Helicobacter pylori CagA was significantly associated 
with gastric cancer in East Asian countries. In addition, we reported that serum CagA antibody titers 
were correlated with the severity of gastritis. In this study, we purified H. pylori full length CagA 
protein using E. coli and developed a rapid detection kit for serum CagA antibody based on 
immunochromatography. The preliminary test kits showed positive bands for H. pylori-positive/CagA Ab 
positive cases, and showed negative for H. pylori-negative/CagA Ab negative cases. Appropriate condition 
for serum samples for H. pylori-positive but CagA Ab negative is now in progress.

研究分野： 消化器内科

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　CagA
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１．研究開始当初の背景 
ヘリコバクター・ピロリ (ピロリ菌)感染者

の一部のみが消化性潰瘍や胃癌を発症し、疾
患発症には宿主側要因、環境因子に加え、菌
側の病原因子が関与している。ピロリ菌の病
原因子として cagA 遺伝子が最も研究されて
おり、欧米では cagA 陽性菌に感染している
ものの方が胃癌になりやすいことが報告さ
れているが、胃癌の多い日本ではほぼすべて
のピロリ菌が cagA 陽性菌であり、cagA の有
無だけでは胃癌になりやすいかどうかの判
断は困難である。一方、cagA 陽性のピロリ
菌に感染していても、感染者すべてが血清の
抗 CagA 抗体陽性を示すとは限らないことが
報告されている。 
私は日本を含む東アジアでさえ、血清の抗

CagA 抗体陽性率は胃癌群において胃炎群よ
りも有意に高いことをメタ・アナリシスの手
法で証明し報告した (Shiota S. Future 
Microbiol.2010)。このことは血清抗 CagA 抗
体陽性者が日本においても胃癌の高危険群
であることを示唆している。 
そこで大分県の検体を使用し、血清抗

CagA 抗体価が胃癌の危険因子である組織学
的胃炎と関係するかについて検討を行った。
その結果、血清の抗 CagA 抗体価は胃体部の
炎症と活動度と有意に相関していることを
発見した(P < 0.05)。この内容は 2012 年、サ
ンディエゴで開かれた米国消化器病週間
(DDW)で発表を行った。このように日本にお
いて血清の抗 CagA 抗体価は強い炎症と関係
していることから、血清抗 CagA 抗体陽性者
は胃癌の高危険群と考えられる。 
 
２．研究の目的 
そこで血清中に存在する CagA 抗体を容易

に検出できるキットを開発できれば、胃癌の
高危険群を容易にスクリーニングすること
が可能になると私は考えた。ピロリ菌に対す
る抗体は血清のみならず尿中にも存在し、ピ
ロリ菌の感染診断として、尿中のピロリ抗体
をイムノクロマトキットで測定する方法が
あり広く臨床で使用されている。このことか
ら、血清中のみならず尿中にも抗 CagA 抗体
が存在している可能性があり、本研究で作製
するキットが尿中の CagA 抗体も検出できれ
ば、さらに非侵襲的に胃癌の高危険群をスク
リーニングできるとも考えている。 
 
３．研究の方法 
 
(1)CagA 抗体を検出するキットの開発  
 ① CagA 蛋白の発現 

CagA の全長をターゲットとし、PCR で増
幅、pGEX ベクターに挿入し、大腸菌を用い
て CagA 発現系を確立した。CagA 蛋白発発
現はウェスタンブロットにて確認した。 
② イムノクロマトグラフィーの原理に基

づくキット作製 
次にこの組み換え CagA 蛋白を抗原とし、

固相化したニトロセルロース膜を用いた抗
CagA 抗体検出用イムノクロマトキットを構
築した。テストデバイスには、検体を滴下す
る検体窓(S)及びテストライン(T)、コントロ
ールライン(C)を確認する判定窓を作製した。
検体窓と判定窓の間には、金コロイド標識抗
ヒト IgG(Fc)ポリクローナル抗体(ヤギ)(以下、
標識抗体)が保持された。また、判定窓のテス
トライン上には CagA 蛋白を、コントロール
ライン上には抗ヒト IgG モノクローナル抗
体(マウス)を固相化した。 
③ 測定原理 
検体希釈液で希釈した検体を検体窓に滴

下すると、希釈液中の IgG と標識抗体が反応
し、免疫複合体を形成してニトロセルロース
膜内を浸透し流れ進む。この免疫複合体の中
に抗 CagA IgG 抗体複合体が存在すれば、テ
ストライン上に固相化されている CagA 蛋白
と反応して捕捉され、赤色のラインとなって
あらわれる。 
 
(2)対象者の血清抗 CagA 抗体価を既製の
ELISA 法で測定 
大分大学医学部附属病院総合診療部で尿

中抗体法(ラピラン)でピロリ菌の感染診断を
したのち、それぞれの参加者から血清を採取
し、既製の ELISA 法にて血清 CagA 抗体価
を測定した。 
(3)作製したイムノクロマトキットと既製の
ELISA の結果との相関の検討 
同意が得られた上記患者血清を用い、作製

したキットで血清 CagA 抗体が検出可能であ
るかを検討した。 
 
４．研究成果 
 
 CagA の全長をターゲットとして、PCR で
増幅、pGEX ベクターに挿入し、大腸菌を用
いて CagA 発現系を確立した。CagA タンパ
ク発現は Western blot にて確認した。 
 次にこの組み換え CagA 蛋白を抗原とし、
固相化したニトロセルロース膜を用いた抗
CagA 抗体検出用イムノクロマトキットを試
験的に 10 テストキット構築した。テストデ
バイスには、検体を滴下する検体窓、および
テストライン、コントロールラインを確認す
る判定窓を作製した。判定窓のテストライン
上には CagA 蛋白を、コントロールライン上
には抗ヒト IgG モノクローナル抗体(マウス)
を固相化した。 
 血清抗 CagA 抗体価の高い血清において良
好に判定窓に陽性バンドが出現することを
確認できた。ピロリ菌非感染の血清抗 CagA
抗体陰性の検体ではバンドは確認できなか
った。ピロリ菌には感染しているが血清抗
CagA 抗体が ELISA にて陰性と判断された
血清ではキットにてバンドを確認できなか
った。   
次にこれまで試験参加への同意を得てい

る血清を使用し既製の ELISA 法にて血清



CagA 抗体価を測定した。 
ELISA にて CagA 抗体価を測定し、その中

から 4 種類の血清を選別した(A: ピロリ菌抗
体陰性、CagA 抗体陰性、B: ピロリ菌抗体陽
性、CagA 抗体陽性(高力価)、C: ピロリ菌抗
体陽性、CagA 抗体陽性(低力価)、D: ピロリ
菌抗体陽性、CagA 抗体陰性)。 
次にスティックタイプのイムノクロマト

キットを作製した。固相化抗原 CagA と金コ
ロイド標識抗ヒト IgG 抗体の組み合わせで、
抗 CagA 抗体検出用イムノクロマトキットの
構築は可能となった。 
結果として、A: 陰性血清による非特異反

応は見られなかった。B および C 検体では強
い陽性反応を認めたが、バンドには差は認め
なかった。バンドの強さは B、C 検体よりは
弱かったが、D 検体でも陽性反応を認めた。 
次に非特異的バンドを抑制するため、非特異
吸収剤の効果を検討した。その結果 C 検体で
はバンドのやや薄くなったが、その他の検体
ではバンドの強さは変化を認めなかった。今
後、プラスミドベクター由来の蛋白の影響、
弱陽性反応を示しているヒト正常血清につ
いての CagA 抗体の有無について、検討が必
要である。 
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