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３ 研究のねらい： 

世界人口の半数以上の人がヘリコバクター・ピロリに感染しており、現在では、胃炎、消化性潰瘍、MALT リンパ

腫、胃癌の病因は、本菌なしでは論じられなくなっている。胃潰瘍や十二指腸潰瘍の患者において VacA 毒素を産

生するヘリコバクター・ピロリが高率に分離されることなどから、本菌感染による病態成立にVacA毒素が重要な役

割を担うと考えられた。本研究では、VacA 毒素の初期効果の解析として、VacA 毒素とその受容体との相互作用

をしらべる。その結果生じる細胞内での空胞化形成とミトコンドリア障害から細胞死に至る病原メカニズムを明らか

にする基礎的研究を展開し、本菌感染症の新たな予防・治療法の開発につながる基盤構築を目指すことを目的と

した。 

 

４ 研究成果： 

VacA によるヒトの胃の病変形成を防御するためには、VacA が最初に結合する VacA 受容体との結合を阻止す

ること、もしくは胃の病変形成に至る情報伝達の流れを遮断する必要がある。VacA が VacA 受容体と結合するの

を阻害するためには VacA が認識する構造を明らかにし、その構造を基にした結合阻害剤の開発が考えられる。 

従って、VacA が認識する受容体の構造を明らかにすることを最初の研究として試みた。VacA は以前に我々が

明らかにした RPTPβを受容体とするのみならず、VacA の結合する受容体として 140kDa 蛋白質(p140)を免疫沈降

をおこなった際に見出した。p140 の発現量が多く認められた G401 細胞においては RPTPβの mRNA および蛋白質

の発現は認められなかった。この p140 をピーナッツレクチンカラムなどを用いて分離精製し、酵素消化およびアミ

ノ酸配列の解析をおこなった結果、p140 は RPTPαに一致した。リコンビナントの RPTPαを Cos-7 細胞に発現させ

解析してみると、RPTPαは VacA との結合が認められた。以上の結果より、VacA は RPTPβのみならず RPTPαとも

結合することがわかった。 

RPTPαと RPTPβはいずれも O-リンクの糖鎖結合部位を持ち、どちらも共通して MAA, PNA, DSA レクチンにより

認識される。これらレクチンのうち、MAA のみが VacA の AZ-521 細胞における空胞化活性を阻害したことから、

VacA は MAA の認識する末端糖鎖のα(2-3)結合したシアル酸を認識すると示唆された。この MAA の認識する構

造はガングリオシドが持っている構造であり、種々のガングリオシドをアッセイ系に添加すると VacA の空胞化活性

の阻害が認められ、なかでも GM1 が最も強い空胞化阻害を示した。GM1 のリソ体を樹脂に固相化して VacA との

結合を調べてみたところ、VacA との結合が確認された。さらには、ヘリコバクター・ピロリの培養上清中で GM1 と

結合する蛋白質を解析したところ、VacA が顕著に結合する蛋白質として認められた。以上の結果より、VacA はガ

ングリオシドとも結合することがわかり、VacA の認識する構造として末端糖鎖のα(2-3)結合したシアル酸および

O-リンクの糖鎖結合が重要であることがわかった。 

次に、VacA による RPTPβを介したシグナル伝達、そしてそれに続く胃の病変形成機構を明らかにする目的で、

RPTPβの siRNA を恒常的に発現した RPTPβのノックダウン AZ-521 細胞を作製した。細胞増殖に与える影響に違

いは認められなかった。VacA による空胞化活性は、RPTPβのノックダウン細胞においては AZ-521 細胞に比べて

空胞化形成が弱くなっていた。また、VacA によるチャネルの活性も弱くなっており、RPTPβは VacA によるチャネル

形成および空胞化形成に関与する事が示唆された。一方、VacA は AZ-521 細胞において MAP キナーゼである

p38 や Erk1/2 の活性化を引き起こすが、RPTPβをノックダウンしても VacA による MAP キナーゼの活性化が認め

られ、これら MAP キナーゼの活性化に RPTPβが関与していないことが示唆された。 

VacA による胃潰瘍形成には、VacA による細胞死や細胞剥離等が関わってくると思われる。また、VacA による

細胞死には VacA がミトコンドリアに局在することによりチトクローム C の放出する経路が関与することが指摘され

ている。そこで、VacA の経時変化に伴う細胞内局在を AZ-521 細胞において調べてみた結果、まず VacA は細胞

表面上の RPTPβに結合し、RPTPβを介してラフトに集まり、細胞内への侵入が認められた。しかしながら、細胞内

の VacA の局在に関しては、ほとんどの VacA はミトコンドリアに局在することなく、空胞上に局在していた。主とし

て VacA は空胞上に存在するにもかかわらず、チトクローム C の放出が認められたことより、VacA による細胞死に

はシグナル伝達が関与していることが考えられた。そこで、チトクローム C 遊離に関与することが指摘されている

Bax および Bak を調べてみた結果、VacA による Bax および Bak の活性化が認められた。VacA による Bax の活性

化を AZ-521 細胞および RPTPβのノックダウン細胞において比較してみた結果、AZ-521 細胞のほうが有意な Bax
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の活性化が認められ、Bax の活性化に RPTPβの関与が示唆された。 

 

５ 自己評価： 

本研究はヘリコバクター・ピロリの空胞化致死毒素(VacA)による胃の病変形成の機構を明らかにし、さらに治

療・予防につながる情報集積を目指して基礎的研究を遂行した。特に、VacA の最初のターゲットとなる宿主分子

およびその構造を明らかにすることと VacA の作用機序を分子レベルで明らかにすることを目指して研究をおこな

った。 

成果として、VacAの宿主ターゲット分子はRPTPβのみならず、RPTPαやガングリオシドにも結合すること、さら

には Jurkat 細胞においてはまだ未知の受容体蛋白質にも結合することを明らかにした。また、VacA は末端糖鎖

のα(2-3)結合を持つシアル酸および O-リンクの糖鎖が結合に重要であることがわかった。VacA の相互作用する

宿主ターゲット分子およびその構造に関しては一定の成果はあげられたものの、VacA の認識する構造の詳細な

解析は今後も継続して研究すべき課題のひとつであると思われる。これらの成果は VacA と受容体との結合を遮

断するための重要な意義を持つと思われる。 

一方、VacA の作用機序に関しては、VacA が MAP キナーゼの活性化を引き起こすこと、加えて Bax の活性化

を介したチトクローム C の遊離がアポトーシスを引き起こすこと、これらの VacA の活性は空胞化活性とは独立し

て起こることを J. Biol. Chem.にそれぞれ報告した。しかしながら、これらの VacA の生物活性が上記の VacA 受容

体のいずれと関係するかは不明であり、今後継続して明らかにする必要がある。 

  本研究で得た知見が、ヘリコバクター・ピロリ感染による多岐な疾患の治療・予防に役立つ分子基盤を構築する

ことには未だ不完全ではあるが、初期効果を担う VacA 受容体の機能解析と正確な理解は今後の治療戦略の新

たな立案に役立つものと考える。 

 

６ 研究総括の見解： 

   本研究は、ヘリコバクター・ピロリが産生する VacA 毒素の初期効果を解析し、VacA 毒素とその受容体との相

互作用を調べ、その結果生じる細胞内での空胞化形成とミトコンドリア障害から細胞死に至る病原メカニズムを明

らかにすることを目的とした。その結果、VacA の宿主ターゲット分子を明らかにするとともに VacA の結合に重要

な糖鎖を同定した。さらに、VacA が MAP キナーゼの活性化を引き起こすこと、Bax の活性化を介したチトクローム

C の遊離がアポト−シスを引き起こすこと、これらの活性は空胞化活性とは独立して起こること等を示した。以上の

成果は今後のヘリコバクタ−・ピロリ感染とそれによる胃炎、胃潰瘍、胃ガン発症の機構解明の研究と治療戦略の

研究に重要な情報を提供するものである。 
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