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    学位論文題名
    Influence of EPIYA―repeat Polymorphism
on the Phosphorylation－dependent Biological Activity
    of Helicobacたゲpylori CagA

（ヘリコバクターピロリ病原因子CagAのりン酸化依存的生物活性に

    及ぼすEPIYA―repeat領域多型の影響に関する研究）

学位論文内容の要旨

背景と目的

  cagA遺伝子陽性ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）は、胃炎・消化性潰瘍さらには胃癌発症に深く関

与する。c毎gA遺伝子産物であるCagAは胃上皮細胞内に侵入後、C末端側のEPIYA-repeat領域に複数個

存在するEPIYAモチーフ内のチロシン残基がSrcフんミリーキナーゼ(SFOによりルン酸化される。リ

ン酸化されたCagAは細胞内標的分子丶であるSHP-2およびCskと結合しそれらの酵素活性を脱制御する結

果、疾病発症に関わる紬包内シグナルの異常を引き起こす。CagAのEP：ぱA‐弛p餓n缶弼お勾には各EPIYA

モチーフ周辺のアミノ酸配列の違いにより定義される4種類のEPHAセグメント（A・Dl）が存在し、ピロ

リ菌欧米単離昧が保有する（kgAのEPIYA‐弛peat領域はEPHA・A、．Bならびに．Cセグメント、ピロル

菌東アジア型単離昧が保有するCagAのEPIYA．mpeat領域はEPIYA．A、．Bならびに・Dセグメントの多

様な組み合わせにより構成される。さらにSHP‐2との結合には欧米型CagA特異的なEPHA℃セグメン

トおよび東アジア型CagA特異的なEPIYA，Dセグメントが利用され、C出との結合には欧米型、東アジア

型CagA双方でみられるEPIYA．Aないし．Bセグメントが利用される。本研究では、臨床単離されたピ口

り菌C！agAが示すEPIYかrepeat領域の構造多型が、SHP，2およびCskとの複合体形成能に及ぽす影響を

比較検討することで、CagA分子多型とりン酸fヒ繍的なCagA生物活性強疫、さらには凹gA陽性ピロ1J

菌感染と疾患の病態形式との関係を明らかにすることを目的とした。

方法

  プラスミドDNAの作製：東アジア型F75ピロリ菌株由来ABDD．t即e閲gAを人工合成し，発現ベクタ

ーpSP65SRQにクローニングした。各東アジア型CagAパリアントはABDD‐type餌餌を基にChameleon

8ite‐d血きctニedmutagenes江キットを用いて作製した。同様に各欧米型CagAパリアントはNCTC11637ピ

ロリ菌株由来のAB闘C．typecagAを基に作製した。

  細胞醫養および遺伝子導入：AGSヒト胃ヒ皮細胞株は、10％FCS添加硲）M11640培地で培養した。プ

ラスミドDNAの遺伝子導入には、I卸ofecぬMINE2000試薬を用いた。

  免疫沈降ならびにウェスタンプロット：免疫沈降物ならびに細胞抽出液をSDS．PAGEにより分離した後

ウェスタンブロットを行った。得られたバンドの強度は］umibe8cenceimageanaり講rを用いて測定した。

結果

  1．CagAEP阿A．mpeat領域の構造多型：臨床単離さ抑一たピロリ菌由来のCagAのEPrYA．repeat領域
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  に お ける 分 子 多 型 を解析 した結 果、ほ とん ど全て の欧米 型CagAは EPIYAIcセグメ ントが 直列に 繰り 返さ

  れ る ABCn― 衂pe血 は 繰 り返 し の 数 ） であ っ た 。 一 方、 東 ア ジ ア 型CagAに おい て は ABD・帥 eが 最も多

  く 認めら れた が、少 数なが らEPHA一 A、．B、・D各セグメン卜が複雑に組み合わされたバリアントの存在も

  認 められ た。

    2．CagAチロシ ンリン 酸化 量とEPIYA．repeat領域多 型： 各CagAパ リアン トのチ ロシン リン酸 化量 は、

  EPrYA℃ お よび め セ グ メ ント の 数 に 依 存し て 増 加 し た。 EPIYAIAお よ びBセ グ メ iトも 弱 いなが らチロ

  シ ンルン 酸化 を受け るため 、これ らのセ グメ ントを より多 く保有するCagAにおいてもチロシンリン酸化量

  の 増加が 認め られた 。

    3． CagAISHP． 2相 互 作 彌に 及 ぼ す EPrrA． npeat領域多 型の影 響：各 CagAパリ アント に対 するSHP．2

  結 合 量 は 、 欧 米 型CagAで はEPIYA℃ セ グ メ ン トの 数 に 、 東 アジ ア 型 C缶 Aで は EPIYA． Dセ グメ ン ト の

  数 に それ ぞ 抑 依 存 して 増 加 し た 。さ ら に CagAへ の SHP． 2結 合 量は EPIYAセ グメン トの数 に対 して相 乗

  的 に増カ Dす ること が示 された 。

    4．CagA．Csk相互作 用に及 ぽす EP：rYA‐repeat領 域多 型の影 響：各 CagAパリ アント に対す るCskの結

  合 量 は 、 EPIYA． Aな い し ． Bセ グメ ン ト の 数 に依 存 し て 増 加し た 。 例 外 的 にABDABD型 お よ び ABDBD

  型 CagA｜ ま 丶他 の CagAパ リアン トと比 較し てCsk結合量 の著し い増加 を認 めた。 この結 合量の 著し い増

  加 にはEPIYA‐ Dセ グメン トのチ ロシン リン酸 化は 関与せ ず丶EPIYA． Bおよ 乙pDセ グメン トの連 続し た構

  造 が EPrYA． Bセ グ メ ン ト の Csk結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

    5． 欧 米 型 CagAと 東ア ジ ア 型 CagA間 に おける 生物 活性の 直接比 較：過 去の報 告通 りSI佃‐ 2結 合能は

  東 ア ジア 型 Ca鹸が 欧 米 型 Ca鹸 に 比 ベ 有 意に 強 い こ と が 示さ れ た 。 ― 功、 C出 緒 合 I能 は 膨鯉！ CagAの

  ： 方 カ凍 ア ジ ア 型 CagAに 比べ 強 い こ と が示 された 。東ア ジア型 CagAは欧 米型 CagAに比較 しSHP．2とよ

  り 強 く結 合 す る 結 果、 （ 強 gか Q泣 複 合 体： 形成 がより 強く競 合阻害 され るため である と考え られた 。

    6． C出 に よる CagかSHP． 2相互 作 用 の 抑 制： 構 成 的 活 性型 C出 を CagAと 共 発現 さ せ たと ころ、 CagA

  の チロシ ンリ ン酸n鑓酌 ならび にSHP・2結合量 はとも に低下 した 。

    7． EPrYAlepeat領 域 多 型 が Ca鹸 の 生 物 活 性に 及 ば 弸 彰 響： ca鹸 は SHP・ 2依存 的 に 紬 包 質 の著 し

  い 伸長で 特徴 づけら れる細 胞形態 変化ひ ヽミ ングバ ード表 現型）を誘導する。一方、CagAにより活性化さ

  れ た Cskは SFKを 不 活 イ ヒす る こ と で CagAISHP．2複合体 形成を 抑制 する。 CagAの分 I子 多型が 生物活 性

  に 及ぼす 影響 を検討 するた めにハ ミング バー ド表現 型誘導 を経時的に観察したところ、より強くSHP．2と

1結 合 す る Ca鹸 甥 槻さ せ た 細 胞 では よ り 早 期 か らハ ミ ン グ ノ 卜ド 表 現 埀 幼 溌導 さ れ た 一 方丶 よ り 強 く

  C出と 結 合 す る CagAを 発 現さ せ た 細 胞 では ハ ミ ン グ バー ド 表 現 型の 持続時 間の短 縮なら びに CagAのチ

  ロ シンリ ン酸 化量の 低下が 認めら れるとともに、SFKの活→生化レベルもより強く抑制された。以上の結果

  か ら 、 CagA． C出 相 互 作 用 を 介 す る SEKの 不 活 化 が 、 CagAの チ ロ シ ン リ ン 酸 化 抑制 と そ れ に 続く

  CagかSI佃．2相互 作用の 瀾弓を 引き起 こすこ とが 明らか となっ た。

  ま とめ

    棚 究 か ら 、 各 々 の ピ ロ リ 菌 Ca鹸 分 子 が 発 揮 す る Ca鹸 の り ン 醐 ゆ 希 釣 な 生 物 活 性 は EPrYAセ グ

  メ ントの 数や チロシ ンリン 酸化量 の単純 な比 較のみ では決 められず、各EPrYAセグメントの並U噺う§活性

  の 強弱に 大き く影響 するこ とが示 された 。得 られた 成果か ら、EPrYA・ cお よぴDセグメントをより多く持

  っ ととも にEPrYAlAおよ ぴ・ Bセグ メン トの数 がより 少ない CagAほど sI王P．2をより 強くE齢帷 9す ること

  が 推 察さ れ た 。 EPIYA．repeat領域に おけ るCagAの構 造多 型が各 々の餌 幽陽陸 ピロ リ菌株 間にお ける胃

  粘 膜 傷 害 誘 導 活 性 の 強 さ 、 さ ら に は 発 癌 活 性 の 程 度 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 示 唆 さ れ る 。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
    Influence of EPIYA―repeat Polymorphism
on the Phosphorylation―dependent Biological Activity
    of Helicobacter pylori CagA

（ヘリコバクターピロリ病原因子CagAのりン酸化依存的生物活性に

    及ぼすEPIYA―repeat領域多型の影響に関する研究）

  ca餌遺伝子陽性ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）は、胃炎・消化性潰瘍さらには胃癌発症に深く関与

する。cagA遺伝子産物であるCagAは胃上皮細胞内に侵ス後、C末端側のEPIYA-repeat領域に複数個存在す

るEPIYAモチーフ内のチロシン残基がりン酸化され、細胞内標的分子であるSFP―2およびCskと結合しそれ

らの酵素活性を脱制御する結果、疾病発症に関わる細胞内シグナルの異常を引き起こす。CagAの

EPIYA-repeat領域内には各EPIYAモチーフ周辺のアミノ酸配列の違いにより定義される4徳頃のEPIYAセグ

メント餌一D）が存在し、分離されるピロリ菌株間で多様な細み合わせが存在する。本研究では、臨床単離

されたピロリ菌CagAが示すEPIYA・repeat領域の構造多型に沿った各人工改変分子を作製し、CagAの分子多

型がSHP―2およびCskとの複合体形成能に及ぼす影響、さらにはりン酸化依存的なCagAの生物活性に及ぼ

す影響に関して詳細な比較繃を行った。

1）CagAのEPIYA-repeat領域における分子多型を解析した結果、ほとんどの欧米型CagAはABCn-type血

は繰り返しの数）であった。東アジア型CagAにおいてはABD－typeが最も多く認められたが、少数ながら

EPIYA一A、 一 B、・ D各 セグ メ ン トが 複 雑 に細 み 合 わさ れ た バリ ア ントも存 庄した。

2）各CagAバリアントのチロシンリン酸化量は、EPIYA-Cおよぴ・Dセグメントの数に依存して増加した。

EPJYA-Aおよび一Bセグメントも弱いながらチロシンリン酸化を受けるため、これらのセグメントをより多く

保有するCagAにおヤてもチロシンリン酸化量の増加が認められた。

3）各CagAバリアントに対するSHP一2結合量は、欧米型CagAではEPIYA-Cセグメントの数に、東アジア型

CagAではEPIYA-Dセグメントの数にそゎぞ加依存して増加した。さらにCagAへのSHP―2結合量はEPIYAセ

グメントの数に対して相乗的に増加することが示された。

4）各CagAバリアントに対するCskの結合量は、EPIYAIAないしlBセグメントの数に依存して増加した。

例外的にABDABD型およびABDBD型CagAは、他のCagAバリアントと比較してCsk結合量の著しい増加を認

めた。この結合量の著しい増加にはEPIYAlDセグメントのチロシンリン酸化は関与せず、EPIYAlBおよび・D
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セ グメ ント の 連続 した 構 造が EPIYA一Bセ グメ ン トの Csk結 合親 ネロ陛 を増大させる可能性 が示唆された。

  5）欧米型CagAと東 アジァ型CagA間に おける結合量の直接 比較では、過去の 報告通りSrIP―2結合能は東 ア

  ジァ 型CagAが欧 米型CagAに比べ有意に強 いことが示された。 一方、Csk結合能は欧米型CagAの方が東アジ

’ ア型 CagAに 比べ 強い こ とが 示さ れ た。 東アジァ型 CagAは欧米型CagAに比較しSlIP-2とよ り強く結合する

結 果 、 CagA-Csk複 合 体 形 成 が よ り 強 く 競 合 阻 害 さ れ る た め で あ る と 考 え ら れ た 。

  6） 構 成的 活性 型 Cskを CagAと共 発 現さ せた と ころ 、CagAのチ ロシンリン酸化 量なち炒にSHP-2結合量は

  ともに低 下した。

  7）CagAはSHP-2依存的に細胞 質の著しい伸長で特徴づけられる細胞形態変化（ /ヽ ミンクシくード表現型）を

誘 導す る。 一 方、 CagAに より活1劉 ヒされたCskはSFKを不活化すること でCagA・SHP－2複合 体形成を抑制す

る。CagAの 分子多型が生物活性 に及ぼす影響を検 討するためにハミ ングバード表現型誘 導を経時的に観察 し

た とこ ろ、 よ り強 くSHP一2と 結合 す るCagAを発現さ せた細胞ではより 早期からハミングバ ード表現型が誘

導 され た。 一 方、 より 強 くCskと結 合す る CagAを発 現 させ た細 胞では ハミングバード表現 型の持続時間の

短縮ならび にCagAのチロシンリ ン酸化量の低下が 認められるととも に、SFKの 活t生化レ ベルもより強く抑 制

  され た。 以 上の 結果か ら、CagA-Csk相互 作用を介するSFKの不活化が 、CagAのチロシンリ ン酸化抑制とそ

れに続くCagAlSHP12相互作用の 減弱を引き起こす ことが明らかとな った。

  本研 究か ら 、各 々の ピ ロリ 菌CagA分子 が発 揮 する CagAの りン 酸f帥 幻芋 的 な生 物活 陸はEPIYAセグメン

  トの数や チロシンリン酸化量 の単純な比較のみでは決められ′ヂ、各EPIYAセグメントの並び方が活性の強弱

に 大き く影 響 する こと が 示さ れた 得 られ た成 果 から 、EPIYA一 repeat領域におけるCagAの 構造多型が各々

の ca馴 陽性 ピ ロリ 菌株 間 にお ける 胃 粘膜 觴害誘導活 性の強さ、さらに は発癌活性の程度に 影響を及ばすこ

とが示唆さ れた二

    口頭発 表において副査三輪 聡ー教授より、1）ハミング バード表現型の誘 導におけるSHPセの重要陛、2）

胃 以外 での ピ ロリ 菌感染 の可育維、3）胃上皮細胞へ のピロリ菌の付着 機鞦こ関する質問、 副査小野江和則

教 授 よ り、 1）マ クロ フ ァー ジヘ の CagA導入 の 可能 陸、 2）同 一 患者 にお け るCagAの 分 子多 型、 3）ピ ロ

リ 菌が 持っ IV型分 泌議 溝 に関 する 質 問、 さらに副査 畠山昌則教授より 、1）特定 のCagA分子種にお けるCsk

結 合量 増加 の メカ ニズム 、2）CagAのSHP― 2結合能と 病態との関連につ いての質問があった 。最後に主査瀕

谷 司教 授よ り 、1） CagAによ る SHPセ 活性 化強 度 と胃 癌と の 相関 、2） SHP－ 2とCskのみで ピロリ菌感染時

のネ聞包内 リン酸化／脱リン酸 化のシュミレーシ ョンが可能か否かに関する質問があったが、いずれの質問に

対 し て も 申 請 者 は 主 旨 を よ く理 埆 翠し 自ら の 研究 デニ タ と文 献的 考 察を 混じ え て適 切な 解 答を した 。

    ピロリ 菌感染と胃粘膜病変 発症の関連を解明 する上で本研究の意義は大きく、今後のオーダーメイド医療

への臨床的 応用の発展が期待される。審査三員一同は協議の結果、申請者が博士（医学うの学位お型手に値する

ものと判定 した。
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