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    学位論文題名

Deregulation ofグ―catenin signal by Helicobacたァpylori

    CagA requires the CagA-multimerization sequence

（ヘリコバクターピロリ病原因子CagAはCagA多量体化配列を介して

    グ―cateninシグナルを脱制御する）

学位論文内容の要旨

    【背景と目的】

  Helicobacter pylori（Hpy加f）は胃炎，消化性潰瘍の病原因子として知られる．なかでもCagA陽陸H

ガ紛fは強い胃粘膜障害を引き起こし，多くの臨床疫学的研究から萎縮陸胃炎，さらには胃癌発症への関

与が強く示唆されてきた．したがってCagAにより引き起こされる細胞内シグナル伝達異常の解析は，胃

癌発症機構の解明のみならず，臨床的にも萎縮陸胃炎，胃癌発症の予防，治療の発展において大きな意義

を有すると考えられる．申請者らは最近，C噂が細胞増殖・癌化に強く関与しているとされているpq伽in

シグナルを漕陸化することを報告した．本研究ではH¢わrf臨床株間で種々の分子多型を示すCagAのチロ

シンリン酸化領域（二二ニEPrY】含有領域）に着目し，EPrYA含有領域のバリエーションによるB一ca住馳inシグナ

ルヘの影響を検討し，胃粘膜病変，胃癌発症のメカニズムを明らかにすることを目的とした．

    【方法】

  発現ベクターの作製法：欧米型H.pylori NCTC11637株および東アジア型H.pylori F32株由来の野生

型CagAより，EPIYA含有領域にバリエーションを有する複数の変異型（ニagAを作成した．p‐ca蜊nシグ

ナル活性化能を検討するルシフェラーゼアッセイでは，レポーターとしてTcenfacめr（T、CF）結合配列を

有するレポータープラスミド1洲d^ lciferase，および1℃F結合配列に変異を有するFく）P虹朋ciferaSeを使

用した．またp瑚缸舳inシグナルの標的遺伝子のーっであるグc励D́ の転写活性化能の検討には，の´c協所

プロモーターを有するレポータープラスミドpG比‐944を使用した，

  細胞培養及び遺伝子導入法：本研究で使用したヒト胃上皮細胞株MKト段8は100／0FBSを含むR恥皿1640

培地にて培養された．遺伝子導入にはLipo缸taminere卿t，PLUS陀agent（InVi知gen）を使用した．

  Hガ細f感染実験：HグむfNC1℃11637株とその変異株をMKN28ヘ感染させ，その影響を検討した，

  免疫ブロット法：遺伝子導入24時間後にMKN28より細胞液を抽出し，8％SDS‐PAGE及びウエスタン

ブロットを施行した．

  ルシフェラーゼァッセイ：Mぬ屹8ヘレポータープラスミド1DPtkI．uciferaSe，FC凧kI‘uciferaSeまたは

pG12‐944と同時に発現ベクターを一過・陸導入した，遺伝子導入効率を補正するコントロールとしてpRLl

1K風浙釘なレポータープラスミドを使用した，導入24時間後にdumluSifer謎eaSsaym皿．omega）を用い，ル

シフェラーゼ活性を測定した．

  細胞免疫染色：野生型および変異型CagA発現によるpqteninの細胞内局在変化を，抗pーcat師n抗体に
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よる細胞免疫染色後，共焦点顕微鏡（Fluoview，OLYMPUS)にて槻療した．

    【結果】

1．EPn′A領域を含むCagAがp・cateninシグナルを脱制御する

  野生型CagA(ABC(ニC一欧米型CagA），リン酸化耐性型QgA，EPIYA含有領域を欠失させた変異型CagA，

N端側612アミノ酸のみからなる変異型CagAをMぬ也8に一過´陸発現させたところ，前者2つのCagA

変異体は野生型と同様に細胞膜への局在を示し，さらにルシフェラーゼアッセイにて6・cat閲inシグナルを

漕陸化することが示された．一方，EPIYA含有領域を欠く後者2つのCagAは細胞膜に局在しpa蜘inシ

グナルを活性化しなかった．従って，CagAによる6qteninシグナルの活性化にはEI’IYA含有領域が必要

であるが，CagAのりン酸化には依存しないことが示された，

2．欧米型および東アジア型CagAによるB一cateninシグナルの脱制御

  CagAのEPIYA含有領域を構成するアミノ酸酉己歹I亅は，個々のEPIYAモチーフ周辺のアミノ酸配列の違

いにより分類されるAB，C，Dという4つのセグメントがモザイク状に組み合わされて形成される．もっ

とも代表的な欧米型CagAではABに引き続きCセグメントが，もっとも代表的な東アジア型CagAでは

Dセグメントが存在する，そこでこれらEP・nAセグメントの違いによるB・ca伽inシグナルへの影響を検

討した．変異型CagA．AB，ABCならびにCagハABC，ABDのりン酸化耐陸型CagAを作製し，ルシフェラ

ーゼアッセイを用いてp‐cateninのシグナルヘの影響を検討した．その結果，CagハAB以外の変異型CagA

はいずれもp一ca伽inシグナルを漕陸イ匕した．従って，Ca鹸によるp瑚鰤inシグナノレ活幽匕にはCまたは

Dセグメントの存在が重要である一方，Cセグメントのりピート数には依存せず，またりン酸化非依存

的である ことが示 された． これらの 結果は，刪 舳J転写活 性化能の 検討からも支持された．

3． CagAに よ る pー cateninシ グ ナ ル の 脱 制 御 は B瑚 t囲 inの 核 内 移 行 と 関 係 し て い る

  先の転写活性の検討で使用したCagハAB，CagヂトABC，CagAABDをN｛KN28細胞に一過´陸発現させ，

B瑚teninの核内移行を免疫染色法にて検討した．その結果CagA－AB発現細胞ではp―catenjnの核内移行は

認められなかったが，CagハABC，CagハABDにおいてはpa伽inの核内移行が認められた．従ってpq鰤in

の核内移行にはCまたはDセグメントの存在が必要であることが示唆された．

4． B瑚 teninの 核 内 移行 お よ びシ グ ナル 脱 制 御は CagAの Cま たは Dセ グ メン ト に 依存 す る

  先の結果をもとにCまたはDセグメント依存的に6瑚伽inシグナルの活性化能を有するかを検討する

ため，CまたはDセグメントのみ有する変異型CagA・くニ，CagA，Dを作製し，ルシフェラーゼアッセイを行

った，その結果，CagA一C，CagA一Dはpqteninシグナルを活性化させ，グめ厄りを転写誘導した，また細

胞免疫染色では6qteninの核内移行を認めた，さらに，相同組み換えを用いてゲノムの野生型c嚠遺伝

子をCagA．IC，CagハDをコードする変異型c嚠遺伝子に置換したisogemcH切′め灯株を作製し，MKN28

細胞への感染実験を行ったところ，6qteninの核内移行を認めた，従ってCagAはC，Dセグメント単

独で6・ca鰤inシグナルの活性化能を有することが示された．

5．p瑚teninシグナルの脱制御にはCagAの多量体化配列が関与している

  申請者らは以前，CagAのC及ぴDセグメント周辺領域に含まれる16アミノ酸配列がCagAの多量体

化に関与することを見いだし，その配列をCM配列として報告した．そこで次にC，Dセグメント周辺領

域からCM配列を欠失させた変異型CagAを作製しルシフェラーゼアッセイを施行した．その結果CM配

列を欠失したCagAではp・cateninシグナルの漕陸f匕能は認められなかった．この結果からCagAによるp－

甜鹹nシグナルの活性化にはCM配列が必要であると結諭された．
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    【考察】

  Helicobacter pylori c．ロg‘4陽陸臨床株間で著しい構造多型を示すEPIYA含有領域のうち欧米型Ca鹸に特

有のCセグメント，東アジア型に特有のDセグメントが―‐顔tenmシグナルを活‾陸化し，その活性化には

CM配列が重要な役割を果たしていることが示された．

  CagAによる‐catmmシグナルの脱制御が欧米型と東アジア型CagAに共通の生物活性であり，EPmへ

含有領域Cセグメントのりピート数に依存しないという結果は，－catenmシグナルの脱制御がCagAの

病原´陸発現にとって必要不可欠な基本的生物活性であることを示すとともに，すべてのCagA分子種が前

癌病変とされている腸上皮化生を引き起こす能カを保有していることを示唆している．近年，細胞増殖・

分化に関わる様々な分子がCagAの標的分子として同定され，CagAは複数の細胞内シグナルを脱制御す

ることが明らかになってきた．‐catenmシグナルの脱制御は，病原因子CagAを有するHめめ灯が多段階

発 癌 過 程 を 進 行 さ せ る 上 で 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 可 能 陸 を 示 唆 し て い る ．
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学位論文審査の要旨

主査  教授  今村雅寛

副査  教授  秋田弘俊

副査  教授  畠山昌則（遺伝子病制御研究所）

副査  教授  近藤  哲

    学位論文題名

Deregulation ofグ―catenin signalbyチセZZc〇み¢cたァ少ッZ〇死

    CagArequireStheCagA‐multimeriZationSequenCe

（ヘリコバクターピロリ病原因子CagAはCagA多量体化配列を介して

    グ―cateninシグナルを脱制御する）

″｜elicobacter py細う（″．み協f）は胃炎，消イヒ幽貴瘍の病原因子として知られる．なかでもCagA陽陸″・み蜘

は 強 い 胃 粘 膜 障害 を引 き 起こ し， 多 くの 臨床 疫 学的 研究 か ら蒭 陪陸 胃 炎， さら に は胃 癌発 症 への 関与 が 強く

示 唆 さ れ て き た ． 申 請 者 ら は 最 近 ，CagAが細 胞増 殖 ・癌 化に 強 く関 与し て いる とさ れ てい るp℃ 細血 シ グナ

ル を 活 性 斟 ヒ す る こ と を 報 告 し た ．本 研 究で はH口 盧珊 臨 粛眛 間で 種 々の 分子 多 型を 示す C鶴Aの チロ シ ンリ

ン酸 f齢職 （＝ EPIYA含 有領 域） に 着目 し， EP職A含 有領 域の バ リエ ーシ ョ ンに よる B℃a蜘 血シ グ ナソレ、の影

響 を 検 討 し ， 胃 粘 膜 痛 変 ， 胃 癌 発 症 の メ カ ニ ズ ム を 明 ら か に す る こ と を 目 的 と し た ，

  欧 米 型 貝 め め ヵ NCTCl1637株 お よ び東 アジ ア 型〃 ・乃 わ 灯F32株由 来の 野 生型 CagAよ り， I三I） IYA含 有領

域に バリ エ ーシ ョン を 有す る複 数 の変 異型 CagAを 作成 し た， 阻捌 閲 血シ グナ ル 活陸 f匕台 ヒを 検 討するルシフ

ェラ ーゼ ァ ッセ イで は ，レ ポー タ ープ ラス ミ ドH） P吋 ＾ 】ci向・ a鷆， FOP吋 alci緬seを使用 し，グめの´の転

写 活 陸 化 ； 能 の 検 討 に は ， レ ポ ー ター プ ラス ミド pG也う 44を 使 用し たIル シフ ェ ラー ゼ活 陸 の測 定は 迎 伝子

導 入 24時 間 後 に d脚 ki衄 a艶 誌 sぢ 娃 ＠ 舳 昭 a） を 用 い て 行 っ た ， 細 胞 免 疫 染 色 は 野 生 型 お よ び 変 異 型 CagA

発 現 に よ る 細 胞 内 p一 caぬ in局 在 変 化 を ， 抗 p哦 蜘 面 抗 体 に よ る 細 胞 免 疫 染 色 後 ， 共 焦 点 顕 微 鑓 R恥 mw，

oIM江PI闘 にて観察した

  野 生 型 C鴫 A（ ABlXC→ 欧 米 型 CagA） ， リ ン 酸 化 耐 陸 型 CagA， EPIYA含 有 領 曦 を 欠 失 さ せ た 変 異 型 CagA，

N端 側 612ア ミ ノ 酸 の み カ ゝ ら な る 変 異 型 C鴫 Aを Mぬ セ ’ 8に 一 過 陸 発 現 さ せ た と こ ろ ， 前 者 2つ の C鳴 A変

異体 は野 生 型と 同様 に 細胞 膜へ の 局在 を示 し ，さ らに ルシフェラ ーゼアッセイにて B一cat閲iロシグナルを活陸

イb尹 るこ とが 示 され た． － ・方 EPIYA含有繊を欠く後者 2つのCagA｜ヨ二糸田胞膜に 局在しplcat囲inシグナル’

を 活 幽 匕 し な かっ た， 従 って ，Q必 によ る p一 cate血 シグ ナ ′レ の活 幽 bこ は EPIYA含有 例或 が 必要 であ る が，

C鶴Aのりン磁化に は鏐て存しなしヽこ とが示さ加」た，

  CagAの H）IYA含有 領 或を 構成 す るア ミノ 酸 §己 歹0は ，個 々 のEPIYAモ チー フ 周辺 のア ミ ノ酉 麺己歹 0の違い

に よ り 分 類 さ れ る AB， C， Dと い う 4つ の セ グ メ ン ト が モ ザ イ ク 状 に 組 み 合 わ さ れ て 形 成 さ れ る ， そ こ で

EPIYAセ グ メ ン 卜 の 違 し ヽ に よ る pぞ 舷 曲 シ グ ナ ル ー の 影 響 を 検 討 し た ． 変 異 型 CagA‐ AB， ABCな ら び に

C鵡 A‐ ABC， ABDの り ン 酸 化 耐 生 型 CagAを 作 製 し ， ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 用 い て plca圖 inの シ グ ナ ル
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′、の影響を検討した，その結果，CagA‐AB以外の変異型C略Aはしヽずれもp・cat囲inシグナルを活陸化した，

従って，CagAによるpIca缸血シグナル活性化にはABセグメントは必要なくC，Dセグメン卜周辺領域

の存住が重要であるー方，Cセグメン卜のりピー卜数には依存せず，またりン酸化非依存的であることが

示 さ れ た ， こ れ ら の 結 果 は ， の ゼ 協 D́ 転 写 活 畄 匕 肓 ヒ の 検 討 か ら も 支 持 さ れ た ，

  転写活陸の検討で使用したCagA‐AB，CagA‐ABC，QgA‐ABDをMKN28細胞にーー過陸発現させ，p瑚知in

の核内移行を免疫染色法にて検討したところ，QgA＿AB発現細胞ではpIcate血の核内移行は認められなか

ったが，C葛A‐ABCQgA‐ABDにおいてはp一ca恤血の核内移行が認められた，従ってp一ca蜘inの核内移行

はABセグメン卜に依存しないことが示唆された，

  先の結果をもとにへBセグメントの存在しないCまたはDセグメン卜周辺領域のみの存在下に，D・ca伽in

シグナルの活陸f匕育ヒを有するかを検討するため，CまたはDセグメン卜周辺領域のみ有する変異型CagハC，

CagA‐Dを作製し，ルシフェラーゼアッセイを行った．その結果，CagハC，QIgハDは・cat閉inシグナルを

活陸化させ，のゼ鰯D́ を転再誘導した．また細胞免疫染色ではplcat伽血の核内移行を認めた，さらに，相同

組み換えを用いてゲノムの野生型c唾弭遺伝子をC鶴A．‐C，CagA．Dをコードする変異型c饗4遺伝子に置換

した同質遺伝子系統H剛めガ株を作製し，Mぬ蛇8細胞への感染実験を行ったところ，p一ca畑血の核内移行

を認めた，従ってCagAはABセグメン卜を合まなぃCまたはDセグメン卜周辺領域のみでp一cat閉inシグ

ナルの活幽匕肓亀を有することが示された．

  申請者らは以前CagAのC及びDセグメン卜周辺鎮曦に含まれる16アミノゑ芟酉己歹『」がCagAの多量体化

に関与することを見いだし，その酉びUをCagA多量体f匕酉己歹0（CM酉莎めとして報告した，そこで次にC，D

セグメン卜周辺領域からCM配列を欠失させた変異型QgAを作製しルシフェラーゼアッセイを施行した，

その結果CM配列を欠失したCagAではpq衄血シク、、ナルの活幽匕肓ヒは認められなかった，この結果から

CagAに よ る pIca蜘 inシ グ ナ ル の 活 陸 化 に は CM酉 己 歹 0が 必 要 で あ る と 結 論 さ れ た ．

  CagAによるp‐缶t翻血シグ．ナル′の脱市喞が欧米型と東アジア型C鶴Aに共通の生物活性であり，EPWA含

有領域Cセグメン卜のりピート数に依存しないという結果は，p哦蛔血シグナソレの脱制御がのgAの病原

´陸発現にとって必要不可欠な普遍的生物活陛であることを示唆している，またCagAによるp℃at囲血の活性

化にはC，Dセグメント周辺鎭曦に存住するCM酉己歹uカミ重要な役割を果たしていることが示された．

  近年，細胞増殖・分f匕に関わる様々な分子がCagAの標的分子として同定され，CagAぼ複数の細胞内シ

グナルを脱制御することが明らかになってきた，p℃at閉血シグナルの脱制御は，病原因子CagAを有する

Hガb灯が多段階発癌過程を進行させる上で重要な役割を果たしている可お旨陸を示唆している．

  口頭発表に引き続き，副査欧田弘俊教授よりCagAのりン酸f讎齠キ珀勺、非依存的なシグナル脱制御の互い

の影響についての質問があった，続いて副査近藤哲教授より，欧米型CagAと東アジァ型CagA間で今回

のp哦艇ninシグナル黼IJ御に差を認めなかった理由についての質問があった，・次に主査今村雅寛教凌より，

E・cadhdnとCagAの相互作用に関しての質問があった．最後に副査畠山昌則教授より，胃癌における

p・ca伽in遺伝子の変異の頻度について，CagA多量僻イ匕酉己歹0の数と今回のplca畑inシグナル活幽・匕の相関陸

の有無にっいての質問があった，

  いずれの質問に対しても申請者はその主旨をよく理解し，自らの研究内容と文献的考察を混じえて適切に

回答した，

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども併せ申請者が博士

（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有すると判定した．
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