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    学位論文内容の要旨

【背景・目的】Helicobacter pylori（〃．pylori)感染は、胃癌をはじめとする胃・十二指腸粘膜病変

に関連する微好気性のグラム陰性らせん状桿菌である。なかでもCagAタンパク質を産生する

cagA陽性H. pyloriは激しい萎縮性胃炎を引き起こし、胃癌発症の危険率を有意に高める。H.

pyloriの菌体内で産生されたCagAは、IV型分泌装置を介して胃上皮細胞内に侵入した後、分子

内のGlu-ProーIle-Tyr-Ala (EPIYA)モチーフがチロシンリン酸化をされる。チロシンリン酸化された
CagAはSrc homology 2-contammgproteintyrosinephoSphaぬse―2（SHP2）と特異的に結合し、その

ホスファターゼ活性を脱制御することにより細胞増殖・細胞運動の異常を引き起こす。一方、CagA

はその‐COOH末側に存在するCagA多量体化（CM）配列を介してpanitioning‐defectivel（f＿ARl）

とりン酸化非依存的に結合し、そのキナーゼ活性を抑制することにより上皮細胞極性を破壊する。
本研究では、cロgA陽性H．ガめ′fの病原性におけるCagA‐SHP2相互作用とCagA→PARl相互作

用の役割を解明することを目的に、相同組換えを用いてゲノム背景の均一なH．pッめ′fcロgA変異

株（isogenic株）を作製し、胃上皮細胞株への感染実験を通してその病原生物活性を検討した。
【方法・材料】

lsogenicH．ガめガ株の作製：naturaItransfonnation法を用いて、H．ガめrfNCTCl1637株のc昭A

遺伝子の相同組換えを行った。

H．ガめ′f感染実験：ヒト胃上皮細胞由来AGS細胞にNCTCl1637株ならびにそのisogenic〃．
ガめn株を感染させた。

免疫沈降実験：H．ガめ′fを感染させたAGS細胞より細胞抽出液を調整し、抗CagA抗体を用いて

免疫沈降を行った。続いて、細胞抽出液及び免疫沈降物を用いてSDS‐PAGE及び免疫ブロットを
行った。

細胞運動能の解析：高密度培養したAGS細胞にH．ガめrfを感染させ、Wbundhealingassayを行

った。
【結果】

1．IsogenicH．ガめH株の樹立

CagAのEPIYA含有領域は、EPIYAモチーフ周辺のアミノ酸の違いからA，B，C，Dの4種類のセ
グメントに区別され、個々のH，ガめH菌株で産生されるCagA分子内のこれらのセグメントの組み

合わせに多様性が認められる。16アミノ酸から構成されるCM配列は、Cセグメント内ならびに

EPIYA含有領域の‐C00H末側下流に存在する。このため、H．緲わ′fNCTC11637株由来のCagA
（ABCCC） は4つのCM配列 を保有 するのに 対し、F32株由 来のCagA（ ABD）はCM配列を1つ

だけ保有する。本研究では、形質転換効率の高いNCTCl1637株を用い、NCTCl1637株が保有

する翻gA遺 伝子内のEPIYA含有領域（ABCCC）をコードする塩基配列をF32株由来の相同部
位（ABD）をコードする塩基配列に置換し、ABD型の野生型CagA（wt‐CagA）発現株を樹立した。

次にこの株を用いて、EPIYAモチーフのチロシン残基をアラニン残基に置換したりン酸化耐性型

CagA（PR－CagA）発現株ならびにCM配列を欠失させた変異型CagA（CagA―△CM）発現株を樹立
した。
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2． Isogenic H. pylori株の基本的性質の評価

NCTC11637株ならびに作製したisogenic H. pylori株の増殖速度は、菌株間で差がみられなかっ
た。さらに、〃，pylori感染細胞に特異的にみられる細胞空胞化は、NCTC11637株と同様に

isogenic H. pylori株の感染でも観察された。以上のことから、ゲノムの相同組換えがisogenicH．

pylori株の基本的性質に影響を与えないことを確認した。

3． CagA-SHP2相互作用とCagA-PARl相互作用の解析
AGS細胞にisogenic H.ガめガ株を感染させ、免疫沈降実験を行った。その結果、細胞内に注入さ

れたCagAがりン酸化依存的にSHP2と結合することに加え、リン酸化非依存的にCM配列を介し

てPAR1と結合することが示された。
4． Isogenic H. pylori株が示す病原生物活性の解析

H. pylori感染にお けるCagA-SHP2相互作用ならびにCagA-PARl相互作用の病原生物活性を

明らかにするため、isogenic H. pylori株感染が胃上皮細胞の細胞運動能に及ばす役割を比較検
討した。その結果、cagA陽性H. pylori株（wt-CagA、PR-CagA及びCagA‐△CM発現株）はいず

れも細胞運動性を亢進させた。なかでも、wt．CagA発現株による細胞運動亢進能が有意に高かっ

た。一方、cロ必遺伝子を欠損したisogenicH．ガ´D′f株（△CagA）は細胞運動性に影響を与えなかっ
た。さらに、〃，ガめH感染細胞の細胞形態変化を調べたところ、wt‐CagA発現株は細胞を著しく伸

長させたのに対し、PR‐CagA発現株とCagA‐△CM発現株は細胞形態に明確な影響を与えなか

った。これらの結果から、細胞運動性亢進に代表されるcロ必陽性〃．ガめ′fの病原生物活性発現
にはCagAの病原性にはCagA‐SHP2相互作用とCagA‐PARl相互作用が協調的に作用すること

が明らかになった。

【考察】本研究では、isogenic〃．ガめ′f株を作製し、H．ガ加f感染実験を通して、CagAがりン酸
化依存的にSHP2と結合すること一方、CM配列を介してりン酸化非依存的にPARlと結合するこ

とを示した。これまでに、CagAを全身性に発現する卜ランスジェニックマウスは消化管腫瘍と血液系

腫瘍を発症するのに対し、機能獲得型SHP2発現マウスは血液系腫瘍のみを発症することが報告
されている。この事実は、胃癌発症にはCagAによるSHP2の脱制御だけでは不十分であり、P」へRl

抑制を介した上皮細胞の極性破壊もまた重要な役割を担うことを示唆している。本研究では、

帆―CagA、PR―CagA及びCagA一DCMを発現する〃・ガ炳が胃上皮細胞に与える効果を比較し
たところ、ca呂4陽性〃．ガめ打の病原性の指標のーっと考えられる感染胃上皮細胞の運動性亢進

や細胞形態変化誘導において、CagA―SHP2相互作用とCagA―PARl相互作用が共に重要な役

割を担うことが明らかになった。
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学 位 論 文 題名

Helicobacter pylori stimulates epithelialCe11migrationvla

    CagA‐mediatedperturbationofhOStCe11Signaling

（ヘリコバク夕―・ピロりはCagAを介した宿主細胞内シグナル伝達の

    撹乱により細胞運動性を増強する）

  Helicobacter pylori (H. pylori)感染は胃・十二指腸粘膜病変に深く関連する。なかでも

cagA陽性H. pyloriは激しい萎縮性胃炎を引き起こしェ胃癌発症の危険率を有意に高める。

H. pyloriの菌体内で産生されたCagAは、胃上皮細胞内に注入された後、チロシンリン酸

化依存的にチロシン脱リン酸化酵素SHP2と特異的に結合し、細胞増殖・細胞運動を脱制

御 す る 。 一 方 、 CagAは り ン 酸 化 非 依 存 的 に CagA多 量 体 化 （ CM） 配 列 を 介 し て

pamtioning‐defectivel（PARl）に結合し、そのキナーゼ活性を抑制することにより上皮細胞

極性を破壊する。本研究では、遺伝的背景の均一なisogenicH．ガめ′f感染実験を行い、cnひ

陽性H．pyめガの病原性におけるCagA―SHP2相互作用とCagA‐PARl相互作用の役割を解明

することを目的とした。

  まずは、形質転換効率のよいNCTC11637株をもとに相同組み換えにより、cロひ遺伝子

をCMsequenceをーつ のみしかもたないF32株タイプの野生型CagA（wt‐CagA）、リン酸

化耐性型CagA（PR‐CagA）、CM配列欠損型CagA（CagA‐△CM）をコードする遺伝子に置換

したisogcnicH．pッめrf株を樹立した。樹立したisogenic株のCagAの注入を検討するために、

ヒ卜胃上皮細胞由来のAGS細胞とisogenicH．ガめ灯株を共培養して0．1％サポニンで抽出

した。

  次に、IsogenicH．ガゎ′f株の基本的性質の評価をするため、isogenic〃．ガめ′f株を液体培

地で培養し増殖速度を調べたところ、菌株間に差は認められなかった。さらに、AGS細胞

への感染実験を行い、H．ガめ′f特異的な細胞空胞化を観察したところ、NCTCl1637株と同

様にisogenicH．ガめ′f株感染によって細胞空胞化が誘導された。以上のことから、ゲノム

の相同組換えがisogenicH．ガめn株の基本的性質に影響を与えないことを確認した。また、

一方で、CagA－SHP2相互作用とCagA‐PARl相互作用の解析行うために、AGS細胞にisogenlc

〃．pッめ′f株を感染させ、免疫沈降実験を行った。その結果、細胞内に注入されたCagAが

り ン 酸化 依 存 的 にSHP2と結合す ること に加え、 リン酸 化非依存 的にCM配 列を介し て

PAR1と結合することを示した。

  最後に、IsogenicH．ガめrf株の病原性を評価するために、H．pý D灯感染AGS細胞の細胞

遊走能を調べた。その結果、cロ必陽性H．ガゎrf株（Wt．CagA、PR‐CagA及びCagA‐△CM発

現株）はいずれも細胞遊走能を亢進させた。なかでも、wt‐CagA発現株による細胞遊走の

亢進能が有意に高かった。一方、c昭A遺伝子を欠損したisogcnic〃．ガわガ株（△CagA）は細

胞遊走能に影響を与えなかった。さらに、H．ガめ′f感染細胞の細胞形態変化を調べたとこ
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ろ 、 wt-CagA発 現 株 は 細 胞 を 著し く伸 長さ せ たの に対 し、 PR-CagA発現 株 とCagA-ACM

発 現 株 は 細 胞 形 態 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 CagAの 病 原 性 に は

CagA-SHP2相 互 作 用 と CagAー PARl相 互 作 用 が 共 に 必 要 で ある こと を明 ら かに した 。

  本研究では、wt一CagA、PR．CagA及びCagA‐△CMを発現するH．ガめ′fが胃上皮細胞に与

える効果を感染実験を用いて比較したところ、cロ必陽性H．ガめ′fの病原性の指標のーっと

考えられる感染胃上皮細胞の運動性 亢進や細胞形態変化誘導において、CagA‐SHP2相互作

用 と CagA． PARl相 互 作 用 が 共 に 重 要 な 役 割 を 担 う こ と が 明 ら か に な っ た 。

  口 頭発 表に 続 き副 査今 村雅 寛教 授よ りCagAの 病原 性に 関してSHP2とParlの協調的な

作用およびhummingbird表現型と癌化の関連について質問があっ た。続いて副査田中伸哉

教授 よりCagAと胃癌発症の関連性およびヒトヘのピロリ菌感染によ る発がんメカニズム

の解明に向けた感染実験の今後の応 用について質問があった。最後に主査平野聡教授より

病理 検体 での SHP2や PARlの発 現に 関す る報 告の 有無 につ いての質 問、ピロリ菌感染胃

がんの疫学的検討についての質問に 加えてピロリ菌の治療への臨床応用の可能性などの質

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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