
E 即 綿 m

論文題目

論文 の 内容の 要旨

ヘ リ コ バ ク タ - ･ ピ ロ リ の C ag A による 胃粘膜

障害機構 の 解析

指導教員 笹 川 千 尋 教授

東京大学大学院医学系研究科

平成 1 4 年 入学

医学博士課程

病因 ･ 病理学専攻

氏名 鈴 木 仁 人

ヘ リ コ バ ク タ - ･ ピ ロ リ( H elic o b a c t e r p yl o ri
､ 以下ピ ロ リ 菌) は ､ 世界 人 口 の 半数以上が感

染し て い ると 推定さ れる 病原 細菌で あ る o 本菌の 持続感染は ､ 胃
.

･ 十 二 指腸潰疾 ､ 胃 M A L T

( 些u C O S a
一

旦S S O Ci at e d iy m p h oid 圭is s u e) リ ン パ 腫 ､ 胃癌など の 胃関連疾病と 疫学的な 関連性が指摘

さ れて おり
､

1 9 9 4 年に wn 0 (世界保険機構)n A R C ( 国際癌研究機関) は ピ ロ リ 菌を確実な発癌

因子 (d efi nit e c a r ci n o g e n 二g r o u p 1)と し て指定し て い る
o

経 口的に侵入 した菌は
､ 胃粘膜上皮細胞 に持続的に 定着し

､ ウ レ ア
- ゼ

､ 空胞化毒素 Ⅶ c A
､

ⅠⅤ 型分泌装置 ､ c a g A など様々 な病原 因子を産生 ･

分泌する ｡ こ の よう な分泌性病原 因子 ､

およ び L P S
､

ペ プチド グリ カ ン など の 菌体成分 により ､ 菌の 感染し た胃粘膜局所で は慢性的

な炎症反 応が 惹起さ れる
o

上皮 由来の I L - 8 によ っ て 動員さ れた好中球は ､
マ ク ロ フ ァ

ー ジ

などと 共 に ピ ロ リ 菌や菌に破壊さ れた細胞 の 駆 除を行う ｡ 細胞外 寄生細菌で ある ピ ロ リ 菌に

対する 獲得免疫 は液性免疫 が 主体で ある が ､ 菌 - の 抗体は自己免疫的に 胃粘膜上皮をも 侵襲

する ｡ こ の よう な菌と 宿主の 激し い 攻防に よ っ て 生み出さ れる 上皮細胞の 破壊と 再 生 の
"

声
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オ ス
"

が
､

遺伝子 の 突然変異を蓄積し
､ 癌細胞 の 発生と ク ロ

ー

ナ ル な増殖 のリ ス ク を上昇さ

せるも のと 考えら れて い る ｡

ピ ロ リ 菌染色体上に存在する c a g 病原性遺伝 子塊( c a g p Al ; G Q g L at h o g e ni cit y 主sl a n d) に コ ー

ドさ れる ⅠⅤ 型分泌装置は ､ 本菌と 宿主紳胞と の 相互 作用を考え るう えで 最も 重要な病原 因

子で ある
｡ 本菌を含めた 多く の グラ ム 陰性 病原細菌に保存さ れる ⅠⅤ 型分泌装置は ､ 特定の

蛋白 ､ 特定 の D N A を菌体内か ら宿 主細胞内 に ワ ン ス テ ッ プで 輸送 する 特殊 に 分化し た蛋白

複合体で ある ｡ 多く の 疫学的 ､ およ び動物を 如 ､ た実験病理 学的な研究により
､

｡ a g p A I 陽性

の ピ ロ リ 菌は ､
c a g P Al 陰性 の 菌と 比較し て 胃発 癌のリ ス ク が 大き い こ と が指摘されて い る ｡

現在 ､
ピ ロ リ 菌の rv 分泌装置の 分泌蛋白と し て 明らか な の は 唯

一

c a g A の み で ある . I V 型

分泌装置を介し て宿主細胞に注入さ れた C a g A は
､

S r c キ ナ - ゼ に よ っ て C 末 の チ ロ シ ン 残

基 にリ ン 酸化 修飾を受 け
､

S R P - 2
､

G r b 2
､

c - M et
､

Z O - 1 な どと い っ た様 々 な宿主分子と 会合

し
､ 細胞増殖 ､ 細胞運動

､
細胞 死 など多様な シ グナ ル 伝達 系に 関与する こ と が 報告さ れて い

る o し か し なが ら ､ 菌感染に お ける C a g A の 役割に お い て は依然不 明な点が多い
｡ 本研究で

は ､ C a g A が 宿主 c rk アダプタ ー

蛋 白と 結合する こ と
､

c a g A / C rk 複合体に活性化される シ グ

ナ ル 伝 達が ピ ロ リ 菌感染で観察さ れる 胃上皮 の 細胞 間接着の 脱 制御 ､
細胞増殖 ､ 細胞 骨格 の

再構築などに 中心的な役割を担 っ て い る こ とを明ら か に した ｡

C rk は S H 2 (S r c h o m o l o g y 2)ドメ イ ン と
､

s H 3 (S r c h o m ol o g y 3)ドメイ ン の みで 構成さ れる ア

ダプ タ
ー

蛋白で ある
｡

ヒト の C rk 蛋白はトリ 肉腫ウイ ル ス C T I O に コ ー

ド さ･れる癌遺伝子産

物 v - c rk の ホ モ ロ グと し て 同定され
､

C rk -1Ⅰ
､

C rk -I
､

C rk - L の 3 つが存荏する ｡ 本研究で は

最初に
､

C a g A が自己 のリ ン 酸化に依存して C rk 蛋白 の S H 2 ドメ イ ン と 結合する こ と を ､ G S T

プ ル ダウ ン 法およ び免疫沈降法など によ っ て 証 明し た｡

C a g A は ヒ ト 胃上皮 由来 の A G S 細胞 に細胞遊走(
~
c e11 s c att e ri n g) を 惹起する こ と が 知られ て

い る o C ell s c att e ri n g と は
､

上皮 コ ロ ニ ー

の 細胞間接着が崩壊し
､ 細胞 が個々 に分かれて 分散

する まで の
一

連の 過程を称すo 単独と な っ た細胞 は進行方 向に葉状の 突起を伸 ばし ながら ､

一

つ の 場所から 他 の 場所 - 活̀発 に動き 回る . C a g A と c rk の 結合が機能 的なも の で ある こ と

を確認するた め に
､

C rk 阻害条件下で の C a g A による c ell s c att e ri n g の 形成能を観察し た ｡ そ

の 結果 ､

.
c rk のドミ ナ ント ネガテ ィ ヴ変異体の 発現や R N A 干渉によ る C rk の ノ ッ ク ダウ ン

に よ っ て c ell s c att e ri n g が顕著に阻害されたこ と から ､ c rk に仲介さ れる シ グナ ル 伝達は C a g A
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の 活性に重要な役割を担う こ と が示唆さ れた｡

また本研 究で は ､
ピ ロ リ 菌が C a g A の 活性 に依存し て

､
E - カ ド - リ ン /P - カ テ ニ ン 複合体を

含むア ド - レ ン ス ジャ ン ク シ ョ ン( A J; 旦d h e r e n s i u n cti o rl) を破壊する こ と を 見出し た ｡ A G S 細

胞は 機能的なA J を形成し て い な い ため ､
C a g A 依存的な A J の 破壊はヒ ト 胃上皮由来の M K N 7 4

細胞や N C トN 8 7 細胞 など で観察し たo 極性 上皮細胞で ある M D C K 細胞 にお い ても
､

発 現 ベ ク

タ ー を用 い た C a g A の 発現 に より A J の 崩壊 が惹起され たが
､

c 喝A のリ ン 酸 化耐性変異体の 発

現 で は そ~ の 現象は 起こ ら なか っ た ｡ そ の た め ､ C a g A は 単独でリ ン 酸化 に依存し た上述 の 活

性 を誘導す る こ と が 明ら かと な っ た D C a g A に よ る A J の 脱制御は ､ C a g A に よ る c ell s c at t e ri n g

と 同様 に
､

C r k のドミ ナ ント ネガ テ ィ ヴ変異体の 発現や R N A 干渉に よ る C r k の ノ ッ ク ダウ ン に

よ っ て 阻害さ れた ｡ 以上 の 結果 から
､

c ag A に より 胃上 皮細胞 に誘導さ れ る 複数の 形 質発現

には
､

C r k およ び C rk 下流の 分子 の働き が重要 で ある こ と が示唆さ れた0

次に C rk 下流 の シ グナ ル 伝達が C a g A の 準性 に 与える影響を検討 し た ｡ C r k はS H 3 ドメ イ ン を

介し て C 3 G
､
S o S l

､
D o ck 1 8 0 など の′G D P /G T P 交換因子 ( G E F ; B u an in e - n u cle otid e 呈ⅩC h a n g e f a ct o

.
r)

の プ ロ リ ンリ ッ チ 嶺域 (P R R ; F Olin e -

ri c h ±e gi o n)と 結合し た 状態で 細胞質中に存在し て い る .

細 胞膜近 傍 にリ ク ル ー ト さ れた c rk / G E F の 複合体は
､ 同じく 膜近 傍 に 存在す る 小分子 G 蛋 白

で ある R a p l ( C 3 G の 標的) ､
= - R a s (S o S l の 標的) ､

R a c ュ ( D o c k 1 8 0 の 標 的) を活 性化 する ｡ R a s フ

ァ ミ リ ー の G 蛋 白 で あ る H - R a s.
､

R ap l は そ れ ぞ れ R afl ､ B - R a f を 活 性 化 し
､ 下 流の M A P K

( 担it o g e n 一

旦Cti心at ed F Ot ei n ki n as e) カ ス ケ ー ドを克進さ せる ｡

一 方
､

R h . フ ァ ミリ ー の G 蛋 白で あ

る R
■
a c l は ､ W A V E (3 kis k ott 埴1 d ri c h s y n d r o m e p r ot ei n fa m ily 望 rP r Oli n h o m ol o g o u s p r ot ei n) など ア

ク チ ン 重合に 関わる エ フ ェ ク タ ー

の 作用 によ っ て 細胞骨 格の 再構 築を促 進する ｡ 細胞 内で

c 3 G
､ S o S l

､
D o c k 1 8 0 の P R R ペ プチドを過 剰発 現さ せる こ と に よ っ て C a g A と c rk の 結合を阻

害すると
､ 菌感染におけるC a g A 依存的な c ell s c att e ri n g が 顕著に 阻害さ れた

｡

C 3 G
､
S o S l 下流 の R ap l ､ H - R a s をドミ ナント ネガテ ィ ヴ変異体に よ っ て 阻害する こ と でも

､

c ell s c att e ri n g は 有意に抑制された o R a p l 侶 - R a 礎 路 ､
H - R a s rR afl 経路は

､ 細胞増殖 に必須で 中

心的な役割を果たすM E K (坦A P K/B R K ki n a s e)/E R K (呈Ⅹtr a C ell ul a r sig n aトf e g ul at e d･ ki n a s e)経路の

上流 に位置する . ヒ ト 胃上皮 由来の K A T O III 細胞 のt r k 蛋 白を R N A 干 渉により ノ ッ ク ダウ ン

すると
､ 菌感染時 の C ag A に依存し た M E K /E R K 経路の 活 性化 が有意に抑制さ れた

o
こ れら の

結果より ､ c a g A / C rk 下流の C 3 G/R ap l 侶 - R a 催 路
､

s o s l/ H - R a s 収 afl 経路は
､

M A P K カ ス ケ ー ド

3



を 正 に制御し て い る こ と が示唆さ れ た ｡ また
､

D o ck 1 8 0 下流の R a c l
､

W A V E をドミ ナ ント ネ

ガテ ィ ヴ変異触こ よ っ て 阻害する こ と でも ､
c ell s c att e ri n g は有意に抑制さ れた｡

一方で
､

R a c l

と 同様 に R h o フ ァ ミリ
ー

G 蛋白 で あ る C d c4 2
､

R h o A の 阻害 ､ w A V E と 同様 に W A S P フ ァ ミリ ー

で ある N - W A S P (些e u r al 一 世 里) の 阻害は
､

c ell s c att eri n g の 形 成に は影響し なか っ た｡
こ れら の

結果から
､

c ag A の 活性 に D o c k 1 8 0 侃a c l/ W E 経路によ る ア ク チ ン 細胞骨格の 再構 築が重要

である こ と が示さ れた ｡

E - カド - リ ン と カ テ ニ ン の 複合体 で 形成さ れる
.
A J は

､
細胞運動 ､ 細胞増殖 ､ 細胞 分化な

どを 負に制御し て おり
､ 発 癌シ グナ ル の 抑制 因子と し て 重 要な役割を担 っ て い る ｡ C a g A 陽

性 の ピ ロ リ 菌が 感染した細胞
.
で は ､ 本来 ､ 細胞 一 細胞 間 の 接着部位 にア ン カ ー されて い るβ

- カ

テ ニ ン が核内に 局在する 像が 高頻度に観察さ れた o β功 テ ニ ン は A J の 構成蛋白で ある が
､

核内 で W n t 経路 の 転写因子で ある T C F 凡 E F (壬 生e11
_

f a ct o r/& m p h oid 呈n h a n c e r f a ct o r) の コ アク テ

ィ ベ ー

タ
ー と し て 働き ､ 細胞増殖促進 に 寄与す る M M P - 7

､ サイ クリ ン D l
､

c - m y c など の 転

写を活性化さ せる こ と が知られて い る o その ため
､

C a g A / C rk の 作用 に よ っ て A J の プ ー

ル か

ら 遊離したβ功 テ ニ ン が 核内に 移行 する こ と が
､

ピ ロ リ 菌感 鄭 こよ る 胃発癌のリ ス ク 上 昇の

一

因と な っ て い る こ と が考えら れる ｡

以上
､ 本研究 の 結果をまと めると ､ 1) C a g A はリ ン 酸化 に依存し て C r k 蛋白と結合する ､

2)

C a g A はリ ン 酸化に依存して A J を破壊する
､

3) A J の 破壊など の C a g A の 活性 に は C rk の働

き が 重要 で ある ､ 4) C a g A の 活性に は C rk 下流 の C 3 G 瓜 ap l 侶 - R a f 経路 ､
s o s l/H - R a s 収a n 経

路 ､ D o ck 1 8 0 収a cl /W A Ⅷ 経路が 個 々 に 重要 で ある こ と が 示さ れ た ｡ 今後 ､ 本研 究を基 盤と

し た更なる 研究 が
､

ピ ロ リ 菌感染によ る 胃発癌の メ カ ニ ズ ム の 解明 に つ なが るも の と 考えら

れる
｡
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