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要旨 
 

Helicobacter pylori（H. pylori）のヒト胃粘膜への持続感染は萎縮性胃炎、胃

潰瘍の病変発症に深く関わる。H. pylori には複数の病原因子が知られており、そ

の中でも vacA 遺伝子と cag pathogenicity island（cagPAI）内に存在する cagA 遺

伝子がとりわけ重要な因子として注目されている。CagA タンパク質は、H. pylori
菌体内から菌が接触した胃上皮細胞内に IV 型分泌装置を介して直接注入され、

細胞内チロシンキナーゼによりリン酸化される。さらに注入された CagA は、チ

ロシン脱リン酸化酵素 Src homology 2 domain-containing tyrosine phosphatase
（SHP-2）とリン酸化依存的に結合し、その酵素活性を刺激する。CagA には主

に 2つの分子多型、欧米型と東アジア型が存在し、東アジア型CagAはこの SHP-2
との結合力が欧米型 CagA に比べ非常に強い。また、VacA タンパク質は空胞化

毒素と呼ばれ、培養細胞に空胞化形成を引き起こすタンパク質である。vacA 遺

伝子には主に 2 カ所の多型部分があり、そのモザイク構造の組み合わせにより

いくつかゲノタイプに分類される。cagA、vacA 遺伝子ともに、ゲノタイプおよ

びその有無に明らかな世界的な地域差がある。 
本研究では、cagA と vacA 遺伝子に着目し、主に臨床分離株における cagA、

vacA 遺伝子多型と病態および地域性との相関性を検討するために以下の研究を

行った。 
（1） 上記の、近年明らかにされてきた in vitro のヒト胃上皮 AGS 培養細

胞における CagA の分子機構が、in vivo のヒト胃粘膜内でも実際に起こっている

かを確認した。その結果、H. pylori 陽性萎縮性胃炎患者の胃粘膜および早期胃癌

患者の非癌部位組織よりチロシンリン酸化CagAおよびCagAと共免疫沈降する

SHP-2 を検出した。一方、腸上皮化生や癌組織においては CagA は検出されなか

った。これらの結果により、in vivo のヒト胃粘膜においても正に CagA が胃上皮

細胞に直接注入され、チロシンリン酸化を受け、さらに SHP-2 と結合すること

が明らかになった。多段階発癌プロセスの比較的早い段階において、この CagA
による SHP-2 の脱制御が重要な役割を担っている可能性が示唆された。 
 （2）  cagA、vacA 遺伝子多型と病態および地域性との相関性を検討するため

に、東アジア（日本の福井と沖縄、さらに中国の杭州）の十二指腸潰瘍患者お

よび慢性胃炎患者から H. pylori を計 143 株単離し、その vacA と cagA 遺伝子の

多型を PCR とシークエンス解析によって調査した。その結果、東アジアにおい

て vacA および cagA 遺伝子配列には多型が見られた。cagA 陽性 H. pylori の比率

に福井と沖縄で有意差がみられ（P=0.0032）、また欧米型 CagA 陽性 H. pylori
の比率は福井に比べ沖縄で有意に高かった（P<0.0001）。しかしながら、cagA
多型と病態の間に有意な相関性はみられなかった。日本における最も多い vacA
ゲノタイプは s1c/m1b であった。一方杭州においては s1c/m2 であり、これらの

株はすべて東アジア型 CagA 陽性株であった。これらの結果より、東アジアにお

いて、vacA と cagA ゲノタイプには明らかな多型が存在するが、病態との関連性

は低いことが示された。 
（3） H. pylori CagA 多型と病態の関連性を検討するため、臨床分離株 115 株

の cagA 遺伝子配列の一部を決定し、さらに CagA と SHP-2 の結合親和性を培養
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細胞への感染実験にて検討した。その結果、炎症の程度、胃炎の活性、および

萎縮度は、cagA 陰性株や欧米型 CagA 陽性株感染患者に比べ東アジア CagA 陽

性株感染患者において有意に高かった。胃癌患者から単離した株は全て東アジ

ア型 CagA 陽性株であった。感染実験において、東アジア型 CagA は欧米型 CagA
に比べ SHP-2 との結合活性が強かった。これらの結果から、東アジア型 CagA
陽性 H. pylori の感染は萎縮性胃炎と胃癌に関与することが示唆され、東アジア

型 CagA 陽性 H. pylori による持続的な活動炎症が病原性を発揮していると考え

られた。 
（4） 胃生検組織より H. pylori の検出と CagA 分子多型を同時に識別するため

の高感度リアルタイム PCR 法を開発した。欧米型、東アジア型の特異的配列領

域でそれぞれプライマーとプローブのセットを設計し、さらに H. pylori の 16S 
rRNA を検出するプライマー、プローブセットも合わせて設計した。その結果、

胃生検組織より抽出した DNA から、H. pylori の 16S rRNA 遺伝子、および欧米

型または東アジア型 cagA 遺伝子を検出できた。タイ患者のサンプルで検討した

ところ、このシステムにおける H. pylori 感染の感度と特異性は 100%であった。

さらに、患者の 87.8%（36/41）が cagA 遺伝子陽性であり、内 26.8%（11/41）が

欧米型、53.7%（22/41）が東アジア型、残り 7.3%（3/41）が混在型であった。

これらの結果より、このリアルタイム PCR システムは病原性 H. pylori 感染を評

価できる高感度の診断手段として有用であると考えられる。 
（5）  病態に関して vacA と cagPAI 間の分子遺伝学的な関与を検討するため、

日本分離株からさまざまな vacA 遺伝子型の株を選び、vacA、cagA そして cagE
遺伝子の全配列を決定した。vacA および cagA 遺伝子配列には多型が見られたが、

cagE 遺伝子は株間でよく保存されていた。VacA、CagA そして CagE のアミノ

酸配列それぞれの系統樹解析から、この 3 種のタンパク質はいずれも欧米型と

東アジア型の大きく 2 つのグループに区別でき、その分布は 3 種のタンパク質

間で似たパターンを示した。vacA 遺伝子が s2 と s1a/m1a 型、cagA 遺伝子 3’領域

が欧米型の株は欧米型に、vacA 遺伝子が s1c/m1b 型、cagA 遺伝子 3’領域が東ア

ジア型の株は東アジア型に分類された。さらに、消化性潰瘍患者分離株におけ

る欧米株の割合（90.0%、9/10）が慢性胃炎患者分離株におけるそれ（22.7%、

5/22）よりも有意に高かった（χ2=12.64, P=0.00057）。これらの結果より、vacA
と cagPAI 間には分子遺伝学的な相関があり、また vacA と cagPAI 遺伝子の欧米

型は消化性潰瘍の発症に関与することが示唆された。 
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略語 
 
bp:  base pair;  塩基対 
BSA:  bovine serum albumin;  ウシ血清アルブミン 
cagPAI:  cytotoxin associated gene pathogenicity island;  サイトトキシン関連遺伝

子病原性遺伝子群 
DNA:  deoxyribonucleic acid;  デオキシリボ核酸 
EDTA:  ethylenediaminetetraacetic acid;  エチレンジアミン四酢酸 
EMR:  endoscopic mucosal resection;  内視鏡的粘膜切除術 
EPIYA:  Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala;  グルタミン酸-プロリン-イソロイシン-チロシン-

アラニン 
ESS:  East Asian CagA-specific, SHP-2-binding sequence;  東アジア型 CagA 特異

的 SHP-2 結合配列 
FCS:  fetal calf serum;  ウシ胎児血清 
HE:  hematoxylin eosin; ヘマトキシリン・エオシン 
HGF:  hepatocyte growth factor;  肝細胞増殖因子 
HLA:  histocompatibility locus antigen;  組織適合抗原 
HRP:  horseradish peroxidase;  西洋ワサビペルオキシダーゼ 
IL:  interleukin;  インターロイキン 
kb:  kiro base;  103 塩基対 
MALT:  mucosa associated lymphoid tissue;  粘膜関連リンパ組織 
MAPK:  mitogen-activated protein kinase;  セリンートレオニンキナーゼ 
Mb: mega base;  106塩基対 
MOI:   multiplicity of infection;  感染多重度 
PAGE:  polyacrylamide gel electrophoresis;  ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
PBS:  phosphate buffer saline;  リン酸緩衝液 
PCR:  polymerase chain reaction;  ポリメラーゼ連鎖反応 
PMSF:  phenylmethylsulfonyl fluoride;  セリンプロテアーゼ阻害剤 
rRNA:  ribosomal ribonucleic acid;  リボゾームリボ核酸 
SDS:  sodium dodecyl sulfate;  ドデシル硫酸ナトリウム 
SHP-2:  Src homology 2 domain-containing tyrosine phosphatase;  チロシン脱リン

酸化酵素 
TBS:  Tris buffer saline;  トリス緩衝液 
TE:  Tris-EDTA 
TSA:  trypticase soy agar 
VacA:  vacuolating cytotoxin A;  空胞化毒素 
WSS:  Western CagA-specific, SHP-2-binding sequence;  欧米型 CagA 特異的

SHP-2 結合配列 
2-ME:  2-mercaptoethanol; 2-メルカプトエタノール 
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緒言 
 

Helicobacter pylori（H. pylori）は、1983 年 Warren と Marshall によりヒト胃粘

膜から単離されたらせん状グラム陰性微好気性桿菌であり、世界人口の半分を

超える人々に感染していると推定されている。H. pylori のヒト胃粘膜細胞への持

続感染は、慢性萎縮性胃炎や消化性潰瘍の病変発症に関与し、胃癌発症の重要

な危険因子ともいわれている[46, 57, 60]。数多くの疫学的調査により、世界保健

機関は H. pylori を発癌性という点で最も危険度の高い group1 “definite 
carcinogen”に指定している[32]。 

H. pylori にはウレアーゼ、接着因子、空胞化毒素等の複数の病原因子が知ら

れており、病原因子遺伝子の中では、特に vacA と cagA 遺伝子が重要な規定因

子として注目されている。H. pylori株は vacAと cagA遺伝子の有無で type Iと type 
II に大別でき、type I 株は VacA と CagA タンパク質を産生するが、type II 株は

産生しない[66]。type I 株はより強い毒性を持ち、より激しい疾患の発症に関与

するといわれている。さらに H. pylori の分布には地理的に明確に区別できる特

徴があり[18, 24]、この遺伝子多型マーカーで最もよく知られているのも vacA と

cagA 遺伝子である [63, 70]。 
vacA 遺伝子より産生される VacA タンパク質（vacuolating cytotoxin A：空胞

化毒素）は、培養細胞に空胞化形成を引き起こすタンパク質である。胃潰瘍患

者から分離された H. pylori の約 7 割、胃炎患者からの分離株の約 3 割に VacA
の産生が認められ、さらに実験動物に VacA 産生株の培養上清および精製 VacA
を経口投与すると、胃粘膜に空胞形成、びらん、潰瘍を引き起こすことも知ら

れている。vacA 遺伝子には少なくとも２カ所の多型部分がある。33 アミノ酸か

らなる VacA N 末端側のシグナルペプチドをコードする s-region の配列には、s1
と s2 に大別される 2 つの異なる配列があり、s1 はさらに s1a、s1b、s1c のサブ

タイプに分けられる。s1 配列をもつ VacA は s2 配列をもつ VacA に比べより速

やかにかつ多量に分泌され、消化性潰瘍との関連が示されている。さらに約 300
アミノ酸からなる中間領域の m-region の配列には、m1 と m2 の 2 つの異なる配

列があり、m1 はさらに m1a と m1b のサブタイプに分類される[6, 34, 61, 66]。
m1 配列をもつ VacA は m2 配列をもつ VacA に比べ空胞活性が強い。産生され

る VacA は、s-region と m-region の組み合わせによりいくつかのモザイク構造を

もつ VacA に分けられる。一般的に、s1/m1 株は強毒型、s1/m2 株は並毒型、s2/m2
株は弱毒、または無毒型といわれる（s2/m1 株は存在が報告されていない）[6]。 

cagA 遺伝子より産生される CagA は抗原性の高いタンパク質である。近年、

cagA 遺伝子を保有する H. pylori 感染は、萎縮性胃炎や胃癌発症の危険率を著し

く高めるという報告が数多くなされている[14, 31, 38, 47, 48, 50]。cagA 遺伝子は

cytotoxin associated gene（cag）pathogenicity island（PAI）と呼ばれる約 40 kb 長

の遺伝子領域内に存在する遺伝子であり、この cagPAI は他の領域との GC 含量

の違いなどから、本来 H. pylori ゲノム上に存在しなかった DNA 断片が水平伝達

により持ち込まれたと考えられている[15]。cagPAI には約 30 種類の遺伝子が存

在し、その一部は他の細菌が保有する遺伝子との相同性から IV 型分泌装置と呼

ばれるミクロの注射針様構造を構成するタンパク質をコードする [2, 18]。近年
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の分子生物学的研究より、CagA の胃上皮細胞に及ぼす病原性の分子メカニズム

が明らかにされてきた。cagA 陽性 H. pylori が胃上皮細胞に接着後、CagA は IV
型分泌装置を介して H. pylori 菌体内から宿主細胞内に直接注入され、細胞内の

Src ファミリーチロシンキナーゼによりリン酸化される[5, 12, 43, 51, 53]。Src フ

ァミリーによる CagA のチロシンリン酸化部位は、CagA 分子の C 末端側に複数

出現するグルタミン酸－プロリン－イソロイシン－チロシン－アラニンという

ユニークなアミノ酸モチーフ（EPIYA モチーフ）で特徴づけられ、このモチー

フ内のチロシン残基がリン酸化される[13, 28, 54]。ヒト胃上皮 AGS 培養細胞に

cagA 陽性 H. pylori を感染させた際、細胞形態の伸長、仮足の形成といった劇的

な細胞形態の変化が観察される。この形態変化は、ハチドリのくちばしに似て

いることから“hummingbird 表現型”と呼ばれ、同様の形態変化は上皮系細胞を

肝細胞増殖因子 hepatocyte growth factor（HGF）で刺激したときにも観察される

[51]。さらに細胞内に移行した CagA はチロシン脱リン酸化酵素 Src homology 2 
domain-containing tyrosine phosphatase（SHP-2）とチロシンリン酸化依存的に結合

し、その酵素活性を活性化していることが明らかになった[28]。SHP-2 は細胞増

殖、細胞運動や細胞接着など様々な細胞機能の制御に重要な役割を果たしてい

ることが報告されていることから[25, 26, 72]、CagA による SHP-2 の脱制御が胃

上皮細胞の異常な増殖や運動に関与している可能性が示唆されている。 
H. pylori の分布と遺伝子配列には地理的特徴があり[18, 24]、アジアで単離さ

れる株と他の国で単離される株との間には、cagA 遺伝子配列に大きな違いが見

られることが報告されている[1, 29]。CagA の分子量は菌株によって 128～
140kDa とバリエーションに富み、このバリエーションは cagA 遺伝子の 3’領域

に存在する繰返し配列の回数によるものであり[17, 67, 68, 69]、また CagA のリ

ン酸化部位（EPIYA モチーフ）もこの領域に存在する[13, 28, 54]。胃癌の高い発

症率を示す東アジアと欧米それぞれで単離された H. pylori 株の CagA の分子構

造を比較すると、EPIYA モチーフ繰り返し領域においてアミノ酸配列が東アジ

ア株と欧米株の間で大きく異なる。最近、北海道大学の東らによって、東アジ

ア型 CagA は、欧米型 CagA と比較して SHP-2 結合親和性および hummingbird 表

現型の誘導能が強いことが明らかになった[29]。 
本研究では、H. pylori 病原因子遺伝子である cagA と vacA 遺伝子に着目し、

主に臨床分離株における cagA、vacA 遺伝子多型と病態および地域性との相関性

を検討するために以下の研究を行った。 
第 1 章においては、近年明らかにされてきたヒト胃上皮 AGS 培養細胞にお

ける CagA の分子機能が、ヒト胃粘膜内でも実際に起こっているかを確認した。 
第 4 章においては、簡便迅速かつ高感度に cagA 遺伝子多型を識別するため

のリアルタイム PCR 法を開発した。 
第 2、3、5 章においては、cagA、vacA 遺伝子多型と病態および地域性との相

関性を検討するために、主に日本の福井や沖縄、中国の杭州、または欧米分離

株の cagA、vacA 遺伝子型を決定し、比較解析した。 
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第1章 
 

The CagA protein of Helicobacter pylori is translocated into epithelial cells and binds to 
SHP-2 in human gastric mucosa  

Helicobacter pylori CagA はヒトの胃粘膜において、上皮細胞内に注入され SHP-2
と結合する 

 
序論 

CagA タンパク質は cagA 遺伝子から産生され、cagA 遺伝子を持つ H. pylori
は病原性を示す type I に分類される[15]。欧米単離株の 1/2 から 2/3 が type I であ

り、cagA 陽性 H. pylori の感染は胃粘膜の萎縮や胃癌に関係していると考えられ

ている[47]。一方、日本など東アジア単離株のほとんどは病態と関係なしに cagA
遺伝子を保有する[34, 63]。近年、in vitro の研究により、CagA の胃上皮細胞に

及ぼす病原性の分子機能が明らかにされてきた。cagA 陽性 H. pylori が胃上皮細

胞に接着後、CagA は IV 型分泌装置を介して H. pylori 菌体内から宿主細胞内に

注入され、細胞内の Src ファミリーチロシンキナーゼによりリン酸化される[5, 
12, 43, 51, 52]。さらに細胞内に移行した CagA は、チロシン脱リン酸化酵素 SHP-2
とチロシンリン酸化依存的に結合し、その酵素活性を刺激する [28]。SHP-2 は

細胞の増殖や形態変化、運動能亢進に深く関わり、CagA による SHP-2 の脱制御

が胃上皮細胞の異常な増殖や運動に関与している可能性がある。しかしながら、

これらの知見はすべて主にヒト胃上皮細胞株 AGS 培養細胞を用いた in vitro の

システム（in vitro での H. pylori 感染系や cagA 遺伝子の異所性発現系）で得られ

たものであり、本章では in vivo のヒト胃粘膜においてこれらの現象を検証した。 
 

方法 
対象 

上部消化管内視鏡検査で診断された、慢性胃炎患者 10 名（男性 6 名、女性 4
名、平均年齢 52.5 歳）と早期胃癌患者 5 名（男性 4 名、女性 1 名、平均年齢 54.8
歳、全員腸型胃癌）を対象とした。さらに、対照として福井医科大学第 2 内科

にて実施した多相的健康診断に参加した H. pylori 陰性者 5 名（男性 3 名、女性 2
名、平均年齢 51.8 歳）を選んだ。この健診において胃癌検査のために上部消化

管内視鏡施術を行った。それぞれの患者および対照者から前庭部および胃体部

より 4 カ所ずつ計 8 カ所の胃生検組織を採取した。前庭部および胃体部それぞ

れ 2 カ所ずつを immunoblot 解析に使用し、残り 1 つずつをそれぞれ組織鏡検解

析（ヘマトキシリン・エオシン[HE]染色）と H. pylori の培養に用いた。5 名の早

期胃癌患者には内視鏡的胃粘膜切除術（EMR）を施行した。切除した胃粘膜組

織より、癌組織 1 カ所、周辺の非癌組織 1 カ所を採取した。 
抗体 

免疫沈降と immunoblot の第 1 抗体として、anti-CagA ポリクローナル抗体 
（Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA）、anti-リン酸化チロシン抗体（4G10, 
Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA）、anti-SHP-2 抗体 （C-18, Santa 
Cruz Biotech. Inc., Santa Cruz, CA, USA） を使用した。 
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免疫沈降および immunoblotting 
生検および切除組織を 2mM Na3VO4 を含む 0.01M PBS、pH 7.5 で 3 回洗浄

し、2 mM Na3VO4、2 mM PMSF、10 μg/ml leupeptin、10 μg/ml trypsin inhibitor、
10 μg/ml aprotinin を含む氷冷した lysis buffer （50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100）でホモジナイズした。ホモジネートを遠心

分離（10,000 g , 10 分, 4oC）して上清を回収し、anti-CagA ポリクローナル抗体

または正常 IgG を加え 30 分、4℃で反応させ、次いで protein G-Sepharose beads 
（Amersham Pharmacia Biotech. Inc., Piscataway, NJ, USA） を加え 90 分、4oC で

吸着させた。免疫沈降サンプルを緩やかな遠心分離（1,000g, 1 分, 4℃）で回収

し、lysis buffer で４回洗浄した後、SDS sample buffer （2% SDS, 10% glycerol, 6% 
2-ME, 0.003% bromophenol blue, 50 mM Tris-HCl, pH 6.8） を加え 5 分間煮沸した。 
煮沸サンプルの上清を SDS-PAGE（7.5% polyacrylamide）にかけ、次いで 
Immobilon P（Millipore Corp., Bedford, MA, USA）にブロットした。メンブレン

を 1% ウシ血清アルブミン（BSA）または 5% スキムミルク含有 T-TBS （10 mM 
Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 0.5% Tween 20）でブロッキングし、第 1抗体と 4℃
で一晩反応させた。メンブレンを T-TBS で洗浄後、HRP ラベルされた anti-ウサ

ギまたは anti-マウス IgG ポリクローナル抗体と 1 時間反応させ、enhanced 
chemiluminescence（ECL）detection system（Amersham Pharmacia Biotech. Inc., 
Piscataway, NJ, USA）にて X 線フィルムに感光させた。 
H. pylori 培養 

各患者の生検組織を trypticase soy agar（TSA）-II/5% sheep blood plate に塗布

し、微好気性条件下（5% O2, 5% CO2, 90% N2）、37 oC、3～5 日間培養した。第

1 培養プレートより単コロニーを採取し、新しい TSA-II plate に継代し同条件下

で培養した。H. pylori 判定はウレアーゼ活性により行い、いくつかのコロニーを

採取して 10% fetal calf serum（FCS）を含む brucella broth liquid culture medium に

植菌し、同条件下で 24 時間振盪培養した。菌液の一部を 20％ glycerol を含む

0.01M PBS に懸濁させ-80℃で保存した。残りの菌液より遠心にてペレットを回

収し、protease/phenol-chloroform 法により DNA を抽出し、TE buffer（10mM 
Tris-HCl, pH8.0, 1mM EDTA）に溶解させ PCR 増幅まで 4℃で保存した。 
cagA 遺伝子の PCR 解析 

cagA 遺伝子の 3’ 領域を増幅するプライマー[8]（forward primer: 
5’-GAATTGTCTGATAAACTTGAAA、reverse primer: 
5’-GCGTATGTGGCTGTTAGTAGCG）を用い、PCR より分離株間の cagA 遺伝子

を比較した。PCR 条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、

72oC で 1 分を 25 サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。PCR
産物を 2% agarose gel で電気泳動し、cagA 遺伝子を検出した。 
 

結果 
近年、in vitro の研究により、CagA の胃上皮細胞に及ぼす病原性の分子メカ

ニズムが解明されてきた。すなわち H. pylori CagA が IV 型分泌装置を介して宿

主細胞内に注入され、細胞内でチロシンリン酸化を受け、移行したCagAはSHP-2
と結合する。今回、チロシンリン酸化 CagA とその CagA と結合している SHP-2
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が、全ての H. pylori 陽性萎縮性胃炎患者の前庭部および胃体部の胃粘膜より検

出され、一方で H. pylori 陰性対照者からは検出されなかった（Figure 1-1）。cagA
遺伝子は PCR により確認し、これら患者より分離された H. pylori 株はすべて

cagA 陽性 H. pylori であった。興味深いことに、全ての H. pylori 陽性早期胃癌患

者の非癌部においては、CagA、チロシンリン酸化 CagA、さらに CagA と免疫共

沈する SHP-2 が検出されるのにもかかわらず、腸上皮化生（胃粘膜に腸型上皮

が出現する現象）または癌部の胃粘膜ではこれらは検出されなかった （Figure 
1-2）。  
 

考察 
今回の検討により、in vivo のヒト胃粘膜においても正に CagA が胃上皮細胞

に直接注入され、チロシンリン酸化を受け、さらに SHP-2 と結合することが初

めて明らかになった。Correa の胃発癌モデルによると、発癌過程は 2、30 年以

上かけて病変の危険度を増しながら連続的に進行すると考えられている。すな

わち、急性胃炎は慢性胃炎へと移行し、腸上皮化生を惹起しながら慢性萎縮性

胃炎へと進行し、ついには胃癌発症へと至る[16]。慢性萎縮性胃炎患者の 10％
が 15 年以内に胃癌へと進行するという統計がある。胃癌の 90％以上が goblet 
cells を有した腸上皮化生を併発しており、このことから腸上皮化生は前癌病変

の組織マーカーとして用いられている。H. pylori 感染による慢性胃炎はたいてい

萎縮性胃炎へと進行する。胃癌リスクは萎縮性胃炎の程度と範囲で増大する。

激しく腺萎縮が進み、腸上皮化生が起きると、H. pylori が定着できなくなる。こ

のため今回のように腸上皮化生および癌部において、CagA やチロシンリン酸化

CagA、CagA と免疫共沈する SHP-2 が検出されなかったのであろう。それ故に、

H. pylori 感染は胃癌発症の比較的早い段階で病原性を発揮していると考えられ

る。 
感染期間中 H. pylori から胃上皮細胞に注入された CagA は、SHP-2 と結合し

て宿主細胞のシグナル伝達系を撹乱し、細胞機能に変化をもたらしている[28]。
SHP-2 分子は Drosophila の Corkscrew と相同性を持ち、Ras-MAPK 経路の活性化

を介した細胞増殖刺激を増強させることが明らかにされており、細胞内シグナ

ル伝達制御において重要な役割を担う分子である[26]。また、SHP-2 は細胞接着

や細胞運動の制御にも関与している。多段階発癌プロセスの比較的早い段階に

おいて、この CagA による SHP-2 の脱制御が重要な役割を担っている可能性が

あり、H. pylori の病原性には CagA の関与が示唆された。 
スナネズミなどの動物感染実験モデルにより、H. pylori の長期感染と胃癌発

症との関連性が明らかにされている[65]。H. pylori 感染は N-methyl-N-nitrosourea
によって誘発されるスナネズミの胃底腺癌の発症率も高めることが報告されて

いる[55]。これらスナネズミのモデルにより、H. pylori 感染は胃癌発症の発動因

子であり促進因子であると示唆される。腫瘍の発因は未だ不明だが、一つの説

明得る可能性として炎症粘膜における上皮の代謝回転の上昇が考えられる。細

胞複製が増進すると、ゲノム複製時のエラーや DNA 相同組換え、DNA 修復過

程における時間の減少などによる変異の頻度も高くなる。スナネズミモデルで

は、常に目立った胃粘膜の肥厚化が特徴的に観察される。これは胃粘膜におけ
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る細胞増殖が永続的に亢進していることを意味する。さらにヒト胃粘膜におい

ても H. pylori 感染により再生の増殖活性が亢進していることが報告されている 
[4]。CagA による SHP-2 シグナル経路の脱制御が、胃上皮細胞の増殖異常と形

態異常を引き起こし、胃癌の発生や促進に関与している可能性が示唆された。

H. pylori 感染による胃発癌のさらなる詳細な分子メカニズムの解明が必要であ

ろう。 

 9



1　　2　　　3　　　4

■『－■Anti－CagA

■一一『Anti－P－Tyr

こ－l Anti－SHP－2

Figure1－1

ヒト胃粘膜のimmunoblot解析
上；anti－CagA抗体，中；anti－リン酸化チロシン抗体（anti－P－Tyr），下；anti－SHP－2
抗体。
ピロリ菌陽性萎縮性胃炎患者の胃体部（lanel）および前庭部（lane2）からは

チロシンリン酸化CagAとそのCagAと免疫共沈するSHP－2が検出された。
一方、ピロリ菌陰性対照者からはそれらは検出されなかった（胃体部；lane3，前
庭部；lane4）。
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A b C D

三吉二人皿払｛噸▲

二三　人血叶巾

二三　人nd－SHr・2

Figure1－2

腸型早期胃癌患者より採取した胃粘膜immunoblot解析
上（4枚の組織写真）；下のimmunoblotのサンプルに相当する
組織学的所見（HE染色）
（SCalebars，20FLm）

（A）軽度の炎症浸潤が認められる胃体部の生検組織
（B）重度の炎症浸潤が認められる前庭部の生検組織
（C）腸上皮化生の併発が認められる癌部周辺の切除胃粘膜
（D）粘膜下の浸潤は認められない管状腺癌の切除組織

下（3枚のgel写真）；腸型早期胃癌患者より採取した胃粘膜
immunoblot解析
上；anti－CagA抗体，中；anti－リン酸化チロシン抗体（anti－P－Tyr），下；anti．SHP－2
抗体。

腸上皮化生部（C）および癌部（D）からは、チロシンリン酸化CagAとそのCagAと免
疫共沈するSHP－2が検出されなかったが、一方、同じ患者の非癌部の胃粘膜組

織においてはそれらは検出された（胃体部【A】，前庭部［B］）。
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第2章 
 

The diversity of vacA and cagA genes of Helicobacter pylori in East Asia 
東アジアにおける Helicobacter pylori の vacA と cagA 遺伝子の多型性 

 
序論 

H. pylori にはウレアーゼや空胞化毒素（VacA）、CagA など複数の病原因子

が存在し[17, 19, 21, 30, 56]、消化性潰瘍など重大な消化性疾患患者から分離され

た H. pylori 株のほとんどは、これらの病原因子を生成している[6, 62]。H. pylori 
type I 株は VacA と CagA タンパク質を産生でき、type II 株より強い毒性を持ち、

より激しい疾患の発症に関与するといわれている[66]。 
VacA は、細胞を空胞変成させて死に至らしめるタンパク毒素である。vacA

遺伝子には多型が認められ、産生される VacA は、シグナルペプチド（s）と中

間領域（m）の組み合わせによりいくつかのモザイク構造をもつ VacA に分けら

れる[6, 41, 45, 61, 62, 66]。すなわち、シグナルペプチドの配列は s1 と s2 に大別

される。また中間領域の配列は、m1 と m2 に大別され、m1 と m2 のアミノ酸配

列の相同性は約 55％である[6]。日本で分類される H. pylori の VacA はほとんど

が強毒型である s1/m1 であるが、沖縄においては欧米と同様に s1/m2 と s2/m2
が認められている。 

cagA遺伝子より産生されるCagAは免疫原性の高いタンパク質である。近年、

CagA は H. pylori 菌体内から宿主細胞内に注入され、チロシンリン酸化を受け[5, 
12, 43, 51, 53]、さらにチロシン脱リン酸化酵素 SHP-2 と結合し、その酵素活性

を脱制御していることが明らかになった[28]。SHP-2 は細胞増殖のシグナル伝達

に重要な役割を果たしていることで知られ[25]、CagA による SHP-2 の脱制御が、

胃上皮細胞の異常な細胞増殖と細胞運動を引き起こすと考えられている。さら

に最近、CagA のリン酸化および SHP-2 結合領域において、東アジアで単離され

た H. pylori株の CagA と欧米で単離された H. pylori 株の CagA ではそのアミノ酸

配列および働きに大きな違いがあることが示された。すなわち、CagA のリン酸

化後、東アジア特有の配列の方が欧米特有の配列に比べ、SHP-2 と強く結合す

ることが明らかになった[29]。CagA の病原因子として宿主細胞の機能を撹乱す

る能力は、SHP-2 との結合力によって決定できると考えられ、そのため CagA と

SHP-2 結合親和性の多様性は、異なる H. pylori 株感染による臨床の病態を決定

づける重要な差違であると考えられる。 
本章では、H. pylori のゲノタイプと病態との間の関連性を検討するために、

日本の福井と沖縄、さらに中国南東部に位置する杭州における十二指腸潰瘍患

者および慢性胃炎患者の H. pylori 臨床分離株を用いて、その vacA と cagA 遺伝

子の多型を調査した。 
 

方法 
H. pylori 株 

計 143 株（福井分離株 65 株、沖縄分離株 60 株、杭州分離株 18 株）の臨床

分離株を、福井大学医学部第 2 内科または沖縄中部病院または Zhejiang 大学 Sir 
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Run Run Shaw 病院にて上部消化管内視鏡施術時に採取した胃生検より単離した。

福井の 65 患者のうち、十二指腸潰瘍患者が 26 例（男性 17 名、女性 9 名、平均

年齢 48.8 歳）、慢性胃炎患者が 39 例（男性 19 名、女性 20 名、平均年齢 57.6
歳）であった。沖縄の 60 患者のうち、十二指腸潰瘍患者が 21 例（男性 18 名、

女性 3 名、平均年齢 55.2 歳）、慢性胃炎患者が 39 例（男性 15 名、女性 24 名、

平均年齢 59.5 歳）であった。また杭州の 18 患者のうち、十二指腸潰瘍患者が

11 例（男性 4 名、女性 7 名、平均年齢 42.9 歳）、慢性胃炎患者が 7 例（男性 3
名、女性 4 名、平均年齢 36.1 歳）であった。非ステロイド抗炎症薬や抗生物質

を最近処方されていた患者は除外した。 
H. pylori 培養 

各患者の生検組織を TSA-II/5% sheep blood plate に塗布し、微好気性条件下

（5% O2, 5% CO2, 90% N2）、37 oC、3～5 日間培養した。第 1 培養プレートより

単コロニーを採取し、新しい TSA-II plate に継代し同条件下で培養した。H. pylori
判定はウレアーゼ活性により行い、いくつかのコロニーを採取して 10% FCS を

含む brucella broth liquid culture medium に植菌し、同条件下で 24 時間振盪培養

した。菌液の一部を 20％ glycerolを含む 0.01M PBSに懸濁させ-80℃で保存した。

残りの菌液より遠心にてペレットを回収し、protease/phenol-chloroform 法により

DNA を抽出し、TE buffer（10mM Tris-HCl, pH8.0, 1mM EDTA）に溶解させ PCR
増幅まで 4℃で保存した。 
cagA 遺伝子 3’領域の配列決定 

以前報告したプライマー[8]（forward primer: 
5’-GAATTGTCTGATAAACTTGAAA、reverse primer: 
5’-GCGTATGTGGCTGTTAGTAGCG）を用い、cagA 遺伝子の 3’ 領域を増幅し

た。PCR 条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、72oC で 1
分を 25 サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。PCR 産物を 2% 
agarose gel で電気泳動しエチジウムブロマイドで染色した。PCR 産物は引き続

き Centricon-100 Concentrator columns （Amicon, Beverly, Massachusetts, USA）で

精製し、BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit （Applied Biosystems, Foster 
City, California, USA）を用いて DNA direct sequencing PCR をかけ、ABI PRISM 
3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシークエンス解析した。さ

らに GENETYX-Mac software （version 11.2.3, Software Development）を用いて塩

基配列の比較解析を行った。 
vacA タイピング 

PCR を用いた vacA 遺伝子の s-region（シグナルペプチドをコードする領域）

と m-region（中間領域）のタイピングは Table 2-1 に示すそれぞれのサブタイプ

特異的なプライマーペアを用いて、以前の報告に準じて行った[34, 35, 45]。PCR
条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、72oC で 30 秒を 25
サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。PCR 産物は 2% agarose 
gel 電気泳動にかけて分離した。 
以前の報告で[34]、37 株の福井臨床分離株の全長 vacA 配列が決定されており、

それらのデータも今回の解析に含めた。14 株の十二指腸潰瘍由来株の GenBank 
accession numbers は、AF049620、AF049621、AF049623、AF049625、AF049627、
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AF049629、AF049630、AF049631、AF049637、AF049639、AF049641、AF049645、
AF049647、AF049652 であり、17 株の慢性胃炎由来株の accession numbers は、

AF049619、AF049622、AF049624、AF049626、AF049628、AF049632、AF049633、
AF049635、AF049636、AF049642、AF071095、AF049643、AF049644、AF049646、
AF049648、AF049649、and AF071096 である。 
統計処理 

cagA、vacA ゲノタイプ多型の分布の違いおよび cagA、vacA ゲノタイプ多型

と病態との相関関係は、chi-square test および Fisher’s exact probability test により

統計解析した。有意差は P<0.05 とした。 
 

結果 
CagA 多型   

福井と杭州から分離された株の全てが cagA 陽性株であったのに対し、沖縄

分離株の 8.3％（5/60）が cagA 陰性株であった。cagA 陰性株の比率は福井に比

べ沖縄で有意に高かった（P=0.0032）（Table 2-2）。 
以前より CagA は欧米型と東アジア型に分類されることが報告されている

[29]。欧米型と東アジア型の間で CagA リン酸化部位周辺の配列に大きな違いが

あり、欧米型 CagA は WSS（Western CagA-specific, SHP-2-binding sequence）、

東アジア型 CagA で ESS（East Asian CagA-specific, SHP-2-binding sequence）と呼

ばれる（Figure 2-1）。福井分離株の全てと杭州分離株の 94.4％（17/18）が東ア

ジア型 CagA を保有していたのに対し、沖縄分離株の 21.7％（13/60）が欧米型

CagA 保有株であった。欧米型 CagA 保有株の比率は福井に比べ沖縄で有意に高

かった（χ2=15.7, P<0.0001）（Table 2-2）。98.4％（122/124）の東アジア型 CagA
保有株はひとつの ESS をもつものであり、残り 2 株は 2 つの ESS をもつタイプ

であった。78.6％（11/14）の欧米型 CagA 保有株はひとつの WSS をもつもので

あり、残り 1 株は 2 つの WSS を、2 株は 3 つの WSS をもつタイプであった。ま

た、福井、沖縄、杭州いずれにおいても、cagA ゲノタイプと病態（慢性胃炎、

十二指腸潰瘍）との間に有意な相関はみられなかった。 
vacA多型   

福井分離株ではすべて s-region は s1 サブタイプ、m-region は m1 サブタイプ

であり（Figure 2-2）、最も多いゲノタイプは s1c/m1b であった（55/65, 84.6％）。

沖縄分離株では、福井同様最も多いゲノタイプは s1c/m1b であったが（38/60, 
63.3％）、s1a/m1b が 4 株（6.7％）、s1b/m1b が 1 株（1.7％）、s1a/m2 が 7 株（11.7％）、

s1c/m2 が 5 株（8.3％）、s2/m2 が 5 株（8.3％）と、福井に比べバリエーション

がみられた。一方杭州では、最も多いゲノタイプは s1c/m2 であった（11/18, 
61.1％）。福井における s1c/m1b ゲノタイプの比率は、沖縄や杭州に比べ有意に

高かった（対沖縄；χ2=11.9, P=0.0006、対杭州；χ2=22.7, P<0.0001）。杭州に

おける s1c/m2 ゲノタイプの比率は、福井や沖縄に比べ有意に高かった（対福井；

χ2=45.8, P<0.0001、対沖縄；χ2=23.7, P<0.0001）。また vacA ゲノタイプと病態

（慢性胃炎、十二指腸潰瘍）との間に有意な相関はみられなかった（Table 2-3）。 
cagAとvacAの相関性 

日本において東アジア型 CagA 陽性株の 80％以上が s1c/m1b vacA ゲノタイプ
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であった（福井；55/65, 84.6％、沖縄；34/42, 81.0％）。一方杭州においては、

64.7％（11/17）の東アジア型 CagA 陽性株が s1c/m2 vacA ゲノタイプであった。

また、沖縄、杭州でみられた欧米型 CagA 陽性株のほとんどが m2 vacA ゲノタイ

プであった（11/14, 78.6％）（Table 2-4）。 
 

考察 
H. pylori は遺伝子変異に富んだ細菌の一種であり、この変異多型は広範囲な

菌株間での遺伝子伝達や相同組換えによって高まっている[18]。H. pylori がさま

ざまな疾病を発症させうるのは株特有の遺伝子多型がその原因の一つと考えら

れる。さらに H. pylori には明確な地理的分布も確認されている。欧米諸国では

単離された菌の 1/2 から 2/3 が cagA 陽性株であるのに対し、東アジア分離株の

ほとんどが cagA 陽性株である[34, 63]。またさらにアジア株と他の株との cagA
配列には大きな違いがあることも報告されている[1, 29]。今回の検討により、同

じ東アジア内でも日本（福井と沖縄）と中国（杭州）において cagA の多型が確

認された。福井と杭州から分離された株はすべて cagA陽性株であったのに対し、

沖縄では 8.3％の分離株が cagA 陰性株であった。cagA 陽性株の比率に福井と沖

縄で有意に違いがみられた。さらに、福井分離株のすべてと杭州分離株の 94.4％
が東アジア型 CagA 陽性であったのに対し、沖縄分離株の 21.7％が欧米型 CagA
陽性であった。欧米型 CagA 陽性株の比率は福井に比べ沖縄で有意に高かった。

福井は本州の中央部に位置し、一方沖縄は日本の南西端に位置する島々であり、

2 県の間は 1,300km 以上離れている。沖縄は歴史的に西洋諸国と活発な交流があ

り、20 世紀中頃より大勢のアメリカ人の居住があった。そのため欧米型 H. pylori
が欧米諸国より沖縄に移行してきたのだろう。今回の検討では、cagA 陰性株は

すべて慢性胃炎患者から分離されたものであったが、cagA ゲノタイプと病態（慢

性胃炎と十二指腸潰瘍）との間に有意な相関性はみられなかった。 
本章においては、vacA 多型とさらに vacA と cagA 間の関連性も検討した。福

井分離株はすべて、シグナルペプチド領域では s1 サブタイプを、中間領域では

m1 サブタイプを持っていた。日本で最も多いゲノタイプは s1c/m1b であった（福

井；55/65, 84.6％、沖縄；38/63, 63.3％）。van Doorn らによっても、s1c サブタ

イプは東アジアでは高頻度にみられるが、世界の他の地域では極めて稀なサブ

タイプであることが報告されている[61]。さらに日本において東アジア型 CagA
陽性株の多くは vacA ゲノタイプが s1c/m1b タイプであったのに対し、杭州では

多くの株の vacA ゲノタイプが s1c/m2 タイプであった（11/17, 64.7％）。Pan ら

によって、中国分離株（上海と広州、広州-上海間は 1,000km 以上）の 80％以上

が s1a/m2 ゲノタイプをもつと報告されているが[45]、この中では s1a と s1c サブ

タイプは区別していない。杭州は上海に近いことから中国の vacA ゲノタイプで

最も多いタイプは s1c/m2 タイプであると考えられる。今回の検討では s1c/m2 ゲ

ノタイプの株はすべて東アジア型 CagA 陽性株であったことから、東アジア型

CagA 陽性株間であっても vacA ゲノタイプには地理的分布が存在することが示

された。欧米において、cagA 陽性、vacA s1 サブタイプをもつ H. pylori は、よ

り激しい疾病（十二指腸潰瘍や胃癌）発症に明らかに関与していることが報告

されている[63]。しかしながら今回の検討では、s2/m2 ゲノタイプであった株は
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すべて慢性胃炎患者由来であったものの、vacA ゲノタイプと十二指腸潰瘍との

間に有意な相関はみられなかった。 
東アジア諸国は、欧米諸国に比べ胃癌の発症率が非常に高いことが知られて

いる。しかしながら、東アジア内においても胃癌リスクは地域によって違い、

胃癌による死亡率は、福井で 43.7/100,000、沖縄で 18.2/100,000、杭州で

23.1/100,000 である。今回の検討では、cagA/vacA ゲノタイプと病態との間に明

らかな相関性はみられなかったが、さらなる綿密で大規模な解析が必要である

と考えられる。 
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Table2－1

ピロリ菌Vαdタイピングに用いるプライマー

Regbn Prh℃r SequeI℃ea

Si刀≡andbc如bnof

PCRproduct

Sla vacAsla－F

VAl－R

Slb SS3－F

VAl－R

SIc vacAsIc－F

VAl－R

S2　　　　　SS2－F

VAl－R

mla VA3－F

VA3－R

mlb VAJT＞F3

VAnトR3

m2　　　　　VA4－F

VA4－R

5㌧CTCTCGCTrTAGTAGGAGC－3．

5㌧CTGCTrGAATGCGCCAAAC－3－

5’－AGCGCCATACCGCAAGAG－3．

5㌧CTCTCGCTrTAGTGGGGYT－3一

5㌧GCTAACACGCCAAATGATCC－3．

5㌧GGTCAAAATGCGGTCATGG－3－

5一一ccAmGTACCTGTAGAAAC－3．

5㌧GGCCCCAATGCAGTCATGGAT－3．

5㌧GCTGTrAGTGCCTAAAGAAGCAT－3－

5㌧GGAGCCCCAGGAAACATrG－3．

5㌧CATAACTAGCGCCTrGCAC－3I

213bp（843－1055）b

187bp（869－1055）C

213bp（843－1055）C

199bp（433－631）d

290bp（2741－3030）b

291bp（2741－3031）6

352bp（976－1327）e

（2284－2635）d

Y：CorT

bNlKkotkIeposbnshthvacAgeneofHpyk｝ri60190（GenBankaccessbnno．HPUO5676）【20］．

CcorresporKhgtonucbotklepos辻bnofHpylbri60190・

dNuckotkleposbnshth”aCAge爬OfH”k，riTx30a（GenBankaccessk）nnO．HPU29401）【6］．

eNLKbotkIepos払nsin鵬VaCAge服OfH”k，ri87－203（GenBankaccessbnrK）．HPUO5677）【20】．
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Table2－2

CagAゲノタイプの分布

Fukui

CagA East

（－）　Asian

Okinawa

C昭4　East

HangZhou

C嘩再　East

Westem（う　Asian Western　（う　Asian Westem

Duodenalulcer o　　26　　0　　0　　14　　7　　　0　10　l

Chronicgastritis O　　39　　0　　5　　28　　6　　　0　　7　　0

Total 0　　65　　0　　5a　　42　　13b o　　17　　1

ac昭4陰性株の比率は福井に比べ沖縄で有意に高かった（タ＝0．0032）。

b欧米型CagA陽性株の比率は福井に比べ沖縄で有意に高かった（P＜0．0001）。
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Table2－3

Vαdゲノタイプの分布

Sla／mla sla／mlb slb／mla slb／mlb sIc／mla sIc／mlb sla／m2　slb／m2　sIc／m2S2／m2

Fukui

Duodenalulcer O　　　4　　　、l

Chronicgastritis　1　　4　　　0

Total　　　　　1　　8　　　1

0kinawa

Duodenalulcer o l O

Chronicgastritis　0　　3　　　0

Total

Hangzhou

Duodenalulcer

Chronicgastritis

Total

0　　　　4　　　　0

0　　　　0　　　　0

0　　　1　　　　0

0　　　1　　　　0

0　　　　0　　　　21　　　0

0　　　　0　　　　34　　　　0

0　　　　0　　　　55a O

0　　　　0　　　　13　　　　4

1　　　0　　　　25　　　　3

1　　　0　　　　38　　　　7

0　　　　0　　　　　2　　　　1

0　　　　0　　　　3　　　　0

0　　　　0　　　　5　　　　1

0　　　　0　　　　0

0　　　0　　　　0

0　　　0　　　　0

0　　　3　　　　0

0　　　2　　　　5

0　　　　5　　　　5

0　　　　8　　　　0

0　　　3　　　　0

0　　11b o

asIc／mlbゲノタイプの比率は沖縄、杭州に比べ福井で有意に高かった（対
沖縄；タ＝0．0006、対杭州；P＜0．0001）。

bsIc／m2ゲノタイプの比率は福井、沖縄に比べ杭州で有意に高かった（対
福井；P＜0．0001、対沖縄；ア＜0．0001）。
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Table2－4

C頑とvddゲノタイプ間の相関

VaCAgenotype

cagAstatus Sla／mlasla／mlbslb／mlaslb／mlb sIc／mlasIc／mlb sla／m2　slb／m2　sIc／m2　S2／m2

Fukui

EastAsiantyPe　1　　8　　1　　0　　　0　　　55　　0　　　0　　　0　　　0

Okinawa

CqgA－negative o

WesterntyPe o

EastAsiantype o

Hangzhou

Westemtype

EastAsiantyPe

0　　　0　　　0　　　0　　　2　　　　0　　　0　　　0　　　　3

0　　　0　　　1　　　0　　　2　　　　5a O　　　3a　　　2a

4　　　0　　　0　　　0　　　34b　　2　　　0　　　2　　　0

0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　1　　　0　　　0　　　0

0　　　1　　　0　　　0　　　0　　　5　　　0　　　0　　　11　　0

a欧米型CagAはvacAm2ゲノタイプと有意に相関性があった（P＜0．0001）。

b東アジア型CagAはvacAsIc／mlbゲノタイプと有意に相関性があった
（P＜0．0001）。
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F36　East Asia tYPe

F75　East Asia type

OKl12　Western type

OKlll Western type

OK107　Western type

F36

F75

0R112

0Rlll

OKlO7

F36

F75

0K112

0Klll

OKlO7

F36

F75

0K112

0Klll

OKlO7

KVSAKZDQLNEATSAINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPIYATIDFDEANOAGF

‥・T……‥A‥‥‥‥‥‥‥‥‥日日日日●日日．‥‥‥‥‥‥‥‥．

‥N…．R‥QIA．GLGGVGQAAGFPLKRHDKVDDLSKV．．．Ⅴ………．DLGGPF－一一

‥TQ……QAA．GLGGVGQA－GFPLKRHDKVDDLSKV‥，Ⅴ………．DLGGP－－－－

‥K…．R．DQIA．GLGGVGQA－GFSLKGHTKVDDLSKV．I．‥NH……‥DLGGP－－－－

KVSTKIDQLNEAASAINRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPIYATIDFDEANOAGF

－－一一一－－－－－－－－－一一一一一－－一一一FPLKRHDKVDDLSKV‥．V………．DLGGPF－一一

－－－－一一一一一一一一一－－－－－－－－－－－FPLKKHTKVDDLSKV．L‥NH……‥DLGGPF－－－

－－－－－一一－一一－－－－－－－－－－－－－－FPLKKHTKVDDLSKVGLSANHEPIYATIDDLGGP－－－－

PLRRYAGFDDLSKVGLS

…．S．AVN‥．‥‥．

‥X．HDKV‥．．．．．‥

．．X．HDKV．．．．．．．．．

‥KKHDⅨVG‥‥‥‥

Figure2－1

cagA3，領域における、F36株（GenBankaccessionnumber

ABO90080）、F75株（ABO90106）、OKl12株（ABO90088），OKlll株
（ABO90140）、OKlO7株（ABO90086）間のアミノ酸配列の比較
ドットは一致を、ハイフンは残基が抜けていることを示す。
配列の開始位置は、NCTCl1637株（AE202973）cagAの918番目に相当す
る。
下線部はESS領域を、二重下線部はWSS領域を示す。
F36株は1つのESSを、F75株は2つのESSをもち、OK112株は1つのWSSを、
OKlll株は2つのWSSを、OKlO7株は3つのWSSをもつ。
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A．vacA s alleles

NCTC11638

F37

F51

F56

F73

J99

F80

Ta⊥wan34

F20

F21

F28

F29

Sla CTCTCGCTTTAGTAGGAGCATTAGTCAGCATCACACCGCAACAAAGTCATGCCGCCTTTTTCACAACCGTGATCAT

Sla　…………………．G‥．．‥．‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥．‥．‥‥‥‥‥‥‥

Sla　………………・G‥G‥・‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥．‥．‥‥．‥‥．‥‥‥‥

Sla　……………………＝…………………………．C‥T‥‥‥‥‥．‥．

Sla　……………………＝…………………………．C‥T‥．‥‥．‥‥‥

Slb　……T…‥C……G‥GA●T‥．GC．．T……．G．G………………‥G‥．‥‥‥．．

Slb　……T…‥C……G‥GA・T・．TGC‥T……．G．G‥．．．．‥．‥．‥．．‥‥‥．．‥‥‥‥

SIc　…………・G・・GTT‥・GH……………A……………．C‥T…………．．

SIc　…………・G‥GCT‥・G………………A‥‥‥．．．‥．．‥‥．．‥‥．．．．．．‥‥．

SIc　…………・G‥GCT・‥G…＝…………A‥‥‥．‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥．．‥‥．

SIc　…………・G・・GCT‥・G……・……．A‥．A………………．T‥‥．‥‥‥‥．

SIc　…………・G‥GTT・・・G‥T……………A‥．‥．．‥‥．．‥．．‥‥‥．‥．‥．．‥．

B．vacA m aileles

NCTCl1638　　mla GGTCAAAATGCGGTCATGGATTATAGCCAATTTTCAAATTTAACCATTCAAGGGGATTTCATCAACAATCAAGGCA

F37　　　　　　mla　………………‥C…‥T………………‥C………‥T‥‥‥‥‥‥‥‥

China R13　　mlb　‥C・cc…‥A………………………G………．G‥．A…．TG．．‥‥‥‥‥．．．

F20　　　　　　mlb　‥C・cc…‥A…………‥T…………G………．G．‥A…．T‥．．．‥‥‥‥．．．

NCTCl1638　　mla CTATCAACTATCTGGTCCGAGGTGGGAAAGTGGCAACCTTAAGCGTAGGCAATGCAGCAGCTATGATGTTTAATAA

F37　　　　　　Hla　…………………．C………………．AT．‥‥．‥‥‥‥‥‥．‥‥‥‥‥‥．

China R13　　mlb　……．T‥．T…．T…‥C…‥CA．A．A………………………C‥．C．T‥‥‥‥

F20　　　　　　mlb　……．T‥．T…．T…‥C…．．CA．A．A……………………‥TC…．GT…‥C‥

NCTC11638　　mla TGATATAGACAGCGCGACCGGATTTTACAAACCGCTCATCAAGATTAACAGCGCTCAAGATCTCATTAAAAATACA

F37　　　　　　mla・‥‥・‥‥‥‥‥‥．‥‥‥‥‥‥‥．‥‥‥‥‥‥．‥‥．‥‥‥‥‥‥‥‥‥．‥‥．

China R13　　mlb　………T……‥T……………‥T…………‥T…．G……………‥A．

F20　　　　　　mlb　………T……‥T……………‥T…‥A………A…………………A．

NCTCl1638　　mla GAACATGTTTTATTGAAAGCGAAAATCATTGGTTATGGTAATGTTTCTACAGGTACCAATGGC

F37　　　　　　mla　‥G……………………………………………‥T‥‥‥

China R13　　mlb　……‥C………………‥C……．AA…．C…．TT‥．C‥T．．CA‥

F20　　　　　　mlb　……‥C………………‥C……．AA………TT‥．C‥T‥CA‥

Figure2－2

Vdd遺伝子の塩基配列の比較
A：VaCAシグナル領域（S一領域）におけるsla、Slb、SIcサブタイプ間の比
較。

それぞれ76bpの配列の開始位置は、NCTCl1638株（GenBankaccession
numberUO7145）vacAの47番目に相当する。
B：VaCA中間領域（m一領域）におけるmla、mlbサブタイプ間の比較。
それぞれ291bpの配列の開始位置は、NCTCl1638株vacAの2914番目に相
当する。
ドットは一致を示す。

それぞれの株のvacAGenBankaccessionnumberは、AFO71095（F37株）、
AFO49630（F51株）、AFO49633（F56株）、AFO49652（F73株）、AEOO1511
（J99株）、AFO49619（F20株）、AFO49620（F21株）、AFO49621（F28株）、
AFO49622（F29株）、AFO35610（ChinaR13株）である。
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第3章 
 

Association between diversity in the Src homology 2 domain-containing tyrosine 
phosphatase binding site of Helicobacter pylori CagA protein and gastric atrophy and 

cancer 
Helicobacter pylori CagA の SHP-2 結合部位多型と胃萎縮度および胃癌との関連 

 
序論 

cagA 遺伝子より産生される CagA は、複数の H. pylori 病原因子の中で最も研

究の進んでいる因子の一種である。cagA 遺伝子を保有する H. pylori 感染は、萎

縮性胃炎や胃癌発症の危険率を著しく高めることが知られている[14, 31, 38, 47, 
48, 50]。近年、CagA は H. pylori から宿主細胞に注入され、チロシンリン酸化を

受け[5, 12, 43, 51, 53]、さらにチロシン脱リン酸化酵素 SHP-2 と結合し、酵素活

性を脱制御していることが明らかになった[28]。CagA による SHP-2 の脱制御が、

胃上皮細胞の異常な細胞増殖と細胞運動を引き起こすと考えられている。 
H. pylori には株間で多くの遺伝子多型が確認され、それに起因して各株間の

性質が異なることで発症疾患の違いが起こると考えられている。最近、CagA の

リン酸化、SHP-2 結合領域のアミノ酸配列は、東アジア型、欧米型間で大きく

異なり、SHP-2 結合能も東アジア型の方が欧米型に比べ強いことが明らかにな

った[29]。CagA の病原因子として宿主細胞の機能を撹乱する能力は、SHP-2 と

の結合力が一因と考えられ、そのため CagA リン酸化および SHP-2 結合部位の

多様性は、異なる H. pylori 株感染による臨床の病態を決定づける重要な差違で

あると考えられる。 
日本における胃癌の発症および死亡率は他の先進諸国に比較して非常に高

いことが知られる。しかし、国内においても胃癌の死亡率には大きな差違があ

ることが報告されている[33]。福井は本州の中央部に位置し、一方沖縄は日本の

南西端に位置する島々であり他県とは違った歴史や食文化をもつ。2 県の間は

1,300km 以上離れている。この 2 県間では、H. pylori 感染による病態に大きな違

いが見られる。胃癌の前段階である萎縮性胃炎の罹患率は福井の方が高く、胃

癌による死亡率も沖縄の約 2.4 倍で福井の方が高い（1999 年統計で、福井は人

口 10 万人に対し 43.7 人、沖縄は人口 10 万人に対し 18.2 人）。ゆえに、本章で

は CagA 多型と胃癌の関連性を検討するために、胃癌リスクの違う日本の 2 カ所

（福井と沖縄）から H. pylori を単離し、CagA リン酸化部位の多型を調べた。さ

らに、GenBank に登録されている世界各国の CagA 多型の分布も調査した。 
 

方法 
H. pylori 株 

計 115 株（福井分離株 65 株、沖縄分離株 50 株）の臨床分離株を、福井大学

医学部第 2 内科または沖縄中部病院にて上部消化管内視鏡施術時に採取した胃

生検より単離した。この施術はヘルシンキ宣言基準に基づき、説明後患者の同

意を得て行った。福井の 65 患者のうち、慢性胃炎患者が 36 例（男性 17 名、女

性 19 名、平均年齢 57.9 歳）、胃癌患者が 29 例（男性 18 名、女性 11 名、平均
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年齢 60.0 歳）、沖縄の 50 患者のうち、慢性胃炎患者が 42 例（男性 18 名、女性

24 名、平均年齢 58.6 歳）、胃癌患者が 8 例（男性 5 名、女性 3 名、平均年齢 61.0
歳）であった。患者は全て日本人であり、非ステロイド抗炎症薬や抗生物質を

最近処方されていた患者は除外した。それぞれの患者から前庭部および胃体部

より 2 カ所ずつ計 4 カ所の胃生検組織を採取した。前庭部および胃体部それぞ

れ 1 カ所ずつを 10％ホルマリン（pH7.2）で固定し組織鏡検解析に用い、残りの

1 カ所ずつを H. pylori の培養に用いた。 
組織学的解析 

生検組織をパラフィン包埋し、ヘマトキシリン－エオシン（HE）染色を施し

た。プレパラートをブラインド法で検鏡し、慢性胃炎の組織学的特徴である、

炎症度（リンパ球の浸潤）、胃炎の活動度（好中球の浸潤）、胃粘膜の萎縮度

を改訂版シドニーシステムによって 0～3 のスコアで点数化した。 
H. pylori 培養および DNA 抽出 

各患者の生検組織を TSA-II/5% sheep blood plate に塗布し、微好気性条件下

（5% O2, 5% CO2, 90% N2）、37 oC、3～5 日間培養した。第 1 培養プレートより

単コロニーを採取し、新しい TSA-II plate に継代し同条件下で培養した。H. pylori
判定はウレアーゼ活性により行い、いくつかのコロニーを採取して 10% FCS を

含む brucella broth liquid culture medium に植菌し、同条件下で 24 時間振盪培養

した。菌液の一部を 20％ glycerolを含む 0.01M PBSに懸濁させ-80℃で保存した。

残りの菌液より遠心にてペレットを回収し、protease/phenol-chloroform 法により

DNA を抽出し、TE buffer（10mM Tris-HCl, pH8.0, 1mM EDTA）に溶解させ PCR
増幅まで 4℃で保存した。 
cagA 遺伝子 3’領域の配列決定 

以前報告したプライマー[8]（forward primer: 
5’-GAATTGTCTGATAAACTTGAAA、reverse primer: 
5’-GCGTATGTGGCTGTTAGTAGCG）を用い、cagA 遺伝子の 3’ 領域を増幅し

た。PCR 条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、72oC で 1
分を 25 サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。PCR 産物を 2% 
agarose gel で電気泳動しエチジウムブルマイドで染色した。PCR 産物は引き続

き Centricon-100 Concentrator columns （Amicon, Beverly, Massachusetts, USA）で

精製し、BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit （Applied Biosystems, Foster 
City, California, USA）を用いて DNA direct sequencing PCR をかけ、ABI PRISM 
3100-Avant Genetic Analyzer （Applied Biosystems）でシークエンス解析した。さ

らに GENETYX-Mac software （version 11.2.3, Software Development）を用いて塩

基配列の比較解析を行った。以前報告した NCTC11637 株（GenBank accession 
number: AE202973）の cagA 配列やさらに、GenBank データベースに世界各国か

ら登録されている cagA 配列も解析に加えた。 
感染実験 

 ヒト胃上皮 AGS 細胞は 10％ FCS（Filtron）を含む RPMI1640 培地（Gibco 
BRL）で培養した。H. pylori はリン酸化部位数の違う 3 株（福井胃癌患者分離株

F32、福井慢性胃炎患者分離株 F65、沖縄慢性胃炎患者分離株 OK112）を選んだ。

AGS 細胞（2×106 個/100mm dish）を抗生物質無添加の培地で培養し、そこに
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MOI（multiplicity of infection）=100 になるように、H. pylori（2×108 個）を添加

した。5％ CO2 、37℃で 5 時間培養した後、AGS 細胞を氷冷した 2mM Na3VO4

を含む 0.01M PBS、pH 7.5 で 3 回洗浄し、2 mM Na3VO4、2 mM PMSF、10 μ
g/ml leupeptin、10 μg/ml trypsin inhibitor、10 μg/ml aprotinin を含む氷冷した lysis 
buffer （50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100）で

溶解した。不溶画分を遠心分離（10,000 g, 10 分, 4oC）にて沈殿させ上清を回収

し、細胞溶解液とした。 
抗体 

免疫沈降と immunoblot の第 1 抗体として、anti-CagA ポリクローナル抗体 
（Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA）、anti-リン酸化チロシン抗体（4G10, 
Upstate Biotechnology Inc., Lake Placid, NY, USA）、anti-SHP-2 抗体 （C-18, Santa 
Cruz Biotech. Inc., Santa Cruz, CA, USA） を使用した。 
免疫沈降および immunoblotting 

調製した細胞溶解液に、anti-CagA ポリクローナル抗体または正常 IgG を加

え 30 分、4℃で反応させ、次いで protein G-Sepharose beads（Amersham Pharmacia 
Biotech. Inc., Piscataway, NJ, USA）を加え 90 分、4oC で吸着させた。免疫沈降サ

ンプルを緩やかな遠心分離（1,000g, 1 分, 4℃）で回収し、lysis buffer で４回洗

浄した後、SDS sample buffer（2% SDS, 10% glycerol, 6% 2-ME, 0.003% 
bromophenol blue, 50 mM Tris-HCl, pH 6.8）を加え 5 分間煮沸した。煮沸サンプル

の上清を SDS-PAGE（7.5% polyacrylamide）にかけ、次いで Immobilon P 
（Millipore Corp., Bedford, MA, USA）にブロットした。メンブレンを 1% ウシ血

清アルブミン（BSA）または 5% スキムミルク含有 T-TBS（10 mM Tris-HCl, pH 
7.5, 100 mM NaCl, 0.5% Tween 20）でブロッキングし、第 1 抗体と 4℃で一晩反

応させた。メンブレンを T-TBS で洗浄後、HRP ラベルされた anti-ウサギまたは

anti-マウス IgG ポリクローナル抗体と 1 時間反応させ、enhanced 
chemiluminescence（ECL）detection system（Amersham Pharmacia Biotech. Inc., 
Piscataway, NJ, USA）にて X 線フィルムに感光させた。 
統計処理 

 結果の値は平均値±標準偏差または％で示した。CagA 多型分布の差違お

よび CagA 多型と病態との相関関係は、chi-square test および Fisher’s exact 
probability test により統計解析した。各グループ間の炎症の程度、胃炎の活動度、

萎縮度はに Mann-Whitney U test よって比較した。有意差は P<0.05 とした。 
 

結果 
cagA多型   

今回検討した患者において、各患者の前庭部と胃体部よりそれぞれ単離した

cagA 陽性株の cagA 3’領域配列は、前庭部単離株と胃体部単離株で一致し、混合

感染はないと考えられた。福井単離株はすべて cagA 陽性株であり、それに対し

沖縄単離株の 12.0％（6/50）が cagA 陰性株であった。cagA 陰性株はすべて慢性

胃炎患者由来であった。福井と沖縄における cagA 陽性株の分布には有意に差が

みられた（P=0.006）（Table 3-1）。 
NCTC11637 株、OK112 株、F32 株間の cagA 遺伝子の 3'領域におけるアミノ
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酸配列の比較を Figure 3-1 に示す。CagA の Src ファミリーキナーゼによるチロ

シンリン酸化部位は、CagA 分子の C 末端側に複数出現するグルタミン酸－プロ

リン－イソロイシン－チロシン－アラニンというユニークなアミノ酸モチーフ

（EPIYA モチーフ）内に存在し、NCTC11637 株は 5 つの EPIYA モチーフを持

つ。EPIYA-AとEPIYA-Bサイトは欧米型および東アジア型ほとんど全てのCagA
に存在し周辺配列の相同性も高い。一方その後の EPIYA-C、D サイト周辺領域

は、欧米型と東アジア型間で相同性が非常に低下する。以前、共同研究者の東

らの報告[29]により、これらの EPIYA モチーフのうちリン酸化を受け SHP-2 複

合体形成に関与するチロシン残基は、欧米型CagAではEPIYA-Cサイトであり、

東アジア型 CagA では EPIYA-D サイトであることが明らかになった。欧米型

CagA において、EPIYA-C サイトを含む 34 アミノ酸からなるセグメントが高頻

度に欠失、重複を認めるために、EPIYA-C サイトは 0～3 カ所とバリエーション

が生じる。この EPIYA-C サイトを含む 34 アミノ酸からなるセグメントは、

“Western CagA-specific, SHP-2-binding sequence” （WSS）と名付けられ [29]、以

前 Covacci らが定義した EPIYA-D1、EPIYA-D2、EPIYA-D3 モチーフや[17]、山

岡らが定義した R1 と WSR 領域を含む[68, 69]。一方、東アジア型 CagA は WSS
を持たず、WSS に相当する、EPIYA-D サイトを含む“East Asian CagA-specific, 
SHP-2-binding sequence” （ESS）を持つ[29]。ESS は以前山岡らが定義した JSR
領域を含む[68, 69]。以上のことより、OK112 株は一つの WSS、NCTC11637 株

は三つの WSS、また F32 株は一つの ESS を持つため、それぞれ A-B-C タイプ、

A-B-C-C-C タイプ、A-B-D タイプに分類された。 
CagA 多型の分布と CagA 多型と病態との関連性 

CagA 多型の分布について、福井と沖縄では違いがみられた（Table 3-2）。

EPIYA モチーフの数は株によってさまざまであったが、福井単離株のほとんど

全てが ESS をもつ東アジア型 CagA 陽性であった。唯一、慢性胃炎患者から分

離された F65 株が ESS も WSS も存在せず、A-B-B タイプに分類された。福井に

おいて一番多いタイプは一つの ESS をもつ A-B-D タイプであった。一方、沖縄

単離株の 16.0％（8/50）が WSS をもつ欧米型 CagA 陽性であった。欧米型 CagA
陽性株の割合は福井（0/64）に比べ沖縄（8/50）で有意に高かった（P=0.001）。

福井、沖縄ともに胃癌患者単離株はすべて東アジア型 CagA 陽性株であった

（Table 3-3）。 
CagA 多型の世界的な分布 

世界的な CagA 多型の分布を、GenBank に登録されているデータを用いて検

討した。GenBank から 154 株の cagA 3’領域の塩基配列データを得、その CagA
多型の分布を Table 3-4 に示す。欧米 17 株（アイルランド 3 株、オーストリア 1
株、イタリア 1 株、イギリス 1 株、アメリカ 6 株、オーストラリア 3 株）はす

べて欧米型 CagA であった。さらにラテンアメリカ 57 株（チリ 1 株、コロンビ

ア 23 株、コスタリカ 33 株）もすべて欧米型 CagA であった。一方、東アジア

70 株（日本 52 株、韓国 5 株、中国 8 株、台湾 5 株）はすべて東アジア型 CagA
であった。ベトナムにおいては、4 株全てが東アジア型 CagA であった。タイに

おいては 3 株が東アジア型 CagA、2 株が欧米型 CagA であった。インドにおい

ては、3 株全てが欧米型 CagA であった。病態との関連性については、病態が
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GenBank に登記されてない株がほとんどであったため解析できなかった。 
組織学的特徴と CagA 多型との関連性 

沖縄の慢性胃炎患者において組織学的特徴と H. pylori CagA のタイプ間の相

関を検討したところ、前庭部および体部胃粘膜において、東アジア CagA 陽性株

感染患者の炎症程度や胃炎活動度、胃粘膜萎縮度が、cagA 陰性株や欧米型 CagA
陽性株感染患者に比べ有意に重度であった（Table 3-5）。F65 株を除くすべての

慢性胃炎患者由来の福井分離株が東アジア型 CagA を保有していた。東アジア型

CagA 陽性株感染患者についてみると、前庭部および体部胃粘膜において、胃粘

膜萎縮度は沖縄に比べ福井の方が有意に高くなった（Table 3-5）。 
CagA のリン酸化と CagA-SHP-2 の結合親和性 

以前より、日本単離株のほとんどが完全な cagPAI を保有することが報告さ

れている[8]。今回、CagA のリン酸化と CagA-SHP-2 の結合親和性を、F32 株、

F65 株、OK112 株を用いて培養細胞への感染実験で検討した。F32 株は典型的な

東アジア型 CagA である A-B-D タイプ CagA、OK112 株は典型的な欧米型 CagA
であるA-B-CタイプCagAを持つ。培養細胞への遺伝子導入試験によりEPIYA-C
サイトや EPIYA-D サイトのチロシン残基がメジャーなリン酸化部位であること

が分かっている[28]。F65 株 CagA はメジャーなリン酸化部位を持たず、A-B-B
タイプに分類される。OK112 株、F32 株感染系において、CagA のリン酸化と

CagA-SHP-2 複合体形成が観察されたが、F65 株感染系では観察されなかった。

CagA-SHP-2 結合親和性は、東アジア型 CagA をもつ F32 株の方が欧米型 CagA
をもつ OK112 株よりも強いことが明らかになった（Figure 3-2）。 

 
考察 

H. pylori には株間において多くの遺伝子多型が確認されており、それによっ

て各株間の性質が異なることがさまざまな疾病発症の起因のひとつであると考

えられている。その中でも cagPAI を持つ H. pylori は強い病原性を示し、強い胃

炎を誘発し胃粘膜萎縮や胃癌にも深く関与する[14, 38, 48]。近年、CagA は IV 型

分泌装置を介して宿主細胞質内に注入され、細胞内のキナーゼによりリン酸化

を受けることが示された[5, 18, 43, 51, 53]。加えて CagA は、細胞増殖シグナル

伝達系に重要な役割を果たしている SHP-2 と複合体を形成し、その酵素活性を

刺激していることも明らかになった[28]。日本では、ほぼ 100％の株が cagPAI
を保有し[8, 34]、萎縮性胃炎や胃癌の罹患率が欧米諸国に比べ極めて高い[16]。
最近のヒト胃上皮 AGS 細胞への cagA 遺伝子導入実験より、東アジア型と欧米

型の間では cagAの SHP-2結合部位周辺の配列が大きく異なり、東アジア型CagA
の SHP-2 結合親和性は欧米型 CagA に比べ強いことが明らかになった[29]。本章

では培養細胞における感染実験系おいても同様の結果を確認した。ESS を持つ

東アジア型 CagA（A-B-D タイプ）は、WSS を持つ欧米型 CagA（A-B-C タイプ）

に比べ SHP-2 結合親和性が強かった。SHP-2 は Drosophila の Corkscrew と相同

性を持ち、Ras-MAPK 経路の活性化を介した細胞増殖刺激を増強させることが

明らかにされており、細胞内シグナル伝達制御において重要な役割を担う分子

であり、また細胞の伸長や運動、接着の制御にも関与していることが知られて

いる[26, 72]。このことから CagA による SHP-2 の脱制御が胃上皮細胞の異常な
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増殖や運動に関与している可能性が考えられる。本章ではまた、東アジアと欧

米諸国の間で CagA 多型の分布に明瞭な違いがあることも示した。世界的にみて

cagA 陽性 H. pylori に起因する疾病に違いがあるのは、この観察された分布の違

いが要因の一つであると考えられる。東アジア諸国において胃癌発症率が特に

高いのは、より病原性の高い CagA を持つ H. pylori がこの地域の中で蔓延して

いるからであろう。H. pylori CagA の多型と胃癌の間の関連性を検討するために、

本章では、日本国内において胃癌発症リスクの違う 2 県（福井と沖縄、福井の

胃癌死亡率は沖縄の約 2.4 倍）における単離菌の CagA 多型を調査した。福井、

沖縄ともに胃癌患者単離株はすべて東アジア型 CagA を持つ菌株であった。加え

て沖縄においては、胃粘膜萎縮度が cagA 陰性株や欧米型 CagA 陽性株感染患者

に比べ、東アジア型 CagA 陽性株感染患者で有意に高値であった。これらの結果

より、東アジア型 CagA 陽性株の感染は萎縮性胃炎や胃癌の発症に関与すること

が示唆された。 
第 1 章において、in vivo のヒト胃粘膜においても、CagA が H. pylori から宿

主細胞内に注入され、チロシンリン酸化を受け、さらに SHP-2 と複合体を形成

していることを明らかにした[71]。興味深いことに、胃癌患者の胃粘膜において、

CagA、チロシンリン酸化 CagA、CagA と複合体形成している SHP-2 は、非癌部

では検出されたが腸上皮化生部および癌部では検出されなかった。H. pylori 感染

によって引き起こされる慢性胃炎はたいてい萎縮性胃炎に進行する。胃発癌の

リスクは萎縮性胃炎の程度と範囲によって増大する。著しく腺萎縮が進行した

り、腸上皮化生が生じたりすると、そこにはもはや H. pylori は定着できない。

これが腸上皮化生部および癌部では、CagA、チロシンリン酸化 CagA、CagA と

複合体形成している SHP-2 が検出されなかった理由であり、それゆえに、H. 
pylori 感染が胃発癌プロセスの比較的早い段階においてその原因となっている

と推測される。CagA による SHP-2 の脱制御が早い時期での細胞の性質変化を引

き起こしている可能性が考えられる。本章では、慢性胃炎患者において、炎症

の程度や胃炎の活動度が cagA 陰性株や欧米型 CagA 陽性株感染患者に比べ、

CagA 陽性株感染患者で有意に高値であったことを示した。SHP-2 との親和性が

より強い東アジア型 CagA 陽性株によって引き起こされる、持続的で活発な炎症

が、萎縮性胃炎や胃癌へ進行させる一因になっている可能性が示唆された。 
今回さらに、東アジア型 CagA 陽性株感染患者の中でも、福井の慢性胃炎患

者の萎縮程度が沖縄に比べ有意に高かった。このことから、環境因子や宿主側

因子など他の要因が萎縮の程度に影響を与えていると考えられる。最近では、

IL-1 遺伝子群や HLA 遺伝子の多型が胃癌リスクに影響するという報告がなされ

ている[7, 23, 27]。今後 H. pylori 感染によって起こる胃癌発症メカニズムをさら

に明確にするために、H. pylori、宿主、そして環境因子間の相互作用を解析して

いくことが必要である。 
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TabJe3－1

福井と沖縄における臨床分離株のC昭4保有の差違

Location，Patientgroup cagA（＋）　cqgA（－）

Fukui Chronicgastritis　　　　　36　　　0

GastriccanCer　　　　　　　　29　　　0

－－－●●－－－■■■■－－－－－－－－－－－－－一一－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－■－－－■一－－－－－－－－－－●－－－－－－－

Tota1　　　　　　　　　65　　　　0

0kinawa Chronicgastritis　　　　　36　　　6

Gastriccancer　　　　　　　　8　　　0

11●－－－－l■－●一■－●－－－－●●－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－■■■－－－－－－－－－●●－－－－－●－●－－－－●－－－－●●－

Tota1　　　　　　　　　44　　　　6＃

Chronicgastritis：慢性胃炎、GastriccanCer：胃癌
＃：福井と沖縄におけるC頑陽性株の分布には有意に差がみられた
（P＝0．006）。
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Table3－2

福井と沖縄における臨床分離株のCagA多型の分布（パターン
別）

CagAtype
EastAsian／Westem

Fukui

CG GC

Okinawa

CG GC

A－B－B

A－D／A－C

A－B－D／A－B－C

A－A－B－D／A－A－B－C

B－A－B－D／B－A－B－C

A－B－B－D／A－B－B－C

A－B－A－B－D／A－B－A－B－C

A－B－D－D／A－B－C－C

A－B－D－B－D／A－B－C－B－C

A－B－D－A－B－D／A－B－C－A－B－C

A－B－D－D－D／A－B－C－C－C

0
0
　
　
　
1
　
1
　
4

2

0
0
川
川
0
川
川
0
′
0
0

0

3
　
2
　
　
　
1
　
2
　
　
　
1

20
　
　
　
0
　
0
　
0
　
　
　
　
　
0

1

0

′

0

′

′

′

0

0

′

0

l

　

‘

U2

1
　
　
　
0

0

0

　

′

　

′

　

0

　

0

　

／

　

0

　

／

　

0

　

0

　

／

0
　
6

O

 

l

 

l

0

0
　
0
　
／
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0
　
0

0
0

CG：Chronicgastritis（慢性胃炎），GC：gaStriccancer（胃癌）
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Table3－3

福井と沖縄における臨床分離株のCagA多型の分布

Fukui Okinawa

C昭4（－）EastAsianWestem cag4（－）EastAsianWestem

Chronicgastritis O　　　　35＆　　　　0　　　6　　　　28　　　8

GastriccanCer O　　　　29　　　　　0　　　　0　　　　　8　　　　0

Total O　　　　64a O　　　　6　　　　　36　　　　8b

a：福井の慢性胃炎患者単離菌1株は分類不能であった。

b：沖縄における欧米型陽性株の比率は福井に対し有意に高かった（タ＝0．001）。
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Table3－4

CagA多型の世界的分布：GenBankデータの解析

CagAtype

Region Country EastAsian Westem GenBankaccessionnumber

TheWest Ireland

Austria

Italy

England

USA

Australia

LatinAmerica Chile

Colombia

CostaRica

EastAsia Japan

Korea

China

0
　
0
　
0
　
0
　
0

0

3

　

1

　

1

　

1

　

‘

U

3

0　　　　1

0　　　　23

0　　　　33

52　　　　0

5
　
0
0

5
　
　
　
4
　
3
　
　
0

0
　
0

0
　
　
　
0
　
2
　
　
3

AF427098－427100

AfO43490

ABO57094

AEOOO569

ABO57074－057075，

ABO57095，

ABO57099，

ABO57100，

AEOO143

AF202973，

AF247651，

AF282853

AB479032

ABO57076－057093，

ABO57101－057105

Af2g9432－2＄9464

ABO57004－057039，

ABO15404－015412，

ABO17921－017923，
AFO43487－043490

ABO57040－057044

ABO57050－057054，

AF249275，

AF367250－367251

ABO57045－057049

ABO57055－057058

ABO57059－057063

AF222g07－222＄09
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Table3－5

慢性胃炎患者における組織学的特徴とCagA多型との相関性

Innammation Activity Atrophy

LocatIOn，　　　N　　　Antrum Bdy　　　　Antrum B∝ly　　　　　　Antrum Body

CagAsubtype

Okinか〟a

C昭4（－）　　　6　1（1．0±0．6）1（0．8±0・4）　1（0・8±0・4）l（0・7±0・5）　1（1・2±0・4）1（0・7±0・5）

Western　　　8　1（1．0±0．8）1（1．0±0．5）　1（1．0±0．5）1（0．9±0．4）　l（1．5±0．5）1（1．1±0．4）

EastAsian　　28　2（2．2±0．5）a2（1．9±0．5）b　2（2．0±0．6）C　2（1．7±0．5）d　　2（2．3±0．5）C2（2．1±0．5）

Fukui

EastAsian　　35　3（2．5±0．6）82（2．3±0．6）h　2（2．2±0．7）12（2．1±0．5）J　　3（2．7±0．5）k3（2．5±0．5）l

Medianscore（平均値±標準偏差）

a：C昭4（－）（囲．002）または欧米グループ（P＝．012）に比べ有意差あり．

b：C昭4（－）（P＝．0025）または欧米グループ（P＝の．008）に比べ有意差あり．

C：C昭4（－）（P＝の．002）または欧米グループ（♪＝の．0025）に比べ有意差あり・

d：C昭4（一）（P＝幻．003）または欧米グループ（P＝幻．007）に比べ有意差あり．

e：C昭4（－）（P＝0．001）または欧米グループ（タ＝幻．01）に比べ有意差あり・

fc喝メ（－）（P＝の．0003）または欧米グループ（♪＝の．0004）に比べ有意差あり．

g：C昭4（－）（P＝．0006）または欧米グループ（P＝の．0002）に比べ有意差あり・

h：C昭4（－）（タ＝．0003），欧米グループ（P＝．002），または沖縄の東アジアグループ（タ＝の・03）に比べ有意差あり・

i：C昭4（一）（P＝．0003）または欧米グループ（タ司．0003）に比べ有意差あり．

j：C昭4（－）（P＝．0003），欧米グループ（♪＝0．0003），または沖縄の東アジアグループ（P司・03）に比べ有意差あり・

k：C昭4（－）（P＝の．0002），欧米グループ（P＝幻．0002），または沖縄の東アジアグループ（P＝札003）に比べ有意差あり

1：C昭4（－）（P＜0．0001），欧米グループ（P＜0．0001），または沖縄の東アジアグループ（P＝．006）に比べ有意差あり
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A B

l1637（Å－B－C－C－C）　882　NNNNGLEN－－EPZYAKVNKKKTGQVASPEEPZnQVAKKVNAK＝DRLNQA

★★★★★★　★　　★★★★★★★★★★★　★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

ORl12（A－B－C）　　　882　NNNNGLKN－－EPZYAKVNKKKSGQAASPEEPZnQVAKKVNAKIDRLNQI

F32　（A－B－D〉　　　　870　NNNNGLKNNTEPZYAQVNKKKTGQATSPEEPZYAQVAKKVSAKZDQLNEA

WSS

930　ASGLGGVGQA－GFPLKRflDKVDDLSKVGRSVSPEPZYATIDDLGGP－－－
★★★★★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

930　ASGLGGVGQAAGFPIJKRfIDKVDDLSKVGRSVSPEPZWZDDLGGP－一一

★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★　　　★　　★★★　★★★★★★★★★★

920　TSAZNRKZDRZNKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPZYATZDFDEANQAG

D
L l

ESS

11637

0Ⅹ112

F32

976

1010

C

FPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPZW＝DDLGGP－－－

C

FPLKRHDKVDDLSKVGRSVSPEPZYAT＝DDLGGP－一一FPLKRfIDKVDDLSKVGLS

‾　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★★★★★★★★★★★★★★★★★

一一－－－－一一－－－－－－－－一一一一－－－－－－－－－－一一一一－－－FPLKRflDKVDDLSKVGLS

★★★　★　　　　　★　★★★★★★★★

－－－－－－－－－－－一一－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－FPLRRSAAVNDLSKVGLS

Figure3－1

cqgA遺伝子3’領域における、NCTCl1637株、OKl12株、F32株間の
アミノ酸配列の比較
数字はそれぞれの株におけるアミノ酸残基の位置を示す。
WSSは欧米型CagA特異的配列を、ESSは東アジア型特異的配列を示す。
下線はNCTC11637株のWSS繰り返しを示す。
星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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き　釜
響i

妄＿　　　　　　遍臣≒

ニ＝二二二＝二　三＝二二町二三≒

≡≡≡≡≡

■　Anti－CagA

■　Anti－P－Tyr

■　Anti＿SHP＿2

Figure3－2

0Kl12株（lanel）、F32株（1ane2）、F65株（lane3）を感染させ
たAGS細胞のimmunoblot解析
上；anti－CagA抗体，中；anti－リン酸化チロシン抗体（anti－P－Tyr），下；anti－SHP－2
抗体。
CagA多型のタイプはそれぞれ、OKl12株がA－B－Cタイプ、F32株がA－B－Dタイ
プ、F65株がA－B－Bタイプである。

OKl12株（1anel）、F32株（1ane2）においては、チロシンリン酸化CagAとそ
のCagAと免疫共沈するSHP－2が検出されたが、F65株（lane3）においてはそ
れらは検出されなかった。
F32株の東アジア型CagAのほうが、OKl12株の欧米型CagAよりもSHP－2との結
合力が強かった。
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第4章 
 

Identification of Helicobacter pylori and the cagA genotype in gastric biopsies using 
highly-sensitive real time PCR as a new diagnostic tool 

高感度リアルタイムPCR法を用いての胃生検組織からのHelicobacter pyloriとそ

の cagA 遺伝子型の確認 
 

序論 
cagA 遺伝子より産生される CagA は H. pylori 病原因子の一つであり、cagA

遺伝子を保有する H. pylori 感染は、萎縮性胃炎や胃癌発症の危険率を著しく高

めることが知られている[14, 31, 38, 47, 48, 50]。近年、CagA は H. pylori から宿主

細胞に注入され、チロシンリン酸化を受け[5, 12, 43, 51, 53]、さらにチロシン脱

リン酸化酵素 SHP-2 と結合し、酵素活性を脱制御していることが明らかになっ

た[28]。CagA による SHP-2 の脱制御が、胃上皮細胞の異常な細胞増殖と細胞運

動を引き起こすと考えられている。 
H. pylori には株間で多くの遺伝子多型が確認され、それに起因して各株間の

性質が異なることが疾病発症の規定因子の一つと考えられる。最近、CagA のリ

ン酸化、SHP-2 結合領域のアミノ酸配列は、東アジア型、欧米型間で大きく異

なり、SHP-2 結合能も東アジア型の方が欧米型に比べ強いことが明らかになっ

た[29]。CagA の病原因子として宿主細胞の機能を撹乱する能力は、SHP-2 との

結合力が一因と考えられ、そのため CagA リン酸化および SHP-2 結合部位の多

様性は、異なる H. pylori 株感染による臨床の病態を決定づける重要な差違であ

ると考えられる。 
ゆえに、東アジア型と欧米型 CagA を識別することは、臨床上の処置、例え

ば除菌治療などをはかどらせるのに重要だと思われる。そこで本章では、胃生

検組織から得た DNA サンプルを用いて、H. pylori の検出と cagA 遺伝子型を同

時に識別するための高感度リアルタイム PCR 法を開発した。さらに、このシス

テムを用いてタイ患者における CagA 分子多型の分布を調査した。 
 

方法 
プライマーとプローブの設計 

H. pylori の 16S rRNA、欧米型-cagA、および東アジア型-cagA のプライマーと

プローブを “Primer Express ver.1.5” （Applied Biosystems, Foster City, California, 
USA）を用いて設計した（Table 4-1）。典型的な欧米型 CagA（26695 株）と東

アジア型 CagA（F32 株）の EPIYA モチーフ繰り返し領域におけるアミノ酸配列

の比較を Figure 4-1 に示す。EPIYA-A、B サイト近傍では非常に高い相同性を示

す一方、EPIYA-C、D サイト近傍では相同性が低下する。以前、共同研究者の

東らの報告により、これらの EPIYA モチーフのうちリン酸化を受け SHP-2 複合

体形成に関与するチロシン残基は、欧米型 CagA では EPIYA-C サイトであり、

東アジア型 CagA では EPIYA-D サイトであることが明らかになった[29]。
EPIYA-A と EPIYA-B サイトは欧米型および東アジア型ほとんど全ての CagA に

存在する。一方欧米型 CagA においては、EPIYA-C サイトを含む 34 アミノ酸か
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らなるセグメントが高頻度に欠失、重複を認めるために、EPIYA-C サイトは 0
～3 カ所とバリエーションが生じる。このサイト C を含む 34 アミノ酸からなる

セグメントを、“Western CagA-specific, SHP-2-binding sequence” （WSS）と呼ぶ 
[29]。一方、東アジア型 CagA は WSS を持たず、WSS に相当する、EPIYA-D サ

イトを含む“East Asian CagA-specific, SHP-2-binding sequence” （ESS）を持つ[29]。
26695 株と F32 株の CagA はそれぞれ一つの WSS、ESS を持ち、以上のことよ

り 26695 株 CagA は A-B-C タイプに、F32 株 CagA は A-B-D タイプに分類され

る（Figure 4-1）。 ゆえに、PCR によって欧米型、東アジア型 CagA を識別する

ため、プライマーとプローブは WSS、ESS 内でそれぞれ設計した。 
対象 

タイの Chiang Mai 大学にて上部消化管内視鏡を受けた H. pylori 陽性患者 41
名の胃体部生検を用いた。患者内訳は、慢性胃炎患者 24 名（男性 13 名、女性

11 名、平均年齢 52.5 歳）、胃潰瘍患者 4 名（男性 4 名、平均年齢 66.5 歳）、十

二指腸潰瘍患者 5 名（男性 4 名、女性 1 名、平均年齢 52.6 歳）、胃癌患者 8 名

（男性 6 名、女性 2 名、平均年齢 57.2 歳）であった。H. pylori 感染診断は、ヘ

マトキシリン-エオシン（HE）染色、トロイジン-ブルー染色、そして H. pylori
特異的抗体を用いての免疫染色にて行った[40]。対照として 4 名の H. pylori 陰性

患者の胃体部より生検組織を採取した。この 4 名の H. pylori 陰性患者は 2 年以

上前に除菌治療を受けており、経過観察中の少なくとも 2 回以上の組織学検査

と尿素呼気試験にて除菌成功の診断がなされた。  
組織からの DNA 抽出には‘GeneReleaseTM’ kit （Bioventures Inc., Murfreesboro, 

TN, USA）を用い、4 oC で保存した。これらのサンプルはほとんど全てが宿主で

あるヒト DNA であるが、もし H. pylori が存在していれば H. pylori DNA もわず

かながら含まれているはずである。 
H. pylori 培養および DNA 抽出 

凍結保存した菌株を TSA-II/5% sheep blood plate に塗布し、微好気性条件下

（5% O2, 5% CO2, 90% N2）、37 oC、2～3 日間培養した。コロニーを採取して 10% 
FCS を含む brucella broth liquid culture medium に植菌し、同条件下で 24 時間振

盪培養した。菌液の一部を 20％ glycerol を含む 0.01M PBS に懸濁させ-80℃で保

存した。残りの菌液より遠心にてペレットを回収し、protease/phenol-chloroform
法により DNA を抽出し、TE buffer（10mM Tris-HCl, pH8.0, 1mM EDTA）に溶解

させ 4℃で保存した。 
リアルタイム PCR 

 本章では“ABI PRISM 7700 Sequence Detection System”（Applied Biosystems）
を用いた。PCR 反応液は、 “TaqMan Universal PCR Master Mix”（Applied 
Biosystems）25μL、200-800nM のそれぞれのプライマー、400-600nM のプロー

ブ、DNA サンプルまたは標準として約 10 倍希釈シリーズ H. pylori DNA（0.1fg ~ 
106 fg）5μL、そして蒸留水を含む最終量 50μL に調製し、0.2mL MicroAmp optical 
tubes（Applied Biosystems）に分注した。PCR 条件は、95oC で 10 分加熱後、95oC
で 15 秒、60oC で 1 分を 50 サイクルとした。いくつかの PCR 産物は 3% agarose 
gel で電気泳動し、エチジウムブルマイドで染色した。 
加えて、いくつかの PCR 産物は引き続き Centricon-100 Concentrator columns 
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（Amicon, Beverly, Massachusetts, USA）で精製し、BigDye Terminator v.3.1 Cycle 
Sequencing Kit （Applied Biosystems）を用いて DNA direct sequencing PCR をかけ、

ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシークエンス解

析した。さらに GENETYX-Mac software（version 11.2.3, Software Development）
を用いて塩基配列の比較解析を行った。 

 
結果 

システムの確認 
このシステムで、胃生検組織からの DNA より H. pylori 16S rRNA 遺伝子、欧

米型そして東アジア型 cagA 遺伝子が検出できた。典型的な欧米型 cagA
（Thailand-080, 104）と東アジア型 cagA（Thailand-100, 116）サンプルの結果を

Figure 4-2 に示す。16S rRNA はすべての H. pylori 陽性サンプルにおいて増幅さ

れたが、欧米型または東アジア型 cagA はそれぞれの特異的 PCR セットでのみ

増幅された（Figure 4-2、上図）。この PCR 産物を agarose gel 電気泳動にかけた

ところ、バンドは確認できるものの感度においてはリアルタイム PCR システム

の方がより高度だと考えられた（Figure 4-2、下図）。 
さらに、欧米型と東アジア型 cagA の PCR 産物の塩基配列を調べたところ、

東アジア型株間（F32, Thailand-038, 055）では 92 bp の配列は完全に一致してい

た。また欧米型株間（26695, Thailand-063, 080）では Thailand-063 の G が A へ置

換している 1 bp を除いては、92 bp の配列は高い相同性を示した（Figure 4-3）。 
タイ患者のCagA多型の分布 

今回検討したすべての H. pylori 陽性患者より H. pylori 16S rRNA が検出され 
（Table 4-2）、一方 H. pylori 陰性患者は 4 例すべてで不検出だったので、H. pylori
感染について感度と特異性は 100%であった。CagA 多型について、53.7% （22/41）
が東アジア型 CagA 陽性であり、26.8%（11/41）が欧米型 CagA 陽性であった。

さらに欧米型、東アジア型両方のプライマーセットに反応するために（欧米型、

東アジア型どちらか一方が強反応ではあるものの）、どちらにも分類できない

ものが 3 例（7.3%）（Thailand-019, 053, 112）あった。これらのケースは複合感

染であると考えられた（Figure 4-2）。さらに今回の検討では 5 例（Thailand-070, 
075, 102, 122, 125）（12.2%）において CagA が検出できなかった（Figure 4-2）。

H. pylori 16S rRNA は検出されたので、これらのケースは、cagA 陰性または ESS
も WSS も有しない A-B タイプの CagA を持つ菌に感染していると考えられた

（Table 4-2）。  
 

考察 
日本や韓国などの東アジアは、欧米に比べ胃癌の発症率が非常に高いといわ

れている。H. pylori の分布には地理的に明確に区別できる特徴があり[18, 24]、
東アジア株と欧米株との間には、cagA 遺伝子配列に大きな違いが見られること

が報告されている [1, 29]。第 3 章では、H. pylori 陽性胃炎患者において、東ア

ジア型 CagA 陽性株感染患者の炎症や萎縮の程度が、cagA 陰性株や欧米型 CagA
陽性株感染患者に比べ有意に重度であることを明らかにした[9]。さらに、ヒト

胃上皮 AGS 細胞へ cagA 遺伝子導入し、CagA を胃上皮細胞に異所性発現させる
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と、東アジア型 CagA の SHP-2 結合親和性は欧米型 CagA に比べ強いことが報告

されている[29]。これらのことより、東アジア型 CagA 陽性株は欧米型 CagA 陽

性株に比較してより強力な病原性を持つと考えられる。ゆえに、特に東アジア

株、欧米株が混在するような地域において、東アジア型と欧米型 CagA を識別す

ることは、臨床上の処置を迅速に進めるためには重要だと思われる。そこで本

章では、胃生検組織の DNA サンプルを用いて、H. pylori の検出と cagA 遺伝子

型を同時に迅速に識別するための高感度リアルタイム PCR 法の開発を試みた。  
TaqMan 蛍光を用いたリアルタイム PCR 法は、一般的な PCR 法に比べ大変

簡便な方法である。これらのプライマーセットを用いて、PCR 産物を agarose gel
電気泳動法により結果を観察することもできるが、リアルタイム PCR 法の方が

より高感度であると考えられる。本検討ではまた、いくつかのパラフィン包埋

組織、胃液、大便から抽出した DNA サンプルおいても、H. pylori 16S rRNA と

欧米型、東アジア型 cagA 遺伝子を検出することができた（データ未掲載）。 こ
れらのサンプルはほとんど全てが宿主であるヒト DNA であるが、もし H. pylori
が存在していれば H. pylori DNA もわずかながら含まれているためである。この

システムでは宿主組織から DNA を抽出するので、H. pylori 培養施設がなくても

cagA 遺伝子のタイピングが可能である。さらには H. pylori 感染の病態の多様性

には、IL-1 遺伝子群や HLA 遺伝子の多型性などのような宿主の免疫遺伝学的違

いも関与していると指摘されており[7, 23, 44]、宿主 DNA より同時にこの宿主側

免疫反応因子も調べることができる。 
本章ではタイ患者の胃生検組織における CagA 多型分布を調べ、東アジア型

CagA と欧米型 CagA の比率はそれぞれ 53.7％と 26.8％であった。この結果は、

日本の福井（100％, 65/65）や中国の杭州（94.4％, 17/18）からの分離株の 90％
以上が東アジア型 CagA を保有するという、第 2 章での東アジアにおける結果と

大きく異なり[9, 73]、タイでは東アジア型、欧米型 H. pylori が混在していた。ま

た 3 例（7.3%）において、欧米型、東アジア型両方のプライマーセットに反応

するために（欧米型、東アジア型どちらか一方が強反応ではあるものの）、ど

ちらにも分類できず、これらのケースは複合感染であると考えられた。さらに 5
例（12.2%）において、H. pylori 16S rRNA は検出されたものの、CagA が検出で

きず、これらのケースは cagA 陰性または ESS も WSS も有しない A-B タイプの

CagA を保有する菌に感染していると考えられた。最終的に、今回の検討では約

80％の cagA をタイピングできた。東アジア型 H. pylori 感染には病態によってば

らつきが見られたが（慢性胃炎－54.2%、胃癌－62.5％、胃潰瘍－100％、十二指

腸潰瘍－60.0％）、有意差は認められなかった。 
これらの結果より、このリアルタイム PCR システムは胃生検組織において

H. pylori の CagA 多型を高感度に評価でき、簡便な診断手段として有用であると

考えられる。今後地理的かつ臨床医学的な CagA 多型の意味をより解明するため

に、このシステムを用いてさらに大規模な調査が望まれる。 
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Table4－1

ピロリ菌16SdひJAおよび欧米型、東アジア型C昭4のプライ
マーとプローブの配列

GeTCarKloqPnlJ：kotde Seqtx：Tre CorresporKl鴫DNA
Seql尤1℃e

1‘S瓜NA

FoⅣ化dp血r

Revm8prmr

Prob

C噂4－Westenl

FoⅣ侃dp血r

Reve柑eprmr

C噂4－mStAsilm

FoⅣ撒dp血r

Reve柑eprmr

Caか－COmmnprOk

5一一TGCGAAGTGGAGCCAATCTT－31　　　　　　　　　　　　　　　　　　1381＿1400a

5一一GGAACGTATTCACCGCAACA－3．　　　　　　　　　　　　　　　　　　1499＿1480＆

5一岬AM）CCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC（TAMRA13－　　　　1408－1435a

5・・AGGCATGATAAAGTrGATGAT－31　　　　　　　　　　　　　　　2854－2874b

5・－AAAGGTCCGCCGAGATCAT・3・　　　　　　　　　　　　　　　　2945－2927b

5一一AAAGGAGTGGGCGGTTTCA－3－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2812＿2830C

5一－ccTGCTTGAmGCCTCATCA－3－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2903＿2883C

5，－（FAM）1℃AGCTAGCCCTGAACCCATTTACGCTAC（TAMRA13・　　　2893－2921b

2845＿2872C

aNtx：botdeposh）nSh鵬16S瓜NAge据OfHFD7k，ri85IX）8（GenBankaccessbnTX）．UOO679）．

bN血0血epos血mh鵬C喝4辞職0Ⅲ〝わわ26695（Ge曲止accessbnm．Am00569）．

CNIX：kotiIepos血）nSh鵬C昭4g叩OfHFyk）riF32（GenBankaccessbnrK）．AF202972）．
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Table4－2

タイ患者胃生検組織における欧米型、東アジア型C喝dの識別
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A B

WesternCagA　　886NNNNGLKNSTEPZYAKVNKKKTGQVASPEEPZYTQVAKKVNAKIDRLNQI

EastAsianCagA　870NNNNGLKNNTEPZYAQVNKKKTGQATSPEEPZYAQVAKKVSAKIDQLNEA

WesternCagA　　936

EastAsianCagA　920

★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★

PEPZYAT＝DDLGGP至一一－F

★　　★　★★★★★★★★★★★★　　　　　　　　　　★

TSAZNRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSASPEPZYAT＝

ESS・・●●●

DFDEANQAGF
HH……………‥∫′■J

WesternCagA　　983PLKRHDKVDDLSKV…

EastAsianCagA　970pLRRSAAVNDLSKV・・・

Figure4－1

欧米型、東アジア型C喝Aタンパク質の分子構造の比較
欧米型CagA（26695株）と東アジア型CagA（F32株）のEPIYAモチーフ繰り返
し領域におけるアミノ酸配列を比較した。
図中の一重線はそれぞれ払Ⅳ訂dとreverseプライマーの位置を、二重線はプロ
ーブの位置を示す。

星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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Figure4－2

16S rRNA、欧米型cagA、東アジア型cagAの増幅曲線とagarOSe gel
電気泳動図の代表例
Thailand－080（赤，lane8）と104（ピンク，lane9）が典型的な欧米型cqgA、
Thailand－100（緑，lanelO）と116（青，1anell）が典型的な東アジア型cagAのサン
プルである。
また、Thailand－019（深緑，lane12）と112（黄，1ane13）は欧米型、東アジア型
PCRセット共に反応が見られた、混合感染例である。

Thailand－070（薄青，lane14）と075（深青，1ane15）は欧米型、東アジア型PCRセ
ット共に反応が見られなかった、CqgA陰性またはAB型CagA例である。
Lanes1－7は、標準希釈シリーズ（106～1短）である。
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A

Forwardprlmer

＞

PrObe

26695　　2854AGGCATGATA姐GTT血TGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTACGCTACGATTGA GATCTCGGCGGACCTTT2945
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Thajland・063

Reversepnmer

＜

AGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAACCCTGAACCCATTTACGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTT
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Thailand－080　AGGCATGATAAAGTTGATGATCTCAGTAAGGTAGGGCTTTCAGCTAGCCCTGAACCCATTTACGCTACGATTGATGATCTCGGCGGACCTTT

Forwardprlmer
＞

PrObe Reversepnmer
＜

F32　　　　2812AAAGGAGTGGGCGGTTTCAGTGGAGCAGGGCGATCAGCTAGCCCTG鎚CCCATTTACGCTACAATTGATTTTGATGAGGCA姐TCAAGCAGG2903
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

ThaiLand－038

Thailand－055

AAAGGAGTGGGCGGTTTCAGTGGAGCAGGGCGATCAGCTAGCCCTGAACCCATTTACGCTACAATTGATTTTGATGAGGCAAATCAAGCAGG
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

AAAGGAGTGGGCGGTTTCAGTGGAGCAGGGCGATCAGCTAGCCCTGAACCCATTTACGCTACAATTGATTTTGATGAGGCAZnTCAAGCAGG

Figure4－3

C頑遺伝子の3，領域における塩基配列の比較
（A）　26695株、Thailand－063株、Thailand－080株間の欧米型cagA配列。

26695cagA（GenBankaccessionnumber：AEOOO569）の読み枠2，854bpの
位置から92bpを示す。

（B）　F32株、Thailand－038株、Thailand－055株間の東アジア型cagA配列。
F32cagA（GenBankaccessionnumber：AF202972）の読み枠2，812bpの位

置から92bpを示す。
星印は一致を示す。
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第5章 
 

Distinct diversity of vacA, cagA, and cagE genes of Helicobacter pylori associated 
with peptic ulcer in Japan 

日本における消化性潰瘍に関与している Helicobacter pylori の vacA、cagA、cagE
遺伝子の明確な多型性 

 
序論 

H. pylori には複数の病原因子が存在し[17, 19, 21, 30, 56]、特に空胞化毒素

（VacA）と病原性遺伝子群（cag pathogenicity island; cagPAI）が胃・十二指腸の

病変との関連性を指摘されている[15]。 
VacA は、細胞を空胞変成させて死に至らしめるタンパク毒素である。vacA

遺伝子には多型が認められ、産生される VacA は、シグナルペプチド（s）と中

間領域（m）の組み合わせによりいくつかのモザイク構造をもつ VacA に分けら

れる[6, 41, 45, 61, 62, 66]。すなわち、シグナルペプチドの配列は s1 と s2 に大別

される。また中間領域の配列は、m1 と m2 に大別され、m1 と m2 のアミノ酸配

列の相同性は約 55％である[6]。日本で分類される H. pylori の VacA はほとんど

が強毒型である s1/m1 であるが、沖縄においては欧米と同様に s1/m2 と s2/m2
が認められている。 

cagA遺伝子より産生されるCagAは免疫原性の高いタンパク質である。近年、

CagA は H. pylori 菌体内から宿主細胞内に注入され、チロシンリン酸化を受け[5, 
12, 43, 51, 53]、さらにチロシン脱リン酸化酵素 SHP-2 と結合し、その酵素活性

を脱制御していることが明らかになった[28]。SHP-2 は細胞増殖のシグナル伝達

に重要な役割を果たしていることで知られ[25]、CagA による SHP-2 の脱制御が、

胃上皮細胞の異常な細胞増殖と細胞運動を引き起こすと考えられている。SHP-2
との結合部位配列の違いから、CagA は欧米型と東アジア型に分類され、東アジ

ア型 CagA は欧米型 CagA と比較して、SHP-2 との結合活性がより強いことが示

されている[29]。さらには、アジア分離株の cagA 遺伝子は他の欧米国分離株 cagA
遺伝子と大きく異なる配列を持つことも報告されている[1, 70]。  

vacA と cagA 遺伝子はゲノム上では離れた位置に存在する[3, 58]にも関わら

ず、地理的な分布に相関が観察される[63]。ゆえに今回、病態に関して vacA と

cagPAI 間の分子遺伝学的な関与を検討するため、日本分離株からさまざまな

vacA 遺伝子型の株を選び、vacA、cagA そして cagE 遺伝子の全配列を決定した。

cagE は、cagPAI 内で cagA と隣接する遺伝子であり、CagE タンパク質は IV 型

分泌装置の構成成分の一つである[18]。さらに、全長の VacA、CagA、CagE ア

ミノ酸配列間の系統樹解析を行った。 
 

方法 
H. pylori 株 

日本の 2 つの異なる地域、福井と沖縄から分離された株を用いた。福井は本

州の中央部に位置し、一方沖縄は日本の南西端に位置する島々であり、2 県の間

は 1,300km 以上離れている。この 2 県間では、H. pylori 感染による病態に大きな
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違いが見られる。胃癌の前段階である萎縮性胃炎の罹患率は福井の方が高く、

胃癌による死亡率も沖縄の約 2.4 倍で福井の方が高い。一方、十二指腸潰瘍の罹

患率は沖縄の方が高く、胃・十二指腸潰瘍の発症率は福井の約 1.8 倍で沖縄の方

が高い。計 220 株（福井分離株 115 株、沖縄分離株 105 株）の臨床分離株を、

福井大学医学部第 2 内科または沖縄中部病院にて上部消化管内視鏡施術時に採

取した胃生検組織より単離した。福井の 115 患者のうち、慢性胃炎患者が 41 例

（男性 22 名、女性 19 名、平均年齢 57.7 歳）、胃癌患者が 26 例（男性 14 名、

女性 12 名、平均年齢 60.2 歳）、十二指腸潰瘍患者が 26 例（男性 17 名、女性 9
名、平均年齢 49.9 歳）、胃潰瘍患者が 18 例（男性 10 名、女性 8 名、平均年齢

55.3 歳）、胃・十二指腸潰瘍患者が 4 例（男性 4 名、平均年齢 58.5 歳）であっ

た。沖縄の 105 患者のうち、慢性胃炎患者が 58 例（男性 20 名、女性 38 名、平

均年齢 59.6 歳）、胃癌患者が 4 例（男性 3 名、女性 1 名、平均年齢 70.3 歳）、

十二指腸潰瘍患者が 24 例（男性 20 名、女性 4 名、平均年齢 53.8 歳）、胃潰瘍

患者が 18 例（男性 11 名、女性 7 名、平均年齢 59.2 歳）、胃・十二指腸潰瘍患

者が 1 例（男性、年齢 40 歳）であった。 
H. pylori 培養 

各患者の生検組織を TSA-II/5% sheep blood plate に塗布し、微好気性条件下

（5% O2, 5% CO2, 90% N2）、37 oC、3～5 日間培養した。第 1 培養プレートより

単コロニーを採取し、新しい TSA-II plate に継代し同条件下で培養した。H. pylori
判定はウレアーゼ活性により行い、いくつかのコロニーを採取して 10% FCS を

含む brucella broth liquid culture medium に植菌し、同条件下で 24 時間振盪培養

した。菌液の一部を 20％ glycerolを含む 0.01M PBSに懸濁させ-80℃で保存した。

残りの菌液より遠心にてペレットを回収し、protease/phenol-chloroform 法により

DNA を抽出し、TE buffer（10mM Tris-HCl, pH8.0, 1mM EDTA）に溶解させ PCR
増幅まで 4℃で保存した。 
vacA タイピング 

PCR を用いた vacA 遺伝子の s-region（シグナルペプチドをコードする領域）

と m-region（中間領域）のタイピングは Table 5-1 に示すそれぞれのサブタイプ

特異的なプライマーペアを用いて、以前の報告に準じて行った[6, 34, 61]。PCR
条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、72oC で 30 秒を 25
サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。PCR 産物は 2% agarose 
gel 電気泳動にかけて分離した。 
全長の vacA、cagA、cagE 遺伝子の配列決定 

計 33 株（福井分離株 13 株、沖縄分離株 20 株）を vacA ゲノタイプによって

選んだ。福井の 13 患者のうち、慢性胃炎患者が 10 例、十二指腸潰瘍患者、胃

潰瘍患者、胃癌患者がそれぞれ 1 例ずつであった。沖縄の 20 患者のうち、慢性

胃炎患者が 12 例、十二指腸潰瘍患者が 8 例であった。このうち 11 株（F16, F17, 
F28, F32, F79, F80, OK101, OK107, OK109, OK112, OK129）は以前の報告ですで

に cagPAI の全配列を決定済みである[11]。vacA、cagA、cagE 遺伝子の全配列を

決定するために使用した PCR プライマーを Table 5-2 に示す。全長 vacA を増幅

させる PCR 条件は、95oC で 5 分加熱後、95oC で 30 秒、55oC で 30 秒、72oC で

4.5 分を 25 サイクル、その後 72oC で 7 分おいた後、4℃で保存した。また全長
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cagA および cagE を増幅させる場合も同様の条件だが、伸長ステップ（72oC で

4.5 分）の時間をそれぞれ 4 分と 3.5 分に変更した。PCR 産物は引き続き

Centricon-100 Concentrator columnsAmicon, Beverly, Massachusetts, USA）で精製し、

BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, Foster City, 
California, USA）を用いて DNA direct sequencing PCR をかけ、ABI PRISM 
3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）でシークエンス解析した。全

長塩基配列から全長アミノ酸配列に翻訳し、GENETYX-Mac software（version 
11.2.3, Software Development）を用いてアミノ酸配列の比較解析を行った。 
系統樹解析   

日本分離株と以前より報告されている欧米株との系統進化的関係を明らか

にするために、VacA、CagA、CagE アミノ酸配列の比較解析さらに、unweighted 
pair group 法による系統樹解析を試みた（GENETYX-Mac）。すでに報告されて

いる欧米株 26695 株（Genbank accession number: AE000598; vacA [HP0887], 
AE000569; cagA [HP0547], AE000568; cagE [HP0544]）、J99 株（AE001511; vacA 
[jhp0819], AE001483; cagA [jhp0495], AE001482; cagE [jhp0492]）、NCTC11638 株

（HPU07145; vacA, AF282853; cagA, cagE）、そして NCTC11637 株（AF049653; 
vacA, AF202973; cagA） もこの解析に含んだ。 
統計処理 

cagA、vacA 多型と病態との相関関係は、chi-square test および Fisher’s exact 
probability test により統計解析した。 
塩基配列の GenBank accession numbers 

今回決定した cagA、cagE、そして vacA 塩基配列は、GenBank データベース

に登録した（Table 5-3）。 
 

結果 
vacA多型   

vacA ゲノタイプの一覧を Table 5-4 に示す。第 2 章において、日本分離株に

特徴的な vacA ゲノタイプは s1c/m1b であることを明らかにした[73]。福井にお

いては 81.7％が s1c/m1b であり、一方沖縄では、最も多いのは福井同様 s1c/m1b
（71.4％）であったが、さまざまなタイプの vacA ゲノタイプが観察された（Table 
5-5）。今回この計 220 株（福井 115 株、沖縄 105 株）のうち、vacA ゲノタイプ

によって 33株のH. pyloriを選んだが、s1b/m2と s1c/m1aは存在しなかった（Table 
5-5）。 

vacA 遺伝子は 3,867 ~ 3,981-bp、VacA アミノ酸は 1,289 ~ 1,327 残基とサイズ

にバリエーションが観察された。シグナル配列領域の相同性を、F37 （s1a）、

F80 （s1b）、F32 （s1c）、OK155 （s2）間で調べ（Figure 5-1a、Table 5-6 の

右上エリアの数値）、さらに中間領域の相同性を、F37 （m1a）、F32 （m1b）、

OK155 （m2）間で調べた（Figure 5-1b、Table 5-6 の左下エリアの数値）。加え

て、全長のアミノ酸配列と塩基配列の相同性を F37、F80、F32、OK155 間で調

べた（Table 5-7）。さらに、Atherton らの報告によると[6]、60190 （m1）株と

Tx30a （m2）株間の VacA 中間領域を比較したところ、59.0％しか相同性がな

かったという（60190 株; 244 アミノ酸残基、509-752 番目領域、Tx30a 株; 253 ア
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ミノ酸残基、522-774 番目領域）。ゆえに F32 （m1b）と OK210 （m2）の VacA
中間領域を比較したところ（F32; 244 アミノ酸残基、512-755 番目領域、OK210; 
253 アミノ酸残基、533-785 番目領域）、58.9%の相同性であった （Figure 5-2）。

また F32 （m1b）と F37 （m1a; 244 アミノ酸残基、517-760 番目領域） の相同

性は 85.3％であった。 
CagA 多型   

典型的な欧米型 CagA（26695 株）と東アジア型 CagA（F32 株）の繰り返し

領域（cagA 遺伝子の 3'領域に当たる）におけるアミノ酸配列の比較を Figure 5-3
に示す。以前より CagA は欧米型と東アジア型に分類されることが報告されてい

る[9, 29]。CagA のチロシンリン酸化部位は、CagA 分子の C 末側に複数出現す

る EPIYA モチーフ内に存在し[13, 28, 54]、これらの EPIYA モチーフのうちリン

酸化を受け SHP-2 複合体形成に関与するチロシン残基は、欧米型 CagA では

EPIYA-C サイトであり、東アジア型 CagA では EPIYA-D サイトである [29]。 
EPIYA-A と EPIYA-B サイトは欧米型および東アジア型ほとんど全ての CagA に

存在し周辺配列の相同性も高い。一方その後の EPIYA-C、D サイト周辺領域は、

欧米型と東アジア型間で相同性が非常に低下し、欧米型 CagA は WSS（Western 
CagA-specific, SHP-2-binding sequence）、東アジア型 CagA で ESS（East Asian 
CagA-specific, SHP-2-binding sequence）と呼ばれる[29]。26695 株と F32 株の CagA
はそれぞれ一つの WSS、ESS を持ち、26695 株 CagA は A-B'-C タイプに、F32
株 CagA は A-B-D タイプに分類される。 

上記のタイピングにより決定したCagAゲノタイプをTable 5-4（EPIYA type）
に示す。“ B’ ”は、EPIYT-BつまりA（アラニン）がT（スレオニン）に置換した

もの、“ B’’ ”は、ESIYA-BつまりP （プロリン）がS （セリン）に置換したもの、

“ B’’’ ”は、ESIYT-BつまりPおよびAがSおよびTに置換したもの、そして“ A’ ”
は、NPIYA-AつまりE （グルタミン酸）がN （アスパラギン）に置換したもの

を意味する。EPIYAモチーフの数は株によってさまざまだが、ほとんど全ての

株が欧米型（12 株）と東アジア型（20 株）に分類された。ただOK181 株のみ、

WSSもESSも持たない“ A-B’ ”タイプで、分類不可であった。今回の検討では、B’
がNCTC11637 株、NCTC11638 株、OK155 株、OK160 株以外のすべての欧米型

CagAにおいて観察されたので、欧米型に特徴的であると考えられる。OK155 株

とOK160 株CagAはB’ではなくB’’’であった。 B’’は東アジア型CagAの 4 株（F26, 
F55, OK159, OK204）において、A’はF37 株のみで観察された。cagA遺伝子は 3,444 
~ 3,825-bp、CagAアミノ酸は 1,148 ~ 1,275 残基とサイズにバリエーションが観察

された。欧米型OK130 株と東アジア型F32 株のCagA全アミノ酸配列の相同性は

80.3％、またFigure 5-3 に示したCagA繰り返し領域における相同性は 53.0％であ

った（OK130; 109 アミノ酸、884-992 番目残基、F32; 114 アミノ酸、870-983 番

目残基）。 
F80 株と OK204 株は欧米・東アジア混合型 CagA を持つ株であった（Figure 

5-4）。欧米型 CagA の他の特徴として、CagA 繰り返し領域の上流にある 13 ア

ミノ酸の挿入がある（26695 株、823-835 番目残基）。F80 株、OK204 株ともに

この挿入があるが、ともに ESS を持つ（F80 株は A-B’-D-D タイプ、OK204 株は

A-B’’-D タイプ）。OK204 株は完全な ESS を持つが、F80 株の ESS は EPIYA-D
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サイトの前半はWSSの配列で、後半がESSの配列になっている。このことから、

F80 株 CagA は OK204 株 CagA に比べ、より欧米型に近いことが推測される。 
cagE 多型   

cagE 遺伝子は株間で良く保存されていた。F36 株を除く全ての株において、

cagE 遺伝子は 2,949-bp、CagE アミノ酸は 983 残基であり、これはすでに報告さ

れている 26695 株、J99 株、NCTC 11637 株と同様であった。F36 株は、最初の 2
アミノ酸が欠失しているために、cagE 遺伝子は 2,943-bp、CagE アミノ酸は 981
残基であり、これは以前報告されている NCTC 11638 株と同様であった。各株

間の全アミノ酸配列の相同性はいずれも 98％以上であった（Table 5-4）。  
VacA、CagA、CagE アミノ酸配列の系統樹解析 

33 株の臨床分離株とすでに報告されている欧米株 4 株（26695, J99, 
NCTC11638, NCTC11637）間の VacA、CagA、CagE の系統樹を Figure 5-5 に示

す。3 つのタンパク質は全て欧米型、東アジア型の 2 つの大きなグループに分類

された（Table 5-4）。いくつかの例外を除いて、それぞれのタンパク質間におい

て分離株の分布はおおよそ一致していた。  
CagA において、OK181 は A-B’型であったが、欧米グループに含まれた。F80

株とOK204株はESSを持つにも関わらず、欧米グループに含まれた（Figure 5-4）。
これらの株の VacA と CagE もともに欧米グループに属しているので、これらの

株は東アジア由来というよりも欧米由来の株なのであろう。他の株においては、

EPIYA タイプと、系統樹での分布は一致した。  
VacA において、系統樹は m1 と m2 サブタイプで明確に 2 分された。すべて

の m2 株は欧米グループに含まれた。さらに m1 クラスターにおいて、m1a と

m1b で明らかに区別され、m1a は全て欧米グループに、m1b は全て東アジアグ

ループに含まれた。またさらに、m1a および m1b クラスターにおいて、s1a また

は s1c と s1b クラスターに分けられ、s1a と s1c サブタイプは区別されなかった。

F37 株と OK129 株は、CagA タイプは東アジア型であるのに、VacA は欧米グル

ープに含まれた。これは m 領域のサブタイプが、F37 株は m1a、OK129 株は m2
であったためだろう。一方 OK111 株（vacA ゲノタイプは s1b/m1b）は、CagA
タイプは欧米型であるのに、VacA は m1b サブタイプのため東アジアグループに

含まれた。 
CagE において、F79 株、OK155 株、OK187 株、OK210 株は、CagA が欧米

型であるのに CagE は東アジアグループに含まれた。上記 7 株（F37, F7, OK111, 
OK129, OK155, OK187, OK210）を除く他の全ての株は、3 つのタンパク質間で

地理的分布は一致した（78.8％, 26/33）。 
興味深いことに、消化性潰瘍患者分離株において、CagA と VacA ともに欧

米グループに分類された株の割合（90.0％, 9/10）が慢性胃炎患者分離株におけ

るそれ（22.7％, 5/22）よりも有意に高かった（χ2=12.64, P=0.00057）。 
 

考察 
日本や韓国などの東アジア諸国は、胃癌の発症率がとりわけ高いことが知ら

れている。さらに H. pylori には明確な地理的遺伝子多型が確認されている [18, 
24]。H. pylori は VacA と CagA の有無により type I と type II に分類され[66]、type 
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I の菌株は type II の株に比べ病原性が高いと考えられている[34]。vacA と cagA
はともに病原因子であり、2 つの遺伝子多型の間には地理的な相関があるといわ

れている[31, 63]。本章では、日本の沖縄と福井において vacA、cagA、cagE 間の

分子遺伝学的相関を検討した。福井分離株のほとんど（81.7％）が s1c/m1b 型で

あったのに対し[73]、沖縄分離株にはさまざまな vacA ゲノタイプが存在した（最

も優占な s1c/m1b は 71.4％）。沖縄は歴史的に西洋諸国と活発な交流があり、20
世紀中頃より大勢のアメリカ人の居住があったためさまざまなタイプの H. 
pylori が混在することになったのであろう。一方福井分離株の vacA にほとんど

バリエーションがみられなかったのは、日本の典型的な特性、すなわちほぼ単

一民族国さらに島国のため地理的に隔離されているなどによるものと考えられ

る。そのため異なるゲノタイプの株間における DNA 伝達の機会が、欧米諸国に

比べ少なかったのであろう。van Doorn らの報告によると、s1c サブタイプは東

アジアで優勢であり、他の地域ではほとんどみられない[63]。  
VacA の系統樹解析では、m2 サブタイプの株は全て欧米グループに分類され

た。Ji らは、中国株 8 株と欧米株 6 株間で系統樹解析し、m1 サブタイプの m-
領域はある程度の進化的相関があるが、m2 サブタイプの m-領域は独立的に進化

していると報告しており、中国と欧米株が分離した後に m2 領域が広まったと示

唆している[36]。さらに、s1a/m1a、s1b/m1a、s1b/m1b 株も日本では大変稀なタ

イプであり、欧米グループに属した。今回の検討では、s-領域における s1a、s1b、
s1c、s2 サブタイプ間の相同性と m-領域における m1a、m1b、m2 サブタイプ間

の相同性を計算した。s-領域では、s1 サブタイプ間では 80％以上の相同性があ

り、s1a と s1c サブタイプの相関性の方が s1b とのそれより高く、また s1 と s2
サブタイプ間では約 60％の相同性しかなかった。m-領域では、s-領域と同様、

m1a と m1b サブタイプ間の相関は高く、m1 と m2 サブタイプ間の相同性は低か

った。Atherton らもまた、60190 株 （m1）と Tx30a 株 （m2）間の VacA 配列

を比較し、VacA の m-領域における 2 株間の相同性は 59.0％であったと報告し

ている。s1 と s2、そして m1 と m2 間の違いは毒性の強弱に関与している可能性

がある[6]。ひとつの遺伝子内の異なる領域において進化の程度が著しく違うの

は、遺伝子組換えで説明でき、vacA のモザイク構造は DNA 水平伝達による遺

伝子組換えによるものと考えられる[36]。 
cagA 陽性 H. pylori の感染は、萎縮性胃炎の進行や胃癌の危険性を増大させ

ると考えられており [14, 31, 50]、また cagA には東アジア株と欧米株間で配列に

大きな違いが観察される[1, 70]。近年のヒト胃上皮 AGS 細胞への cagA 遺伝子導

入実験より、東アジア型 CagA の SHP-2 結合親和性は欧米型 CagA に比べ強いこ

とが明らかになり[29]、東アジア型 CagA 陽性株は欧米型 CagA 陽性株に比較し

てより強力な病原性を持つと考えられる。臨床上では、第 1 章でヒト胃粘膜生

検組織において CagA-SHP-2 複合体形成を確認しており[71]、さらに第 3 章では

H. pylori 陽性胃炎患者において、東アジア CagA 陽性株感染患者の炎症や萎縮の

程度が、cagA 陰性株や欧米型 CagA 陽性株感染患者に比べ有意に重度であるこ

とを明らかにした[9]。本章では以前の報告のように[9, 10, 73]、SHP-2 との結合

部位である EPIYA 領域の配列によって、欧米型と東アジア型 CagA という 2 つ

のゲノタイプを観察した。この EPIYA による分類はほとんどの株において CagA
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の系統樹のクラスターと一致した。さらに欧米株と東アジア株の CagA 繰り返し

領域の相同性は低く（53％）、この配列の大きな違いが CagA の毒性の強弱に関

係していると考えられる。またさらに、今回混合型 CagA を持った H. pylori が 2
株存在した。株間の遺伝子伝達や組換えが起こった可能性があるが、この 2 株

は VacA と CagE が欧米型だったため、もともとは欧米型株であり、日本に移行

してきて株間の遺伝子伝達や組換えが起こったのであろう。 
cagE 遺伝子は、Bordetella pertussis の ptlC や Agrobacterium tumefaciens の

virB4 遺伝子のホモログであり[15]、cagPAI 内の cagA 上流近くに存在し、また

CagE タンパク質は IV 型分泌装置の構成成分の一つである[59]。さらに CagE は

胃上皮細胞における IL-8 発現を誘導することが報告されている[59]。今回の検

討では cagE 遺伝子は株間で良く保存されていることが分かった。全長のアミノ

酸配列を観察しても、欧米型、東アジア型特有の配列というものは発見できな

かったが、系統樹では明確に 2 つのグループに区別された。 
3 つのタンパク質の系統樹解析から遺伝的相関が示された。H. pylori 株の分

布は、3 つのタンパク質間でほとんど同じようなパターンを示し、vacA と cagPAI
の間には、ゲノム上距離が離れているにも関わらず、遺伝的な連関が存在する

ことが示唆された[3, 58]。ヒト胃粘膜において長期感染を持続させるために、

vacA/cagPAI ゲノタイプの組み合わせが株の炎症誘発性と抗炎症性のバランス

を維持しているのかも知れない。今回興味深いことに、消化性潰瘍株は CagA と

VacA の欧米型と相関があった。沖縄における株の多様性は、福井と沖縄間の

H. pylori 感染による病態の差に影響を及ぼしているのかも知れない。株多様性と

病態との関連性について、H. pylori の病原性を明らかにするためにさらなる研究

が必要であろう。 
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Table5－1

ピロリ菌Vαdタイピングに用いるプライマー

Regbn P血訂　　　　　　　　Sequen∝a pcRproduct

sla vacAsla－F

VAl－R

slb SS3－F

VAl－R

sIc vacAsIc・F

VAl－R

s2　　　　　SS2－F

VAl－R

mla VA3－F

VA3－R

mlb VAImF3

VAITトR3

m2　　　　VA4－F

VA4－R

5一．CTCTCGCTrTAGTAGGAGC－31

5．＿CTGCTTGAATGCGCCAAAC－31

5一一AGCGCCATACCGCAAGAG－3．

5l＿CTCTCGCTrTAGTGGGGYT－31

5一＿GCTAACACGCCAAATGATCC－3’

5l＿GGTCAAAATGCGGTCATGG－3’

5一＿ccATTGGTACCTGTAGAAAC－3－

5一＿GGCCCCAATGCAGTCATGGAT－3－

5一●GCTGTrAGTGCCTAAAGAAGCAT－31

5■●GGAGCCCCAGGAAACATrG－3－

51＿CATAACTAGCGCCTrGCAC－31

213bp（843－1055）b

187bp（869－1055）C

213bp（843－1055）C

199bp（433・631）d

290bp（2741－3030）b

291bp（2741－3031）C

352bp（976－1327）e

（2284－2635）d

a Y：CorT

bNuckotklepos血nsh鵬vacAgF耽OfHFD，k＞ri60190（GenBankaccessbnno・肝UO5676）【20］・

Ccorrespondhgton止botklepos血nofHFD7k，ri60190・

dNuckotklepos血）rBhdmacAgp据OfHzwk｝riTx30a（GenBankaccessbnrK）・IiPU29401）［6］・

eNuckotkleposbrBh鵬vacAgp服Of〃・FWk＞ri87－203（GenBankaccessbn10・肝UO5677）［20】・
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Table5－2

H”lorivacA、CagA、CqgEのDNAsequencingに用いるプライマー

Ge一℃　　P血r Sque℃e
CoTTeSPOrdhvDNAseqtJ：TCe

（SiZEtOfPCRproduct）

Vαd VAS－lF

VAS－11R

●vacAsla－F

●SS3＿F

●Ⅵ氾AsIc－F

■SS2－F

●vacAS5

●Ⅵ虻AAS5

●VA3－F

●VAmF3

●VA4－F

書VA3＿R

●VAntRj

●VA4－R

●Ⅵ虹AS3

●Ⅵ拡A3T

q＆4　　　ca少＝コ（＋）

qgAL2（－）

●叫ゆBl（－）

●頑M2（＋）

●叫声S2

●吋Ml（－）

書画C2（＋）

●卸C2（－）

書画C3（－）

●吋3●FI

C。gg qgESl

嘩AS3

●噸AS4
●噂ASl

書画AS5

●頑AS2

5㌧AGCCGATAGCATCAGAGAAGAAC＿3．

5㌧TGTGGTGTATGCGTTGTAGGGGTT－3．

●

　

　

●

　

　

●

　

　

●

●

　

　

●

　

　

■

　

　

●

5㌧GCTAACCGCACCACGAGAGT＿3－

5㌧mTCTGTAACGCCGCTAAAA＿3．

‡‡I

‡：1

5㌧TATTGAAAGCGTGTTTGAAT＿3．

5㌧CATTGTGGGCGGllTTGGAAG－3■

5㌧AAGGAGAAACAATGACTAACGAAACTATrTG＿3－

5．－TCCmAAGATrmGGAAACCACCTrm－3■

5LCTGCAAAAGATrGTTTGGCAGA＿3I

5．－ATACAAGGCmCCGCCTG－3－
5’－GGCAATGGTGGTCCTGGAGCTAGGC＿3－

5．－GTAGCCACAmTCGCCTTGTmG＿3－

5㌧GAATTGTCTGATAAACTrGAAA●3．

5㌧TrrGCTTGCGTrACCTTGCTG－3－

5㌧GCGTATGTGGCTGTTAGTAGCG＿3－

5㌧AAACCCTGAGTGGCTCAAGCTC＿3－

5㌧GAGCGGTAAGGTmGTrCGGTGAT＿3．

5㌧ccAACAAACAACGCTGCTTIC－3，

5㌧CAATGGGTGGGGAGTATGTCAAGA＿3．

5LCCAACGCAGCGACTTTCTCTATG－31

5㌧TGCAlGGTGGGGTGAAAGAAGTTTA＿3，

5㌧ATGGGGTGATCCmCTAACAACTA－3■

95－1178（42左lbp）

4375＿43528

452●4708

478－495b

452＿470b

433●452C

959＿9688

2009＿19998

2373＿23928

2373－2394b

976－994d

2663－2644

2664－2642

1327－1309

3069＿30g88

4156＿41778

（一11）－19e（3576bp）

（＋4ト3536e

520●499e

754＿772e

976＿1000e

1055＿1032e

2059＿2080e

2306●2286e

3210＿31896

3273＿3294e

（－164）－（－140）r（3315bp）

（＋199）－（＋179）r

lOO7－984r

1430－140gr

1850－1826r

2435－241lr

●DNAsquenC唱でのみ使用するプライマー。

．．Tabkl参照、ゲノタイプに応じてS一領域のforward両雄rとm一領域のforward、reVerSeFh据rを選択する。

aNlEb仕k匹S血mh廿だVdd辞職OfJ工ybrJ11638（伽虚血ac∝SSbnno．HPUO7145）【35，49】．

Com ss　血喝bnuc　也ee s血OnOr〟二の血rJl1638．

CNu加地匹S血相山鹿Vαd夢化Or〟の血〝Tx30a（G餅虚血正a00蝕血nrD．HPU29401）【61．

dNucb止k匹S血指山鹿V。d夢托Or〟の血〝87－203（伽血正弘C鰯bnno．肝UO5677）【20】．

eNucbdk匹S血恨山鹿HPO547（C唱4）辞職OrJ工の血rJ26695（G甘鷹お山k鋸X駁追bnro．A即00569）．

NucbotkIepsi血rEShtrEHPO544（cagE）BerEOffLpyk）rt26695（GeTd3anl（aCCeSSbnno．AEO00568）．
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Table5－4

〟fyわr～33分離株の遺伝的特徴
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Table5－5

vddタイプの分布

sl血la slahnlb slahTa Slb／mla slb／mlb slb／m2　sIc血lla sIc／mlb sIc／m2　S2／m2　UD＋　　total

F止血　　　2　　　9　　　0　　1　　0　　　0　　　0　　　94　　　0　　　0　　　9　　115

（1．8％）（7．8％）（0％）（0．9％）（0％）（0％）（0％）（81・7％）（0％）（0％）（7・8％）

Ok血wa O　　　5　　　9　　　0　　1　　0　　　0　　　75　　　6　　　5　　　4　　105

（0％）（4．S％）（8．6％）（0％）（0．9％）（0％）（0％）（71・4％）（5・7％）（4・8％）（3・8％）

bb1　　2　　14　　　9　　1　1　　0　　　0　　169　　6　　　5　　13　　220

（0．9％）（6．3％）（4．1％） （0．5％）（0．5％）（0％） （0％）（76．S％）（2．7％） （2．3％）（5．9％）

UD■：urKletectabk

56



Table5－6

VαdのS一領域とm一領域における相同性

％Nuckotkleseque∝eklerAが

F37　　　　F80　　　　F32　　　0K155

（Sla）　（Slb）　（SIc）　　（S2）

F37

F80

F32

0K155

、
射
二
郎
∴
り
）

ml
m
l
m
l
戒

（
（
（
（

86．3　　　　93．1　　　　62．8

92．5　　　　　　　　　　　80．4　　　　62．8

84．8　　　　89．4　　　　　　　　　　　64．3

70．5　　　　72．3　　　　69．2

aハイフンより右上の値がS一領域、左下の値がm領域における値
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Table5－7

Vαdの相同性

％NucbotkleandamhoacklseqtJenCekleI嘘が

F37　　　　F80　　　　F32　　　0K155

（Slahla）（slbhnla）（sIc／mlb）（S2hn2）
93．7

94．4

91．6　　　　91．4

OK155　　　　84．1　　　83．0

90．6　　　　78．8

89．9　　　　77．1

78．7

84．4

aハイフンより右上の値がアミノ酸配列、左下の値が塩基

配列における値
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a

F37　sla

F80　slb

F32　sIc

OK155S2

Sla－F SS3－F

1ATGGAAATACAACAAACACACCGCAAAATCAATCGCCCTCTGGTTTCTCTCGCTTTAGTAGGAGCATTGGTCAGCATCAC
★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★★★　★　★★★★★★★★★★　★★★★★　★★　★★　★★★　★　★★　　★★

1ATGGAAATACAACAAACACACCGCAAAATGAATCGCCCTTTAGTTTCTCTCGTTTTAGCAGGAGCGTTGATTAGTGCCAT

★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★　★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★　　★★★★　★　★★★★　★★

1ATGGAATTACAACAAACACACCGCAAAATCAATCGCCCTCTGGTTTCTCTCGCTTTAGTGGGGCTATTGGTCAGCATCAC

★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★　★　★★　★★★★★★★★★★★　★★　★★★★★　★　★★★　★

1ATGGAATTACAACAAACACACCGCAAAATCAATCGCCCTATTATCTCCCTCGCTTTAGTGGGGGCATTAATTGGCACCGA

VA3－F

A－，－一一－一一一－－－－－一一－－－－－－一一ccGCAACAAAGTCATGCC一一一GCC

★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★　★★★　★　★★★★★★★★★　　　★★★

A－－一一一一一一一－－－－－－－－－一一一－－一ccGCAAGAGAGTCATGCC一一一GCC

★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★　★★★　★　★★★★★★★★★　　　★★★

A－－一一－－－－－－－－－－一一一－－一一－－－ccACAAAAAAGTCATGCC一一－GCC

★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★　　　★　★　★★　　★　　　　　　　★★★

ACTAGGGGCTAATACGCCAAATGATCCCATACACAGCGAGAGTCGCGCC

SS2－F

SIc－F

102

102

102

129

F37　mla1912TCAACCCCAGAAAAACCCTTGGGCACATCAAAACTTATGTTTAATAATCTAACCCTGGGTCAA姐TGCGGTCATGGACTA
★　★　★　★★　★★　★★　★　★★★★★★　★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★　★　★★★★★　★★★★★★★★　★★

F32　mlb1897GGACCTCAAGGAAGCCCTTGGGGCACGGCAAAGCTTATGTTTAATAATCTAACCCTAGGCCCCAATGCAGTCATGGATTA
★★★　★　★　★★★★★　★　★　　★★★★　　★★　★★★★★★★★★★★★　★★　★★★★★★★★★　　　　★★★　★★★　★★★★★★★★★

OK155m21984

VA4＿F VAm－F3

TAGTCAATTTTCAAATTTAACCATCCAAGGGGATTTTATCAACAATCAAGGCACTATCAACTATCTGGTCCGAGGCGGGA

★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★　★★　★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★　★★★★　★★★★★　★★★★

TAGTCAATTTTCAAATGTAACCATTCAGGGGAATTTTATCAACAATCAAGGCACTATCAATTACTTGGTTCGAGGTGGGA

★　★★　★　　★★　　★★　★★★★★★★★★★　★★　★★★★　★　★★★　★★★★★★★★★　　★★　★★★　　★★　★★　★　★★　★★★★

TGGTAAGGATTTGGATTTAACCATTCAAAGGGATTTCACCAATAATCAAGGCGTGATGAATCTTTTTGTCCAAGATGGGC

AAGTGGCAACCTTAAATGTAGGCAATGCAGCAGCTATGATGTTTAATAATGATATAGACAGCGCGACCGGATTTTACAAA

★　★　★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★　★★★★★★★★　★★★★★★★★　★★★★★★★★　★★★★★★★★★★★★

ACATAGAAACCTTAAATGTAGGCAATGCAGCAGTCATGAGTTTTAATAACGATATAGATAGCGCGACTGGATTTTACAAA
★★★　　★★★★★★★★　★★★★★★★★　★★★★★　★★★★★　★★★★★★★★　★　　★　★★★★★★★★★★★　★★　★★★★★★　★★

GTGTAGCGGCCTTAAATATAGGCAATACAGCAACCATGAAGTTTAATAATGTAGTGGATAGCGCGACCGGGTTTTACCAA

ccGCTCATCAAGATTAACAGCGCTCAAGATCTCATTAAAAATACAGAGCATGTTTTATTGAAAGCGAAAATCATTGGTTA

★★★★★　★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★　★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★

CcGCTTATCAAAATTAACAGCGCTCAAGATCTCATTAAAAATAAAGAACATGTCTTATTGAAAGCGAAAATCATCGGTTA

★★★　★　★★　★★　★★　★★　★　★★★★★★★　★★★★★★　★★★★★★　★★★★★★★★★★★　★★★　★★★★★★★★　★★★　★★★　★　★★★

ccGATCATTAAGATCAATAACGCTCAAAATCTCACTAAAAACAAAGAACATGTTTTAGTGAAAGCGCAAAACATTGATTA

VA3－R
VAm－R3　　　　　　▼〔、′‾■’

T－－－－－－－MGGTAATGTTTCTACAGGTACTAATGGC　　2259

T－－－－一一一－－GAAAATGCTTCTTTAGGCACTAACAGC　2244

TAATTTAGTAGGAGTGCAAGGCGCTAGTTATGACAAT　2340

Figure5－1

Vαd遺伝子塩基配列の比較
a：VaCAシグナル領域（S一領域）におけるsla、Slb、SIc、S2サブタイプ間
の比較。
b：VaCA中間領域（m一領域）におけるmla、mlb、m2間の比較。

配列の最初と最後の数字はそれぞれの株における塩基の位置を示す。
星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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60190mla509ID－，TGNGGFNTHLDFSGVTNKVNINKLITASTNV脚KNFNINELIVKTNGVSVGEYTHFSEDIGSQSRINTVRLETGTRSIFSGGVKFKSGEKLVIDE
★★　　　★★★★★★★★　　　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★★　★★★★★　★★★★★★　★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★　★★★★★★

F32　mlb512ID一一TGNGGFNT－－LDFSGVTNKVNINKLITASTNVAIKNFNINELLVKTNGISVGEYTNFSEDIGNQSRINTVRLETGTRSIYSGGVKFKGGEKLVIND

OK210m2533IDATKSDNGLNTSTLDFSGVTDKVNINKLTTSATNVNIKNFDIKELVVTTRVQSFGQYTIFGENIGDKSRIGWSLQTGYSPAYSGGVTFKGGKKLVIDE
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Tx30a m2522IDATKSDNGLNTSTLDFSGVTDKVNINKLTTAATNVNIKNFDIKELVVTTRVQSFGQYTIFGENIGDKSRIGVVSLQTGYSPAYSGGVTFKGGKKLVIDE

FYYSPWNYFDARNIKNVEITRKFASSTPENPWGTSKLMFNNLTLGQNAVMDYSQFSNLTIQGDFINNQGTINYLVRGGKVATLNVGNAAAMMFNNDIDSA
★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★　★　★　　　　　　　　★★★★　★★★★★★★★★★　★★★★★★★★★★★　★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★　　　　★★★★★★★★　★　★★★★★★★★

FYYAPWNYFDARNIKNVEITNKLAFGPQGSPWGTAKLMFNNLTLGPNAVMDYSQFSNVTIQGNFINNQGTINYLVRGGNIETIJNVGNAAVMSFNNDIDSA

LYHAPWNYFDARNVTDVEINKKILFGAPGYIAGKTGLMFNNLTLNSNASMDYGKDLDLTIQGHFTNNQGTMNLFVQDGRVATLNAGHQASMIFNNVVDSA
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

LYHAPWNYFDARNVTDVEINKRILFGAPGNIAGKTGLMFNNLTLNSNASMDYGKDLDLTIQGHFTNNQGTMNLFVQDGRVATIJNAGHQASMIFNNVVDST

TGFYKPLIKINSAQDLIKNTEHVLI．KAKIIGYH－GNVS－－TGTNGISNVNLE　752
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　　★★★★★★★★★★★★　　　　　　★　　★　　　★★★★　　★★★　　★★

TGFYKPLIKINSAQDLIKNKEHVLLKAKIIGY－HENASHI．GTNSISNANLI　755

TGFYKPLIKINNAQNLTKNKEHVLVKARNIDYNLVGVQGASYDNISASNTNLQ785
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

TGFYKPLIKINNAQNLTKNKEHVLVKARNIDYNLVGVQGASYDNISASNTNLQ774

Fi9ure5－2

VacA中間領域（m一領域）におけるmla、mlb、m2サブタイ

プ間のアミノ酸配列の比較
配列の最初と最後の数字はそれぞれの株におけるアミノ酸残基の位置
を示す。
星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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A B

WesternCagA（A－B－Ctype）　886NNNNGLKNSTEPZYAXVNKKKTGQVASPEEPZYTQVAKKVNAKIDRLNQI

EastAsianCagぺA－B－Dtype）870NNNNGLKNNTEPZYAQVNKKKTGQATSPEEPZYAQVAKKVSAKIDQLNEA

．．．・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・WSS・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・．．．C

WesternCagJYA－B－Ctype）　936ASGLGGVGQAA（誼PLKRHDKVDDLSKVGLSASPEPZnTIDDLGGPト－－F
★

EastAsianCagぺA－B－Dtype）920 TSA工NRKI

★　　　　　★　　　★　　★★★★★★★★★★★★　　　　　　　　　　　　　★

PB王聖賢三軍聖賢§y99g蔓§璧渠蔓撃だ翼！王準‡王PEPE牟璧禦ぎ

ESS・・・●●●●

WesternCagA（A－B－Ctype）　983PLKRHDKVDDLSKV・・・

EastAsianCagぺA－B－Dtype）970pLRRSAAVNDLSKV・・・

Figure5－3

EPIYA領域（CagA繰り返し領域）における、典型的な欧米型
（26695株）と東アジア型（F32株）間のアミノ酸配列の比較
欧米型CagA特異的配列（WSS）と東アジア型特異的配列（ESS）を枠で
囲んだ。
配列の最初と最後の数字はそれぞれの株におけるアミノ酸残基の位置を
示す。
星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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26695（Westerntype）797svAKAMGDFSRVEQVmDLKNFSKEQIJAQQAQKNEDFNTGKNSELYQSVKNSVNKTLVGNGLSGIEATAL

F80　（Mixtype）　　792sETKLTGDFSKVEQVuDLKNFSKEQLAQQTQKNESLNAGKKSEIYQSVKNGVNGTLVGNGLSQAEATTL

OK204（Mixtype）　　795sIAKETGDFSGVEQAIJADLKNFSKGQLTQQAQKNEDFNTGKNSELYQSVKNGVNGTLVGNGLSKTEATTL

F32　（EastAsiantype）793sEIKLTGDFSKVEQALAELKNLSLDL－－－－－”－－－－－－GKNSDLQKSVKNGVNGTLVSNGLSKTEATTL

AKNFSDIKKELNEK－FKNFNNNNN－GLKNS
★★★★★★★★★★★　　★　　★　　★★★★★★★　　★★★★★

SKNFSDIKKELNAKI．FGNFNNNNNNGLKNS
★★★★★★　　★★★★　　★★★★★　　★★★★★　　★★★★

TKNFSDIRKELNEKLFGNSNNNNN－GLKNN

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　　★★★★★

TKNFSDIRKELNEKLFGNSNNNNN－GLKNN

NKKKTGQVASP
★★★★★★★★★★★★

NKKKTGQVASP
★★★★★　　★★　　　　★★

VNKKKAGQATSP
★★★★★　　★★★★★★

VNKKKTGQATSP

WSS C

IASGLGGVGQAAGFPLKRHDKVDDI．SKVGLSAS
★★★★★★★★★★　★★★★★★★　　★★★★★★★★★★★★★

AASGIJGGVGQA－GFPLKRHTKVDDLSKVGLSAS

AASAVNRKIDRINKIASAGKGVGGFSGVGQATS
★　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　　★　　　　★

ATSAVNRKIDRINKIASAGKGVGGFSGAGRSAS

VAKKVNAKIDRLNQ
★★★★★　　　★★★　　★★★

VAKKVTQKIDQLNO
★★★★★　　　★★★★★★

VAKKVNAKIDQLNE
★★★★★　　★★★★★★★★

VAKKVSAXIDQLNE

IDDLGGP－－－FPLKRHDKVDDI．SKV　996

IDFDEANQAGFPLRRSAAVNNLSKV995
★★★★★★★★★★★★★★★　★　★★　　★★★★

IDFDEANQAGFPI．RRYAPVNDLSKV998
★★★★★★★★★★★★★★★　　★　　★★★★★★★

IDFDEANQAGFPLRRSAAVNDLSKV983

ESS D

Figure5－4

CagA繰り返し領域における、混合型CagAを持つF80株と
OK204株間のアミノ酸配列の比較
配列の最初と最後の数字はそれぞれの株におけるアミノ酸残基の位
置を示す。
星印は一致を、ハイフンは塩基が抜けていることを示す。
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a VacA

b CagA

C CagE

P
⊂〉

g
O

EastAsian Western

EastAsian Western

Figure5－5

VacA（a）、CagA（b）、CagE（C）の完全長アミノ酸配列の系統樹
スケールバーは算出距離を示す。
3つのタンパク質とも欧米型と東アジア型の2つのグループに区別された。
§は十二指腸潰瘍分離株、〔は胃潰瘍分離株、†は胃癌分離株を示し、他の
株はすべて胃炎分離株である。
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結語 
 

H. pylori の感染ルートは、排泄物や吐物、唾液などを介してのヒトからヒト

への経口感染が最有力であり、幼少期における家庭内感染が多いと言われてい

る。しかしながら H. pylori 感染率調査によると、先進国に比べ発展途上国にお

いて感染率が高いことや、日本においても数十年前に比べ近年では若者の感染

率が低下していることから、衛生環境が感染に大きく影響していると考えられ

る。一般的に H. pylori は、自然環境中では生育できずに死滅すると考えられて

いるが、周辺環境が悪化すると球状体を形成して休止状態ながら生存している

との報告もある。不衛生な飲料水や洗浄不十分な農作物の摂取による感染の可

能性も十分に考えられ、環境中の H. pylori の生態についてさらなる調査が必要

である。なお、特定の食品からの検出や、特定の動物からの感染例は今のとこ

ろ報告されていない。 
H. pylori の世界的な分布は、数種の housekeeping 遺伝子と病原因子遺伝子を

用いた multilocus sequence typing 法により、遺伝学的に調査されている[18, 24]。
それによると、H. pylori には伝染性はほとんどなく、その分布と進化は、人類の

分布とその移住の歴史に付随していることが示唆された。人類は最初、中央ア

フリカ辺りから移動を始め、ヨーロッパ方面、南アフリカ方面、アジア方面、

そして東アジアからオセアニアやアメリカ大陸方面へと移住していったと考え

られている。上述の方法により、現在の H. pylori をグループ化すると大きく 4
つのグループ、アフリカ 1，アフリカ 2、東アジア、ヨーロッパに分類され、さ

らに東アジアグループは、東アジア、イヌイット、オセアニアのサブグループ

に分けられることが明らかになった。人類と H. pylori との遺伝学的分布が共通

していることから、少なくとも人類の移住が始まった 10 万年前には、H. pylori
はすでにヒトの胃粘膜に定着し、その後ずっと人類とともに移動してきたと推

察され、人類への依存性が非常に高い H. pylori は、人類学的にも非常に興味深

い細菌といえる。 
H. pylori のゲノムは、1997 年と 1999 年に、異なる 2 株（26695 株と J99 株）

で全配列が決定された[3, 58]。それによると、H. pylori ゲノムは約 1.7Mb の環状

2 本鎖 DNA１分子からなり、大腸菌の約 40%の大きさであった。推定遺伝子数

はそれぞれ 1,590 個と 1,495 個であり、そのうちほぼ 2/3 については塩基配列の

相同性などから機能の推定できるものであったが、残りは機能不明の新規遺伝

子であった。2 種類の菌株の遺伝子は約 90％共通で、ゲノムの構造的安定性は

比較的保たれていた。しかしながら、それぞれの株に特有の遺伝子も多数あり、

これらはゲノムの中で特に可塑性に富む領域に局在していた。また、H. pylori
のゲノムには本来の遺伝子の他に、外来性に伝達されたと推定される特有の GC
含量を示す cagPAI 領域や、トランスポゾンと考えられる挿入配列（Insertion 
Element, IS605, IS606）も確認されているが、それらの数や分布についても 2 つ

の菌株間にかなりの相違があり、H. pylori のゲノム構造には遺伝子の配列自体の

変化（inversion や translocation）やその遺伝子構成自体が異なる macrodiversity
があることが示された。なかでも cagPAI 領域は分断や欠失などさまざまな遺伝

子変化が確認されており、H. pylori ゲノムにおいて最も多様性の高い領域である
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ことが示されている。cagPAI に存在する遺伝子はほとんどが新規遺伝子であり、

その約半数にシグナルペプチド配列が観察されることから、cagPAI は病原性分

子の産生と分泌に関与する遺伝子領域であると考えられている。また cagPAI 遺
伝子中の 6 種の遺伝子産物には、他の細菌の IV 型分泌装置と相同性が認められ

ており、H. pylori にも IV 型分泌装置が存在すると考えられている。この分泌装

置は、大腸菌や Agrobacterium tumefaciens、 百日咳菌（Bordetella pertussis）、レ

ジオネラや赤痢菌などにも確認されている。この分泌装置を介して菌体外に放

出または菌体から宿主細胞に直接注入される病原因子はさまざまであり、A. 
tumefaciens は T-DNA を植物細胞に直接移行させ、クラウンゴールと呼ばれるこ

ぶ状腫瘍を形成することが知られている。また、百日咳菌は百日咳毒素（pertussis 
toxin）タンパク質を分泌し、H. pyloriはCagAタンパク質を宿主に直接注入する。

複数種の細菌において同様の分泌装置を持つということは、生物進化の過程で

多種類の生物間で遺伝子の水平伝達があったことを裏付けるものであり、病原

性細菌の進化と分類を考える上でも非常に興味深い。 
一方、H. pylori 関連の疫学的調査から、東アジア諸国の胃癌死亡率は欧米に

比べて際立って高いことがわかる。CagA の生物活性が H. pylori の病原性・発癌

性につながるなら、病原性・発癌性のより強い CagA を保有する H. pylori の蔓

延が東アジア地域における際立った胃癌発症の一因と考えうる。本研究第 1 章

では、ヒト胃粘膜において CagA-SHP-2 複合体形成を確認しており[71]、さらに

第 3 章では H. pylori 陽性胃炎患者において、東アジア CagA 陽性株感染患者の

炎症や萎縮の程度が、cagA 陰性株や欧米型 CagA 陽性株感染患者に比べ有意に

重度であることを明らかにし[9]、SHP-2 との親和性がより強い東アジア型 CagA
陽性株によって引き起こされる、持続的で活発な炎症が、萎縮性胃炎や胃癌へ

進行させる一因になっている可能性を示唆した。また我が国で最も胃癌発症率

の少ない沖縄地方では、例外的に東アジア型 CagA を有する H. pylori と欧米型

CagA を保有する H. pylori の感染が混在するが、この沖縄でも胃癌患者から分離

される H. pylori 株のほとんどは東アジア型 CagA を保有していることが今回確

認された（第 3 章）。今後、病原性・発癌性に関わる CagA 分子多型がより詳細

に検討され、感染した H. pylori がもつ CagA の分子多型を判別することで、胃

癌を含めた関連疾病発症の予測や個々の感染者に適した治療、予防法の選択が

可能になり、我が国における胃癌死亡率の減少に結びつくことが期待される。

また、H. pylori の CagA 多型の判別には、本研究第 4 章で示したリアルタイム

PCR システムが有用なので、地理的かつ臨床医学的な CagA 多型の意味をより

解明するためにも、このシステムを用いた大規模な調査が望まれる。 
本研究では、H. pylori の主な病原因子について取り上げ、病原性発現との関

連性を検討した。第 5 章のタンパク質系統樹解析から、vacA と cagPAI の間には

分子遺伝学的な相関があることが明らかになり、さらには vacA、cagPAI の欧米

型は消化性潰瘍発症に（第 5 章）、cagA の東アジア型は萎縮性胃炎と胃癌発症

に（第 3 章）関与していることが示唆された。しかし、我が国における H. pylori
保菌者は約 6,000 万人と推定されるなか胃癌の発症は年間 24 万人前後であり、

H. pylori 感染者がすべて症状を呈する胃十二指腸疾患を発症するわけではない。

H. pylori 感染において疾患の多様性が生じるのは、H. pylori 菌体の病原性と宿主
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側の反応の諸因子が複雑にからみあっているためと考えられている。本研究第 3
章において、東アジア型 CagA 陽性株感染慢性胃炎患者は、萎縮程度が沖縄より

福井で有意に高値であったことからも、環境因子や宿主側因子など他の要因が

萎縮の程度に影響を与えていると考えられる。宿主側の因子として発癌素因（癌

遺伝子、癌抑制遺伝子に異常があるか否か）や免疫系に代表される生体防御系、

内分泌系の個体差といった遺伝的背景に加え、各個人のライフスタイルに起因

する epigeneticな要因が想定され、その解明は必ずしも容易ではない。しかし IL-1
遺伝子群やHLA遺伝子の多型性など宿主側免疫遺伝学面での研究も進んでおり、

今後さらなる菌体－宿主側双方の総合的な解明が進むことが望まれる。 
我が国においては、2000 年 11 月より保険診療での H. pylori の感染診断と除

菌治療が、胃・十二指腸潰瘍、胃 MALT（mucosa associated lymphoid tissue）リ

ンパ腫、および早期胃癌患者に適用されるようになり、多くの難治性潰瘍、再

発性潰瘍患者が苦しみから解放されてきた。一方近年、H. pylori と胃以外の疾患

との関わりも話題になってきている。小児鉄欠乏性貧血、特発性血小板減少性

紫斑病、慢性蕁麻疹、自己免疫性甲状腺炎、虚血性心疾患などで、H. pylori の除

菌によって改善を示す例が報告され、H. pylori による直接侵襲以外の疾病発症メ

カニズムが示唆されるようになってきた。今後ますますの多岐にわたる研究が

推進されることで、近い将来 H. pylori 感染症の全容が解明されることを期待す

る。 
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