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学位論文内容の要旨

［緒言］Helicobacter pylori(llpylon)は，麒胃細織において様々なシグナル伝達径路を活↑生化し，その結果

として種々の病f動ミ弓1き起こされる事が明らかになってきた．H4yloriの有する重要な師謗夏因子としてcag

pathogenic吋i吐弧珎駕PADが報告されているが，我が国においてはHめ繃の9讎以上がcagPAIを有するに

も関わらず大多数の感染者は無症候のまま経過する，よって〃．みめ灯による病態形成饑序を解析する上で

病原因子一唐掛馳間づF目互イ乍用を櫞ける勃ミヲ睇に重要とー尉）れる，

本研究において，Hめわ珂標準株がヒト胃上皮細胞において誘導する遺伝子発現エの変化を検討した．一方で

宿主細胞における遺伝子発現Iの変化と耳緲め卿によるアポトーシス誘導との闘皇についても検討した，そ

の結果，q出AI陽性〃．．み伽f株によるアポ卜ーシス誘導に不可欠な，宿主胃上皮細胞における遺伝子発現の

変化が明らかになったので報告する，

［方法および縲］ H.D)loriが誘導する遺伝子発現の変化を検計尹るために，ヒト胃癌細胞株であるAGS

細胞と，cagPAI遺伝子群を欠損なく保持している菌株としてATCC43504株及び4種類の臨床分鮴を，

cagPAIの欠損を認めた菌株として2種類の臨床分翻蛛をそゎぞ加ーoo-cukureし’cDNA mia彊町觀KNP（R

N弸珊Iud法により検討した．その結果aぎ湖を有する菌株がca必Iを欠損する菌株と比較し鋤rばb

n爪NAの発現を著明に増強した，同様の結果が他の胃癌細胞株巛AK）皿Mぬ也8，Mぬ岨5）においても確認

さ れた次 にば緲 め襾によるアポトーシス誘導におけるq¢AIの役割を検証するため，q必I陽陸昧

ca母m商渉彭d貫昧そ加そ湘ーをA（洛細胞と00q】b恥後，オリゴヌクレオソ―ム単位のDNA断片化の有無

を検討した．また缸価Iddeoxymd闘闘叭I曲蛔ph眦m嚠at田doo瑚】瑚im伍曲鯛曲ぬ面はendl出血培

（n7NH，）assayを利用した方法により，アポトーシスの定量的分析を行ったその結果a必I陽t4株が，

gI部分欠損株と比較して有意にアポト―シスを誘導する事が確認された，更に心岨缸印ほ閉ぼを用

い，馳rHめの発現増強とHめ“斫によるアポト―シス誘導との相関関係を検討した，その結果駈｜ad5

nR乢Aの発現を特異的に抑制する事により，闘必I陽性臨床分離昧により誘導されたアポトーシスは有

意に抑制を受けた

［考察］H4yloriは胃上皮細胞に接着後種々の因子を宿主細胞に転送する，その結果菌一上皮細胞間で

相互作用が起こり様々な病餓訪靭貊覓される，1999年ゝ H.pyloriから胃上皮細胞へ様々な分子を転送する機構

として1peIV secxetion macMIlayの雨在が報告された．1弧）eIV舶凹甜（斑m甜dneづはHめわガ麒胃細織に
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おけ る，NF托B活性化を介したIL8の誘導に不可欠であると同時にっ最近この機構を介して宿主細胞’q主入

されたCagA蛋白がりン酸化をうけた後，Src homology2 domain-containing tyrosine phosphatase, SHP-2と複合

体を 形成し ，胃上 皮細胞 の形態 変化 が誘導 される 過程が 証明 された これらを考慮すると、同機構を介す

る何らカゝのタン／くクもしくは遺伝子の移動は〃．pylori麒によって引き起こされる宿ミ餅田胞の変化を検討

す る上 で 非 常に 重要で ある と」Bわれ る，TypeNs鉛師onrna曲i贓yはq澣Iに含 まれる 6個 の遺f辞か ら構

成 され て い る 事 が 報告 さ れ て お り， 魁澣Iの有 無がH雕Wが誘 導する 遺伝子 発現 レベル の変化 におい て

重 要 な 因 子 で ある と 考 え al出 M剛 生 陰 性菌 株 が 胃 上 皮細 胞 に お い て誘 導 す る smad5の 発現 レ ベ ル を

N甜 lemb10t法によ りそれ ぞれ 比較し た．そ の結果 q靜 I陽 性菌株 のみが ，snlad51nRNAの 発現を増強する

事 カ ミ 確 認 さ れた 現 在 ま で のと こ ろ り 質 N蝋 刪 0n鄒 mを 介 し て ・ ガ噺 よ り 注 入 され る タ ン く クと し

てはQgAのみが知られているが，〃．め′めガによるSmad5の発現増強の機序として，この装置を介しての未

知の遺伝子またはタンパクの移行が関与している可能陞カミ示唆される，

  sH耐蝕 n衂 はtRI嘔foIII血lgが 刪m触『bぬ卩 aibeta）を介するシグナル伝違径路における転写因子とし

て分 類され ’現在 までに ほ乳類でsnladlーsnlad8までが同定されている，その後造血幹細胞において増殖

阻害 作用を有する事が解明されY班珊弧畑らにより筋原細胞のう河匕を阻害する作彌を有する事が証三明さ

れた 加えて Smad5の ligandであ るBMPが， en虹yonic血め のアポ ト―シ スを仲 介し ている 事，ヒト骨髄腫

細胞 におい てアポ トーシ スを誘 導し ている 事も報 告され てい る，し かし我々が検索し得た限りでは消化

管制或におけるsmad5に関する報告はなくその役割も不明である．

  一方 Hめ わ珂感 染が胃 ヒ皮細 胞の アポト ―シス を誘導するとの多くの報告がある，これらの事実より．

堪み 炯が宿 主細胞 におい て誘導 する 鋤噛d5の 発現ヒ昇とアポト―シスの問になんらかの因果t封係がある

可 制 生 を 考 え 恥 弧 衄 耐 弧 職 を行 い smad5n州 Aの発 現 抑 制 前 後で 鼠 砂 炯 に よ り誘 導 さ れ る アポ 卜 ー

シス反応を定量的に上ば鬩食討した，その結果，srmd5はシグナソレ伝達因子としてcaガW陽性H切わガが胃上

皮 細胞 に お いて アポト ーシ スを誘 導する 経路に おいて 非常 に重要 な役割 を担っ てい ると考 えられ た．

本研 究で， 亀砂蜘 カミ慰 蕊胃上 皮細 胞1こ おい てsnぬd511水NAの発 現を 増強ナ る事snmd5n水NAの発現増

強が 胃上皮 糸皿胞 におけ るアポト―シス誘導に不可欠である事を明らかにした．更にsrrばb発黼負を介す

るアポトーシスの誘導機序に，闘幽Mの存在が重要である事が示唆された．

    結語

1． cagPAI陽 性H.17ylot'iはヒ ト胃 朗鋼 包に おい て， Smad5 mRNAの発 現を 増強 した

2．cagPAI陽陸 H.17ylotiのみ が， ヒト 胃ヒ 皮細 胞に おい てア ポトーシスを誘導した

3．Smaむn州Aの発現抑制により，耳みめ囎感染胃ヒ皮細胞において誘導されるアポトーシスが抑制さ

    れた，

以上よりq騨I陽陸鼠緲炳が，SImd5の発頚増強を介して感染胃上皮細胞において，アポトーシスを誘

導していると推察された

― 375 -



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

  Upregulated Smad5 mediates apoptosis of gastric

epithelial cells induced by Helicobacte〆 pylori infection

(Smad5の発現増強はHelicobacter pylorz'によって

誘導される胃上皮細胞のアポトーシスを介在する）

  HelicobacterP）´ lori(H.pylon)は感 染胃組 織にお いて 様々な シグナ ル伝達 経路を 活性 化し、 そめ結

果と し て 種 々 の病 態 が 弓 Iき起 こ さ れ る 事が 明 ら か に なっ て き た 。  H.pylorfに よ る病 態形成 機序を

解 析 す る 上 で は 病 原 因 子 一 宿 主 細 胞 間 の 相 互 作 用 を 検 討 す る 事 が 非 常 に 重 要 と 思 わ れ る 。本 研

究 に お い て 、 H.pylorf標 準 株 が ヒ ト胃 上 皮 細 胞 に おい て 誘 導 す る遺 伝 子 発 現 の変 化 を 検 討 した 。

― 方 で 宿 主 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現の 変 化 と H.pyloriに よ る ア ポト ― シ ス 誘 導と の 関 連 に つい て

も検討した。

  〃 ． 乃 ′細 fが 誘 導 する 遺 伝 子 発 現 の変化 を検 討する ために ．ヒト 胃癌 細胞株 と、cagpatho舮血 ity

iSIan噺 滅 屮 AD陽 隨 薗 昧 と し て Ar駁 X3504及 び 4種 類 の 臨 床 分 離 昧 を 、 ca餅 I陰 性 薗 昧 と し て 2

種 ヨ 頃 の 臨昧 分 離 株 を それ そ れ coqlltllreし 、 cDNAmicmarray、 RT‐ PCR、 Non11emblot法 に よ り 検

討した 。次に H． ．め′ 炳によ るアポ ト― シス誘 導にお けるcagI` 虹の役窖I』を検証するため、c昭PAI陽

性 株 、 cagRu陰 陸 株 そ れ そ れ を A（ 聶 細 胞 と coqlltu他 後 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ ー ム 単 位 の DNA

断爿―lイヒ1の有無を検討し、termin甜deoxyImcleotidyltdph（）Sphatelme面ated（koxyudmnet五pl10Sphatemck

endlabelHngmJNHう assayを 利 用 し た 方 法 に よル ア ポ ト ― シス の 定 量 的 分析 を 行 っ た 。 更に 心 乢 气

inte譱 脚ceを 用 い 、遺 伝 子 発 現 の変 化 と 〃 ． ．ガ 繃 に よ る アポ ト ー シ ス 誘 導と の 相 関関係 を検討 し

た 。 そ の 結 果 鼠 ガ 丘 襾 が 感 染 胃 上 皮 細 胞 に お い て Smad5mRNAの 発 現 を 増 強 す る 事 、 シ グ ナ ル

伝 達 因 子 と し て の Smad5mRNAの 発 現 増 強 が 胃 上 皮 細 胞 に お け る ア ポ 卜 ― シ ス 誘 導 に 不 可 欠 で

あ る 事 を 明 ら か に し た 。 更 に Smad5発 現 増 強 を 介 す る ア ポ ト ― シ ス の i秀 導 機 序 に cagPmの 存 在

が重要である事が示唆された。

  口 頭 発 表 に 当 た り 、 昌 座 の 小 池 教 授 か ら は 、 cDNA而 伽 alTり に お い て 耳 ガ b斑 謀 に よ り 他 の

Smadぬ 皿 yの 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 変 化 は ど う で あ っ た か 、 Smad5の 発 現 増 強 に お け る TGF口 の 関

与に つ い て 質 問が あ っ た 。 申請 者 は 〃 ．」 緲切遼 謀綾の 胃粘膜 におい て、 他のSnlad缸血 ly（Snmd1～

8） の 発 現レ ベ ル は い ずれ も 有 意 な 変化 を 示 さ な かっ た こ と 、 〃 ．ガ 比 感 染 、 非感 染 胃 上 皮 細胞 培
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養 上 清 中 の ElISAに よ る rGFBの 定 量 の 結 果 、 両 者 に 有 意 な 差 を 認 め な か っ た こ と 、 cDNA

micmarrayによる検ゑヰ・の結果、〃．．ガ比r魂嬉棲胃上皮ネ田胞において1GF口mRNAの発現±曽強が認めら

れ な か っ た こ と よ り Smad5の 発 現 増 強 に お い て TGF口 は 関 与 し て い な い と考 え られ るこ と を述 べ

た 。 副 査 の 浅 香 教 授 か ら は 、 Smad5の 発 現 増 強 の 機序 に つい て、 胃 発癌 湖事 を 解明 する 上 での 今

後 の 研 究 プ ラ ン に つ い て の 質問 が あっ た。 申 請者 はSmad5の 発 現増 強の 機 序と して 、 n′ 型 分泌 機

構 を 介 す る 未 知 の 遺 伝 子 ま た は 蛋 白 の 注 入 が 考 え ら れ る こ と 、 今 後 〃 ． Pyb獻 が 胃 上 皮 細 胞 に

お い て 誘 導 す る 増 殖 、 ア ポ ト ― シ ス そ れ そ れ の 細 胞 内 睛 報 伝 達 経 路 を 解明 し 、胃 上皮 細 胞内 ク

口ス トー ク の分 子基 盤 を角 辱術 f後、 最 終的 に胃 発 癌に 至る分〓碕I惟0を明らかにしてい くことが目

標 で あ る こ と を 述 べ た 。 主 査 の 長 嶋 教 授 か ら は 、 Smad5の発 現増 強 にお いて cagP心 の中 の どの 蛋

白 の 関 与 が 考 え ら れ る の か 、 c略 P心 の 胃 炎 形 成 に おけ る役 割 、ま たRNAiにお ける ohgonucleot澁

の 塩 基 配 列 の 決 定 に つ い て 質 問 が あ っ た 。 申 請 者 は、 Sn弧 d5の発 現増 強 にお いて cagPAI及び N型

分 泌 機 構 が 重 要 な 役 割 を は た し て い る 事 は 明 ら か で あ る が 、 ど の 蛋 白 が関 与 して いる か につ い

ては 更 なる 検討 が f澱 あ るこ と、 胃 組織 にお い てぬ gPA陰 性〃 ． ．P） r井 朱 と比 較し 、 cagPAI陽 r生

株 カ 蚰 emな 炎 症 を 引 き 起 こ すこ と 、ohgonudeotideの作 製に お いて は、 intemfemnceする 遺 伝子 に

対 し て よ り 特 異 r生 の 高 し 、 塩 基 配 列 を 選 択 す る こと が 重要 であ る と考 えら れ るこ とを 述 べた 。

  本 研 究 は 、 Bガ b斑 擦 が 胃 上 皮 細 胞 に お い て 誘 導 す る ア ポ ト ― シ ス の 細胞 内 晴幸 師誠 諦 至路 に

お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す シ グ ナ ル 伝 達 因 子 の ― っ を 解 明 し た 点 で 高 く評 価 され る。 ま た今 後

アポト―シスの細胞内情報伝達経路の更なる解明が期待される。

  審 査 員 ― 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 も の と 判 定 し た 。
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