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は じ め に

粘膜表面を覆っている粘液は，粘膜防御において細

菌・ウイルス等病原性微生物に対してバリアーとして

働く高分子物質である。すなわち多くの微生物に対し

て粘液は，物理的な障壁となり体内への進入を阻止す

る。さらに胃粘液は，摂取した食物の消化を助ける作

用や胃酸，消化酵素から自己の組織，細胞が障害を受

けないよう保護している 。胃生検より寒天平板を用

いて培養を行うと，種々の細菌がコロニーとして分離

されるが，実際にヒトの胃粘液および粘膜上を生息域

としている細菌はHelicobacter pylori（H.pylori）の

みである。H. pyloriは胃粘膜に感染・定着して，胃

炎や慢性消化性潰瘍，さらには胃癌や胃悪性リンパ腫

の発症に関与している。一般的にH. pyloriは乳幼児

期に感染し，除菌等を行わない限り一生涯を通じて持

続感染するが，多くの場合，重篤な症状には至らない。

このことは，H. pyloriに対して何らかの胃粘膜防御

機構が存在することを窺わせる。本稿では最初にH.

pyloriの病原因子について概説し，次いで病態形成に

重要な胃粘膜上皮との接着について述べる。最後に胃

粘膜を構成する腺粘液細胞から分泌される腺粘液細胞

型粘液が持つH. pyloriに対する防御因子としての意

義について本学での研究成果を紹介する。

の特徴

H. pyloriは，昨年ノーベル賞を受賞したオースト

ラリアのB. Marshallと R. Warrenによって，1983

年に，慢性胃炎患者の胃粘膜より初めて分離培養され

た胃粘液内に感染するグラム陰性桿菌である 。培養

したH. pyloriをMarshallが自ら飲み感染実験の被

験者となったことはあまりにも有名な話である。発見

当初菌体の形状などの類似性から Campylobacter属

に分類されていたが，その後独立したHelicobacter

属となった。Helicobacter属は，現在30種近く報告さ

れている。形態はゆるやかならせん状で，長軸方向の

片側に末端が球状になった数本の極鞭毛がある。液体

培地中では極めて高速に菌体全体を回転させ運動する。

乾燥には弱く，菌体の培養には，微好気下，湿潤な環

境が必須である。また，skillow，brain heart infusion

のような高栄養培地を基本培地に，血清等の血液成分

を必要とする。強いUreaseを産生し菌体外に放出す

ることによって胃酸を中和し，胃内腔の強力な酸性環

境から一時的に回避して胃粘液層に定着している。

1997年にTombら によって決定された全塩基配列に

よるとゲノムサイズはおよそ160万塩基対，予想され

る遺伝子数は大腸菌の半分もなく，1/3はH. pylori

にしか見出せない未知の遺伝子と考えられる。また

1999年にAlmら によって決定された別のH. pylori

株 J99全ゲノム配列から，隔絶された環境におかれて

いるわりにH. pyloriゲノム間に相違は少なく，また

Maraisら の詳細な解析によると，半寄生的に胃内
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環境で生存するためゲノムが変化したことが窺われる。

胃内以外の環境では容易にcoccoid formと呼ばれる，

死滅してはいないが培養できない形態に移行する。

Coccoid form化はH.pyloriにしか認められないよう

な珍しい現象ではないが，H. pyloriの形態変化は非常

に早く，液体振盪培養下では培養から２日目には出現

し，５日目ではほぼすべてがcoccoid formとなる。

歯垢，嘔吐物，環境水，海水などから培養，PCR等

で検出された報告はあるが，ヒト胃以外の環境で増殖

の証拠はなく，感染経路はいまだ明確ではない。

の病原因子

H. pyloriの発見以降，胃潰瘍の治療法は大きく変

化した。胃潰瘍の多くはH. pylori除菌により完治し，

再発が抑制される。すなわちH. pylori感染・病原因

子との関連が示唆され，H. pylori病原因子について

数多くの研究がなされている。代表的な因子は外毒素

であるリポ多糖（LPS），接着因子，CagA，VacAな

どの障害性因子である。

のリポ多糖

H. pyloriの菌体周囲は，一般的なグラム陰性菌と

同様に細胞質膜（内膜）と，ペプチドグリカンおよび

外膜からなる細胞壁に覆われ，外膜表面にはGlcN-

β(1-6)-GlcN-Pに脂肪酸が結合したlipid A，heptose
 

oligomerを骨格にしたコアオリゴ糖，種々の糖鎖構

造を持つO-抗原多糖からなるLPSを有している。

しかしながら他菌種では外毒素等として作用する

lipid Aが，大腸菌との比 によると構造が単純であ

り ，細胞障害性などがあまり認められていない。さ

らにO-抗原多糖の非還元末端にH. pylori以外のグ

ラム陰性菌ではあまりみられないFucose（Fuc）を

発現している場合が多く，lewis式血液型糖鎖（lewis

抗原）構造を形成している 。これはヒトの免疫系か

ら回避する役割を担っている可能性も考えられている。

これら lewis抗原の核となるFucは，H. pyloriゲノ

ム中に存在する２種類のフコース転移酵素（FucT）

によって触媒され ，O-抗原多糖の繰返し配列内

あるいは非還元末端に lewis抗原を模した糖鎖構造が

形成される。O-抗原多糖は，LPS合成酵素群のフレ

ームシフトによる遺伝子発現のオン，オフによって，

同一菌株内においても，Lewis ，Lewis ，Lewisあ

るいはH type 1のように多種の血液型糖鎖構造が発

現することが報告されている 。H. pylori感染にお

けるこれら血液型糖鎖抗原についての意義はいまだ十

分には解明されていないが，Lewisや Lewisは，粘

液内におけるH. pyloriのコロニー形成能に深く関与

している可能性が報告されている 。H. pylori LPS

は，直接的に傷害を与えるよりも，持続感染し慢性化

する炎症像に関与していると思われる。また，LPS

以外の糖脂質としてH. pyloriの細胞壁には，他の細

菌には認められないcholesteryl glucoside類（CGs）

が含まれている 。CGsは赤血球への障害性が示唆

されている。

の接着因子

胃粘膜上皮細胞の細胞回転は非常に速く，４日ほどで

増殖帯より分化してくる細胞へと置き換わる 。この

剥離してきた組織断片にH. pyloriは接着し ，micro
 

colonyを形成している。この接着に関わるH. pylori表

面の接着分子（adhesin）として，BabA（blood group
 

antigen-binding adhesin），SabA（sialic acid-binding
 

adhesin）など現在数種類のadhesinが知られている。

BabA，SabAはそれぞれLewisおよび sialyl dimeric
 

Lewisをリガンドとする 。BabAは，H. pylori

感染ヒト集団の血液型構成によって選択圧がかかるこ

とにより，Ａ型，Ｂ型，Ｏ型のいずれの血液型抗原と

も結合する万能型（generalist）からＯ型特異的な結

合（specialist）へと徐々に移り変わり，bab A遺伝子

内の塩基配列の変化をもたらすことによって，結合親

和性が最大約1,500倍にも上昇するというように構造

がかわりやすい柔軟性を持っている 。一方SabAの

場合，通常発現していない sialyl dimeric Lewis が，

H. pylori感染により二次的に上皮細胞表面に誘導さ

れる点が特徴的である。

の細胞障害因子

H. pyloriが直接的に細胞障害をもたらす因子とし

て，CagA，VacA（空胞化毒素），OipA（外膜タンパ

ク質）などが報告されている。H. pyloriは 型分泌

装置を介して宿主細胞内に直接病原因子を注入できる

と考えられているが，CagAは，その代表例ともいうべ

き因子である。Higashiらの報告 によると，CagA

はH.pyloriから宿主細胞へ注入される際，SRC kinase

によりチロシンリン酸化を受けるとともに細胞膜に局

在し，SRCホモロジー２ドメイン（SH2）を有する

チロシンホスファターゼSHP-2と複合体を形成し，

チロシンリン酸化依存的にSHP-2活性を亢進し細胞

機能を攪乱させる。
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胃 粘 液

胃粘膜は多数の粘液細胞から構成され，摂取した食

物の消化を助けるため，また胃内部の強酸などから胃

壁を守るため，糖蛋白質を主成分とした多量の粘液を

分泌している。胃粘液は，組織化学的に胃粘膜表層に

存在する表層粘液細胞より分泌される表層粘液細胞型

粘液（表層粘液）と，粘膜の中～深層に存在する副細

胞や幽門腺細胞等の腺粘液細胞から分泌される腺粘液

細胞型粘液（腺粘液）の２種類から構成されている。

表層粘液および腺粘液は，galactose oxidase - cold
 

thionine Schiff-paradoxical concanavalin A染色

（GOCTS-PCS）によりそれぞれ青色，褐色に染色さ

れ ，これら２種の粘液は，表層粘液層において，互

いに混じりあうことなく層状に積み重ねられた表層粘

液ゲル層（surface mucous gel layer）を形成してい

る 。表層粘液はH. pylori adhesinのリガンドとも

なるLewisなどを末端に含み，一方，腺粘液にはコ

ア２分岐型O-glycanの非還元末端にα1,4-GlcNAc

残基を持つユニークな糖鎖構造が見出される 。粘液

の主成分である糖蛋白質（O-glycan）は，Muc5ACある

いはMuc6をコアタンパク質として serine/threonine

残基に多数の糖鎖が付加し，形成される。糖鎖は

DNA，タンパク質に次ぐ第三の鎖状分子にたとえら

れ，グルコース，ガラクトースなどの単糖を基本単位

としてつくられ，糖鎖単独として，あるいはタンパク

質，脂質などに結合し，様々な性質が与えられる。

Muc5AC，Muc6は糖鎖によりprotease抵抗性を獲

得している。胃粘液バリアーにより，正常な状態では

胃粘液から粘膜にH. pylori以外の細菌は認められな

いが，２種類の粘液の存在理由はまだ解明されていな

い。

腺粘液が持つ 増殖抑制活性

胃粘液には表層粘液と腺粘液の２種類の粘液が含ま

れるが，H. pyloriは表層粘液中に棲息するものの，

腺粘液内には決して見出せない 。前述したように，

腺粘液に含まれ表層粘液にはない糖鎖構造としてコア

２分岐型O-glycanの非還元末端にα1,4-GlcNAc

残基を持つ糖鎖がある。このα1,4-GlcNAcを非還元

末端に付加する反応は，α1,4-N-acetylglucosaminyl
 

transferase（α4GnT）によって触媒され，α4GnTは

胃粘膜の腺粘液細胞と十二指腸粘膜のブルンネル腺以

外の正常組織ではほとんど発現していない 。腺粘液

には非還元末端にα1,4結合したN-アセチルグルコ

サミン残基を持つユニークなコア２分岐型O-glycan

が含まれていることに着目し，われわれはH. pylori

の増殖や形態，運動能に対するこの糖鎖の影響を in
 

vitroのレベルで検討した 。

1,4-GlcNAc残基の抗 活性

粘液は多種多様な糖鎖構造を持った複雑な高分子物

質であるため，その機能を解明することは非常に困難

である。しかしながら培養細胞に遺伝子を導入するこ

とによって特定の糖鎖構造を有した糖蛋白質を作製

することにより，その部分的な解析が可能である。

H. pyloriに対するα1,4-GlcNAc残基含有O-glycan

の機能を解析することを目的に，Chinese hamster
 

ovary細胞より作製された変異株であるLec2細胞に，

α4GnT，コア２分岐型O-glycanを生成するβ1,6-N-

acetylglucosaminyltransferase ，可溶型CD43遺伝

子を導入し，コア２分岐型O-glycanの非還元末端に

α1,4-GlcNAc残基を持つ recombinant  O-glycan

（α1,4-GlcNAc＋O-glycan）を作製した。Controlと

してα1,4-GlcNAc残基のみ持たないO-glycan（α1,

4-GlcNAc－O-glycan）を作製し，H. pyloriの増殖

能を検討した 。その結果，α1,4-GlcNAc残基含

有O-glycanとともに培養したH. pyloriでは濃度

依存的に増殖抑制が生じた（図１）。実験的によく

用いられる標準株ATCC43504および他の標準株

ATCC43526さらに本学附属病院において分離された

３種類の臨床分離株いずれのH. pyloriでも効果が確

認された。一方，やはり本学附属病院にて分離された，

口腔から上部消化器にて観察される Staphylococcus
 

aureus，Streptococcus pneumoniae，Eschelichia coli,

Pseudomonas aeruginosa，Klebsiella pneumoniae，

α-streptococcusに対しては全く効果が認められなかっ

た。最小増殖阻止濃度（MIC）付近の濃度において

は，時系列連続写真から大幅な菌の運動能の低下が計

測され（図２），また走査電子顕微鏡による微小形態

像では菌体の伸長，肥大化や分節状の狭窄，さらには

極端に折れ曲がるなど異常な形態変化が生じていた

（図３）。これら形態異常はH. pyloriをβ-lactamase
 

inhibitorで処理した場合に生じる異常と酷似してい

ることから ，α1,4-GlcNAc＋O-glycanでH. pylori

の細胞壁に何らかの変化が惹起されているものと推測

された。

胃粘膜防御とピロリ菌感染
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図１ α1,4-GlcNAc＋O-glycan（αGlcNAc（＋））とα1,4-GlcNAc－O-glycan（αGlcNAc（－））

とともに培養したピロリ菌の増殖曲線

1UはGlcNAc-α-PNP1mgに相当する。（文献25より引用，改変）

図２ α1,4-GlcNAc＋O-glycan（αGlcNAc（＋））とα1,4-GlcNAc－O-glycan（αGlcNAc（－））

とともに培養したピロリ菌の時系列連続写真

矢頭は１秒ごとの同一H. pyloriの位置を示す。Barは50μm（文献25より引用，改変）

図３ α1,4-GlcNAc＋O-glycan（αGlcNAc（＋））とα1,4-GlcNAc－O-glycan（αGlcNAc（－））

とともに培養したピロリ菌の形態変化

Barは１μm（文献25より引用，改変）
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1,4-GlcNAc残基の Cholesteryl- -D-

glucopylanoside合成阻害

H. pyloriが所属するHelicobacter属共通の細胞

壁成分として，cholesterolの３位の-OHに glucose

がα結合したCholesteryl-α-D-glucopylanoside

（αCGL）が知られている。同様にβ結合したcholesteryl
 

glycoside類（CGs）は広く植物細胞，真菌などに認めら

れる物質であるが ，細菌には存在が認められず，特に

α型はHelicobacter属の特徴である。CGsはchloroform/

methanolにより容易に抽出でき，chloroform/methanol/

水による薄層クロマトグラフィー（TLC）を用いて

分離・検出が可能である 。CGsはUDP-Glc:sterol
 

glucosyltransferaseの作用により，UDP-グルコース

由来のGlcがcholesterolの３位に転移することによっ

て生成が開始されるがαCGLも同様の酵素により

触媒されるものと考えられる。α結合の共通点から

分子構造の類似性が考えられたため，α1,4-GlcNAc

残基含有O-glycanが CGsの一つCGLの生成に

影響を与えるか否かを確かめるべく，前述のα1,4-

GlcNAc＋O-glycan，あるいはα1,4-GlcNAc－O-

glycanとともにH. pyloriを培養し，細胞壁の脂質抽

出成分をMALDI TOF-MSにより質量分析したとこ

ろ，α1,4-GlcNAc＋O-glycanとともに培養した時に

のみCGLの合成が抑制された 。すなわちα1,4-

GlcNAc残基含有O-glycanがUDP-Glc: sterol α-

glucosyltransferaseを抑制している可能性が示唆さ

れた。これはH. pyloriの粗抽出液を用いた in vitro
 

enzyme assayにおいても同様であった。

生存と CGLの関連性

CGLは cholesterolに glucoseを転移することで産

生されるが，H. pyloriはcholesterol合成に関与する

と考えられる遺伝子を持っていない 。このため

cholesterol非存在下でH.pyloriを培養することによっ

て，容易にH.pyloriのCGLを欠乏させることが可能で

ある（図４）。Cholesterolを添加した液体培地を用い

て２-３日ごとに継代を行うと血清等血液成分を未添

加でもH.pyloriの維持が可能であるが，cholesterol

非存在下で５日間培養したH. pyloriはcholesterol

の存在下に比べて増殖率は50％に低下し，また運動性

の減少や菌体の伸長などの形態異常も認められた。さ

らにコレステロールを添加しないまま21日間継代する

と，菌は完全に死滅した 。すなわち，H. pyloriの

生存には外来性コレステロールから生成されるCGL

が必須であることが明らかになった。

1,4-GlcNAc残基を強制発現させた培養細胞の

抵抗性

一連の実験より腺粘液に特徴的に含まれるα1,4-

GlcNAc残基が，H. pyloriの正常な増殖や運動に重

要な役割を担っているCGsの合成を阻害することで，

H. pylori感染から腺粘液細胞自身を防御している

可能性が示唆されたが，α1,4-GlcNAc残基含有O-

glycanが，実際に胃粘膜上皮細胞をH. pylori感染か

ら防御可能か実証するため，胃腺癌培養細胞株である

AGS細胞にα4GnTを遺伝子導入し恒常的にα1,4-

GlcNAc残基を発現させたAGS-α4GnT細胞あるい

はベクターのみを導入しα1,4-GlcNAc残基を発現し

ていないAGS-mock細胞とH. pyloriの共培養を試

みた 。AGS細胞はH. pyloriの細胞接着，障害性な

どの実験に多用される細胞株であるが，実際にAGS-

mock細胞では培養翌日から増殖したH. pyloriによ

り著明な細胞障害が生じ，さらに３日目ではAGS-

mock細胞はほぼ死滅という経過をたどった。一方，

AGS-α4GnT細胞とともに培養したH. pyloriの増殖

は著明に抑制され（図５），さらに培養４日目におい

図４ cholesterolの有無によるH.pylori CGsの薄層

クロマトグラム

左のレーンはcholesterol欠乏状態，右のレーン

はcholesterol添加（文献25より引用，改変）
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てもAGS-α4GnT細胞にH. pylori由来とみられる

障害が観察されなかった。実験的にもα1,4-GlcNAc

残基を発現している細胞がH. pylori感染から守られ

ることが確認された。

糖を含む物質の抗菌作用

我々が見出したα1,4-GlcNAc残基のH. pyloriに

対する増殖抑制作用は粘液の骨格をなす構成成分が

元来所有しているという点で新たな発見であったが，

糖構造を含む物質としては，古くは streptomycin，

kanamycinに代表されるアミノグリコシド系抗生物

質（aminoglycoside antibiotics），また最近の研究で

は川上と小穴 による米糖化液の抗H. pylori活性の

報告がある。α1,4-GlcNAc残基は作用機序，抗菌ス

ペクトルともにアミノグリコシドとは大きく異なり，

また副作用も懸念されない。米糖化液は作用機序こそ

解明されていないものの，H. pyloriのみに効果が認

められる点で共通している。糖を活性中心にもった新

たな抗菌物質はいまだ見つけられずにどこかで眠って

いるかもしれない。
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