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研究成果の概要（和文）：H. pyloriのがん蛋白質CagA分解を司るautophagyの宿主細胞シグナルは、VacA受容体である
LRP1が、リソソーム産生亢進を仲介することで、autophagosomeとautolysosomeの融合起点において重要な役割を担う
ことを明らかとした。さらにLRP1への結合を介して、LRP1によるautophagy発現シグナルを不に制御する分子を見出し
、この分子の過剰発現細胞はCagAを特異的に蓄積させるのみならず、CD44v9発現を惹起させることを明らかとした。本
研究成果により、CagA蓄積とCD44v9発現亢進に繋がる極めて重要な宿主細胞キャラクターが同定された。

研究成果の概要（英文）：Intracellular CagA is degraded by autophagy. CagA-degradin autophagy was 
suppressed in CD44v9-expressing host cells, resulting in the specific accumulation of CagA in these 
cells. This autophagic pathway was activated by VacA via binding to LRP1. During autophagy, LRP1 was 
translocated to the nuclei, and increased the LAMP1 expression via binding to the lamp1 promoter. 
Specific knockdown of lamp1 decreased the formation of autophagolysosome, leading to the intracellular 
accumulation of CagA. Additionally, we identified a LRP1-binding protein which binds to LRP1 in the 
nuclei and suppresses transcription of LAMP1. In cells overexpressing the LRP1-binding protein, autophagy 
was suppressed and then CagA accumulated. The accumulation of CagA in LRP1-binding protein overexpressing 
cells caused increased CD44v9 expressions. The expression levels of the LRP1-binding protein determine 
the intracellular CagA stability associated with the induction of CD44v9 expression.

研究分野： 細菌学
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１．研究開始当初の背景 
H. pylori 感染は胃がん発症の決定的なリス

クファクターである。H. pylori のⅣ型分泌装
置によって胃上皮細胞内へ注入される CagA
が宿主細胞内でがん蛋白質として機能する
こと、cagAトランスジェニックマウスが胃が
んを発症することが報告され、H. pylori 感染
に伴う胃がん発症に CagA が強く関与するこ
とが明らかにされている。一方、研究代表者
らは、宿主細胞内へ注入された CagA は、通
常、autophagy で分解され、宿主細胞内で長期
的に安定化しないことを明らかとしてきた。
宿主細胞内 CagA が autophagy によって分解
排除されるということは、「H. pylori 感染に伴
う胃がん発症に CagA が寄与する」とは考え
難くなるが、CagA 分解性 autophagy 発現が抑
制される細胞では CagA が蓄積し、oncogenic 
signal が持続することで、発がんリスクが一
気に高まると推測できる。事実、研究代表者
らは、cancer stem cell のマーカー分子の 1 つ
である CD44 variant 9（CD44v9）発現細胞で
は、ROS 抵抗性を示すことで、CagA 分解性
autophagy が発現せず、CD44v9 発現細胞では
CagA が蓄積することを明らかとした。つま
り、細胞内に注入された CagA の安定性は、
宿主細胞キャラクターに依存し、細胞特異的
な蓄積性を示し、発がんシグナルを惹起する
と考えられる。これらの知見から、CagA 分
解性 autophagy 発現シグナルの解析は、H. 
pylori 感染に伴う発がんリスクに強く関与す
る宿主側要因を明確化し、更には、強制的
autophagy誘導を介したCagA分解促進による
発がん抑制方法論の構築へと応用できると
考えられる。 
 
２．研究の目的 

CagA 分解性 autophagy は、H. pylori の分泌
毒素である VacA が細胞膜上の Low-density 
lipoprotein receptor-related protein-1（LRP1）へ
結合することで発現することが明らかにさ
れている。研究代表者らの検討でも、免疫沈
降法により VacA が LRP1 へ結合することを
確認し、また、LRP1 ノックダウン細胞では、
GSHが低下せず、autophagy発現が抑制され、
CagA が蓄積することを示した。これらの知
見から、VacA の LRP1 への結合を介したシグ
ナル伝達は CagA 分解性 autophagy を発現さ
せる極めて重要なトリガー反応であるとい
える。そこで、本研究では、VacA の LRP1 へ
の結合を介した細胞内シグナル伝達を解析
し、CagA 分解性 autophagy を正常に発現する
細胞キャラクターを明確化し、CagA 分解性
autophagy 発現抵抗性を示す細胞キャラクタ
ーに関する知見を提供する。 
 
３．研究の方法 

CagA 分解性 autophagy の発現に、VacA の
LRP1 への結合を介したシグナル伝達は極め
て重要なステップとなる。また、細胞膜上に
局在する LRP1 は、リガンド刺激を受けた際

には、intracellular domain（ICD）と extracellular 
domain に膜上でプロセッシングされ、生成し
た LRP1-ICD は核内へ移行し、転写制御因子
として機能する（Science Signaling, 25: ra15, 
2008）。そこで、LRP1-ICD 特異的抗体による
western blot 並びに免疫染色法により、H. 
pylori 感染細胞において、LRP1-ICD 生成亢進
の有無及び LRP1-ICD の核内移行の誘導が惹
起されるかを明らかにする。また、LRP1-ICD
の核内での役割を Chip assay により評価し、
同時にどの様な分子の転写因子として機能
しているかについて免疫沈降後の MAS 解析
によって評価する。これら解析を通じて、
autophagy の 発 現 の 有 無 は 、
Tet-on-EGFP-LC3-mCherry 発現誘導細胞を用
いた autophagic flux assay により評価する。 
 
４．研究成果 
まず、LRP1 依存的 CagA 分解性 autophagy

発現機構の解析を行った。その結果、LRP1
は autophagy 発現時に、細胞表層にてプロセ
シングを受け核内移行が亢進することが明
らかとなった。さらに、核内移行した
LRP1-ICD ドメインは、lysosome 表層蛋白質
の転写因子として機能し、これにより発現が
亢進した lysosome 表層蛋白質は、CagA 分解
性 autophagosome 及び autolysosome の両者に
局在することが autophagic flux assayを用いた
免疫染色より明らかとなった。つまり、核内
移行が亢進する LRP1-ICD ドメインは
autophagosome と autolysosome の融合起点に
おいて、リソソーム産生亢進を仲介するとい
う重要な役割を担っていることが示された。
次に、核内移行した LRP1-ICD による
lysosome表層蛋白質の転写制御機構の解析を
実施した。その結果、autophagy 発現時にのみ、
核内において、LRP1-ICD に結合する蛋白質
を、免疫沈降後の nano LC-MS/MS 解析によ
り見出し、同定した。そこで、この LRP1-ICD
結合性蛋白質（LRP1-binding protein）の機能
解析を実施したところ、核内移行した
LRP1-ICD への結合を介して、LRP1-ICD によ
る lysosome 表層蛋白質の発現誘導を負に制
御している事が、LRP-binding protein の過剰
発現細胞へのH. pylori感染モデル解析により
明らかとなった。さらに、このモデルでは、
autophagy 発現が誘導されず、細胞内に CagA
が蓄積し始めることが示された。これらの結
果から、LRP1-binding protein が過剰に発現し
ている宿主細胞へ、H. pylori 感染により CagA
が装填されてしまうと、胃発がんシグナルの
亢進に関わると考えられ、LRP1-binding 
proteinの発現レベルはH. pylori感染時の胃発
がんリスクを規定する重要な宿主細胞キャ
ラクターであると考えられた。そこで、
LRP1-binding proteinの発現レベル解析を実施
したところ、興味深いことに、H. pylori 感染
に関わらず、LRP1-binding protein 発現レベル
が亢進している胃上皮細胞が存在すること
がマウスを用いたH. pylori感染実験により明



らかとなった。そこで、LRP1-binding protein
の発現制御システムをエピジェネティクス
制御に注目して解析した結果、LRP1-binding 
protein の発現は、DNA メチル化制御の関与
は少なく、promoter 領域のアセチル化制御を
受けている可能性がバイサルファイトシー
クエンス解析及び Chip assay により示唆され
た。さらに興味深いことに、LRP1-binding 
protein 過剰発現細胞への H. pylori 感染では、
autophagy発現が抑制されCagAが蓄積するこ
とで、CD44v9 発現を惹起することが明らか
とされた。以上の結果から、LRP1-binding 
protein の発現亢進細胞は、autophagy 発現抵
抗性を示し、CagA を蓄積させる細胞である
ことが示され、さらには、CD44v9 発現細胞
の誕生にも寄与する極めて重要な宿主細胞
キャラクターであることが示された。 
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