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論 文 内 容 の 要 旨

ClonlngandCharacterizationofaNovelMembran-AssociatedAntigenicProteinofHelicobacterpylori.

研究背景と目的

元来胃粘膜内にはほとんどリンパ球は存在しない｡ しかしH.pylori感染により慢性胃炎に移行する患者では,血液 ･胃

液中に多量な抗H.pylori抗体と,感染胃粘膜内に著明な細胞浸潤だけでなく,リンパ液胞の形成も認められるようになる｡

このように胃粘膜内に浸潤しているリンパ球がH.pyloriのどのような抗原を認識し,臓器障害あるいは病態形成に関与し

ているかはまだ明らかではない｡そこで今回その機序を明らかにする目的でH.pyloriの表層抗原の同定ならびにその解析

を行った｡

(1)クローニングの方法

H.pylori(SR7791株)をpolytronA処理後,表層膜蛋白を調整し,象兎抗血清を得た｡次にH.pylori染色体DNAよ

りAファージを用いて,ExpressionLibraryを作成し, この家兎抗血清を用いてクローニングをおこなった｡結果,16.5

kDaの蛋白を同定したo(HPIMP1)oこの遺伝子は既知の塩基配列と明らかな相同性を認めなかったo

(2)組み換え体の作成

得られた遺伝子をHisTagとの融合蛋白として大腸菌に発現させた｡発現した蛋白をHis･BindResin固相カラムを用

いて精製した｡またH.pyloriの代表的な主要抗原であるUreaseB遺伝子の全長をPCRにて増幅し,同様に融合蛋白とし

て発現させ精製した｡

(3)抗Rat抗体を用いたH.pylori菌体における抗原の同定

この組み換え蛋白を精製後,Ratに免疫して抗血清を得たOこの抗体を用いて,HP-MPlがさまざまなH.pylori株に発

現しているかどうかをWesternBlottirlgにて検定した｡結果,HP･MPlはH.pyloriに特異的であり,E.coliやGmpylob-

acter等の他の菌には存在していないということ,H.pyioriのさまざまな株で存在していることが明らかとなったOさらに

この蛋白はS-S結合によるdimerとして存在している事が明らかとなった｡

(4)免疫電顕によるH.pylori菌体における局在の同定

免疫電顕により,この蛋白は菌内膜に存在しているということが明らかとなった｡対照的にUreaseは菌体内部にびまん

性に存在していた｡

(5)患者血清中の抗体の同定

Hp持続性感染患者血清中に新たに得られた蛋白に対する抗体が存在するかどうかを調べるため,慢性胃炎,冒,十二指腸

潰癌を有する患者ならびに健常人から得た血清を一次抗体とするWesternBlottingを行った｡結果H.pylori感染患者血清

中にのみ,この蛋白に対する抗体が存在するということが明らかとなった｡
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(6)単球の調整ならびに刺激実験

この蛋白にもUreaseと同様な単球活性化能があるかどうかを調べるため,単球の刺激実験をおこなった｡正常入末梢血

より得られた単球をこの蛋白と37度,8時間培養後,フローサイトメトリーにて単球活性化マーカーであるclassII抗原と

CD25(IL 2Receptor)の変化を,さらにその上澄み液から,proinflammatorymonokinesであるTNF-a,IL-1βを

ELIZAにて測定した｡結果,得られた蛋白は,classII,CD25の発現を増強し,またTNILα,IL-1βの産生を増強した｡
結 語

以上より新しくクローニングした16.5kDaの蛋白は,H.pylori感染胃炎の病態形成に関与している可能性があることが

示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

H.pylori感染症は慢性胃炎や消化性潰癖の原因であるのみならず,疫学的に胃癌やMALT型胃リンパ腫のような悪性疾

患の原因とも考えられている｡ そこで本研究では,H.pylori慢性胃炎の病態形成に関与する菌側の因子を明らかにするた

め, その表層抗原の同定と解析を行った. まず,H.pyloriから膜蛋白を調整して家兎抗血清を作成し,H.pyloriの発現

Libraryより既知の塩基配列と明らかな相同性を認めない16.5kDaの蛋白を同定した｡次に,得られた遺伝子を大腸菌に発

現させ精製,Ratに免疫し抗血清を作成した｡ WesternBlotにてこの蛋白がH.pylori株に特異的であり他の菌には存在し

ていないこと,S-S結合による2皇体として存在していること,免疫電顕にてこの蛋白は菌内膜に存在していること,またヒ

ト血清を一次抗体とするWesternBlotよりH.pylori感染患者血清中にのみこの蛋白に対する抗体が存在するということ,

さらに単球の刺激実験にてこの蛋白はClassII,CD25の発現を増強し,またTNFrα,Ⅰレ 1βの産生を増強することを明ら

かにした｡

以上の研究は,新しく同定した16.5kDaの蛋白が,H.pylori感染胃炎の病態形成に関与していることを示唆するもので

あり,消化器病学に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学泣授与申請者は,平成 12年2月21日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたもので

ある｡
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