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Helicobacter pyloriの 胃 粘 膜 防御 機構 に与 え る影 響
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緒 言

胃酸などの傷害から胃粘膜 を保護する防御機構 として,

胃粘膜表層は被蓋上皮細胞か ら合成 ・分泌される粘液に

より被 われている1).胃粘液の主たる成分は胃粘液糖蛋白

質で,胃 粘膜防御因子のひ とつ として重要な役割 を果た

している2).この胃粘液糖蛋白質は,そ の合成過程の最終

段階で,胃 粘膜上皮細胞のゴルジ装置に存在する一連の

糖転移酵素群により,前 駆体であるポリペプチ ドに糖 を

付加 され完成す る3).UDP-galactosyltransferase (UDP

Gal-T)は,こ の粘液糖蛋白生合成の最終段階における

律速酵素の一つである3).我々はこれまでに,こ の糖転移

酵素活性を指標に,肝 硬変など様々な病態における胃粘

膜傷害の機序を胃粘膜防御因子の面から検討 してきた4).

近年,消 化性潰瘍の主な病因として, Helicobacter pylori

 (HP)の 感染が注 目され,我 が国でも最近にな り消化性

潰瘍患者におけ るHP除 菌療法が保険診療 として認めら

れるようになった.し か し,HP感 染は,ヒ トの胃粘膜

に持続的な組織学的胃炎を引き起こすものの,そ の胃粘

膜傷害機序についてはいまだ不明の点が多い.そ こで,

本研究では,HP感 染における胃粘膜傷害機序 を解明す

るため,ム チン産生性 胃癌細胞株におけるUDP-Gal-T

活性 を指標にHPの 胃粘膜防御機構 に及ぼす影響 を検討

した.

材 料 と 方 法

1.　 HGC-27(ム チ ン産 生性 胃癌細 胞株)に おけ るUDP

Gal-T活 性 に及ぼすHPの 影響

ムチ ン産生性 胃癌培養 細 胞株HGC-275)を 径15cm dish

に て10%ウ シ胎 児血清加DMEM培 養 液 でconfluentな

状 態 に培養 し,以 下 の種 々 のHP関 連物質 を添加 した培

養 液 に交換後,6時 間 反応 させ た.

使 用 したHP関 連物 質: (1) 液 体 培地 で培養 したHP

菌 体1gを10mlの 蒸 留水 に懸濁 し超 音波破砕 し作 成 した

HP超 音波破砕物, (2) HPを 液 体培養 した上清 を50%

硫 安 で沈殿 させ,20mMリ ン酸 緩衝 液 で透析 し作 成 した

HP培 養上 清(蛋 白濃度10.9mg/ml),(3) 培 地 プ レー

トよ り直接 擦過採 取 して培 養液 に懸濁 したHP生 菌,(4)

 HP超 音 波破 砕物 と尿素,(5) ア ン モニア,(6) HP生

菌 と尿素.HPは 基 準株(ATCC 43504)を 用 い た.

これ らのHP関 連物 質 と反応後,培 養 細 胞 を0 .3M

 sucroseで 洗 浄 し,用 手的 にはが して 回収 し, 0 .3M su

crose 500μlを 加 えてhomogenizeし, 10分 間3000rpm

で 遠 心後,そ の上清 をUDP-Gal-T活 性 測定 用検体 とし

て用 い た.

UDP-Gal-T活 性 は既報 のPNAレ クチ ン法 を用 いて

行 った4).す な わ ち, asialoagalactomucinを 固 相化 した

プ レー トにUDP-galactose,塩 化 マ ンガ ン, 2メ ル カプ

トエ タノール と混合 した酵素 測定 用検体 を加 え反 応 させ,

本 酵 素 に よ り形 成 され たgalactose-β-(1-3)-N

acetylgalactosamineを,ペ ル オ キシダーゼ標 識PNAレ

ク チン を用 いて検 出 した.基 質 として,2, 2'-azino-bis

 (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid)を 加 え発 色

し,波 長415nmの 吸 光 度(OD)を 測 定 した.検 体 に含 ま

れ る蛋 白量はLowryら の 方法 を用 いて測定 し, UDP-Gal

T活 性 はOD/mg proteinで 表 わ した.検 体 の酵素 活性

は,各 サ ンプ ルのOD/mg proteinと ,基 準 と して用 いた
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体 重約200gのSD系 雄 性 ラ ッ トの 胃体部 粘膜 よ り既報6)

の ご と く調整 した標準 酵素検体 との比 として表 わ した.

2.　 エ タノー ルのHGC-27細 胞 に対す る細 胞傷 害性 に及

ぼす ア ンモニア,HPの 影 響.

HGC-27細 胞 を既述 の ご とく培養 後, (1) 培 養 液 のみ,

 (2) 0.03%ア ン モニア添加 培養液,ま たは(3) HP生 菌

106個/mlと 尿素15mg/dl添 加 培養 液 と交換 して6時 間反応

させ た.そ の後,緩 衝 液(PBS)で 段 階希釈 したエタ ノ

ル を加 えて30分 間incubation後PBSを 回収 し,3分

間1000rpmで 遠 心 した上清 を用 いて細 胞内か ら遊離 した

LDHの 量 を測定 し, LDH-releasing assay7)に よ り細胞

傷 害性 を検 討 した.各 サ ンプ ルの細胞傷 害性はすべ ての

細 胞が傷 害 された場合 のLDH放 出 量 に対 す る比 として

表 わ した.

3.　 統 計 学的解 析

すべ ての結 果は平均 値 ±標準偏 差 で表わ した.デ ー タ

の解析 はt検 定 またはFisherのPLSD法 を用 いて行 っ

た.

結 果

1.　種 々のHP関 連 物質 のUDP-Gal-T活 性 に及ぼす影

響

HGC-27細 胞 にHP超 音 波破砕 物 を10μg/ml, 100μg/

ml, 1000μg/mlの 濃 度 で加 えたが,い ず れ もUDP-Gal-T

活性に有意な変化は認め られなか った(図1).HP培 養

上清(5倍 希釈)を 加 えた場合, HGC-27は 空胞化 を起 こ

したが, UDP-Gal-T活 性には有意な変化は認められなか

った(図2).次 に, HP生 菌 を104個/ml, 106個/mlの 濃

度で加 えたが,い ずれもUDP-Gal-T活 性に有意な変化

は認め られなかった(図3).

HPは 高いウレアーゼ活性 を持 っているのが特徴であ

図1　 HP超 音波破砕物 のUDP-Gal-T活 性 に及ぼす影響

HGC-27細 胞に10μg/ml, 100μg/ml, 1000μg/mlの 濃度 のHP超 音 波

破砕 物 を加 え, UDP-Gal-T活 性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性は,基 準 として用 いたラッ ト胃粘膜 より調整 した

標 準酵素検体 との比 とし,平均+標 準偏差で表示.N. S., not signifi

cant.

図2　 HP培 養上清 のUDP-Gal-T活 性 に及ぼす影響

HGC-27細 胞にHP培 養上 清(5倍 希釈)を 加 え, UDP-Gal-T活

性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性 は,基 準 として用 いたラ ッ ト胃粘 膜 より,調整 した

標準 酵素 検体 との比 とし,平 均+標 準偏 差で表 示.N. S., not signifi

cant.

図3　 HP生 菌のUDP-Gal-T活 性に及ぼ す影響

HGC-27細 胞にHP生 菌 を104個/ml, 106個/mlの 濃度で加 え, UDP

Gal-T活 性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性 は,基 準 として用 いたラ ッ ト胃粘膜 よ り調整 した

標 準酵素検体 との比 とし,平 均+標 準偏差 で表示(各 群,n=5).

N. S., not significant.
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り,そ れに よって産生 され るア ンモニアが 胃粘 膜細胞 に

傷害的 に作用す る可能性 が指摘 され てい る8).こ の こ とか

らHPに よ り発 生す るア ンモニアの 胃粘 膜 に及ぼす影響

を明 らか にす るため, HGC-27細 胞 にHP超 音 波破砕物

(100μg/ml)と 尿 素(15mg/dl)を 同時 に加 え, UDP-Gal

T活 性 を測定 した.培 養液 中に は, HP感 染 者の 胃液内

の アンモニ ア濃 度 とほぼ 同 じ程度 のア ンモニア(約10mg/

dl)の 発 生 が観察 され,こ の時UDP-Gal-T活 性 は コン

トロールやHP超 音波破砕 物単独 で加 えた場合 と比較 し

て,む しろ有 意な上昇 を認め た(P<0.01)(図4).こ

の こ とは,発 生 したア ンモニア刺激 に対す る適 応性 の細

胞保護 反応(adaptive cytoprotection) 9)が誘 導 され た も

の と推 測 され る.

そ こで,ア ンモニア の直接作用 を検 討す るため,低 濃

度 ア ンモニア を直接培養 液 中に加 えた ところ, 0.03% (≒

10mg/dl)の 濃 度ではUDP-Gal-T活 性 は上昇傾 向を示 し,

 0.06% (≒20mg/dl)の 濃 度 では有意 な上昇 を認 めた(P<

0.05)(図5).

次 に,生 体 内で のア ンモニア発生状 態に近 い状 態にす

るため,HP生 菌106個/mlと 尿 素15mg/dlを 同 時 に加 える

と,培 養液 中にア ンモニアが約10mg/dl発 生 した.し か し

なが ら,HP超 音 波破 砕物 と尿素 の同時添加や ア ンモニ

アを加 えた ときに観察 された ようなUDP-Gal-T活 性 の

上昇 は認め られな くなった(図6).

図4　 HP超 音波破砕物 と尿素 同時 添加のUDP-Gal-T活 性に及ほす影響

HGC-27細 胞にHP超 音波破 砕物(100μg/ml)と 尿素(15mg/dl)

を同時 に加え, UDP-Gal-T活 性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性 は,基 準 として用いたラ ッ ト胃粘 膜よ り調整 した

標準酵素 検体 との比 とし,平 均+標 準偏差 で表示(各 群,n=5).

N. S., not significant.

2.　エタノールによる細胞傷害性に及ぼすアンモニア,

HPの 影響

HP生 菌 と尿素の添加 では,発 生す るアンモニアに よ

り誘導が期待 されるUDP-Gal-T活 性の上昇が認め られ

なかったため,実 際に細胞保護作用に も相違があるか ど

うかにつ き,エ タノール傷害モデルで検討 した.HGC-27

細胞にエタノール を0%, 5%, 10%, 15%の 段階的な

図5　 アンモニアのUDP-Gal-T活 性 に及ぼす 直接 作用

HGC-27細 胞に低濃度 アンモニ ア(0.03%, 0.06%)を 直接 培養液

中に加 え, UDP-Gal-T活 性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性は,基 準 として用 いたラ ッ ト胃粘膜 よ り調整 した

標 準酵素検体 との比 とし,平 均+標 準偏差 で表示(各 群,n=5).

N. S., not significant.

図6　 HP生 菌 と尿素同時添加 のUDP-Gal-T活 性 に及ぼす 影響

HGC-27細 胞にHP生 菌106個/mlと 尿素15mg/dlを 同時に加 え,

 UDP-Gal-T活 性 を測定 した.

UDP-Gal-T活 性 は,基 準 として用いた ラ ッ ト胃粘膜 よ り調整 した

標 準酵素検体 との比 とし,平 均+標 準 偏差で表 示(各 群,n=5).

N. S., not significant.
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濃度で加えると, 15%で 細胞傷害が観察 された.エ タノ

ル添加前に0.03%ア ンモニアで細胞 を処理 した場合,

細胞傷害の程度が抑制 されたが, HP生 菌106個/mlと 尿素

15mg/dlを 同時に添加 した場合では,同程度の濃度のアン

モニアが発生 した ものの,細 胞傷害に変化はみられず,

細胞保護作用の誘導は認め られなかった(図7).

考 察

本研究では, HP感 染における胃粘膜傷害機序を解明

するため,ム チン産生性胃癌細胞株に種々のHP関 連物

質を加え,胃 防御因子の主要な構成成分 である粘液糖蛋

白質の合成に関わるUDP-Gal-T活 性の変化を検討した.

HP超 音波破砕物, HP培 養上清,HP生 菌いずれを反

応させて も本酵素活性の変動は認め られず,HP関 連物

質の中に直接的に粘液糖蛋 白質合成に影響 を及ぼす物質

を見いだすこ とはできなかった.

ところでHPは 高いウレアーゼ活性 を持っているのが

特徴であ り,そ れによって産生されるアンモニアには細

胞傷害性が認められることが報告 されている8).そ こで,

アンモニアのUDP-Gal-T活 性に対する影響について検

討 した ところ,HP感 染者の胃液内のアンモニア濃度 と

ほぼ同 じ程 度の アンモニ ア を発生 させ る量 のHP超 音波

破砕 物 と尿素 を加 えた ところ,予 想 に反 し, UDP-Gal-T

活 性 は低下せ ず,む しろ逆 に有意 に上昇 を認 め た.ア ン

モニア を直接 加 えた場 合 も同様 の結 果 であ った.こ の結

果 は,胃 粘膜上 皮細胞 はmild irritantに 対 してadaptive

 cytoprotection作 用 を示す こ とが 言わ れてお り9),低濃 度

のアンモニアもmild irritantと してadaptive cytoprotec

tionを 誘 導す るこ とが報告 され てい る10,11)こと と合致す

る所 見 と考 え られ た.す なわ ち,HP感 染 者の 胃内に存

在す る程度 の比較的低 濃度の ア ンモニア は,む しろmild

 irritantと して働 き, UDP-Gal-T活 性 を上 昇 させ粘 液糖

蛋 白質合成 を増加 させ るこ とによ りadaptive cytoprotec

tionを 誘 導す る もの と思 われ る.

と ころが,HP生 菌 と尿素 を同時 に加 え,ア ンモニア

を発 生 させ た場合 にはUDP-Gal-T活 性 の上昇 が認め ら

れなか った.こ の結果 か ら, HP生 菌 には,本 来 は低 濃

度 ア ンモニアに よって誘 導 されて くる と思 われ る胃粘 膜

のadaptive cytoprotectionを 阻 害す る作用 があ るこ と

が推 測 され る.そ こで,実 際 に細 胞傷 害に対 す る細胞保

護作 用の変化 につ き,エ タノー ルに よ る細胞傷 害 モデル

を用 いて検討 を行 った ところ,低 濃度 ア ンモニア で処理

した場合 には,予 想 された よ うにエ タ ノー ルに よる細胞

傷害性 に対す るadaptive cytoprotectionに よ る と思 わ

れ る抑制 効果 が観 察 された.し か し,HP生 菌 と尿素 で

処理 した場合 には,こ のア ンモニア に よる細胞傷 害性 の

抑制効 果 は認 め られず,ア ンモニア に よって誘 導 され る

べ きadaptive cytoprotectionをHP生 菌 が 阻害 して い

る可能性 が示 唆 され た.

ところ で,実 際 にはHP感 染 胃粘 膜 では,粘 液量が減

少 している事が報告 されてお り12), HP感 染 が粘 液の合成 ・

分 泌 に影 響 を与 えて いる こ とが推 測 されて きた.し か し,

今 回の検 討 では,前 述 の ご と くHPに は直接的 に粘液糖

蛋 白質合 成に影響 を及 ぼす知 見は得 られなか った.一 方,

粘 液 の分 泌に 関 して はHPが 抑制効 果 を示 した とい う報

告13,14)が見 られ るこ とか ら,HP感 染 胃粘 膜に おけ る粘液

量の減少 は,分 泌抑制効果 に よ る可能性 が考 え られ る.

しか し,今 回の検 討は 胃癌 培養細 胞 を用い たin vitroの

検 討 であ るため,実 際 のHP感 染 胃粘 膜での粘 液量の減

少機序 の解 明 には,HP感 染 患者 胃粘膜 を用 いたin vivo

で のUDP-Gal-T活 性 の変化 の解 明が 必要 と考 え られ,

現 在検討 を進め てい る.

図7　 エ タノー ルによ る細胞傷害性 に及ぼすア ンモニア, HP生 菌 と尿素

同時添加の影響

HGC-27細 胞 にエタ ノール を0%, 5%, 10%, 15%の 段階的 な濃

度で加 え, LDH-releasing assayに よ り細胞傷害性 を検 討 した(●).

次に,エ タ ノー ル添加 前に, HGC-27細 胞を0.03%ア ンモニ アで処

理 し,同 様に細胞傷 害性 を検討 した(○).さ らに,エ タノー ル添

加 前にHGC-27細 胞 にHP生 菌106個/mlと 尿素15mg/dlを 同時 に添

加 し,細 胞傷害性 を検 討 した(△).各 サ ンプルの細胞傷害性 はす

べ ての細胞が傷害 された場合のLDH放 出量に対す る比(%)と し,

平均 ±標 準偏差 で表示(各 群,n=4).

さ て, adaptive cytoprotectionの 機 序 に つ い て は,様 々

な 因 子 の 関 与 が 言 わ れ て い る が, mild irritantに 反 応 し
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て 胃粘液 が増加 す るこ とも機序 の一つ であ るこ とが報告

されてい る15).今 回 の検討 で も,ア ンモニア処理 に よ りエ

タ ノー ルの細胞傷 害性 が抑制 され,こ の 時UDP-Gal-T

活 性 は上昇 を示 したこ とか ら, mild irritantに 反 応 して

胃粘液 糖蛋 白質合 成 が亢進す る こ とが, adaptive cyto

protectionの 機 序の一 つ であ るこ とを支持す る所 見 と考

え られ た.今 回の検討 では さ らに,HP生 菌 は,こ の ア

ンモニア に よって誘 導 され るべ きUDP-Gal-T活 性 の上

昇 を抑制す ることによ り, adaptive cytoprotectionを 阻

害す る作用 があ るこ とが明 らか となった.こ のHP生 菌

が有す るadaptive cytoprotection阻 害 に関 わ る因子 の

解 明が今後 の課題 と考 えられ る.

結 論

HPが 胃粘 膜 防御機 構 に与え る影響 につ いて,培 養 胃

癌細胞 を用 いて,胃 粘 液糖 蛋 白質合 成に関わ るUDP-Gal

T活 性 の面か ら検 討 した.HP関 連 物 質の 胃粘 液糖蛋 白

質合成 に直接的 に及ぼす影響 は明 らかでは なかったが,

HP生 菌 には,ア ンモニ アによ るUDP-Gal-T活 性 増加

に基づ くadaptive cytoprotectionを 阻 害す る作 用が あ

るこ とが明 らか となっ た.
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UDP-galactosyltransferase (UDP-Gal-T) is a key enzyme in the synthesis of mucus glycoproteins, which play an 

important role in gastric mucosal defensive mechanisms. Helicobacter pylori (HP) induces gastritis and peptic ulcers, 

but mechanisms of HP-induced mucosal injury are not fully understood. To elucidate the mechanism whereby (HP) 

infection induces gastric mucosal injury, we investigated the effects of HP on the gastric mucosal defensive 

mechanism by measuring UDP-Gal-T activities in HGC-27, a mucin-producing gastric cancer cell line, treated with 

various HP-related materials (sonicated HP, HP culture supernatants, live HP). HP-related materials induced no 

significant changes in UDP-Gal-T activity, but the enzyme increased when we generated a low concentration of 

ammonia by adding sonicated HP and urea simultaneously. In contrast, UDP-Gal-T activity did not increase when 

we added live HP instead of sonicated HP. Next, we investigated the effects of HP on ethanol-induced injury in HGC
-27 cells . Pretreatment with ammonia of a low concentration significantly protected cells from ethanol-induced 

injury. In contrast, pretreatment with live HP and urea generated ammonia of the similar concentration but did not 

protect cells from the injury. Our findings suggest that HP has an inhibitory effect against adaptive cytoprotection 
induced by ammonia by inhibiting the induction of UDP-Gal-T.


