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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
和文 
ピロリ菌病原因子 CagA タンパク質がヒトがんタンパク質 SHP2 を脱制御する構造生物学的メカニ

ズムを明らかにするため、千田俊哉教授（高エネルギー加速器研究機構・物質構造科学研究所）らの

グループとともに CagA-SHP2 相互作用部位の構造-機能連関解析を行った。胃がんが多発する東ア

ジア諸国に蔓延する東アジア型 CagA とその他の地域で単離される欧米型 CagA の間で SHP2 に対

する結合様式の違いを検討し、CagA-SHP2 複合体の X 線結晶構造の比較から SHP2 結合部位にお

ける東アジア型 CagA に特異的な構造を見出した。この構造形成に関与するアミノ酸残基に変異を

導入することで、東アジア型 CagA の試験管内における SHP2 結合活性および SHP2 活性亢進能が

著しく低下することを明らかにした。さらに培養細胞を用い CagA による SHP2 の異常活性亢進を

介して惹起される細胞形態変化を比較したところ、構造的知見に基づいた CagA 変異体では顕著に

生物活性が低下した。したがってこれらの構造-機能解析から東アジア型 CagA に特徴的な SHP2 相

互作用様式を阻害することは東アジア型CagA の生物活性の抑制につながることが強く示唆された。

そこで東アジア型CagAとSHP2との複合体形成を特異的に阻害する低分子化合物を探索するため、

タンパク質-タンパク質間相互作用（PPI）をハイスループットに検出可能な Amplified luminescence 
proximity homogenous assay（Alpha）法を用いた CagA-SHP2 結合実験系の構築を行った。Alpha
スクリーンに用いるドナータンパク質として大腸菌発現系ならびに無細胞合成系の異なる 2 つの方

法を用いて部位選択的に化学修飾した SHP2 の N-SH2 ドメインを調製した。アクセプター分子と

して N 末端にエピトープタグを付加したチロシンリン酸化 CagA ペプチドを合成した。はじめに、

大腸菌発現系にて調製した N-SH2 ドメイン（N-SH2E.coli）を用いて Alpha 法により CagA-SHP2 複

合体の再構成を行った。その結果、CagA ならびに SHP2 の濃度依存的な Alpha シグナルを検出し、

エピトープタグを有しないチロシンリン酸化 CagA ペプチドにより競合的にシグナルが阻害された

ことから、Alpha 法により CagA-SHP2 複合体を特異的に検出可能であることが示された。本ハイ

スループットスクリーニング系を用いて行った化合物ライブラリーによる一次化合物探索では約

300 の一次ヒット化合物が得られたが、その後の二次検討からいずれの化合物も偽陽性であること

が判明し、N-SH2E.coli を用いた Alpha スクリーンは再現性を欠くことが明らかになった。そこで次

に無細胞合成系を用いて調製した N-SH2 ドメイン（N-SH2cell-free）を用いて再度 Alpha 法による

PPI 検出系を構築した。新たに構築した Alpha スクリーニング系では Z’因子が 0.8 を越える良好な

安定性を示した。またエピトープタグを有しないチロシンリン酸化 CagA ペプチドによる競合阻害

実験では良好な阻害感度を示した。一方、SHP2 のホスファターゼ活性試験をハイスループット化

し、CagA による SHP2 の活性亢進を阻害する化合物のスクリーニング系を新たに樹立した。平成

29年度早期にこれらのPPI ならびに酵素活性を基盤としたスクリーニング系を併用し再度化合物一

次探索を実行する。 
 

英文 
To obtain the structural biological insights into the complex formation of Helicobacter pylori CagA 
oncoprotein with pro-oncogenic protein tyrosine phosphatase SHP2, we performed the structure-
function relation analysis in collaboration with Prof. Toshiya Senda at the High Energy 
Accelerator Research Institute. Comparing the SHP2-binding mode of East Asian CagA with that 
of Western CagA based on the crystal structures, we found a unique structure that is specific to 
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East Asian CagA at the CagA-SHP2 binding interface. Single amino-acid substitution at the East 
Asian CagA-specific residue demonstrated the biochemical relevance of the unique structure in 
East Asian CagA-SHP2 complex formation. The CagA mutant also showed a decreased CagA 
activity to induce cell morphological change, which is known as an indicator of aberrant activation 
of SHP2 by CagA in cultured cells. These data collectively support the idea that inhibition of the 
unique structure formation at the East Asian CagA-SHP2 binding interface leads to suppression 
of the CagA oncogenic activity. Given this, to explore and develop the small compounds that 
specifically inhibit the complex formation of Helicobacter pylori virulence factor CagA with pro-
oncogenic protein tyrosine phosphatase SHP2, we employed the Amplified luminescence 
proximity homogenous assay (Alpha), a protein-protein interaction (PPI) detection technique that 
can be applied to a high-throughput screening, to establish the in vitro CagA-SHP2 binding assay 
system. For an Alpha donor, chemically-modified N-SH2 domain of SHP2 was prepared using E. 
coli expression system or cell-free protein synthesis. N-terminally epitope-tagged tyrosine-
phosphorylated CagA peptide was synthesized and used as an Alpha acceptor. First, the N-SH2 
domain prepared by using the bacterial expression (N-SH2E.coli) was subjected to reconstitution 
of CagA-SHP2 interaction in an Alpha experiment. The result showed that the Alpha signals 
were detected in a dose-dependent manner and competitively inhibited in presence of untagged 
tyrosine-phosphorylated CagA peptide, indicating the specific CagA-SHP2 interaction was 
observed in the Alpha system. A chemical library was subjected to this high-throughput primary 
screening system and we obtained approximately 300 candidates of hit compounds. However, 
secondary screening indicated that the hit compounds were all false positives and Alpha 
screening using N-SH2E.coli lacks reproducibility. Next we improve the Alpha screen system using 
N-SH2 domain prepared by cell-free protein synthesis (N-SH2cell-free). The modified Alpha system 
showed high Z’ factor (>0.8) and a favorable sensitivity in competitive inhibition by untagged 
tyrosine phosphorylated CagA peptide. In addition, we constructed a high-throughput system 
detecting enzymatic activation of SHP2 by CagA. The improved Alpha and newly established 
enzymatic systems will be subjected to primary compound screening in 2017. 
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