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研究成果の概要（和文）：H. pylori診断には時間や費用を要する。本研究では既報の「唾液内のH. pyloriの存
在」に着目し、唾液を用いた迅速かつ安価なH. pylori感染診断と抗生剤感受性試験の開発を試みた。まず、H. 
pyloriが確実に存在する標準液を用い、既報のH. pyloriのDNAの鋳型（プライマー）でPCRを行うと、H. pylori
特異的なピークが認められた。しかし患者の唾液（感染者・非感染者）では特異的なピークは認めなかった。
PCRの条件変更、他プライマーの使用、検体濃縮、H. pyloriの毒素DNAに対するプライマーに変更など試みた
が、唾液内のH. pyloriは検出不可であった。

研究成果の概要（英文）：Diagnosis for H. pylori requires time and expenses. In this study, we 
focused on "the existence of H. pylori in saliva" as previously reported and by using saliva, 
attempted to develop a rapid and inexpensive H. pylori infection diagnosis and an antibiotic 
susceptibility test. First, using a standard solution in which H. pylori was reliably present, PCR 
was carried out with a template (primer) of H. pylori DNA as previously reported and an H. 
pylori-specific peak was recognized. However, in patients saliva (infected / non-infected), no 
specific peak was observed. We tried modification of PCR condition, use of other primers, 
concentration of specimen, change to primer for toxin DNA of H. pylori, but H. pylori in saliva was 
not detectable.

研究分野： ヘリコバクター･ピロリ、消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 本邦の Helicobacter pylori(H. pylori)
除菌成功率は年々低下してきており、その一
因として抗生剤耐性 H. pylori(耐性HP)の増
加があげられる。本邦では HP の耐性の如何
に関わらず除菌メニューの変更は不可であ
るが、耐性 HP の除菌に際して感受性の無い
抗生剤を投与することは医学的にも医療経
済的にも望ましくない。将来的には H. pylori
の抗生剤感受性に応じたテーラーメード除
菌を行うことが望まれる。その基本である H. 
pylori の抗生剤感受性試験の欠点として 1)
内視鏡下生検で行うこと、2)日数を要するこ
と、3)高額であること、があげられる。つ ま
り、H. pylori の抗生剤感受性をいかに非侵
襲的に、短時間で、安価に診断するかが今後
の H. pylori除菌の鍵を握っている。 
 唾液中の H. pyloriの存在診断については、
これまでに母から児への食事の口移しによ
り感染することが報告されており、近年では
口腔内の歯垢や唾液に H. pyloriが存在する
ことが報告されているが、臨床の現場では実
用化されていない。現在、おこなわれている
最も早い H. pylori診断法は、内視鏡下生検
検体を用いて菌体のウレアーゼ活性を利用
し間接的に診断をおこなう方法で、最短１時
間で施行可能である。しかし、頻用されるプ
ロトンポンプ阻害薬を服用していると偽陰
性を生じる、内視鏡下生検を必要とする、出
血のリスクを伴うなど不都合な点も多く、
日々の臨床の中ではストレスを感じる。本研
究では H. pyloriの遺伝子を直接検出するた
め内服薬に左右されず確実であり、濾紙に染
みこませた乾燥唾液を用いるため、非常に低
侵襲で、検体の扱いが簡単で、PCR の装置が
あればどこでも簡便におこなえ、1000 円/検
体と安価で、2 時間で結果が得られるという
臨床に最も近い方法を用いて、H. pylori の
存在診断が可能になると予測される。 
 抗生剤感受性試験に関しては、現在内視鏡
下生検培養が標準的に行われているが、上記
同様侵襲的、高額（7千円程度）、時間を要す
る（最短２週間）といった欠点を有する。そ
れらの報告のいくつかでは H. pylori遺伝子
に対する PCR 法が使用されており、彼らは自
らの方法を「簡便で迅速な H. pyloriの存在
診断方法」であると結論付けている。しかし、
既存の H. pylori存在診断法と比べると、こ
れらの報告されている診断法はその簡便性、
迅速性、精度などに関して、実用に堪えうる
ものではなく実際の臨床の場では使用され
ていないのが現状である。 
 分担研究者の木下健司は濾紙上に滴下した
一滴の血液を用いたアルコール脱水素酵素
（ADH）1BとALDH2遺伝子のSNPを同定するため
の画期的PCR法を開発し、検査の大幅なコスト
ダウンを実現している。この手法を用いて今
回の検討をおこなう。 
 今回、「唾液による非侵襲的で、短時間で
おこなえる、安価なH.pyloriの抗生剤感受性

試験」を今後の標準試験とすべく、本申請研
究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は唾液を検体として用いることによ
り、現在のH. pylori診療の臨床的障壁を取り
除くことを目的とする。即ち現行の検査法に
比較して圧倒的に安価、迅速、非侵襲、簡便、
確実な、H. pyloriの存在診断法ならびにH. 
pyloriの抗生剤感受性試験法、を開発するこ
とである。  
 
３．研究の方法 
 本研究では、濾紙に唾液を浸透させ、乾燥
させたもの(乾燥濾紙唾液)を検体として使用
する。  
(1) H. pylori の存在診断について、従来の
存在診断法(迅速ウレアーゼ試験、尿素呼気試
験、 血清抗ヘリコバクター抗体、便中抗原の
いずれか)と本検討の乾燥濾紙唾液診断法と
で比較を行う。本検討はそれぞれの従来法に
よる診断法をランダムに割り付けるため、各
群の症例数確保のために時間を要する。27年
度から3年をかけておこなう。H. pylori存在
診断は通常診療としておこなう。上記記述の
４種類のうち１種類の検査を行うが、内視鏡
的に陽性が疑われるにもかかわらず、上記診
断法で陰性の場合は、さらに残り２つのうち
いずれかの方法で確認を行う。それぞれの症
例からは唾液採取前に書面で説明のうえ同意
取得をする。乾燥濾紙唾液は、具体的にはPCR
に直接使用してH. pyloriの16SrRNAを増幅す
るStraightforward TaqMan Genotyping Assay 
(STGA)法（研究分担者である木下健司が開
発：特許公開2012-157295：遺伝子の増幅方法、
特定遺伝子の検出方法）にておこなう。これ
までに唾液中ではH. pyloriはcoccoid form
で存在することが報告されているが、STGA法
ではH. pyloriの遺伝子を解析するため、問題
なく判定が可能である。 
(2) 28年度からは、(1)で確立した検査の流れ
に追加する形で、H. pyloriの抗生剤耐性につ
いて、 従来の内視鏡下生検培養法と本検討の
乾燥濾紙唾液による抗生剤感受性試験とで比
較をおこなう。  
 
４．研究成果 
 唾液中で coccoid form で存在する H. 
pylori は従来の培養法では検出出来ないが、
PCR により H. pylori の遺伝子を増幅し
TaqMan Genotyping Assay により検出が可能
である。 
 
唾液からの DNA 抽出 
冷凍にて保管しておいた唾液を室温にて融
解し、その 400µlから Qiuck Gene SP kit DNA 
tissue (KURABO,Osaka,Japan)を用いて DNA
を抽出した。 
 
PCR 



調整した DNA 溶液 5µl をテンプレートして、
Primer（100nM）、Probe（250nM）、Path qPCR 
Master Mix, CG （Applied Biosystems）を
使用し 95℃15 秒、60℃60 秒を 60 サイクルの
条件下にて Real-Time PCR を行った。 
 
 既報では唾液検体でも解析に十分な菌量
が得られると報告されている。当初、H. 
pylori の菌体が確実に存在する標準菌液を
染みこませた乾燥濾紙（乾燥濾紙 H. pylori
菌液）を用いて、既報で用いられている H. 
pylori に対する特異的プライマーで検出を
試みたところ、ネガティブコントロールに比
べて、乾燥濾紙 H. pylori菌液では十分なピ
ークがみられた。次に検体を菌液の代わりに
ヒト唾液（H. pylori感染者･非感染者）を濾
紙に採取し乾燥させたもの（乾燥濾紙唾液）
に変更して、同様のプライマーを用いて H. 
pylori 特異的なピークの検出を試みたとこ
ろ、H. pylori 感染者、非感染者のいずれで
も同様のピークがみられた。既報で用いられ
ている H. pyloriに対するプライマーを複数
種使用し同様の検討をおこなうも、乾燥濾紙
H. pylori 菌液では H. pylori 特異的なピー
クが見られるも、H. pylori 感染者の乾燥濾
紙唾液では H. pylori特異的なピークが得ら
れなかった。また、H. pylori の菌体毒素で
ある cytotoxin-associated gene A(cagA)に
対するプライマーを用いたが、同様の結果で
あった。 
 また、唾液採取の方法に問題があると考え、
唾液採取前日の21:00以降は絶食、採取当日は
起床時（朝食前）に採取し、運動、喫煙を禁
止、一度のうがい後に自然に分泌される唾液
を容器内に自然滴下したものを採取しもちい
たが、同様の結果であった。  
 標準菌液では特異的なピークがみられる
ことより手技的に問題はないと考えられる。
それにもかかわらず特異的なピークが検出
出来ない理由は、唾液中の菌量の不足、もし
くは報告されているプライマーの特異度に
問題があるものと考えられる。 
 
 以上の結果をまとめると、唾液を用いた H. 
pylori 感染の正診率は 50.7%と非常に低く、
微小な菌量をいかに感度特異度とも高く検
出するかが課題であると考えられた。 
 
陰性的中率：61.7% 
陽性的中率：25.0% 
感度：21.0% 
特異度：65.9% 
正診率：50.7% 
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