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研究成果の概要： 

 ‘Candidatus Helicobacter heilmannii’株のマウス継代法を確立し、その 16S rRNA と Urease

遺伝子を解析した。ヒト胃内視鏡材料由来の継代 HHLO株の解析から、殆どの株が‘Candidatus 

H. heilmannii’type 1 に一致することを明らかにした。type 1 は H. suis との同一性が明ら

かにされ、培養法も既に確立した。我々は‘Candidatus H. heilmannii’type 1（即ち H. suis）
でも type 2 でもない、新規の‘Candidatus H. heilmannii’SH6 株を報告（J. Microbiol. 47

（4）： 201-207, 2009）した。また、近縁の H. felisを供試菌株とし、至適ガス濃度と培養の

温度および時間等の培養環境を、集落発生時期と集落サイズおよび spiral-form と

coccoid-form の比率等を検討し、研究目的に応じた最適な培養条件について提案（Microbiol. 

Immunol. 47（5）： 251-258, 2009）した。なお、新菌種と考えられる SH6 株の 16S rRNA およ

び Urease 遺伝子は、NCBI および DDBJ の DNA DataBank に登録した。 

◎ 16S rRNA gene sequence  :  Accession number  AB462257 

◎ Urease  gene  sequence    :  Accession number  AB462258 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトの胃・十二指腸に感染し炎症および潰
瘍病変の惹起に関与する細菌には、ヘリコバ
クタ−・ピロリ（Helicobacter pylori ）と、

ヘリコバクタ−･ハイルマニ−（‘Candidatus H. 
heilmannii’）とがあることが知られていた
が、国際的にも‘Candidatus H. heilmannii’
の感染症については未解明であった。これま
で“Helicobacter heilmannii”はヒト胃粘
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膜に感染する人工培養不能のグラム陰性の
らせん菌として知られて来ており、形態学的
には、Helicobacter pylori と比較すると大
型で非常にねじれが強い Helicobacter 属菌
である。人工培養不能菌であることから生化
学的性状をはじめ菌が有する細胞毒性など
多くが未だ解明されていない。また、今日で
も‘Candidatus H. heilmannii’の分離培養
法の確立は示されておらず、米国 ATCC
（American Type Culture Collection）の H. 
heilmannii の Reference strain も、in vitro 
培養法は示されておらず、マウス胃内に感染
させて生菌の Transplantation を図るよう
に記されている。分離培養法を確立して、性
状分析し、分類学的および臨床細菌学的に、
‘Candidatus H. heilmannii’に起因する感
染症を明らかにする。 

２．研究の目的 

 我々は、一連の研究過程に於いて、慢性胃
炎患者の胃粘膜にこれまでに知られていな
い HHLO（“Helicobacter heilmannii”-like 
organism（SH6 株を含む）を観察した。本研
究では、我々が観察した SH6 株を含む HHLO 
株について、透過型電子顕微鏡による形態学
的解析に加えて、16S rRNA 遺伝子と urease
遺伝子の配列に基づいた系統解析を行い、ど
のような菌種に近縁であるかを明らかにす
ることを最初の目的とした。さらには、16S 
rRNA および Urease 遺伝子の解析を行ない、
‘Candidatus H. heilmannii’を遺伝学的に
分類し、病態と‘Candidatus H. heilmannii’
の type 別との関連性を明らかにすると同時
に、最終的にはこれまで全く誰も成し得てい
ない‘Candidatus H. heilmannii’の培養法
を確立するための段階として、遺伝学的には
‘Candidatus H. heilmannii’に近縁と考え
られている Helicobacter felis を用いて最
適培養条件に就いて提案することを最終的
な目的とした。 

３．研究の方法 

 我々は、マウスへ接種する方法による菌株
の継代培養方法を模索し、安定した菌株供給
の手法を確立した。そして、安定供給が可能
になった供試‘Candidatus H. heilmannii’
株について、各種の培養環境条件を模索しな
がらの培養法の検討を実施すると同時に、遺
伝学的に 16S rRNA 遺伝子と Urease 遺伝子を
解析して供試‘Candidatus H. heilmannii’
株の系統樹を作成した。 

 まず、SH6 株を保有する患者の胃生検材料

をホモジナイズし、specific-pathogen-free 

マウスに経口接種する方法を採用して、電子
顕微鏡を用いてマウス胃粘膜への感染の有
無を確認することによりにより‘Candidatus 

H. heilmannii’の安定継代方法を確立させ、
研究菌株の安定供給を可能にした。 
 供試‘Candidatus H. heilmannii’株を感
染させたマウスの胃粘膜サンプルを培養試
料として、培養法の確立を目指して、種々の
growth factor を組み合わせながら、人工培
地（5％ヒツジ血液寒天培地、チョコレート
寒天培地、ヘリコバクター寒天培地など）を
用いて各種の培養環境条件を模索しながら
の 培 養 法 の 検 討 を 試 み た 。 な お 、 
‘Candidatus H. heilmannii’の培養法の最
終的な確立のために、種々の growth factor
や、ガス環境、培養温度、培養期間等々を、
幾つか組み合わせながら検討を重ねた。培養
可能な条件についての試行錯誤に際しては、
‘Candidatus H. heilmannii’と近縁菌種と
考えられている H. felis を供試菌株として
用いて検討した。 
 培養法の検討を実施すると同時に、遺伝学
的に 16S rRNA 遺伝子と Urease 遺伝子を解析
して供試‘Candidatus H. heilmannii’株の
系統樹を作成するした。まず、感染マウスの
胃粘膜から。DNA を抽出し、16S ribosomal RNA
遺伝子と urease (ureA と ureB)遺伝子の PCR
増幅・シーケンス解析を行った。ほぼ全長の
16S ribosomal RNA 遺伝子配列 1,445 bp、部
分的な urease遺伝子配列 1,483 bpを用いて、
BLAST 検索による相同性解析、CLUSTAL W を
用いた系統樹の作成を実施した。また SH6 株
と既知のヒト由来 HHLO との UreA と UreB の
アミノ酸配列を比較評価して、相同性解析を
実施した。 

４．研究成果 

 供試‘Candidatus H. heilmannii’感染マ
ウスの胃粘膜サンプルを供試しての透過型
電子顕微鏡による検索で、以下の写真に示す 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ように、大型でねじれが強い大型の菌体細胞
の 感 染 像 が 観 察 さ れ 、 SH6 株 を 含 む
‘Candidatus H. heilmannii’のマウス胃粘
膜への感染を確認した。 
 人工培地による培養を試みたが、SH6 株を
含む全ての供試‘Candidatus H. heilmannii’
の培養は成功しなかった。 
 16S rRNA遺伝子配列を用いた相同性解析を
行った結果、SH6 株はチーター由来 HHLO C4E
に対して 99.4% (1,437/1,445 bp)と最も高い
相同性を示し、urease 遺伝子配列において
は、HHLO C4E に 81.7% (1,223/1,496 bp)と
最も高い相同性を示した。また ureA と ureB
間に存在する intergenic spacer region に
は GAA の 3bp が介在することが判明した。 
 特に、注目されたことは、SH6 株と既知の
ヒト由来‘Candidatus H. heilmannii’であ
る “H. heilmannii”type1, お よ び  “H. 
heilmannii”type2, H. felis との Urease ア
ミノ酸配列に対する相同性解析では、UreA に
対し、夫々81.8%, 86.3%, 88.5%の一致率を
示し、UreB では夫々 92%, 91.3%, 95%の一致
率を示したことであった。 
 慢性胃炎患者から検出された HHLO である
SH6 株は、16S rRNA 遺伝子配列の相同性解析 

 
にてチーター由来 HHLO C4E と C2S に対し
99.4% (1,437/1,445 bp)と最も高い相同性を
示したが、“H. heilmannii” type2 (98.1%)、
H. felis (98.2%)，に対しても高い相同性が
示され、16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統解
析ではSH6株の分類学的位置の特定は不能で
あった。urease 遺伝子配列の相同性解析で、
最も相同性の高いものでも‘Candidatus H. 
heilmannii’HHLO C4E 81.7% (1,223/1,496 
bp)であるなど、相同率が低いことから、既
知のいずれのカテゴリーにも属しないこと
を明らかなった。 
 そこで、ほとんどこれまでに実施されて来
ていない Urease 遺伝子配列に基づく系統解
析を実施した。Urease 遺伝子の解析成績から、
‘Candidatus H. heilmannii’SH6 株が新し
い HHLO‘Candidatus H. heilmannii’の菌種 

 

に分類されることが示された。intergenic 
spacer region は H. pylori の 3 bp と同じ
塩基数であったが、H. pylori の構成する塩
基は TGC 析では SH6 株が新しい HHLO
‘Candidatus H. heilmannii’の菌種に分類
されることが示された。intergenic spacer 
region は H. pylori の 3 bp と同じ塩基数で
あったが、H. pylori の構成する塩基は TGC
であるのに対し、SH6 株は GAA と異なってお
り、SH6 株と一致する菌種はなかった。SH6
株の UreB のアミノ酸配列には、ニッケルの
結合と酵素活性に重要な役割を担うヒスチ
ジン残基とシステイン残基の保存された部
位が存在することが分かり、SH6 株の UreB の
酵素活性が保たれていることが推測された。
本研究により得られた解析結果は、SH6 株が
ヒ ト 胃 粘 膜 に 感 染 す る “Helicobacter 
heilmannii”の中でもこれまでに報告のな
い新しい分類群に属することを示唆するも
のであった。 

 

 以上の成績から導きだすことが出来た知

見を整理すると、以下のようになった。 

 我々がこれ迄に保有している‘Candidatus 
H. heilmannii’６株について遺伝学的に解
析 し 、 そ の 殆 ど が ‘ Candidatus H. 
heilmannii’type 1 に属することを明らかに
した。さらに、‘Candidatus H. heilmannii’
SH6 株については、16S rRNA および Urease
遺伝子の解析から、これまでに全く知られて
いなかった‘Candidatus H. heilmannii’に
分 類 さ れる こ とを 明ら か にす る （ J. 

(B) condition N 

(O218%, CO2 5%)  



Microbiol. 47(4): 201-207, 2009）と同時
に、16S rRNA 遺伝子と Urease 遺伝子の塩基
配列について、DDBJ／NCBI の GeneBank 
Nucleotide Sequence DataBaseから、SH6 株
の遺伝子配列（Accession number AB462257
〜AB462257）を公開した。 
 また、H. felis を用いたCO2および O2ガス
濃度等の種々の培養環境条件下での検討成
績から、培養速度重視の場合、coccoid-form
の細胞数をより少なくしてspiral—formの細
胞を得ることを重視する等の研究目的の応
じた「至適培養環境」（Microbiol. Immunol. 
53(5): 251- 258, 2009）について提案した。 
 
  
 
 
 
 
 

【coccoid-form主体】  【spiral-form 主体】 
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〔その他〕 

DDBJ/NCBI の GeneBank Nucleotide Sequence 

DataBaseから、‘Candidatus  Helicobacter  

heilmannii’ SH6 株の 16S rRNA 遺伝子と

urease 遺伝子の塩基配列を公開している。 

・ 16S rRNA gene sequence : 

   Accession number  AB462257 

・ urease gene sequence :  



Accession number  AB462258 
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