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研究成果の概要（和文）：本研究は、胃癌多発国のモンゴル、ブータン、ベトナムを対象に、現地の共同研究者
と協力して次世代シーケンサーを用いたピロリ菌の全ゲノム解析を行い、胃癌誘発因子および抗菌薬耐性関連遺
伝子の変異・多型を解析した。モンゴルにおけるピロリ菌の特異性が明らかになり、ゲノムワイド関連解析では
特定の遺伝子多型が疾患との関連を示すことを示した。また、ピロリ菌のバイオフィルム形成に関与する遺伝子
変異の解明や、抗菌薬耐性に関与する新規遺伝子変異の特定を行った。これにより、抗菌薬耐性を引き起こす遺
伝子変異のメカニズムが明らかになり、将来的には非侵襲的かつ迅速な病原因子・薬剤耐性検査方法の開発が期
待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we conducted a whole-genome analysis of H. pylori using 
next-generation sequencing in Mongolia, Bhutan, and Vietnam, countries with a high incidence of 
gastric cancer, in collaboration with local collaborators, and analyzed mutations and polymorphisms 
in genes related to gastric cancer-inducing factors and antimicrobial resistance. The specificity of
 H. pylori in Mongolia was revealed, and genome-wide association analysis showed that specific gene 
polymorphisms were associated with the disease. In addition, genetic mutations involved in H. pylori
 biofilm formation were elucidated, and novel genetic mutations involved in antimicrobial resistance
 were identified. This clarified the mechanism of genetic mutations causing antimicrobial 
resistance, and is expected to lead to the development of non-invasive and rapid methods for testing
 for virulence factors and drug resistance in the future.

研究分野： 消化管感染症

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　国際共同研究　抗菌薬耐性　病原性　テーラーメード　遺伝子解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、胃癌多発国であるモンゴル、ブータン、ベトナムを対象に次世代シーケンサー（NGS）
を用いたピロリ菌の全ゲノム解析を通じて、胃癌誘発因子および抗菌薬耐性関連遺伝子の変異・多型を解明した
ことにある。社会的意義としては、胃癌の早期発見・予防および適切な治療法の選択が可能になることが挙げら
れる。これにより、開発途上国における胃癌発症率の減少が期待され、非侵襲的かつ迅速な診断法の開発によっ
て、医療アクセスの改善が図られる。また、若手研究者の育成や現地の医療体制強化に寄与し、グローバルな健
康問題の解決に向けた国際協力のモデルケースとなる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）は、世界中の約半分の人が感染しているが、胃癌をはじめ
とする多くの病気を引き起こす原因となる。特にアジアでは、胃癌の発症率が他の地域に比べて
非常に高い。私たちの研究チームは、この地域差の一因として、ピロリ菌の病原因子である CagA
の遺伝子構造の違いが関与していることを報告した。また、新しい病原因子である OipA や DupA
を発見し、命名した。これらの成果は、長年にわたる国際共同研究の成果であり、私たちは 14
か国で内視鏡検査を実施している。さらに、国内外から収集したピロリ菌の分離株を含めると、
私たちが保有する菌株は 8,000 株を超え、これは世界最大規模である。 

抗菌薬耐性（AMR）菌の蔓延は、国際社会にとって大きな脅威であるが、ピロリ菌の AMR 検査
には専門的な内視鏡検査と細菌培養検査が必要である。これは医療設備が不足している開発途
上国にとって大きな負担となる。そのため、これらの国では AMR 検査を行わずに治療が進められ
ており、AMR の出現と胃癌発症のリスクを高めている。実際、2017 年に WHO はピロリ菌感染症を
優先的に新しい抗菌薬が必要な感染症としてリストに挙げた。 
日本では、世界で初めて「すべてのピロリ菌感染胃炎患者」に対する除菌治療が保険適用とな

った。この「日本式」胃癌撲滅対策は欧米諸国から称賛されているが、開発途上国ではすべての
感染者に除菌治療を行うための十分な医療保険制度が整っていない。重篤な疾患になるのは感
染者のごく一部であることを考慮すると、開発途上国では優先的に除菌する対象を選定するな
どの対策が必要である。内視鏡検査を必要としない迅速かつ低侵襲な病原因子・薬剤耐性検査方
法の開発が、胃癌撲滅対策を経済的に効率化するための課題である。 
以上の目的のために、私たちは以下の研究課題を掲げる。 

(1) 除菌を行う人を選択するために、胃癌を引き起こすピロリ菌の原因を解明できないか？ 
(2) 適切な除菌法を選択するために、抗菌薬耐性を引き起こす遺伝子変異を明らかにできな

いか？ 
(3) 内視鏡検査を必要としない迅速かつ低侵襲な病原因子・AMR 検査方法を開発できない

か？ 
 

２．研究の目的 
胃癌が多発するアジアの開発途上国であるモンゴル、ブータン、ベトナムに焦点を当てる。現地
の共同研究者と協力し、次世代シーケンサー（NGS）を用いてピロリ菌の全ゲノム解析を行い、
除菌が必要な人や適切な除菌法を選ぶために有用な未知の病原因子や薬剤耐性関連遺伝子の変
異・多型を模索する。研究の進展により、これら3か国以外の開発途上国にも範囲を広げる。最
終的には、海外医療施設での実装を見据え、携帯型で安価な新規遺伝子解読技術（ナノポア）を
用いた、従来の内視鏡検査および細菌培養を必要としない迅速かつ非侵襲な病原因子および薬
剤耐性関連遺伝子の検出方法の開発に取り組む。この事業により、有効な除菌治療法の選択や胃
癌発症率の減少など、世界の医学・予防医学の進歩に貢献することを目指している。 
 
３．研究の方法 
(1）除菌対象者の効率的な選択および胃癌を誘導する菌側因子の解明 
胃癌由来株に多く見られる遺伝子多型を、十二指腸潰瘍由来株の遺伝子多型と比較対照して、網
羅的に明らかにする。NGSで全ゲノムを解読し、ゲノムワイド関連解析（GWAS）を行う。全ゲノ
ム解析により、既知の病原因子以外で胃癌と有意に関連している因子を明らかにする。胃癌関連
遺伝子多型に対応する遺伝子候補機能については、遺伝子変異株を作成して実験的に確認する。 
 
(2）抗菌薬耐性を引き起こす遺伝子変異の解明 
NGS を用いてゲノムを解読し、抗菌薬耐性関連遺伝子変異を網羅的に明らかにする。候補遺伝子
変異が抗菌薬耐性に与える影響を、変異部位のトランスフォーメーションによって確認する。 
 
(3）内視鏡を必要としない迅速かつ低侵襲な病原因子・薬剤耐性検査法の開発・活用 
(1）および(2）で得られた候補遺伝子変異・多型の有無を迅速に検出する、内視鏡を用いない検
査方法を確立する。将来的には、現地の研究室にて、胃液などのサンプルから DNA を抽出し、候
補遺伝子変異・多型の有無を確認できるようにする。 
 
４．研究成果 
当初は 2018 年から 4 年間の計画であったが、新型コロナウイルスの世界的な蔓延により海外渡
航が制限されたため、研究期間を 2年間延長した。各研究テーマの主要な成果と、若手研究者育
成や社会への影響について報告する。図表は、文献にあるものは省略し、未発表のものを示す。 
 
(1）除菌対象者の効率的な選択および胃癌を誘導する菌側因子の解明 
①ピロリ菌の 4型分泌機構の網羅的解析 文献 1参照 
ピロリ菌には、cag pathogenicity island（cag PAI: CagA を含む）に加えて tfs3, tfs4 など
の 4 型分泌機構が知られているが、特に tfs3 と tfs4 の病原性は十分に解析されていない。ベ
トナム人ピロリ菌患者（十二指腸潰瘍 46 例、非噴門部胃癌 51 例、慢性胃炎 39 例）の全塩基配



列を NGS で決定した。その結果、ほとんどのピロリ菌（94％）が完全な（遺伝子欠損などがなく、
機能性と考えられる）cag PAI を持ち、一方、完全な tfs3 と tfs4 はそれぞれ 18.3％と 17.6％
の株で認められた。十二指腸潰瘍患者における完全な tfs3 を持つピロリ菌株は、非噴門部胃癌
患者に比べて有意に高かった（30.4％ vs 11.7％、P＜0.05）。また、完全な tfs3 および cag PAI
を両方とも持つ菌株も、十二指腸潰瘍患者において他疾患よりも有意に高く、ベトナムにおいて
tfs3 の完全クラスターが十二指腸潰瘍のマーカーとなる可能性が示唆された。 
文献１：Phuc BH（ベトナム人大学院生）, Tuan VP（ベトナム人大学院生）, 他 9 名, Yamaoka 
Y. Helicobacter pylori type 4 secretion systems as gastroduodenal disease markers. 
Sci Rep. 2021;11(1):4584.  
 
②モンゴルのピロリ菌の特異性 文献2-4参照 
モンゴルの胃癌発症率と死亡率は世界で最も高く、東アジアに属するため、モンゴルのピロリ菌
は東アジア型と考えていた。しかし、血清抗 CagA 抗体および東アジア型 CagA 特異的抗体を用い
た検討では、ピロリ菌の CagA 陽性率は、癌患者 100％に対して非癌患者 81％（P = 0.02）であ
ったが、CagA の大部分は非東アジア型であった（癌患者の 95％、非癌患者の 94.1％）。 
文献 2：Gantuya B（モンゴル人大学院生）, 他 9 名, Yamaoka Y. New observations regarding 
Helicobacter pylori and gastric cancer in Mongolia. Helicobacter. 2018;23(4): e12491.  
そこで、モンゴル各地（5 か所）で内視鏡検査を行い、ピロリ菌を培養して cagA 遺伝子の繰り
返し配列に基づき東アジア型または欧米型を決定した。合計 368 人の患者（胃炎 341 人、消化性
潰瘍 10 人、胃癌 17 人）を検討し、62 株（16.8％）が cagA 陰性、306 株（83.1％）が cagA 陽性
（欧米型 293 株、東アジア型 12 株、混合型 1株）であった。cagA 陰性株はすべて胃炎患者から
分離され、cagA の存在が疾患と関連する可能性が示唆されたが、すべての胃癌症例は欧米型 cagA
を示し、東アジア型が特に毒性が強いという従来からの定説は否定された。 
文献 3：Tserentogtokh T, Gantuya B（モンゴル人大学院生）, 他 4 名, Azzaya D（モンゴル人
大学院生）, Davaadorj D, Uchida T, Matsuhisa T, Yamaoka Y. Western-Type H. pylori CagA 
are the Most Frequent Type in Mongolian Patients. Cancers (Basel). 2019 ;11(5):725.  
さらに、モンゴルのピロリ菌 158 株（胃癌 15 株、非胃癌 143 株）を対象に NGS を施行、外膜タ
ンパク質（OMP）遺伝子、4 型分泌機構関連遺伝子クラスター、および報告されている病原性遺
伝子候補などを含む 274 のピロリ菌の病原性関連遺伝子セットの遺伝子多型を検討した。その
結果、13 遺伝子が疾患転帰により多型を示すことがわかった。特に鉄を制御する OMP 遺伝子変
異が疾患と関連しており、モンゴルのピロリ菌は胃癌リスクが高いサブグループ（Sg1）と低い
サブグループ（Sg2）に大別された。 
文献 4：Saruuljavkhlan B（モンゴル人大学院生）, Alfaray RI, Oyuntsetseg K, Gantuya B
（モンゴル人大学院生）, Khangai A（モンゴル人大学院生）, 他 3 名, Azzaya D（モンゴル人
大学院生）, Davaadorj D, Yamaoka Y. Study of Helicobacter pylori Isolated from a High-
Gastric-Cancer-Risk Population: Unveiling the Comprehensive Analysis of Virulence-
Associated Genes including Secretion Systems, and Genome-Wide Association Study. 
Cancers (Basel). 2023;15(18):4528. 
 
③ピロリ菌のセリンプロテアーゼHtrAのSNP解析 文献5参照 
ドイツのグループとの共同研究で、世界各国から集められた 1,043 株のピロリ菌ゲノムを解析
し、胃癌と相関するセリンプロテアーゼ HtrA の一塩基多型（SNP：セリン／ロイシン 171 位）を
特定した。大分大学のグループがベトナム人のピロリ菌遺伝子解析を行い、ドイツのグループが
機能解析を行った結果、171S から 171L への変異が HtrA の三量体形成を誘発し、オクルジンと
E-カドヘリンのタンパク質分解を増強することが明らかになった。また、171L 型 HtrA は上皮に
損傷を与え、上皮細胞への CagA の注入を促進し、NF-κB を介した炎症と細胞増殖を増加させ、
宿主 DNA の二本鎖切断を促進させた。これにより、171S/L HtrA 変異がピロリ菌感染におけるリ
スク予測のバイオマーカーとなる可能性が示された。 
文献 5：Sharafutdinov I, 他 6 名, Tuan VP（ベトナム人大学院生）, Fauzia KA, Sticht 
H, Yamaoka Y, Marshall BJ, Backert S. A single-nucleotide polymorphism in Helicobacter 
pylori promotes gastric cancer development. Cell Host Microbe. 2023;31(8):1345-1358.e6.  
 
④GWAS解析による胃癌に特徴的な新規病原因子変異 文献6参照 
ピロリ菌に関する GWAS は、欧米の株で行われた研究が 1つあるだけで、胃癌が多い東アジアで
はまだ検討されていない。そこで、私たちは東アジア由来のピロリ菌株（主に日本とベトナムの
症例）を使い、胃癌患者 125 例、十二指腸潰瘍患者 115 例を対象に GWAS を行った。その結果、
11 の SNPs（8 つのアミノ酸変化）と 3 つの DNA モチーフを同定し、これらの組み合わせによっ
て効果的な疾患識別が可能となった。これらの SNPs は、リガンド結合ポケットの電荷変化、サ
ブユニットの相互作用の変化、DNA メチル化のモードスイッチなど、分子メカニズムに関する多
くの情報を提供した。また、3 つの新しい病原性因子やオンコプロテイン候補も同定した。 
文献 6：Tuan VP（ベトナム人大学院生）, Yahara K, Dung HDQ, Binh TT（ベトナム人大学院
生）, 他 4 名, Trang TTH（ベトナム人大学院生）, Phuc BH（ベトナム人大学院生）, 他 17 名, 
Yamaoka Y. Genome-wide association study of gastric cancer- and duodenal ulcer-



derived Helicobacter pylori strains reveals discriminatory genetic variations and 
novel oncoprotein candidates. Microb Genom. 2021;7(11):000680.  

次に、私たちは、
11 の SNPs の中
で特に有意差が
みられた細胞膜
近傍のタンパク
質の S-S 結合形
成に関与する
dsbG(hp0231)に
焦点を当てた。
遺伝的に近いペ
アのベトナム人
の胃癌株 CHN91

と十二指腸潰瘍株 DU25 を用いて、dsbG 遺伝子の疾患特異的 SNP と細菌の遊走能力との関係を調
べた。まず、親株、dsbG 遺伝子欠損株、dsbG-CHN91 相補株、dsbG-DU25 相補株を用いて、軟寒天
培地で遊走試験を行った。その結果、dsbG 遺伝子欠損株は運動性が低下したが、dsbG-CHN91 お
よび dsbG-DU25 相補株は運動性が回復した。次に、中性および酸性の軟寒天培地で遊走試験を行
ったところ、pH 5.5 では dsbG-CHN91 相補株は dsbG-DU25 相補株よりも遊走能が高いことがわか
った（図１，２）。これは、胃癌株由来の dsbG 遺伝子が酸性条件下での高い遊走能を持ち、胃
癌株に特徴的な性質をもたらしている可能性を示している（未発表データ）。 
 
(2） 抗菌薬耐性を引き起こす遺伝子変異の解明 
①ピロリ菌バイオフィルム形成の網羅的解析 文献7参照 
バイオフィルムは抗生物質から細菌を守るだけでなく、ピロリ菌の除菌治療の効果も低下させ
る。そこで、ピロリ菌のバイオフィルム形成に関連する SNPs を研究した。まず、バイオフィル
ム量をクリスタルバイオレットアッセイで測定し、高バイオフィルム形成株と低バイオフィル
ム形成株に分類した。次に、NGS により全ゲノムデータを取得し、バイオフィルム形成に関連す
る可能性のある遺伝子を抽出して解析した。その結果、以下の遺伝子の SNPs がバイオフィルム
形成と有意に関連していることが分かった（P < 0.05）。 
alpA、alpB、cagE、cgt、csd4、csd5、futB、gluP、homD、murF 

特に、alpB 遺伝子の N156K、G160S、A223V 変異を持つ株はバイオフィルム形成率が高いことが
明らかになった。 
文献 7：Fauzia KA, Aftab H, Miftahussurur M, Waskito LA, Tuan VP（ベトナム人大学院生）, 
他 6 名, Yamaoka Y. Genetic determinants of Biofilm formation of Helicobacter pylori 
using whole-genome sequencing. BMC Microbiol. 2023;23(1):159.  
 
②抗菌薬耐性にかかわる新規遺伝子変異解析 文献8-12参照 
私たちは以前の研究で、ベトナムにおける抗菌薬耐性に関わる新しい遺伝子変異を報告した。本
研究開発では、モンゴル、ミャンマー、カンボジア、そしてコンゴ共和国のピロリ菌についても、
新しい遺伝子変異を報告した。この研究には、主にベトナム人大学院生が参加した。 
文献 8：Azzaya D（モンゴル人大学院生）, Gantuya B（モンゴル人大学院生）, 他 4 名, Yamaoka 
Y. High Antibiotic Resistance of Helicobacter pylori and Its Associated Novel Gene 
Mutations among the Mongolian Population. Microorganisms. 2020;8(7):1062. 
文献 9：Khangai A（モンゴル人大学院生）, Saruuljavkhlan B（モンゴル人大学院生）, Azzaya 
D（モンゴル人大学院生）, Gantuya B（モンゴル人大学院生）, 他 3 名, Yamaoka Y. Exploring 
Alternative Treatment Choices for Multidrug-Resistant Clinical Strains of Helicobacter 
pylori in Mongolia. Microorganisms. 2023;11(12):2852.  
文献 10：Subsomwong P, 他 7 名,Tuan VP（ベトナム人大学院生）, 他 2 名, Yamaoka Y. Next-
Generation Sequencing-Based Study of Helicobacter pylori Isolates from Myanmar and 
Their Susceptibility to Antibiotics. Microorganisms. 2022;10(1):196.  
文献 11：Tuan VP（ベトナム人大学院生）, 他 5 名,Binh TT（ベトナム人大学院生）, 他 6 名,Phuc 
BH（ベトナム人大学院生）, 他 3 名,Trang TTH（ベトナム人大学院生）, Yamaoka Y. A Next-
Generation Sequencing-Based Approach to Identify Genetic Determinants of Antibiotic 
Resistance in Cambodian H. pylori Clinical Isolates. J Clin Med. 2019;8(6):858.  
文献12：Tshibangu-Kabamba E, Ngoma-Kisoko PJ, Tuan VP（ベトナム人大学院生）, 他8名, 
Yamaoka Y. Next-Generation Sequencing of the Whole Bacterial Genome for Tracking 
Molecular Insight into the Broad-Spectrum Antimicrobial Resistance of Helicobacter 
pylori Clinical Isolates from the Democratic Republic of Congo. Microorganisms. 
2020;8(6):887.  
さらに、私たちの保有菌で抗菌薬耐性のデータのある菌および遺伝子バンクに情報のある960株
の中で、東アジア型の675菌に対して、GWASを用いて解析を行った（ブータン人の232株、ベトナ
ム人の63株、日本人の42株を含む）。その結果、クラリスロマイシンの変異はほとんどが23S rRNA



にあり、レボフロキサシンの変異は、主にgyrAにある点は既報の通りであったが、レボフロキサ
シンの変異は、その他の特定の部位にも候補遺伝子変異が見つかった。なお、アモキシシリンや
メトロニダゾールでは、変異を起こす遺伝子変異候補が多数見つかり、今後さらに絞り込む必要
がある（未発表データ：図3，4）。 

 図3 クラリスロマイシン 図4 レボフロキサシン に関連する変異を示すManhattan Plot 

③候補遺伝子変異が抗菌薬耐性に与える影響の確認 
ペニシリン結合タンパク質 1A（PBP1A）のいくつかの変異がアモキシシリン（AMX）耐性を引き
起こすと報告されているが、実験的に検討されたものは少ない。私たちは、非常に高い AMX 耐性
を示すピロリ菌 KIN76 株にある 4 つの PBP1A 変異（T558S、N562H、T593A、および G595S）に注
目した。まず、KIN76 株の pbp1 遺伝子に 2 つまたは 4 つの変異を持つ DNA を用いて、レシピエ
ント株 26695 に形質転換し、形質転換体のゲノムを解析し、抗菌薬感受性試験を行った。その結
果、AMX MIC を相乗的に 16 倍に上昇させるには、単一の変異ではなく、2～4つの PBP1A 変異（例
えば T55 8S と N562H、または T593A と G595S）が必要であることが分かった。次に、これらの株
を用いて PBP1A の AMX 結合アッセイを行い、蛍光ペニシリンアナログであるボシリンを使用し
て結合を可視化した。4つの変異を持つ株は、すべて PBP1A の AMX に対する親和性が野生型株よ
りも低下していた。タンパク質の構造モデリングによって、これらのアミノ酸置換が PBP1A の機
能を修飾することが示された。以上、私たちは、新しい相乗的な AMX 耐性機構を明らかにした
（mSphere accepted）。 
 
(3）内視鏡を必要としない迅速かつ低侵襲な病原因子・薬剤耐性検査法の開発・活用 文献13参
照 
私たちは、ベトナムにおいて胃癌患者と十二指腸潰瘍患者からそれぞれ分離されたピロリ菌の
CHC155 株と VN1291 株に対して、ナノポア（ロングリード）とイルミナ MiSeq（ショートリード）
を組み合わせたハイブリッドアセンブリー法を使って完全ゲノム配列を取得した。これにより、
PacBio のような高額な機器を使わずに、安価で完全なゲノム配列を解析できることがわかった。 
文献 13：Phuc BH（ベトナム人大学院生）, Tuan VP（ベトナム人大学院生）, Binh TT（ベトナ
ム人大学院生）, 他 10 名, Yamaoka Y. Comparative genomics of two Vietnamese Helicobacter 
pylori strains, CHC155 from a non-cardia gastric cancer patient and VN1291 from a 
duodenal ulcer patient. Sci Rep. 2023;13(1):8869.  
実際に、この方法を使って、ブータン、ベトナム、モンゴル（西部カザフ族の居住地）でもナノ
ポアによる解析を行うことができた。迅速かつ低侵襲な薬剤耐性検査方法の開発に関しては、民
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