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研究成果の概要（和文）： 

Helicobacter を属および菌種レベルで特異に検知可能な「LAMP/PCR 増幅－DNA チップ

検出系」を確立、再現よく短時間(1 時間以内)に検知できることを確認した。野外材料（約

600 検体）を使った実用性評価でも、精度・感度・特異性などの点から、既存法（PCR 法）

と同等の特性が得られたのみならず、既存法では難しかった近縁菌種との区別が可能であ

った。以上の結果から、新しい実験動物微生物モニタリングシステムを構築できたと考え

られた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We developed a microfabricated electrochemical DNA chip for detection of LAMP/PCR products from 

16S rRNA sequences of Helicobacter spp.  This chip does not require DNA labeling, and the 

hybridization signal can be detected as an anodic current. The average anodic currents of 5 (H.bilis) and 8 

(H.hepaticus) PCR positive samples derived from feces of spontaneously infected mice (Cp, Hb and Hh)  

were 27.9±7.2, 31.9±8.1, 29.3±10.1, and 27.6±3.0 nA, respectively. On the other hand, the average 

anodic currents of  27 (Hb) and 18 (Hh), PCR negative samples were  3.7±2.4 and −1.0±1.7, and nA, 

respectively.  The anodic current increased with increasing concentrations of pathogens. For 

experimentally infected samples, the results of PCR/electrophoresis were in complete accord with those 

of this system when anodic currents of 8.5 (Hb) and 2.4 (Hh) nA were taken as the cut-off value. The 

results suggested that the electrochemical DNA chip system is useful for specific and quantitative 

detection of LAMP/PCR products. 
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１．研究開始当初の背景 

実験動物の微生物学的検査には培養法、

ELISA などによる抗体検査法の他 PCR 法な

どによる核酸検査法が用いられてきた。これ

まで我々は特に PCR 法をもちいた実験用マ

ウス、ラットおよび細胞株の病原体検出シス

テム確立を行い、日本における発生率の高い、

Mycoplasma pulmonis, Clostridium 

piliforme, Mouse hepatitis virus, Lactate 

dehydrogenase elevating viurs お よ び 

Helicobacter hepaticus などの特異的プライ

マーを設計するとともにその有用性を検討

してきた。しかし PCR 法は高感度検査が期

待できる半面、機械化による大量検体の同時

処理、PCR 産物の定量化の点で改良の余地が

あった。 

 

２．研究の目的 

これまで我々は電流検出型 DNA チップを用

いた核酸検出法の開発を行っており、本原理

*を実験動物の病原体核酸検出に応用すべく

研究を行った。電流検出型 DNA チップとは

2 本鎖 DNA にヘキスト 33258 などのインタ

ーカレーターを挿入したものは電流を流す

ことができることを利用した検出法であり、

(*:J.Microbiol.methods. 2008. 69:93-99 

  Goto K., et., al.) 先にのべた PCR 法を改

良できることが期待される。本研究では実験

動物では広くその感染が確認されているヘ

リコバクターを対象としてその簡易検出を

第一の目的として実験を行った。 

 

３．研究の方法 

Helicboacter hepaticus, H. bilis, H. 

muridrum H. typhlonius, H. suncus, H. 

pylori, および Helicbacter の近縁種である

WolinellaおよびArcobacterの基準株をもち

いて、それぞれ LAMP 法および PCR 法の特

異的プライマーおよびプライマーを設計し、

それぞれの方法で核酸を増幅させた後、電流

検出型 DNA チップをもちいて定量検出を試

みた。LMAP 法では菌 DNA を 62℃40min

増幅させ、PCR 法においては Helicobacter

属および種特異的プライマーをもちいて核

酸を増幅させ、それぞれの増幅産物を電流検

出型 DNA チップを用いて検出を行った。電

流検出型 DNA チップによる検出は、各菌種

特異的プローブ(DNA チップ)が固定されて

いるカセットに LAMP 法またはPCR 増幅産

物を注入しハイブリダイゼーションさせた

後、洗浄後、電流が流れたものを陽性と判定

した。この際、対象微生物の遺伝子配列解析

から「特異的な遺伝子領域・配列」を再特定

し、標的配列を選定、標的配列増幅プライマ

ー候補の設計・合成と増幅プライマーの絞り

込み、増幅条件設定、増幅設計に対応したプ

ローブ候補の設計と合成、プローブの絞り込

みと検出条件の最適化を行った。プローブは

H. hepaticus, H.bilis, H.typhlonius, H. 

pylori, および Helicobacter 属検出用を用い、

これらの条件のもと疑似検体（菌種特異的プ

ライマーをもちいて PCR 法ですでにどの菌

種が陽性かあきらかな核酸検体、および野外

材料として 650 検体のマウス糞便由来 DNA

についても同様の検査を行い、従来法である

PCR 法の結果と比較を行った。電流検出型



 

DNA チップにあてる検体は LAMP 法、PCR

法ともに Helicobacter 属特異的プライマー

で増幅した増幅産物を検体として用いた。 

 

４．研究成果 

1) Helicobacter 属菌の共通検出：LAMP 法

により増幅した疑似検体を Helicobacter 属

菌全般を検出するためのプローブおよび各

菌種特異的プローブと反応させた結果、H. 

ganmani DNA は属特異的プライマーをもち

いた PCR 法で陽性となり、この PCR 産物は

属特異的プローブとのみ反応し電流検出が

確認された。H.muridarum DNA および H. 

rodentium DNA も同様に他のプローブに反

応せず、属検出用プローブとのみ反応し、電

流検出が確認された。電流値はいずれも

50nA 以上であった（陰性は 5nA 以下）。 

2) H. hepaticus, H.bilis, H.typhlonius およ

び H. pylori の種分類：Helicobacter 属共通

プライマーを用いて LAMP 法で増幅させた

増幅産物を電流検出型 DNA チップと反応さ

せ た 結 果 、 H. hepaticus DNA は H. 

hepaticus プローブおよび Helicobacter 属プ

ローブとのみ反応( それぞれ 65nA および

55nA)し、他のプローブとの反応は見られな

かった（5nA 以下）。同様に H. bilis DNA, H. 

pylori DNA および H. typhlonius DNA はそ

れぞれの種プローブおよび属プローブとの

み反応し電流値 50nA 以上を示したが、他菌

種のプローブとは反応せず（10nA 以下）そ

れぞれのプローブの特異性が示された。 

3) Helicobacte 近縁種 DNA を検体として用

いた場合：Arcobacte, Campylobacter および

Wolinela DNAをHelicobacter 属共通プライ

マーを用いて LAMP 法で増幅させたのち電

流検出型 DNA チップと反応させた結果、い

ず れ も 電 流 値 10nA 以 下 を 示 し 、

Helicobacter 属と Helicobacter 近縁種との

間において増幅段階で十分な特異性のある

ことが示された。 

4) 野外材料を用いた本検出系の評価： 

650 検体の野外材料をもちいて従来法である

PCR 法とその結果を比較したところ 623 検

体（95.8%）で一致した結果が得られた。一

致しなかった検体のうち25検体はDNAチッ

プで偽陽性、1 検体は DNA チップで検出で

きず、残りの 1 検体は Helicobacter 菌種が今

回設定した菌種の DNA チップで用意されて

いない菌種である可能性が示唆された。 

以上の結果から電流検出型 DNA チップをも

ちいた Helicobacter 検査においては従来法

である PCR 法とほぼ同等の感度および特異

性が得られ、簡便検査法としての有用性が示

された。 
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