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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌関連胃外疾患の病態機序や除菌不成功例の増加など未解明である。そこで、
薬剤感受性試験を中心に胃内ピロリ菌の生物学的多様性を複数株/1患者で解析した。　
42名の分離株(512株)を4剤の薬剤感受性試験を実施した。耐性/感受性株の混在率はCAM12％、AMPC10％、MNZ33
％、STFX31％、1剤でも混在していた割合は64％であった。混在率は癌患者群が非癌患者群よりも高値を示し
た。混在例ではCAM耐性株は前庭部、AMPC耐性株は体部に多く、感染部位で相違を認めた。AMPC高度耐性に寄与
する2つのPBP1Aアミノ酸変異を発見した。
ファージ感染はピロリ菌性状に影響し多様性創出に関与していた。

研究成果の概要（英文）：H. pylori has a highly genetic diversity and causes a lot of disorders 
including extra-gastric diseases. Treatment with antibiotics is performed by susceptibility test 
with an isolate/patient. The eradication failure is increasing due to probably the characteristics 
of H. pylori persistently infects in stomach with biological polymorphism. We investigated the 
biological polymorphism by susceptibility test with 4 drugs and multiple isolates/patient. 
Co-existence of sensitive and resistance isolates in stomach of 42 patients was found in 12%, 10%, 
33% and 31% in CAM, AMPC, MNZ and STFX, respectively. The ratio of co-existence of at least 1 of 4 
drugs is 64% and higher in cancer than non-cancer groups, resulting in biological polymorphism. In 
co-existence patients, CAM- and AMPC-resistant isolates dominantly appeared in antrum and body, 
respectively. We discovered 2 amino acid mutations in PBP1A related with high-level AMPC resistant. 
Phages altered the characteristics of host cell.

研究分野：臨床検査医学・感染症・微生物学

キーワード： ヘリコバクターピロリ　生物学的多様性　薬剤耐性菌　H. pylori flora　ファージ　血小板
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ピロリ菌の除菌不成功例の増加は医療・社会問題となっている。診療は1株/1患者の検査結果で抗菌薬が選択さ
れるが、本研究で約64％以上に耐性株と感受性の混在患者が存在することを証明した。耐性株の感染部位も薬剤
により異なることを示した。すなわち、1株/1患者の検査結果は正確な治療薬選択の情報提供として乏しく、胃
内の異なる部位から複数株を検査対象にすることが正確な検査結果（抗菌薬選択）の提供になることを示した。
これは、胃内感染ピロリ菌が叢形成し生物学的多様性を創出していることを示し、現状の実施診療（検査・診断
法）に改善が必要であることを示唆する極めて学術的・社会的に意義のある成果である。

※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。



 

１.研究開始当初の背景 

（1）ピロリ菌関連疾患の発症機序は未だ不明な点が多い。特に多彩な病態を呈する胃

外疾患の病態機序、そして罹患率と有病率の齟齬（地域や個人間）さらには薬剤感受性

試験に基づく除菌不成功例の増加など、十分に説明できない。その理由は胃内ピロリ菌

の「真」の感染状態（叢形成と経時的変化が引き起こす生物学的多様性）の理解および

解明不足による。 

（2）胃内ピロリ菌は著しい遺伝子変異能を有し、多様な外的要因（ファージ感染含）

や内的環境（胃前庭部と胃体部などの感染部位間の解剖学的相違）に適応した種々の変

異株を創出し叢形成（ピロリ菌フローラ：H. pylori flora）することで、保存・維持（持

続感染成立）させていると考えられる。 

 

２.研究の目的 

（1）胃内感染ピロリ菌の真の生態（生物学的多様性の創出と顕在化）を解明すること。 

（2）薬剤耐性化に及ぼす変異遺伝子(蛋白)を解明すること。 

（3）ピロリ菌の多様性創出に関与する要因（特にファージ）を解明すること。 

 

３.研究の方法 

（1）胃内感染ピロリ菌の真の生態（生物学的多様性の創出と顕在化）解析は薬剤感受

性試験を中心に実施した。 

患者 42 名（癌患者 12 名、非癌患者 30 名）を対象に内視鏡的に胃内部位（前庭部、体

部等）から複数株/1 患者を分離培養し、合計 512 株を使用して 4 剤（クラリスロマイシ

ン CAM、アモキシシリン AMPC、メトロニタゾール MNZ、シタフロキサシン STFX）

の薬剤感受性試験を実施した（倫理委員会承認）。薬剤感受性試験は STFX のみ寒天希

釈法で実施し、他 3 剤は E-test で行った。 

  

（2）薬剤耐性化に及ぼす変異遺伝子(蛋白)解析は、CAM と AMPC 耐性を中心に PCR

およびシーケンス解析を実施した。ピロリ菌の gDNA はキットで抽出し、各標的遺伝子

(23S rRNA および pbp1A)に適切な primer を作製し PCR およびシーケンサー（3500xL 

genetic analyzer HITACHI）で実施した。CAM は耐性(MIC ≥ 1 μg/mL)66 株と感受性 50

株を使用し変異解析を実施した。AMPC は耐性(MIC > 0.125 μg/mL)29 株と感受性 58 株

を使用し同様に実施した。さらに AMPC 耐性は高度耐性(MIC ≥ 0.5 μg/mL)11 株と低度

耐性(0.125 < MIC < 0.5 μg/mL)18 株に分類し詳細に解析を実施した。AMPC 耐性関与遺

伝子(アミノ酸)を見出し、確認するために感受性株に homologous recombination でアミ

ノ酸変異導入した recombinant 株を作製し MIC の変化を検証した。使用した AMPC 感

受性株は 3 株（J99, 26695, HPK5, 全て MIC < 0.125）である。 



 

（3）ピロリ菌の多様性創出に関与する要因（特にファージ）解析は、分離同定に成功

し既報告した 2 つのファージ(KHP30 および KHP40)を使用し、ファージ感染を実施し

た。作製したファージ感染株と元の非感染株について生化学的性状等を比較解析した。 

 

４.研究成果 

（1）42 名（癌患者 30 名、非癌患者 12 名：合計 502 株）を対象に 4 剤の薬剤感受性試

験を実施した結果、耐性株と感受性株の混在例は CAM(5/42 名：12％)、AMPC(4/42 名：

10％)、MNZ(14/42 名：33％)、STFX(13/42 名：31％)で、少なくとも 1 剤でも混在して

いた割合は 64％になり、生物学的多様性の創出と顕在化の一端を証明した。その混在

率は癌患者群(10/12 名：83%)が非癌患者群(17/30 名：57%)よりも有意に高値を示した。

各 4 薬剤に対する混在率を図 1 に示す。CAM と AMPC の混在率は非癌患者群が癌患者

群よりもやや高く、MNZ と STFX は癌患者群で有意に高い結果であった。混在患者

(CAM29 名、AMPC4 名)の解析より、CAM 耐性株は胃前庭部から、AMPC 耐性株は胃

体部から多く検出され、胃内感染部位(解剖学的部位)で相違を認めたが、MNZ と STFX

の耐性株は胃前庭部と胃体部間に有意差を認めなかった。 

 

 

（2）薬剤耐性化に及ぼす変異遺伝子(蛋白)を解析した結果、CAM は従来報告されてい

る 23SrRNA 遺伝子変異(A2143G, A1738G)が関与することを示し明らかな新変異は認め

られなかった。一方で、AMPC は高度耐性株(MIC ≥ 0.5)のみに存在する新たなアミノ

酸変異(G591K, A480V)を見出した。 

感受性 3 株にその 2 つアミノ酸を導入した各 recombinant 株の MIC 測定の結果、どちら



のアミノ酸変異を導入しても全 recombinant 

株の MIC は上昇し耐性株へと変化した。 

特に G591K 変異株の方が A480V 株より 

も高値を示し、新たな耐性化関与変異を 

発見した。 

また、AMPC 耐性化にはアミノ酸変異数 

の増加と相関を認めた(図 2)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（3）ピロリ菌の多様性創出に関与する要因（特にファージ）解析はファージ感染株と

元株（非感染株）間で比較解析した。その結果、運動性や酵素活性（カタラーゼやウレ

アーゼ）等に相違が見られた。また、2 つのファージは同じピロリ株への感染効率およ

びその感染株からの脱落率等にも相違が認められ、ファージ間の宿主に及ぼす生物学的

影響に差があることを見出した。すなわち、ファージがピロリ菌の多様性創出に関与す

ることを示した。 
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