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研究成果の概要（和文）：イルカに感染するHelicobacter cetorum（HC）およびHelicobacter delphinicola
（HD）の病原性を推測するために，両種が産生するVacA様毒素に対する受容体の同定を試みた．その結果，一部
のHCはスフィンゴミエリンを介して毒素活性を示すことが明らかになった．HDは培養細胞にVacA様の毒素活性を
示すことは明らかになっているが，その遺伝子配列は明らかになっていない．そこでHDの全ゲノム解析を行い，
vacA様遺伝子を明らかにすることを試み，VacA様遺伝子を同定することに成功した．今後，HDのゲノム配列から
予想されたVacA様遺伝子の機能解析を行う予定である．

研究成果の概要（英文）：In order to evaluate the virulence of Helicobacter cetorum (HC) and 
Helicobacter delphinicola (HD) to dolphins, we attempted to identify the receptors for the Vac-like 
toxins produced by both species. We found that some HC exhibits sphingomyelin-mediated toxin 
activity. HD showed VacA-like toxin activity in some culture cells, but the gene sequence has not 
been determined. We attempted to identify that vacA-like genes by whole genome analysis of HD, and 
succeeded in identifying the vacA-like gene. In the future, we plan to perform functional analysis 
of the vacA-like gene predicted from the HD genome sequence.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イルカにおいて胃潰瘍や胃炎は難治性疾患の一つである．しかし，その主原因は解明されていないため，適切な
診断法や治療・予防法の開発が進まず，多くの飼育下イルカが胃病変を患っている現状がある．本研究により一
部のHCがイルカに対して病原性を示す可能性がある結果が得られた．今後病原性を示すHCを特異的に検出する簡
易診断法や適切な治療・予防法が開発することで世界中で飼育されているイルカを今より健康的に飼育すること
が可能になる．従って本研究は，世界的にイルカの動物愛護に関して批判の声が多い日本が世界に先駆けて発信
できる成果になると期待される．

※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 

イルカにおいて胃潰瘍や胃炎は難治性疾患の一つであり，その原因としてヘリコバクタ

ー属細菌の関与が 20 年以上疑われている．これまでにイルカは，ヒトの胃病変に関与す

る Helicobacter pylori（ピロリ菌）と近縁関係にある Helicobacter cetorum（HC）に感染す

ることが明らかになっている（Harper et al., 2000）．HCの発見時から，イルカは HC以外

のヘリコバクター属細菌にも感染していることが遺伝子解析により示唆され，申請者は独

自に考案した特殊な培地を用いることでイルカから HC以外のヘリコバクター属細菌を分

離することに成功した．解析の末，本細菌はピロリ菌と近縁関係にある新種のヘリコバク

ター属細菌であることが判明し，イルカから分離されたことに因んで本細菌を

Helicobacter delphinicola（HD）と命名した（Segawa et al., 2020）． 

HC および HD が胃病変の原因になるのであれば，これらは胃病変の発生に関わる物質

を産生すると考えられる．事実，ピロリ菌は胃病変を惹起する物質を複数産生している．

そこで本研究は，「HCおよび HDは，イルカの胃病変を惹起する物質を産生するか？」を

研究課題の核心をなす学術的「問い」として設定した． 

この問いに応えるため，申請者はまず HCおよび HDが哺乳類細胞を傷害する物質を産

生するか調べた．その結果，HCおよび HDはサル腎臓由来の Vero細胞を膨化させ，細胞

内に空胞を形成させる物質を産生し，さらに HCはヒト子宮頚由来の HeLa細胞を死滅さ

せる物質を産生することが確認された（Segawa et al., 2020）． 

 

２．研究の目的 

HC はピロリ菌で知られる唯一の外毒素である細胞空胞化毒素（VacA）の類似遺伝子を

持つことが報告されている（Kersulyte et al., 2013）．ピロリ菌の VacAに暴露した Vero細

胞の所見は，申請者が調査した HC および HD の産生する物質に暴露した Vero 細胞の所

見と極めて類似していることから，HC および HD は VacA 様物質を産生すると考えられ

る．  

そこで本研究は， HCおよび HDが産生する VacA様物質によりイルカの胃組織は傷害

されるかを調べ，イルカに感染するヘリコバクター属細菌が胃病変の発症に関わるか推測

することを目的とする． 

 

３．研究の方法 

 2020 年度はコロナ禍の影響により，試薬類の入手遅延・委託の遅れがあり，思うよう

な実験ができなった．研究当初の予定では，HC および HD 産生 VacA 様毒素に対する受

容体はアフリカミドリサルの培養細胞等，イルカ類以外の培養細胞を用いて受容体を同定

し，イルカ類からクローニングした本受容体を VacA 様毒素非感受性細胞に強制発現させ，



これに VacA 様毒素を暴露することで，イルカ類が VacA 様毒素に感受性を持つ受容体を

有するか検討していく予定であった．本研究はイルカ類の培養細胞があれば直接的に評価

が可能で，より正確なデータを得られるが，研究計画当初に長期的に利用できるイルカ類

の培養細胞が存在しなかったため，上記のような計画にせざるを得なかった．このような

中，申請者が 2021 年度に着任した日本大学生物資源科学部獣医衛生学研究室には長期的

に利用可能なバンドウイルカの腎由来培養細胞（TK-ST）が樹立されていた（未発表デー

タ）．そこで本培養細胞を用いて，まず（１）本培養細胞が HCおよび HD産生の VacA様

毒素に感受性を示すかを調査した．そして感受性を示した場合は（２）受容体の同定を行

い，イルカへの毒性を評価した．また（３）HD に関しては全ゲノム解析を実施し，毒素

遺伝子の探索を行った．  

 

４．研究成果 

（１）バンドウイルカ腎由来培養細胞（TK-ST）を用いた HCおよび HD細胞毒性試験 

HCの培養上清に暴露した TK-STの生存率は有意に低下した．細胞死が起こった培養細

胞の形態をギムザ染色を用いて観察したところ，細胞質内に明瞭な空胞が形成されていた．

この空胞はニュートラルレッド取り込み試験から VacA により形成された細胞変化と推測

された．これらの結果から，TK-STは HCが産生する VacA様毒素に対して受容体を持つ

ことが明らかになった．一方で HDでは有意な細胞生存率の低下や細胞形態の変化は確認

されなかった．このことから TK-STは HD産生の VacA様毒素に対する受容体を持たない

ことが推測された． 

 

（２）HC産生 VacA様毒素の受容体解析 

 HCが産生する VacA様毒素は Helicobacter pyloriが産生する VacAと類似した構造を持

つことが明らかになっている（Segawa et al., 2020）．Helicobacter pyloriで明らかになって

いる VacA 受容体の遺伝子発現（RPTPα，EGFR，

LRP1および SMS1 and 2）を HC産生 VacA様毒

素感受性の HeLa 細胞，非感受性の SCH 細胞お

よび TK-STを用いて調べた．HC産生 VacA様毒

素に感受性を示した TK-STおよび HeLa細胞は対

象とした全ての遺伝子が検出された（図 1）．一

方，HC 産生 VacA 様毒素に対して非感受性の

SCH 細胞では，スフィンゴミエリン合成酵素で

ある SMS 遺伝子が検出されなかった．この結果

からスフィンゴミエリンが HC 産生 VacA 様毒素

の受容体であると推測された．そこで次に TK-

STをスフィンゴミエリン分解酵素（SMase）で処理することで VacA様の毒素活性が消失

図 1．VacA 受容体遺伝子の発現解析 



するか 2株の HC（TSW株および OM株）を用いて検討した．その結果，TSW株では，

SMase処理 TK-STにおいて VacA様の毒素活性が有意に低下したが，OM株ではその活性

に変化は認められず，HC の株間で VacA 様毒素の受容体が異なる可能性が示唆された．

以上，本解析よりスフィンゴミエリンが HC 産生 VacA様毒素の受容体の一つであること

が明らかになった．また HCはスフィンゴミエリン以外の受容体を介して毒性を発揮する

ことが推測されたため，今後 HCのイルカへの毒性を明らかにするためには，スフィンゴ

ミエリン以外の受容体を特定する必要がある． 

 

（３）HDの全ゲノム解析 

 Helicobacter delphinicola TSB株および TSZ株の全ゲノム解析を実施した．TSB株および

TSZ 株の完全長ゲノムサイズは，それぞれ 1.49Mb および 1.47Mb であり，GC 含量は

39.5%と 39.6%であった．また TSB株および TSZ株からそれぞれ 1,409と 1,395種の CDS

が同定され，TSB株で 299種（21.2%），TSZ株で 295種（21.1%）が機能不明の CDSであ

った．TSB株および TSZ株の CDSを比較した際，TSBで 99種，TSZで 86種の独自 CDS

を保有していたが，機能的な差異を示す CDS は見出せなかった．平均ヌクレオチド同一

性（ANI）解析では，TSB株と TSZ株で 98.4%の，類縁種である HCとは 71%の同一性を

示した．次に TSB 株および TSZ 株のゲノム中に VacA 様遺伝子があるか探索した．

Helicobacter pyloriや HCの vacA遺伝子は cysS遺伝子と連結して配置している特徴がある

が，TSB 株および TSZ 株の cysS遺伝子の近傍に vacA様遺伝子は存在しなかった．次に

TSB株および TSZ株のゲノム中に Helicobacter pyloriおよび HCの vacA遺伝子と 30～40%

の相同性を示す VacA 様タンパク質が存在した．だが類似タンパク質の推定アミノ酸配列

上にはシグナルペプチドが存在せず，分泌性のタンパク質でない可能性があった．今後，

HD のゲノム配列から予想された VacA 様タンパク質の組換え体を作出し，その機能を調

査していく予定である． 
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