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研究成果の概要（和文）： 

H. pylori の二次除菌療法に用いられる抗菌薬メトロニダゾール(Mtz)に耐性化した臨床分離
H. pyloriは SodBの転写制御因子である Ferric uptake regulator (Fur)にアミノ酸変異(C78Y、
P114S)が導入された変異型 Fur をコードしている。変異型 Fur は、sodB の promoter 領域
(Fur-Box)への結合活性が有意に低下し、SodB の強発現を誘導するため、メトロニダゾール由
来 superoxide消去活性が亢進し、その結果メトロニダゾールに耐性を示す。以上のように、本
研究課題では、バクテリアの抗酸化能亢進が薬剤耐性に寄与する新しい機序を明確にした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Metronidazole (Mtz) is a prodrug that is converted to its active form and superoxide 
radicals are generated. The transcriptional regulator, ferric uptake regulator (Fur), of 
H. pylori is a direct suppressor of the ironcofactored superoxide dismutase (SodB), which 
is essential for protection against superoxide attack. In some Mtz-resistant strains, SodB 
activity is induced in a dose-dependent manner on exposure to Mtz. These Mtz-resistant 
strains were found to carry amino acids mutation of Fur (C78Y, P114S; mutant-type Fur). 
The binding affinity of the mutant-type Fur to the sodB promoter (Fur-Box) was 
significantly reduced. Our approach demonstrated that SodB expression is derepressed by 
mutant-type Fur, which is associated with the development of Mtz resistance. 
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１．研究開始当初の背景 
微好気性細菌のHelicobacter pyloriは酸素量
が大気より少ない状態（5-10%）でのみ発育
するが、好気性細菌同様、代謝過程で酸素が
最終の電子受容体となり活性酸素が発生し
（O2＋e-→・O2-）、酸化ストレスに曝露され
る。更に、H. pylori感染胃粘膜上皮において、

宿主による異物排除応答（宿主胃粘膜の微小
循環系より遊走してきた多形核白血球）によ
る活性酸素種（ROS）産生を受けることでも
酸化ストレスに曝される。 

H. pyloriの二次除菌療法に用いられる抗菌
薬メトロニダゾール(Mtz)も、菌体内に取り込
まれた後、H. pyloriの還元酵素であるニトロ
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レダクターゼ（RdxA）によって還元活性化
され、superoxideを生じ、菌体は酸化ストレ
ス刺激により致死的なダメージを受ける。従
って、rdxA遺伝子変異による RdxAタンパク
質の失活は、Mtz耐性化につながることが知
られている。しかしながら、Mtz耐性臨床分
離株（耐性株）の中には、rdxA遺伝子変異を
持たずに耐性化を示す菌株も多数認められ、
「臨床上重要な H. pylori の Mtz 耐性化は
RdxA非依存的な機序による」と考えられた。
そこで、研究代表者らは、「耐性株では、sodB
発現が亢進し、活性酸素消去活性が高まって
いるのではないか」と推測した。そこで、Mtz
存在下での sodB 発現状態を Mtz 感受性株
（ATCC 700392）と耐性株（KS0033、KS0048
及び KS0145）とで比較した。その結果、感
受性株に比べ、耐性株では sodBの発現が高く
誘導されてくることを見いだした。sodBの発
現調節は、転写制御因子 Ferric uptake 
regulator （Fur）が sodB promoter 領域の
Fur-Boxに結合し sodBの転写を抑制すること
が知られている。従って、耐性株では Furの
構造変異により、Fur機能が正に破綻し、sodB
強発現が誘導される結果、Mtz耐性化に寄与
するのではないかと推測された。 
 
２．研究の目的 

sodB強発現を示す耐性株のFurの１次構造
を解析すると、耐性株固有の C78Y変異及び
P114S変異(変異型 Fur)が確認された。従って、
「Furのアミノ酸変異が sodB遺伝子の発現制
御機構を破綻させ、sodB発現誘導能が亢進し、
結果として、superoxide消去活性が亢進する
ことにより Mtz 耐性化を獲得しているので
はないか」と考えられたため、本研究課題で
は、「変異型 Furによる sodB発現亢進機序を
明確にし、これに伴うMtz耐性化を明らかと
する。」 
 
３．研究の方法 
変異型 FurによるMtz耐性化機序の解析；

(1) 変異型 Fur保持Mtz耐性株で、SodB活
性の比較を行い、また、Mtz曝露時の菌体内
superoxide蓄積量を、スピントラップ剤とし
て、テンポール及び CYPMPOを用いた
Electron Spin Resonance assay(ESR)により
菌体内活性酸素量を野生型Fur保持Mtz感受
性株と比較検討する。 
(2) Mtz感受性株に、sodB遺伝子を ligation
した H. pylori用発現 vectorである pHel 3 
vectorを transformationしたH. pylori菌株(H. 
pylori pHel 3::sodB)を構築し、SodB強発現に
よるMtz耐性獲得の有無について明確にす
る。 
(3) 変異型 Fur及び野生型 Furをそれぞれ
pET31(b)vectorを用いて recombinant Fur蛋
白質を構築し、Hisタグを用いて分離精製し

た後、各 Fur蛋白質の Fur-Boxへの結合能の
変化を Biacore2000分子間相互作用解析装置
により検討する。 
 
４．研究成果 
 変異型 Fur を保持する Mtz 耐性株では、
Mtz曝露時に SodB発現が転写レベル及び活
性レベルともに Mtz 容量依存的に亢進した。
それに伴って、菌体内 superoxideの蓄積が野
生型Fur保持Mtz感受性株に比べ有意に低下
し た ( 図 .1)(Antioxidant Redox Signal, 
14;15-23, 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (図 1. 野生型 Fur保持Mtz感受性株と変異
型 Fur保持耐性株を用いた ESR による Mtz
曝露時の菌体内 superoxideの蓄積. (左)スピ
ントラップ剤テンポールによる菌体内 ROS
蓄積. ○；野生型 Fur保持Mtz感受性株, ●, □, 
△; 変異型 Fur保持耐性株. (右)スピントラッ
プ剤CYPMPOを用いた菌体内 superoxideの
蓄積. Antioxidant Redox Signal., 14;15-23, 
2011より引用) 
 

H. pylori pHel 3::sodB株では、SodB活性が
亢進し、Mtz に対する MIC 値が 2 から 32 
μg/mLへ上昇し、SodB強発現と共にMtz耐
性化を示したため、SodB機能亢進が Mtz由
来 superoxide 消去を促進させ耐性化できる
ことが示された。次に、大腸菌にて発現・精
製した変異型及び野生型の各 recombinant 
Furを用いて、sodB promoter (Fur-Box)への
結合活性を Biacore2000 を用いて比較検討し
た結果、変異型 Fur は野生型 Fur に比べ
Fur-Box への結合活性が有意に低下(Kd 値の
有意に亢進)していることが明らかとなった。   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図2. Furのアミノ酸変異による sodB転写制
御機構破綻. 左; 変異型 Fur, 右; 野生型 Fur. 



Antioxidant Redox Signal., 14;15-23, 2011よ
り引用)  
以上のことから、変異型 Fur保持Mtz耐性
株では、転写制御因子 Fur にアミノ酸変異
(C78Y、P114S)が導入され、変異型 Furでは、
Fur-Boxへの結合活性が有意に低下し、SodB
の転写制御機構が正に破綻するため、SodB
の強発現が誘導される(図 . 2)(Antioxidant 
Redox Signal, 14;15-23, 2011)。その結果、Mtz
由来 superoxide 消去能が亢進し、Mtz 耐性
を獲得している事が示された。 
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