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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリがヒト口腔を経由し胃内へと定着する過程において、口腔内細菌よ
り影響を受けているかについて検討した。ピロリ菌はバイオフィルムなどの菌密集状態において、本菌の病原・定着因
子であるウレアーゼの発現が亢進していた。ピロリ菌は一部の口腔内細菌と強い共凝集性を示し、これら共凝集状態に
おいて、ウレアーゼの発現が有意に上昇していた。マウス感染モデルでの感染実験の結果、口腔内細菌と共凝集させた
ピロリ菌を感染させると初期定着数の上昇が認められた。以上よりピロリ菌感染を助長する口腔細菌が存在する可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori is one of the most common causes of bacterial infection in 
humans. H. pylori is transmitted via the oral cavity. The oral cavity is colonized by a variety of 
microorganisms. The aim of this study is to characterize the mutual interaction between H. pylori and 
oral bacteria in vitro. Some of oral bacteria such as Streptococcus mutans were strongly aggregated with 
H. pylori. In this aggregation state, the expression of urease, which is one of colonization factor of H. 
pylori, was higher than that in H. pylori single-culture. In addition, oral inoculation by the H. pylori 
and S. mutans co-culture exhibited an increased initial infection rate relative to that by the H. pylori 
single culture. Taken together, these results suggest that coexistence of oral bacteria such as S. mutans 
might enhance the colonization of H. pylori in the human gastrointestinal tract.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) Helicobacter pylori は急性および慢性胃炎
を惹起するとともに胃十二指腸潰瘍の再発
因子、さらに WHO の発癌評定基準 Group1
に認定されてきている。H. pylori は発見され
てから 28 年が経ち、それまでの胃・十二指
腸疾患の発症メカニズムに関する概念を覆
し、同疾患の病態解明のための新しい視点を
与えてきた。しかし全世界の約半数の人が感
染し、除菌しない限り一生持続感染する本細
菌がどのように胃粘膜に定着・感染するのか、
またどのような個体条件・環境だとヒト胃粘
膜に定着・感染しやすいのかについての詳細
は未だ解明されていない。 
(2) H. pylori は、胃に棲息する細菌であるこ
と、そして胃を含む消化管の入り口である口
腔と排出物である糞便において本菌が検出
され、この経路以外でヒト体内では本菌は検
出されないことから、感染経路は経口的であ
ると考えられている。H. pylori の感染でもっ
とも可能性の高い感染経路は家族内、特に母
から子への垂直感染である。追加して環境、
特に井戸水などの水を介した感染や、保育施
設・心身障害者施設などの集団内における水
平感染などが、感染様式として考えられてい
る。その一方で夫婦間での伝播に関してはそ
の可能性は低いという見解が得られている。
以上のことから、多くの H. pylori 感染は、小
児期に起こりやすいということが示唆され
る。実際 H. pylori の主要な感染時期は 5 歳ま
でという報告がなされている。 
(3) 口腔内は 600 種以上 1 兆個以上の細菌が
存在し、口腔フローラをなしている。H. pylori
の主要な感染時期である 5 歳という時期は、
口腔内において乳歯萌出、特に乳臼歯萌出が
起こり、口腔内の細菌叢（口腔フローラ）に
変化が起きる時期と重なる。これまで口腔内
には存在しなかったう蝕原因菌や歯周病原
因細菌が口腔内に定着、感染する時期である。
口腔フローラは家族間で似たものとなる場
合が多い。また集団生活においても、接触機
会が多い集団内で似た口腔フローラとなる。 
 
２．研究の目的 
口腔内細菌はデンタルプラークと呼ばれ

る菌塊（バイオフィルム）に代表されるよう
に非常に凝集しやすいという性質を持つ細
菌が多数存在している。口腔内細菌は唾液と
ともに絶えず胃内へと流入するものであり、
H. pylori が経口感染する際には、口腔内細菌
と凝集状態もしくはバイオフィルムに取り
込まれた状態となって、その状態を保ちなが
ら胃内に到達すると強く推測できる。以上よ
り家族間や集団生活におけるH. pylori感染に、
口腔フローラが影響を及ぼしている可能性
が十分に考えられる。本研究では「口腔内細
菌が及ぼすH. pylori感定着への影響の解析と
口腔内マーカーの探索」という新たな切り口
で、本菌感染の生態学、病態学の解明を目的
とした。 

 
３．研究の方法 
 (1) H. pylori 単独でのバイオフィルム・凝集
状態の性状の解析として、抗菌薬への抵抗性、
遺伝子発現の解析を行った。またバイオフィ
ルム状細菌における遺伝子発現調節のメカ
ニズム、特に定着因子に関する遺伝子発現の
動態とその制御についての解明を行った。 
(2) 口腔内細菌のH. pyloriへの影響について
は、H. pylori と共凝集性の高い口腔内細菌の
スクリーニングを行ない、強い共凝集状態下
でのH. pylori定着因子の発現に影響を与える
かについて検討を行った。  
(3) 健常者およびH. pylori感染者の唾液サン
プルより、細菌 DNA を抽出し、次世代シー
クエンサーを使用したメタゲノム解析で口
腔内フローラの解析を行ない、構成する細菌
について、H. pylori 感染者および非感染者の
間の相違を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）H. pylori バイオフィルム性状の解析：
細菌が形成するバイオフィルムの役割とし
ては宿主防御機構からの回避や抗菌物質か
らのエスケープなどがある①。さらにクオラ
ムセンシングや環境応答メカニズムを利用
して遺伝子発現を調整するという役割も持
っている。一方で H. pylori のバイオフィルム
形成においてこれらの報告はまだなされて
はいない。われわれはこれまで日本人胃・十
二指腸潰瘍患者由来の臨床分離である
TK1402 株が、in vitro 実験系において高いバ
イオフィルム形成能を所有していることを
明らかとしている②-④。そこで、高バイオフ
ィルム形成株である TK1402 を用いて in vitro
バイオフィルム形成が及ぼす抗菌薬抵抗性
への影響について検討を行った。抗菌薬は、
本邦除菌療法で使用される抗菌薬である、ク
ラリスロマイシン（CAM）、アモキシシリン
（AMPC）およびメトロニダゾール（MNZ）
を使用した。3 日培養にて成熟したバイオフ
ィルムをカバーガラス上に作成し、それぞれ
の抗菌薬を含む培地へと移し、24 時間抗菌薬
処理を行った。処理後、カバーガラス上のバ
イオフィルムを器械的に剥がし、生存細菌数
を培養にて確認した。対照として浮遊状細菌
にて同様の処理を行った。全ての抗菌薬処理
において、浮遊状細菌よりもバイオフィルム
状細菌で生存菌の数が多くなる結果となっ
た（図 1）。また最小殺菌濃度（MBC）の比
較でもCAMでは浮遊状細菌0.25g/mlに対し
てバイオフィルム状細菌では 1.0g/ml、
AMPC では 8g/ml に対して 64g/ml、MNZ
では 128g/ml に対して 256g/ml と全ての抗
菌薬に対してバイオフィルム状細菌で高く
なる結果となった。以上より H. pylori のバイ
オフィルム形成は、抗菌薬への抵抗性を亢進
させることが明らかとなった。次にバイオフ
ィルム形成が、CAM 耐性菌出現にどのよう
な影響を与えるかについて検討を行った。浮



遊状細菌を 1/2 MBC (0.125g/ml)や 1/4 MBC 
(0.063g/ml) 濃度の CAM で 5 回まで処理す
ると、約 30%で耐性菌が出現したのに対して、
バイオフィルム状細菌を 1/4 MBC 濃度
（0.25g/ml）の CAMで 5回まで処理すると、
約 80％のバイオフィルムにおいて CAM 耐性
菌が出現した。バイオフィルムを 1/2 MBC 
(0.5g/ml)や 1/8 MBC (0.125g/ml) 濃度の
CAM で処理した際には、耐性菌出現度は約
50%と減少したものの、やはり高頻度の耐性
菌出現頻度であった。次に本菌バイオフィル
ム形成特異的遺伝子発現の解析を行った。H. 
pylori の抗菌薬耐性に関わる efflux pump 遺伝
子として HP0605、HP0971、HP1327、HP1489
が報告されている。これら efflux pumps のバ
イオフィルム状細菌の遺伝子発現について、
浮遊状細菌との比較検討を行った。すべての
efflux pumps 遺伝子において、バイオフィル
ム状細菌は浮遊状細菌と比較して約 2~5 倍発
現量が上昇していることが明らかとなった。
またウレアーゼ特異的なプライマーでの
mRNA レベルおよびモノクローナル抗体を
用いた Western blotting の結果から、バイオフ
ィルムにおいてウレアーゼが約 3 倍程度高く
発現していることも明らかとなった。ウレア
ーゼの発現は、バイオフィルム状態だけでな
く、凝集状態においても同様に発現が亢進し
ていた。以上より本菌はバイオフィルムを形
成することで、抗菌薬への抵抗性を亢進し、
耐性菌出現頻度も上昇すること、そしてそれ
らはバイオフィルム細菌の特異的な遺伝子
発現制御によるものであることが明らかと
なった。また凝集を起こすことで、遺伝子発
現に影響があることを明らかとした。 
 
 

（２） 口腔内細菌が及ぼす H. pylori への影

響：口腔内細菌と H. pylori の共凝集性につい
て検討を行った。共凝集試験より齲蝕原因細
菌である Streptococcus mutans GS5 株は、H. 
pylori TK1402 株と Aggregation rate 96%と非
常に強い共凝集性を示した。さらに S. 
sanguinis ATCC 10556 株も Aggregation rate 
91%と強い共凝集性を示した。S. salivarius 
HT9R 株が 50%とやや強い凝集性を示した。
一方、S. mutans UA159 株や S. salivarius 
JCM5707株、S. gordonii Challis 株や S. sobrinus 
6715 株は 20%前後の Aggregation rate であっ
た。また口腔内 Actinomyces 属菌や Veillonella
属菌などの菌でも共凝集は起こさなかった。
従って、H. pylori との共凝集は一部の
Streptococcus 属菌が所有する特性の 1 つであ
ることが示唆された。これら凝集状態におけ
る H. pylori の発育の状態を調べるために、S. 
mutans GS5 株と H. pylori TK1402 株および S. 
sanguinis ATCC 10556株とH. pylori TK1402株
での共凝集状態におけるそれぞれの菌数を
培養法にて測定した。すると H. pylori は S. 
mutans GS5 株との共凝集状態においては 6 x 
109CFU レベルの菌数が、S. sanguinis ATCC 
10556 株との共凝集状態では 4 x 108CFU レベ
ルの菌数が確認でき、共培養中においても
H. pylori の発育には影響がないことが確認で
きた。なおその際の S. mutans GS5 株は 3 x 
109CFU、S. sanguinis ATCC 10556 株は 3 x 109 
CFU レベルの菌数であった。そこで H. pylori 
TK1402 株と S. mutans GS5 株との共凝集状態、
および TK1402 株単独の凝集状態で発育させ
た菌より Total RNA を採取し、H. pylori ウレ
アーゼの遺伝子発現を Real-time RT-PCR にて
確認した。S. mutans GS5 株との共凝集状態に
おけるウレアーゼの発現は、H. pylori TK1402
株単独凝集状態と比較して約 4 倍近くウレア
ーゼが発現していることが明らかとなった。
H. pylori の至適 pH は 6-8 であり、それ以外の
pH 下では生存することは不可能である。そ
こで本菌は胃内という強酸性下で生存する
ためには、自身の周辺を至適 pH にする必要
がある。必要となるのがウレアーゼである。
本菌はウレアーゼを産生し、それがヒトの胃
内において胃上皮細胞由来の尿素を利用し
てアンモニアを作りだす。アンモニアはアル
カリ性であり、胃酸を中和することで本菌の
周囲は中性に保たれる。結果として本菌は胃
内という強酸下において定着を可能として
いる。つまり S. mutans との共凝集状態におい
ては、ウレアーゼ発現が高く、その状態を保
ったまま胃内へと流入する可能性が考えら
れる。その結果、H. pylori の胃内環境への適
応力が上昇し、感染・定着を促進する可能性
が示唆された。そこで S. mutans との共凝集状
態を使用してマウスへの感染実験を行った。
H. pylori と S. mutans との共凝集状態を、マウ
ス H. pylori 感染実験モデルである C57/BL6
マウスへ投与し、H. pylori 単独培養とで初期
定着にどのような違いが認められるかにつ
いて検討を行った。H. pylori の菌数を 5x108



にそろえ、マウス胃内に投与した。感染 1 週
間後、マウスより胃を採取し、胃粘膜表層の
H. pylori を培養しその菌数を測定した。また
粘膜より抽出した DNA から H. pylori の菌数
の比較を Real-time PCR にて測定した。両者
ともに共凝集状態で投与した H. pylori で菌
数が 2-3 倍多く定着していた。以上の結果か
ら H. pylori の経口感染時、口腔を通過する際
に口腔内細菌と共凝集を起こしたり、口腔内
バイオフィルムに取り込まれたりする結果、
ウレアーゼの発現が亢進し、胃内定着性が高
まる可能性が示唆された。 
（３）次世代シークエンサーを用いたメタゲ
ノムによる口腔内細菌叢の比較：H. pylori 感
染者および非感染者の唾液サンプルより抽
出した DNA を用いて次世代シークエンサー
にてメタゲノム解析を実施した。得られたデ
ータは 16S Metagenomics Workflow により百
分率表示により菌種構成として評価した。細
菌叢全体のうち目レベルにおいてH. pylori感
染者唾液では Streptococcus 属が属する
Lactobacillales が最優勢であるのに対して非
感染者では Neisseriales や Pasteurellales が最
優 勢 と 違 い が 認 め ら れ た 。 ま た
Streptococcaceae および Streptococcus 属が占
める割合は、H. pylori 感染者唾液では 32.2%
に対して非感染者では 24.2%、Streptococcus
属は 18.1% に対して 14.1% と感染者で
Streptococcaceae および Streptococcus 属の占
める割合が高かった。 
 （結論）以上の結果より口腔内 Streptococcus
属細菌は胃内へのH. pyloriの定着性を高める
可能性が示唆された。その一方で、われわれ
は口腔内歯周病原因細菌が、H. pylori の殺菌
作用を及ぼす物質を産生することを明らか
としている。口腔は外界より食物・飲料とい
った外界物を摂取するための開口部であり、
細菌学的にも消化管に匹敵するような多種
類の常在細菌が棲息している。口腔内には
H. pylori の感染に手助けをするような細菌が
存在する一方で、H. pylori を排除しようとす
る細菌が存在しており、細菌間における相互
作用が複雑に入り交じった環境であること
が明らかとなった。本研究より口腔内細菌叢
とその性状を知ることで、H. pylori の感染リ
スクを知ることが出来る可能性を見いだせ
ると考えている。また本研究では H. pylori と
口腔内細菌との相互関係に着目しているも
のの、多くの感染症、特に食中毒を引き起こ
す細菌などは、口腔は感染症起因菌の入り口
とし役割している。口腔を通過する際には必
ず口腔内細菌と出会っていることからも、こ
れらの細菌間でも何かの相互作用があり得
る。最終的に口腔内細菌を用いた新たなマー
カーの検出やテーラーメイド診断への応用、
また感染予防方法の開発などに繋がる可能
性が期待される。 
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