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研究成果の概要（和文）：（１）胆汁耐性ヘリコバクター属菌ビリス菌およびヘパティクス菌に対する特異的な新規モ
ノクローナル抗体をそれぞれ４種類および２種類作製しました。エピトープ解析のために、免疫に用いたビリス菌の全
ゲノム解析をおこないました。
（２）ハムスターの胆道上皮細胞の分離・培養法を樹立しました。ハムスター胆道上皮分離培養細胞に、ビリス菌ある
いはヘパティクス菌を各々感染させた後、DNAマイクロアレイ解析を行い、感染細胞に誘導される遺伝子群を網羅的に
探索しました。
（３）５週齢雌ハムスターおよび６週齢マウスを用いたビリス菌・ヘパティクス菌の胆汁耐性ヘリコバクター属菌感染
モデルを作製しました。

研究成果の概要（英文）：(1) We developed four or two monoclonal antibodies against Gram-negative 
enterohepatic Helicobacters, Helicobacter bilis or Helicobacter hepaticus, respectively. The Helicobacter 
hepaticus genome has been sequenced. For the epitope analysis the Helicobacter bilis genome was 
sequenced.
(2) We developed in vitro isolation and culture method of hamster bile duct epithelial cells. We 
performed a comprehensive analysis of upregulated or downregulated gene sets in these cells infected with 
Helicobacter bilis or Helicobacter hepaticus using DNA microarray.
(3) We developed two Helicobacter bilis or Helicobacter hepaticus infection models against hamster 
(5-week-old, female) and mouse (6-week-old, female).

研究分野： 肝胆膵外科学

キーワード： 胆道発がん　胆汁耐性ヘリコバクター属菌　ビリス菌　ヘパティクス菌　モノクローナル抗体

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヘリコバクター・ピロリ（以下、ピロリ菌）
が胃発癌に強く関与していることは疫学的
調査ならびにスナネズミを用いた実験で明
らかになっています。その後、胃粘膜障害に
関与する IL-8 過剰産生の責任遺伝子として
cag 病原性アイランド（cagPAI）が、またピ
ロリ菌が産生する細胞空胞化蛋白毒素 Vac A
が同定され、現在ではピロリ菌は胃発癌の危
険因子として広く認識されるようになりま
した。さらに 2000 年にはピロリ菌に対する
除菌療法が保険適応になるなど、ピロリ菌の
研究は胃癌を含む胃・十二指腸疾患の治療に
革新的な進歩をもたらしました。 
 一方、胆汁中でも生育可能な胆汁耐性ヘリ
コバクター属菌として 1994 年にヘリコバク
ター・ビリス（以下、ビリス菌）が、1995 年
にはヘリコバクター・ヘパティクス（以下、
ヘパティクス菌）がマウスより分離されまし
た。これらのヘリコバクター属菌はヒトにお
ける炎症性腸疾患や炎症性肝疾患、さらには
胆道発癌に関与することが示唆されていま
す。申請者は世界に先駆けて、胆道癌ならび
に胆道癌の高危険群である肝内結石症とヘ
リコバクター属菌感染との関連性を検討し、
これらの疾患の胆汁および胆道組織から高
頻度に胆汁耐性ヘリコバクター属菌DNAが検
出されることを報告しています。また、胆道
癌の高危険群である膵胆管合流異常症では
ビリス菌陽性率（59%）が合流異常のない症
例（陽性率 29%）に比して有意に高率である
ことを示しています。さらに、膵胆管合流異
常症例では乳幼児期からビリス菌陽性例が
高率にみられ、小児期からのビリス菌の持続
的な胆道感染が胆道発癌に関与している可
能性を示しています。これら一連の臨床研究
の結果から、申請者は、胆汁耐性ヘリコバク
ター属菌感染は胆道発癌に強く関与してい
ると推察しています。 
 申請者はこれまでに様々な胆道発癌動物
モデルを確立するとともに、胆道癌の発生機
序の解明ならびにハムスターモデルを用い
た胆道発癌予防実験を積み重ねてきました。
同時に、正常胆管上皮細胞の分離培養技術も
確立しています。 
 胆道癌は代表的な消化器癌のひとつであ
り、わが国における死亡者数は増加の一途を
たどっています。積極的な外科切除や放射線
化学療法による集学的治療が試みられてい
ますが治療成績は悪く、極めて予後不良の疾
患です。従って、これまでにない有効な治療
戦略が求められています。その新たな戦略と
して申請者は、胆汁耐性ヘリコバクター属菌
の感染スクリーニング、さらに感染者に対す
る除菌による胆道癌の発癌予防の可能性に
着目しています。 
 
２．研究の目的 
胆汁中でも生育可能な胆汁耐性ヘリコバクタ
ー属菌感染と胆道発癌との関連が注目されて

います。 本研究では、胆汁耐性ヘリコバクタ
ー属菌に対するモノクローナル抗体を作成す
ることで感染のスクリーニングシステムを確
立します。さらに同菌の胆道上皮細胞に対す
る病原性ならびに病原性の発現機序を解明し、
除菌による胆道癌の発癌予防法を構築するこ
とを目的としています。 
 
３．研究の方法 
（１）ビリス菌およびヘパティクス菌に対す
る特異的モノクローナル抗体を作成します。
作成したモノクローナル抗体については、そ
のエピトープを質量解析法により同定します。
これらの抗体を用いてヒト良・悪性胆道疾患
症例の切除標本に免疫組織化学染色を行い、
胆汁耐性ヘリコバクター属菌胆道感染診断に
おけるモノクローナル抗体の有用性と疾患別
の感染率を検証します。さらにサンドイッチ
酵素結合免疫吸着法に適した条件を検討し、
迅速な感染スクリーニングシステムを構築し
ます。 
（２）ハムスターから正常胆道上皮細胞を分
離培養し、胆汁耐性ヘリコバクター属菌を接
種する。感染後に誘導される遺伝子群を DNA
マイクロアレイ解析により網羅的に検索する。
同時に、ピロリ菌接種で誘導されることが判
明している病原性 CagA タンパク質、活性化誘
導 型 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ (AID) 、
PAR1b/MARK2 
(partitioning-defective1b/microtubule 
affinity-regulating kinase2) キナーゼ系
の検討を行います。 
（３）併行して、胆汁耐性ヘリコバクター属
菌の胆道感染ハムスターモデルを確立し、in 
vivoにおける病原性ならびに病原性の発現機
序を解明します。 
（４）胆道感染動物モデルを用いて除菌療法
とその効果について検討します。 
 
４．研究成果 
（１）モノクローナル抗体の作製：臨床患者
において胆汁耐性ヘリコバクター属菌感染
の簡単な検出方法を確立するために、ホルマ
リン固定後のビリス菌およびヘパティクス
菌をマウスに免疫し、ビリス菌およびヘパテ
ィクス菌に対する特異的な新規モノクロー
ナル抗体をそれぞれ４種類および２種類作
製しました。ビリス菌の全ゲノム解析の詳細
が報告されていないため、モノクローナル抗
体のエピトープ解析のために、免疫に用いた
ビリス菌の全ゲノム解析をおこないました。 
（２）ハムスターの胆道上皮細胞の分離・培
養法を樹立しました。ハムスター胆道上皮分
離培養細胞に、ビリス菌あるいはヘパティク
ス菌を各々感染させた後、DNAマイクロアレ
イ解析を行い、感染細胞に誘導される遺伝子
群を網羅的に探索しました。 
（３）５週齢、雌ハムスターを用いた胆汁耐
性ヘリコバクター属菌胆道感染ハムスター
モデルの作製法を確立しました。 



（４）治療実験が単純・簡便になるように６
週齢マウスを用いたビリス菌・ヘパティクス
菌の胆汁耐性ヘリコバクター属菌感染モデ
ルを作製しました。２種類のビリス菌
（ATCC51630 および 43879）、１種類のヘパ
ティクス菌（ATCC51448）およびコントロー
ル群（PBS 投与群）の４群を持ちいて、菌接
種４週、８週、１６週後に解析をおこないま
した。１６週後の解析では、１種類のビリス
菌（ATCC43879）で接種した３個体すべてに
おいて便培養および便 PCR によって菌の感
染を認めました。一方、肝臓を用いた培養で
は３個体中１匹に感染を認めたのみでした。
他の菌体および個体では菌感染を認めませ
んでした。ビリス菌（ATCC43879）がマウス
においては最もよい感染モデルになること
を見出しました。なお、本研究は島根大学の
動物実験専門委員会に実験申請を行い、許可
を受けた上で施行しました。 
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