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研究成果の概要（和文）：Helicobacter pyloriはAcanthamoeba castellaniiの体内では、培養７時間までその生存性
を確認したが、培養24時間後では検出できなかった。アメーバ共培養系内では、培養２４時間後においても細菌単独培
養系と比較してH. pyloriの生存性が向上した。共培養系内のH. pyloriの形態を観察した結果、単独培養系においては
ほとんどの菌体が球状化したが、共培養系においては螺旋状の菌体が確認された。共培養時と単独培養時にてのH. pyl
oriの発現遺伝子に差が見られた。以上より本菌がA. castellaniiを利用して環境中に生存している可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Viable H. pylori was detected in A. castellanii until 7 hours after infection, 
but 24 hours or later, no colonies were detected. In whole co-culture with amoeba, viable H. pylori was 
detected even at 24 hours after infection. Morphological analysis revealed that almost all bacteria 
formed coccoid in single-culture of H. pylori. However spiral-formed bacteria remained in co-culture with 
A. castellanii. Transcriptome analysis showed that there was significant difference in gene expressions 
between single-culture and co-culture, implying that H. pylori took advantage of A. castellanii to 
survive in environment.

研究分野：微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 （１）十二指腸潰瘍の起因菌であると同時に胃
癌のリスクファクターとされている Helicobacter 
pylori は、水系環境への分布が指摘されている
がその生存様式などの詳細は明らかにされてい
ない。 
 
 （２）自由生活性アメーバなどの原生動物は土
壌・水系環境に普遍的に分布し、通常は細菌を
捕食している。 
 
 （３）一部の細菌は原生動物の消化殺菌機構
に抵抗性を示す。これらの細菌は原生動物を自
身の生存に利用していることが報告されている。
H. pyloriも同様に原生動物を利用して環境に分
布している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 H. pyloriが環境に分布するために原生動物を
利用していることを証明し、本菌の環境への分
布について検討を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）使用細菌株・原生動物株 
使用細菌には胃・十二指腸潰瘍患者由来臨床
分離株 H. pylori TK1402 株と H. pylori 
ATCC43504 株を用いた 。原生動物には
Acanthamoeba castellanii Neff 株を用いた。H. 
pyloriは 7%馬血清加Brucella 寒天培地を用い
て微好気条件、37℃にて継代培養を行った。実
験開始時の前培養は 7%馬血清加 Brucella 液
体培地を用いて微好気条件下、37℃にて 1 晩
行 い 、 得 ら れ た 培 養 液 は 最 終 濃 度 が
OD600=0.8 となるよう PBS(Phosphate buffered 
saline：リン酸緩衝液)によって遠心洗浄して調整
し、菌液として使用した。A. castellanii Neff株は
PYG(Peptone Yeast extract Glucose)液体培地を
用いて好気条件、30℃にて 2 日間行った。PYG
液体培地でアメーバ培養液を約 10 倍に希釈し、
6穴プレートウェルのウェルに各 2mlずつ加えた。
好気条件、30℃にてコンフルエントになるまで 2
－3日間培養した。 
 
（２）共培養系 
 A. castellaniiを培養した 6穴マイクロプレートウ
ェルから、PYG 液体培地を除去し、PBS にて洗
浄した。この 6穴マイクロプレートウェルに、前培
養した H. pylori 菌液を PBS にて遠心洗浄後、
PBS に再浮遊させたものを添加した（共培養系）。
また、菌液添加後、プレート遠心機にて
1500rpm（250G、5分）で遠心し、A. castellaniiに
吸着させた。対照のH. pylori単独培養系は、空
の 6穴マイクロプレートウェルにH. pyloriの終濃
度が共培養系と同じになるよう菌液を PBS で希
釈し添加した。いずれの培養系も容量 2ml とな
るようにした。 
 
（３）A. castellanii内における H. pyloriの培養法
による検出 
 培養法による A. castellanii内 H. pyloriの検出

には平板希釈培養法を用いた。前項目の方法と
同様に培養を実施し、ゲンタマイシン処理、PBS
洗浄後、径 0.3mm ガラスビーズを加えてマルチ
ビーズショッカーで 1500rpm震盪破砕 60秒間、
クールダウン 10 秒間を３セット行い、A. 
castellaniiを破壊し、細胞内のH. pyloriを取り出
しサンプル液とした。サンプル液を適宜希釈して
7%馬血清加 Brucella 寒天培地に塗布し、微好
気条件、37℃にて培養した。サンプル塗布から
５日後に形成されたコロニーをカウントし、サンプ
ル中の菌数（CFU（Colony Forming Unit）/ml）を
算出した。 
 
（４）共培養系内におけるH. pyloriの培養法によ
る検出 
共培養系内全体における H. pyloriの検出は共
培養系を開始した後、微好気条件下に６穴マイ
クロプレートを静置し、３時間の接触時間を設け、
各培養時間後に A. castellaniiをガラスビーズに
よって破壊したサンプル液を回収した。サンプル
液の菌数の算定は、前述の方法と同様に実施し
た。 
 
（５）電子顕微鏡による共培養時の A. castellanii
および H. pyloriの形態観察 
SEM（Scanning Electoron Microscope：走査型電
子顕微鏡）による H. pyloriの形態観察のための
サンプル調整は、グルタールアルデヒドを 2.5%
となるように加えて、18 時間以上固定を行い、
1%四酸化オスミウムによる後固定、エタノールに
よる脱水の後、ブチルアルコールの凍結乾燥に
よって乾燥を行い、標本を作製した。 
 
（６）トランスクリプトーム解析 
各共培養系あるいは単独培養系の培養開始 24
時間後サンプルは、A. castellanii 由来の RNA
の混入を除くため、Percoll試薬 45％を用いた密
度勾配遠心（4℃、3500g で 15分間）を行い、H. 
pyloriを収集した。総RNAを抽出した後、rRNA
除去キットを用いて全ての rRNA を除去した。さ
らに、この RNA をフラグメント化した後 cDNA を
合成し、トランスクリプトームライブラリの作製を行
った。本サンプルをエマージョン PCRによってテ
ンプレート作製を行い次世代シークエンサーを
用いて、シークエンスを解析した。データ解析に
は Genomics workbench（CLC 社、デンマーク、
Aarhus）を用いた。A. castellanii 由来の核酸を
参照配列にマッピングして解析から排除した後、
H. pylori由来の核酸について de novo アッセン
ブリを行って contig を作製した。作製 contig を
Uniprot (www.uniprot.org)にて H. pylori F30
株と A. castellanii における既知のタンパク情報
を元にBLASTサーチを行い、各 contigがコード
する mRNA について特定した。Baggerley の方
法により各遺伝子発現差を解析した。 
各 遺 伝 子 の 機 能 解 析 は WebMGA 
(www.weizhong-lab.ucsd.edu/metageno 
mic-analysis/) に よ る COG （ Clusters of 
Orthologous Groups of proteins）解析または
Uniprot検索により得られた情報に基づいて行っ



た。 
 
４．研究成果 
（１）１．H. pyloriのA. castellanii体内における生
存性の解析 
A. castellanii体内のH. pyloriの生存性を検討し
たところ、培養開始後７時間までのサンプルから
H. pyloriのコロニーの発育を認め、H. pyloriが
A. castellanii体内にて生存していることが明らか
となった。しかしながら培養開始７時間後のサン
プルは H. pyloriの生菌数が 104.73±0.30CFU/ml と、
培養開始 5 時間後のサンプルの生菌数
106.12±0.01CFU/ml と比較してその生菌数は有意
に減少していた。培養開始から 24 時間以降の
本菌のコロニーの発育は認められず、H. pylori
の生存性の確認はできなかった。 
 
（２）H. pyloriの A. castellanii体外における生存
性 
 A. castellaniiの体内のみならず、A. castellanii
体外を含めた共培養系内全体での H. pyloriの
生存性の検討を行ったところ、対照である H. 
pylori の単独培養では、TK1402 株で培養開
始 24 時間後に 104.23±0.14CFU/ml、ATCC43504
株では検出限界以下(500CFU/ml)となり、菌数
が大きく減少した。一方、H. pylori  を A. 
castellanii と共培養した際、TK1402 株は 培養
開始 3 時間後の菌数（108.58±0.31CFU/ml）と比較
してその菌数は減少したものの、培養開始 24時
間後に 106.13±0.30CFU/ml で検出された。また、
ATCC43504 株を用いた場合は培養開始 24 時
間後に 105.68±0.22CFU/ml で検出された。両菌株
とも単独培養と比較して A. castellanii との共培
養における共培養で H. pylori の有意に高い菌
数が確認された（P＜0.01）。以上のことから、A. 
castellanii 体外では H. pylori の生存性が向上
することが確認された。 
 
（３）．H. pyloriの A. castellanii共培養系におけ
る形態変化 
 H. pylori と A. castellanii との共培養において
SEM を用いて H. pylori の形態観察を行った。
H. pyloriを単独で培養した場合、培養開始直後
はほぼ全ての菌体がらせん状の形態を呈してい
たが、培養開始 24 時間後にはほぼ全ての菌体
が球状化していた(図１A)。一方でH. pylori と A. 
castellanii との共培養においては H. pyloriのら
せん状菌が培養開始 24時間後に残存していた
(図１B)。 
 

図１ 単独培養系および共培養系内における
H.pyloriの形態 
 

 
（４）H. pyloriのA. castellanii共培養系内におけ
るトランスクリプトーム解析 
H. pylori と A.castellanii共培養系、H. pylori単
独培養で比較した結果、286の遺伝子が共培養
系で強発現しており、157 本の遺伝子が単培養
系で強発現していた。これらの遺伝子の機能的
な解析を行ったとこ ろ、共培養系においては
「翻訳・リボソーム構造および生合成」に関わる
遺伝子が 34遺伝子と最も多く発現増強し、次い
で「エネルギーの産生と変換」に関わる遺伝子
が多く発現増強していた。 
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