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研究成果の概要（和文）：Helicobacter pylori はグラム陰性微好気性の桿菌であり、胃疾患の原因菌として知
られている。H. pyloriは、主として乳幼児期に口腔を介して感染が成立すると考えられている。本研究では、
48株のH. pyloriの全ゲノムをもとに設計したプライマーを用いて、H. pyloriを検出するための新たなPCR法を
構築した。そのPCR法を用いることにより、131症例の小児患者から採取した歯髄検体において、38.9%の割合で
H. pyloriが存在することが明らかになった。また、H. pyloriはヒト由来の歯髄線維芽細胞に対する付着能を有
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori, a Gram-negative microaerophilic bacteria, is known to 
be a major pathogen related to gastric diseases. The oral cavity is considered to be the source of 
H. pylori infection, which is mainly acquired in early childhood. In the present study, a novel PCR 
system for H. pylori detection was constructed using primer sets designed from the complete genome 
information of 48 H. pylori strains. The bacteria were identified in 38.9% of 131 inflamed pulp 
specimens obtained from children using the PCR system. In addition, H. pylori strains showed 
adhesion to human dental fibroblast cells.

研究分野：歯学

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ菌　ゲノム　PCR 法　nested PCR 法　ureA　歯髄サンプル　唾液サンプル　歯
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１．研究開始当初の背景 
 Helicobacter pylori はグラム陰性微好
気性の桿菌であり、胃炎や胃潰瘍、胃癌な
どの原因菌として知られている。H. pylori
の感染経路の詳細は未だ不明であるが、そ
の多くが小児期に口腔を介して感染が成立
すると考えられている。胃組織に対する H. 
pylori の検出方法としては、尿素呼気試験、
迅速ウレアーゼ試験、便中抗原検査、血清
学的検査法および培養法などが用いられて
いる。これまでに、消化器領域の研究者に
より、胃生検組織から分離された H. pylori
を用いた研究が進められている。 
 口腔サンプルからの検出には PCR 法を応
用した分子生物学的手法が広く応用されて
いる。主に歯科領域の研究において、唾液
やデンタルプラークサンプルから H. 
pyloriの細菌DNAが検出されることが示さ
れている。一方で、乳歯の感染根管より H. 
pylori が分離されることが明らかになっ
たことから、小児期の歯髄に至る重度の齲
蝕病変の存在が H. pylori の感染成立に関
わっている可能性が考えられた。 
 これまでに報告されている H. pylori の
検出のためのPCR系では、16S rRNAやvacA、
cagA、glmM（ureC）、ureA 等が標的遺伝子
とされてきた。一方で、これらの検出系を
用いた研究では、口腔における H. pylori
の検出率は 0%から 100％とかなりのばらつ
きがあり、実際の存在頻度に対するコンセ
ンサスが得られるに至っていない。このよ
うに、既存の方法では口腔内における正確
な検出率を評価することは困難であり、H. 
pylori の感染源や感染経路の特定に関す
る研究の進展における妨げとなっている。 
 H. pylori 遺伝子の全塩基配列は、1997
年になって初めて 26695 株[American Type 
Culture Collection (ATCC) 700392 株]で
報告された。それ以降、分子生物学的研究
は急速に発展し、現時点では約 50 株の全塩
基配列がデータベース上で公開されている。
しかしながら、これらの豊富なゲノムデー
タに着目し、多くの菌株に共通した遺伝子
配列を抽出することにより H. pylori を正
確に検出することのできる分子生物学的手
法の確立はなされていなかった。 
 本研究では、これまでに全塩基配列が特
定されている H. pylori 48 株で共通する塩
基配列を見い出し、口腔サンプルから H. 
pylori を検出するゴールドスタンダード
となるような分子生物学的手法の構築を企
画立案することにした。また、若年者の口
腔サンプルにおいて、特に重度の齲蝕病変
部が H. pylori の感染成立に関与している
という仮説を立て、不可逆性歯髄炎および
根尖性歯髄炎症例から採取した歯髄サンプ
ルにおける検出を試みるという考えに至っ
た。さらに、根管内への H. pylori 定着メ
カニズムの一端を明らかにするために、歯
髄線維芽細胞への臨床分離株における付着

能の分析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
(1)歯髄サンプルを用いた高い感度かつ高 
い特異度を有するH. pylori検出系を構
築する。 
(2)(1)の方法により、小児歯髄サンプルに
おけるH. pyloriの検出頻度を特定する。 
(3)H. pylori 株の歯髄線維芽細胞への付着 
能の分析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)供試菌と培養条件 
 H. pylori 株として、26695 株、ATCC 51932 
株、J99（ATCC 700824）株、ATCC 43504 株
および CPY 2052 株を用いた。また、
Helicobacter pullorum ATCC 51802 株
Helicobacter felis ATCC 49179 株も使用
した。各株は血液寒天培地に播種し、微好
気環境下にて 37℃で 3 日間静置培養した。
その後、培地上のコロニーを Tryptic Soy 
Broth にて、微好気環境下で 37℃で 3〜5
日間振盪培養した。 
 
(2)H. pylori 検出のための PCR 法の確立 
 H. pylori 48 株の全塩基配列を GenBank 
データベース（http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/genbank/）上で検索した。続いて 16S 
rRNA および vacA、cagA、glmM （ureC）、
ureA 遺伝子の多重配列の解析を、日本 DNA 
データバンク（DNA Data Bank of Japan; 
DDBJ）の CLUSTALW (http://www.clustalw. 
ddbj.hig.ac.jp）を用いて行った。48 株全
てにおいて 20 塩基以上連続した共通配列
を抽出し、H. pylori 検出のためのプライ
マーの候補となる 5 種のプライマー
（ureA-aF/aR、ureA-aF/bR、ureA-bF/aR、
ureA-bF/bR、ureA-cF/cR）を設計した。そ
の後、H. pylori から抽出したゲノム DNA
もしくは歯髄サンプルより抽出した細菌
DNA を鋳型とした PCR 法により、それぞれ
の遺伝子を増幅した。 
 各プライマーにおける H. pylori 検出の
特異度の評価は、全ての H. pylori 株およ
び H. pullorum ATCC 51802 株、H. felis 
49179 株のそれぞれから抽出したゲノム
DNA を用いて行った。また、感度の評価は、
1.0×105 colony forming units （CFU）/mL 
に調整した H. pylori J99 株から抽出した
ゲノムDNAを 10倍連続希釈したものをPCR
法に用いることにより検討した。 
 
(3)H. pylori 検出のための Nested PCR 法 
 の確立 
 H. pylori 検出系の検出感度をさらに上
げるため、H. pylori 検出のための Nested 
PCR 法を確立した。1 度目の PCR（Single 
PCR）ではプライマーureA-aF と ureA-bR を
用いて行い、2度目の PCR（Nested PCR）で
は１度目の PCR による増幅産物を鋳型とし



て、1 度目のプライマーの配列の内側に位
置するプライマーである ureA-bF と
ureA-aR を用いて行った。 
 
(4)口腔サンプルからの H. pylori の検出 
 本研究は、大阪大学大学院歯学研究科倫
理委員会の承認のもと、保護者の同意を得
た上で、不可逆性歯髄炎および根尖性歯周
炎サンプルおよび唾液サンプルを採取した。
不可逆性歯髄炎および根尖性歯周炎サンプ
ルは 2013 年 2月から 2016 年 2月までの期
間に大阪大学歯学部附属病院小児歯科を受
診し、重度齲蝕（114 症例）または外傷（17
症例）が原因となって不可逆性歯髄炎また
は根尖性歯周炎に陥り、根管治療を受けた
94 名（1〜19 歳）の患者から 131 サンプル
を採取した。そのうち 101 サンプルは乳歯
から、30 サンプルは永久歯から採取した。
また全サンプル中には、同一患者において
異なる歯の根管より採取したサンプルを含
み（18 名、55 歯）、それぞれ異なるサンプ
ル番号を付与した。 
 131 サンプル中 20 サンプルに関しては、
異なる来院日に同一歯よりさらにサンプル
採取を行った。20 サンプルは全て歯肉膿瘍
の形成を伴う感染根管より採取した。まず、
感染根管治療開始時に、排膿のため根管開
放した際に 1度目のサンプル採取を行った。
次に、2度目の根管治療のための来院時に 2
度目のサンプル採取を行った（20 症例）。1
度目と 2度目に採取されたそれぞれのサン
プルから H. pylori の検出を試み、それら
の検出率を比較した。 
 不可逆性歯髄炎および根尖性歯周炎サン
プルは、滅菌インスツルメントを用いて採
取し、滅菌生理食塩水の入ったプラスチッ
ク管に保存した。唾液サンプルは、水で含
嗽を行った後、滅菌プラスチック管に採取
した。両サンプルは採取後氷上で保管した
後、分析に使用した。前述の方法を用いて
各サンプルから細菌 DNA を抽出し、本研究
で作製した H. pylori 検出のための新規
PCR 法を用いて H. pylori の検出を行った。 
 
(5)歯髄線維芽細胞への H. pylori の付着 
 能の分析 
 歯髄線維芽細胞は大阪大学大学院歯学研
究科倫理委員会承認後、大阪大学歯学部附
属病院にて矯正治療上の理由で便宜抜髄と
なった下顎左側乳犬歯から保護者の同意を
得て採取した。この歯髄線維芽細胞を培養
後 1.0×105に調整し、1.0×106 CFU に調整
した H. pylori 26695株、J99株、ATCC 51932
株をそれぞれ感染させた。1.5 時間培養後
メディウムを取り除き、感染した細胞を 
PBS にて洗浄し滅菌蒸留水を加え細胞を破
砕させた。続いて、段階希釈した細胞溶解
液を血液寒天培地に播種し、微好気的環境
下で 37℃、3日間静置培養し、歯髄線維芽
細胞への H. pylori 付着菌数を算出した。 

 
４．研究成果 
(1)新規 H. pylori 検出プライマーの作製 
 全ゲノムが決定している H. pylori 48
株における遺伝子の多重配列分析により、
20 塩基以上共通した配列は vacA および
cagAでは1か所も認められなかったが、16S 
rRNA および glmM では 1 か所認められた。
一方で、ureA では 20 塩基以上共通した配
列を 6か所認めたため、これらの共通配列
を利用し、約 300〜500bp の PCR の増幅産
物が得られる 5 種類のプライマー
（ureA-aF/aR, ureA-aF/bR, ureA-bF/aR, 
ureA-bF/bR, ureA-cF/cR）を作製した。5
種類のプライマーを用いて PCR を行い、得
られた遺伝子断片のシークエンスを行った
ところ、全ての H. pylori 株から得られた
遺伝子断片において ureA 遺伝子断片に相
当する遺伝子の増幅を認めた。一方、H. 
pullorum ATCC 51802 株および H. felis 
ATCC 49179 株においてはそのような遺伝子
の増幅は認めなかった。以上のことから、
これら 5 種類のプライマー全てが H. 
pylori 検出のために十分な特異度を有す
ることが示された。さらに、全てのプライ
マーにおいて約 1〜10 CFU という高い検出
感度を示した。本研究では、作製したプラ
イマーのうち ureA-aF/ureA-aR プライマー
を Single PCR 法として用いることとした。 
 
(2)新規 H. pylori 検出プライマーの感度 
および特異度の検討 
 培養した H. pylori J99 株から抽出した
ゲノム DNA を鋳型とした場合、 Single PCR 
および Nested PCR ともに約 1〜10 CFU の
検出感度を示した。しかし、連続希釈した
既知の細菌数の H. pylori を根尖性歯周炎
サンプルに加えた上で抽出した細菌 DNA を
鋳型とした場合には、Single PCR における
検出感度は 102〜103 CFU に低下した。一方
で、Nested PCR においては検出感度は 1
〜10 CFU に維持された。他の根尖性歯周炎
サンプルを用いて分析を行った場合にも、
Single PCR および Nested PCR ともに同様
の結果となった。さらに、連続希釈した既
知の細菌数の H. pylori を非感染歯髄サン
プルに加えた上で抽出した細菌 DNA を鋳型
とした場合、Single PCR および Nested PCR
ともに約 1〜10 CFU の検出感度を示した。
しかし、Single PCR で認められたバンドは、
培養したゲノム DNA を鋳型とした Single 
PCR で認められたものよりも薄いことが確
認された。他の非感染歯髄サンプルを用い
て分析を行った場合にも、Single PCR およ
び Nested PCR ともに同様の結果となった。 
 
(3)口腔サンプルからの H. pylori の検出 
 不可逆性歯髄炎および根尖性歯周炎サン
プルについて、Single PCR を用いた場合に
は、131 サンプル中 4 サンプルより H. 



pylori が検出され（3.1%）、これらのサン
プル中には 102〜103 CFU 以上の H. pylori
が存在することが示された。一方で、Nested 
PCRでは51サンプル（38.9%）よりH. pylori
が検出され、これらのサンプル中には 1〜
10 CFU 以上の H. pylori が存在すること
が示唆された。Nested PCR において得られ
た H. pylori の検出率は、Single PCR にお
ける検出率と比較して有意に高い値を示し
た。さらに、複数歯よりサンプルを採取し
た患者のうち、全ての歯より H. pylori が
検出された患者は認められなかった。一方、
唾液サンプルについて Nested PCR を用い
て分析を行った結果、1 サンプルのみ H. 
pylori に陽性反応を示した（2.5％）。 
 同一歯より2度サンプル採取した20サン
プルでは、1度目のサンプル採取において 8
サンプルより H. pylori が検出され、その
うち 7サンプルでは 2度目のサンプル採取
においても H. pylori が検出された。一方
で、1 度目のサンプル採取において H. 
pylori が検出されなかった 12 サンプルの
うち、1 サンプルからのみ 2 度目のサンプ
ル採取にて H. pylori が検出された。1 度
目のサンプル採取にて H. pylori が検出さ
れたサンプルは、1 度目のサンプル採取に
おいて H. pylori が検出されなかったサン
プルと比較して、2 度目のサンプル採取に
おける H. pylori の検出率は有意に高い値
を示した。 
 齲蝕が原因で根管治療を行ったサンプル
と外傷が原因で根管治療を行ったサンプル
の間での H. pylori の検出率を比較したと
ころ、両者間に有意差は認めなかった。ま
た、乳歯の由来サンプルと永久歯の由来サ
ンプルの間においても H. pylori の検出率
に有意差を認めなかったものの、乳歯の由
来サンプルにおいて高い傾向を認めた。 
 
(4)歯髄線維芽細胞へのH. pylori付着能の
検討 
 3 種の H. pylori 株において歯髄線維芽
細胞へ約 3.0〜9.0×103 CFU 程度の菌付着
が認められた。 
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