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研究成果の概要（和文）：全ゲノムシークエンス法（Whole-genome Sequencing）を用いて、単一塩基変異に加
え、遺伝子欠失や増幅、逆位、転座などのあらゆるゲノム変化を俯瞰することにより、バクテリアゲノムの潜在
的な病原因子を理解する研究手法が試みられつつある。全ゲノムの解読は困難であったが、シークエンス技術の
急速な進歩により、2日間で80億塩基の解読が現在可能である。このゲノム解読技術を活用し、クラリスロマイ
シン耐性ヘリコバクターピロリ菌ゲノムを明らかにし、薬剤耐性を担う潜在的なゲノム変化を解明する。ゲノム
エビデンスにもとづき、全員除菌時代でのより適正な治療法を開発し、海外を含めた医療現場で活用する。

研究成果の概要（英文）：Clarithromycin (CLR) is the key drug in eradication therapy of Helicobacter 
pylori (H. pylori) infection, and widespread use of CLR has led to an increase in primary 
CLR-resistant H. pylori. The known mechanism of CLR resistance has been established in A2146G and 
A2147G mutations in the 23S rRNA gene, but evidence of the involvement of other genetic mechanisms 
is lacking. Using the MiSeq platform, whole-genome sequencing of the 19 clinical strains and the 
reference strain ATCC26695 was performed. All sequencing reads of CLR-resistant strains had a G 
mutation in an identical position of the 23S rRNA gene. In addition, genetic variants of four gene 
clusters (hp0605-hp0607, hp0971-hp0969, hp1327-hp1329, and hp1489-hp1487) of TolC homologues, which 
have been implicated in multi-drug resistance, were examined. Gene clusters of TolC homologues are 
involved in CLR susceptibility profiles in individual H. pylori strains.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 全ゲノムシークエンシング　ヘリコバクターピロリ菌　薬剤耐性　クラリスロマイシン
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１．研究開始当初の背景 
 
 ヘリコバクターピロリ菌が薬剤耐性を獲
得するメカニズム、なかでもクラリスロマイ
シン（CAM）への耐性機構は、過去 15 年以
上にわたり国内外において研究の進展は認
めていない。CAM 耐性は、ピロリ菌 23S 
rRNA 遺伝子の単一塩基変異により生じると
されているが、この変異のみで CAM 耐性機
構をすべて説明出来ない。全ゲノムシークエ
ンス法により、ピロリ菌ゲノムに隠されてい
るあらゆる遺伝子変化を検出し、潜在的な薬
剤耐性機構の解明が可能である。 
 
２．研究の目的 
 
 臨床分離ピロリ菌 81 株を用いて、既知の
23S rRNA 遺伝子変異を解析した。単一塩基
変異であるA2143GおよびA2144Gを特異的
に検出する Allele Specific-PCR（AS-PCR）
法を開発し、これら臨床分離株のゲノム変異
の有無を検出した。23S rRNA 遺伝子に単一
塩基変異を有するピロリ菌は、22 株存在した。
臨床分離ピロリ菌と標準株を用いて、以下の
項目を研究目的とする。 
 
（１）標準株 ATCC26695（166 万塩基）の
全ゲノムシークエンスを実施する。 
（２）6 サンプル同時に全ゲノムシークエン
スが可能なマルチプレックス法を構築し、1
サンプルあたり100万リード以上のデータ収
得を可能とする。 
（３）在籍研究室内で、全ゲノムシークエン
スデータを解析し得る研究環境を構築した。 
（４）クラリスロマイシン耐性ピロリ菌 12
株（23S rRNA 遺伝子変異株）の全ゲノムシ
ークエンスを実施し、既知の 23S rRNA 遺伝
子変異に加え、菌体内外への多薬剤輸送を担
う遺伝子群に特異的なアミノ酸置換が存在
することを確認し、薬剤耐性をきたす潜在的
なゲノム変化を見出す。 
 
３．研究の方法 
 
 全ゲノムシークエンス法で、クラリスロマ
イシン耐性菌 22 株（23S rRNA 遺伝子変異
株）と感受性菌 10 株の 160 万塩基配列を解
読する。バイオインフォマティックス手法に
より、塩基変異、アミノ酸置換、遺伝子欠失
や増幅、逆位、転座を決定し、あらゆるゲノ
ム変化を解読する。薬剤耐性をきたす潜在的
なゲノム変化を解明し、さらに mRNA 発現
解析も加え、統合的な理解を進める。海外で
収集しているピロリ菌株で、薬剤耐性菌での
特異的なゲノム変化の有無を検証し、ゲノム
エビデンスにもとづく、本邦と海外でのより
適正な除菌治療の開発を目指す。 
 
 
 

４．研究成果 
 
（１）Allele Specific-PCR 法による既知の
23S rRNA 遺伝子変異の確認 
 標準株ATCC26695と臨床分離ヘリコバク
ターピロリ菌 81 株の、既知の 23S rRNA 遺
伝子変異を解析し、クラリスロマイシン
（CAM）感受性を検討した。配列特異的なプ
ライマーにより A2143G と A2144G 変異を
Allele Specific-PCR（AS-PCR）法で検出し
た。標準株 ATCC26695 には単一塩基変異が
存在せず、臨床分離 22 株（22/81 = 27.1%）
には変異が認められ、耐性ピロリ菌と判定し
ている。CAM 耐性株の頻度は、2007 年度の
日本ヘリコバクター学会のサーベイランス
の報告（27.6％）と一致しており、申請者の
結果からも、CAM 耐性株の増加が示されて
おり、より適正な除菌治療の開発が期待され
る。 
 
（２）標準株ピロリ菌 166 万塩基の全ゲノム
シークエンス 
 今回の研究では、次世代シークエンサー
MiSeq（イルミナ社）を使用する。250 塩基の
ペアエンドシークエンス反応により、1000 万
リード（リードは、次世代シークエンスの単
位）以上を産出し、80 億塩基（8ギガ）を収
得し得る。標準株 ATCC26695 の全ゲノムシー
クエンスを、MiSeq システムで実施した。ピ
ロリ菌ゲノムの断片化とアダプター付加は、
改変したトランスポゾームを用いて行い、解
析ライブラリーを作成した。クラスター形成
と塩基合成反応からなるシークエンス反応
は、27 時間以内に終了した。 
 塩基配列データの品質チェックを標準的
な方法で実施し、クオリティ 30 以上の塩基
割合 89.7％、212 万リード、アセンブルサイ
ズ 1,667,544 塩基（カバー率 99.98％）、デプ
ス 50 以上、と良好な結果が得られた。 
 
（３）臨床分離ピロリ菌 32 株の全ゲノムシ
ークエンス 
 耐性ピロリ菌12株および感受性ピロリ菌7
株の計 19 株の全ゲノムシークエンスは実施
済みである。シークエンスデータは、申請者
らが定めた品質チェック基準を満たしてい
た。バクテリアゲノムの変異解析には、デプ
スは最低でも 50 以上必要とされている。収
得したデータのデプスは、すべて 80 以上あ
り、さらにリード数は 100 万以上を確保して
おり、ゲノム変化解析に充分耐え得るデータ
量である。研究期間内に、臨床分離ピロリ菌
32 株の全ゲノムシークエンスの完了を目指
す。 
 
（４）全ゲノムシークエンスによる 23S rRNA
遺伝子変異の確認 
 標準株 ATCC26695のシークエンスデータに
は、A2143G と A2144G 変異は存在せず、AS-PCR
法の結果と一致していた。耐性ピロリ菌 12



株においても、同領域でデプス 80 以上のリ
ードが得られているが、すべてのリードに既
知の変異が存在しており、こちらも AS-PCR
法の結果と完全に一致している。 
 
（５）菌体内外への多薬剤輸送を担う遺伝子
群のゲノム変化 
 多薬剤輸送を担う 12 遺伝子から構成され
る 4 オ ペ ロ ン （ HP0605-HP0607 、
HP0971-HP0969 、 HP1327-HP1329 、
HP1489-HP1487）がピロリ菌ゲノムに存在
する。これら遺伝子群は、CAM を含めた多
薬剤の取り込みと排出への関与が示唆され
ているが、そのゲノム変化は全く検討されて
いない。申請者らは、耐性ピロリ菌にのみ存
在するアミノ酸置換を見出しており、多薬剤
輸送を担う遺伝子群のゲノム変化が、クラリ
スロマイシン耐性に関わる可能性は強い。 
 
（６）バイオインフォマティックス手法によ
る全ゲノム変化の解読 
 データ解析には、コマンドによる作業を従
来は要したため、単独の研究室での解析は困
難であった。今年度からウインドウズでの作
業が可能なソフトウエア（CLC Bio 社
Genomic Workbench）が市販されている。
申請者も解析ソフトを既に所有しており、現
在メーカーからの支援をうけ、より効率的な
解析手法を構築中である。高度なインフォマ
ティックス処理については、研究協力者から
適時助言をうけた 
 薬剤耐性および感受性ピロリ菌の潜在的
なゲノム変化、塩基変異やアミノ酸置換に加
え、遺伝子欠失や増幅、逆位、転座、染色体
構造を解読し、薬剤耐性に関わるゲノムエビ
デンスを構築し、より適正な抗生剤の選択を
可能とする。 
 
（７）海外収集ピロリ菌株の全ゲノムシーク
エンス 
 中華人民共和国およびベトナムの大学や
病院と共同し、海外ピロリ菌の収集を実施し
ている。浙江大学（浙江省、杭州市）と共同
し、中国人由来ピロリ菌 59 株を収集した。
チョーライ病院（ホーチミン市）との共同に
より、ベトナム人由来ピロリ菌 33 株を収集
した。これらピロリ菌からのゲノム抽出は既
に実施し、冷凍保存している。本邦で収集し
た耐性ピロリ菌のゲノム変化が、これら海外
ピロリ菌のゲノムにも存在するのか、全ゲノ
ムシークエンス法で明らかにし、海外での除
菌治療に向け、基盤となるデータベース構築
を行った。 
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