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研究成果の概要（和文）：本研究では、バクテリオファージ（ファージ）KHP30、KHP40を利用する、薬剤耐性ピ
ロリ菌の胃内からの効果的除菌法の開発を行うために必要な、菌保有のファージ排除機構である制限－修飾系に
関する情報の収集を目指した。その結果、ファージの感染効率を著しく減衰させる制限－修飾系が、ピロリ菌に
は複数存在していることが明らかとなった。そのため、本ファージを含むピロリ菌ファージを除菌に使用するた
めには、これらの制限-修飾系に適応したファージセットの構築をする必要性があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed at collection of information about a 
bacteriophage-exclusion system (restriction-modification system) in Helicobacter pylori, to develop 
an effective sterilization method of drug-resistant H. pylori from the stomach using bacteriophages 
KHP30 and KHP40. The results indicated that H. pylori had multiple functional 
restriction-modification systems, suggesting strongly that the bacteriophages must be adapted to all
 H. pylori-possessed restriction-modification systems for effective sterilization.

研究分野： Microbiology
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１． 研究開始当初の背景 
ピロリ菌（Helicobacter pylori）は、慢性胃炎、
胃潰瘍の起因菌であり、かつ胃がんのリスク
ファクターであることは衆知である。胃がん
の 99％以上に本菌が関与していると予測さ
れていることから、胃にピロリ菌保菌が明ら
かになった場合、除菌することが推奨されて
いる。しかし、本菌の除菌のために使用され
ている抗菌薬クラリスロマイシンに対する
耐性菌の増加に伴い、除菌が困難になりつつ
ある。このような状況に対処するためには、
抗菌薬に依存しないピロリ菌除菌法の導入
が有効であると考えられる。 
 
２． 研究の目的 
（1）申請者らは、ピロリ菌に感染するファ
ージ KHP30、 KHP40 を保有しており、これ
を利用する、胃からのピロリ菌除菌法の開発
を目指している。その過程で、ピロリ菌には
制限-修飾系と予想される強力なファージ排
除システムが存在していることが明らかに
なった。そのため、ピロリ菌における制限-
修飾系の種類、強度、数について検討した。 
（2）ファージを利用して除菌を行う場合、
ファージの生活環についての情報は重要で
ある。ファージ KHP40 は、溶菌サイクル以
外に偽溶原サイクル（菌細胞内にエピゾーム
として存在）を保有しているか否か、さらに
KHP30 の場合と同様に、高頻度でファージ
DNA の脱落がみられるか否かを検討した。 
 
３． 研究の方法 
I．ピロリ菌保有の制限－修飾系の推定 
（1）ファージ KHP30 を、ピロリ菌株 NO.1
に感染させ、溶菌液を作成する。 
（2）この溶菌液を、NO.1.株および他の菌株
NO.2 に感染させ、プラーク形成能を検討する。 
（3）NO.2 株で増殖させたファージを、NO. 1
株および NO.2 株でプラーク形成能を検討す
る。（適応性検討） 
（4）NO. 1 株で増殖させたファージを、NO. 1
株および NO.2 株でプラーク形成能を検討す
る。（可逆性検討） 
（5）増殖に用いた菌株で増殖させた場合に、
この菌株でのプラーク形成能が上昇し（適
応）、続いてもとの菌株で増殖させた場合、
プラーク形成能が低下した場合（可逆性）、
制限－修飾現象の可能性が高いと判断した。 
（6）8 株のピロリ菌を使用して実験を行った。 
 
II. ピロリ菌保有の制限－修飾系の認識部位
の検討 
（1）菌株で増殖させたファージを、塩化セ
シウム密度勾配超遠心法により生成し、フェ
ノール抽出により、ファージ DNA を抽出す
る。 
（2）ファージ DNA を、4 塩基認識の制限酵
素と作用させ、電気泳動パターンを相互に比
較する。 
 

III. ファージ KHP40 のライフサイクルの検
討 
（1）パルスフィールド電気泳動による
KHP40 保有菌株 DNA の分離と、ファージ
KHP30 主要タンパク質遺伝子をプローブと
したサザンハイブリダイゼーション法によ
り、菌ゲノムへのファージ DNA 挿入の有無
を検討した。 
（2）KHP40 保有株について単一コロニー分
離を行い、それらを個別に増殖後、DNA 抽出
を行い、菌保有の vacA 遺伝子とファージ保
有のファージタンパク質遺伝子について
PCR 解析を行なった。 
 
４．研究成果 
I.ピロリ菌保有の制限－修飾系 
（1）いかなる菌株で増殖させても、高いプ
ラーク形成能を示す菌株が存在した。これは、
ファージ KHP30 菌株に対して作用する制限-
修飾系を持たない菌株であることを意味す
る。逆に本菌株で増殖させたファージは、他
の菌株のほとんどで、プラーク形成能が著し
く抑制された。 
（2）2 つの菌株で増殖させたファージが、相
手側の菌株で強力なプラーク形成抑制を示
す菌株ペアが複数存在した。また、この現象
は相互に可逆的であることから、突然変異で
はなく、異なる制限-修飾系によるものと考え
られた。 
(3) 第 1 の菌株で増殖させたファージが、第

2 の菌株で強い制限を受けたが、第 2 の菌株
で増殖させたファージは、第 1、および第 2
の両方の菌株でも高いプラーク形成能を示
す菌株ペアが存在した。これは、第 2 の菌株
が独自の制限-修飾系を保有していることに
加え、第 1 の菌株と同じ制限－修飾系をも保
有していることを示している。これは、第 2
の菌株においては、2 つの異なる制限-修飾系
が同時に機能していることを示している。 
（4）プラーク形成能を相互に比較すること
により、1 つの菌株に少なくとも 3 個の機能
的な制限-修飾系を保有するものが存在する
と予想された。 
（5）ピロリ菌のゲノムプロジェクトは、他
の菌種よりも進んでおり、数多くのゲノム塩
基配列が明らかにされている。その特徴の一
つが、同じゲノム上に複数の制限-修飾関連遺
伝子が存在していることである。しかし、そ
れらの制限－修飾関連遺伝子の存在理由や
これらが実際に機能的であるのかは明らか
ではない。本研究では、ファージを利用して、
実際に機能する制限-修飾系がピロリ菌に存
在していることを明らかにした。 
（6）本研究により、ピロリ菌には機能的な
制限-修飾系が複数存在することが明らかと
なった。そのため、KHP30 や KHP40 ファー
ジを利用するピロリ菌除菌のためには、これ
らの制限-修飾系すべてに適応したファージ
を準備する必要があると考えられた。 
 



II. ピロリ菌保有の制限－修飾系の認識部位
の検討 
（1）制限-修飾系における適応現象は、通常
標的塩基配列における特定塩基のメチル化
によって生ずることが知られている。そのた
め、制限酵素の切断パターンの比較により、
制限-修飾系の認識配列を推定できる可能性
がある。 
（2）相互に異なる制限修飾系を保有すると
予想された代表 2 株について、ファージ
KHP30 を増殖させ、DNA の抽出を行い、4
種類の 4 塩基認識の制限酵素で切断し、電気
泳動でパターンを比較すると、一方の DNA
は全く切断されないのに対し、他方は予想通
りの個所で切断された。これは、作用させた
制限酵素と同じ配列を認識しているためと
考えられた。 
（3）他の制限酵素では、逆に上記の酵素で
切断されなかった DNA が切断されたが、他
方は部分的に切断されない断片が存在した。
これは、当該制限酵素と認識塩基配列が部分
的に重なっている可能性を示唆している。 
（4）以上から、ピロリ菌保有の制限-修飾系
は、特定塩基の修飾（おそらくメチル化）に
より、適応していると考えられた。 
 
III. ファージ KHP40 のライフサイクルの検
討 
（1）KHP40 が KHP30 と同様に細菌細胞内に
エピソームと存在するサイクル、すなわち偽
溶原サイクルを保有しているか否かを検討
した。その結果、KHP40 も KHP30 と同様に、
ファージ DNA が細菌染色体外に存在してお
り、偽溶原サイクルを保有することが示唆さ
れた。 
(2) KHP40 保有株に由来するコロニーを分
離し、PCR によりファージ DNA の検出を行
ったところ、ファージDNAの脱落率は低く、
KHP30 よりも安定に保持されると考えられ
た。 
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