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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌固有の細胞分裂機構をminC,D,E及びftsZの解析から、1.MinC,D,Eは形態伸長
化の制御。2.MinC,Dは分裂部位の制御。3.MinCはFtsZ凝集（Z-ring polymerization）の制御と分解・安定性。
4.MinDはnucleic occlusion制御。5.MinEはcoccoid形成に関与する、ことを報告した。
また、ファージ感染ピロリ菌株からその脱落株を分離・獲得に成功し、比較解析した結果：1.病原性CagAに変異
誘導していること、2.形態および運動性に影響すること、3.脱落株は再感染し、その繰り返しが生物多様性を進
化させることなどを世界で最初に報告した。

研究成果の概要（英文）：The machinery of cell division in H. pylori is little known. We investigated
 the function of Min proteins and FtsZ, and provided new insights as follows; 1. All Min proteins 
(C, D and E) regulated the cell elongation, 2. MinC and D regulated the division site in cells, 3. 
MinC regulated the Z-ring polymerization and contributed to the FtsZ stability, 4.MinD involved in 
nucleic occlusion system, and 5. MinE involved in the coccoid conversion at the stationary phase.   
We obtained prophage-cured derivative strains from NY43 strain infected with prophage KHP30.  The 
comparative analyses with NY43 and its prophage-cured strains provided new insights as follows; 1. 
Prophage induced the genetic mutations in cagA, leading to CagA disruption, 2. Prophage influenced 
the morphology and motility, 3. The prophage-cured derivatives could re-infect with phage, 
indicating that the repeated/patterned phenomena would be involved in the development of H. pylori 
evolution with biological polymorphisms. 

研究分野：臨床検査医学（感染症・微生物学）

キーワード： ヘリコバクター・ピロリ　H. pylori flora　細胞分裂制御機構　形態形成　minCDE　ftsZ　生物学的多
様性　ファージ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
強酸性胃内に慢性持続感染するピロリ菌

は genetic diversity が著しく環境適応によ
り様々な mutants が出現し mass として生存
（H. pylori flora）し、その結果生じる生
物学的多様性は多彩な病態に深く関与して
いると考えられる。さらに、特殊な環境下で
生育できるピロリ菌のゲノムサイズは大腸
菌の約 1/3 程度で、我々が発見した cdrA 遺
伝子など本菌固有の遺伝子・機能や生存戦
略・機序を有すると思われる。しかし、本菌
の細胞分裂機構および多様性に関しては未
だ不明な点が多い。特に多くの細菌で認めら
れる細胞分裂関連遺伝子(ftsZ, minC, minD, 
minE)は本菌も保有するがその相同性は低い。 
 
２．研究の目的 
1.本菌の細胞分裂機序を細胞分裂関連遺

伝子(ftsZ, minC, minD, minE)を中心に解析
し本菌固有の機序を解明する。2.ピロリ菌フ
ァージの解析から本菌に及ぼす影響を
genetic diversity および生物学的多様性か
ら解明する。 
 
３．研究の方法 
1. 細胞分裂機序の解明 
（1）形態観察 

各遺伝子破壊株（minC, minD, minE, minCD, 
minDE）を作成し、グラム染色および SEM（走
化型電子顕微鏡）で形態を、免疫染色で各種
蛋白の菌体内分布を観察した。尚、免疫染色
等に使用した各種抗体は各遺伝子をクロー
ニング後、His 融合蛋白を作成しウサギ免疫
にて獲得した。 
 

（2）ウェスタンブロット解析 
4 抗体（抗 FtsZ, MinC, MinD, MinE 抗体）

を使用し免疫沈降後ウェスタンブロットで
結合性を解析した。 

 
2. 生物学的多様性の解明 

（1）prophage-cured 株の作成 
NY43 株（prophage KHP30 感染株）から様々
な培養・刺激条件下（経時培養（液体）、1.4％
寒天培地、マイトマイシン C 刺激など）で
KHP30が脱落した cured 株を作成した。また、
ファージ感染はプラークアッセイで検証し
た。 
 
（2）ファージの菌体に及ぼす影響の解析 
野生株NY43株とそのprophage-cured 株を使
用して種々の方法（経時培養（液体）、CFU、
形態（グラム染色）、運動性（0.35％軟寒天
培地）、薬剤感受性試験（AMPC、CAM、MNZ、
STFX）、病原因子 cagA への変異・影響と発現
（ウェスタンブロット））で解析した。 
 
４．研究成果 
1. 細胞分裂機序 

全破壊株 5 株は野生株より有意に伸長化し、

minC, D 破壊株は顕著だった。経時培養では
stationary 期の minE 破壊株は coccoid の出
現数が少なく高い CFU を維持していた。SEM
では、minC, D 破壊株は細胞中央を外れて分
裂が起こっていた。以上より、minC,D,E は形
態形成（長軸制御）に関与し、さらに minE
は変態（coccoid conversion）誘導を制御し
ていることが強く示唆された。また、minC,D
は分裂部位の決定に強く関わっていること
を明らかにした。 
 
さらに、作成したピロリ菌特異的 FtsZ 抗

体を使用した免疫染色により FtsZ の細胞内
局在を解析した（Fig.1）。野生株と minE 破
壊株は同様に細胞中央および細胞両極にリ
クルートされた FtsZ がドット状に観察され
た。minC 破壊株は染色体を避け FtsZ が局在
するが、その染色性は 2 株（野生株と minE
破壊株）と異なり diffuse した状態だった。
minD 破壊株は染色体の存在には無関係に細
胞内全体に disperse して観察された。以上
よ り 、 minC は FtsZ の 凝 集 （ 重 合
Z-polymerization）に関与し、minDは nucleic 
occlusion を制御していると考えられた。
minC, D 破壊株で認められた異常分裂部位で
の細胞分裂は、このような細胞内の FtsZ 局
在・重合の不安定状態に起因している可能性
が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fig.1)作成抗体（抗 FtsZ 抗体）による免疫
染色所見 
菌体内の FtsZ は緑色で観察され局在を示す
（矢印）。染色体は赤く観察され、overlap し
た場所は黄色として観察される。全 5破壊株
は野生株同様に染色体の複製および分離は
認められる。minD 破壊株は染色体の位置に関
係なく FtsZ が細胞内全体に disperse してい
るのが観察される。minC 破壊株は FtsZ が染
色体間に diffuse して存在している。 
 
次に各種抗体を使用し免疫沈降後にウェ

スタンブロットを実施し、Min 蛋白と FtsZ 蛋
白間の菌体内分子相互作用・結合性について
解析した。その結果、2 株（HPK5 株と 26695
株）とも FtsZ と各 Min 蛋白の細胞内での結
合が確認された。従来の報告では一部、検出
困難との報告もあったが、我々が作成した抗
体を使用することで蛋白間の結合が明らか
にできた。ただ、直接的か間接的結合かの問



題は不明であり今後は vitroでの解析にてそ
の点を明らかにしていく予定である。また、
断定はできないが、FtsZ 抗体で免疫沈降後
Min蛋白を検出すると、そのバンド強度が Min
蛋白間で異なることから、FtsZ に対する親和
性および結合モルが各 Min蛋白間で異なるこ
とが示唆された。 
 

2. 生物学的多様性の解明 
NY43 株（prophage KHP30 感染株）を液体培
養し exponential および stationary phase
期の菌体を段階希釈、isolate 後に KHP30 脱
落株（cured 株）の獲得を試みて成功した。
cured 株はファージ特異的プライマーを使
用し PCR にて確認した。また、培養 2日目（寒
天培地）からも同様に実施したところ、培養
条件に応じてその分離率（cure 率）が異なる
ことを明らかにした（Table 1）。すなわち、
KHP30 は本菌の分裂・増殖時に自然脱落
（exponential phase）し stationary phase
まで維持されていた。さらに、exponential 
phase の培養液を使用した実験で、cured 株
に再感染することを実証した。ゆえに、この
exponential phase の培養液中には感染可能
なファージ完全体が放出され、かつそれは
cured 株に再感染可能であることを初めて
証明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（Table 1）各培養条件による NY43 株からの
cure 率 
液体培養条件下は exponential で約 57％
(63/110)、stationary で約 50％(15/30)、と
ほぼ同程度の cure 率に対し、固形培地では
約 90％(45/50)に KHP30 の自然脱落が認めら
れる。固形培地よりも液体培養の方が動きが
あり再感染の頻度が向上することが示唆さ
れる。  
 
次に、これら cure 株（2 株：NY43-cure1

と NY43-cure2）を使用し野生株 NY43 株との
生物学的相違を解析した。結果、cure 株は共
にやや膨化した直線的な形態を呈し、その運
動性は顕著に低下していた（Fig. 1a, b）。 
 
                     
                     
                     
                     
                     
                     
                     

    

（Fig. 1）形態（グラム染色）と運動性 
NY43-cure 株は両株とも軽度膨化しより直線
的な形態を呈する。軟寒天培地による運動性
試験では 2株とも顕著な低下を認める。 
 
経時培養による CFU 測定では、両 cure 株が
NY43株よりも常に高値を示した（10～100倍）。
これは NY43 株から lytic event による KHP30
放出によるものと考えられた。実際に培養液
中に感染可能な KHP30の存在を証明したこと
からも明らかであった。他の生物学的解析
（ウレアーゼ試験、薬剤感受性試験）に差は
認めなかった。 
 
病原因子（cagA）への影響はシーケンスおよ
びウェスタンブロットで解析した。その結果、 
NY43 株と両 cure 株に共通した 22-bp の挿入
を認めた。その結果、NY43 株の cagA 遺伝子
はフレームシフトにより破壊されていた。ま
た、両 cure 株共に 4-bp の欠失配列を認めた。
さらに NY43-cure1 株の N 末領域は他遺伝子
（cag3）と融合していた（Fig. 2）。一方、
NY43-cure2 株の cagA 遺伝子はシーケンス上
インフレームであったが、ウェスタンブロッ
トの結果、蛋白の発現は認められなかった
（Fig. 3）。 
 
 
 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（Fig. 2）cagA 領域のシーケンスの比較 
他 3株との比較（a）および NY43 とその cured
株（ｂ）の比較を示す。 
3 株 に は 共 通 し た 22-bp 
(5-tcaatgttggaaaaaattccga-3)の挿入配列
を認め、さらに両 cured 株は共通した 4-bp
の欠失配列（△ 5-ttgg-3）を認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（Fig. 3）ウェスタンブロット 
3 株共 CagA 発現は認められない。HPK5 株は
CagA 発現を認める（陽性コントロール）。 
 



そこで、NY43-cure2 株について cagA 遺伝子
上流領域の genetic rearrangement を考え 5
種類のプライマーセットを用いて PCRを実施
した結果（Fig. 4）、全て陰性であり、この
上流に相当な rearrangementが起こっている
ことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
（Fig. 4）cagA 遺伝子上流領域の PCR 
4株のgDNAを使用して5種類のプライマーセ
ットで PCR を実施した。NY43 株と HPK5 株は
陽性となるが、NY43-cure2 株は全て陰性であ
った。 
1,negative(no DNA); 2,NY43; 3,NY43-cure2; 
4,HPK5 
 

以上より、ピロリ菌におけるファージ感染
および自然脱落による cure 株の出現と再感
染の繰り返しプロセスにより菌体宿主に生
物学多様性を創出していることが明らかと
なった。 
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