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研究成果の概要（和文）：ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）は、人類の約半数の胃に感染する病原性細菌で
あり、胃癌などの胃・十二指腸疾患の発症に関わる。しかし、全てのピロリ菌感染者が胃癌を発症するわけでは
なく、不顕性感染例が多く存在する。さらに、これら疾患の発症率には、地域差があるなど、ピロリ菌関連疾患
の発症機序には不明な点が多い。そこで我々は、これらを決定する一因として、胃に独自に生息する細菌叢（胃
細菌叢）に焦点を当て、ピロリ菌感染と胃細菌叢の構成、ピロリ菌の定着性、胃癌やその他胃・十二指腸疾患発
症における影響について研究に取り組む。

研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori (H. pylori) infects with half the population and causes 
gastric cancer and other gastroduodenal diseases. Even though H. pylori are the strongest known risk
 factor for gastric cancer, less than 3% of infected patients develop gastric cancer. Thus, it 
remains unclear on the pathogenesis of H. pylori-related diseases, such as the regional differences 
in the prevalence of these diseases. To investigate the etiology of these diseases, we focused on 
the stomach microbiota which is symbiotic microorganisms harbored in our stomach. We aimed to 
understand the impact of stomach microbiota in H. pylori infection and these H. pylori-related 
diseases.

研究分野： 感染症

キーワード： ピロリ菌感染症　胃マイクロバイオーム　次世代シーケンス　16Sメタゲノム解析　胃癌　国際共同研究

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ピロリ菌の発見まで、“胃は無菌である”と長らく信じられてきた。本研究では、次世代シーケンス技術を応用
した高解像度のゲノム解析を実施し、胃に生息する独自の細菌叢を同定することに成功した。また、アジア・ア
フリカ諸国との国際共同研究を遂行し、ピロリ菌の病原性だけでなく、胃細菌叢の構成も地域的に異なるという
新たな知見を得ることができた。加えて、細菌数がごく少ない胃粘膜組織を用いた胃マイクロバイオーム解析に
挑戦し、その解析技術を確立することができた。さらに、胃癌の発症には、ピロリ菌以外にも他の病原細菌が関
与している可能性を明らかにし、胃癌発症機序の解明に繋がる新たな知見を広く世界に示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ヘリコバクター・ピロリ（ピロリ菌）は、人類の約半数の胃に感染する病原性細菌であり。慢

性胃炎をはじめ、胃癌、胃十二指腸潰瘍、胃 MALT リンパ腫等の疾患発症に関わることが明らか
にされている。しかし、実際は、ピロリ菌感染者の数%しか胃癌を発症せず、また、生涯を通じ
て殆ど症状が現れない不顕性感染例が存在する。さらに、これら疾患の発症率には、地域差があ
るなど、発症機序には不明な点が多く残る。 
これら胃・十二指腸疾患発症には、ピロリ菌の感染が最も重要なリスクであると考えられ、主

にピロリ菌の病原因子に焦点を当てた研究が広く行われてきた。我々も長年にわたり、アジアを
中心に世界 20 カ国と内視鏡検査の共同研究を実施し、その成果として、胃癌発症率には、ピロ
リ菌病原因子 CagA の構造の違いが影響することを世界に先駆け提唱し（Gastroenterology. 
1999 他）、OipA や DupA という新規病原因子の同定（PNAS. 2000 他）、さらには、ピロリ菌と人
類との共進化 (Science 2003 他)の解明に至るまで、独創的な研究を実施してきた。また、近年
では、次世代シーケンスによる（NGS）によるピロリ菌の全ゲノム解析に取り組み、胃・十二指
腸疾患の発症に関わるピロリ菌の病原因子について学術的な知見を蓄積してきた。しかし、これ
までの我々の研究成果から、必ずしもピロリ菌病原因子の強弱が病気の発症と相関しないこと
や（World J Gastroenterol. 2015）、地域や衛生環境状態の違いによってピロリ菌感染率が異な
ることが明らかとなり（Gut Pathog. 2014）、ピロリ菌の病原因子のみでは、十分にこれら疾患
の発症機序を説明するに至らなかった（Gut Pathog. 2015）。 
一方、近年、ヒト腸内細菌は栄養の消化・吸収に作用し、我々の恒常性維持に重要な役割を果

たすことが報告され、さらには、宿主の代謝や免疫応答に影響し、病気の発症・進行に関与する
ことが明らかにされてきた（Gastroenterology. 2017, Cell. 2014, Immunity. 2017 他）。 
胃に生息する細菌もこれら多彩な胃・十二指腸疾患の発症と関わることが予想されるが、非侵

襲的に収集可能な便検体を用いた腸内細菌叢解析とは異なり、収集時に熟練した内視鏡手技が
必須となる胃マイクロバイオーム研究は非常に遅れている（Genome Med. 2016）。また、ピロリ
菌の発見まで“胃は無菌である”と長らく信じられてきた背景も相まって、胃に生息するその他
常在菌と胃十二指腸疾患の発症との関連性についての検討は、これまで十分行われていない。さ
らに、腸内細菌叢同様、胃マイクロバイオームも人種や食生活によって多様性に富むことが予想
され、地域的な評価も必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
以上のことから「ある特定の胃常在菌の構成は、ピロリ菌の感染・定着性に影響し、胃癌やそ

の他胃十二指腸疾患の疾病パターンを決定するのではないか？」という仮説から本研究の着想
に至った。そこで本研究課題では、この仮説を明らかにするために、世界各地の胃マイクロバイ
オーム分子疫学研究を実施し、地域により異なる疾病パターンとの関連性について明らかにす
る。次に、ピロリ菌感染が胃マイクロバイオームに及ぼす影響を明らかにし、ピロリ菌関連疾患
の発症メカニズムにおけるクロストークについて明らかにすることを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）胃マイクロバイオームの検出方法の確立 
非侵襲的に検体を採取できる、腸内、口腔内、や泌尿器における細菌と各疾患との関連性につ

いて焦点を当てた研究が全体の 9割以上を占めており（Genome Med. 2016）、胃マイクロバイオ
ームについての研究は十分行われていない。胃マイクロバイオーム研究が進展しない大きな理
由として 2 つあげられる。１つ目は、非侵襲的に検体を採取できる、糞便（＝腸内）、唾液・歯
垢（＝口腔）または尿（＝泌尿器）とは異なり、胃マイクロバイオーム解析には、熟練した内視
鏡手技が必要で点である。２つ目に、胃生検の保存・輸送方法およびピロリ菌及び胃炎の病理評
価には、十分な実績と経験が必要である点である。そこで、我々は、これまでにアジアを中心に
内視鏡検査の共同研究を行った実績を活かし、さらに、我々が開発した胃生検専用輸送培地（J 
Clin Microbiol Infect Dis. 1995）を用いた高感度ピロリ菌分離培養システムを応用すること
で、他の研究グループとは一線を画した独自性の高い胃マイクロバイオーム研究に挑戦した。 
 

（２）ピロリ菌感染による胃マイクロバイオームへの影響と地域的多様性について 
上部消化管内視鏡検査により収集・保管された胃上皮生検を用いて、NGS MiSeq（Illumina）に



よる胃マイクロバイオーム解析を実施し、胃における細菌叢を決定した。具体的には、DNA 抽出・
濃縮後、既存の 341F 及び 805R プライマーセットにて 16S rRNA 遺伝子 V3-4 領域を増幅後（PLoS 
One. 2013）、精製し、Index PCR にて多検体同時解析を実施し、MiSeq にて Paired-end シーケン
ス（V3試薬-600cycles）を行った。 
特に、胃における細菌数は 103 個以下と、腸内（便検体）と比べ非常に少なく（Nat Rev Immunol. 
2014）、新たな細菌細胞壁溶解方法を応用し（Sci Rep 2016）、高感度の細菌 DNA 抽出を試みた。
その後、CLC genomics workbench（QIAGEN）および QIIME 等の解析パイプラインを用いて、fastq
データから、Operational taxonomic unit（OTU）を決定し（97% similarity, SILVA database 
ver138）、Generalized-UniFrac 距離を求め、各検体間の類似度を主座標分析（Principal 
Coordinates Analysis：PCoA）を実施した。細菌叢間の統計学的比較は、Permutational 
multivariate analysis of variance（PERMANOVA）によって行った。さらに、PICRUSt 等により
機能予測解析を行った。加えて、ピロリ菌感染の有無を、ピロリ菌の培養、病理学、迅速ウレア
ーゼ試験（生化学）及び抗ピロリ菌抗体検査を基準に選別した（すべての検査で陽性であった症
例をピロリ菌陽性例、すべて陰性であった症例をピロリ菌陰性例とした）。さらに、胃幽門部お
よび体部から得られた病理組織の HE染色結果から、シドニー分類(好中球浸潤、単球浸潤、腸上
皮化生、萎縮、ピロリ菌有無)を実施し、病理スコアとして算出し、炎症の惹起や上皮組織の変
質（疾病）とピロリ菌の菌数と胃マイクロバイオームの構成変化に着目し関連性を検討した。 
 
（３）胃癌患者における胃マイクロバイオームの検証 
さらに、胃マイクロバイオームが胃癌発症に与える影響を明らかにするため、胃癌好発国のモ

ンゴルにおいて、上記方法を用いた検体収集および NGS 解析を実施し、胃癌 48症例、非胃癌症
例 120 症例による検討を行った。また、胃癌患者からの細菌の分離培養および全ゲノム解析を実
施し、原因微生物を試みた。全ゲノム解析には、ロングリードNGSであるMinION（Oxford Nanopore 
technologies）から得られた fastq データと MiSeq から得られたショートリードデータと用い
て、Unicycler を用いた Hybrid assembly により決定した。その後、胃癌由来細胞株を用いて、
IL-8 や ROS 産生の評価等により、その細胞障害性を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）胃マイクロバイオームの検出方法の確立 
一般的に細菌量が少ないとされる胃粘膜上皮から、16S rRNA メタゲノム解析に適した高純度か

つ高濃度の DNA を抽出できる方法を確立することができた。具体的には、タイ、ブータン、カン
ボジア、バングラデシュ、ミャンマー、ネパール及びベトナムにおいて上部消化管内視鏡検査に
より収集・保管された胃粘膜上皮生検を用いて（開発した専用輸送培地を使用）、ピロリ菌陽性
176 症例中 170 例（96.5%）およびピロリ菌陰性例 203 例中 137 例（67.5%）が、最終的に NGS 解
析が可能な胃細菌叢 DNA を回収することができた。ピロリ菌陽性例では、陰性例と比較して、
16S rRNA 遺伝子の増幅効率が高く、胃において、ピロリ菌もしくはその他細菌が増殖している
ことが伺える結果であった。 
 
（２）ピロリ菌感染による胃マイクロバイオームへの影響と地域的多様性について 
ピロリ菌陽性例では、陰性例と比較し、明らかに異なる胃細菌叢を示した（図 1, PERMANOVA; 

p<0.001）。さらに、アジア地域おけるピロリ菌陰性例の胃細菌叢を地域ごとに比較したところ、
地域ごとに特徴的な細菌叢を構成していることが伺えた（図 2）。 



また、ピロリ菌の臨床検査が全て陰性であったピロリ菌陰性例においても、ごく少量のピロリ
菌 OTU が確認されたことから、これら症例では、その他細菌がピロリ菌の増殖に抑制的に働いて
いる可能性が示唆される結果であった。ピロリ菌陰性例では、炎症等の症状がみられないものが
全体の約 33%、胃炎例が約 50%、萎縮例が約 7%であった（図 3）。一方、ピロリ菌陽性患者では、
その約 80%症例に萎縮が確認でき、ピロリ菌の感染がシドニー分類による胃上皮の萎縮とよく相
関する結果が得られた。さらに、Chao1 指数により、胃細菌叢の総細菌数の推定値を比較したと
ころ、ピロリ菌陽性例では、陰性例と比較し、細菌叢構成の減退がみられ、dysbiosis が生じて
いることが示唆された（図 4）。 

 
（３）胃癌患者における胃マイクロバイオームの検証 
胃癌好発国であるモンゴルを対象に、胃癌 48症例、非胃癌症例 120 症例による解析を実施した。
その結果、モンゴルは、胃癌発症率が世界で最も高い地域であるが、予想に反して、胃癌患者の
胃細菌叢中のピロリ菌 OTU 量の割合が低い結果であった。また、非常に興味深いことに、胃癌の
うち 8 症例で、他の胃細菌叢とは明らかに異なる特定の細菌の増加が確認され（図 5）、これら
細菌が胃癌発症に何らかの影響を与えている可能性が考えられた。さらに、PICRUSt 等により機
能予測解析を実施した結果、これら胃癌症例では、細菌叢の変化に起因した代謝変化が生じて着
る可能性が示唆された（図 6, KEGG Orthology based on FOAM annotation *P< 0.05）。 

さらに、モンゴル人ピロリ菌未感染胃癌患者から、この dysbiosis の原因と予想さる細菌の分
離し、ゲノム解析により同定した。また、胃癌患者由来の胃粘膜上皮細胞株である AGS および
MKN74 株による炎症性サイトカインを測定した。その結果、ピロリ菌と比較して、その数値は
低いものの、時間経過に伴った IL-8 産生が確認された（図 7）。また、胃癌発症の一因と考えら
れる活性酸素（Reactive oxygen species: ROS）の産生を非常に強く亢進すること（図 8）、さら
に、DNA 断裂部位特異的なヒストンのリン酸化修飾（γH2AX）が確認された（図 9）。上記の
結果から、これら細菌もピロリ菌と同様に、ROS 産生および宿主 DNA2 本鎖切断を誘導し、胃
癌発症の起因菌となっている可能性が示唆された。 



また、本研究では、アジア・アフリカ地域との国際共同研究ネットワークを生かし、上記 NGS
解析手法によるピロリ菌の全ゲノム解析やマイクロバイオーム研究にも取り組み、さらに、これ
ら研究・解析手技に関するワークショップを開催するなど、研究体制の拡充や教育にも貢献でき
た。 
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