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研究成果の概要： 
内視鏡後の H. pylori 培養検体においてアレル特異的 PCR 法によりキノロン耐性にかかわる
gyrA遺伝子変異株と野生株を 2本の PCRチューブで 3～4時間で簡便に識別可能であった。
糞便検体については他の腸内細菌の gyrA 遺伝子も増幅されてしまい判定不能であった。従来
のH. pylori薬剤感受性試験は費用がかかり、10～14日間の日数を要するが、H. pylori のキ
ノロン耐性に関わるgyrA遺伝子変異においてアレル特異的PCR法による迅速検出法は簡便で
有用と考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
Helicobacter pylori（H.pylori ）は、慢
性胃炎・胃十二指腸潰瘍・胃癌の原因である
ことが明らかとなっている。最近我々は、
H.pylori 感染スナネズミモデルにおいて、
除菌療法による胃粘膜再生効果を検討し、感
染期間が短いほどその効果が高いことを示
し(Nishizawa T et al.Digestion. in press)
若年期における除菌療法が胃癌予防として
有用である可能性を示唆した。除菌治療は胃

十二指腸潰瘍に対してすでに健康保険適用
されているが、最近は慢性胃炎のみならず胃
癌の予防効果としても検討されており、今後
は胃癌の予防として慢性胃炎や除菌治療が
広く実施される可能性がある。 
フルオロキノロン系は H.pyloriの三次除
菌としての薬剤として期待できると考えら
れているが、フルオロキノロン系抗菌薬の作
用機序として、DNA複製の際に DNAのコイル
をほどく機転に不可欠な DNA gyraseの Aサ
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ブユニットを阻害することが知られている。
そしてフルオロキノロン耐性化の機序とし
てはその gyrA遺伝子の変異が指摘されてお
り、研究代表者らは、ガチフロキサシン
（GFLX）の MICと gyrA遺伝子の点突然変異
の関連を検討し、その薬剤耐性機構の検討し、
GFLX耐性判定における gyrA遺伝子変異によ
る検出は、特異度 95.7%・感度 95.7%と非常
に良好であることを報告した（Nishizawa T, 
et al.  Antimicrob Agents Chemother. 
50(4).1538-1540.2006）。研究代表者らは、
除菌不成功例においてはキノロン耐性率が
本邦では 47.9%と非常に高いことを報告して
おり、フルオロキノロンによる除菌療法の際
には、薬剤感受性試験の必要性が高いことを
示唆した。 
  
２．研究の目的 
H.pyloriの薬剤感受性試験は手技が比較的
煩雑で培養自体も容易ではなく、判定にも約
1ヶ月を要する。本試験は現在も保険適用に
なっておらず、研究機関においてのみ施行さ
れているのが現状である。生検検体あるいは
糞便からH.pyloriの DNAを抽出し、アレル
特異的PCRを用いて点突然変異部位の迅速診
断法の開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
H.pylori分離・培養薬剤感受性試験 
クラリスロマイシン(CAM)あるいは、メトロ
ニダゾール（MNZ）での除菌不成功例におい
て充分なインフォームド・コンセントを得た
上で、上部消化管内視鏡を施行し、胃体部粘
膜より生検を施行する。また、その際に糞便
を持参して頂き回収する。Mueller Hinton 
agarおよび aged sheep bloodの培地で 35℃
にて微好気培養を行う。 
H.pylori薬剤感受性試験 
GFLX / AMPC / CAM およびMNZの薬剤感
受性測定を寒天平板希釈法で施行する。希釈
系列範囲は 128～0.0015μg/mlの 14段階と
し菌の発育を認めない最小の薬剤濃度を
MIC とする（NCCLS. 2004. M100-S14. 
Villanova, PA.）。また、すでに慶應義塾大学
医学部倫理委員会にて承認されているが
（16-52-2）、CAM・MNZ耐性の症例に対し
GFLX / AMOXおよびラベプラゾールでの除
菌治療を文書にてインフォームド・コンセン
トを得た上で施行する。除菌判定は、除菌療
法１２週間後に尿素呼気試験にて行う。 
H.pyloriの DNA抽出・gyrAシークエンス 
H.pylori培養株より DNAを抽出する。gyrA
および gyrB のキノロン耐性決定領域の遺伝
子を PCR で増幅する。使用するプライマー
は gyrA の forward が 5’-TTTRGCTTAT 
TCMATGAGCGT、reverseが 5’-GCAGACG 
GCTTGGTARAATAを、gyrBの forwardは

5’-YGCAAAAGCCAGAGAAGCCA、reverse
は 5’-ACATGCCCTTGTTCAATCAGC を用
いる。この場合 gyrA および gyrB の増幅フ
ラグメントはそれぞれ 428bp ，444bp であ
る。それぞれの遺伝子配列をシークエンスし、
遺伝子変異を検討する。 
 
遺伝子変異迅速診断法の確立 
gyrA 遺伝子配列のシークエンスが完了した
野生株・変異株において、アレル特異的 PCR
による遺伝子変異迅速診断法を確立する。既
報や当院での分離株での gyrA 遺伝子変異と
しては C261A, C261G, G271A, G271T, 
A272Gであり、それぞれの変異に特異的なプ
ライマーを作成する。プライマーの 3末端よ
り 2 個目の塩基は PCR 増幅率に決定的な影
響与えることがわかっており、この部位に点
突然変異部位にあわせ、変異株において一致
させる。更に変異株での PCR 増幅を特異的
にするために 3末端から 3番目～5番目の塩
基に 1箇所ミスマッチを作成する。即ち、野
生株においてはプライマーの 3末端から 2番
目と 3番目～5番目の塩基に 2箇所ミスマッ
チがあり PCR 増幅が生じないのに対し、変
異株では 3末端から 3番目～5番目の塩基に
1 箇所のみのミスマッチであり PCR 増幅を
生じる。C261A に対するプライマー配列は
CCCCC ATGGCGAGAAaG, C261Gに対す
るプライマー配列は CCCCCATGGCGAGA 
AgG, G271Aに対するプライマー配列はGC 
GATAACGCGGTTTAGaA, G271Tに対する
プライマー配列は GGCGATAATGCGGTTA 
ATtA, A272G に対するプライマー配列は
GCGATAACGCGGTTTAGGgT とする。配
列中の小文字が 3末端より 2番目の塩基が変
異株のそれと一致させた部位で、下線は 3末
端から 3番目～5番目の塩基のミスマッチ部
位を示す。C261A, C261Gに対するプライマ
ーによる増幅フラグメントは 262bp で、
G271A, G271T, A272Gに対するプライマー
によるものは 254bpである。の PCR溶液組
成は、精製水 7.9μl,PCRバッファー2.5 μl, 
dNTPs 2.5μl, KOD plus DNAポリメラーゼ
（東洋紡）0.5μl, MgSO41μl, プライマー混
合液 9.6 μl，DNA抽出液 1 μlとする。ま
た、PCR温度設定は、95℃ 5分, ついで 95℃ 
for 30秒, 62.5℃ 30秒, 72℃ 30秒を35サイ
クルおよび 72℃ 2 分とする。増幅後は 2％
アガロースゲルで電気泳動後に、エチレンブ
ロマイド染色の上、紫外線下に増幅を確認す
る。 
糞便中H.pylori DNA抽出・gyrAシークエン
ス 
また、糞便試料より DNAを抽出する。gyrA
のキノロン耐性決定領域の遺伝子を PCR で
増幅する。gyrA の増幅フラグメント 428bp
を 2％アガロースゲルで電気泳動の上、確認



 

 

する。それぞれの遺伝子配列をシークエンス
し、遺伝子変異を検討する。gyrA 遺伝子配
列のシークエンスが完了した野生株・変異株
において、アレル特異的 PCR による遺伝子
変異迅速診断法を試みる。 
 
４．研究成果 
CAM あるいは MNZ での除菌不成功例にお
いて充分なインフォームド・コンセントを得
た上で、上部消化管内視鏡を施行し、胃体部
粘膜より生検を施行した。Mueller Hinton 
agarおよび aged sheep bloodの培地で 35℃
にて微好気培養を行った。H.pylori 培養 51
株より DNA を抽出し gyrA のキノロン耐性
決定領域の遺伝子を PCR で増幅し遺伝子配
列をシークエンスした。GFLX 耐性 25 株中
24株に gyrA遺伝子変異を認め、GFLX感受
性26株では1株のみにgyrA遺伝子変異を認
めた。全 51株中 26株で gyrA遺伝子変異を
認めず、C261A 変異は 8 株、C261G変異 3
株、G271A変異9株、G271T変異2株、A272G
変異 3 株であった。gyrA 遺伝子配列のシー
クエンスが完了した野生株・変異株において、
アレル特異的 PCR による遺伝子変異迅速診
断法を確立した。アレル特異的 PCR 法によ
り野生株と変異株を2本のPCRチューブで3
～4 時間で識別可能であった。従来の H. 
pylori薬剤感受性試験は費用がかかり、10～
14日間の日数を要するが、本法は数時間で簡
便に判定可能であった。H. pylori のキノロ
ン耐性に関わる gyrA 遺伝子変異においてア
レル特異的 PCR 法による迅速検出法は簡便
で有用と考えられた（Nishizawa et al. J. 
Clin. Microbiol. 45(2),303-5.2007）。糞便か
らの gyrA 遺伝子増幅を各種のプライマーで
試みたが、他の腸内細菌の gyrA 遺伝子も増
幅されてしまい糞便検体からの迅速検出法
開発は断念した。 
また、15 例の CAM・MNZ 両耐性あるい
は一次除菌不成功でMNZ耐性の症例に対し
GFLX / AMPC / RPZでの除菌治療を施行し、
する。GFLX の MIC＜1μg/ml の GFLX 感
受性あるいは gyrA 遺伝子変異のない症例で
は 100％の成功率だったのに対し、GFLXの
MIC＜1μg/ml の GFLX 感受性あるいは
gyrA 遺伝子変異のない症例では 100％の成
功率であったが、GFLXのMIC≧1μg/mlの
GFLX耐性あるいは gyrA遺伝子変異のある
症例では 28.6％の成功率と有意差を認めた。
GFLXによる三次除菌に際しては、薬剤感受
性試験あるいは gyrA 遺伝子変異の検討が有
用と考えられた（Nishizawa T, Nishizaw et 
al. J Gastroenterol Hepatol, 23:s2,167- 
170,2008.）。 
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