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研究成果の概要（和文）：一酸化窒素(Nitric Oxide:NO)とHelicobacter pylori感染との関連性
を明らかにするためin vitroおよびin vivo実験を行った。Nitriteはnitrateに比べ強い抗H. 
pylori作用をもつことが明らかにされた。Nitrate投与群およびnitrate非投与群スナネズ
ミでの定着H. pylori菌数に差異は認められなかった。Nitrate投与群の血漿および胃液におけ
るnitrate量およびnitrite量は、非投与群に比べ有意に高値を示した。H. pylori感染スナ
ネズミにおいて、nitrate投与群では非投与群と比べ胃腺拡張の低下が認められた。これら
の結果より、nitrateを含む食品の摂取がH. pyloriの胃粘膜に対する感染効果を調節する可能
性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：To examine correlation between nitric oxide (NO) generation 
and Helicobacter pylori infection, in vitro experiment and in vivo experiment 
using Mongolian gerbil were performed. Nitrite was shown to indicate stronger 
bactericidal effect on H. pylori than nitrate. There was no significant 
difference in the number of H. pylori colonized between nitrate treated and 
untreated gerbils. Concentrations of nitrate and nitrite in plasma and gastric 
juice were significantly higher in nitrate-treated gerbils than those in 
untreated ones. Cystic dilatation score was significantly lower in 
nitrate-treated gerbils than that in untreated gerbils. These results suggest 
that uptake of nitrate-containing food might regulate inflammatory changes of 
gastric mucosa following H. pylori infection. 
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１．研究開始当初の背景 

一酸化窒素(Nitric Oxide:NO)は可溶性グ
アニル酸シクラーゼを活性化してcyclic GMP
を合成させることによりシグナル伝達に関
与する。血管拡張作用、血管新生、血管透過
性亢進、神経伝達物質としての作用、突然変
異作用、炎症惹起作用、細胞防御作用、発癌

作用、免疫調節作用、抗微生物作用（抗菌作
用、抗ウイルス作用）など極めて多彩な活性
を有することが知られている。生体内では NO
はNO合成酵素(NOS)によりL-アルギニンと酸
素から合成されるが、生体に生息あるいは感
染する細菌も NO 生成に関与する。食餌中の
硝酸塩(nitrate)は消化管より吸収され、血
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流に入り、唾液腺により濃縮され口腔内の細
菌による還元作用により亜硝酸(nitrite)に
変換され、胃酸下で NO 生成が行なわれるた
め、NO 供給源として重要である。 
Helicobacter pylori は胃炎（急性・慢性）

を惹起するとともに胃・十二指腸潰瘍の再発
因子として作用する。また、1994 年本菌感染
が 胃 癌 の 確 実 性 発 癌 因 子 (definite 
carcinogen) クラス 1となることが WHO によ
り認定されている。加えて本菌感染が胃
MALT(mucosa-associated lymphoid tissue)
リンパ腫の発症に関与するとともに本菌の
除菌が同リンパ腫を縮退化･良性化させるこ
とも報告されている。日本人の H. pylori 感
染率は先進国の中では高率を示しており、ま
た世界有数の胃癌発生国であることよりこ
れまでに H. pylori と胃癌に関する多数の研
究が行われてきた。H. pylori 感染と NO に関
する研究が多方面において行われてきた。
Wilson et al. の 最 初 の 報 告
(Gasgtroenterology 111:15245-15233,1996)
に引き続き多くの研究結果は H. pylori がマ
クロファージ由来細胞株や胃上皮細胞にお
ける iNOS(inducible NO 合成酵素)の発現を
促すことを示している。本菌感染患者の胃生
検材料においても iNOS 発現の亢進が報告さ
れ て い る (Rieder et al., Int J Med 
Microbiol 293:403-412, 2003)。Bussiere et 
al.は本菌感染がマクロファージでの NO産生
亢進を(J Biol Chem 280:2409-2412, 2005)、
Wang et al.は H. pylori 感染ヒト胃粘膜で
の NO 産生亢進を報告している。一方、Elfvin 
et al.は H. pylori 感染スナネズミ胃粘膜で
の NO 産生低下を報告している(Scand J 
Gastroenterol 2007, 1-7, iFirst article
電子版)。本研究では NO の H. pylori 感染後
の胃十二指腸病変に及ぼす効果を検討した。 
 
２．研究の目的 

生体におけるNOの供給源となるnitra

teおよびnitriteのH. pyloriに及ぼす効

果をin vitroおよびin vivoにおいて検討を

加えるのが本研究の目的となる。In vitro実

験ではnitrateおよびnitrite存在下でのH. 
pylori増殖を評価した。In vivo実験では本

菌の感染モデルとして頻用されるスナネズ

ミを使用して、nitrate含有飲用水およびnit

rate非含有飲用水を摂取させ、H. pylori持
続感染におけるその効果を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)in vitro実験 

0.13-900mM の異なる濃度の nitrate
および nitrite を調整し、in vitro での
H. pylori 増殖に及ぼす効果を調べた。
H. pylori の増殖は 7%ウマ血清加ブルセ

ラブロス培地で 37℃、2 日間、微好気培
養を行った。 
(2)in vivo 実験 
①スナネズミ感染モデルと nitrate 投与 
 スナネズミ(MGS/sea 株、8 週齢、雄)は H. 
pylori 株感染前 10 日間および感染後 3 か月
にわたり、NO 供給源として飼育用飲用水に
nitrate を 1mmole/kg あたりに添加した。対
照群では nitrateを含まない蒸留水を飲用水
として使用した。H. pyloriTK1402 株、1-2x109 
cfu を経口接種した。TK1402 株はスナネズミ
ヘの定着性が良く in vitro バイオフィルム
形成能が高いことが明らかにされている。 
②nitrate、nitrite,および iNOS の測定 
  感染 3 ヶ月目にスナネズミをペントバル
ビタール麻酔し安楽死させた。スナネズミの
解剖を行い、胃粘液を採取した。胃粘液に
EDTA 液を加え遠心上清を採取した。本上清お
よび血清を用いて nitrate および nitrite 量
を Nox アナライザー(Eicom 社、ENO-20、京都)
を用いて測定した。同時に胃粘膜材料より
RNA を抽出して、iNOS 遺伝子プライマーを用
いた RT-PCR 法により iNOS 遺伝子の転写レベ
ルを評価した(Gobert et al., J Immunol 
168:6002-6006, 2002 の方法に基づく)。 
③H. pylori 感染による病態発現の評価 
 感染後の胃粘膜の病理学的観察(Update 
Sydney 分類)を行った。定着した H. pylori
の菌数は胃粘液をハンクス液にて希釈し、H. 
pylori 選択培地を用いて微好気培養後測定
した。同時に、本菌の 16S rRNA をターゲッ
トとしたプライマーを用いたリアルタイム
RT-PCR 法(Applied Biosystem 7500 を使用)
によっても H. pylori を半定量した。血清を
採取し、抗 H. pylori 抗体価を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)in vitroでのnitrateおよびnitrite
のH. pylori増殖に及ぼす効果 

11mM以上の濃度のnitrate添加はH. 
pyloriの増殖を対照（nitrate無添加）
の1/2以下（OD600にて評価）に抑制した(
図1)。これに対して、0.13 mM以上の濃
度のnitriteはH. pyloriの増殖を対照の
1/2以下に抑制した。これらの結果より
nitrateに比べnitriteが強い抗H. 
pylori作用をもつことが明らかとなっ
た。 
(2)in vivoでのnitrate投与のH.pylori
感染に及ぼす効果 
Nitrate投与群および対照群（蒸留水投与

群）での定着H. pylori菌数はいずれも104 
CFU/g mucus以上を示し、nitrate投与群にお
いて低値であったが、両者に統計学的有意差
は認められなかった（図2）。また、nitrate
投与H. pylori感染群と同非投与H. pylori
感染群における抗H. pylori抗体価に有意な 



 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

図1.NitrateおよびnitriteのH. pylori 増殖に及ぼす効果 
  

 

 

 

 

 

 

 

図2.Nitrate投与群および非投与群スナネズミでのH. 

pylori  定着菌数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3.nitrate投与および非投与スナネズミにおける血清

中抗H. pylori 抗体価 

 
差は認められなかった（図3）。H. pylori非
感染スナネズミではnitrate投与群およ
びnitrate非投与群での抗H. pylori価は
陰性であった（図3）。 
 nitrate投与群の血漿および胃液中にお
けるnitrate量およびnitrite量は、対照群に
比べ有意に高値を示した（図4, 5）。H. 
pylori感染により、胃粘膜内誘導型NO合
成酵素(iNOS)の発現が亢進されている
ことがリアルタイムRT-PCR法により明
らかにされた(図6)。nitrate投与群の
iNOS発現量はnitrate非投与群のそれよ
りも高値を示したが、両群間に統計学的
有意差は認められなかった。H. pylori
非感染スナネズミではnitrate投与群、
非投与群において 
iNOS発現は認められなかった。 

病理学的解析の結果、H. pylori感染
は好中球および単球の浸潤を引き起こ
す 
ことが認められた。nitrate投与群および
非投与群の好中球浸潤スコアはそれぞれ
2.18, 2.09を示した（表1）。nitrate投与群
および非投 
与群の単球浸潤スコアはそれぞれ0.82, 0.73 

を、萎縮スコアはそれぞれ0.91, 0.63を示し
た（表1）。これらのスコアに統計学的有意差
は認められなかった。また、腸上皮化生は
両群いずれにおいても検出されなかっ
た。nitrate投与群ではnitrate非投与群に
比べ胃腺拡張の低下が認められた（図7）。 
 胃粘膜中の優勢菌である
lactobacilliの菌数をH. pylori感染お
よび非感染、nitrate投与および非投与
スナネズミ間で比較した（図8）。定着
lactobacilli数は 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4.nitrate投与および非投与スナネズミにお  

ける血漿nitrate量およびnitrite量 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5.nitrate投与および非投与スナネズミにおけ

る胃液中nitrate量およびnitrite量 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
図6.胃粘膜内iNOS発現量の比較 

 

表1.nitrate投与および非投与スナネズミにおける H. 

pylori 感染の病理学的変化 
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図7.H. pylori感染スナネズミ胃粘膜内の胃腺拡張 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図8.胃粘液中のlactobacilli菌数 

 
nitrate 投与 H. pylori 感染スナネズミ
において低下する傾向がみられたが、統
計学的に有意な差ではなかった。 
本研究より胃粘膜内に生成されたNOは胃粘

膜内に持続感染するH. pyloriの増殖を阻害
し、除菌する作用は見られなかったものの、
定着菌数を抑える効果が認められた。加えて
nitrateの投与はH. pylori感染に伴う胃腺拡
張の低減化を引き起こした。これらの実験結
果はnitrateを含む食品の摂取がH. pyloriの
胃粘膜に対する感染効果を調節する可能性を
示唆しており、今後の更なる検討が必要とな
る。 
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