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研究成果の概要（和文）：ピロリ菌が胃内に検出された場合、抗菌薬による除菌が推奨される。

しかし、近年、この細菌は抗菌薬耐性化が進行しているため、将来も同じ除菌法が継続使用で

きるか危惧される。このため我々は、ピロリ菌感染症に対するファージ療法系の開発を目的と

して、ピロリ菌ファージの分離を試みた。結果的に、新規ピロリ菌ファージφHP33 の分離に成

功した。φHP33 は多くのピロリ菌株に強力な感染能を有するため、治療用ファージ候補になり

うると予想された。 
 
研究成果の概要（英文）：Helicobacter pylori is a causative agent of gastritis and the 
stomach ulcer, and is also a risk factor of the stomach cancer. If H. pylori is detected 
at the patient’s stomach, the elimination of it with the antibiotic agents is recommended. 
However, recent progress of antibiotic-resistance in H. pylori threatens the future of 
the elimination method. Therefore, we tried to get phage to develop the bacteriophage 
(phage) therapy system against H. pylori infection. As a result, a novel phage,φHP33, 
was isolated successfully. PhageφHP33 had a broad-host-range to many H. pylori strains 
and had strong lytic acitivity against them. Therefore,φHP33 is expected to be a good 
candidate as therapeutic phage for H. pylori infection.  
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１．研究開始当初の背景 
現在日本では、人口の約半数（6000 万人）が
胃炎、胃潰瘍の原因菌、かつ胃癌のリスクフ
ァクターであるピロリ菌（Helicobacter 
pylori）に感染している予想されている。保
菌が確認された場合、その除菌が強く推奨さ
れている（日本ヘリコバクター学会ガイドラ

イン、2009 年）。現在ピロリ菌除菌は、プロ
トンポンプ阻害薬（PPI）と２種の抗菌薬（ア
モキシリン、クラリスロマイシンまたはメト
ロニダゾール）の３剤併用療法によって行な
われているが、近年抗菌薬（特にクラリスロ
マイシン）に対するピロリ菌の耐性化が進行
しており、将来同様の除菌法が継続できるか
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否か危惧されている。このような状況を打開
するため新規の抗菌薬が開発されても、耐性
菌出現は避けられず、抗菌薬開発と耐性菌出
現の悪循環は繰り返されると予想される。こ
のような抗菌薬開発と耐性菌出現の悪循環
を断ち切るには抗菌薬非依存的なピロリ菌
除菌法の開発が有効であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
抗菌薬非依存的な細菌感染症制御法の可能
性の一つに、バクテリオファージ（ファージ）
の溶菌活性を利用するいわゆるファージ療
法がある。ファージ療法を行なうためには、
対象菌種に感染するファージが必要である
が、ピロリ菌の場合、ファージそのものの報
告例が極めて少ない。それゆえ、本研究では、
ピロリ菌を溶菌可能なファージを分離し、そ
の性状解析を行ない，治療用ファージとして
の適格性を検討することを目的とし、研究を
行なった。 
 
３．研究の方法 
ピロリ菌ファージ検出系の検討：ブルセラ培
地を基本とする、ピロリ菌ファージの検出用
の軟寒天重層法を検討した。 
ピロリ菌に随伴しているファージ（溶原性あ
るは結合性）ファージの検出：臨床由来のピ
ロリ菌株 38 株の培養上清を 10％ウマ血清添
加ブルセラ培地あるいはマイトマイシンＣ
(1-2μｇ/ml)添加 10％ウマ血清添加ブルセ
ラ培地で約 24 時間培養し、遠心上清を孔径
0.45μm のフィルターで除菌後、スポットテ
スト、プラークテストでファージの存在を検
討した。 
ファージの精製：ファージ増殖後、培養上清
にポリエチレングルコール 6000 および NaCl
を添加し、10,000xｇ４℃20 分遠心した。ペ
レットを DNaseI,RNaseA 処理後、100,000xｇ 
１時間不連続塩化セシウム密度勾配超遠心
を行ないファージバンドを回収し、AAS で希
釈を行なった、 
ファージの形態観察：２％ウラニル酢酸で陰
染色後、透過型電子顕微鏡（日立 H7100）で
観察した。 
ファージ吸着能：ファージを宿主菌と混合後、
経時的に低速遠心し、上清中のプラーク数の
低下により吸着能を検討した。 
潜伏時間とバーストサイズ：ファージを宿主
菌に５分吸着させて後、菌を洗浄後、新鮮培
地に再懸濁後、経時的にプラーク計測を行な
い検討した。 
ファージ DNA の解析：塩化セシウム密度勾配
超遠心法で精製し、AAS で希釈した後
100,000xg１時間超遠心を行なった。ペレッ
トを１%SDS で可溶化し、フェノール抽出、エ
タノール沈殿を行ない DNA を抽出した。DNA
を制限酵素で切断後、数個の断片をベクター

pUC18 にクローニングした。挿入部分の塩基
配列を解読し、それをもとに合成したプラー
マーによりファージ DNA配列をプライマーウ
オーキング法により全ゲノム DNAの塩基配列
を解読し、アノテーションを行なった。 
 
４．研究成果 
(1)ピロリ菌ファージ検出条件の検討 
通常ピロリ菌の培養には、10％ウマ血清添加
ブルセラ培地が使用される。下層には、1.5％
寒天培地を使用し、上層には馬血清を含まな
いプルセラ軟寒天（0.5％寒天、50℃保温）
を使用することで、10％ CO2 、37℃、2-3 日
の条件で、殆どのピロリ菌株が比較的均一な
ローンを形成することが分かった。また、あ
る菌株では、10％馬血清の代わりに 0.5％β
シクロデキストリンを使用できることが示
された。 
(2)ピロリ菌に随伴するファージの分離：臨
床由来の 38 株の培養上清中からファージの
分離を試みた。その内、HP33 株の培養上清中
にファージが放出されていることが確認さ
れた。HP33 由来のファージは HP1 株において
単一プラーク分離法によって純化され、φ
HP33 と命名された。この放出は。マイトマイ
シン C添加に関係なく起っていた。 
(3) φHP33 の宿主域：ピロリ菌株計 40 株で
検討したところ、25 株においてプラークを形
成できる、比較的広宿主域であることが分か
った。 
(4) φHP33 の潜伏期間とバーストサイズ:潜
伏期間は 140 分、バーストサイズは 15-25 で
あった。ピロリ菌の倍加時間が 180 分 
(5) 吸着：10 分以内に 25％のファージが吸
着するが、その後は比較的ゆっくりと進行す
る。30 分においても、70％のファージは未吸
着のまま残存しているが、その原因は不明で
ある。 
(6)形態：電子顕微鏡顕微鏡による形態観察
の結果、φHP33 は尾部保有ファ−ジではなく
球形ファージであることが示された。その直
径は約 60 nm で、内部にコア構造を持つこと
が示された。また、クロロフォルムに感受性
を示すことから脂質を含有する可能性があ
る。 
(7)ゲノム DNA：φHP33 保有の核酸は、RNaseA
に耐性で、DNaseI に感受性出ることから DNA
であることが分かった。またある種の制限酵
素で分解されることから 2本鎖 DNA と考えら
れた。全塩基配列の解読の結果、本ゲノムサ
イズは約 26kbp であり、少なくとも 27 個の
ORF の存在が示された。本ファージのゲノム
構成から、これまで報告されているいずれの
科にも属さないと予想され、新しい科を形成
する可能性が示された。 
(8)φHP33 の溶菌活性と治療用ファージとし
ての可能性：HP1 株を指示菌として液体培地



 

 

で検討すると、ファージ投与量を調節するこ
とにより、ピロリ菌の増殖を完全に抑制でき
ることが分かった。また、ファージ投与量を
菌数より少なくすると、一旦菌増殖が起りそ
の後強い溶菌が起った。これは、子ファージ
放出時に強力な溶菌酵素を産生することを
示唆している。以上から、このファージ自体
の投与で除菌ができるのみならず、本ファー
ジ保有の溶菌酵素を利用する除菌法の可能
性も期待される。 
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