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研究成果の概要（和文）：トナカイを含む複数の動物胃パラフィン包埋切片から増幅した16S rRNA遺伝子配列は、H. p
yloriもしくはH. acinonychisと高い相同性を示した。またH. pyloriアラスカ株の全ゲノム配列を決定したところ、そ
のゲノム構造はH. acinonychisとよく類似していた。また進化系統樹解析からアラスカ株の多様性とその進化について
の新たな知見が得られた。これら研究成果は、今後Whole metagenome解析によって同定されるHelicobacter 属のゲノ
ム配列との比較を可能にし、H. pyloriの起源を明らかにするための手掛かりとなると期待する。

研究成果の概要（英文）：The variable regions of 16S rRNA genes were determined by next generation 
sequencing from the formalin-fixed paraffin-embedded gastric tissues from the reindeer and other animals. 
These sequences were highly identity with H. pylori and H. acinonychis. Also we determined the whole 
genome sequences of Alaskan H. pylori strains. Moreover, the genome structure comparison analysis 
indicated that its structure was partially shared with that of H. acinonychis. Phylogenetic analysis 
based on these 724 homologues genes shown that Alaskan strains clustered within own lineage 
independently. Our results suggested that the possibility to find an origin of H. pylori infection to 
human from the herbivorous animals. Further genetic analysis of H. acinonychis will be successful to 
verify our hypothesis.

研究分野： 消化管感染症
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１．研究開始当初の背景 
Helicobacter pylori (H. pylori) は、全人類の

約半数が感染して、消化器疾患をはじめとし
た多彩な疾患を引き起こす世界最大の感染
症の一つである。特に、H. pylori は胃癌のリ
スクファクターであり、その健康被害は非常
に重く、胃癌発生数は全世界で年間 100 万人
を超えている。 

H. pylori の主な感染経路は、家族内での垂
直感染であると考えられており、人間と菌の
系統関係は非常による類似する。実際に、
我々は、人類移動と菌の進化について大規模
な疫学調査を行い、H. pylori 病原因子の進化
やその多様性についてこれまで多くの研究
成果を報告してきた。しかしながら、人類最
大規模の感染症であるとともに、人類に最も
身近な病原細菌でもあるこのH. pyloriが如何
に人間に寄生するようになっていったか、そ
の起源はこれまでよくわかっていない。 
一方、H. pylori は地域ごとに特徴があり、

特に、アラスカ株は、主に東南アジアなどで
流行する株とは明らかに異なることが我々
の検討より予想されている。実際に、マイク
ロアレイ法を用いた先行研究では、アラスカ
地域で分離された一部の H. pylori が
Helicobacter acinonychis (H. acinonychis)と近
縁性があることが示唆されている(1)。また、
アフリカのライオンから H. acinonychis が検
出されており、Helicobacter 属の中ではヒト
が持つ H. pylori に最も近縁であるとこから、
H. pylori の起源である可能性が考えられてい
た(2)。実際に、南アフリカで狩猟採取生活を
行っている人々の菌が最も H. acinonychis に
近いことからもその可能性がうかがえる。し
かし、アラスカ地域にはネコ科の大型肉食獣
が 生 息 し な い の に も か か わ ら ず 、 H. 
acinonychisと類似する遺伝子構造を持つ特異
的なH. pyloriが存在することなど多くの疑問
が残っている。しかし、多くの Helicobacter
は分離培養が困難であり、十分な遺伝子工学
的解析による検証が必要である。 

 
表 1. 動物の Helicobacter 属について 

 
２．研究の目的 
そこで我々は、アラスカ先住民がトナカイ

やアザラシの肉を生食する習慣に着目し、ア
ラスカの H. pylori と H. acinonychis は、共に
補食した他の動物の菌の影響を受けている
のではないかという仮説を立てた。実際、ト
ナカイの胃から Helicobacter 属と見られる菌

が検出されており(3)、またトナカイとアフリ
カのガゼルの消化管細菌叢は類似している
という報告もある(4)。そこで、本研究では、
アラスカの先住民から分離されたH. pyloriの
全ゲノム配列を決定すること、さらに、トナ
カイからの Helicobacter の同定を試み、アラ
スカの先住民から分離されたH. pyloriとの遺
伝子構造の違いを明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
（１）病理学的に H. pylori 様細菌を含むトナ
カイ（及び国内の獣医および動物園等の施設
から得られたその他動物検体）の胃パラフィ
ン包埋切片から DNA 抽出を試み、通常、cagA、
vacA 遺伝子およびハウスキーピング遺伝子
をターゲットとした RT-PCR を実施する。そ
の 後 、 公 開 デ ー タ ベ ー ス 上 の 既 存 の
Helicobacter 株の遺伝子配列との相同性を比
較する。特に、cagA及び vacA遺伝子配列に
ついてはこれまで十分な基礎研究が行われ
ており、その多様性の評価に加え、病原性に
ついても評価が可能である。 
（２）上記１の検体に含まれる全 DNA を増
幅し、次世代シーケンサーMiSeq にて Whole 
genome 解析を行う。全ショートリード配列
を読み取り、de-novo アッセンブリおよび H. 
pylori もしくは Helicobacter acinonychis 株に
対するリファレンスマッピングを実施する。 
（３）上記１から得られた DNA を用いて、
16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域をターゲット
とした RT-PCR を実施する。また精製後、イ
ンデックス配列を検体ごとに付加すること
でコスト削減と増幅率の向上を図る。インデ
ックス配列を付加した増幅産物を Illumina 
MiSeq reagent v3 を用いて次世代シーケンサ
ーMiSeq にてメタゲノムシーケンスを行う。
（４）アラスカ原住民の胃検体から選択培地
および血液寒天培地を用いたH. pyloriの分離
培養を試みる。その後、H. pylori の DNA を
抽出し長鎖読みとり型の次世代シーケンサ
ーPacBio にて全ゲノム配列を決定する（沖縄
綜合科学研究所との共同研究）。得られたゲ
ノムデータからは遺伝子予測を行い、完全ゲ
ノムが発表されている既存のH. pyloriの遺伝
子と合わせて相同遺伝子のセットを生成す
る。そして相同遺伝子のセットごとにアライ
ンメントを行い、配列を連結して系統解析に
用いる。 
（５）アラスカ株のゲノムに対する相同性の
確認し、その他アフリカから分離された H. 
pylori または、ネコ科大型獣の H. acinonychis
との遺伝子構造の違いについて評価する。 
 
４．研究成果 
（１）我々は、国内の獣医および動物園等の
施設からトナカイ、クガー、オセロット、ウ
シの胃パラフィン包埋切片を入手し、DNA 抽
出を試みた。 
その後、cagA及び vacA遺伝子配列をター

Species Age, sex Organ Clinical signs
Helicobacter infection

(HE stain)
Reference

Ocelot 19y, F
Fundic region of

the stomach
Multiple ulcers

resembling
Helicobacter

heilmannii

J Comp Pathol. 
2005 

Severe emaciation
(died)

Gastroduodenal
adenocarcinomas
Rectal adenoma

Cow 2y, F Stomach
gammadelta T-Cell

Lymphoma

Helicobacter -like
organisms, found in
the abomasum and

small intestine

J Comp Pathol. 
2001

Reindeer na Intestine ? Gastroenteritis
Helicobacter-like
organisms and

rotavirus
Aust Vet J. 2001

Stomach
Helicobacter-like

organisms
J Vet Med Sci.

2002Cougar 14y, F



ゲットにした RT-PCR 法を行ったがいずれの
遺伝子も増幅されなかった。これは、胃パラ
フィン包埋切片が長期間保存されており、抽
出された DNA 量が十分ではなかったことが
考えられた。その為、方法２による解析も困
難出ることが予想された。そこで、H27 度は
抽出方法を改良するなど対策を講じた。 
 
（２）これまで胃パラフィン包埋切片からの
効率的な DNA 抽出方法の選定が課題であっ
たが、H27 年度に高濃度の DNA 抽出が可能
な核酸抽出方法を確立でき、DNA 抽出を再度
試みた。その結果、トナカイ、オセロット、
ウシおよびクガーからの DNA 抽出に成功し
た。これら検体を用いて 16S rRNA 遺伝子の
V3-V4 領域を増幅し、インデックス配列を付
加し、メタゲノム解析を実施した。Green Gene 
database を基にした Operational Taxonomic 
Unit (OTU)解析の結果、これら動物検体から
平均で 37,848 OTUs が検出され、Helicobacter
と思われる OTUs は 0.1%程度であった。トナ
カ イ 、オセ ロ ットお よ びクガ ー か ら
Helicobacter OTUs が検出されたが、ウシ検体
からは検出されなかった。トナカイから検出
されたコンティグ配列 397bp を BLAST 検索
した結果、H. pylori (Accession#: NC_000915)
との相同性が 99% (393～396 nt が一致)、H. 
acinonychis (NC_008229) 、 H. cetorum 
(NC_017735)、H. pullorum (NZ_DS99045)、及
び H. winghamensis (NZ_GG661973) と は
98%(386～391nt が一致)の相同性を示した。 
 
（３）我々は、アラスカ先住民から採取され
た H. pylori を 9 株分離・培養に成功し、次世
代シーケンサーPacBio による全ゲノム配列
を決定した。 
 
表 2. アラスカ株のシーケンス結果 

 
Dot plot によるゲノム構造の比較から、これ
ら９株のうち４株のゲノム構造は、他の H. 
pylori と大きく異なっており、H.acinonychis
に類似していることがわかる（図１）。 

図１ . アラスカ株と H. pylori および H. 
acinonychis のゲノム構造比較。アラスカ株と
H. pylori 26695 株 (A)、アラスカ株と H. 
acinonychis (B)  
 
（４）また、ゲノムデータから得られた 724
組の相同遺伝子に基づく系統樹でも、これら
４株は突出して長い枝を持っており、他の
H. pylori と比べて進化速度が早い、あるいは
系統的な違いが大きいことが示された（図
２）。 

 
図２.  アラスカ株の系統的位置左端が南ア
フリカの株。●印で特異なゲノム構造を持つ
アラスカ株を示す 
 
 以上のことより、我々は、複数の動物胃パ
ラフィン包埋切片から高い濃度で DNA を抽
出する方法を確立し、16S rRNA 遺伝子配列
を用いたメタゲノム解析を行った。これら結
果を基に、今後、Whole metagenome 解析によ
り、これら動物に感染する Helicobacter のゲ
ノム解析により詳細な検討を行う予定であ
る。 
さらに、H. pylori アラスカ株の全ゲノム配

列を次世代シークエンサーによって決定し、
その進化と多様性について明らかにした。 
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