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研究要旨 
若年者における Helicobacter pylori 感染の状況ならびに薬剤耐性菌保有状況

を調べることは今後の感染症対策に重要である。本研究では、除菌治療薬のうち
クラリスロマイシンに対する薬剤耐性関連遺伝子変異の保有状況を調べた。若年
感染者では内視鏡検査を実施せずに耐性菌保有を明らかにする方法が必要であ
ることから、糞便 DNA を材料とする遺伝子検査方法と分離菌株を用いた遺伝子
検査法および薬剤感受性試験法を比較した。さらに患者の除菌治療結果と、耐性
関連遺伝子変異の保有状況について比較した。 

薬剤感受性試験法による耐性菌検査の結果と比較して、糞便 DNA の遺伝子変
異検出の感度は 80%、特異度 84.8％であり、菌株 DNA を用いた検査では感度
80%、特異度 100％であった。クラリスロマイシンを含めた 3 剤による除菌治療
が不成功となった 7 例のうち、糞便と菌株両方の検査で耐性菌と判定されたのは
3 例、2 例は菌株のみ耐性、1 例は糞便のみ耐性遺伝子変異が検出された。 

糞便 DNA を使った耐性菌の検出方法は患者の耐性菌の保有を明らかにする
ために有用で、除菌治療の結果予測にも役立つ方法であることが示唆された。 
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Introduction 

H. pylori は主として５歳以下の小児期
に感染し、長期間持続感染すると考えら
れている。H. pylori の感染ルートについ
ては国内では環境由来感染や集団からの
感染が減少し、家族内感染が優勢で、中
でも母子感染が高頻度に認められる。従
って、次の世代への感染を防ぐためには、
出産や育児にかかる年齢以前の感染者を
減らすことが重要な課題のひとつとされ、
若年者層の除菌治療の必要性が指摘され
ている。 
本邦ではこれまで、若年感染者に対す

る対策は行われてこなかった。さらに、
若年感染者に対して内視鏡検査の施行が
困難であることから、分離菌株を使って
行われる薬剤感受性検査のデータが少な
く、若年者の薬剤耐性菌の保有状況につ
いては明らかにされていない。今後の若
年者に対する除菌療法の拡大には耐性菌
出現状況の把握が必要とされる。 
 本研究では若年者の除菌治療効果判定
のために、糞便 DNA、分離菌株およびそ
の菌株 DNA を用いてクラリスロマイシ
ン（CAM）耐性菌の検出結果について比
較検討し報告する。加えて、患者の CAM
耐性菌保有状況が抗菌薬治療成績に及ぼ
す影響について知見を得るために、薬剤
感受性試験からみた各除菌治療群の
CAM 耐性菌出現状況と治療結果につい
て比較検討した。 
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A. 研究方法 
【菌株の分離】本研究は北海道大学およ
び各生検組織採取施設の倫理委員会の承
認を受けて実施された。 
胃生検組織は採取後速やかに輸送培地
（ヘリコポーター、日研生物）に入れて
菌株分離施設へ輸送された。輸送された
組織は到着後すぐに、H. pylori 選択培地
(日水製薬)に接種され、37℃、5-7 日間、
微好気環境下で培養した。発育したコロ
ニーを 2 個別々に増菌培養した。継代培
養した菌の一部は DNA の抽出に用いて、
残りは－80℃で保存した。 
【糞便総 DNA の抽出】 
採取された糞便は速やかにー30℃以下

で凍結保存された。糞便200mgを秤量し、
QIAamp DNA Stool Mini Kit (Quiagen)
を用いて総 DNA を抽出した。 
【分離菌株の薬剤感受性試験】 
 保存した分離菌株は７％馬血清添加
Brucella 培地（BHS）中で培養後、寒天
平板希釈法による薬剤感受性試験を実施
した。 
【PCR 反応】 
糞便から抽出したDNAによるCAM耐

性関連遺伝子の保有状況の検査は、
Rimbara らによって報告された方法に変
更を加えて行った。分離菌は培養後、
MagExtractor（Toyobo）を使って DNA
を抽出した。H.pylori23SrRNA 特異的プ
ライマーを用いて nested-PCR 増幅産物
を得て、その産物をシーケンスし感受性
株の配列と比較した。菌株から分離した
DNA は H. pylori 23SrRNA 遺伝子特異
的プライマー（H1 および H3）を用いて
PCR 増幅しシークエンス解析した。 
【除菌治療】 
患者は無作為に抽出された方法で H. 

pylori の除菌治療を受けた。CAM、アモ
キシシリン（AMPC）、プロトンポンイン
ヒビター（PPI）による治療群を A 群、
メトロニダゾール（MNZ）、AMPC、PPI
による治療群を B 群とした。 
 
B. 研究結果 

糞便検体採取用の登録患者 100 名中、
糞便の提出のみられなかった症例、H. 
pylori が陰性と判定された症例を除き、
H. pylori の分離菌株を得た 48 例を本研
究の対象とした。検体の採取輸送条件の
問題から H. pylori の培養ができずに、 
対象者の年齢は18歳から39歳であった。 
分離菌株 48 株について培養法による

薬剤感受性試験から CAM 耐性と判定さ
れた菌株は 15 例（31.3％）であった。同
じ菌株から分離した DNA について 23S 
rRNA の遺伝子配列の変異を認めたもの
は 12 例（25％）となった。糞便 48 例か
ら 23S rRNA の遺伝子変異が検出された
のは 17 例で 35.7％と最も高い検出感度
となった。 
次に、培養による薬剤感受性試験法を

Gold standard として、各遺伝子検査法
の一致率を検討した。菌株 DNA の遺伝子
変異検出は陽性一致率 100％、陰性一致
率 91.7％で、感度は 80%、特異度 100％
であった（表 1）。このとき菌株 DNA の
遺伝子変異検出が陰性と判定され、同じ
菌株から培養法で行った薬剤感受性試験
で CAM 耐性菌と判定された 3 例は、い
ずれも CAM 1μg/ml を含んだ培地に保
存菌株を再接種するとH. pyloriが発育し
た。さらに再分離した菌株から回収され
た DNA を使った PCR 増幅産物から、
CAM 耐性関連遺伝子変異が検出された。
この結果は、野生型 23SrRNA 遺伝子を
保有する菌と変異型遺伝子保有菌が混在
した例であると考えられた。 
培養による薬剤感受性試験法を Gold 

standard として糞便 DNA の遺伝子変異
検出と比較したところ、陽性一致率
70.6％、陰性一致率 90.3％で、感度は 80%、
特異度 84.8％であった（表 2）。前述の、
野生型変異型 23SrRNA 遺伝子の混在し
た菌株 3 例の患者由来の糞便は、糞便
DNA から CAM 耐性関連遺伝子変異が検
出された 2 例と、検出されなかった 1 例
に分かれていた。 
除菌治療の各群の結果判定と CAM 耐

性菌の出現数を比較した（表 3）。CAM、
AMPCおよびPPIにて治療されたA群は
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除菌成功 15 例、失敗 6 例、投薬中止者 2
例が含まれた。除菌失敗例 7 例のうち 3
例は菌株、糞便ともに CAM 耐性関連遺
伝子変異が検出され、2 例は分離菌株のみ
に遺伝子変異が、さらに 1 例は糞便のみ
に耐性遺伝子変異が検出された。従って、
ほとんどの症例が CAM 耐性菌株を保有
していたことが示された。  

CAM を含まない、MNZ を使用した除
菌治療群からも、CAM 耐性菌が検出され
た 9 例が含まれていた。さらに、MNZ 耐
性菌が 3 例の患者から検出されたが、投
薬中止 1 例を除く全例において除菌成功
と判定された。 

 
D．考察 
糞便から抽出した DNA による薬剤耐

性関連遺伝子の保有状況の検査は、内視
鏡検査施行の難しい若年者の場合に非侵
襲的に行う検査として特に重要である。
しかし、この方法について同一対象者か
ら分離菌株を得て実施される薬剤感受性
試験の結果と比較した報告はないことか
ら、感度、特異度などが検討されてこな
かった。本研究では 18 歳から 39 歳の対
象者から分離菌株を得て薬剤感受性試験
を実施した。さらに、同一患者の糞便を
用いた CAM 耐性菌関連遺伝子変異の有
無と、分離菌株から直接 CAM 耐性関連
遺伝子変異の検出を実施した。その結果、
糞便 DNA を用いた検出方法は、菌株
DNA を用いた CAM 耐性菌関連遺伝子変
異の検出方法と比べて、同等の感度を示
すものの、特異度の点で劣ること、さら
に陰性一致率は同等であるが、陽性一致
率が劣る結果となった。 
また、除菌治療結果と CAM 耐性菌の

保有状況の結果を比較した際に、除菌不
成功例の中から、糞便 DNA を使って検出
されたCAM耐性の結果が菌株DNAを使
った判定ならびに薬剤感受性試験の結果
と不一致で、糞便の DNA からのみ耐性と
判定された１例が見られた。この例は、
感受性菌と耐性菌が混在していて、分離
培養時に感受性コロニーを選択したこと
に起因する可能性が示唆された。また、

胃から CAM 耐性菌が検出されて糞便か
ら耐性関連遺伝子が検出されない結果は、
検体採取部位による耐性菌と感受性菌の
混在比率の差に起因する可能性が示され
た。 

 
E．結論 
CAM 耐性に関わる 23SrRNA 遺伝子の変

異を検出する方法として糞便 DNA を用い
た方法と、菌株 DNA を用いた方法を、分
離菌株の薬剤感受性試験と比較した。こ
れらの方法の感度および陰性一致率は同
等であったが、糞便 DNA では菌株 DNA と
比べて、特異度が低く、陽性一致率が低
かった。患者の CAM を含む 3剤併用除菌
治療の結果において、除菌不成功の症例
では、両方の検査で CAM 耐性が検出され
た例、菌株 DNA のみ陽性の例、糞便 DNA
のみ陽性例が認められ、これらの検査結
果を知ることは除菌治療法を選択する際
の有用な情報となることが示唆された。 

 

Ｆ．健康危険情報 

 なし 

G．知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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表１．分離菌株の薬剤感受性試験結果からみた菌株 DNA 中のクラリスロマイシン耐性

遺伝子変異の検出感度

a: MIC < 0.5g/ml 

b:3 菌株に感受性菌と耐性菌の混在が認められた。 

 

表２．分離菌株の薬剤感受性試験結果からみた糞便 DNA 中のクラリスロマイシン耐性

遺伝子変異の検出感度 

 a: MIC < 0.5g/ml 

 

表３．除菌治療の結果別にみた薬剤耐性関連遺伝子変異の検出状況

菌株 DNA 中の 

23SrRNA 遺伝子変異の検出

（A2142C および A2143C） 

薬剤感受性試験   

CAM 耐性菌 a  C AM 感受性菌 合計 一致率(%) 

陽性 12 0  12 100 

陰性 3 b 33 36 91.7 

合計 15 33   

感度および特異度 80.0 100   

糞便 DNA 中の 

23SrRNA 遺伝子変異の検出

（A2142C および A2143C） 

薬剤感受性試験   

CAM 耐性菌 a  C AM 感受性菌 合計 一致率(%) 

陽性 12 5  17 70.6 

陰性 3  28 31 90.3 

合計 15 33   

感度および特異度 80.0 84.8   

 

除菌治療群 a 

 

 

 

 

23SrRNA 遺伝子変異の検出 

（A2142C および A2143C） 

 除菌判定 症例数 菌株 DNA 糞便 DNA 

   陰性 陽性 陰性 陽性 

 A  成功 15 14 1 12 3 

不成功 7 2 b 5  3  4 

 B 成功 24c 17 7 14 10 

不成功 0 0 0 0 0 



- 37 - 

a : A 群の患者は CAM、AMPC、 PPI の 3 薬剤で除菌治療された。B群の患者は MNZ、 AMPC、 

PPI の 3 薬剤で除菌治療された。 
b: 1 例の患者は糞便 DNA から A2143C 変異が検出された。 
C： 3 例の患者は MNZ 耐性菌を保有していた。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


