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香辛料から見た食習慣のHpylori病 原因子に及ぼす影響

溝 手 朝 子(山 口県立大学生活科学部生活環境学科)

1.緒 言

Helicobacterpylori(K。pylori)の 歴史は,

1982年オーストラリアのWarrenとMarshallに

よって,胃 粘膜に生息する螺旋菌が分離培養され

た1)ことに始まる。1985年 には,Marshall自 ら

被験者 としてこの菌による感染が胃潰瘍を引き起

こす ことを証明 し2),さ らには1994年,WHOは

疫学的根拠に基づきH.pyloriを 胃がんの発癌物

質と認定した。従来の消化性潰瘍発症機構の定説

は,ス トレスによる胃酸分泌量増加によるもの,

とされていた。実際に酸分泌抑制剤を投与するこ

とで病状 は回復するが,投 与中止 により再発す

る3)。しか し,H.pyloriの 除菌をすることによ

り治癒し,除 菌が完全であれば再発 しない3)。H.

pyloriの 感染源はヒトであ り,感 染者は世界人

口の30%に 及ぶ。多 くは幼児期に感染し生涯持続

感染となるが,す べての感染者が発症するわけで

はなく,大 半は不顕性感染 となる。初感染は3歳

までの幼児期におこるが。8歳 以下の小児におけ

る抗体産生は見られないとされている4)。

胃疾患患者から分離されたH.pyloriの 遺伝子

構造が多様であることは,本 菌が高い自然形質転

換能をもち5),多 くのプラスミドを保有 している

こと,ゲ ノム内の多数の反復配列などの分子遺伝

学的特性が関係していると考えられる。遺伝子構

造の多様性とはうらはらに,た んぱく質レベルで

は,抗 原性や生化学的性状に菌株間での大きな違

いは認められない。

では,H.pyloriは 胃の何処を住処 としている

のだろうか?胃 生検組織標本では,胃 粘膜層に

多く認められる。H.pyloriの 生育には比較的多

量のCO、 と,適 度な0、供給が必要な微好気性の

細菌である。胃粘液層でこの環境条件を満たすと

ころは,粘 膜上皮細胞付近と考えられる。胃内は

強い酸性を示 し,多 くの細菌は生育できない。

K.pyloriの 固有の性質のうち,感 染に直接関与

することが認められているウレアーゼは,多 量に

保有しており,菌 体全たんぱく質の6%を 占めて

いる。本菌のウレアーゼは菌体表層に存在 し,

1モ ルの尿素を1モ ルのアンモニアとカルバ ミン

酸に変換 し,さ らにカルバミン酸は水 と反応して

1モ ルのアンモニア とカルボン酸 を生成する。

H.pyloriの 尿素走化性6)はH.pyloriが 胃内に

生存するには必須の機能であ り,粘 性条件下での

走化性充進7)も生存をかけて獲得した機能 と思わ

れる。

胃内環境は,宿 主が摂取する食品の種類 ・形態

によって,酸 性度をはじめ胃粘膜への影響が変化

することが予測される。成人感染率が他の欧米先

進諸国に比べ非常に高いことを考える上で食習慣

の違いは一つの要因となりうる。本研究では,第

1に,胃 疾患患者から分離されたH.pyloriの ウ

レアーゼ活性と胃萎縮度の関連および菌株ごとの

pH変 化に対するウレアーゼ活性の環境応答を明

らかにする。第2に,食 習慣を香辛料中心に捕え,

H.pyloriの 病原因子に及ぼす影響を明らかにし,

日常食生活においてH.pylori感 染による胃疾患

発症予防に寄与することを目的とした。
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2.方 法 および材料

2.1菌 株および培地

H.pylori野 生株ATCC43504お よび胃生検 よ

り分離 した菌株を用いて実験を行 った。Am-

photericineB2mg〃,Vancomicin10mg/1を

含むBrucella培 地(Difco)に5%(V/V)非 動

化馬血清(GibcoBRL)を 加えた。平板培地では

1.5%の 寒天を加え,10%CO2,5%02,85%N2

ガス混合条件で37℃,1～3日 間培養した。

2.2胃 疾患患者の胃生検からH.pyloriの 分

離と継代培養

内視鏡検査時に胃生検を摂取 しBrucella培 地

中でホモジナイズしBrucella寒 天平板上に塗 り

広げた。3日 後に出現した コロニーを単離 し純

培養した。継代培養は液体培地で行った。OD6。。

0.5に なったところで一世代 とし,新 しい液体培

地に1/50容植え継いだ。これを繰 り返し,世 代 ご

とのウレアーゼ活性を測定 した。

2.3pH環 境コントロール

H.pyloYiを 菌株ごとに2～3日 液体培養した。

OD6。。0.3に 達したところで遠心集菌 した。菌体

をBrucella培 地で洗浄後,100mMMOPS(pH

7.0)お よび100mMMES(pH6.0,5.0)でpH

調製したBrucella培 地に再懸濁し経時的に菌液

を採取した。

2.4ウ レアーゼ活性測定法

H.pyloriを5m1液 体培養し,集 菌,20mM

Na-Pbuffer(pH7.0)で2回 洗浄 した。1ml

の同緩衝液で懸濁後,超 音波破砕機で細胞を破壊,

遠心して得られた上清を粗酵素液とした。この粗

酵素液が 尿素を基質 とし,塩 化アンモニウムか

らのアンモニア産生量を指標とし,Ferreroand

Lee8)の 方法によって測定 した。活性1unitは

22°C1分 当た り1μmo1の アンモニアを産生す

る酵素量を表す。ウレアーゼ活性に用いる蛋白量

はProteinassaykit(Bio-Rad)を 用いた。

2。5香 辛料抽出液調整法

香辛料生葉5gをEtOHで ホモジナイズし,

ろ過後50m1と した香辛料抽出液のうち10m1を

とり40℃で減熱乾固した。残渣をDMSO500μ1

に懸濁 し,香 辛料抽出液 として用いた。従って

1μ1は 生葉2mgに 相当する。

2.6香 辛料抽出液のH.pylori発 育阻止効果

Brucella寒 天平板 に,2日 培 養したATCC

43504を0。5m1加 えた0.5%Brucella軟 寒天培地

3mlを 重層した。これに香辛料被検液20μ1を し

み こませた直径8mmの デ ィスクを静置 し3

～4日 間培養した。必要に応じて抽出液は希釈し

た。

2.7Motility寒 天平板による運動性測定

0.3%Brucella軟 寒天培地 を用いた。105cells

のATCC43504を 植菌した小 さなスポッ トを3

～5日 培養し,生 じた生育帯の直径を測定 した。

運動性阻害の検出は,香 辛料抽出液を10μ1添加

し同様に固化 させたものを用いた。

3.結 果

3.1胃 疾患患者から分離したH.pyloriの ウ

レアーゼ活性 と胃萎縮度の関連

萎縮進行度 は大 きくclosed(C)typeとopen

(0)typeに 分けられ,そ れぞれ進行度に応 じて

1～3に 細分される。従って萎縮進行度は軽いほ

うか らC1,C2,… …,02,03と 分類される。胃

萎縮度 と胃生検を採取 した患者数はTable1に 示

した。胃生検より分離 したH.pyloriはsingle

colonyと し純培養したものを用いてウレアーゼ

活性を測定した。その結果 をFig.1に 示 した。

ばらつきはあるが,傾 向 としてC1-C3か ら分離

されたものは,萎 縮進行度が進むほど活性は低下

していた。Otypeか ら分離されたものは特徴的

な傾向を示さなかった。
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Table1臨 床分H.pyloriの 分離元患者の萎縮進行度

Fig.1臨 床分H.pyloriの ウレアーゼ活性と萎縮進行度の相関

3.2胃 生検分K.pyloriウ レアーゼ活性に

対するinvitro環 境の影響

分離当初高いウレアーゼ活性を示すものと低い

活性のものが,invitro環 境でどのように変化す

るかを検証した。分離直後の活性が,菌 株の本来

有する活性を反映しているのか,胃 内環境 によっ

て変化している可能性を明らかにしようとした。

Fig.2a,bに 示したとお り,分 離時に高い活性を

持つ菌株は継代培養を続けると徐々に低下し,そ

の後実験室株ATCC43504の レベルで一定となっ

た。逆に分離時の活性の低い菌株は継代培養とと

もに上昇してい く。しかし,Fig.2bの65aの よ

うに,PPI(Protonpumpinhibitor)を 投与 さ

れている患者から分離した菌株は上昇することな

く低い活性を維持 した。

3.3胃 生検分離K.pyloriウ レアーゼ活性の

pHに 対する応答

ATCC43504をpH3～7で2日 間培養すると,

培養液のpHは 上昇するが,2日 後のウレアー

ゼ活性に大 きな違いがあることが明らかになった。

2日 後のpH.と ウレアーゼ活性 はFig.3に 示 し

たとおりである。培養当初低いpHに さらされ

たH.pyloriは 高い活性を示した。

そこで,ATCC43504を 一定時間異なるpH環

境にさらし,そ れぞれのウレアーゼ活性を測定し

た。ATCC43504を 培養し,同 量ずつ異なるpH

コントロールした培地に再懸濁 し,直 後0時 間か

ら1時 間,4時 間の活性 を測定した。その結果を

Fig.4に 示 した。pH5ま たは6に さらしたH.

pyloriの ウレアーゼ活性は再建濁直後 に上昇 し

ていた。pH7に コントロールされた培地に再懸
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Fig.2継 代培養がH.ρyJoγ'のウレアーゼ活性に及ぼす影響

Fig.3pH調 整培地で培養したH.pyloriATcc43504の ウレアーゼ活性

Hg.4H.pylon'2ATCC43504の ウ レ アー ゼ 活 性 のpH応 答
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Fig.5萎 縮度C1お よび02か ら分離したH.pyloriの ウレアーゼ活性のpH応 答

濁したものはわずかではあるが低下した。

この結果 をもとに,萎 縮進行度C1お よび02

患者の胃生検 より分離 した菌株58a(C1),56a

(02)の ウレアーゼ活性のpH応 答にっいて検討

した。Fig.5aに 示すようにC1か ら分離 された

菌株58aはpH5に 曝すと4時 間後にはウレアー

ゼ活性の上昇が見られた。一方,02か ら分離さ

れた菌株56aはpH変 化 に適応 できなか った

(Fig.5b)0

3.4H.pyloriの 香辛料抽出液による発育阻

止効果

香辛料抽出液20μ1を ディスクに滲みこませ,

H.pyloriの 生育に伴って生じた発育阻止帯(Fig.

6)の 直径 はTable2に 示した。 このうち,直 径

Fig.6マ ー レイ ン 抽 出液 に よ るH.pylori発 育 阻 止 帯

2cm以 上の発育阻止帯を生 じさせた香辛料抽出

液に対 し,希 釈を行い濃度による発育阻止帯の大

きさを測定した。その結果をTable3に 示 した。

バジル,ミ ント類は一般に阻止円は小さく,レ モ

ンタイム,バ ーベナ,マ ーロウも阻止円は形成さ

れなかった。一方,強 い発育阻止効果を持っ香辛

料抽出液はラベンダー,ロ ーズマリー,ホ ップ,

チャイブ,エ キナセア,マ ーレイン,ベ ルガモッ

ト,ブ ラックマロウ,ロ ーマンカモマイル,チ ャ

ービル,ワ イル ドロケット,ト ルーローズゼラニ

ウム,コ ンフリー,ロ シアンタラゴン,サ ラダバ

ーネット,ヤ ロウ,ヒ ップ,セ ージであった。

3.5香 辛料抽出物が運動性に与える影響

発育阻害効果をもつ15種の香辛料抽出液を用い

て,軟 寒天中の運動能(swarming)を 調べた。

生葉20mg相 当の抽出液をIOmlの 軟寒天中に含

ませ,H.pylori菌 液を置き4～5日 後にできた

発育帯の大 きさを測定した。ATCC43504は 平均

して直径1.86cmの 発育帯ができたのに対 し,香

辛料抽出液を混入させた軟寒天平板ではイエロー

フラワーラベンダー,ロ ーズマ リー,ス テビア,

ベルガモット,セ ージをはじめとして多くの香辛

料はswarming阻 止効果が見 られた。 これ らの

結果はTable4に 示 した。
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Table2香 辛料抽出液のH.p}'lori発育阻止効果

4.考 察

生 き物はその生育場所に適応 し,生 命の存続と

種の保存のため様々な機能を獲得している。H.

pyloriは,ど のようにして胃内環境 に適応して

いるのだろうか?胃 疾患患者の萎縮進行度と,

そこに生息するH.pyloriの ウレアーゼ活性との

間には,ど んな関係があるのだろうか?こ の疑

問を明らかにするため,胃 疾患患者からインフォ

ームドコンセントに基づいて得られた胃生検を用
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Table3H.pyloriに 対する発育阻止効果
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Table4H.pyloriのSwarmingに 及 ぼ す影 響

いてH.pyloriを 分離した。当然分離菌株は実験

室株と異なり分子遺伝学的に同一のものではない

ため正確な比較は困難である。 しかしH.pylori

感染による胃疾患患者から分離 したH.pyloriに

おいてC1-C3typeま ではウレアーゼ活性の分布

が低下する傾向が見られた。このことは,胃 萎縮

度が進行するに従って,胃 酸分泌能が低下するた

め,強 いウレアーゼ活性 を必要としないためと考

えられる。試験管内ではH.pyloriの ウレアーゼ

オペロンがmRNAレ ベルでpHに 対し転写後調

節を受けることが報告されている9)が生体内でも

ウレアーゼ活性が調節 されていることを示唆して

い る。ウ レア ーゼオペ ロン は構 造遺伝 子の
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uyeABと アクセサリー遺伝子のurelEFGHの

2つ か ら構成される1°)。このうち,urelは 細胞

内膜に埋め込まれた尿素チャンネルUreIを コー

ドしている11)。胃粘膜表層には,肝 臓か ら血液中

を循環 して拡散により分泌された尿素があ り,

UreIはpH5以 下になるとこれを開口してこれ

を取 り込むll)。細胞内で尿素は分解 されアンモニ

アを産生し,菌 体外放出することで菌体周辺環境

をとりまく胃酸を中和する。胃酸分泌能が低下し

ている環境においてウレアーゼ活性の低い菌株の

分子遺伝学的な調節機構は本研究では明らかにす

るにはいた らなかったが,実 験室環境で培養を続

けてい くにつれ て平均化 している ことか ら,

DNAレ ベルで適応しているとは考えがたい。一

方PPI投 与患者か ら分離されたH.pyloriは 培

養環境に適応できず,低 い活性を維持していたこ

とより,DNAレ ベルでの障害がおきていること

が予測される。

日常生活 をとおして,H.pyloriが 生育し辛い,

もしくは病原因子を発現しづらい環境を保持する

ために,食 習慣を通 して胃内環境を調節すること

はできないだろうか?香 辛料は食習慣によって

使用する種類は大きく異なる。たとえば,日 本食

を例にとると,山 葵,山 椒,生 姜,辛 子,唐 辛子,

紫蘇 葱等を多 く用いる。 このうち山椒1.92cm

と比較的大きな発育阻止を示したが,他 の山葵,

生姜,辛 子,唐 辛子,紫 蘇,茗 荷では発育阻止は

見られなかった。一方,先 進諸国である欧米では,

ハーブを香辛料として多 く用いる。本研究で用い

た香辛料をみると,ラ ベンダー,ロ ーズマリー,

ホップ,エ キナセア,マ ーレイン,ベ ルガモット,

ローマンカモマイル,ヤ ロウ,セ ージなど,欧 米

で多 く用いられている香辛料に強い生育阻害が見

られた。これらに含 まれるどの成分が生育を阻害

しているかは不明であるが,対 照 としたDMSO

に発育阻害帯が見られたものは,そ こに含まれる

揮発成分が活性を持っていると思われる。また,

強い発育阻害活性を持つ ものに対して行った

swarming阻 害はラベンダー,ロ ーズマリー,ス

テビア,ベ ルガモッ ト,セ ージで強 く現れた。

Swarming阻 害はH.pyloriが 生育場所 とする粘

性のある胃粘膜での運動性を阻害する可能性が強

い。これらの香辛料の有効成分を明らかにし,日

常食生活において活用することで食習慣をとおし

て感染予防もしくは,胃 疾患発症予防が可能にな

ることが示唆された。

実験的にH.pyloriを 感染 させたスナネズミに

おいて餌成分の違いが胃炎進行度に差を生 じさせ

ることが報告されている'2)。今回詳細は示してい

ないが,こ のスナネズ ミから回収したH.pylori

のウレアーゼ活性を測定したところ,胃 炎発症度

の軽いスナネズミから回収されたK.pyloriは 感

染に用いた菌株の1/5～1/3の 活性しか示さず,胃

炎が重篤なスナネズミから回収 されたK.pylori

は感染に用いたものより1.3倍 高かった。 このこ

とは食習慣によって宿主の胃内環境がかわること

を強く示唆している。

K.pylori感 染による胃疾患は,持 続感染によ

るものであり,除 菌が最も有効とされる。しかし

H.pyloriは 抗生物質耐性を獲得 しやすく,耐 性

菌の出現はまた新たな問題を招く。今回の研究で

示唆された,食 習慣による胃内環境の変化 と食品

に含まれる香辛料のH.pylori発 育阻止活性およ

び運動性阻害活性は,非 薬剤的感染予防と胃炎発

症予防の可能性をもたらすものとなった。今後,

これらの香辛料抽出物のより効果的な利用法開拓

と有効成分の確定および,invivoで の効果検証

が望まれる。
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EffectsofSpicesinDiettowardsPathogenesesofH.pylori

TomokoMizote(DepartmentofHumanLifeScience,YamaguchiPrefecturalUniversity)

UreaseandmotilitybyflagellaareessentialfactorsforH.pyloritosurviveinthe

strongacidicenvironment,suchasstomach.TheureaseofH.pyloriislocatedwithin

thecytoplasminfleshlyculturedcellsandappearsontheoutermembraneinoldercells.

Todeterminetherelationofureaseactivityandgastricenvironmentofthehost,several

H.pyloriwereisolatedfromdifferenttypesofgastricatrophy,C1-03.H.pylorithat

isolatedfromClshowedquickresponsetopHchangeonureaseactivity,however,that

isolatedfromO2didnotshowlow-pHadaptationtoureaseactivity.

Weoftenconsumemanykindsofspicewithdailyfood,thatreflectfoodhabitor

foodculture,whichmightcauseenvironmentalvariationinstomachorsortofdamage

toH.pyloridirectly.Infact,growthofH.pyloriwasinhibitedbyseveralspiceextracts

andswarmingactivitywasalsoinhibitedbysomespicesthatmostlyshowedstrong

growthinhibition.

Thesedatapresentedinthisreportsuggestthatitwouldbepossibletoprevent

siderationofH.pylori-infectedgastricdiseasebyfoods,especially,controllingofspice

uptakeinfoods.


