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<はしがき>

潰蕩性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾患の原因は不明であるが、遺伝的素因を背

景に諸種要因による粘膜バリアの破綻により常在腸内細菌叢に対する消化管粘膜における異常

な免疫反応が惹起されることが病態と考えられている。本研究では、粘膜バリア破綻機序として

腸内細菌由来二次胆汁酸に着目し、その機構を明らかにするとともに、そのグルクロン酸抱合酵

素である UGT1A3強制発現による細胞障害防御の可能性を見出し、さらに潰虜性大腸炎の腸内

細菌叢の全貌を tRFLPにより特徴付けた。
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研究成果

<緒言>

潰療性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾患の病因は未だ不明で

あるが、症例数は我が国においても急速な増加をみており、両疾患をあわせて

擢患者数は 10万人を越えている。最近の分子・遺伝生物学的なアブローチから、

その病態には遺伝的素因が背景として存在し、諸種要因による粘膜バリアの破

綻により、腸内環境要因とくに常在腸内細菌叢に対する消化管粘膜における異

常・過剰な免疫反応が惹起されることがその病態であるとのコンセンサスが世

界的に得られるようになってきている。すなわち、免疫応答に関与する様々な

遺伝子改変動物で腸管に慢性炎症が惹起されること、そしてその多くのモデル

動物で腸管炎症の発症に腸内細菌の存在が必須であることが明らかにされてい

る。われわれの研究室では、腸内細菌由来二次胆汁酸による腸管上皮細胞障害

を明らかにし CArakiY et al.， Hydrophilic and hydrophobic bi1e acids exhibit di旺erent

cytotoxicities through cytolysis， Interleukin-8 synthesis and apoptosis in the intestinal 

epithelial celllines， IEC-6 and Caco・2cells. Scand J Gastroenterol， Vo136， 2001、Araki

Y et al.， Alterations in intestinal microflora， fecal bile acids and short chain fatty acids 

in dextran sulphate sodium-induced experimental acute ∞litis in rats. Eur J 

Gastroenterol & Hepatol.， Vol 13ヲ 2001)、また、従来の培養法による炎症性腸疾患

における病変粘膜付着細菌叢の解析を行い、これら細菌に対する免疫応答が本

症患者で成立していることを液性免疫応答の面から明らかにしてきた CMatsuda

H et al.， Characterization of antibody responses against rectal mucosa-associated 

bacterial flora in patients with ulcerative colitis. J Gastroenterol Hepatol， Vol 15， 2000)。

一方で、胆汁酸をはじめとする生体内活性物質あるいは薬剤の肝での second

line代謝系である UGTCuridine diphosphate glucuronosyltransferase) の日

本人における polymorphismから体質性黄痘、薬剤性肝障害の発症機序を明ら

かにしてきた CItohM et al.， E旺'ectof a conserved mutation in uridine diphosphate 

glucuronosyltransferase 1A1 and lA6 on glucuronidation of a metabolite of flutamide. 

Eur J Clin Pharmacol. Vol 58， 2002、ItoM et al.， Inhibitory effect of troglitazone on 

glucuronidation catalyzed by human uridine diphosphate-glucuronosyltransferase lA6. 

Eur J Clin Pharmacol， Vo156， 2001、YamamotoK et al.， Contribution of two rnissense 

rnutations (G71R and Y486D) ofthe bilirubin UDP glycosyltransferase (UGTIAl) gene 

to phenotypes of Gi1bert's syndrorne and Crigler-Najjar syndrorne type 11. Biochirn 

Biophys Acta， Vol 28， 1998、YamarnotoK et al.， Analysis of bilirubin uridine 

5'-diphosphate (UDP) glucuro nosyltransferase gene rnutations in seven patients with 



Crigler-Najjar syndrome type 11. J Hum Genet， Vol 43， 1998)。

このような研究成果を背景として、本研究では炎症性腸疾患の発症トリガー

としての腸管粘膜バリアの破綻への腸内細菌叢由来二次胆汁酸の関与と機序を

明らかにし、その産生母地としての炎症性腸疾患における腸管内常在細菌叢の

特性を明らかにする手法を開発し、さらには胆汁酸による腸管上皮細胞障害に

対する胆汁酸グルクロン酸抱合酵素である UGTIA3強制発現による防御作用を

明らかにすることにより、新たな炎症性腸疾患治療法開発を試みた。



(1)炎症性腸疾患(とくに潰虜性大腸炎)腸内細菌叢解析手法の開発

本症の病態に常在腸内細菌叢が関与することは先に述べたとおりであるが、

われわれの検討を含め従来の培養法による検討からは、どのような菌属・菌種・

菌株が関わっているのか、ひいては本症の腸内細菌叢にどのような特性がある

のかについてはブラック・ボックスの域を出ていないのが現状である。本研究

においても、当初は、腸管内環境を模した培養条件を種々工夫することによっ

てその克服を試みたが、満足すべき成果を得ることはできなかった。一方で、

分子生物学的な手法の開発が進歩する中で、従来の培養法で同定しうる腸内細

菌叢が 30%程度に止まることが明らにされた。すなわち、腸内細菌叢の全貌を

みることによりその炎症性腸疾患の病態への関与を解析し得る新たな腸内細菌

叢解析手法の開発が本研究遂行の課題となった。

このことから、理化学研究所微生物材料開発室との共同研究(研究協力者:

坂田慎治、排野義己)により、 terminalRestriction enzyme Fragment Length 

Polymorphism analysisによる潰療性大腸炎腸内細菌叢解析を行った。

方法の概要を図 1に示した。すなわち、 20mgの便試料を材料とし。ビーズフ

ェノール法により DNAを80ilDNA kit (MoBio)にて抽出。168rRNAcode gene 

を 6-FAM標識した 27F(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) あるいは 529F

CACGTGCCAGCAGCCGCGG)と1492RCGGTTACCTTGTTACGACTT)を

プライマーとして増幅。制限酵素 HhaI、HaeIII、MspI、AluI等で処理後、キ

ャピラリー電気泳動 CABIPRI8M 310、GeneticAnalyzer) を行い、得られた

RFsプロファイルを Pearson-UPGMACBioNumeric)あるいは Jaccard -Wards 

にて統計解析を行った。対象症例は潰蕩性大腸炎44例と健常人45例(男性

2 1例、女性 24例)である。

図2に制限酵素 HhaIによる RFsprofileを示したが、潰‘虜性大腸炎の糞便腸

内細菌叢は健常人と異なるプロファイルを示し、健常人では認められない特徴

的なピークが検出された。図 3はPearson-UPGMAを用いたデンドログラムで

あり、プロファイルの類似性から明らかに健常人クラスターと潰揚性大腸炎ク

ラスターに識別される。ちらみに健常人クラスターに類別された潰場性大腸炎

症例は 12例であり、寛解期全大腸炎症例あるいは左側結腸炎型症例であった。

一方、潰蕩性大腸炎クラスター CCluster2""'6)に類別された健常人は2例のみ

であった。しかし、潰療性大腸炎クラスター内での病型・病期・治療内容につ

いては一定の傾向は見られなかった。

図4には、 Jaccard -Wards解析法による潰蕩性大腸炎症例におけるデンドロ

グラムを示している。先の Pearson-UPGMA解析法では RFspeakと各 peak

の面積 CAUC)から解析するのに対して Jaccard -Wards解析法では RFspeak 



の有無のみでの解析となっている。ここでは、潰傷性大腸炎は大きく二つのク

ラスターに類別される。これを、病型・病期・治療内容で検討すると、クラス

ターIには全大腸炎型 (19例中 12例)、左側大腸炎型 (17例中 11例)が類別

される傾向があり、一方、直腸炎型ならびに結腸全摘後回腸嚢炎症例はすべて

クラスターIIに類別された。また、治療内容別にはステロイド剤使用例がクラ

スターIに類別される傾向 (13例中 10例)を認めたが、 5"ASA製剤、アザチオ

プリン投与例でのクラスター類別には一定の傾向は認めなかった。

本研究より、潰蕩性大腸炎の腸内細菌叢は健康人と異なる腸内細菌プロファ

イルを持つことが明らかとり、このような特性が本症の病態を修飾しているこ

とが容易に推察される。しかし、一方で、このような特性が本症の遺伝的素因、

すなわち腸内細菌叢に対する腸管粘膜免疫異常と直接的に関与しているのか、

あるいは単に病態によって腸内細菌叢が修飾されているのかについてのさらな

る検討が課題として残る。

図5は、代表的な 6例の潰蕩性大腸炎症例の PFsを重ね合わせ、各々の peak

について RibosomalDatabase Project CMichigan State U niversity) と現在構

築中の InfoComt" RFLP Database & Analysis Softwareから、既知の菌種との

相同性をコンビューター・シミュレーションを行ったものである。ここからも

分かるように、培養法を主体として同定される菌種では既定することのできな

いpeakが本症で認められる。このような観点から、比較的共通性の高い 18peak 

について病型(図 6，図 7) あるいは病期(図 8、図 9) との関連を検討した

ものであり、図 7、図 9では 35%以上の症例で陽性を示す peakをOで、また

35%以上陽性でかつ 10%以上の AUCを占めるものを.で示した。しかしながら、

特徴的な peakを抽出することができるものの、ここには難培養性細菌が多く含

まれており、今後、 directsequenceあるいは胆汁酸代謝に標的を絞った

(Kitahara M， Benno Y et al.， Comparison among fecal secondary bile acid 

levels， fecal micorbiota and α'ostridium scinedenscell numbers in Japanese. 

Microbiol Immunol， Vol 48， 2004、共同研究者ら)性格付けが必要であり、現

在、解析を進めているところである。



(2)二次胆汁酸による腸粘膜上皮細胞障害機序に関する検討

炎症性腸疾患の発症には腸管粘膜バリアの何らかの破綻が誘因となると考え

られている。そこで、本研究では酸化ストレスに焦点をあて、実験的に腸管上

皮細胞株 CaCo・2あるいはヒト正常腸管上皮細胞株 (ACBR1519)にIL-l存在

下にによる酸化ストレスを与えることによる IL-8RNA発現を検討した。その

結果、 H202単独あるいはIL-l微量 (O.lng/mDでの IL-8mRNA誘導は惹起さ

れないが、両者共存下には IL-8mRNAの誘導が惹起され、これは

N -acety lcystein存在下に抑制された。このことは、軽微な炎症反応が腸管粘膜

に誘導されている条件下では、酸化ストレスによって容易に腸管炎症の増幅に

繋がることを示唆している。 (YamamotoK et al.， Combined effect ofhydrogen 

peroxide induced oxidative stress and IL-l alpha on IL-8 production in 

CaCo・2cells ( a human colon carcinoma cell line) and normal intestinal 

epithelial cells. Inflammation， Vo127， 2003) 

このことから、胆汁酸による腸管粘膜上皮細胞障害の機序を検討したところ、

その障害機序が酸化ストレスが主要な要因となっていることが明らかとなった。

すなわち、実験的に CaCo・2細胞株培養において transepithelialelectrical 

resistance (TEER)を指標として cholicacidの粘膜バリア障害機序を検討した

ところ、 reactiveoxygen species (ROS) の産生が phospholipaseA2、

cyclooxygenase、proteinkinase C、NADHdehydrogenase活性化に加えて key

factorとなっており、この際、 xanthineoxidaseはROS誘導の上流シグナルと

し て、また extracellular signal-regulated kinase 112 (ERK1I2)、

phosphatidylinositol 3・kinase(PI3K)、p38mitogen activated protein kinase 

(p38MAPK) とmyosinlight chain kinase (MLCK)が下流シグナルとして

関与していることが明らかとなった。 (ArakiY et al.， Bile acid modulates 

transepithelial permeability via the generation of reactive oxygen species in 

the CaCo・2cellline. Free Radical Biology & Medicine， Vol 39， 2005) 



(3)腸管上皮細胞への胆汁酸グルクロン酸抱合酵素 uridinediphosphate 

glucuronosyltranseferase lA3強制発現による胆汁酸起因性細胞障害防御

一炎症性腸疾患の新たな分子遺伝学的背景の考察と新規治療法開発の可能性一

上記の研究結果に基づき、胆汁酸グルクロン酸抱合酵素 uridinediphosphate 

gl ucuronosy ltranseferase lA3を腸管上皮細胞に強制発現させることにより、

胆汁酸により誘導される細胞障害性を抑制できるかを検討した。 (Manuscript

in preparation) すなわち、 CaCo・2細胞株を用い、 lithocholicacid、

hyodeoxycholic acid、deoxycholicacid、cholicacid、chenodeoxycholicacid に

よる IL-8mRNA発現誘導を検討したところ、 lithocholicacidが最も IL-8

mRNA発現誘導が強かったことから、 CaCo・2cell に UGTIA3 を

transfectionsiteして強発現させ検討を行った。 UGTlA3のtransfectionには

UGT1A3cDNAをPCRにて増幅し、 pcDNA3.1expression vectorにクローニ

ングし、 CaCo・2cellにlipofectin法にて一過性に強発現させた。

その結果、 lithocholicacidによる IL-8mRNAの発現は有意に抑制された。

このことは、炎症性腸疾患の遺伝的背景素因として UGTのpolymorphismによ

る活性低下が関与している可能性を示唆するとともに、本症の新規治療の可能

性として UGTの腸管粘膜細胞での発現誘導による、本症発症トリガーの制御の

可能性を示唆するものと考えている。

しかし、一方で共同研究者らの検討から UGT1A3の日本人における

polymorphismは、未だ少数例 (n=200) の検討ではあるものの、 Q6R(SNP 

frequency 0.055)、WI1R(0.28)、E27E(silent; 0.28)、R45W(0.11)、V47A

(0.125)、A159A(silent; 0.28)で、 wildtypeに対する非活性はW11R121%、

Q6R-W11R 86%、WI1R-V47A369%、R45W70%との結果 (IwaiM et al.， Six 

nove UDP-glucuronosyltransferase (UGTIA3) polymorphisms with varying 

activity. J Hum Genet， Vol 49， 2004)であり、本症の遺伝的背景を UGTIA3

のpolymorphismのみから考察するには尚早であり、今後、 UGT2B7をはじめ

胆汁酸代謝に関わると想定される isoformに関する検討を含めた展開が課題と

して残っている。



以上、本研究において、炎症性腸疾患の病態に関わる腸内細菌叢の全容を解

析しうる手法が開発された。さらに、本症の発症トリガーに関わる腸管粘膜バ

リアの破綻への腸内細菌由来二次胆汁酸の作用機序と、これに対して生体側因

子としての胆汁酸グルクロン酸抱合酵素 UGTの防御的な作用が明らかにされ

た。今後、未だブラック・ボックスにある腸内細菌叢の全貌を分子生物学的手

法を駆使して解き明かす中で、本症の病態への腸内細菌由来二次胆汁酸の関与

がより明確になると期待される。

以下に、本研究の期間中の我々の研究室における炎症性腸疾患に関する業績
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T -RFLP Dendrogram (Jaccard・Wardsmethod) among Patients with UC 
treatment Disease 

activity 
Phenotype Cluster 
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Computer-Simulated T-RF length ofBacteria digested with HhaI 
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90~100bp 

Bacteroides j均gili

Prevotellαorils 

PrevoteUαruminicola 

Bacteroides acifaciens 

Bacteroides thetaiotamicron 

210~220bp 

Fusobacterium nucleatum ss. nucleatum 
Enterococcus facium 

Clostridium ramosum 
Strpηtococcus intermeidus 

>1000bp 
Clos仕idiumXIVa 
Clostridium nexile 

Clostridum methoxybezovor，αns 
Clostridium leptum 



Detection Rate ofT-RFs (HhaI) in Ulcerative colitis and Healthy Control 

T-RF size(bp) 
Pouchitis Pan ・colitis Le代-sidedcolitis Contol 

0/0 +ve % AUC 0/0 +ve % AUC 0/0 +ve % AUC 0/0 +ve % AUC 
57 0.0 29.4 3.6+2.7 2l.4 9.7+7.6 18.2 3.0+1 .6 
62 0.0 47.1 6.6+5. 1 42.9 4.5+4.3 18.2 3.5+3.1 
98 0.0 23.5 7.3+3.9 21 .4 3.0+1 .0 22.7 2.8+1 .6 
99 33.3 6.0 35.3 7.0+4.4 28.6 4.8+3.9 27.3 5.3+2.0 
185 0.0 29.4 3.2+1 .9 28.6 3.5+1 . 7 18.2 3.0+2.7 
187 66.7 24.0+25.5 88.2 16.0+10.0 71.4 18. 1+14.5 86.4 36.5+24.2 
188 0.0 11 .8 17.0+11 .3 14.3 25.5+2. 1 0.0 
190 0.0 35.3 11 .5+17.3 35.7 4.6+3. 1 50.0 10.9+7.6 
214 66.7 34.5+46.0 1l.8 2.8+2. 1 28.6 6.5+6.5 0.0 
215 33.3 2 0.0 4.5+2.1 21.4 5.7+4.0 0.0 
223 0.0 23.5 2.8+1 .0 0.0 50.0 2.5+1 .4 
368 33.3 2.0 1l.8 5.0+1.4 21.4 14.3+6.4 0.0 
369 33.3 1 .0 47. 1 15.6+21 .5 35.7 13.6+13.7 0.0 

同胴

370 33.3 11 .0 47. 1 10.9+7.6 21.4 14.3+7.5 9. 1 1 .0+0.0 
570 0.0 0.0 0.0 50.0 5.5+2.7 
595 0.0 23.5 22.8+22.4 14.3 2.5+2. 1 0.0 
602 33.3 49.0 11 .8 16.5+16.3 0.0 0.0 
604 100.0 20.0+15.7 23.5 13.0+16.7 21.4 4.7 + 3.2 0.0 



Characteristic Appearance of T -RFs (HhaI) in Ulcerative Colitis 
and estimated bacterial species based on INFOCOM T -RFLP Analysis Database 

RFs size (bp) 
Bacteria from RDP 

and InfoCom TFLP analysis database 

57 luncultured bacteria 

:::42::二
98 

Left-sided 
Pouchitis I 

colitis 

Pan-

colitis 

uncultured bacteria， Bacteroides 
内|帽1.......................................1，.............................................l............Q.
185 

187 

188 

uncu1tured bacteria. Ruminococcus~ Eubacterium • • • 

Control 

• 
190 luncultured bacteria， Clostridia， Eubacterium， Ruminococcus 

21空 ~.. ......1.~~~..~~対物件~~g~~~.~~...ß~，今，~E.~，~~~~，.!!.!物件q.4Wq 二二=........L.，...."....Q

。」杢7「吾一

215 luncultured gamma proteo bacteria 
| 泌 :l-53645fidii弘通信長55iW5二二二二:二二.............二二二二:::I:二二二l.，二二二二二1.....................'.. ， ••••••••••• ， ••••••••••••• ， •••••••••• J ............. ' ........... Q .................. ， ••••••• ， 

368 

369 lunc叫turedbacteria， Bifidobacteria， Enterobacter， gammaproteo bacteria I I ・I • 
370 I I I I・

ト - 570 1m叫一一.5.2
595 

602 

604 

uncultured bacteroides， Lactobacilli 

unclutred bacteria. unc叫turedlactobacill・1

I I 

• 
0: RFs identified in more than 35% of cases・:RFs identified in >35% and proportion of AUC > 10% 



Detection Rate of 丁目RFs(Hhal) in Ulcerative colitis and Healthy Control 

T -RF size(bp) 
Active stage Remission Contol 

0/0 +ve %AUC 0/0 +ve %AUC 0/0 +ve %AUC 

57 21.7 6.4+7.0 40.0 4.3+2.6 18.2 3.0+1 . 6 
62 39.1 4.9+4.7 50.0 7.2+5.0 18.2 3.5+3. 1 

ー ー・ー

98 13.0 4.0+2.6 40.0 6.5+4.2 22.7 2.8+1 .6 
99 26.1 6.0+3.7 40.0 7.5+4.2 27.3 5.3+2.0 
185 21.7 3.2+2.2 30.0 3.7+1 .5 18.2 3.0+2.7 
187 82.6 15.9+12.3 80.0 21 .8+12.9 86.4 36.5+24.2 
188 13.0 21.3+17.0 20.0 2.5+2. 1 0.0 
190 34.8 10. 1+14.9 40.0 3.0+1 .8 50.0 10.9+7.6 
214 30.4 13.6+24.1 30.0 2.7+1 .2 0.0 
215 13.0 5.7+4.0 20.0 2.5+0.7 0.0 

ー ー

223 10.0 2.0 50.0 2.5+11.4 
368 17.4 7.3+7.9 20.0 11 .5+7.8 0.0 
369 43.5 13.9+20.9 50.0 19.2+14.4 0.0 
370 34.8 10. 1+7.7 40.0 15.0+4.8 9. 1 1 .0+0.0 
570 0.0 0.0 50.0 5.5+2.7 
595 8.7 1 .5+0.7 20.0 21.5+24.7 0.0 
602 13.0 23.3+15.0 10.0 22.0 0.0 

ー一

604 13.0 4.7+3.2 50.0 I 21.2+15.4 0.0 



Characteristic Appearance of T -RFs (Hhal) in Ulcerative Colitis 
and estimated bacterial species based on INFOCOM T-RFLP Analysis Database 

丁目RFsize (bp) 
Bacteria from RDP and 

InfoCom TFLP analysis database 
Remission I Actve stage 

57 I U nculture d b acteria I 0 

持 l~g~対1WJP4.P然teりちゃ，~~p.~何~，~~，~~~~.~~....."..............".......L....."..".......Q"...."...".."....J ."... . .."....."...".Q"..........".... . ...".1
98 luncultured bacteria. bacteroides I 0 
99 luncultured bacteria. bacteroides I 0 
185 

187 

188 

190 

uncu1tured bacteria， Rum.inococcus， Eubacterium 

uncultured bacteria， clostridia， eubacterium 

rum江lOCOCCUS

号明 l.~~~，，~~~~が切符りや切切符県 :今，sob ，
215 luncultured gamma proteo bacteria 

• 
。

• 
。

一

Control 

• 
• 

一一

三三 泌 二 |!5556djhW56515i535二二二二二]二二二二二1二:二二二二••• J ................................... o ..................................... . 
368 I 

luncultured bacteria， bifidobacteria， enterobacter， I ... I 369 1..........-......."....... ....，...... "-' .....-."_.. ........;， "".........." '"'.....，_， ..._... .........， """'.........，_，.." '-' "".... ...""... ， I ・1 ・
Igammaproteo bacteria I ~ I 370 ， Õ~"""'''.''''''l'''' ....，"'....v V Ii4....."'''''.....&A. I ・I • 

570 luncu1tured bacteroides. lactobacilli 
595 

602 

604 

unculture d b acteroide s. lacto b aci11i 

unc1ut:red bacteria， uncu1tured lactobacilli • 
0: RFs identified in more than 35% of cases・:RFs identified in >35% and proportion of AUC >10% 

一一
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