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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎患者に対する大腸全摘・J型回腸嚢肛門吻合術後の回腸嚢炎発症につい
て、手術時回腸粘膜中のInterferon gamma高発現、FK506 binding protein 高発現が術後回腸嚢炎発症の予測マ
ーカーとなりえることを示した。DNAメチル化の解析に関しては、回腸嚢炎発症リスク探索のみならず潰瘍性大
腸炎の慢性炎症、発癌リスクの研究に範囲を拡大し、とくに直腸粘膜の複数のmicroRNAの高メチル化が潰瘍性大
腸炎関連癌の発症リスクを同定しうる可能性を報告した。

研究成果の概要（英文）：Comprehensive microRNA and mRNA expression patterns related to pouchitis 
were analyzed using ileal mucosa at the time of colectomy. Interferon gamma and FK506 binding 
protein mRNA levels in ileal mucosa could be predictive for the onset of pouchitis after surgery. 
Using epigenomic analysis, we found specific micro RNAs to be methylated in rectal mucosal samples 
from patients with ulcerative colitis associated cancer, and could be used to identify patients with
 ulcerative colitis at high risk for developing neoplasia.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎(Ulcerative colitis: UC)は主
として大腸粘膜を侵し、しばしばびらんや潰
瘍を生じる原因不明の大腸のびまん性炎症
である。従来我が国の罹患率は欧米に比し低
率であったが、近年増加の一途をたどり、年
間約 5000 人が発病し総患者数は 12万人を超
える。ステロイド、5-ASA、免疫調節薬、生
物学的製剤など、内科的治療の進歩により手
術に至る症例は以前ほど多くないものの、内
科的治療抵抗性、劇症例、癌合併症例に対し
ては外科治療が選択される。UC の外科治療に
おいて大腸全摘、J 型回腸嚢肛門吻合(Ileal 
pouch anal anastomosis:IPAA)は現在標準治
療としての地位を確立した。しかしながら、
術後、回腸嚢炎、骨盤内膿瘍などの回腸嚢関
連合併症により回腸嚢としての機能不全に
陥り著しく患者の全身状態およびQOLの低下
を招くため、これらの回腸嚢関連合併症は早
急に解決すべき UC の外科治療における大き
な問題点である。特に回腸嚢炎は手術症例の
15-50％に生じ、術後 QOL を大きく損なうた
め UC 外科治療において解決すべき問題とな
っている。しかしながら回腸嚢炎の診断にお
いては簡便かつ低侵襲な診断法が存在せず、
さらに治療についても、個々の病態に応じた
予防法および治療方法の選択について確立
された指標が今のところ存在しないのが現
状である。 
UC の成因として腸内細菌叢と宿主の免疫応
答および、食生活を含めた生活環境の欧米化
があげられる。これらの変化による慢性炎症
は epigenome の変化による DNA不安定性をも
たらすことが知られる。Epigenome の変化と
し て DNA methylation(CpG island 
methylation)が知られている。近年、UCの成
因、重症化、癌化の研究手法として DNA 
methylation statusの検討が新知見をもたら
し、新規診断・治療法の開発に寄与すること
が示されてきた。一方で回腸嚢炎の診断、治
療については DNA methylation の関与はいま
だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 
回腸嚢炎の発症には宿主と腸内細菌叢の免
疫応答、炎症の成立・持続の各過程に多数の
促進、抑制因子の関与が予測されるがいまだ
未解明な部分が多い。そこで我々はまず回腸
嚢炎発症の機序解明のため、回腸嚢炎発症、
重症化に関与する可能性がある獲得性 DNA 
methylation、および同時に不活化される遺
伝子を網羅的に解析し、そののちに候補 CpG 
island methylaton、候補遺伝子の妥当性を
検証することとした。まず CpG island 
methylation array, DNA array により候補遺
伝 子 、 お よ び 候 補 と な る CpG 
islandmethylation を同定し、回腸嚢炎発症
における biomarker を検索する。つぎにこれ
らの候補について患者から採取した、回腸粘
膜を用いて methylation status、関連する

miRNA や mRNA の発現状況を測定する。CpG 
island methylation, miRNA、mRNA と、患者
背景、関連遺伝子の相関を検討することによ
りその発症、重症化、治療抵抗性の biomarker
としての臨床的意義を検証する。またこれら
の経時的変化をとらえることで、disease 
monitor としての意義を明らかにすることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
①回腸嚢作成時の回腸粘膜、回腸嚢発症時の
回腸嚢粘膜を用いて CpG island methylation 
array ならびに miRNA array を施行し、回腸
嚢炎発症に関わる CpG island methylation
と制御される miRNA、mRNA を網羅的に解析す
る。 
② ① に よ り 同 定 さ れ た CpG island 
methylation または制御される miRNA、mRNA
を target とし、IPAA 後の臨床経過が判明し
ている患者の IPAA 時の回腸嚢作成時の回腸
粘膜と回腸嚢炎発症時の回腸嚢粘膜を
pyrosequencing により methylation status
を測定、また miRNA、mRNA の発現状況を real 
time PCR で測定し臨床病理学的因子、回腸嚢
炎発症との関連を検証する。 
③回腸嚢炎発症患者における IPAA 時の回腸
粘膜、回腸嚢炎時回腸嚢粘膜、寛解期回腸嚢
粘膜を用いて、これら target の発現の経時
的な変化と、回腸嚢炎発症との関連を
prospective に検討し、disease monitor と
して意義を確認する。 
 
４．研究成果 
 
DNA メチル化の網羅的解析と miRNA 網羅的解
析を行い、その統合解析では重複する有意な
候補 miRNA の同定は、困難であったため、ま
ずは miRNA 発現に注目し、回腸嚢炎発症群と
非発症群の miRNA 網羅的解析をおこなった。 

 
上記の候補 miRNA 発現を回腸断端粘膜から
RNA 抽 出 を miRNeasy RNA extraction 
kit(Qiagen)を用いて行い、Taqmann primer
と miRNA RT kit (Invitrogen)を用いて定量
的 qPCR をおこなったものの、残念ながら有
意な結果を得ることができなかった。 
 
しかし本研究に付随して、治療薬タクロリム



スの結合蛋白である FK506-binding protein
の発現解析をmiRNAと同様に行うと興味深い
ことに、回腸末端における FK-506 binding 
protein 高発現が、回腸嚢炎発症高リスク患
者群を予測することが可能であるとともに、 
FK506-binding protein 高発現は、回腸嚢炎
発症の独立リスク因子となることが明らか
となった（上図、Araki T, Kawamura M, et al. 
Dig Dis Sci. 2015 Jun;60(6):1617-23）。 
 
またさらに炎症性サイトカインに特に着目
し て 解 析 を す す め る と と く に
Interferon-gammma の回腸末端高発現が、術
後回腸嚢発症の予測マーカーとなりうるこ
とが明らかとなった（下図）。 

 
DNA メチル化解析に関しては、回腸嚢発症リ
スクのみならず潰瘍性大腸炎の慢性炎症、さ
らには発癌リスクに至るまで研究範囲を進
めており、DNA メチル化解析を行うと潰瘍性
大腸炎の全大腸において回腸末端から直腸
に向かうにつれ、いくつかの miRNA のメチル
化は高頻度におこり、特に直腸粘膜の高メチ
ル化が、罹病期間と相関するほか、潰瘍性大
腸炎関連癌発症リスクを同定しうる可能性
を報告した（下図）。 

さらにそのほかにも潰瘍性大腸炎術後回腸
嚢炎発症、潰瘍性大腸炎発症、さらには発癌
リスクにかかわる様々なバイオマーカー研
究を現在も継続中である。 
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