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研究成果の概要（和文）：潰瘍性大腸炎の癌化機序を明らかにする目的で、粘膜付随細菌叢とインターロイキン
6 トランスシグナリングとの関連を検討した。FISHとLMD-16S遺伝子メタゲノム解析法を用いて、潰瘍性大腸炎
合併大腸癌の腸粘膜には多数の粘膜付随細菌叢が存在することを明らかにした。次に潰瘍性大腸炎合併大腸癌の
腸粘膜でのインターロイキン6 トランスシグナリングの活性化をを示した。最後に、潰瘍性大腸癌合併大腸癌と
sporadic大腸癌での粘膜付随細菌叢とインターロイキン6 トランスシグナリングを比較検討し、潰瘍性大腸癌合
併大腸癌における腸内細菌によるインターロイキン6 トランスシグナリングの活性化を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of carcinogenesis in ulcerative colitis, we 
examined the relationship between the mucosa-associated bacteria and interleukin-6 transsignaling. 
Using FISH and LMD-16S gene metagenomic analysis, we found various mucosa-associated bacteria in the
 colonic mucosa of patients with ulcerative colitis-associated colon cancer. We also observed the 
activation of interleukin-6 transsignaling in the colonic mucosa. Finally, we compared 
mucosa-associated bacteria and interleukin-6 transsignaling in sporadic colon cancer and ulcerative 
colitis-associated colon cancer and found the highly activation of interleukin-6 transsignaling by 
enteric bacteria in the colon of patients with ulcerative colitis-associated colon cancer.

研究分野： 炎症性腸疾患

キーワード： 潰瘍性大腸癌合併大腸癌　粘膜付随細菌叢　インターロイキン6 トランスシグナリング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、潰瘍性大腸炎患者の急増とともに、潰瘍性大腸炎長期経過例に合併する大腸癌が増加傾向にあり、その予
防対策が急務である。潰瘍性大腸炎の癌化メカニズムはまだ不明だが、腸内細菌と粘膜免疫の相互作用が密接に
関与している可能性が示唆されている。本研究では、腸粘膜内に棲息する細菌と腸粘膜内のサイトカインネット
ワークとの関連を検討し、腸粘膜内に棲息する細菌による免疫細胞でのインターロイキン6 トランスシグナリン
グの活性化が潰瘍性大腸炎の癌化に関与していることが示唆された。本研究の結果から、潰瘍性大腸炎患者の腸
内細菌叢の是正が潰瘍性大腸炎の癌化予防や治療へとつながっていくことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
 
近年、UC患者の急増とともに、UCの長期経過例に合併する大腸癌(UC合併癌)が増加傾向にあり、
その対策が急務である。UC の癌化機序はまだ不明だが、腸内細菌と粘膜免疫の相互作用が密接
に関与している可能性が示唆されている。 
 我々は、UCでの粘膜免疫の異常として interleukin (IL)-6 トランスシグナルの活性化が重要
で、その選択的抑制剤である sgp130-Fc により UC の進展•癌化が制御できることを報告してき
た。さらに動物モデルを用いた検討で、UC の進展•癌化でみられる IL-6 トランスシグナルの活
性化は、腸内細菌が、マクロファージの TNFα変換酵素(TACE)を刺激することによって生じるこ
とを見出した。 
 最近、UC 発症に腸内細菌叢の破綻(dysbiosis)が関与することが明らかにされつつある。しか
し、UC 発症後の長期経過中に合併する大腸癌に対する腸内細菌の関与については未知のままで
ある。さらに、癌化過程における、腸内細菌と IL-6 トランスシグナルとの関連についても不明
である。 
 UC 合併癌と腸内細菌の関連性を検討するには、現在主流である糞便細菌叢の解析では不十分
で、癌部に存在する MACB の解析が重要なことが明らかにされつつある。実際、糞便細菌叢と粘
膜付随細菌叢(mucosa-associated commensal bacteria：MACB)とでは細菌叢の解離がみられる
ことが報告されている。しかし、MACB の解析、特にホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)組織
標本での網羅的解析は技術的に困難なため、ほとんど実施できないのが現状であった。 
 
2. 研究の目的 
 
新たに確立した手法を用いて、UCに合併する大腸癌(UC 合併癌)の MACB を網羅的に解析する。併
せて MACB と IL-6 トランスシグナルとの関連についても検討する。 
 

 
3. 研究の方法 

 
（1）ヒト MACB の解析法の確立 
マウス FFPE 標本で取得した解析手技を用いて、ヒト FFPE 標本での MACB 解析法を確立する。標
本には、手術または生検時に病理検査のために採取されたものを使用する。 
① FFPE 組織切片の作製：大腸組織を 10%ホルマリン緩衝液に入れ、1時間室温で固定する。固
定液を交換した後、一昼夜、追加固定する。固定液に入れた組織は、パラフィン包埋に至るまで
4℃で保存する。固定標本を自動パラフィン包埋装置で処理する前日に、一昼夜、水洗する。ユ
ンクﾞ型ミクロトームを用いて、6mm の FFPE 組織切片を作製する。標本は、カールツアイス社製
LMD 装置(PALM MicroBeam IV)に供するため、MembraneSlide 1.0 PEN (カールツアイス社製)上
に伸展させる。FFPE 組織切片は、LMD 装置に供するまで-80℃で保存する。 
② LMD 装置を用いた FFPE 組織切片からの組織分離と DNA 抽出法：FFPE 組織切片を脱パラフィ
ン後(キシレン:5分 X2 回、100% エタノール：1分 X2回、70%エタノール: 1 分)、ドライヤーで
風乾する。FFPE 組織切片から LMD 装置を用いて、大腸粘膜組織(約 500、000 mm2)を切り出し、
adhesiveCap 500 clear チューブ(カールツアイス社製)を用いて回収する。単離した組織から
QIAamp DNA micro kit(QIAGEN 社製)の手法に若干の変更を加え、DNA を抽出する。NanoDrop 装
置で DNA 濃度の測定を行なう 
③ 細菌 16S DNA 遺伝子増幅の確認：域の遺伝子増幅を PCR 法で実施する。アガローズゲル電気
泳動後のエチジウムブロマイド染色で遺伝子増幅を確認する。また、SYBERⓇ Premix Ex TaqTM 
(Takara社製)を用いてV4領域の遺伝子増幅をリアルタイムPCR法で検出する(ABI-7500 アプラ
イドバイオシステム社製)。 
④ FFPE 組織標本と凍結組織標本との比較：FFPE 組織切片と凍結組織切片から調製した DNA を
用いた細菌 16S rDNA 遺伝子メタゲノム解析結果を比較することにより、MACB の解析において
FFPE 組織切片を用いる妥当性について確認する。 
 
(2)免疫組織化学的染色の至適条件の確立 
免疫組織化学的手法による、IL-6 トランスシグナル関連因子（IL6 受容体、gp130、IL-6、STAT3、
TACE 等）の染色の至適条件を決定する。 
 
(3)UC 合併癌での MACB の解析 
UC 合併癌組織から作製した FFPE 標本を用いて LMD-16S 遺伝子メタゲノム解析法で MACB の菌叢
構成を多数の症例で解析する。対照として、UC合併癌の非癌部組織、UC組織、一般大腸癌組織、
一般大腸癌の非癌部組織を用いる。 
 
(4)UC 合併癌での IL-6 トランスシグナルの解析 
UC 合併癌組織の FFPE 標本を用いて免疫組織化学的手法により、IL-6 トランスシグナル関連因
子（IL6 受容体、gp130、IL-6、STAT3、TACE 等）の発現を多数の症例で解析する。対照として、



UC 合併癌の非癌部組織、UC 組織、一般大腸癌組織、一般大腸癌の非癌部組織を用いる。 
 
(5)UC 合併癌 MACB と IL-6 トランスシグナルの関連性の統計学的解析 
• UC 合併癌組織と各種対照組織（UC合併癌の非癌部組織、UC 組織、一般大腸癌組織、一般大腸
癌の非癌部組織）での MACB を比較検討し、UC合併癌に特異的な MACB の構成を解析する。 
• UC 合併癌組織と各種対照組織（UC合併癌の非癌部組織、UC 組織、一般大腸癌組織、一般大腸
癌の非癌部組織）での IL-6 トランスシグナル関連因子（IL6 受容体、gp130、IL-6、STAT3、TACE
等）を比較検討し、UC 合併癌に特異的な IL-6 トランスシグナルの経路を解析する。 
• UC 合併癌組織において、MACB と IL-6 トランスシグナルの関連を検討する。 
 
4. 研究成果 

 
 まず蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）と LMD-16S 遺伝子メタゲノム解析法の２
種類の手法を用いて、UC の癌化に関与する MACB の検討を行った。その結果、潰 UC 患者の腸粘
膜には、多数の MACB が存在することを明らかにした。 
 次に大腸癌やクローン病での粘膜付随細菌叢を検討し UC との比較を行うとともに、IL-6 ト
ランスシグナリングの関連因子（IL-6 受容体、gp130、インターロイキン 6、STAT3、腫瘍壊死因
子変換酵素 等）との関連を検討した。 
 さらに、UC 合併大腸癌および sporadic 大腸癌での MACB の検討を行うとともに、IL-6 トラン
スシグナリングの関連因子との関連を検討した。その結果、UC 合併大腸癌での IL-6 トランスシ
グナリングの活性化が明らかとなった。 
 本研究によって、腸粘膜内に棲息する細菌による免疫細胞での IL-6 トランスシグナリングの
活性化が UC の癌化に関与していることが示唆され、UC 患者の腸内細菌叢の是正が UC の癌化予
防や治療へとつながっていくことが期待される。 
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