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研究成果の概要（和文）： 
潰瘍性大腸炎患者を抗菌薬投与群と偽薬投与群に分け大腸粘膜の細菌 DNA を採取し 

Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis(T-RFLP)法にて、治療前後
の細菌叢を調べたところ、T-RFLP プロファイルの変動が認められたのは、抗菌薬投与群で 12
例中 10 例（83.3％）で、偽薬群では変動は認められなかった（0％）（p=0.0007）。また、
Fusobacterium varium について、その治療前後の推移を特異的 PCR 法によって解析し、抗菌
薬投与群で減少していることを確認した。さらに、粘膜から RNA を採取して、2 例のメタゲ
ノム解析を行った。抗菌薬療法で 3 カ月後、12 ヶ月後と緩解が持続した症例では、
Bacteroidaceae, Acidaminococcus, Prevotella, Parabacteroides などが著明に減少している
ことがわかった。それに対して偽薬群では粘膜細菌数の減少・増加は認められなかった。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the efficacy of three-antibiotics combination therapy 
against F. varium, and investigated the mucosa-associated bacteria before and after the 
therapy using a molecular approach. Twenty patients with ulcerative colitis were randomly 
assigned into the antibiotic treatment group (amoxicillin, tetracycline, and metronidazole 
for 2 weeks) of 12 patients and placebo group of 8 patients. Colonoscopic biopsy was 
performed at 0, 3 and 12 months after the treatment. DNA from mucosal bacteria was 
isolated from biopsy specimens. We investigated the mucosa-associated bacterial 
components by terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) with the 
restriction enzyme HhaI, and quantified the change in the number of Fusobacterium 
varium by real-time PCR. After the treatment, profile changes of T-RFLP were found after 
treatment in 10 of 12 patients in the antibiotic group and none of 8 patients in the placebo 
group (p=0.0007). Based on the real time PCR study, F. varium/actin ratio was reduced 
after treatment in 8 of 12 patients (67%) in the antibiotic group and 4 of 8patients (50%) in 
the placebo group. Mucosal RNA extracts were also analyzed by Nextera RNA sequencing 
system. The number of Bacteroides, Acidaminococcus, Prevotella, Parabacteroides were 
decreased in the antibiotic group. Some number of mucosa-associated bacteria significantly 
decreased after the antibiotics combination therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

IL-2、IL-10 ノックアウトマウスの自然発
生腸炎では腸内細菌が原因と考えられてい
る。また、樹状細胞に発見された Toll-like 
receptor (TLR)が、腸内細菌に反応して獲得
免疫系を活性化することや、CD においての
疾患関連遺伝子で細菌に対する核内リセプ
ターである NOD2 の遺伝子異常が発症に関
与していることも報告され、腸内細菌が潰瘍
性大腸炎（UC）の原因または、炎症増悪因
子として考えられてきた（Curr Opin 
Gastroenterol 2003;19:358-65)。 
我々は、UC の病変粘膜に細菌が接着し、

侵入していることを発見し（J Gastroenterol 
Hepatol 8:116-118, 1993）、その菌の同定し、
腸内細菌である Fusobacterium varium が病
変粘膜に高率に付着し、同菌に対する血清抗
体価が UC 患者で有意に高値であることを見
出した（J Gastroenterol Hepatol. 17:849-53, 
2002）。さらに、同菌が酪酸を大量産生し、
アポトーシスを介して、Vero 細胞毒性を示す
こと、その注腸により大腸潰瘍、大腸炎がで
きることから、F.varium が UC の病原菌の
一つであると考えている (Gut 52:79-83, 
2003)。さらに最近の研究で同菌が粘膜上皮
に侵入して、上皮から IL-8、TNF-αといっ
た炎症性サイトカインを多量に出させてい
ることも発見し（J Med Microbiol. 58(Pt 
5):535-45, 2009）、下図のような仮説を構築
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
そして、この F.varium に対して感受性の 3
種類の抗菌薬（アモキシシリン、テトラサイ
クリン、メトロニダゾール）による新規抗菌
薬多剤併用療法（ATM 療法）を開発し、無
作為化臨床試験（RCT）を施行し、ATM 投
与群で、症状、内視鏡所見、病理所見の有意
な改善と粘膜内の F.varium の減少～除菌も
確認された。また、12 ヶ月の長期経過で ATM
投与群では再発率が有意に低く、緩解維持効
果も認められた(Scand J Gastroenterol 
2005;40:1334-1342, Aliment Pharmacol 
Ther. 2005;21:1017-27)。さらに、同療法の

多施設共同二重盲検試験を施行し、3 ヶ月後、
12 ヶ月後と実薬群で有意な改善を得ている
（Am J Gastroenterol.105(8):1820-9, 2010）。 
しかし、この新規抗菌薬療法は広域抗生剤
を使用しており、上記の F.varium だけでな
く、他の腸内細菌にも作用していることも考
えられる。多施設共同二重盲検試験で 210 例
という多数の症例の検討を行ったが、そこで
得られた粘膜生検材料を用いて、本療法の治
療効果と粘膜フローラ（ミクロバイオータ）
の変化を細菌 DNA 解析により網羅的かつ精
密に分析することにより、さらに UC の原因
菌群の解明を進めた。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、上記二重盲検試験で採
取した凍結粘膜標本を用いて、培養法ではな
く、細菌 DNA 抽出法により、DNA 多型解析
（T-RFLP 法、メタゲノム解析）を行って、
抗菌薬療法の治療効果と粘膜細菌叢の変化
を網羅的かつ精密に分析することにより、
UC の原因または増悪に特異的に関与する細
菌を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）生検粘膜検体は少量であることから、一
定の DNA量を得るために、虫垂孔＋盲腸粘膜、
上行結腸＋横行結腸粘膜、下行結腸＋Ｓ状結
腸＋直腸粘膜と合わせて DNA 抽出を行った。
ユニバーサルプライマー(27f, 1492r) で細菌
の 16ＳrDNA 全長を増幅し、nested-PCR で
さらに 16ＳrDNA 全長の内側をユニバーサ
ルプライマー(529f, 1492r) で増幅した。その
DNA を制限酵素 Hha I で切断して、T-RFLP
法により、ABI PRISM 3130 Genetic 
Analyzer（Applied Biosystems）を用いて、
粘膜細菌叢のプロファイルを解析した。 
 
２）生検粘膜検体は少量であることから、一
定の DNA量を得るために、虫垂孔＋盲腸粘膜、
上行結腸＋横行結腸粘膜、下行結腸＋Ｓ状結
腸＋直腸粘膜と合わせて DNA 抽出を行い、ユ
ニバーサルプライマー(27f, 1492r) で細菌の
16ＳrDNA 全長を増幅し、Fusobacterium 
varium (Fv)の特異的プライマー（Sequences 
(5’-3’): CCGTTGCTTATATGGGGTTG 
CCTCGCAGATTCACACAGAA）を用いて、
real-time PCR を行った。また、同時にヒト
β-actin を特異的プライマー（(5’-3’): 
GCCAACCGCGAGAAGATGACC 
CTTTAGCACGCACTGTAATTCCTC）を用
いて real-time PCR を行い、Fv/Actin 値を算



出して、粘膜中の Fv の定量を行った。 
 
３）メタゲノム解析：直腸粘膜から Total 
RNA を精製し、２本鎖 cDNA に合成したあ
と、NEXTERA 法でイルミナ解読ライブラリ
ー（インサート 200-500 bp)を作製した。
Illumina GAIIx による解読は、(cBot SE v1, 
cBot SE multi-primer hybri recipe, SBS 
36cycle v5, GA2_125cycle_SR_v8 recile, 
RTA 1.83) にて行った。 
 
４．研究成果 
 
１）虫垂孔＋盲腸粘膜、上行結腸＋横行結腸
粘膜、下行結腸＋Ｓ状結腸＋直腸粘膜と 3部
位の T-RFLP プロファイルの変動が認められ
たのは、抗菌薬多剤併用 ATM 療法群で 12 例
中 10 例（83.3％）であった。これに対して
プラセボ群では 3 部位の T-RFLP プロファイ
ルの変動は認められなかった（0％）。すなわ
ち、抗菌薬 ATM 療法により粘膜細菌叢が有意
に変化したという結果であった（Fisher の直
接確率法による統計解析で、p=0.0007）。 
 
２）Fv/Actin 値の低下が粘膜中の Fv が減少
したということになるが、抗菌薬 ATM 療法群
で低下したのは 12 例中 8 例（66.7％）で、
プラセボ群では 8例中 4例（50％）という結
果であった。抗菌薬 ATM 療法群で減少例が多
い傾向であった。この Fv 定量については、
nested-PCR を用いていることから、定量性に
問題があるのかもしれない。 
 
３）抗菌薬 ATM 療法、プラセボ群の各 1例の
直腸粘膜を解析した。各検体の解読リード数
は 8,985,338～29,075,354 であり、これに含
まれるヒトゲノム配列を削除し、残ったリー
ドを blastn にて nt database に対して相
同性解析を行った。細菌と思われる解読リー
ドを集め、その総数を検討したところ、直腸
粘膜から相当量の配列を検出した。細菌属レ
ベルで ATM 療法で減少したと思われる細菌
属をリストアップすると、表 1 のごとくであ
り、Bacteroides, Acidaminococcus, 
Prevotella, Parabacteroides が顕著に減少し
ていることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1. ATM 療法で減少した細菌属 

Genus リード数 投与前  3M 後    12M 後 

Bacteroides 1200 3 0 
Parabacteroides 123 8 1 
Prevotella 347 18 1 
Sphingobacterium 100 1 0 
Roseburia 39 3 0 
Faecalibacterium 144 5 5 
Ruminococcus 244 161 2 
Acidaminococcus 1043 0 0 
unclassified Erysipelotrichaceae  

104 24 0 
Methylobacillus 51 20 14 
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