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研究成果の概要（和文）：本研究では、炎症性腸疾患について、メタボロミクスによる評価を行い、炎症性腸疾患の発
症により低分子代謝物がどのように変動するのかを明らかにすることを目的とした。その結果、炎症性腸疾患マウスモ
デルであるデキストラン硫酸ナトリウム誘発性腸炎発症マウスとIL10遺伝子欠損マウス、そして、潰瘍性大腸炎患者の
大腸組織で共通して、グルタミンレベルが減少することを明らかにできた。さらに、代謝物の変動により、潰瘍性大腸
炎の病勢を評価できることも確認できた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate whether the pathogenesis of inflammatory bo
wel disease leads to alterations in the levels of low molecular weight metabolites by using metabolomics. 
As a result, the experiments using colon of sodium dextran sulfate-induced colitis mice, IL10 deficient co
litis mice and ulcerative colitis patients found that the level of glutamine in the colon was decreased by
 the pathogenesis of inflammatory bowel disease. In addition, it was also confirmed that disease activity 
of ulcerative colitis could be evaluated by metabolite alterations.

研究分野：

科研費の分科・細目：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
ヒトゲノム塩基配列の完全解読が宣言さ

れ、ポストゲノム研究としてタンパク質や代
謝物研究の重要性が認識されつつある。そし
て、遺伝子解析技術に続き、タンパク質を網
羅的に解析するプロテオミクスや低分子代
謝物を網羅的に解析するメタボロミクスな
ど、タンパク質や代謝物解析に対する技術が
近年、画期的な発展を見せている。メタボロ
ミクスで解析対象とする低分子代謝物（メタ
ボローム）は、遺伝子の総体であるゲノムや
タンパク質の総体であるプロテオームと比
較して、酵素の変動が生じて初めて変化し、
タンパク質の活性に依存することから、生体
の表現形に近い変動を示すことや、種差がな
いため小動物実験系の結果をヒト臨床研究
に外挿しやすいなどの利点が挙げられる。こ
れらのことから、メタボロミクスは疾患を含
めた生体の様々な状態をより詳細に表現で
きると考えた。最近、様々な疾患の発症によ
り低分子代謝物が変動することが明らかに
なりつつある（Hirayama et al., Cancer Res 
2009; Sreekumar et al., Nature 2009）。研
究代表者も、現在、メタボロミクス研究に従
事しており、早期発見が困難かつ進行も早く、
予後不良のがんである膵臓がんの発症によ
り血清中低分子代謝物が変動すること、さら
には、膵臓がんのステージの違いを低分子代
謝物の変動により表現でき、ステージ 1の早
期の状態における低分子代謝物の変動も明
らかにした（Nishiumi et al., Metabolomics 
2010）。これらのことから、研究代表者は、
発症機序が明らかにされていない疾患や治
療方法が確立されていない疾患に対して、メ
タボロミクスが有益な情報を与えてくれる
と着想した。 
 
研究代表者は、メタボロミクス研究とは別

に、消化器系疾患、特に、消化管疾患の発症
機構に関する研究も行ってきた。消化管感染
症を含めた消化管疾患は、遺伝的素因のみな
らず、食事的要因や環境的要因により発症し、
日常的に遭遇する可能性のある疾患が多い。
Helicobacter pylori 感染において、H. 
pylori の持つ病原因子のひとつである CagA
が同定されている（Odenbreit et al., 
Science 2000）が、研究代表者らはこれまで
に、その CagA が樹状細胞の機能を低下させ
ることで、宿主の免疫応答を抑制するという
こ と （ Tanaka et al., Archives of 
Biochemistry and Biophysics 2010）や、病
原性大腸菌である Citrobacter rodentium 感
染において、その宿主における C. rodentium
の排除には、抗原特異的 CD4 陽性 T細胞が産
生する IFN-γが必須であり、逆に、IL-4 は
必要でないことを分子生物学的、ならびに、
免疫学的検討により明らかにした（Shiomi et 
al., Infection and Immunity 2010）。そこ
で、消化管疾患に対してメタボロミクスによ

り更なる検討を実施し、これまでの蓄積され
てきた知見と統合させることで、疾患発症の
みならず、その治療方法の確立につながる情
報を得ることができると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、炎症性腸疾患に注目した。炎

症性腸疾患は、主として消化管に原因不明の
炎症を誘発する慢性疾患の総称で、潰瘍性大
腸炎とクローン病とに大別される。炎症性腸
疾患の発症機構は未だ不明であり、その治療
法も確立されていない。そこで本提案課題で
は、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）潰
瘍性大腸炎モデルにおいて、様々な低分子代
謝物の変動を捉えていくことを目的とした。
また、IL-10 遺伝子欠損マウスクローン病モ
デルも同様に低分子代謝物プロファイルを
明らかにすることを目的とした。さらに、炎
症性腸疾患患者検体での検証結果も踏まえ
て、炎症性腸疾患の発症により生体内でどの
ようなシグナル経路が変動するのかを低分
子代謝物の変動を考慮にいれて検討すると
ともに、治療効果を有する低分子代謝物を見
出すことを試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）炎症性腸疾患マウスモデルにおける生
体内代謝物プロファイル 
①DSS 誘発性潰瘍性大腸炎モデルでの検討 
DSS のマウスへの投与は、下痢や血便症状、

大腸の組織形態学的特徴など、ヒトの潰瘍性
大腸炎に類似した症状を誘発する(Cooper et 
al., Lab Invest 1993 etc)。そこで、DSS 投
与による大腸炎の発症における生体内低分
子代謝物プロファイルについて検討した。 
 
具体的には、C57BL/6J マウスに DSS 溶液を

5 日間自由飲水させ、その後、蒸留水を自由
飲水させた。DSS 処理により炎症急性期、続
けて、炎症回復期を迎えることから、DSS 処
理前、炎症急性期、そして、炎症回復期にそ
れぞれ、血清と大腸組織を採取した。血清と
大腸組織から代謝物を抽出し、その抽出液を
質量分析計による測定に供するために前処
理を行い、続けて、ガスクロマトグラフ質量
分析計を用いて測定を実施した。また、採取
した大腸組織を用いて組織学的検討、ならび
に、免疫学的検討を実施することにより、炎
症急性期、炎症回復期、正常期を比較検討す
ることで、潰瘍性大腸炎を特徴づける生体内
低分子代謝物プロファイルを評価した。 
 
②IL-10 遺伝子欠損マウスクローン病モデル
での検討 
IL-10 遺伝子欠損マウスは、Th1 型免疫応

答や断続的な貫壁性炎症などクローン病様



病変を呈することが知られている(Madsen et 
al., Inflammatory Bowel Dis 1999 etc)。
そこで、IL-10 遺伝子欠損マウスにおける腸
炎発症における生体内低分子代謝物プロフ
ァイルについて検討した。 
 
具体的には、IL-10 遺伝子欠損マウスとそ

の野生型マウスからそれぞれ、血清と大腸組
織を採取し、水溶性代謝物と脂溶性代謝物と
をそれぞれ抽出した。質量分析計測定のため
の前処理を行った後、ガスクロマトグラフ質
量分析計、ならびに、液体クロマトグラフ質
量分析計による測定に供し、また、大腸組織
の組織学的検討、ならびに、免疫学的検討も
実施し、代謝物変動との比較検討することで、
クローン病病変に特徴的な生体内低分子代
謝物プロファイルについて評価した。 
 
（２）炎症性腸疾患患者におけるメタボロミ
クス 
 
潰瘍性大腸炎患者、あるいは、クローン病

患者からそれぞれ血清を提供して頂いた。ま
た、潰瘍性大腸炎患者からは、病変部位組織
と非病変部位組織を提供していただき、ヒト
検体を用いた生体内低分子代謝物プロファ
イルについて検討した。なお、本研究では、
神戸大学の医学倫理委員会で承認を得た上
で、研究を遂行し、神戸大学附属病院で炎症
性腸疾患を専門としている医師（大学院生）
とともに実験を実施した。 
 
具体的には、血清、あるいは、大腸生検組

織から生体内代謝物を抽出し、質量分析計測
定のための前処理を行った後、ガスクロマト
グラフ質量分析計による測定に供した。血清
については、炎症性腸疾患患者と健常人との
違いを、組織については、病変部位と非病変
部位との違いを生体内低分子代謝物プロフ
ァイルにより検討した。 
 
 
（３）炎症性腸疾患に対して治療効果を発揮
する分子の同定とその作用機序の解明 
炎症性腸疾患の発症により存在量が減少

し、かつ、その発症に大きく関わることが明
らかとなった低分子代謝物を見出し、その代
謝物が治療効果を有する可能性のある分子
として、各種実験を実施した。 
 
具体的には、炎症性腸疾患マウスモデル、

あるいは、ヒト炎症性腸疾患患者における生
体内低分子代謝物プロファイルの結果を、多
変量解析等に供することで、代謝物プロファ
イルの特徴を統計学的に評価し、治療効果の
可能性を有する代謝物を見出した。この代謝
物をDSS潰瘍性大腸炎モデルマウスに摂取さ
せることで、治療効果を発揮できるか否かを
組織学的検討、免疫学的検討により検討した。 
 

４．研究成果 
（１）炎症性腸疾患マウスモデルにおける生
体内代謝物プロファイル 
 
DSS 誘発性腸炎モデルマウスの血清と大腸

粘膜組織とを用いて代謝産物の解析を行っ
た結果、炎症期と炎症収束期において、非炎
症期に比して有意に変動する代謝産物を数
種類同定した。組織から得られた代謝産物の
データに基づいて多変量解析を実施し、炎症
期と炎症収束期、非炎症期のグループ化が可
能であることを確認できたとともに、各群に
おける特徴的な代謝産物を見出した。炎症急
性期では、大腸組織、ならびに、血清中のグ
ルタミン量が正常な大腸組織と比較して減
少し、炎症回復期においては、大腸組織のグ
ルタミン量が正常な大腸組織レベルに回復
することを見出した。他にも、同様な変動を
示す代謝物が数種類存在することを見出し
た。これらの結果は、潰瘍性大腸炎の発症に
より、生体内代謝物プロファイルが変動する
ことを示している。 
 
続いて、Th1 型免疫応答や断続的な貫壁性

炎症などクローン病様病変を呈することが
知られている炎症性腸疾患モデルIL-10遺伝
子欠損マウスを用いて、腸炎発症における生
体内低分子代謝物プロファイルについて検
討した。その結果、大腸組織から 379 種類（液
体クロマトグラフ質量分析計: 253, ガスク
ロマトグラフ質量分析計: 126）、血漿から320
種類（液体クロマトグラフ質量分析計: 226, 
ガスクロマトグラフ質量分析計: 94）の代謝
物が同定された。そのうち、IL-10 遺伝子欠
損マウスの大腸組織では、雌雄共通して、プ
スファチジルコリン（PC）18:0p-20:4 などの
抗酸化作用を有するプラズマローゲン類が
有意に減少していた。さらに、大腸組織と血
漿中で共通して有意に変動した代謝物は 15
種類あり、その中には、ドコサヘキサエン酸
（DHA）（22:6）やアシル基に DHA をもつ PC
など、DHA 関連代謝物が多く存在した。この
ことは、IL-10 の欠損に伴う腸炎の発症とそ
の慢性化に、DHA 代謝が強く関与しているこ
とを示唆している。また、DSS 誘発性腸炎モ
デルマウスを用いた検証により明らかにさ
れたグルタミンが、IL-10 遺伝子欠損マウス
においても、腸組織における存在量が減少し
ていることを見出した。 
 
 

（２）炎症性腸疾患患者におけるメタボロミ
クス 
 
潰瘍性大腸炎患者、あるいは、健常人から

採取した大腸組織を用いてガスクロマトグ
ラフ質量分析計によるメタボローム解析を
実施した。潰瘍性大腸炎患者の血清グルタミ
ン量は健常人に比して有意に減少しており、
潰瘍性大腸炎患者の炎症部位の組織中のグ



ルタミン量もまた、非炎症部位の値に比して
減少している結果が得られた。この結果は、
腸炎モデルマウスにおけるグルタミンの変
動と同様な結果であった。これらの結果は、
炎症性腸疾患の発症により、グルタミン欠乏
が生じる可能性を示唆している。さらに、潰
瘍性大腸炎患者やクローン病患者の血清で
は、グルタミン以外の様々なアミノ酸の存在
量の低下が確認できたことから、炎症性腸疾
患の病態とエネルギー欠乏との相関の可能
性を提言することができ、本研究の成果は意
義のあるものである。 
 
続いて、より詳細な検証を行うため、潰瘍

性大腸炎患者、クローン病患者、健常者の検
体数を増やし、血清中代謝物分析を行い、潰
瘍性大腸炎とクローン病、健常者との比較や、
潰瘍性大腸炎の病勢との相関について評価
を行った。その結果、潰瘍性大腸炎が発症す
ることで、TCA 回路関連分子や尿素回路関連
分子、数種のアミノ酸が有意に変動すること
が明らかとなった。また、潰瘍性大腸炎の活
動期、寛解期、および、健常人群間において、
特徴的な変動を示す 24 個の代謝物を同定で
きた。そこで、代謝物プロファイル結果を多
変量解析に供し、潰瘍性大腸炎とクローン病、
健常者との違いを、多重ロジスティック回帰
分析モデルにより評価した。その結果、潰瘍
性大腸炎と健常人とを識別するモデルは、感
度が 93%以上であることを確認した。また、
潰瘍性大腸炎とクローン病とを識別するモ
デルでも、感度が 83%以上になることが明ら
かとなった。さらに、潰瘍性大腸炎の病勢評
価モデルについても構築してみた結果、感度
は 84%以上で、clinical activity index と
有意に高い相関性を示すことが明らかとな
った。これらの結果は、炎症性腸疾患と代謝
物変動との関連性を強く結びづける可能性
を示しており、今後、メタボロミクスを中心
としたより詳細な検証を進めることで、炎症
性腸疾患に対して新たな提言を与えること
が可能となり、炎症性腸疾患に関わる研究の
飛躍的な進歩が期待できると考える。 
 

 
（３）炎症性腸疾患に対して治療効果を発揮
する分子の同定とその作用機序の解明 
 
大腸組織から得られた代謝産物プロファ

イルに基づいて、多変量解析である部分最小
二乗法判別分析（PLS-DA）を行った。PLS-DA 
loadings plots の中で、腸炎の進展を反映し
て変動する物質のひとつとしてグルタミン
を見出した。グルタミンは、代謝産物プロフ
ァイリングの結果においても腸炎の進展に
よってその存在量が劇的に減少することが、
DSS誘発性腸炎マウスやIL10遺伝子欠損マウ
スにおいて確認できた。さらに、ヒト潰瘍性
大腸炎患者の病変組織においても、グルタミ
ンレベルの減少を明らかにできた。そこで、

DSS 誘発性腸炎のモデルマウスにグルタミン
を摂取させる実験を実施した。この結果、グ
ルタミン投与により腸炎治療効果が得られ
ることが明らかとなった。このモデルマウス
から、血清と大腸粘膜組織を採取しメタボロ
ーム解析を行い、グルタミン値を測定した。
DSS 投与後にグルタミンを摂取させることで、
血清中グルタミン値は減少していたが、大腸
組織においてはその用量依存的にグルタミ
ン値が増加する傾向が観察された。 
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