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研究成果の概要（和文）：小腸型、小腸大腸型クローン病においてIL-6 IN/CO ratio手術的再発ハイリスク群同
定の有用なpredictive markerであり、術後寛解維持療法選択の一助となる可能性が示唆された。Agingに関わる
miR124,miR137,miR9のmethylationの検討では、miR137は、炎症部と非炎症部で差は認めたものの、再狭窄や瘻
孔形成になどのpredictorにはならなかった。プロテオミクスとmiRNAのメチル化解析を統合した結果、有意な関
連性を示すことはできなかった。またT細胞受容体レパトア解析での検討には進めなかった。

研究成果の概要（英文）：IL-6 IN/CO ratio could be used as a predictive biomarker to identify high 
risk population in crohn disease. Furthermore, miR-137 methylation wss significantly changed between
 inflammatory and non-inflammatory tissues of crohn disease. Unfortunately, findings of proteomics 
was not significantly associated with DNA methylation analysis, and could not progress T-cell 
analysis. 

研究分野：消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン病における術後の抗TNF抗体製剤抵抗性の因子が同定されることによって、他の治療薬選択の一助とな
る可能性が示唆され、これによってクローン病の予後はさらに改善されることが期待できる。また、このことは
手術を受ける前の病変にも応用できる可能性があり、通常の内科的治療選択の際の指標となるかもしれない。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
クローン病はいまだ原因不明で難治性腸管障害をきたす疾患である。若年者に発症すること
が多い疾患であり、慢性的に腸管に炎症を引き起こすことから不可逆的な障害を生じ、栄養吸
収障害や永久的人工肛門などに至り、患者の生涯を通して QOL に大きな影響を与えることとな
り、社会的な問題ともなっている。その治療においては短期的な寛解のみならず、長期的な寛
解の維持が非常に重要である（Pariente B. Inflamm Bowel Dis 2011）。 
近年、これまで行われていた栄養療法やメサラジン内服、あるいはステロイド療法に加え、
免疫調節薬や抗 TNF-α 抗体製剤が治療に導入されるようになり治療成績は以前より向上して
きているものの、長期成績を見ると手術率が大きく減少したとはいえない状態である。 
そして、これまで様々な内科的治療による術後寛解維持療法が試みられてきたが再手術にいた
る症例は少なくなかった。しかしながら近年、術後の抗 TNF-α抗体製剤維持投与が内視鏡的な
再発を有意に抑制することが示されている(Regueiro M, et al. Gastroenterology. 2009, 
Yamamoto T, et al. Inflamm Bowel Dis. 2009)。また、われわれは再発リスクが高いと考えら
れる症例に対する術後の抗 TNF-α抗体製剤維持投与によって、長期の再手術抑制も可能である
ことを明らかにした(Araki T, et al. Surg Today. 2014)。 
しかしながら、すべての患者において再発の抑制が可能であるわけではなく、一部に抗
TNF-α抗体製剤を術後に維持投与されているにもかかわらず再燃し、再手術を必要とする症例
も存在し、その原因は明らかでない。そしてこの様な症例に対しては、他の寛解維持療法が適
応されるべきであるが、それを予測することは現時点で困難である。また一方で、このような
抗 TNF-α抗体製剤の維持療法の抵抗となる患者の決定は、臨床経過や病態から推測されるリス
ク因子によって決定されている。しかしそれが正確かどうかの検討は十分であるとは言えず、
実際に投与の適応である症例に投与されていなかったり、その逆に不必要な投与が行われてい
たりすることもあると考えられる。そのため、より正確で客観的な薬剤反応性予測マーカーの
開発が強く求められている。 
プロテオミクス（Proteomics）とは構造と機能を対象としたタンパク質の大規模な研究を示
し (Electrophoresis 1998:Anderson NL, Trends Biotechnol 1999:Blackstock WP)，プロテオ
ミクスを用いたクローン病を含む炎症性腸疾患のバイオマーカーの検討は 2001 年に Mann M ら
が，炎症性腸疾患患者の血清を用いて行って以来(Annu Rev Biochem 2001)、血清や尿をサンプ
ルとして末梢血単核球蛋白や、炎症、酸化・還元、細胞骨格、細胞内運搬、転写などの蛋白が
報告されている。これらは、IBD の診断や、潰瘍性大腸炎とクローン病の鑑別、疾患活動度、
そして薬剤感受性をモニタリングするバイオマーカーになりうることが示されている。 
microRNA(miRNA)は、細胞内に存在する長さ 20-25 塩基ほどの一本鎖 RNA であり、ほかのタン
パク質をコードする遺伝子の発現を調節する機能を持つ。現在、すでに多種の miRNA が同定さ
れデータベースに登録されているが、それぞれの miRNA は、相補的な塩基配列をもつ標的 mRNA
に特異的に作用し、その mRNA の分解または翻訳阻害という二様式で機能する。とくに最近の研
究から、miRNA のさまざまな生物学的プロセスへの関与が明らかになり、新たに疾患を誘発す
る要因として miRNA の変異なども視野に入れる必要性が指摘されている。miRNA はこれまでに
明確な指標、マーカーが存在しない疾患の同定だけでなく、疾患の予防薬または治療薬として
の応用まで期待されている。異常な miRNA の発現は、慢性関節リウマチ、全身性エリマトーデ
ス、炎症性癌などをはじめ、クローン病でも関連していることが明らかにされている。クロー
ン病に関連する miRNA を網羅的に検索することは、これまでの研究で target としてきた遺伝子
の関連のみならず、これまでとは異なるメカニズムを明らかにし、新たな薬剤反応性のマーカ
ーを同定できる可能性が考えられている。 
また、クローン病には自己免疫が大きく関与していることがこれまで示されている。これま
でに特に腸粘膜における腸管抗原の認識が増加し、T 細胞が活性化されることが示されている
(Sarrabayrouse G, et al. PLoS Biol. 2014)。近年、非バイアス遺伝子増幅技術と専用ソフト
を備えた次世代 T 細胞受容体（TCR）レパトア解析技術が開発され、これまでより定量性（10
万-1000 万遺伝子配列の決定が可能）にすぐれ、免疫療法の有効性評価に有効であることが示
されている。すなわち、クローン病に対してこの新しい解析方法を応用することによって、こ
れまで明らかにされてきていない新しい結果が導き出せることが予想される。 
 

 
２．研究の目的 
クローン病は初回手術後の再手術率は高率であることから、初回手術後の再燃・再発予防を
目的とした術後寛解維持療法が重要となる。クローン病は術後寛解維持療法としては、栄養療
法のほか、抗 TNFαモノクローナル抗体薬などの薬物療法が推奨されているが、治療抵抗性症
例には薬物治療の選択に難渋することが多い。最近、TNFα以外に IL-12/-23 などを標的とした
新たな分子標的剤が登場し、さらに最近の報告では抗 TNFα抗体抵抗性クローン病症例を対象
とした phase II study において、IL-6 抗体薬の有用性が示唆され、大きな注目を集めている。
このような術後治療薬の選択肢が増加しつつあるにもかかわらず、各症例に応じた適切な術後
寛解維持療法選択の指標がないのが現状である。今回、クローン病における回腸病変部/非病変
部におけるさまざまな炎症性サイトカイン発現を解析し、再狭窄や瘻孔形成等における
predictive marker としての有用性を検討したので報告する。また複数の miRNAs をコードして



いる DNA メチル化を定量し、クローン病におけるその臨床的意義を評価した。 
 
３．研究の方法 
対象患者： 
2006年 2月から2015年 12月までに当院でクローン病に伴う小腸病変に対して小腸部分切除
術を施行した 116 例 
方法： 
①IL-6, -12, -23, TNF-α, HSP47, CXCL16 に着目し、それらの発現量を quantitative 
real-time PCR にて測定した。 
これらの組織中発現量と臨床病理学的因子との関連を検討し、手術的再発（術後合併症によ
る再手術や肛門病変に対する再手術を除く）に対する predictive marker としての有用性につ
いて検討した。 
②クローン病における回腸病変部/非病変部における複数の miRNAs のメチル化を解析し、再
狭窄や瘻孔形成等における predictive marker としての有用性を検討した。 
回腸の病変部ならびに非病変部の手術標本の genomic DNA を Bisulfite 処理を行い
miR124,miR137,miR9 を target として QIAGEN 社の PyroMark を用いて methylation 割合の評価
を行った。 
これらの methylation 割合の手術的再発（術後合併症による再手術や肛門病変に対する再手
術を除く）に対する predictive marker としての有用性について検討した。 
 
４．研究成果： 
患者は初発時平均年齢 25.8 歳で、男性 85 人、女性 31 人であった。 
 
① 
臨床病理学的因子との検討において IL-6, -12, -23, TNF-α, HSP47, CXCL16 いずれにおい
てもその回腸病変部/非病変部発現比（IN/CO ratio）は性別、モントリオール分類
(A1/A2/A3,B2/B3,L1/L3)、喫煙、手術歴、腹腔鏡下手術、累積手術的再発率と有意差は認めな
かった。 
ＩL-6 のみ IN/CO ratio 高値群が、累積手術的再発率に関して有意に予後不良であった(図 1、
p=0.03)。 
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また多変量解析においても IL6 IN/CO ratio 高値群は独立した予後不良因子であった
(HR:4.77, 95%CI: 1.09-32.53,p=0.04)。 
 
 
② 
miR137に関して、炎症部は非炎症部に対して優位にhypermethylationであった(図２、p=0.004)
が,miR124,miR9 では有意な所見は得られなかった。また、再狭窄や瘻孔形成等における
predictive marker としての有用性のあるモントリオール分類(A1/A2/A3)に関しては、miR124 
CO/IN,miR9 CO と有意な相関を認めたが、miR137 CO/IN,miR9 IN では有意な所見は得られなか
った。 
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成果のまとめ 
小腸型、小腸大腸型クローン病において IL-6 IN/CO ratio 手術的再発ハイリスク群同定の有
用な predictive marker であり、術後寛解維持療法選択の一助となる可能性が示唆された。 
Aging に関わる miR124,miR137,miR9 の methylation の検討では、miR137 は、炎症部と非炎症
部で差は認めたものの、再狭窄や瘻孔形成になどの predictor にはならなかった。プロテオミ
クスと miRNA のメチル化解析を統合した結果、有意な関連性を示すことはできなかった。また
T細胞受容体レパトア解析での検討には進めなかった。 
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