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研究成果の概要（和文）：腸内細菌叢は、免疫および上皮機能に影響を与える代謝産物を産生することにより、
好酸球性消化管疾患（EGID）に対する感受性を増加させる可能性がある。 本研究では、次世代シークエンシン
グ解析により、小児EGIDに関連する腸内細菌叢および代謝物質プロファイルを解明することを目的とし、 症例
対照研究（EGID群 5例と疾患対照群10例）を行った。 種々の解析（主座標分析、クラスター分析、マイクロバ
イオームとメタボロームの統合分析など）を実施したが、EGID群と疾患対照群に明らかな差異を認めなかった。
 本研究の結果からは、小児EGIDに関連する腸内細菌叢および代謝物質プロファイルは見出されなかった。

研究成果の概要（英文）：Microbes may increase susceptibility to eosinophilic gastrointestinal 
disorders (EGID) by producing bioactive metabolites that affect immune activity and epithelial 
function. To uncover disease-associated microbial and metabolomics profile in pediatric EGID by 
next-generation sequencing analysis, a case-control study (EGID vs control, n=5 vs 10) was 
conducted. Several analyses, including principal coordinate analysis, cluster analysis and 
integrated analysis of both microbiome and metabolome, did not show significant differences between 
EGID and control. In this case-control study, a disease-associated microbial and metabolomics 
profile in pediatric EGID was not found.

研究分野：小児科
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１．研究開始当初の背景 
 好酸球性消化管疾患 (EGID) は好酸球の
消化管局所への異常な集積から好酸球性炎
症が生じ、消化管組織が傷害され、機能不全
を起こす疾患の総称である。新生児-乳児から
小児、成人に至る幅広い患者層を抱える疾患
群だが、その診断や管理が困難なことが多く、
難病指定を受け、その対策が望まれている。
臨床症状としては、主に、腹痛、嘔吐、下痢、
血便などの消化器症状を呈することが多い
が、生命にかかわる重大な合併症（ショック、
腸閉塞、腸破裂、低タンパク血症など）も報
告されており、そのような場合は緊急性を要
する。 
本疾患の詳細な病因・病態解明はなされて
いないが、炎症の引き金となる食物が同定さ
れた場合、その適切な除去により症状が劇的
に改善することから、主に食物を抗原とした
非即時型アレルギー疾患の一つと考えられ
ている。これは、本来獲得すべき食物蛋白に
対する免疫寛容が誘導できなかった、あるい
は破綻した状態といえる。経口免疫寛容の成
立や特定のリンパ球の選択的な分化誘導に
深くかかわる因子として腸内細菌叢が知ら
れている。そのため、本疾患における経口免
疫寛容の不成立あるいは破綻に対し、腸内細
菌叢が果たしている役割は大きいと考えら
れる。 
また、本疾患の重要な鑑別疾患のひとつと
して炎症性腸疾患（IBD）があるが、消化管
生検組織での網羅的な mRNA 発現解析では
EGID では IBD と異なる遺伝子発現パター
ンが報告されている。そのため、EGIDと IBD
では異なる腸内細菌叢のパターンを呈する
可能性が示唆されている。 
以上から、「IBD とは異なる、EGID に特
異的な腸内細菌叢の変化や機能的な異常、そ
れに伴う代謝産物の変化が存在し、EGIDの
病態形成に深く関与している」と仮説を立て
た。 
 
２．研究の目的 
 これまでEGID患者の腸内細菌叢に関して
の検討はない。本研究では、EGIDに特異的
な腸内細菌叢の変化や機能的な異常、それに
伴う代謝産物の変化を見出すことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 研究のデザイン 
 EGID 群と疾患対照群（IBD）のケースコ
ントロール研究とした。当初は病理学的異常
のないコントロール群も解析を予定してい
たが、解析費用の点から今回は実施を見送っ
た。実施機関として、症例の集積、検体採取
は国立成育医療研究センターにて実施した。
検体の収集に関しては、倫理委員会の承認を
受け実施した。臨床所見を有し、その精査の
ため内視鏡検査を受けるため入院した 4－20

歳の患者を対象とし、以下の基準に基づき症
例を集積した。 
 
(2) 選択基準 
【EGID患者】 
 EGIDに矛盾しない臨床所見を有し、内視
鏡生検組織の病理所見によりEGIDの確定診
断をした。 
【疾患対照者】 
 EGID群と年齢を一致させた IBD患者（炎
症性腸疾患：潰瘍性大腸炎とクローン病）を
疾患対照者とした。臨床情報と消化管の内視
鏡生検組織の病理所見から IBD の診断を確
定した。 
【除外基準】 
 試験を行うのに支障となる合併疾患を有
すると担当医が判断した患者、あるいは、担
当医師が対象として不適当と判断した患者
は除外した。 
 研究参加の同意を得た上で、患者背景とし
て以下の項目を調査した（性別、生年月日、
同意取得日、病歴、両親・兄弟の病歴、既往
歴、合併症、疾患重症度、検査値、治療歴、
使用薬剤、食事調査）。 
 
(3) 細菌叢解析とメタボローム解析 
入院での内視鏡前処置前に便検体のサン
プリングを行った。採便容器で便を 1g（親指
大）程度採取し、採取後直ぐに-80℃で保管し
た。組織検体は内視鏡生検検体を採取後直ぐ
に-80℃で保管した。 
破砕法により DNAを抽出し、化合物抽出
は液液分配法を用いて抽出した。腸内細菌叢
解析は当初メタゲノム解析を予定していた
が、解析方法を再検討し、16S rRNA解析と
メタゲノム機能予測解析を実施した。次世代
シーケンサー（イルミナ社製Miseq）による
遺伝子配列解析を用い、細菌種の存在比率を
定量化した。メタボローム解析はキャピラリ
ー電気泳動 -質量分析計（Agilent 社製
CE-QqQ）による解析にて、まず検出された
ピークの泳動時間、質量電荷比、ピーク面積
を取得し、基準物質の測定結果と照合するこ
とで各ピークが対応する代謝物質を推定し
た。 
細菌叢とメタボロームの統合解析として
は、16sRNA 機能予測解析より得られた
KEGG Orthology の機能組成比を用いて群
間の比較統計解析を行った。そして、メタボ
ロームデータの KEGG pathway の情報と
16sRNA 機能予測解析の機能情報に基づい
て両者の比較統計解析結果を統合した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 対象患者 
 研究実施期間内に同定したEGIDの対象者
5名と共に、疾患対照者として小児 IBD（潰
瘍性大腸炎：5名とクローン病：5名）の 10
名から検体を採取した。患者の臨床的な背景



を以下に示す。EGID群の年齢は平均 9歳 10
か月、男女比は 3：2、疾患対照群（IBD）の
年齢は平均 10歳 0か月、男女比は 6：4であ
り群間における明らかな差異はなかった。ま
た、他の調査項目において特筆すべき点はな
かった。 
 
(2) 腸内細菌叢解析 
 便・組織ともにサンプルからの DNA 抽出
を行った後、次世代シーケンサーによる遺伝
子配列解析を用い細菌種の存在比率を定量
化した。16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を
PCR にて増幅し、シークエンスを行った。
得られたリード数は 1 サンプル当たり平均
で 1,399,944 read であり、今回のサンプル
全てにおいて十分量の配列を得ることがで
きた。 
 門 レ ベ ル か ら OTU （ Operational 
Taxonomic Unit）レベルの菌種組成比ならび
に α多様性指数の群間比較を行ったが、多重
補正の結果からEGID群と疾患対照群（IBD）
で明らかな差異のある因子は特定できなか
った。また、腸内細菌叢のプロファイルを可
視化するために実施した主座標分析におい
ても EGID群と疾患対照群（IBD）を分離す
ることはできなかった。 
 
(3) メタボローム解析 
 キャピラリー電気泳動-質量分析計による
解析にて、合計で 322種類の代謝物質が検出
され、それぞれのサンプル間の相対存在比に
基づいて z-score を求めた。メタボローム解
析については、候補化合物が絞り込まれた
322ピークにおいて群間比較を行いEGIDに
特有の代謝物を探索したが、多重補正の結果
から EGID群と疾患対照群（IBD）で明らか
な差異のある物質は特定できなかった。主成
分解析ならびに階層的クラスタリング解析
においても、代謝物質プロファイルにより
EGID 群と疾患対照群（IBD）を分離するこ
とはできなかった。 
 
(4) 統合解析 
 細菌叢とメタボロームの統合解析として
は、メタボロームデータの KEGG pathway
の情報と 16sRNA 機能予測解析の機能情報
に基づいて両者の比較統計解析結果を統合
した。その結果、関連性を示す因子群が複数
抽出されたが、現時点ではそれらの直接的な
因果関係は不明であった。将来的に、サンプ
ル数を増やすことでこれらの有意差が明ら
かとなる可能性は残されているが、本研究で
実現可能な範囲においては、小児 EGIDに関
連する疾患特異的な腸内細菌叢および代謝
物質プロファイルは見出すことはできなか
った。 
 
 これらの結果から、EGID群ならびに疾患
対照群（IBD）における腸内細菌叢・代謝物
質プロファイルは、今回の研究期間内に検討

できた症例数で明らかになるほどの明確な
差異がないということが示唆された。 
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