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研究成果の概要（和文）：　糞便中のCD45などのmRNA発現（糞便RNA検査）が、潰瘍性大腸炎（以下UC）の疾患活動性
や粘膜炎症の非侵襲的バイオマーカーになるか検討を行った。対象は73例、延べ86例のUC患者。大腸内視鏡検査（CS）
当日または前日に臨床検査（CRP, ESR, Hb, Plt, Alb）, CS前日までにCAIスコア、糞便を採便し、CSによる粘膜評価
はMayo内視鏡スコア(0-3)を用いた。糞便mRNA検査と臨床検査はMayo内視鏡スコア4群間で有意差を認め、また臨床検査
より内視鏡スコアによく相関していた。糞便RNA検査疾患活動性や粘膜炎症の非侵襲的バイオマーカーになりえると考
えられた。

研究成果の概要（英文）：Fecal CD45 or proinflammatory cytokines mRNA were evaluated as a noninvasive bioma
rker of disease activity or mucosal inflammation for ulcerative colitis (UC). Total 86 colonoscopies were 
performed in 73 UC patients. Samples from feces and blood were analyzed for fecal mRNA assay and laborator
y findings (CRP, ESR, Hb, Plt, Alb), and the results were compared with colonoscopic findings. Mucosal sta
tus was assessed using the Mayo endoscopic score (0-3). There was significant differences in all non-invas
ive markers and CAI among the Mayo endoscopic score (p < 0.01). Endoscopic disease activity correlated clo
sest with CAI, followed by fecal mRNA assay, Alb, CRP, ESR, Hb, and Plt. In addition, nineteen of 42 patie
nts with Mayo 2 or 3 had CAI less than 5, however, more than half of 19 patients had positive result of fe
cal mRNA assay when proper cutoff was set. These results suggested that fecal mRNA assay is useful as a no
ninvasive biomarker of mucosal inflammation for UC.
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１． 研究開始当初の背景 
 潰瘍性大腸炎 (以下 UC) は本邦にお

いて生活習慣の欧米化に伴い罹患患者

数が増加の一途をたどっている。この疾

患は原因が不明であり、治療にもかかわ

らず再燃と寛解を繰り返すことが多い。

重症の治療として、ステロイド、免疫調

節剤や生物学的製剤などにより寛解導

入の向上がみられてきたが、単独の治療

では抵抗性を示す症例も多く、適切な治

療効果予測による機動的な治療戦略が

必要である。また、寛解導入後の維持療

法中に前触れもなく再燃する例も多く、

治療薬の減量は主治医の経験によると

ころも多いのが現状である。 

 従来、治療効果判定を臨床症状や臨床

検査値を組み合わせて評価する clinical 

activity index (CAI) などの疾患活動性

index を用いて行ってきた。ところが、

index 上寛解と評価されても粘膜治癒が

みられていないことや、粘膜治癒を伴っ

た寛解では再燃率が低いことなど、粘膜

の状態を評価する内視鏡 index の重要性

が認識されている。しかし、侵襲性、患

者認容性や簡便さの点で、大腸内視鏡検

査が頻回に行えないのが現状である。鋭

敏な炎症反応物質である CRP が陰性に

もかかわらず血便が見られ、内視鏡では

比較的広い範囲に炎症が見られる患者

も少なくない。ここに腸管の炎症を良く

反映する非侵襲的検査法が待望されて

いる。 

 近年、糞便中の好中球蛋白である

calprotectin, M2-pyruvate kinase や

S100A12 が、UC 患者の治療抵抗性およ

び再燃予測に有用であり、疾患活動性と

大腸内視鏡所見を反映することが報告

された (Turner et al. Gut 2010)。しかしな

がら、これらは CRP 検査より優れてい

るが、疾患活動性 index や内視鏡 index

には及ばないのが現状である。 

 申請者らは、糞便から抽出した RNA

を用い COX-2, MMP-7 mRNA 発現を解

析する大腸がん診断法を開発し、その有

用性を報告してきた  (Kanaoka et al. 

Gastroenterology 2004, Adv Clin Chem 

2007, Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 

2009)。この方法は、細胞成分を分離せ

ずに RNA を抽出し RT-PCR を行う（以

下糞便 RNA 検査）というユニークなも

のである。これまでに大腸がん 111 例、

コントロール 113 例での検討で感度

82%、特異度 98%という良好な成績を得

ている。最近、申請者らは糞便中の

COX-2 mRNA 発現は、癌部における

COX-2 mRNA 発現とその表面積に影響

を受けることを報告した（Hamaya, 

Kanaoka et al. Br J Cancer 2010）。一方で

好中球だけでなくリンパ球など様々な

白血球が UC の発症・進展に重要な役割

を担っていることが知られている。従っ

て好中球蛋白である calprotectin などよ

りも、白血球系全般を反映する CD45 や

リンパ球で産生される炎症性サイトカ

インを用いることにより、糞便中の

mRNA 発現が粘膜での炎症の程度とそ

の広がりをより鋭敏に反映することが

予測される。そこで申請者らは、糞便

RNA 検査が UC の疾患活動性や大腸内

視鏡所見を反映する検査になる可能性

を充分もつと考え、予備実験を行い糞便

中のCD45 mRNA発現がUCの重症度を

反映するという preliminary な結果を得

ている。 
 

 
２． 研究の目的 

 上記の背景およびこれまでの研究成

果をもとに、まず糞便 RNA 検査が UC

患者の疾患活動性および大腸内視鏡所

見を反映する検査になるか検討した。 



 具体的には UC 患者の活動期から寛解、

そして再燃時の経時的に行う大腸内視

鏡検査時に、疾患活動性 indexであるCAI

と、内視鏡 index である Mayo endoscopic 

scoreとCD45や炎症性サイトカインなど

の糞便中の mRNA 発現との相関性を検

討し、この検査が各 CAI や Mayo 

endoscopic score を反映するかを明らか

にする。 

 なお、糞便中のcalprotectin,と採血検査

（CRP, ESR, Hb, Plt, Albumin）も同時に

測定し、糞便RNA検査と比較検討を行い、

この検査の優位性の有無も明らかにす

る。 
 
３． 研究の方法 
 対象は前向きに集められた 73 例、延べ 86

例のUC患者。年齢中央値55歳（16-81歳）、

男女比 48：25 であった。 

a. 検討するバイオマーカーの選択 

ヒト細胞由来マーカーとして

2-microglobulin (B2M), 白血球細胞由来マ

ーカーとしてCD45, 上皮細胞由来マーカー

としてcarcinoembryonic antigen (CEA) , 炎症

性サイトカインの代表であるTNF-を選択

した。 

b. qRT-PCR測定系の確立 

選択したバイオマーカーの定量的

real-time RT-PCR（qRT-PCR）の最適化を行

った。我々の抽出法による糞便RNAには腸

内細菌由来のRNAも含まれるため、Taqman 

primer & probe の特異性（ヒトRNA 由来

cDNA にのみ反応する）のチェックを行っ

た。また、スタンダードプラスミドDNA を

作成し、各マーカーのmRNA 発現に定量性

をも確認した。 

c. 糞便中alprotectinの測定 

calprotectinをサンドイッチELISA法による

もので、市販のキットを使用して測定した 。 

 

糞便中のmRNA発現と疾患活動性、大腸内視

鏡所見、組織所見との関連性の検討 

経過観察中のUC患者で、大腸内視鏡検査

5-1日前に糞便と採血採取を行い、内視鏡に

て全大腸を観察し得た症例を対象とした。 

・ 疾患活動性indexとしてCAIを用いる 

・ 内視鏡indexとしてMayo endoscopic score 

(0-3) 

・ aで示したバイオマーカーによる糞便

RNA検査 

・ 糞便中calprotectin 

・ 採血検査（CRP, ESR, Hb, Plt, Albumin） 
 
４．研究成果 
 86回のTCSのMayo内視鏡スコアは0:20, 

1:24, 2:27, 3:15 であった。 

Mayo 内視鏡スコア 4 群間で CAI スコア,糞

便 RNA 検査 4 マーカーと 5 つの採血項目

いずれも有意差（P < 0.01）を認めた。 

 Mayo 内視鏡スコア 4 群間で CAI スコア, 

糞便 RNA 検査 4 マーカーと 5 つの採血項

目いずれも有意差（P < 0.001）を認め, 中

でも CAI スコアと糞便 RNA 検査の P 値が

低かった。次に Mayo 内視鏡スコアと評価

項目との相関はすべて有意に相関したが, 

CAI スコアと糞便 TNF- mRNA検査は採血

検査より高い相関を示した。 

 Mayo 内視鏡スコアが 2、3 の活動期症例

で、CAI にて寛解期（4 点以下）と判定され

た症例 19 例は、糞便 RNA 検査でカットオ

フ値を適切に設定すると半数以上の症例で

活動期と判定することができた。 

なお、糞便中の calprotectin については現在

測定中である。 

 以上より糞便 RNA 検査は採血検査より

大腸粘膜の炎症を鋭敏に反映し、内視鏡的

項目を含まないCAIと組み合せることによ

り UC 診療に有用であることが判明した。 
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