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研究成果の概要（和文）： 大腸全摘・回腸嚢肛門吻合術の晩期合併症として回腸嚢炎が発生することがあるが、その
発生頻度は潰瘍性大腸炎で高く、家族性大腸腺腫症ではほとんど認めない。回腸嚢炎の発症機序は未だ不明であるが治
療に抗生剤やプロバイオティクスが有効であることから、腸内細菌叢との関連性が示唆されてきた。本研究の目的は、
潰瘍性大腸炎が遺伝的背景をもとに、術後の腸内細菌のいったい何が変わることによって本来病変の存在しなかった回
腸に炎症が生ずるのかを明らかにすることである。さらには、「回腸嚢炎は、術後の回腸嚢に起こる潰瘍性大腸炎の再
燃であり、潰瘍性小腸炎である」とする仮説に基づき、潰瘍性大腸炎の病因究明につなげることである。

研究成果の概要（英文）：Pouchitis is a major late complication which sometimes occurs after restorative 
proctocolectomy with ileal pouch-anal anastomosis (IPAA). However, its pathogenesis still remains 
unclear. The rate of incidence is higher in ulcerative colitis’cases and quite rare in familial 
adenomatous polyposis' cases. Furthermore, the fact that antibiotics and probiotics are effective in 
treating pouchitis indicates a direct or indirect link of pouch microbiota to mucosal inflammation.
There are two aims based on the hereditary background to elucidate how microbiota in the guts alter after 
the patients’ operation and what causes the inflammation in the ileum, which is not supposed to have any 
lesions in the ulcerative colitis.
In addition, the other aim is to investigate the pathogenesis which causes ulcerative colitis according 
to the hypothesis that “pouchitis is ulcerative ileitis."

研究分野： 消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎は原因不明の難治性炎症性

腸疾患である。厚生労働省の難病指定を受け、
患者数は 10 万人を超えてなお増え続けてい
る。大腸全摘回腸肛門（管）吻合術は潰瘍性
大腸炎の標準術式であるが、術後の約半数に
回腸嚢炎が発症する（Pardi D, et al. Inflam 
Bowel Dis 2009）。家族性大腸腺腫症術後で
の発生は稀であることから、潰瘍性大腸炎そ
のものの発症要因と深く関連すると推察さ
れる。我々の施設では、これまで診断基準や
治療指針の作成に直接関与してきたが、最近
ではいわゆる難治例が増加してきており、術
後 QOL の低下に直結している（Fukushima K, 
et al. J Gastroenterology 2006）。抗生剤
（Shen B, et al. Inflamm Bowel Dis 2001）
やプロバイオティクス（Gionchetti P, et al. 
Gastroenterology 2003）が治療や予防に有
効であることから、腸内細菌叢の変化が発症
に関与するものではないかと推測されるが、
直接的な証拠は現在のところない。 
我々はこれまでに大腸全摘術後の腸内細

菌 叢 を Terminal restriction fragment 
length polymorphism（T-RFLP）法により後
ろ向きに解析を行ってきた。これによると、
腸内細菌叢は本来個人差が大きいとされる
にもかかわらず、術後回腸嚢便中の腸内細菌
変動パターンは普遍的であり、より大腸に近
い菌構成に近づくことを証明してきた
（Kohyama A, et al. Surgery 2009）。さら
に菌種（群）特異的プライマーを用いた定量
的 PCR によりその所見を確認するとともに、
通常小腸に存在する腸内細菌の減少も認め
た(Hinata M, et al. Dig Dis Sci. 2012)。 
回 腸 嚢 炎 に は 、 初 期 治 療 と し て

ciplofloxacin や metronidazole などの抗生
剤が奏功する。回腸嚢にまつわる腸管上皮や
菌叢の経時的変化、抗生剤の治療効果と耐性
の出現、プロバイオティクスの有効性から、
腸内細菌が回腸嚢炎の発症、再燃、難治化に
深く関与することが示唆される。しかし、従
来の培養法では、約 70％の腸内細菌が培養困
難菌であり、関連性のある菌種のリストアッ
プさえ十分なされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、潰瘍性大腸炎が遺伝的背

景をもとに、術後の腸内細菌のいったい何が
変わることによって本来病変の存在しなか
った回腸に炎症が生ずるのかを明らかにす
ることである。さらには、「回腸嚢炎は、術
後の回腸嚢に起こる潰瘍性大腸炎の再燃で
あり、潰瘍性小腸炎である」とする仮説に基
づき、潰瘍性大腸炎の病因究明につなげるこ
とである。 
 

３．研究の方法 

（１） T-RFLP 法による検討 
大腸全摘回腸嚢肛門（管）吻合を施行され

た症例に対し、内視鏡検査により回腸嚢炎の
有無を確認しつつ経時的に採便し DNA, RNA
を抽出し、T-RFLP 法にて以下の検討を行なう。 
① 潰瘍性大腸炎および家族性大腸腺腫症の

大腸全摘術後回腸嚢腸内細菌叢の経時的
変化について T-RFLP 法で前向きに解析
を行う。 

② 同一症例（潰瘍性大腸炎および家族性大
腸腺腫症）の回腸嚢炎発症前、発症時、
治療時、再燃時の腸内細菌叢の経時的変
化を T-RFLP 法で行い、発症に関わる菌種
の絞り込みを行い、データベースより菌
種の同定を行なう。 
 

（２） Microarray 法による検討 
同一症例の検査時に同時に腸管上皮の生

検を行い、腸内細菌叢の変化と関連してどの
ように腸管上皮の発現型が変化するかにつ
いては microarray 法などを用いて調べる。 
 
（３）検体採取時期、検体の処理 
①検体の採取：以下の時期に検体を採取する
（我々はすでに腸内細菌叢は、術後 1年を経
過することで安定化することを明らかにし
ている）。 

1) 術後 2週目（予防的抗生剤投与の影
響を考慮） 

2) 術後 1ヶ月目 
3) 術後 6ヶ月目 
4) 術後 1年目（以下 1年おき） 
5) 回腸嚢炎発症時（診断には内視鏡を

用いる） 
6) 回腸嚢炎発症時（metronidazole と

ciplofloxacin を併用して 2 ないし
4週投与） 

7) 回腸嚢炎再燃時およびその治療後 
術後経過観察時の投薬としては、原則と
して整腸剤（プロバイオティクス）を併
用しない。 
 

②検体の処理（DNA および RNA の抽出）： 
採便後直ちに検体を 5倍量の RNA保存液に

入れ混和、4℃にて保存して 3 週間以内に核
酸抽出を行なう。DNA 抽出にはグラム陽性・
陰性で収量効率の変わらないGES溶液中によ
るビーズ破砕で、RNA 抽出は塩化セシウム密
度勾配遠心法により抽出し吸光度測定後
-80℃に保存する。 
 
４．研究成果 
 （１） T-RFLP 法による検討 

  これまで潰瘍性大腸炎（UC）患者 3名およ
び家族性大腸腺腫症(FAP)患者 1 名から検体
の採取の同意を得て経時的にサンプルの採



取を行い、DNA 精製をおこなっている。しか
しながら、T-RFLP で解析を行うには症例が少
なく、また、回腸嚢炎発症へ至る症例も未だ
に存在しないためにもうしばらくの集積期
間が必要であると考えられた。症例集積が進
まなかった理由としては、①内科治療の進歩
に伴う手術患者数の減少、②プロトコールの
煩雑性、③関連施設などへの症例の分散など
が挙げられる。以上のような理由から検体の
採取は思うように進まなかったものと推測
する。 
 このため、予備実験として以前に採取、保
存していた検体を用いて再度解析を行った。
2007年までに採取しDNA抽出を行っていた大
腸全摘術後の UC 患者 29 人、健常成人
（control）31 人の糞便から DNA を用いて
terminal restriction fragment length 
polymorphism(T-RFLP)法にて解析した。UC 患
者からは同一個体から繰り返し採取したも
のも含めて回腸瘻（イレオストミー）便 23
検体、回腸嚢炎未治療 13 検体、回腸嚢炎に
対して抗生剤治療後 10検体の計 46検体を用
いた。 
 

 

図1:回腸嚢炎治療の有無によるCluster解析 

  
図１の如く、健常人 31 検体を合わせた 77

検体で dendrogram を作成した。 
結果、Cluster 解析では赤字で示す抗生剤

治療群の 90%（10 検体中の 9 検体)が、黒字
で示す回腸瘻（イレオストミー）群の 96%(23
検体中 22 検体)の便と同じ Cluster I に入る

一方で、青字で示す回腸嚢炎未治療群の
92%(13 検体中の 12検体)は、健常成人の 94％
(31 例中の 29 例)の便と同じ ClusterII に入
ることが示された。 
つまり、以前の研究（Kohyama, et al. 

Surgery 2009）で大腸全摘後の患者で便中細
菌叢が経時的に健常人に近づくことを示し
たが、今回の結果から UC における回腸嚢炎
に対する治療は、回腸嚢内の細菌叢を健常人
と近い細菌叢から回腸に近い細菌叢へ近づ
けている可能性が考えられた。 
また、回腸嚢炎発症例の T-RFLP 波形を同

一患者から経時的に1例採取出来ていたので
比較を行った。 
臨床的に①回腸嚢炎未発症時、②回腸嚢炎

診断時、③抗生剤治療 2ヶ月後、④抗生剤治
療 3ヶ月後、⑤抗生剤治療 6ヶ月後の計 5回
を同一患者から採取して、制限酵素 HhaI で
処理して T-RFLP 法を行った。結果、図２に
示すような波形を示した。抗生剤治療前の波
形と抗生剤治療後の波形で大きく異なるこ
とが明示された。以前の研究（Kohyama,et.al. 
Surgery 2009）でいわゆる「大腸型」腸内細
菌叢の典型波形としていた187bpが治療前で
は目立つが、治療後は一転してこれらが消失
している。代わりに、いわゆる「小腸型」波
形の典型とした213bpが出現しているという
結果であった。 
以上の結果から、回腸嚢炎の治療前後で便

中細菌叢は「大腸型」から「小腸型」へと変
化する可能性が考えられた。 
しかし、これらの結果は計画的かつ経時的

に採取された必要十分数の検体から検討さ
れたものではない。本結果を参考として、さ
らなる検体集積の後に再度検討を行う予定
である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2:回腸嚢炎発症例(同一症例)の経時的

比較 
 

（２） Microarray 法による検討 
同一症例の検査時に同時に腸管上皮の生

検を行い、腸内細菌叢の変化と関連してどの
ように腸管上皮の発現型が変化するかにつ
いては microarray 法を用いて調べる予定で



あったが、先述の通り症例集積は進んでおら
ず未施行である。集積が進み次第、施行予定
である。 
 
（３）検体採取時期、検体の処理 
 先述の通り、これまでに UC 患者 3 名およ
び FAP患者 1名から検体の採取の同意を得て
経時的にサンプルの採取を行い、DNA 精製を
施行した。現時点でサンプル数が絶対的に不
足していることは否めない。特に本研究にお
いて FAP症例のサンプル採取は keyとなりう
る。また、今後は回腸嚢炎を発症する患者も
出現することも予測されるため、本研究期間
は終了したものの、今後も症例集積を重ねて
研究を続けていく予定である。 
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