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第 1章 序論 

 潰瘍性大腸炎 (ulcerative colitis: UC)やクローン病 (Crohn’s disease: CD)などの炎症性

腸疾患 (inflammatory bowel disease: IBD)は、遺伝的要因と環境要因の両方によって引き

起こされる再発性の炎症性疾患である 1,2。先行研究によって腸内細菌叢の組成異常、す

なわち dysbiosis が IBD の病因および/または増悪に寄与することが示されてきた 3,4。 

IBD 患者の腸内微生物叢の特徴としては、多様性の低下や Firmicutes 門細菌の減少と

Proteobacteria門細菌の増加が挙げられる 3,5–8。これらの特徴は、特に CD患者の腸内微

生物叢で顕著であり、直腸粘膜細菌叢の dysbiosis の重症度は、疾患スコアとよく相関

する 5。UC患者においては CD患者ほど dysbiosisが顕著ではなく、微生物叢の変化と

IBDの病態との関連は曖昧である 6,8。動物実験において、腸内微生物叢が、腸関連リン

パ組織の成熟、および T helper 17 (Th17)細胞と制御性 T細胞 (regulatory T: Treg)細胞の

分化を誘導することで、腸管免疫系の発達に寄与することが示されている 9。対照的に、

dysbiosis下の腸内細菌叢は腸炎を誘導する 10,11。同様に、CD患者から Il10欠損マウス

への微生物叢の移植は、大腸炎を促進することが報告されている 12。しかし、dysbiosis

が炎症を促進する根本的なメカニズムは未だ完全には解明されていない。 

 酢酸、プロピオン酸、酪酸といった短鎖脂肪酸 (short-chain fatty acid: SCFA)は、腸内

微生物叢が難消化性炭水化物 [可溶性食物繊維、オリゴ糖、難消化性澱粉 (resistant 

starch: RS)など]を発酵することにより産生される。ヒトでは結腸が、げっ歯類では盲腸

が主な微生物発酵の場となっている 13,14。SCFA は結腸上皮の重要なエネルギー源とな

るのみならず 15、上皮バリア機能の増強や immunoglobulin A (IgA)応答の誘導をするこ

とで、粘膜バリア機能を強化する 16,17。さらに、酪酸は粘膜固有層のナイーブ T細胞か

ら Treg 細胞への分化を促進することで炎症を抑制する 18,19。酪酸は、主に Clostridium 

cluster IV または XIVa に分類される細菌種によって産生される。IBD 患者では、

Faecalibacterium prausnitzii (Clostridium cluster IV)および Lachnospiraceae (Clostridium 

cluster XIVa)を含む酪酸産生菌は、健康な被験者と比べて著しく減少する 20,21。また、

SCFA カクテルまたは酪酸の浣腸は、結腸粘膜の UC の炎症症状を効果的に軽減する
22,23。これらの報告は、IBD 患者における酪酸産生の低下が腸炎を悪化させている可能

性を示唆するものである。 
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 杯細胞によるムチンの管腔内分泌は、物理化学的障壁として機能する粘液層バリアを

形成し、上皮表面への微生物の付着を防ぐ 24。腸管粘液層は主に MUC2 タンパク質で

構成される。MUC2タンパク質に大量に修飾された糖鎖は粘液に粘性をもたらし、細菌

の運動性を制限する。特に粘液の内層はほぼ無菌的になっており、細菌侵入を防ぐ防壁

となる 25。一方、粘液の外層はムチンをエネルギー源として利用する細菌の生息地とな

っている 26,27。Muc2または糖鎖修飾を担う酵素の一種 C1glt1の欠損マウスでは、粘液

バリアの機能が低下することで粘膜固有層への細菌の移行が増加し、結腸の慢性炎症が

起きる 28,29。UC 患者の結腸粘液層は健康な被験者の結腸粘液よりもバリア機能が低下

しており、同様の現象が起きていることが報告されている 30。 

 以上の背景から dysbiosis によるムチンおよび SCFA 産生の異常は、IBD の発症に関

係している可能性が考えられる。しかし、これらの現象の関連性は不明である。そこで

本博士論文研究において、私は IBD患者の腸内細菌叢、代謝物、ムチンの統合解析を実

施した 31。 
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第 2章 実験材料と方法 

2-1 検体の入手 

有機酸濃度、細菌構成およびムチン成分を分析するために、日本の 44 人の健常者、

40人の CD患者および 49人の UC患者の糞便試料を、大阪大学病院の消化器内科で採

取した (study 1)。その後、11人の健常者と 10人の UC患者の糞便試料を集め、ムシナ

ーゼ活性 (study 2)を分析した。栄養素摂取量を調査するために、食物摂取頻度アンケー

ト 32を用いた。患者は、世界保健機関および国際炎症性腸疾患研究会議によって提供さ

れた内視鏡的、放射線学的、組織学的および臨床的基準に基づいて、CDまたは UCと

診断された 33–35。疾患の臨床的活動性は UC臨床疾患活動性スコアおよびクローン病活

動性指数により評価した 36,37。内視鏡的疾患活動性を回結腸鏡検査により記録し、UC

における Matt スコアおよび CD における Rutgeert スコアを用いて評価した。内視鏡的

寛解は UCにおいてはMattスコア 1、CDにおいては Rutgeertスコア 0または 1と定義

された 38,39。全参加者は本研究に関する口頭および書面の情報の説明を受けた後に、イ

ンフォームドコンセントに同意した。研究プロトコルは、被験者の参加に先立って、大

阪大学医学部 (承認番号#13165-2)、東京大学医科学研究所 (#25-42-1122)、慶應義塾大

学薬学部 (#150421-1)、静岡大学 (#14-11)および医薬基盤・健康・栄養研究所 (#72)にお

ける各研究倫理委員会により承認された。 

 

2-2 メタ 16Sリボソーム RNA遺伝子配列解析 

 糞便試料約 200 mgを 0.1 mmジルコニア/シリカビーズ (BioSpec Products, Bartlesville, 

OK, USA)および 3.0 mmジルコニアビーズ (Biomedical Sciences, Tokyo, Japan)を含む 2 

mLチューブに移した。QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)から

Inhibit EX bufferを加えた後、便サンプルを Shake Master Neo (Biomedical Sciences)を用

いて 1,500 rpmで 20分間ホモジナイズした。その後、説明書に従って QIAamp Fast DNA 

Stool Mini Kitを用いゲノム DNAを抽出し、次いで、5 ng/μLの 10 mM Tris-HCl緩衝液

に再懸濁した。続いて Illumina technical note 40に従い、16S ribosomal RNA (rRNA)遺伝子

領域の増幅ライブラリを調製した。各 DNA 試料を KAPA HiFi HS ReadyMix (KAPA 

Biosystems, Wilmington, MA, USA)および 16S rRNA遺伝子の可変領域 3および 4に特異
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的なプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応 (polymerase chain reaction: PCR)によっ

て増幅した。PCR産物を、Agencourt AMPure XPビーズ (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

を用いて精製した後、Nextera XT index kit (Illumina, San Diego, CA, USA)を PCRによっ

て付加した。Agencourt AMPure XPビーズを用いてライブラリーをさらに精製し、10 mM 

Tris-HCl 緩衝液で 4 nM に希釈しプールした。プールされた試料は、MiSeq システム 

(illumina)2×300塩基対プロトコルを用いてシークエンシングされた。本研究で分析した

全配列は、受託番号 DRA006094 の下で DNA Data Bank of Japan/GenBank/European 

Molecular Biology Laboratory (EMBL)データベースに登録された。 

 得られたリードを元に細菌叢構成を解析した。QIIME41の join_paired_ends.py スクリ

プトによりペアエンドリードを結合した後、cutadapt42を使用してアダプター配列をト

リミングした。続いて FASTQ ファイルを FASTA ファイルに変換し、

identify_chimeric_seqs.pyスクリプト (usearch6143メソッド)と filter_fasta.pyスクリプトを

用いてキメラ配列の除去を行った。次に、個々のサンプルの FASTAファイルを 1つの

FASTA ファイルに結合し、pick_open_reference_otus.py スクリプトを用いて operational 

taxonomic unit (OTU)を検出した。各 OTU について RDP classifier と 97% identity 

Greengenes database ver. 13.8を用いた assign_taxonomy.pyスクリプトにより系統分類に

割り当てた。その後、make_otu_table.py スクリプトを使用して OTU テーブルを作成し

た。filter_otus_from_otu_table.pyスクリプトを使用して、0.5%未満のOTUを削除した後、

core_diversity_analyses.py スクリプトを使用して 1 検体当たり 10,000 リード中の多様性

分析を実行した。ヒト糞便中細菌叢を解析する際には、GLSEARCH プログラムを用い

た、16S rRNA遺伝子領域データベース (RDP ver. 10.27; CORE update September 2, 2012)

および NCBIゲノムデータベースに対する類似性検索により、各 OTUに分類群を割り

当てた 44。門、綱、属、種レベルの割り当てを、それぞれ 70、90、94および 97%類似

性を閾値として行った。マウスの盲腸微生物叢を解析する際には、上述のデータベース

中のどの種とも配列相同性を欠く OTUが多く存在したため、97% identity Greengenesデ

ータベース ver. 13.8を用いて行った。細菌叢の多様性分析は Rの Veganパッケージ 45

を用いて行った。細菌叢の表現型解析は BugBase46を用いてデフォルトパラメータにて

予測した。 
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2-3 有機酸分析 

 ヒトの糞便とラット盲腸内容物中の有機酸 (ギ酸、酢酸、プロピオン酸、イソ酪酸、

酪酸、イソ吉草酸、吉草酸、コハク酸、乳酸)の濃度を Shim-pack SCR-102Hカラム (内

径  8mm、長さ 30 cm; Shimadzu, Kyoto, Japan)および電気伝導度検出器  (CDD-6A; 

Shimadzu) を 備 え た 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (high-performance liquid 

chromatography: HPLC)システム (LC-6A; Shimadzu)を用いた内部標準法に基づいて測定

した。ヒト糞便試料約 200 mgまたはラット盲腸内容物 300 mgを、内部標準として 0.5 

g/Lクロトン酸を含有する 10 mmol/L水酸化ナトリウム溶液 2 mL中で懸濁し、遠心分

離した (10,000 ´ g, 15 min)。これにより得られた上清を HPLC分析した。 

 マウス盲腸内容物中の有機酸濃度は Moreau らの改良法 47に従って、HP−5 キャピラ

リーカラム  (60 m × 0.25 mm × 0.25 μm; Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA) 

を備えた JMS−Q1500GC GC−MSシステム (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)にて測定した。約 50 

mg のマウス盲腸内容物を 9 倍量の H2O (w/w)中に懸濁した。遠心分離 (10,000 ´ g, 15 

min)の後、上清 200 μLに内部標準としての 10 μLの 1 mM 2-エチル酪酸、および除タン

パクのための 20 μL の 20%  (w/v) 5-スルホサリチル酸溶液を添加した。遠心分離 

(10,000 ´ g, 15 min)の後、200 μLの上清を 10 μLの 37% HClを用いて酸性化し、有機酸

を 1 mL のジエチルエーテルによる抽出を 2 回行うことによって単離した。次に、500 

μL の有機上清を新しいガラス製バイアル中で 50 μL の N-tert-butyldimethylsilyl-N-

methyltrifluoracetamide (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)と混合し、室温で 24時間

インキュベートして誘導体化を行った。誘導体化試料は、上述のガスクロマトグラフィ

ー-質量分析計にて解析された。純ヘリウム (99.9999%)をキャリアガスとして使用し、

1.2 mL/分の流量で送達した。温度プログラムは、60°C (3 min)、60–120°C (5°C/min)、120–

290°C (20°C/min)、および 290°C (3 min)を用いた。ピーク面積を標準物質のピーク面積

と比較することで有機酸濃度を決定した。酢酸は Nacalai Tesque, Inc. (Kyoto, Japan)から、

プロピオン酸、酪酸、コハク酸および乳酸はWako (Osaka, Japan)から、イソ酪酸、イソ

吉草酸および吉草酸は Kanto Chemical Co., Ltd. (Tokyo, Japan)から入手した。 
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2-4 ムチン成分の分析 

 ムチン画分は Tanabeらの手法 48に則り単離した。その後 Bovee-Oudenhovenらの手法
49に従い O結合型糖鎖を分析した。具体的には約 20 mgのムチン画分を完全に乾燥し、

200 mLの 4 mol/L HClに再懸濁し、次いで加熱ブロック中で 100℃にて 4時間加水分解

を行った。これにより遊離したオリゴ糖鎖量を N−アセチルガラクトサミン (Sigma 

Aldrich)の標準溶液を用いて算出した。ムチン画分中の硫酸量は Harrisonと Packerの方

法 50に則り、陰イオン混合標準液 (Wako)を標準として用いて測定した。シアル酸量は、

Ogataらの手法 51に則り測定した。簡潔に述べると、ムチン画分を 50 mM HCl中、80℃

で 1 時間加水分解し、放出された N-アセチルノイラミン酸 (N-acetylneuraminic acid: 

NeuAc)および N-グリコリルノイラミン酸 (N-glycolylneuraminic acid: NeuGc)を、12-ジア

ミノ -4,5-メチレンジオキシベンゼン  (1,2-diamino-4,5-methylenedioxybenzene: DMB; 

Takara, Shiga, Japan)で標識した。DMB 標識シアル酸は、TSK-ODS80Ts カラム (Tosoh, 

Tokyo, Japan)および蛍光検出器 (RF-10AXL; Shimadzu)を備えた HPLCにより分析した。 

 

2-5 ムチン混餌飼料の調製 

 半精製ブタ胃ムチン (Sigma Aldrich)をリン酸緩衝生理食塩水 (phosphate-buffered 

saline: PBS)に懸濁し、汚染物を除去するために濾過した。ろ液にエタノールを加え、60% 

EtOH (w/w)溶液とした後、‒30℃でムチンを沈殿させ、遠心分離によって回収した。こ

の処理を 2回繰り返すことで、ムチンをさらに精製した。精製ムチンをコーンスターチ

の代替として AIN-76配合飼料に添加した。 

 

2-6 動物実験 

 全ての動物実験は慶應義塾大学と静岡大学の動物利用委員会によって承認されたプ

ロトコールに従って実施した。ラットとマウスは、それぞれ静岡大学と慶應義塾大学の

実験動物のガイドラインに従って維持した。雄性 Wister ラットは Shizuoka Laboratory 

Animal Center (Shizuoka, Japan)から、C57BL/6J雄性マウスは CLEA Japan (Tokyo, Japan)

から購入した。ラットには AIN-76 飼料を 3 日間与え、次いでムチン含有飼料または
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AIN-76飼料のいずれかを 2週間与えた。マウスにはAIN-93G飼料 (Oriental Yeast, Tokyo, 

Japan)を 7 日間与え、次いでムチン含有飼料または AIN-76 飼料のいずれかを 3 週間与

えた。 

 

2-7 ムシナーゼ活性の評価 

 Komuraらの手法 52に則りムシナーゼ活性を分析した。糞便試料を酢酸緩衝液 (pH 5.5)

と 1:400 (w/v)の比率で混合し、ブタ胃ムチンを基質としてムシナーゼ活性の評価に用い

た。糞便のムシナーゼ活性は、糞便の重量または糞便中に含まれるタンパク質当たり、

そして 1分間当たりの遊離糖量として表した。 

 

2-8  in vitro発酵試験 

 Hanらの文献に記載された in vitro発酵システム 53を用い、腸内細菌によるムチン由

来代謝物を解析した。AIN-93G 飼料を 7 日間与えたラットから得た盲腸内容物を生理

食塩水で 50倍希釈 (w/v)した。次に、盲腸内容物の希釈液 110 mLを、嫌気条件下 37℃

の Jar fermenter中で穏やかに撹拌し、pH制御 (pH > 5.2)条件下で培養した。一晩プレイ

ンキュベーションした後、3.3 g のブタ胃ムチンを培養物に添加した。有機酸含量をモ

ニターするために、各試料 4 mLをムチン補充後 0、24、および 48時間に採取した。 

 

2-9 粘膜固有層中細胞の調製 

 大腸リンパ球を Weigmann らの方法 54 に従って調製した。大腸組織を 1 mM 

dithiothreitolおよび 20 mM EDTA (Nakarai Tesque)を含有するHank’s Balanced Salt Solution 

(Nakarai Tesque)で、37℃で 20分間処理した。次いで、組織を細かく切り、0.5 mg/mLコ

ラゲナーゼ (Wako)、0.5 mg/mL DNase I (Merck, Darmstadt, Germany)、2%ウシ胎児血清 

(fatal calf serum: FCS; MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA)、100 U/mLペニシリン、100 

μg/mL ストレプトマイシン、および 12.5 mM HEPES (pH7.2)を含む RPMI-1640 培地 

(Nakarai Tesque)を用いて 37℃で 30分間分離し、単一細胞懸濁液を得た。懸濁液を濾過

し、RPMI1640中の 2% FCSで洗浄し、40%/80% Percoll勾配を用いて分離した。 
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2-10 フローサイトメトリー 

 細胞染色は Suzukiらの手法 55に則り行われた。大腸リンパ球を抗マウス CD16/CD32

抗体 (93; BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA)を含む 2% FCS/PBSでブロッキングした

後、以下の抗体により染色した。anti-CD45R/B220  (RA3-6B2)、anti-IgA (C10-3)、anti-

RORγt (Q31-378)、および anti-CD3e (145-2C11)抗体を BD Biosciences (San Jose, CA, USA)、

anti-CD3 (17A2)および anti-CD45R/B220 (RA3)抗体は、Tonbo Biosciences (San Diego, CA, 

USA)、anti-CD45 (30-F11)抗体を BioLegend、anti-Foxp3 (FJK-16s)および anti-CD4 (RM4-

5)抗体を Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)から入手した。7-Aminoactinomycin 

D (BioLegend)を細胞懸濁液に添加して、死細胞を標識した。細胞内 Foxp3および RORγt

を検出するために、細胞を表面抗原について染色した後、Foxp3/Transcription Factor 

Staining Buffer Set (Thermo Fisher Scientific)を用いて固定・透過処理した。次いで、透過

細胞を anti-Foxp3 および anti-RORγt 抗体で染色した。死細胞は細胞内染色のために

Fixable Viability Stain 780 (BD Biosciences)を用いて検出した。染色された細胞は、LSR II

フローサイトメーター (BD Biosciences)および FlowJo ソフトウェア ver. 10.4.2 (BD 

Biosciences)を用いて解析した。 

 

2-11 統計処理 

 有機酸およびムチン成分の濃度を分析するために、2 つ以上の群間の差をそれぞれ

Student t検定または分散分析と Tukeyの多重比較検定によって分析した。分散が均一で

ない場合、データはWilcoxonの順位和検定、または Kruskal-Wallis検定、続いて Dunn

の多重比較検定により分析した。すべての相関分析結果を、Spearman の相関検定の後

に Rの multtestパッケージ 56により Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR)補正を

した。細菌分類群の存在量の比較は、デフォルトのパラメーターを用いた LEfSe57によ

って、または Kruskal-Wallis検定に続く Dunnの複数比較検定によって行った。LEfSeを

用いて同定した各群のバイオマーカーは GraPhlAn58を用いて系統樹上に注釈付けした。

LEfSe以外の統計検定は R ver. 3.3.0で行われた。相関ネットワークの視覚化は Cytoscape 
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3.3.0 を用いて行われた。被験者数は入手可能な患者又は動物数に基づいて決定した。

この試験は無作為化されておらず、研究者らは盲検化されていなかった。  
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第 3章 結果 

3-1  IBD患者における糞便中酪酸濃度の減少 

 IBD 患者における腸内微生物叢の代謝機能変化を調べるために、まず糞便試料中の

種々の有機酸の濃度を分析した。この際、UCおよび CD患者の疾患状態を内視鏡評価

に基づいて活動期または寛解期に分類し、比較解析した。UCおよび CD患者の糞便中

酪酸濃度は健常被験者と比べて有意に低下していた。特に、活動期の CD患者の 50%で

は、酪酸濃度が検出限界以下であった。このことから酪酸濃度は病態の重篤度を反映し

ていると考えられた。酪酸濃度は病変部位 (UCでは結腸の左右、CDでは小腸または大

腸)、プロバイオティクス (乳酸菌と酪酸菌)、5-アザチオプリン、抗 TNF抗体などの他

の因子と関連を示さなかった。 

 プロピオン酸の便中濃度も活動性 UCおよび CD患者でわずかに減少したが、これら

の差は統計的に有意ではなかった。吉草酸は健康被験者の 16%で検出されたが、UC患

者では検出されなかった。酢酸、ギ酸及び乳酸を含む他の有機酸の量は群間で同様であ

った。有機酸濃度の相関分析により、酪酸濃度はプロピオン酸と酢酸の濃度と正に相関

するが、ギ酸、乳酸またはコハク酸の濃度とは相関しないことが示された。総じて、こ

れらの結果は、SCFA、特に酪酸濃度の低下が IBDの発症および/または悪化に関与する

という仮説を支持する。 

 

3-2  IBD患者腸内細菌叢の特徴づけ 

 続けて、IBD 患者における腸内細菌叢の特徴を解析するために、糞便試料について

16S rRNA 配列解析を行った。得られたデータについて、unweighted UniFrac距離に基づ

く主座標分析 (principal coordinate analysis: PCoA)を行った。健常者の細菌叢は一つの領

域内にプロットされたが、UCおよび CD患者の細菌叢は散在しており、また UCおよ

び CD 患者の細菌叢は健常者の細菌叢とは異なることを示した (unweighted UniFrac 距

離に基づく adonis検定; UC: R2 = 0.074, p = 0.001; CD: R2 =  0.18, p = 0.001)。さらに, 細

菌叢構成は両疾患の活動期と寛解期の間で有意に異なった。α‐多様性は UC および CD

患者で、特に疾患の活動期に有意に減少した。 
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 CD患者の細菌叢構成は門レベルにおいて Firmicutesと Verrucomicrobia (Akkermansia 

muciniphila のみを含む)の減少と Proteobacteria の増加によって特徴付けられた。

Proteobacteriaは UC患者においてもわずかに増加していた。綱レベルでは、活動期 CD

患者では、Clostridia綱の低下と、Gammaproteobacteria網と Bacilli網の増加を示した 。

さらに、BugBase46によって活動期 CD 患者における通性嫌気性菌の増加と偏性嫌気性

菌の減少が予測された。このことから、CD患者では大腸内が微好気的環境にシフトし

ていると示唆された。寛解期の CD患者、活動期および寛解期の UC患者の細菌叢構成

に関しては、より弱い程度であるが同様の傾向が観察された。 

 

3-3  IBD患者における酪酸関連細菌の減少 

 糞便中の酪酸濃度と関連する細菌を同定するために、細菌分類群の構成割合と糞便中

代謝物との相関分析を行った。これにより、12属および 28種の構成割合が酪酸濃度と

正に相関することを見出した (Spearman相関分析、adjusted p value < 0.05)。一方、他の

代謝物については、酢酸、吉草酸、イソ酪酸濃度と少数の細菌属の間に正の相関が観察

されたことを除き、有意な相関を示さなかった。酪酸と正の相関を示した細菌の中で、

5 種の細菌属と 7 種の細菌種が健常被験者の細菌叢中の 1%以上を占めており、これら

の細菌が酪酸生合成経路において中心的役割を果たす可能性が示唆された。実際に、7

種の中には酪酸産生菌として知られる F. prausnitziiおよび Eubacterium rectaleが含まれ

ていた 20。また酪酸濃度と同様に、酪酸関連細菌の総割合は CD患者において顕著に低

下していた。特に、F. prausnitziiは健常者の細菌叢で最も豊富な酪酸産生菌であったが、

活動期の CD患者の細菌叢にはほとんど存在しなかった。対照的に、F. prausnitziiの割

合については、活動期または寛解期の UC患者においては有意な減少は認められなかっ

た。酪酸関連細菌の一部 (Blautia wexlerae、E. rectale、Ruminococcus bromiiおよび E. hallii)

は活動性 UC患者において減少していた。 

 

3-4  UC患者における糞便中ムチンの O結合糖鎖割合の増加 
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 ムチン O結合型糖鎖は N-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、N-アセチルグル

コサミンからなるコア構造を持つ 59。これらの構造はヒト結腸内のフコース、シアル酸、

硫酸残基によって末端修飾される。私は、IBD患者において糞便中ムチンの質と量が変

化していると仮定し、便中ムチン中のこれらの成分の量を調べた。ムチン画分の蛋白質

含量は UC患者で有意に低かった。それにもかかわらず、ムチン O結合型糖鎖濃度は健

常被験者よりも UC 患者でわずかに高く、タンパク質に対する O 結合型糖鎖のムチン

比は UC患者で有意に高くなっていた。この異常は CD患者では観察されなかった。ま

たムチン O結合型糖鎖組成の解析結果から、UCおよび CD患者では NeuGcを除き、糖

鎖組成はほとんど変化していなかった。NeuGcはヒト細胞では合成されないが、食物由

来の外因性 NeuGc は時折宿主細胞に吸収され、ムチンを含む内因性糖タンパク質に取

り込まれる 60。NeuGcは健常者より UC患者において高頻度に検出された。 

 

3-5  UC患者におけるムチン糖鎖分解の低下と酪酸濃度低下の相関 

 続けて細菌属、ムチン成分および SCFA の相関ネットワーク解析を行った (rho>0.3

または rho<–0.3)。相関ネットワーク解析は酪酸濃度と酪酸関連細菌 (Faecalibacterium、

Eubacterium、Anaertipes)の間の正の相関を示した。さらに、相関ネットワーク解析はム

チン O結合型糖鎖の濃度と各 SCFA濃度の間の逆相関を明らかにした。健常者、UC、

CD患者のうち、ムチン O結合型糖鎖と SCFAの間の逆相関は UC患者で最も顕著であ

った (SCFAの合計: rho = –0.45, FDR = 0.014; 酢酸: rho = –0.44, FDR = 0.014; プロピオ

ン酸: rho = –0.43, FDR = 0.014; 酪酸: rho = –0.35, FDR = 0.035)。これらのデータは、腸内

細菌が SCFA を生産するための内因性発酵基質としてムチン O 結合型糖鎖を利用でき

ることを示唆するものであった。この考えは、酪酸が検出されない UC患者においてム

チン O 結合型糖鎖が多く残存していたことによってさらに裏付けられた。これらの結

果から、私はムチン O結合型糖鎖利用が UC患者において損なわれており、それが最終

的に酪酸産生に影響する可能性があると考えた。 

 この仮説を確認するため、新たに入手した UC患者および健常被験者の新鮮便サンプ

ルのムチン糖鎖分解活性 (ムシナーゼ活性)を評価した。健常者と比較して UC 患者で

は便ムシナーゼ活性が顕著に低下していた。ムシナーゼ活性は酪酸を含む SCFAの便中
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濃度と正の相関を示した。SCFA量の減少は UC患者の食習慣と相関しなかった。UC患

者と健康被験者の間で栄養摂取 (可溶性繊維摂取量を含む)に有意差はなかった。 

 

3-6 ムチンの投与は SCFA産生を促す 

 腸内細菌叢が SCFA を産生するための発酵源としてムチンを利用する可能性を直接

的に検証するために、in vitro 発酵システム 53を用いて、ムチンの存在または非存在下

でラット盲腸内細菌叢を培養した。盲腸はげっ歯類における微生物発酵の主要部位であ

る 61。ムチン添加は 48時間以内に培養液中の酪酸を含む SCFA濃度を増加させた。こ

のように、腸内細菌はムチンの発酵により SCFAを産生することが確認された。 

 さらに in vivoでの発酵基質としてのムチンO結合型糖鎖の重要性を検証するために、

0.3%または 0.9% (w/w)の精製ムチンを含む合成飼料をラットに 2 週間給餌した。0.9%

ムチン飼料は酢酸と酪酸の盲腸濃度を有意に、プロピオン酸の盲腸濃度をわずかに増加

させた。重要なことに、盲腸のムチン O結合型糖鎖の濃度は全群間で同程度であり、外

来ムチンのO結合型糖鎖が腸内微生物発酵を介して効率的に消費されることを示した。

さらに、ムチン投与は投与量依存的にムシナーゼ活性の増加をもたらした。このように、

O結合型糖鎖の利用は SCFA産生の維持にとって重要な因子であると考えられる。 

 

3-7 ムチンは発酵基質として腸管免疫系の発達に寄与する 

 最後に、1.5%ムチンを含む餌を 3週間マウスに与えることにより、ムチン依存的な共

生合成経路の生物学的意義を検討した。ラットの結果と一致して、マウスへのムチンの

投与は酪酸を含む SCFAの盲腸濃度を増加させた。ムチン給餌マウスの細菌叢構成は対

照マウスと比べて、高い α多様性と Allobaculum属、未分類 Bacteroidales S24‐7属、お

よび Akkermansia属細菌の構成割合の増加を示した。腸内細菌由来の酪酸は、末梢誘導

性 Treg (peripherally generated Treg: pTreg)細胞の分化を誘導することが知られている 18,19。

また、SCFA は、結腸粘膜固有層における B220−IgA+形質細胞の分化を促進することが

知られている 17。これらの報告の知見と合致することに、ムチン給餌マウスにおける

RORγt+Foxp3+pTreg細胞の頻度は、対照マウスの約 2倍程度増加していた。ムチン飼料
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は、RORγt−Foxp3+胸腺由来 Treg (thymus-derived tTreg: tTreg)細胞も増加させたことから、

tTreg 細胞の結腸への移動や細胞増殖もムチン給餌群で増強されたことが示唆された。

さらに、ムチン含有食は結腸における IgA+形質細胞の頻度を増加させた。これらの結果

から、ムチンは粘膜バリアとして機能するだけでなく SCFA産生を促進することにより

腸管免疫系の発達に寄与すると考えられた。 
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第 4章 考察 

 本研究では、日本人 IBD患者が dysbiosis症状を示し、CDおよび UC患者の腸内環境

構成因子がいくつかの異なる特徴を示すことを確認した。CD患者では UC患者よりも

腸内細菌の多様性が低かった。CDの活動期の細菌構成は、Gammaproteobacteriaと Bacilli

の増加により特徴付けられ、Clostridiaは減少していた。その結果、嫌気性菌の割合は著

しく減少しており、酪酸産生菌 (主に F. prausnitzii)は活動性 CD患者ではほとんど存在

しなかった。酪酸生産菌の減少と α多様性の減少は、白人の CD患者でも報告されてい

る 5,6,62,63。したがって、これらの微生物叢の変化は人種や食文化に依らない一般的な CD

の特徴であると考えられた。F. prausnitziiや E. rectaleなどの in vitroにおける酪酸生産

能は報告されている 62–64。これまで、ヒト腸内における酪酸産生に対するこれらの細菌

の寄与は不明のままであったが、本研究によりこれらの細菌の割合は確かに糞便中の酪

酸濃度と正の相関を示すことが見いだされた。このことからこれらの酪酸産生菌の減少

が CDにおける酪酸産生減少の主な原因であることが示唆された。 

 逆に、UC 患者の細菌叢は多様性の減少はわずかであり、活動期においても F. 

prausnitzii の割合は健常者のものと近かった。それにもかかわらず、一部の UC 患者は

糞便中の酪酸が不足していた。そのメカニズムを解明するために、腸内細菌叢の栄養源

となるムチンの成分を分析した。特に、腸内細菌叢によるムチン O 結合型糖鎖利用の

指標として、腸内細菌叢によって分解されなかった糞便中ムチンの O 結合型糖鎖の濃

度と比率に焦点を当てた。便中のムチン O結合型糖鎖比は、健常者より UC患者で有意

に高かった。これらの結果は、ムチン O結合型糖鎖利用が UC患者の腸内微生物叢で低

下することを意味する。実際、UC患者の便検体では健常人の便検体と比べてムシナー

ゼ活性が低下していた。以上の結果は、ムチン O 結合型糖鎖は SCFA を生産するため

の内因性発酵源として利用可能であり、この経路が UC患者では減弱していたことを示

唆する。この仮説は以下に列挙する証拠により支持される。第一に、UC患者の糞便試

料におけるムチン O 結合型糖鎖と SCFA の濃度の間に逆相関が、ムシナーゼ活性と

SCFA濃度の間に正の相関がみられた。第二に、食物繊維と RSを含まない合成飼料を

給餌した齧歯類の大腸で相当量の SCFAが発生することが報告されている 61,65。このこ

とは、消化管における内因性発酵基質の存在を示している。腸内細菌叢は発酵性食事成
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分がない場合、主要な発酵源としてムチンを利用する可能性が考えられる。私は、精製

ムチンの投与が in vitroと in vivoの両方で SCFAの産生を促進することを示すことによ

って、この仮説を確認した。第三に、in vitro腸モデルを用いた先行研究によって、腸粘

液細菌叢の大部分を Firmicutesが占めており、特に Clostridium cluster XIVa種が全ての

粘液定着細菌の約60%を構成することを示されている 66。また粘膜関連細菌の16S rRNA

遺伝子解析は、Firmicutes が粘液領域により豊富であり、Clostridium cluster XIVa 

(Lachnospiraceaeと Ruminococcaceae)が主要な科であることを示した 67。このことは、酪

酸産生菌が粘液中でムチンを直接または間接的にエネルギー利用していることを示唆

する。本研究の結果を元に、私は腸内共生系維持に寄与する新しいモデルを提案する。

宿主細胞由来のムチン O 結合型糖鎖は腸内細菌によって酪酸に代謝される。これによ

り産生された酪酸は、大腸上皮細胞によってエネルギー源として利用され、大腸免疫系

の発達に寄与する。この宿主と共生微生物に跨る酪酸生合成機構を私は symbiosynthesis

と名付けた。Symbiosynthesis経路は、宿主−微生物間の共生関係成立に重要な役割を果

たす可能性がある。UC では、symbiosynthesis 経路は減弱しているようであり、酪酸の

産生低下に寄与することで少なくとも部分的には UC の病因に関与する可能性がある。 

 さらに、大腸におけるムチンの免疫調節機能を示した。外因性ムチンは Treg 細胞と

IgA+形質細胞集団を増やし、免疫系の発達に重大な影響を持つことを示した。酪酸が大

腸 pTreg 細胞と IgA+形質細胞の分化を誘導することから 17,19、外因性ムチンの摂取は

symbiosynthesis 経路を増強することによってこれらの免疫細胞集団を増加させたと推

測する。興味深いことに、ムチン投与は tTreg細胞集団の拡大も誘導し、ムチンが tTreg

細胞の分化、移動および/または増殖を促進することを示唆した。この原因としては、細

菌叢構成の変化やプロピオン酸濃度の上昇が考えられる 68,69。これらの機構はまだ完全

には解明されていないが、これらの知見は大腸免疫恒常性の維持における発酵源として

のムチンの重要性を強調する。 

 相関分析は 7種を酪酸関連細菌として同定した。これらの中には文献でよく知られて

いる酪酸産生菌、F. prausnitziiが含まれた 20。その他に Clostridium cluster XIVaに属す

る E. rectaleと E. halliiも酪酸産生菌として知られる 20,21。注目すべきことに、これらの

Eubacterium属細菌は粘液層に蓄積することが示されている 66,70。Eubacterium属細菌は
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本研究において活動期 UC 患者で有意に減少していた。この結果から、Eubacterium 属

細菌の減少が UC におけるムチン O 結合型糖鎖依存的な酪酸産生経路の破綻に関与す

る可能性が考えられる。Clostridium cluster XIVaの他の細菌属である Anaertipes属には、

A. caccaeや A. hadrusのような数種の酪酸産生菌が含まれている 71,72。一方、残りの 3

種 R. bromii、B. wexleraeおよび B. vulgatusは、酪酸産生に至る細菌代謝ネットワークの

構成細菌として機能する可能性がある。例えば、B. vulgatusは多糖類利用に関連する遺

伝子を豊富に有する 73。R. bromiiおよび B. wexleraeはそれぞれ Clostridiumクラスター

IVおよび XIVa種に分類され、澱粉分解細菌として知られている 74,75。R. bromiiはヒト

結腸における RS の分解と利用において中心的役割を果たす。B. wexleraeは in vitro 発

酵において RSを利用することが知られる。これらの細菌による多糖類の分解は、酪酸

産生菌に発酵源としてオリゴ糖または単糖類を提する可能性がある。R. bromii と B. 

wexleraeの細菌割合は活動性 UC患者で有意に低かった。従って、多糖類と RSの微生

物消化はこれらの患者で低下すると推測される。 

 結論として、本研究では酪酸産生が CD と UC 患者の両方で減少することを見出し

た。しかし、その根底にある機序は両疾患間で異なっていた。CD患者では、F. prausnitzii

を含む酪酸産生菌の減少により酪酸濃度が減少した。逆に、UC関連細菌叢ではムチン

O 結合型糖鎖の利用能が減少することで、最終的に酪酸産生が減少した。ムチン O 結

合型糖鎖依存的な酪酸経路を詳細に明らかにするためには更なる研究が必要であるが、

本研究の知見により UCの病態に関する新しい展望が提示された。 
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