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論 文 内 容 要 旨

【背 景 】

現在,潰 瘍性大腸炎(UC)に 対する標準術式 として,大 腸全摘術兼回腸嚢肛門吻合術が広 く

行われている。本術式は,人 工肛門の回避と自然肛門の温存,疾 患の根治を達成 しうる術式であ

るが,術 後の問題点と 「大腸化」 に基づ くintestinaladaptationと 回腸嚢炎の発生があげられ

る。 これまで当教室ではラットモデルを中心に大腸全摘術後の腸管上皮の形質変化について検討

し,術 後に遺伝子発現に基づ く大腸形質の獲得と本来備わっていた小腸形質の喪失が生 じること

を示 した。 さらに並行 して腸内細菌の存在が腸管上皮細胞の機能に直接関与することを無菌マウ

スを用いて明 らかにしてきた。以上から,大 腸全摘術後の回腸 において も,新 たな腸内細菌叢の

構成 と大腸化をはじめとする形質の変化は密接に関連することが予想される。一方,術 後に発生

する非特異的炎症,回 腸嚢炎に対 し,腸 内細菌を標的とする抗生物質の有効性が示 されている。

しか し,従 来の腸内細菌の検討は培養法を用いるほかに方法が無 く,そ の多 くを占める培養困難

な細菌については検討不能であった。

【目 的 】

本研究 の目的は,培 養不能の細菌を含め大腸全摘術後の回腸内細菌叢の経時的変化を,細 菌

DNAを 指標として検討することである。

【方 法 】

大腸全摘術 後のUC患 者49人 か ら経時的に,ま た健常成人31人 か らそれ ぞれ125お よび31検

体 を採取 した。前者 の検体 は,回 腸瘻群 術後2年 以下 の回腸嚢群,術 後2年 以上経過 した回腸

嚢 群 に,後 者 の検 体 を 対照 群 と して4群 に分 類 した 。 糞 便 か らDNAを 抽 出 し,terminal

restrictionfragmentlengthpolymorphism法 にて解析 した。 本 法 の概 略 は,蛍 光標 識 した

universalprimerを 用 いて細菌 由来 のDNAを 増幅 し,産 物 を制 限酵素で処理後,DNA電 気泳

動 パ ター ンに よ り構成細菌群 を予測す るとい う手法 であ る。 さ らに,DNA断 片(fragment)

を大腸 や回腸瘻 にお ける出現頻度 によ り,そ れぞれ 「人腸 型」,「小腸型 」,「共通 型」fragment

と して分類 して検 討を行 った。

【結 果 】

相 同 性 を も と に デ ン ドロ グ ラ ム を作 成 した と こ ろ,大 き く4ク ラ ス タ ー(ClusterI,H,皿,IV)

に 分 類 さ れ た 。 回 腸 瘻 の 多 く はClusterI,IIに 分 類 さ れ,ほ と ん ど全 て の 対 照 群 はClusterIV
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に分類 された。 回腸嚢 は術後経過期間 に従 って クラス ターが分 かれ,初 期の回腸嚢 ではCluster

I,r[に,後 期 の ものではCluster皿,rvに 分類 された。以Lよ り,回 腸嚢 内細菌叢 は経 時的に

大腸 で構成 され る細菌叢 に近づ くことが示 された。 また,回 腸嚢 では 「小腸型」fragmentが 経

時 的に出現 率が減少 し,「 大腸型」fragmentは 逆 に増加 して いた。 しか し,「大腸 型」fragment

の増加 は一部 のfragmentに 限 られていた。 また,い ずれ のfragmentも 培 養不能 の腸 内細菌 主

体 に構成 され,6割 は未培養の細菌(unculturedbacteria)で あ った。

【結 語 】

回腸瘻,回 腸嚢,大 腸の糞便中細菌叢は大 きく異なり,上 皮細胞の形質変化 と同様に回腸嚢 に

おける腸内細菌叢も経時的に 「大腸化」 し,そ れらの変化には培養不能な未知の腸内細菌が深 く

関与すると考え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨

潰瘍性大腸 炎 に対す る標準術式 と して大腸全摘術兼回腸嚢肛 門吻合術 が広 く行 われて いるが,

術 後 の問題 点 と して 「大腸化」 に基 づ くintestinaladaptationと 回腸嚢炎 の発生 が挙 げ られ る。

これ まで 当教室 では ラ ッ トモデルを中心 に大腸全摘 術後 の腸管上皮の形質変化 について検討 し,

術後 に遺伝子発現 に基づ く大腸形質 の獲得 と本来備 わ って いた小腸 形質の喪失が生 じることを示

してきた。 さ らに並行 して腸 内細菌の存在 が腸管上皮細 胞の機 能に直接関与 す るこ とを,無 菌 マ

ウスを用 いて明 らか に してきた。以上か ら,大 腸全摘術後 の回腸 において も新 た な腸 内細菌叢 の

構 成 と大腸 化をは じめとす る形質の変化 は密接 に関連す ることが予想 され るが,従 来の腸 内細菌

の検 討 は培養法 を用 いるほかに方法 が無 く,そ の多 くを 占める培養 困難 な細菌 につ いて は検討不

能 であ った。

本 論 文 で は大腸 全摘 術後 の 回腸 内細 菌叢 の経 時的変 化 を,新 しい分子 生物 学 的手 法 で あ る

terminalrestrictionfragmentlengthpolymorphism(T-RFLP)法 を 用 い る こ とで細 菌

DNAを 指標 と して培養 困難 な細菌を含 めて検討 した。 回腸嚢 の糞便 か らDNAを 抽出 し,回 腸

嚢 内 の腸 内細菌叢 の経時的変化 をDNAレ ベルで検討 した研究 はこれ までにな く,本 論文 は極 め

て独創 的で あ る。 また,培 養 不能の細菌 を含 め相 同性 を もとに クラスター解析 を行 い,回 腸嚢 内

細菌叢 は経時的変化 を伴 って大腸 で構成 され る細菌叢 に近 づ くことを証明 した。 つ ま り,回 腸嚢

で は 「小腸 型」細菌群 が経時 的に出現率が減少 し,「大腸 型」細菌群 は一部で逆 に増 加 してい た。

また,い わ ゆる 「大腸化」 は一部 の細菌群に限 られてお り,そ の構 成 は培養不能 の腸 内細菌を主

体 にな されて い ることを明示 した。以上の結 果 よ り,intestinaladaptationお よび回腸嚢炎 の

病 態解明 につなが る回腸嚢内の腸内細菌叢の経時的変化 を分子生物学 的手法 で証 明す る ことに成

功 してい る。

以上 の よ うに,本 論文 は新規知見 に富 み,そ の論 旨 も論理的 ・科学的 であ り,東 北大 学医学博

士 の学位論 文 と して値 する ものである。

よって,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認め る。
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