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概要  

 ヒトは腸内や皮膚などに常在している微生物との共生により生命機能を維持

している生命体、すなわち「超生命体」であることが、Lederberg によって 2000

年に提唱された（Lederberg, 2000）。実際、この説が提唱されて 20 余年が経過

した現在、人体の体細胞数をはるかに超える 100 兆個の多種多様な細菌が腸内

にて群集を形成していることが判明している。さらに、これらの腸内細菌は、腸

管粘膜の炎症を抑制したり、腸管粘膜の恒常性に有用な代謝産物を提供したり

することでヒトの健康に寄与することが近年の研究により明らかになりつつあ

る。そこで、本研究では、近畿大学医学部附属病院消化器内科と共同研究を行い、

塩基配列の大規模データを情報科学技術の活用により紐解くことで、腸内環境

の恒常性維持および疾患の進行に寄与する腸内細菌群集の特徴抽出を実施した。

さらに、炎症性腸疾患患者の腸内メタゲノムの大規模公開データベースを活用

し、炎症性腸疾患患者の腸内微生物群集における溶原性ファージの役割につい

て追究した。 

パンクレリパーゼは、高力価のリパーゼ、アミラーゼ、プロテアーゼを含む膵

酵素補充剤であり、慢性膵炎などの患者に対し、膵機能の低下による膵外分泌機

能不全の症状を緩和する目的で使用される。本薬剤は、消化吸収を補助すること

で、膵外分泌機能不全による消化不良に起因する下痢、脂肪便、腹痛などの症状

を緩和するとされている。一方で、先行研究では、慢性膵炎患者の腸内における

善玉菌が健常者より少ないことが報告されており本疾患の病態に腸内細菌群集

が関与しているとされている。これらのことから、パンクレリパーゼは消化不良

に加え、腸内細菌の群集構造に作用することで効果を発揮するのではと考えた。



 

 

そこで、本研究では、パンクレリパーゼを投与したマウスに対し、腸内細菌を対

象とした 16S rRNA アンプリコン解析を実施した。その結果、パンクレリパー

ゼ投与群とコントロール群のマウスの間で腸内細菌の群集構造が異なることが

分かった。また、頻度比較解析により、腸内バリア機能の修復に有用な善玉菌で

ある Akkermansia muciniphila などがパンクレリパーゼ投与群にて顕著に多く検

出された。これらの結果により、パンクレリパーゼは腸内細菌の正常な群集構造

の保持に有益であることが示唆された。 

ガンキリンは、７つのアンキリンリピートからなるがんタンパク質であり、大

腸炎関連がん、膵臓がん、子宮頸がん、骨肉腫などを含む様々ながんの発生およ

び進行に関与している。特に、大腸炎関連がんでは、炎症性腸疾患による慢性的

な腸炎により、ガンキリンの遺伝子発現が亢進され、これにより炎症性サイトカ

インの発現が増加し、大腸炎関連がんが進行すると考えられている。一方で、共

同研究者らが、腸粘膜におけるガンキリンの遺伝子発現を阻害したマウスに対

し大腸炎を誘発させた結果、同じく大腸炎を誘発させたコントロール群のマウ

スより、さらに重度な大腸炎が生じた。本現象における、腸内細菌群集の役割を

精査するため、16S rRNA アンプリコン解析を実施した結果、より重度の炎症を

示した、ガンキリン遺伝子ノックアウト大腸炎モデルマウス群にて、腸炎の増悪

を誘導することが知られている Helicobacter japonicum がより多く検出された。

これらの結果により、小腸上部におけるガンキリンは、がんタンパク質としての

側面を持つ一方で、その発現は健康な腸内細菌群集の組成の維持に必要である

ことが示唆された。 

これまでの炎症性腸疾患の病態における腸内微生物群集の役割を追究してき



 

 

た多くの研究では、細菌にのみ焦点が当てられてきた。しかし腸内の細菌に加え、

これらに感染するウイルス（ファージ）も、本疾患の病態に関係している可能性

が近年の研究により報告されている。ヒト腸内のファージの多くは溶原性だと

考えられており、それらの中でも特に Caudovirales 目が炎症性腸疾患と関係し

ているとされている。しかし、腸内の溶原性ファージの大多数は未知であるのに

対し、これらの研究の多くでは、既知ウイルスに限定して解析が行われてきた。

そこで本研究では、断片的な塩基配列の情報から微生物ゲノムを再構築するこ

とで、炎症性腸疾患患者の腸内の溶原性ファージ群集の生態学的構造を既知の

微生物ゲノムとの比較に依存しない手法により特徴づけた。その結果、腸内では

極めて多様な系統の細菌が活性を保持した溶原性ファージに感染していること

が判明した。さらに、活動期の潰瘍性大腸炎患者では、非炎症性腸疾患患者と比

較して、善玉菌である Bacteroides uniformis および B. thetaiotaomicron の頻度

が有意に少なく検出されたのに対し、それらに感染する溶原性ファージの頻度

は有意に多く検出された。 

上記の研究を通じ、筆者は、情報科学技術の活用により塩基配列を読み解くこ

とで腸内環境の恒常性維持および疾患の進行に寄与する腸内微生物群集の特徴

を抽出した。腸内には多様な微生物が生息しており、個別の微生物がそれぞれど

のような機序でヒトの健康に影響しているのかを調べるのには限界があるため、

網羅的な微生物群集のゲノム配列の解析などにより、研究対象の現象に関わっ

ている可能性のある微生物を数多くの候補から抽出する必要がある。本研究を

通じて筆者が塩基配列のデータから抽出した腸内微生物群集の特徴が、上記の

各現象の原因または結果として判断するにはより多くの検証を必要とする一方



 

 

で、これらの知見は、ヒトの健康に個別の腸内微生物が影響を与える仕組みの解

明への糸口となると期待される。 
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１章 序論 

 

1.1 超生命体としてのヒトの存在 

 ヒトは微生物との共生により生命機能を維持している生命体、すなわち、超生

命体である（Lederberg, 2000）。20 世紀の後半まで、人体における微生物の存在

は、一部の例外を除いて、ごく限られていると考えられてきた。しかし、ゲノム

配列の解読技術の誕生により、多種多様な微生物が人体のあらゆる部位にて群

集を形成していることが発見され、現在では、微生物群集は人体の一部として広

く認識されている（Evans, et al., 2013）。実際、Human Microbiome Project が、

242 人の男女を対象に実施した研究では、口腔、咽頭、腸、生殖器、体表面など

の、人体の 18 か所から多数の細菌が見つかっている（Human Microbiome 

Project Consortium, 2012）。また、これらの細菌群集の菌組成や遺伝子組成は、

人体の部位によって大きく異なることが報告されており、微生物群集は身体の

部位に応じて適切な機能を発揮することで、ヒトの健康維持に貢献していると

考えられている。 

 

1.2 ヒトと微生物との共生は胎内から始まる 

ヒトと微生物の共生は、出生前から始まり、生涯にわたり続く。この考えは、

胎児は胎盤に守られて無菌であるとの考えから、長らく否定されてきた（Perez-

Muñoz, et al., 2017）。しかし、新生児が出生後 48 時間以内に排出した胎便など

から微生物が検出されたことから、近年では出生前から腸内微生物群集の形成



2 

 

が始まっているとの考えが主流になりつつある（Hu, et al., 2013; Aagaard, et al., 

2014; Perez-Muñoz, et al., 2017）。この仮説に対し、新生児の腸内微生物群集は、

産道を通過した際に得られたものだと主張する仮説もあるが、151 人の新生児の

胎便の細菌組成を調べた臨床研究では、産道を通過せず帝王切開により生まれ

た新生児と、産道から生まれた新生児の、両方の胎便から、細菌が検出された

（Nagpal, et al., 2016）。さらに、出生から 4 日以内に排出された新生児の便を

調べた研究では、細菌に加え、これらに感染するウイルス（ファージ）も多数検

出された（Lim, et al., 2015）。こうした発見から、微生物は人体の成長や健康維

持に不可欠な要素であることが伺える。 

 

1.3 腸内微生物群集とそれらの健康における役割 

 人体に常在している微生物の大多数は腸内に生息しており、人体は 37.2 兆個

のヒト細胞によって構成されているのに対し、腸内にはそれらをはるかに上回

る、100 兆個の微生物が存在している（Ursell, et al., 2012; Bianconi, et al., 2013）。

これらの腸内微生物群集は、主に細菌とウイルスによって構成されていると考

えられており、実際、22 人のヨーロッパ人の腸内微生物ゲノムの塩基配列を調

べた研究では、90%以上の配列が細菌に、残りの配列の半数以上（5.8％）がウ

イルスに、由来していた（Arumugam, et al., 2011）。一方で、古細菌と真核生物

に由来していた配列は、それぞれ、わずか 0.8%と 0.5%であった（Arumugam, 

et al., 2011）。 

腸内に生息する細菌の大多数は、Bacteroidetes 門と Firmicutes 門に属してお

り、他は、Actinobacteria 門、Proteobacteria 門、Synergistes 門、Verrucomicrobia
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門、Fusobacteria 門などに属している（Arumugam, et al., 2011）。これらの細菌

は、腸管粘膜の炎症を抑制したり、不飽和短鎖脂肪酸などの腸管粘膜の恒常性維

持に有用な代謝産物を提供したりすることで、ヒトの健康に寄与していると考

えられている（Cresci, et al., 2015）。しかし、慢性膵炎や炎症性腸疾患などでは、

腸内の善玉菌の減少や悪玉菌の増加などが多数報告されており、こうした腸内

微生物群集中の細菌のバランスの乱れは、様々な疾患の病態に関与していると

考えられている（Qin, et al., 2010; Kostic, et al., 2014; Jandhyala, et al., 2017）。 

腸内微生物群集中のウイルスの大部分は、ファージだと考えられている

（Garmaeva, et al., 2019）。細菌とは対称的に、これらの多くのファージは単離

の難しさから、ゲノム配列が決定されておらず、属や種などの詳細なレベルでの

生物学的分類が割り当てられていない。実際、13 人の腸内から 8920 個のウイ

ルスゲノムが解読された研究では、8759 個（98.2%）のウイルスゲノムの詳細

な生物学的分類は不明であった（Shkoporov, et al., 2018）。同じ傾向は他の研究

でも報告されており、腸内のウイルスの多くは詳細な生物学的分類が不明なフ

ァージによって、構成されていると考えられている（Minot, et al., 2013; Norman, 

et al., 2015; Garmaeva, et al., 2019）。なお、これらは宿主の溶菌や形質導入など

により、腸内細菌の群集構造に影響を与えていると考えられており、腸内の悪玉

菌の除去を目的としたファージセラピーなどの治療法の開発が進められている

（Chehoud, et al. 2016; Duan, et al., 2019）。 

  

1.4 腸内微生物群集に対する理解の進展と技術の発展 
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 腸内微生物群集の研究は、1680 年代に Leeuwenhoek によって行われた、便

中の細菌の顕微鏡観察に端を発している。この後、1866 年に Pasteur により滅

菌法が、1881 年に Koch により純粋培養法が確立され、分離培養により単一菌

種の特性を調べることが可能になった。そして、これがきっかけとなり、

Escherichia coli（Escherich 1886 年）、Bifidobacterium bifidus（Tissier 1899 年）、

Lactobacillus acidophilus（Moro 1900 年）などの細菌が腸内から相次いで発見

された。さらに、これらの発見から数十年後の 1917 年に、d’Herelle によって、

ファージが腸内から発見された。 

 20 世紀初頭から現在にかけて、Koch による純粋培養法が発明された後も、培

養技術の発展と改良により、それまで分離培養が難しかった様々な微生物が腸

内から次々に発見された。しかし、現在の培養技術を以てしても、ヒトの腸内に

生息している多種多様な微生物を全て分離培養することは難しい。そのため現

在では、腸内微生物群集を対象とした多くの研究で、培養を経ない、環境中の微

生物ゲノム（メタゲノム）の塩基配列の読み取り、すなわちシークエンシングが

行われている。その最初の例として、2006 年に行われたサンガー法に基づいた

第一世代シークエンサーによる、2 人の被験者の腸内微生物群集の解析が挙げら

れる（Gill, et al., 2006）。その後、ゲノム配列の読み取りをより高速に、かつ、

より大量に実行可能な次世代シークエンサーが登場し、2010 年に、初めて 100

人を超える規模の被験者を対象とした腸内微生物群集の解析が実施された（Qin, 

et al., 2010）。 

 上記の技術革新に伴い、ここ 10 年の間で、腸内微生物群集に関する理解が飛

躍的に向上し、近年では、腸内微生物群集と様々な疾患との関連について研究が
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進められている。2021 年現在、こうした研究の多くでは、細菌ゲノムの 16S rRNA

遺伝子の PCR 増幅産物（アンプリコン）または、断片化したゲノムを標的とし

た解析が成されている。前者の解析方法は、16S rRNA アンプリコン解析と呼ば

れ、環境中の細菌組成を調べる際に使用されている。後者の解析は、whole 

metagenome shotgun sequencing（WMGS）解析と呼ばれ、環境中の微生物組成

や遺伝子組成を網羅的に調査する際に用いられている。 

 

1.5 本研究の目的と概要 

本研究では、筆者は、情報科学技術の活用により塩基配列の大規模データを紐

解くことで、腸内に生息する微生物の群集構造を精査し、それらのヒトの健康へ

の影響について検討した。2 章と 3 章では、近畿大学医学部附属病院消化器内科

と共同研究を行い、16S rRNA アンプリコン解析により、腸内環境の恒常性維持

や疾患の改善・増悪に関係する腸内細菌群集の特徴を抽出した。具体的には、ま

ず、2 章では、パンクレリパーゼの腸内細菌の群集構造への影響を調べるため、

パンクレリパーゼを投与したマウスに対し、腸内メタゲノム解析を実施した。そ

して、3 章では、大腸炎にてがんタンパク質であるガンキリンは腸内細菌群集を

どのように制御しているか調査した。さらに、4 章では公開データベースを利用

した単独研究を通じ、炎症性腸疾患患者の WMGS 解析データから細菌・ウイル

スゲノムを再構築し、炎症性腸疾患患者の腸内微生物群集における溶原性ファ

ージの役割について追究した。最後に 5 章では本研究を通じて得られた結果の

展望と課題について論じた。  
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２章 膵酵素補充剤がマウス腸内細菌群集に及ぼす影響の

評価 

 

2.1 概要 

パンクレリパーゼは、高力価のリパーゼ、アミラーゼ、プロテアーゼを含む膵

酵素補充剤であり、慢性膵炎などの患者に対し、膵機能の低下により生じる膵外

分泌機能不全の症状を緩和する目的で使用されている。本薬剤は、消化吸収を補

助することで、膵外分泌機能不全による消化不良に起因する下痢、脂肪便、腹痛

などの症状を緩和するとされている。同時に、慢性膵炎患者を対象とした先行研

究では、慢性膵炎患者の腸内における善玉菌が健常者より少ないことが報告さ

れている。そこで、パンクレリパーゼは消化不良に加え、腸内細菌の群集構造に

作用することで効果を発揮するのではと考えた。したがって、本研究では、パン

クレリパーゼの腸内細菌の群集構造への影響を調べるため、パンクレリパーゼ

を投与したマウスに対し、16S rRNA アンプリコン解析を実施した。その結果、

パンクレリパーゼ投与群とコントロール群のマウスの間で腸内細菌の群集構造

が異なることが分かった。また、頻度比較解析により、腸内バリア機能の修復に

有用な善玉菌である Akkermansia muciniphila などがパンクレリパーゼ投与群に

て顕著に多く検出された。これらの結果により、パンクレリパーゼは腸内細菌の

正常な群集構造の維持に有益であることが示唆された。なお、本章の研究は、

Nishiyama*, Nagai*, et al., 2018 に掲載された（*, 共同筆頭著者）。 
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2.2 序論 

2.2.1 慢性膵炎 

 慢性膵炎は、生活習慣の乱れ（アルコールの過剰摂取など）や膵炎関連遺伝子

の異常などにより膵臓の炎症が持続することで、膵機能が不可逆的に損なわれ

る疾患である（Braganza, et al. 2011）。慢性膵炎の初期では、激しい腹痛を伴う

急性的な膵臓の炎症が繰り返され、膵組織が破壊されていく（Braganza, et al. 

2011）。そして、病状の進行に伴い、後期では、膵臓の繊維化、免疫細胞の浸潤、

膵実質の脱落などの組織学的な変化が現れ、膵臓の外分泌機能の消失に伴い、消

化酵素が十分に分泌されなくなる（Braganza, et al. 2011）。この状態を膵外分泌

機能不全と呼び、これにより消化不良による栄養失調、脂肪便、糖尿病などが誘

発される（Braganza, et al. 2011）。 

 

2.2.2 膵酵素補充療法とパンクレリパーゼ 

 膵酵素補充療法は、膵外分泌機能不全により不足している消化酵素の補充を

行うことで、脂肪や蛋白質などの消化吸収を改善し、栄養失調や脂肪便などの症

状を緩和する対症療法である（D’Haese, et al. 2014; Whitcomb, et al. 2016; de la 

Iglesia-García, et al., 2017）。パンクレリパーゼは、本治療法において使用される

主な膵消化酵素補充剤の一つであり、高力価のリパーゼ、アミラーゼ、プロテア

ーゼを含む（Lindkvist, 2013）。294 人の慢性膵炎患者に本薬剤を投与し、その

予後を観察した D’Haese らの臨床研究では、本薬剤を使用することで膵外分泌

機能不全に起因する症状（下痢、脂肪便、腹痛など）が緩和されたことが報告さ

れている（D’Haese, et al. 2014）。 
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2.2.3 パンクレリパーゼの作用機序 

 パンクレリパーゼは、一般的に膵臓の消化活動を補助することで、慢性膵炎に

よる膵外分泌機能不全に起因する症状を緩和すると考えられてきた。同時に、慢

性膵炎患者において腸内環境を正常に保つ善玉菌の減少が慢性膵炎に寄与して

いることが報告されている（Jandhyala, et al. 2017）。そこで、パンクレリパーゼ

は、消化不良の改善に加え、腸内細菌の群集構造を変化させることで治療効果を

発揮しているのではないかと考えた。本仮説を検討するため、パンクレリパーゼ

投与群とコントロール群のマウスを用意し、それらの腸内細菌群集を対象とし

た 16S rRNA アンプリコン解析を行うことで、パンクレリパーゼが腸内細菌群

集に及ぼす影響について調査した。なお、本研究は、近畿大学医学部附属病院消

化器内科の櫻井俊治博士らのグループとの共同で実施した。 
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2.3 方法 

2.3.1 マウス腸内細菌群集の採取とシークエンシング 

 サンプル採取、DNA 抽出、シークエンシングは近畿大学医学部付属病院消化

器内科の櫻井俊治博士らのグループによって実施された。 

 サンプル採取に際して、8~9 週齢のマウス（C57BL/6J；SLC JAPAN 株式会

社）が用意され、パンクレリパーゼ投与群（4 匹）とコントロール群（4 匹）に

分けられた。前者にはパンクレリパーゼ（LipaCreon；EA Pharma）1.2 mg が、

後者には水道水 0.75 mL が、それぞれ 1 日 3 回に分けて 21 日間投与された。こ

の際、両群のマウスは実験動物用飼料 CE-2（日本クレア）を自由摂取した。な

お、飼育中にケージ内のストレスにより一匹のコントロール群のマウスが死亡

したため、このマウスは後の解析には含まれなかった。飼育期間終了後、残りの

マウスは屠殺され、各個体から盲腸、横行結腸、便が採取された。これらのサン

プルは－20 ℃で冷凍保存された。 

 DNA 抽出は以下の手順で実施された。冷凍サンプルの解凍後、MagNALyzer

（Roche Diagnostics）とジルコニア/シリカビーズ（Bio Spec Products）を用い

てサンプルがホモジナイズ（均質化）された。そして、QIAamp DNA Stool Mini 

Kit と QIAamp DNA Mini Kit（Qiagen GmbH）を用いてこれらのサンプルから

DNA が抽出された。 

 シークエンシングでは、最初に、前段階で抽出された DNA の内、細菌の 16S 

rDNA の V3-V4 領域が、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）により増幅された。次

に、PCR 増幅産物を Nextera XT Index Kit（Illumina）で調製することで、シー

クエンシング用の DNA ライブラリが作成された。そして、次世代シークエンサ
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ーMiSeq と MiSeq Reagent Kit v2（Illumina)を用いて DNA ライブラリのシー

クエンシング（301 bp ×2）が行われ、ペアエンド・リード（配列データ）が得

られた。なお、使用されたプライマーの塩基配列は次の通りである。 

・フォワードプライマー：5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG 

ACAG-MID-GT-CCTACGGGNGGCWGCAG-3’ 

・リバースプライマー：5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG 

ACAG-MID-GT-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’ 

 

2.3.2 配列データの前処理 

 次世代シークエンサーから得たペアエンド・リードに対し、後の解析に必要な

前 処 理 を 実 施 し た 。 具 体 的 に は 、 ま ず Trimmomatic （ version 0.35 ）

（SLIDINGWINDOW: 40:15, MINLEN:50）（Bolger, et al., 2014）を使用し、各

ペアエンド・リードから低品質領域を切除した。次に、Cutadapt （version 1.11）

（-e 0.06, -pair-filter = both）（Martin, 2011）を用いて、 PCR 用プライマーの

配列を各ペアエンド・リードから除去した。そして、FLASH（version 1.2.11）

（-m 30, -M 271, -x 0.25）（Magoč and Salzberg, 2011）を使い、ペアエンド・リ

ードをペア毎に結合し、マージド・リードを作成した。簡単のため、以下、マー

ジド・リードをリードと呼ぶ。なお、未決定塩基を含むリードは後の解析から除

外した。 

 

2.3.3 OTU 解析 
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 腸内細菌の同定のため、各サンプルから得たリードを配列類似度に基づいて

操作的分類群(Operational Taxonomy Unit; OTU)に分類した。別段の記載がな

い限り、以降の解析では Quantitative Insights Into Microbial Ecology（QIIME 

version 1.9.1）（Caporaso, et al., 2010a）に含まれているツールを用いた。まず、

parallel_pick_otus_uclust_ref.py を用いて、各リードを参照配列に対して 97%の

配列同一性閾値でグループ化し、OTU を形成した。この際、Greengenes デー

タベース（version 13_5）（McDonald, et al., 2012）が提供している、同データベ

ースの 16S rDNA 配列を 97%の配列同一性閾値でグループ化した OTU の代表

配列を、参照配列として使用した。そして、参照配列に付与されている分類情報

に基づいて生物名（生物学的分類群）を各 OTU に付与した。 

 

2.3.4 α 多様性の評価 

 各サンプルの種多様性（α多様性）を測るため、希薄化曲線による解析および、

Shannon 指数値の測定を実施した。Shannon 指数は種数と均等度を考慮して、

対象の種多様性を評価する際に使用される指標である（Shannon, 1948）。希薄

化曲線は、parallel_multiple_rarefactions.py を用いて、5000 リード間隔でサンプ

リングサイズを調整しながら、各サンプリングサイズにてリードを各サンプル

から 10 回サブサンプリング繰り返し、得られた OTU の数を平均化したものを

プロットした。Shannon 指数値の測定では、まず single_rarefaction.py を用いて

各サンプルからリードを無作為に抽出した。この際、サンプリングサイズを最小

サンプルのリード数（57,762 本）に設定した。そして、各サンプルから無作為

に抽出したものに対し、parallel_alpha_diversity.py を用いて Shannon 指数値を
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算出した。そして、Welch の t 検定を用いて、異なる群間の Shannon 指数値の

差の統計的有意性を検定した。また p 値の閾値は 0.05 とした。 

 

2.3.5 β 多様性の評価 

 各サンプル間の腸内細菌の群集構造の類似度（β多様性）を求めるため、加重

UniFrac 距離を用いた（Lozupone, et al., 2005）。加重 UniFrac 距離は、系統発

生距離を考慮した上で定量的に生物学的集団の群衆構造の類似度を評価する際

に使用される指標である。本解析では、まず align_seqs.py を用いて、各 OTU の

代表配列を Greengenes データベースのテンプレートアラインメントに並置（ア

ラインメント）した（Caporaso, et al., 2010b; McDonald, et al., 2012）。次に、

make_phylogeny.py に実装されている FastTree 2（Price, et al., 2010）を用いて、

得たアラインメントを基に系統樹を作成した。また、single_rarefaction.py を用

いて、各サンプルからリードを無作為に抽出した。サンプリングサイズは最小サ

ンプルのリード数（57,762 本）に設定した。そして、parallel_beta_diversity.py

を用いて、上記で作成した系統樹および各サンプルから無作為に抽出したリー

ドを基に各サンプル間の加重 UniFrac 距離を計算した。さらに、各サンプル間

の腸内細菌の群集構造の類似度を視覚化するため、得られた距離行列に対し、

principal_coordinates.py を用いて主座標分析を実施した。 

 

2.3.6 各群間における生物学的分類群の頻度の比較 

 各群間で頻度が統計的に有意に異なる生物学的分類群の検出のため、以下の

比較解析を実施した。まず summarize_taxa.py を用いて、割り当てられた分類に
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従い OTU を種レベルでまとめた。属あるいは、それ以上の階級までしか、分類

が割り当てられていない OTU については、割り当てられた最下級の分類階級

で ま と め た 。 次 に 、 上 記 の 操 作 に よ り 得 た 生 物 学 的 分 類 群 の 内 、

filter_otus_from_otu_table.py を用いて、合計リード数が 10 未満のものを除外し

た。そして、各群間における各生物学的分類群の頻度の差の統計的有意性を

differential_abundance.py（--algorithm DESeq2_nbinom）に実装されている

DESeq2（Love, et al., 2014）を用いて検定した。さらに、多重比較補正のため、

Benjamini-Hochberg 法を用いて得られた p 値を FDR 値に変換し、0.1 未満の

FDR 値を有意とした。また、偽陽性を避けるため、下記の条件に当てはまるも

のは、除外した：Ａ．対象 OTU がより多く検出された群において、未検出のサ

ンプルが一つでも存在した場合、Ｂ．対象 OTU がより多く検出された群の平均

値が、他方の群の最大値を下回っている場合。 
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2.4 結果 

2.4.1 各サンプルにおける腸内細菌の同定 

 腸内細菌を標的としたシークエンシングにより、各サンプルから合計で

5,167,710 リードが得られた。この内、3,572,866 リード（69.14%）が Greengenes

データベースに登録されている既知の細菌の 16S rRNA 遺伝子と一致し、2692 

個の OTU（31 目、54 科、62 属、19 種の細菌に対応）が形成された。これらの

結果を OTU テーブルに整理し、これを基に後述の解析を実施した。 

 

2.4.2 パンクレリパーゼ投与群とコントロール群は同程度の α 多様性を示す 

 パンクレリパーゼによる腸内細菌群集のα多様性への大きな影響は見られな

かった。具体的には、盲腸、横行結腸、便のいずれにおいても、パンクレリパー

ゼ投与群とコントロール群との間で細菌群集のリッチネス（OTU 数）に差は見

られなかった。また、いずれの部位においても、両群の間で Shannon 指数値に

統計的に有意な差は見られなかった（p 値>0.05）。 

 

2.4.3 パンクレリパーゼ投与群はコントロール群と異なる細菌組成を示す 

 パンクレリパーゼ投与群の腸内細菌群集の門組成はコントロール群とは明ら

かに異なっていた（図 2-1）。特に、Verrucomicrobia 門の相対頻度は、両群の間

で大きく異なっていた。具体的には、コントロール群では Verrucomicrobia 門の

平均相対頻度が 0.13%しかなかったのに対し、パンクレリパーゼ投与群では

7.58%あった。興味深いことに、Verrucomicrobia 門に割り当てられた OTU の

生物学的分類をより細かく調べた結果、すべて善玉菌として知られている
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Akkermansia muciniphila に分類されていた。また、統計的有意性は無かったが、

横行結腸のサンプルでは、Firmicutes 門と Bacteroidetes 門の比が、コントロー

ル群と比べてパンクレリパーゼ投与群で低く検出された(p 値=0.0623)。より微

細なスケールで両群の細菌組成の異なりを調べるため、加重 UniFrac 距離を用

いて、各サンプル間の OTU 組成の類似度を評価し、主座標分析を実施した（図

2-2）。その結果、いずれの部位においても、両群の間で細菌組成の違いによる分

離が見られた。 
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図 2-1 腸内細菌群集の門レベルでの組成 

パンクレリパーゼ投与群（Panc）とコントロール群（Ctrl）のマウスの盲腸（Cecum）、横

行結腸（Transverse colon）、便（Stool）にて観察された腸内細菌群集の門レベルでの組成を

算出した。本図は Nishiyama*, Nagai*, et al., 2018（*, 共同筆頭著者）より改変†。 

 

 
 

図 2-2 各サンプル間の腸内細菌群集の類似度 

パンクレリパーゼ投与群（赤）とコントロール群（青）のサンプル間の類似度を加重 UniFrac

距離に基づいて評価し、それらの結果を主座標分析により三次元の空間に投影した。可視化

のため、（A）全体、（B）盲腸、（C）横行結腸、（D）便に分けて表示した。本図は Nishiyama*, 

Nagai*, et al., 2018（*, 共同筆頭著者）より転載†。 

 

†DOI：https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.10.130 
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2.4.4 パンクレリパーゼ投与群とコントロール群との間で頻度の異なる生物学

的分類群の検出 

 上記により、パンクレリパーゼ投与群とコントロール群で、腸内細菌の群集構

造が異なることが分かったため、頻度の比較により、これらの違いに寄与してい

る生物学的分類群の同定を実施した。その結果、両群間で頻度が統計的に有意な

差を示し（FDR 値<1.0）かつ、偽陽性のリスクを低減するために定められた基

準（方法の「2.3.6）を参照）を満たす例が、17 件検出された（図 2-3）。そのう

ち、8 件では、パンクレリパーゼ投与群にて、該当する生物学的分類の頻度がよ

り多く検出された。これらは、Akkermansia muciniphila（盲腸、横行結腸、便）、

Alcaligenaceae Sutterella（横行結腸）、Lactobacillus reuteri（盲腸）、Clostridiaceae 

Clostridium（横行結腸）、および Erysipelotrichaceae Coprobacillus（盲腸、便）

に対応していた。残りの 9 件では、パンクレリパーゼ投与群にて、該当する生物

学的分 類の 頻度 がよ り少な く検 出さ れた 。これ らは 、 Desulfovibrionales 

Desulfovibrionaceae（横行結腸）、Desulfovibrionaceae Desulfovibrio（横行結腸）、

Desulfovibrionaceae Bilophila（横行結腸、便）、Clostridales Lachnospiraceae（横

行結腸、便）、Lachnospiraceae Dorea（横行結腸、便）、および Clostridiales 

Mogibacteriaceae（横行結腸）に対応していた。 
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図 2-3 各サンプル間にて有意な頻度差を示した OTU 

盲腸（C）、横行結腸（T）、糞便（S）のぞれぞれの部位にてパンクレリパーゼ投与群（赤）

とコントロール群（青）の間で統計的に有意な頻度差（FDR 値＜1.0）を示した生物学的分

類群の検出。本図は Nishiyama*, Nagai*, et al., 2018（*, 共同筆頭著者）より改変†。  

 

† DOI：https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.10.130 
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2.5 考察 

2.5.1 パンクレリパーゼは腸内細菌の群集構造の変化を誘導する 

膵酵素補充療法は、慢性膵炎などによって生じた膵外分泌機能不全に起因す

る症状（下痢、脂肪便、腹痛など）の緩和に有効な治療方法である。一方で、ど

のようなメカニズムで、膵酵素補充療法に使用されるパンクレリパーゼなどの

膵酵素補充剤が、膵外分泌機能不全により生じる症状を緩和するのかについて

は、十分に理解されていない。そこで、パンクレリパーゼは腸内における食物の

消化を補助することで、宿主に有益な細菌の増加を特徴とした腸内細菌の群集

構造の変化を誘導するとの考えの基、16S rRNA アンプリコン解析により、本薬

剤を投与したマウス群とコントロール群との間で比較解析を実施した。その結

果、パンクレリパーゼ投与群とコントロール群との間で腸内細菌の群集構造が

異なることが判明した（図 2-1; 図 2-2）。 

 

2.5.2 パンクレリパーゼは腸内環境の恒常性に寄与する善玉菌の増加を促す 

パンクレリパーゼ投与群とコントロール群との間で統計的に有意な頻度の差

を示した細菌の内、Akkermansia muciniphila は、パンクレリパーゼ投与群にお

ける頻度が平均でコントロール群の 58 倍もあり、最も顕著な差を示した（図 2-

3）。慢性膵炎の発症に、過剰なアルコール摂取が関係しているケースが多いが、

アルコールの過剰摂取は腸管バリア機能を破綻させることが知られている

（Vonlaufen, et al. 2014）。これに関連して、アルコールを原因とする腸内バリ

ア機能の破綻に A. muciniphila の顕著な減少が関連していることが報告されて

いる（Grander, et al. 2017）。また、同発表にて、本細菌は、腸管粘膜の増強や



20 

 

タイトジャンクション構成蛋白質の発現を促進することで腸管バリア機能の保

持に寄与していることが明らかにされている（Grander, et al. 2017）。これらの

ことから、パンクレリパーゼは、腸内の A. muciniphila の増加に寄与すること

で、腸管バリア機能を正常化し、膵外分泌機能不全に起因する症状を緩和してい

ることが推測される。しかし、実際に本薬剤の投与が、慢性膵炎患者において、

本細菌の増加を誘導し、治療に有益な効果をもたらすか否かは不明であり、更な

る検証が必要であることに留意しなくてはならない。 

A. muciniphila の他に、4 つの生物学的分類群がパンクリパーゼ投与群にてよ

り多く検出された（図 2-3）。これらの一つに含まれる、Lactobacillus reuteri は、

健康維持に有益な影響をもたらすプロバイオティクスとして注目されている善

玉菌である。実際、L. reuteri は、L-ヒスチジンのヒスタミンへの変換により、

H2 受容体を活性化し、宿主免疫系を抑制することで、腸内の炎症を抑制するこ

とが報告されている（Gao, et al. 2015）。さらに、腸炎モデルマウスにおいて、

L. reuteri の投与により、腸内の炎症を緩和されたことが報告されている

（Mackos, et al. 2013、Mackos, et al. 2016）。これらのことから、パンクレリパ

ーゼは、L. reuteri の増加を誘導することで、腸管免疫の恒常性維持に寄与して

いる可能性があると考えられる。上 記の他に、 Sutterella 、Clostridium、

Coprobacillus の頻度がパンクレリパーゼ投与群においてコントロール群より多

く検出されたが、これらの増加が宿主の腸内環境に及ぼす影響については明ら

かにされていない。 

2.5.3 パンクレリパーゼは Desulfovibrionaceae 科の悪玉菌の減少を促す 
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コントロール群と比較してパンクレリパーゼ投与群において 6 つの生物学的

分類群が減少していた（図 2-3）。Bilophila や Desulfovibrio の細菌は、腸内の炎

症を促す硫化水素を産生する（Warren, et al., 2005; Singh, et al., 2015; Beaumont, 

et al., 2016）。したがって、これらに関連する生物学的分類群の減少は、腸内環

境の保護に有益だと考えられる。一方で、腸内環境の恒常性維持に有益な酪酸を

産生する菌種を含む Lachnospiraceae が減少していた（Meehan, et al., 2014）。

これらの他に、Clostridiales、Mogibacteriaceae に関連する生物学的分類群がパ

ンクレリパーゼ投与群にてより少なく検出されたが、これらは先行研究による

知見が乏しく、腸内環境の保護にどのように寄与するか解釈が難しい。 
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2.6 結論 

 本研究結果により、パンクレリパーゼの経口投与は、腸内細菌の群集構造の変

化を誘導し得ることが示唆された。さらに、コントロール群と比較した際に、パ

ンクレリパーゼ投与群において、腸管バリア機能の維持に有益な細菌として知

られている A. muciniphila および L. reuteri がより多く検出された。一方で、慢

性膵炎患者において、実際にパンクリパーゼの投与が腸内細菌群集を変じるこ

とで膵外分泌機能不全に起因する症状を改善するかについては、本薬剤を投与

した慢性膵炎モデルマウスと無菌マウスとの比較などによる更なる検証が必要

である。上記の点を留意した上で、本研究は、パンクレリパーゼは慢性膵炎患者

の栄養状態を改善する効果に加え、腸内細菌群集を変化させることで効果を発

揮する可能性を示唆したものである。 
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３章 ガンキリンの発現抑制に起因する大腸炎の増悪にお

ける腸内細菌群集の役割 

 

3.1 概要 

ガンキリンは、炎症性腸疾患（IBD）において腸管粘膜における炎症性サイト

カインの発現の亢進などにより大腸炎関連がんの発症を促すがんタンパク質で

ある。一方で、大腸炎モデルマウスにて、腸管粘膜でのガンキリンの発現を抑制

した結果、より重度な炎症が誘発されることが共同研究者らの研究により判明

した。そこで本研究では、本現象における腸内細菌群集の役割の解明のため、16S 

rRNA アンプリコン解析を実施した。その結果、より重度の炎症を示したガンキ

リン遺伝子ノックアウト大腸炎モデルマウス群にて、腸炎の悪化を引き起こす

Helicobacter japonicum がコントロール群より多く存在していた。これらの結果

により、がんタンパク質であるガンキリンの発現は、これまでの予想と異なり、

健康な腸内細菌群集の維持に貢献している可能性が示唆された。なお、本章の研

究は、Sakurai*, Nishiyama*, et al., 2020 に掲載された（*, 共同筆頭著者）。 
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3.2 序論 

3.2.1 炎症性腸疾患と大腸炎関連がんの発症リスク 

 炎症性腸疾患（IBD）は、主に大腸などの腸管において、慢性的な炎症が持続

する疾患の総称であり、クローン病（CD）や潰瘍性大腸炎（UC）などが含まれ

る。本疾患の具体的な原因は明らかにされていないが、近年の研究により、遺伝

的背景や環境因子に加え、腸内細菌群集における偏った善玉菌と悪玉菌のバラ

ンスが IBD の病態に関与していることが示されている（Baumgart, et al., 2007、

Lopetuso, et al., 2018）。また、IBD は治癒不能な疾患であり、病状の進行に伴

い、大腸炎関連がんの発症リスクが増大することが知られている（Itzkowitz, et 

al., 2004, Ullman, et al., 2011）。 

 

3.2.2 大腸炎関連がんの発症とガンキリン 

 共同研究者である近畿大学医学部附属病院の櫻井俊治博士らのグループによ

って、IBD による慢性的な腸炎によって誘導される大腸炎関連がんの発症に、

ガンキリンが関与している可能性が示唆された（Sakurai, et al., 2014; Adachi, et 

al., 2015; Sakurai, et al., 2017a; Sakurai, et al., 2017b）。ガンキリンは、PSMD10、

p28、Nas6p とも呼ばれており、7 つのアンキリンリピートモチーフによって構

成されているがんタンパク質の一種である（Zamani, et al., 2018）。ガンキリン

は、膵臓がん、子宮頸がん、骨肉腫などの様々ながんの発生と進行に関与してお

り、大腸炎関連がんとも関係していると考えられている（Sakurai, et al., 2017a; 

Zamani, et al., 2018）。具体的には、大腸炎関連がんでは、IBD 患者の腸粘膜に

おけるガンキリンの遺伝子発現量が、炎症性サイトカイン TNF-α と IL-17 の
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遺伝子発現量と相関していたことから、本がんタンパク質は大腸炎の増悪を誘

導することで、大腸炎関連がんの発症・進行を促していると考えられている

（Sakurai, et al., 2017a）。 

 

3.2.3 小腸におけるガンキリン遺伝子の欠失による大腸炎の増悪 

 ガンキリンの遺伝子発現は大腸炎の増悪に関与しているとの上記の仮説を検

証するため、櫻井俊治博士らのグループにより、ガンキリン遺伝子ノックアウト

マウスが二種類作成された。一種類目は、Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群であり、

小腸から大腸にかけてガンキリン遺伝子がノックアウトされている。もう片方

は、Cdx2-Cre;Gankyrinf/f マウス群であり、小腸下部から大腸にかけてガンキリ

ン遺伝子がノックアウトされている。そして、これらのマウスにコントロール群

としてガンキリン遺伝子がノックアウトされていない Gankyrinf/f マウス群を加

え、デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）の投与により大腸炎を誘導した結果、

予想と反し、最も多くの腸管の部位においてガンキリン遺伝子が欠損している

Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群で最も重度な大腸炎が生じた（図 3-1A）（Sakurai, 

Nishiyama, et al., 2020）。また、炎症性サイトカインの大腸内での発現を比較し

た結果、Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群で IL-17、IL-23、IFN-γの発現が有意に

増加していた（図 3-1B）（Sakurai, Nishiyama, et al., 2020）。 

本現象の解明のため、共同研究者が、抗菌ペプチドであるα-defensin（Defa5

および Defa6）の発現量を測った結果、小腸上部における Defa5 および Defa6

の発現量が Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群において著しく低下していることが

判明した（図 3-2）（Sakurai, Nishiyama, et al., 2020）。α-defensin は、腸内細菌
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群集を制御する宿主免疫の一部であることから（Salzman, 2010; Ostaff, et al., 

2013）、本研究では腸管からのガンキリン遺伝子の発現抑制により増悪した大腸

炎に腸内細菌群集が関与しているとの仮説を立て、検証のため上記のマウス群

における腸内細菌群集を対象とした 16S rRNA アンプリコン解析を実施した。 

 

 

図 3-1 大腸炎誘導後の腸内上皮における炎症の重症度および炎症性サイトカインの発現量 

（A）大腸炎誘導後の Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（n=6）、Cdx2-Cre;Gankyrinf/f マウ

ス群（n=6）、Gankyrinf/f マウス群（n=6）の腸管上皮における炎症の重症度および、炎症

性細胞浸潤度のスコアの計測値。（B）大腸炎誘導後の Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群

（n=6）、Cdx2-Cre;Gankyrinf/f マウス群（n=4）、Gankyrinf/f マウス群（n=5）の腸管上皮

における各炎症性サイトカインの発現量。統計検定は両側 t 検定によって行われ、＊は p

値<0.05 を意味する。本結果は近畿大学医学部消化器内科の櫻井博士らの研究チームによ

る成果である。本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より改変†。 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 3-2 定量 PCR による各遺伝子の発現の測定 

定量 PCR により、（A）大腸炎非誘導群の小腸上部・下部におけるガンキリン、α-defensin 

5、α-defensin 6 の遺伝子発現量および、（B）大腸炎誘導群における α-defensin 5、α-

defensin 6 の遺伝子発現量の測定が実施された。各群のマウス数は 3 匹。統計検定は両側 t

検定によって行われ、＊は p 値<0.05 を意味する。本結果は近畿大学医学部消化器内科の櫻

井俊治博士らの研究チームによる成果である。本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より

改変†。  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。  
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3.3 方法 

3.3.1 マウス腸内細菌群集の採取とシークエンシング 

 サンプル採取、DNA 抽出、シークエンシングは近畿大学医学部付属病院消化

器内科の櫻井俊治博士らのグループによって実施された。  

 まず、小腸と大腸の上皮細胞で DNA 組み換え酵素 Cre を部位特異的に発現

する Villin-Cre マウス（Jackson laboratory）と、ガンキリン遺伝子を DNA 組

み換え酵素 Cre の標的配列 loxP で挟み込んだ Gankyrinflox/flox マウス（Jackson 

laboratory）を交配することで、小腸と大腸の上皮細胞でガンキリン遺伝子を欠

損している Villin-Cre;Gankyrinf/f マウスが作成された。そして、8-16 週齢の

Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f マウス群からそれぞれ 6 匹を大腸

炎誘導群に、3 匹を大腸炎非誘導群に分けられた。大腸炎誘導群には、分子量

36,000-50,000kDa のデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）（MP Biomedicals）を

溶解した 2.5％ DSS 水溶液が飲料水として 7 日間投与され、大腸炎非誘導群に

は通常の飲料水が投与れた。この際、全てのマウスは、実験動物用飼料 CE-2（日

本クレア）を自由摂取した。その後、全てのマウスは屠殺され、各個体から盲腸

および直腸が採取された。これらのサンプルは－20 ℃で保存された。そして、

2 章の「2.3.1」に記した手法に基づいて、これらのサンプル中の腸内細菌の 16S 

rRNA 遺伝子を対象とした DNA 抽出が行われ、次世代シークエンサーを用いて

これらの配列が決定された。 

 

3.3.2 配列データの前処理 

 2 章の「2.3.2」に記した手法に基づいて、次世代シークエンサーから得た配列
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データの処理を実施した。簡潔に述べると、得たペアエンド・リードから、低品

質領域および PCR 用プライマー配列を除去した後、ペア毎に結合し、マージド・

リード（以後、リード）を作成した。ただし、本解析では Cutadapt （version 1.11）

（-e 0.06, -pair-filter = both）（Martin, 2011）を用いて PCR 用プライマーの配

列除去を行い、未決定塩基を含むリードも解析の対象とした。また、十分量のリ

ードが得られなかったため、大腸炎誘導群の Gankyrinf/f マウス群の盲腸サンプ

ルの一つを後の解析から除外した。 

 

3.3.3 OTU 解析 

 まず、2 章の「2.3.3」に記した手法に基づいて、各サンプルから得たリードを

配列類似度に基づいて OTU に分類した。この際、より高い精度で解析するた

め、従来の 97%ではなく、99%の配列同一性閾値で OTU を形成した。それに

伴い、配列との比較に用いる参照データベースとして、Greengenes データベー

ス（version 13_8）（McDonald, et al., 2012）が提供している、同データベースの

16S rDNA 配列を従来の 97%ではなく、99%の配列同一性閾値でグループ化し

た OTU の代表配列を用いた。さらに、後述する手順により、参照データベース

に含まれていない細菌を同定する目的で次の操作を行った。別段の記載がない

限り、以降の解析では Quantitative Insights Into Microbial Ecology（QIIME 

version 1.9.1）（Caporaso, et al., 2010a）に含まれているツールを用いた。 

 まず、前述の参照データベースとの比較でマッチしなかった配列を集め、

VSEARCH （ version 2.10.4) （ --uchime_denovo and --uchime_ref, --db 

99_otus.fasta）（Rognes, et al., 2016）を用いて、PCR のエラーにより生じたキ
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メラ配列を除去した。次に、pick_otus.py （--otu_picking_method usearch61, -

-similarity 0.99, --enable_rev_strand_match)を用いて、残されたリードの内での

配列比較により、99%の配列同一性閾値で OTU を形成した。これらの内、すべ

てのサンプルにおいて、１つまたは２つしかリードが検出されなかった OTU

（ シ ン グ ル ト ン お よ び ダ ブ ル ト ン ） を 解 析 か ら 除 い た 。 そ し て 、

parallel_assign_taxonomy_rdp.py （ --confidence 0.8, --id_to_taxonomy_fp 

99_otu_taxonomy.txt, --reference_seqs_fp 99_otus.fasta）を用いて、残された

OTU の生物学的分類を割り当てた（Wang, et al., 2007）。 

 

3.3.4 α とβ多様性の評価 

 2 章の「2.3.4」および「2.3.5」に記した手法に基づいて、αとβ多様性の解析

を実施した。ただし、α多様性の比較検定には、compare_alpha_diversity.py の

ノンパラメトリック t 検定を用いた。β多様性解析では、非加重 UniFrac 距離

を用いてサンプル間の腸内細菌の群集構造の類似度を評価した。また、これらの

類似度の評価に使用する系統樹を作成する際に SSU-ALIGN（version 0.1.1）

（Nawrocki, et al., 2009）を使用してアライメントを作成した。さらに、

compare_categories.py の Adonis 検定を用いて群内と群間でサンプル間の類似

度を比較することで、ある群間で類似度が統計的に有意に異なるか検定した

（Anderson, 2001）。p 値の閾値は 0.05 とした。 

 

3.3.5 各群間における OTU の頻度の比較 

各群間で頻度が統計的に有意に異なる OTU の検出のため、以下の比較解析
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を実施した。まず、filter_otus_from_otu_table.py を用いて、比較対象のサンプ

ル群において、100 リード未満の OTU および、25%未満のサンプルでしか、観

測されなかった OTU は解析から除外した。そして、各群間における各生物学的

分類群の頻度の差の統計的有意性を differential_abundance.py（--algorithm 

DESeq2_nbinom）に実装されている DESeq2（Love, et al., 2014）を用いて検定

した。さらに、多重比較補正のため、Benjamini-Hochberg 法を用いて得られた

p 値を FDR 値に変換し、0.05 未満の FDR 値を有意とした。また、偽陽性を避

けるため、下記の条件に当てはまるものは、除外した：Ａ．対象 OTU がより多

く検出された群において、いずれかのサンプルで未検出の場合、Ｂ．対象 OTU

がより多く検出された群の平均値が、他方の群の最大値を下回っている場合。  
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3.4 結果 

3.4.1 各サンプルにおける腸内細菌の同定 

 腸内細菌を標的としたシークエンシングにより、各サンプルから合計で

4,507,372 リードが得られた。この内、2,593,734 リード（57.54%）が配列類似

性に基づいたクラスタリングにより、13,442 個の OTU に分類された。これら

の結果を OTU テーブルに整理し、後述の解析に使用した。 

 

3.4.2 大腸炎誘導群は大腸炎非誘導群と比べてより少ないα多様性を示す 

 遺伝的背景毎に、大腸炎誘導群と大腸炎非誘導群を比較した結果、いずれの比

較においても、大腸炎誘導群においてリッチネス（OTU 数）がより少なく検出

された（図 3-3）。また、ランダムサブサンプリングにより、サンプルサイズの

ばらつきによる影響を除いたうえで上記の差を精査した結果、いずれも統計的

有意性が認められた（Holm 法による補正後 p 値<0.05）。さらに、Shannon 指

数値を用いて同一の解析を実施した結果、同じ傾向がみられたが、Villin-

Cre;Gankyrinf/f マウスの内、大腸炎誘導群と大腸炎非誘導群の直腸の間でのみ、

統計的に有意な差が認められた（Holm 法による補正後 p 値<0.05）。 
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図 3-3 希薄化曲線によるα多様性の評価 

各遺伝子背景の各部位にて観測された腸内細菌群集の OTU 数をサンプリングサイズ毎に

表示。赤色は大腸炎誘導群、青色は大腸炎非誘導群を示す。本図は Sakurai, Nishiyama, et 

al., 2020 より転載†。 

 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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3.4.3 ガンキリン遺伝子の欠損は腸内細菌群集の細菌組成の変化を誘導する 

 各サンプル間の OTU 組成の類似度を非加重 UniFrac 距離で評価し、主座標

分析を実施した結果、各遺伝的背景において、大腸炎誘導群と大腸炎非誘導群の

間で大きな差が見られた（図 3-4）。さらに、Adonis 検定を用いた結果、上記の

差は統計的に有意であった（Holm 法による補正後 p 値<0.05）。効果量は、大腸

炎誘導群と大腸炎非誘導群における Villin-Cre;Gankyrinf/f マウスの盲腸部位で

の比較で 0.30、直腸部位での比較で 0.29 であった。さらに、大腸炎誘導群と大

腸炎非誘導群における Gankyrinf/f マウスの盲腸部位での比較では効果量はそれ

ぞれ 0.36、直腸部位での比較で 0.30 であった。また、同検定を用いて、大腸炎

を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f マウス群の盲腸におけ

る腸内細菌群集の類似度を測った結果、これらは有意に異なることが分かった

（Holm 法による補正後 p 値<0.05）。この際の効果量は 0.15 であった。一方で、

大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f マウス群

との差は有意では無かった（Holm 法による補正後 p 値<0.05）。 
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図 3-4 各サンプル間の腸内細菌群集の類似度 

非加重 UniFrac 距離を用いて計算したサンプル間の類似度を、主座標分析により、三次元

の空間に投影。可視化のため、全体（All）、盲腸（Caecum）、直腸（Rectum）に分けて表示

した。大腸炎非誘導の Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群は橙色、大腸炎非誘導の Gankyrinf/f マ

ウス群は緑色、大腸炎誘導群の Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群は赤色、大腸炎誘導群の

Gankyrinf/f マウス群は青色で示した。本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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3.4.4 ガンキリン遺伝子の欠損により異なる頻度を示す OTU の検出 

 上記で観測された腸内細菌の群集構造の違いに寄与している OTU の検出の

ため、下記の OTU 頻度の比較を実施した。この際、FDR 値<0.05 でかつ偽陽

性のリスクを低減するために方法「3.3.5」で定めた基準を満たすものを有意と

した。その結果、大腸炎を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f

マウス群との比較において、盲腸で 39 個の OTU が、直腸で 25 個の OTU が

有意に異なっていた（図 3-5; 図 3-6）。これらの内、大腸炎を誘導した Villin-

Cre;Gankyrinf/f マウス群にて次の OTU がより多く検出された：Bilophila（1 個

の OTU、盲腸と直腸）、Helicobacteraceae（3 個の OTU、直腸）、Bacteroidales 

S24–7（10 個の OTU、盲腸と直腸）、Clostridiales（15 個の OTU、盲腸と直腸）、

Erysipelotrichaceae（1 個の OTU、盲腸と直腸）。さらに、より詳細な生物学的

分類を得るため、上記 OTU の代表 16S rDNA 配列をクエリとして NCBI の

nucleotide collection（nr/nt）データベースに対し megablast ツール（Zhang, et 

al., 2000; Johnson, et al., 2008）を用いて検索した結果、Helicobacteraceae に分

類されていた OTU-206538 は、Helicobacter japonicum の 16S rDNA 配列

（NR_149210.1、EF373968.1）と、OTU-675509 および OTU-2564049 は、

Helicobacter sp.の 16S rDNA 配列（GU902718.1、AB693139.1）と 100%の配

列類似性で一致した。一方で、有意差を示した OTU の内、大腸炎を誘導した

Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群にて次の OTU がより少なく検出された：

Adlercreutzia （1 個の OTU、盲腸）、 CW040 F16（1 個の OTU、盲腸）、

Clostridiales（23 個の OTU、盲腸と直腸）。 
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図 3-5 大腸炎を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウス群（青）

のそれぞれの盲腸の間で有意な頻度差を示した OTU（FDR 値＜0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 3-6 大腸炎を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウス群（青）

のそれぞれの直腸の間で有意な頻度差を示した OTU（FDR 値＜0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

  

 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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次に、大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f

マウス群との比較を実施した。この際、FDR 値<0.05 でかつ偽陽性のリスクを

低減するために方法「3.3.5」で定めた基準を満たすものを有意とした。その結

果、盲腸で 91 個の OTU が、直腸で 86 個の OTU が有意に異なっていた（図

3-7; 図 3-8; 図 3-9; 図 3-10）。これらの内、Villin-Cre;Gankyrinf/fマウス群にて、

次の OTU がより多く検出された：Coriobacteriaceae（1 個の OTU、直腸）、

Bacteroidales（32 個の OTU、盲腸と直腸）、Lactobacillus reuteri（1 個の OTU、

直腸）、Turicibacter（1 個の OTU、盲腸と直腸）、Clostridiales（29 個の OTU、

盲腸と直腸）、Allobaculum（1 個の OTU、盲腸と直腸）。一方で、有意差を示し

た OTU の内、Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群にて次の OTU がより少なく検出

された：Bacteroidales（3 個の OTU、盲腸と直腸）、Mucispirillum schaedleri（1

個の OTU、直腸）、Clostridiales（51 個の OTU、盲腸と直腸）、Alphaproteobacteria 

RF32（1 個の OTU、盲腸）、Desulfovibrionaceae（2 個の OTU、直腸）。 
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図 3-7 大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウス

群（青）のそれぞれの盲腸の間で後者にてより有意に高い頻度を示した OTU（FDR 値＜

0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 3-8 大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウス

群（青）のそれぞれの盲腸の間で前者にてより有意に高い頻度を示した OTU（FDR 値＜

0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 3-9 大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウス

群（青）のそれぞれの直腸の間で後者にてより有意に高い頻度を示した OTU（FDR 値＜

0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 3-10 大腸炎を誘導していない Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群（赤）と Gankyrinf/f マウ

ス群（青）のそれぞれの直腸の間で前者にてより有意に高い頻度を示した OTU（FDR 値＜

0.05） 

本図は Sakurai, Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

 

 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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3.5 考察 

3.5.1 ガンキリンは腸内細菌群集の制御因子として重要な役割を果たす 

 IBD 患者の腸粘膜におけるガンキリンの遺伝子発現量が、炎症性サイトカイ

ン TNF-α と IL-17 の遺伝子発現量と相関していたことから、本がんタンパク

質は大腸炎の増悪を促進することで、大腸炎関連がんの発症を促していると考

えられていた（Sakurai, et al., 2017a）。しかし、これらの予想と反し、遺伝子ノ

ックアウトにより小腸と大腸におけるガンキリンの発現を抑制した Villin-

Cre;Gankyrinf/f マウス群とそのコントロールとして用意した Gankyrinf/f マウス

群に大腸炎を誘発させた結果、前者にてより重度の大腸炎が生じることが共同

研究者により突き止められた。さらに、大腸炎を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f

マウス群では、腸内細菌の群集構造の制御に関与している抗菌ペプチドα-

defensin の小腸上部における発現が著しく減少していた（図 3-2B）。これらの結

果から、本研究ではガンキリンの遺伝子発現の抑制により生じた大腸炎の増悪

に、腸内細菌の群集構造の変化が関係していると新たに考え、本仮説の検証のた

め 16S rRNA アンプリコン解析を実施した。その結果、大腸炎を誘発させた

Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と Gankyrinf/f マウス群との間で腸内細菌の群集

構造が盲腸で有意に異なることが判明した（図 3-4）。これらの結果から、ガン

キリンはα-defensin の小腸上部での遺伝子発現を促すことで、腸内細菌の群集

構造を制御していることが新たに示唆された。一方で、具体的にどのような原理

でガンキリンはα-defensin の遺伝子発現を亢進しているのかは不明である。小

腸上部でのα-defensin の分泌は Paneth 細胞によって行われているため、Paneth

細胞におけるガンキリンの遺伝子発現がα-defensin の分泌に関与していること
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が考えられる。本仮説を検証するためには、今後、Paneth 細胞から特異的にガ

ンキリン遺伝子がノックアウトされているマウスを作成し、それらの腸内細菌

群集を調べる必要がある。 

 

3.5.2 ガンキリンの発現抑制により生じた大腸炎の増悪と腸内細菌の群集構造

の変化との関係性 

 大 腸 炎 を 誘 発 さ せ た 実 験 で は 、 Gankyrinf/f マ ウ ス 群 と 比 べ て Villin-

Cre;Gankyrinf/f マウス群にて炎症に寄与し得る Bilophila sp.（盲腸と直腸：1 個

の OTU）、Helicobacter japonicum（直腸：1 個の OTU）、Helicobacter spp.（直

腸：2 個の OTU）が有意により多く検出された（図 3-5; 図 3-6）。H. japonicum

は、炎症性サイトカインである inducible nitric oxide synthase (iNOS)、IFN-γ、

IL-17A、TNF-αの発現増加により、炎症を増悪させることが、大腸炎モデルマ

ウスにて証明されている（Shen, et, al., 2016）。したがって、大腸炎を誘導した

Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群にて測定された IFN-γ および IL-17A の遺伝子

発現の有意な増加は、H. japonicum の増加と関係していたと考えられる（図 3-

6）。また、Helicobacter は、他の臨床研究で IBD 患者の腸内細菌群集にて、健

常者より多く検出されており、これらの増加は本研究で観測された大腸炎の増

悪に関係していたことが考えられる（Yu, et al., 2015）。上記の他に、Bilophila の

増加も見られたが、これらに含まれる菌種は、大腸炎の増悪と関係している硫化

水素を産生する（図 3-5; 図 3-6）（Warren, et al., 2005; Singh, et al., 2015; 

Beaumont, et al., 2016）。したがって本細菌の増加は、大腸炎の増悪に関与して

いた可能性がある（Singh, et al., 2015; Beaumont, et al., 2016）。また、大腸炎を
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誘導していない実験では、多数の OTU が、Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群と

Gankyrinf/f マウス群との間で有意差を示したが、これらの中に上記の悪玉菌は

含まれていなかった（図 3-7; 図 3-8; 図 3-9; 図 3-10）。つまり、上記の悪玉菌

の変動は、大腸炎が生じている場合に限られていた。今後、無菌マウスの使用な

どにより、ガンキリン遺伝子の発現抑制に伴う大腸炎の増悪が、腸内細菌群集の

構造変化によるものなのか検証する必要があるものの、これらの結果からガン

キリンの遺伝子発現の抑制により生じた大腸炎の増悪に悪玉菌の増加が寄与し

ていた可能性が示唆された。 
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3.6 結論 

 ガンキリンは IBD 患者の腸粘膜にて過剰に発現しており、炎症性サイトカイ

ンの発現の亢進により大腸炎の増悪やそれに伴う大腸炎関連がんの発症を促す

と考えられていた。しかし、小腸から大腸にかけてガンキリン遺伝子をノックア

ウトした Villin-Cre;Gankyrinf/f マウスに大腸炎を誘導した結果、コントロールの

Gankyrinf/f マウス群より重度の大腸炎が生じることが共同研究者である櫻井俊

治博士らの研究チームにより発見された。さらに、より重度の大腸炎を示したマ

ウスにて、腸内細菌群集を制御するα-defensin の発現が著しく低下しているこ

とが共同研究者らの調査により分かった。そこで、本研究では、腸内微生物群集

の解析を実施した。その結果、大腸炎を誘導した Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群

と Gankyrinf/f マウス群の間では腸内細菌の群集構造が異なることが分かった。

さらに、個々の OTU の頻度を比較した結果、Villin-Cre;Gankyrinf/f マウス群に

て Bilophila spp.、Helicobacter japonicum、Helicobacter spp.などの悪玉菌が増

加していた。これらの結果から、ガンキリンはがんタンパク質としての側面を持

つ一方で、同時に腸内細菌の群集構造の制御に関与しており、腸管におけるガン

キリンの遺伝子発現の抑制は悪玉菌の増加を伴う腸内細菌の群集構造の変化を

引き起こし、これにより大腸炎の増悪を招く可能性が示唆された。 
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４章 炎症性腸疾患患者の腸内における溶原性ファージの

細菌群集及び疾患への影響の調査 

 

4.1 概要 

炎症性腸疾患（IBD）の病態に、腸内細菌群集だけでなく、それらに感染する

Caudovirales 目の溶原性ファージが関与していることが、近年の研究により示

唆されている。本研究では、腸内メタゲノムから構築したゲノムデータに基づき、

溶原性ファージと宿主細菌を関連付けることにより、IBD の病態におけるファ

ージの役割について調査を行った。本調査により、極めて多様な系統の腸内細菌

が増殖能を保持した溶原性ファージに感染していることが判明した。また、溶原

性ファージの群集組成は個人により大きく異なることが分かった。一方で、非

IBD 患者と比較して活動期の潰瘍性大腸炎では、善玉菌である Bacteroides 

uniformis および B. thetaiotaomicron の頻度が有意に少なく検出されたのに対

し、それらに感染する溶原性ファージの頻度は有意に多く検出された。これらの

結果から、溶原性ファージが IBD の病態に関与していることが示唆された。な

お、本章の研究は、Nishiyama, et al., 2020 に掲載された。 
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4.2 序論 

4.2.1 クローン病と潰瘍性大腸炎の病態 

 クローン病（CD）と潰瘍性大腸炎（UC）は、炎症性腸疾患（IBD）に含まれ

る難病であり、IBD として診断される症例の大多数を占める。CD と UC の代

表的な症状は、どちらも消化管における慢性的な炎症だが、CD では炎症が消化

管の全部位にて散発的に生じるのに対し、UC の炎症の発生個所は大腸に限局し

ている。CD および UC の詳細な原因は不明だが、遺伝や環境因子（例；食事、

抗生物質、薬物）に加え、腸内細菌群集が、これらの病態に強く関与していると

考えられている（Kühn, et al., 1993; Zuo, et al., 2018; Lloyd-Price, et al., 2019）。

さらに、近年では、腸内細菌に感染するファージも、これらの疾患の病態に関与

していることが、示唆されている（Norman, et al., 2015; Zuo, et al., 2019; 

Maronek, et al., 2020）。 

 

4.2.2 溶原性ファージの生活環 

 ヒト腸内に存在するウイルスの大部分は、溶原サイクルと溶菌サイクルの二

種の生活環を通じて増殖するファージ、すなわち溶原性ファージによって占め

られている（Garmaeva, et al., 2019; Howard-Varona, et al., 2017）。溶原サイク

ルでは、宿主である細菌のゲノムに溶原性ファージのゲノムがプロファージと

呼ばれる状態で組み込まれ、宿主ゲノムと共に複製される。この過程で、宿主ゲ

ノムに、抗生物質耐性や毒素産生能などの形質が宿主細菌に導入されることが

ある（Argov, et al., 2017）。一方で、溶菌サイクルでは、新たなファージ粒子が

プロファージから複製され、宿主細菌を溶菌した後、新たな細菌に感染する。 
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4.2.3 CD と UC における溶原性ファージの役割 

 IBD患者と健常者との間で腸内における Caudovirales 目の組成や種多様性（リ

ッチネス）が大きく異なることから、これらの溶原性ファージは溶菌や形質導入

により腸内細菌を制御することで、IBD の病態に関与していることが、近年示

唆された（Norman, et al., 2015; Zuo, et al., 2019）。しかし、ヒト腸内のウイル

スの多くは属や種などの詳細なレベルで生物学的分類が割り当てられていない

ため、過去の文献からそれらの宿主を推定することは難しい。また、既に分類さ

れたウイルスの生物学的分類についても、新たにゲノム配列が決定されたウイ

ルスに対応するため、International Committee on the Taxonomy of Viruses

（ICTV）によって、常に見直しが行われている点に留意する必要がある。実際、

上記の Caudovirales 目の定義は、2018 年に Ackermannviridae 科と Herelleviridae

科を含むように変更されている（Garmaeva, et al., 2019）。こうした問題に対応

するため、マウスの腸内微生物群集を対象とした Kim らの研究ではメタゲノム

から読み取られた断片的な塩基配列の情報から再構築した微生物ゲノムの塩基

配列の比較により、溶原性ファージの宿主の特定が行われた（Kim, et al., 2018）。

一方で、筆者の知る限り、ヒトの腸内微生物群集を対象とした研究ではそうした

試みは行われていない。そこで、本研究では、腸内メタゲノムから再構築したゲ

ノムデータに基づいて、溶原性ファージを宿主細菌と関連付けることにより、

CD および UC の病態における、溶原性ファージの役割について調査を行った。 
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4.3 方法 

4.3.1 IBDMDB データデポジトリ 

 本研究は、IBD Multi'omics Database（IBDMDB）の研究チームが公開してい

る、IBD 患者などの腸内微生物群集を対象とした全メタゲノムショットガンシ

ークエンシング（WMGS）データを用いて実施した（Lloyd-Price, et al., 2019; 

Integrative HMP (iHMP) Research Network Consortium, 2014）。本データセッ

トには、1338 セットの WMGS データが含まれており、CD 患者 65 人、UC 患

者 38 人、非 IBD 患者 27 人から約一年間、定期的に採取した便サンプルから、

次世代シークエンサーIllumina HiSeq の使用により得た、腸内微生物群集のゲノ

ム断片の短い配列（101 bp×2；以後、リード）によって構成されている。なお、

非 IBD 患者とは、大腸がんの検診や胃腸の異常のため診察を受けた患者の内、

IBD と診断されなかった患者を指す。また、本 WMGS データの前処理は、

IBDMDB の研究チ ームによ って事前 に 実施され ている。 具 体的には、

AnADAMA2 パイプライン（http://huttenhower.sph.harvard.edu/anadama2）の

使用により、リードの低品質領域および、ヒトゲノムと一致したリードの全域が

除去されている。本研究では、前述の前処理された WMGS データおよび、付随

するメタデータ（患者番号、年齢、性別など）を、 IBDMDB デポジトリ

（http://ibdmdb.org）から入手し、後の解析に使用した。 

 

4.3.2 CD と UC 患者の重症度の定義づけ 

 本研究では、各 CD 患者の健康状態を、Harvey-Bradshaw index（HBI）スコ

アが 5 以上の場合、活動期の CD とし、同スコアが 5 未満の場合、寛解期の CD
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と定義した（Harvey, et al., 1980）。また、各 UC 患者の健康状態を、simple clinical 

colitis activity index（SCCAI）スコアが 5 以上の場合、活動期の UC とし、同ス

コアが 5 未満の場合、寛解期の UC と定義した（Walmsley, et al., 1998）。 

 

4.3.3 コンティグ・アセンブリ 

 ゲノム断片（コンティグ）の構築のため、まず、十分なリードがシークエンス

された便サンプル（最低 10,000 リード）を後の解析の使用に選択した。そして、

MEGAHIT（バージョン 1.1.4）（--kmin 21, --kmax 251, --k-step 10）（Li, et al., 

2015）を用いて、サンプル毎にリードを集め、コンティグの作成（アセンブリ）

を行った。また、頻度の少ない微生物のゲノムを再構築するため、同一患者のサ

ンプルに由来するリードを混ぜ、同手法により、コンティグのアセンブリを実施

した。 

 

4.3.4 溶原性ファージの操作的分類群の作成 

 腸内微生物群集のウイルスゲノムを得るため、VirSorter（version 1.0.5）（--db 

2, --diamond）を用いて、コンティグ内のウイルス領域を予測した（Roux, et al., 

2015）。この際、ウイルス領域の誤同定を減らすため、Roux, et al., 2015 の推奨

に従い、配列長が 10 kbp より長いコンティグから VirSorter カテゴリ 1、2、4、

5 と予測された領域を後の解析に選択した。そして、CD-HIT-EST（version 4.6.8）

（-c 0.95, -aS 0.85, -n 10, -g 1）を用いて、配列同一性閾値 95%でウイルス領域

を viral OTU に種レベルでグループ化した（Li, et al., 2006）。この後、溶原性フ

ァージに由来する viral OTU を同定するため、MetaGeneMark（version 4.30）



53 

 

を使用して、viral OTU のコンティグ配列からペプチド配列を抽出し、これらの

ペプチド配列を、Pfam-A データベース（version 33.0）に登録されている既知タ

ンパク質ドメインと hmmscan（version 3.3）（--cut_ga）を用いて比較した（Zhu, 

et al., 2010; Eddy, 2011; El-Gebali, et al., 2019）。そして、次のウイルスインテグ

ラーゼのタンパク質ドメインのいずれかを持つ viral OTU を溶原性ファージと

して同定した：PF00589, PF02899, PF09003, PF14659, PF13356, PF13495, 

PF12834, PF12835, PF13009, PF14657, PF02914, PF02316, PF02920, PF09299

（El-Gebali, et al., 2019）。また、vConTACT v2.0（version 0.9.12）（--rel-mode 

Diamond、 --db ProkaryoticViralRefSeq94-Merged）のを用いて、各 viral OTU

に対してそれぞれの代表（最長）配列を基に属レベルの生物学的分類を割り当て

た（Bin Jang, et al., 2019）。 

 

4.3.5 細菌ドラフトゲノム（MAG）の構築 

 細菌ドラフトゲノム（MAG）を構築するため、METAWRAP（version 1.1.8）

（binning、--metabat2、--maxbin2、--concoct）を用いた（Uritskiy, et al., 2018）。

具体的には、まず、Burrows–Wheeler aligner を用いて、各コンティグに対して

リードをマッピングすることにより、各コンティグのサンプル毎の頻度を算出

した（Li, et al., 2009a）。次に、MaxBin2 (version 2.2.5)、MetaBAT2（version 

2.12.1）、CONCOCT（version 1.0.0）を用いて、サンプル毎の頻度および k-mer

出現頻度分布に基づき、各コンティグをそれぞれの MAG にグループ化（ビニン

グ）した（Wu, et al., 2016; Kang, et al., 2019; Alneberg, et al., 2014）。そして、

METAWRAP binning_refiner を用いて、ゲノム毎に、異なるビニングツールに
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より生成された MAG を混ぜ合わせた。その後、ゲノム毎に、混ぜ合わせた MAG

の中から最適なものを、CheckM（version 1.0.13）（lineage_wf）によって算出し

た完成率と冗長度に基づいて、選出した（Parks, et al., 2015）。これらの中から、

完成率が 70%以上で且つ冗長度が 10%以下の MAG を後の解析に選択した。こ

の後、他のサンプルのアセンブリなどにより得られた MAG と同一なものを纏

めるため、dRep（version 2.2.2）を用いて、MAG 同士でゲノム比較を行い、

genome-wide average nucleotide identity 99%かつ aligned fraction 60%の閾値

で、同一性を示したものを、同一の MAG クラスタに分類した（Olm, et al., 2017）。

最後に、各 MAG クラスタから、完成率、冗長度、strain heterogeneity、N50、

ゲノムサイズに基づいて、代表 MAG を選択し、それらに対して GTDB-Tk 

(version 1.0.2) (classify_wf) を用いて、NCBI 方式の生物学的分類を割り当てた

（Olm, et al., 2017、Chaumeil, et al., 2019）。これらの内、6 つの MAG クラス

タは古細菌に分類されたため、それらを除いた 3133 個の細菌由来の MAG クラ

スタを選択し、後の解析に使用した。 

 

4.3.6 細菌ドラフトゲノムに基づいた系統樹の作成 

 メタゲノムから再構築した細菌ドラフトゲノムの系統樹を作成するため、ま

ず MetaGeneMark（version 4.30）を用いて、各 MAG クラスタの代表 MAG か

らペプチド配列を抽出した（Zhu, et al., 2010）。次に、PhyloPhlAn（version 0.99）

（--user_tree）を用いて、これらのペプチド配列から系統樹を作成した（Segata, 

et al., 2013）。具体的には、まず、各代表 MAG から抽出したペプチド配列の中

から PhyloPhlAn の 400 個のマーカータンパク質（細菌や古細菌に保持されて
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いるタンパク質のコレクション）と一致するものを、USEARCH（version 5.2.236）

による配列比較により同定した（Segata, et al., 2013; Edgar 2010）。その後、

MUSCLE （version 3.8.31）を用いて、マーカータンパク質と一致した MAG の

タンパク質からアライメントを作成した（Edgar 2004）。そして、FastTree

（version 2.1.11）を用いて、本アライメントを基に系統樹を作成し、 iTOL

（version 5.6）により視覚化した（Price, et al., 2010; Letunic, et al., 2019）。 

 

4.3.7 Viral OTU への宿主の割り当て 

 先行研究に基づいて、ビニングおよび、basic local alignment search tool

（BLAST）を用いた手法により、viral OTU の宿主を割り当てた（Camacho, et 

al., 2009; Waller, et al., 2014; Gao, et al., 2018; Kim, et al., 2018）。ビニングに基

づく手法では、対象の viral OTU の配列を含む MAG クラスタを宿主とした。

BLAST に基づいた方法では、BLASTn（version 2.8.1）（-perc_identity 95、-evalue 

1e-50、-word_size 11）を用いて、プロファージ配列（VirSorter によりカテゴリ

4 または 5 に分類されたコンティグ上のウイルス領域）の両端にある配列を他の

MAG に含まれているコンティグの配列と比較した（Camacho, et al., 2009）。こ

の際、プロファージ配列の両端の配列（250 bp 未満の長さのものは不使用）が、

配列類似度 95%以上、クエリ・カバレッジ 80%以上の閾値で一致したコンティ

グを持つ MAG クラスタを宿主とした。また、配列が長いクエリ（プロファージ

配列の両端の配列）は、プロファージ領域の端から 1000 bp になるよう事前に

短くした。 
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4.3.8 Viral OTU および MAG クラスタへのリード・マッピング 

 それぞれのサンプルにおける、各 viral OTU および MAG クラスタの頻度を

得るため、IBDMDB から入手した、1338 個のサンプルの腸内メタゲノムのリ

ードを、bowtie2（version 2.3.4.3）（--maxins 1000）の使用により、それぞれの

代表配列にマッピングした（Langmead, et al., 2012）。次に、CoverM（version 

0.3.0、 https://github.com/wwood/CoverM/）（--proper-pairs-only）を使用し、

対象配列に対し、80％以上アラインメントされ、95％以上の配列類似度を示し

たリードのみを、上記のマッピングにより得た bam ファイルに残した。さらに、

samtools（version 1.9）（-f 3, -F 2304）を使用し、正しく対象配列にアライメン

トされていなかったリードを除外した（Li, et al., 2009b）。そして、これらの bam

ファイルに対し、samtools（version 1.9）の idxstat を使用する事で、各 viral OTU

および MAG クラスタにマッピングされたリード数を入手し、各サンプルの頻

度を記録したカウントテーブルを作成した（Li, et al., 2009b）。 

 

4.3.9 ファージ対宿主比の算出 

 各 viral OTU のファージ対宿主比は、サンプル毎に viral OTU の fragments 

per kilobase of transcript per million mapped reads（FPKM）を宿主の FPKM（複

数の宿主がある場合はそれらの FPKM の合計）で割ることで算出した。なお、

誤ったファージ対宿主比の検出防止のため、宿主にマップされたリードが 100

未満の場合、ファージ対宿主比は算出しなかった。 

 

4.3.10 αとβ多様性の評価 
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 以降の解析では、MAG クラスタや viral OTU の代表配列に 100 万以上のリ

ードがマッピングされた 1290 個のサンプルを対象に実施した。α多様性の評価

では、まず phyloseq R パッケージ（version 1.30.0）を用いて、各サンプルから

最小サンプルのリード数と同じ量のリードを無作為に抽出し、得たリードの数

をそれぞれがマッピングされているゲノムの長さに基づいて正規化することで、

カウントテーブルを作成した（McMurdie, et al., 2013）。その後、同ツールを用

いて、同カウントテーブルを基に各サンプルの Shannon 指数値を算出した

（McMurdie, et al., 2013）。この処理を 10 回繰り返し、各サンプルの平均値を

後の解析に使用した。そして、各サンプルにおける腸内微生物群集のα多様性に

対する疾患（diagnosis factor）の影響の統計的有意性を評価するため、nlme R パ

ッケージ（version 3.1-147）の使用により、以下の線形混合効果モデルを用いた

（Pinheiro, et al., 2020）。 

𝑆ℎ𝑎𝑛𝑛𝑜𝑛′𝑠 𝑑𝑖𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑡𝑦 𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥 ~ 𝑑𝑖𝑠𝑒𝑎𝑠𝑒 𝑠𝑡𝑎𝑡𝑢𝑠 + 𝑠𝑒𝑥 + 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡 𝑎𝑔𝑒 + 𝑎𝑛𝑡𝑖𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐𝑠

+ 𝑐ℎ𝑒𝑚𝑜𝑡ℎ𝑒𝑟𝑎𝑝𝑦 +  𝑖𝑚𝑚𝑢𝑛𝑜𝑠𝑢𝑝𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑎𝑛𝑡𝑠 + 𝑠𝑖𝑡𝑒 𝑛𝑎𝑚𝑒

+ (1|𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑐𝑖𝑝𝑎𝑛𝑡 𝐼𝐷). 

この際、Wald 検定を用いて、統計的有意性（p 値）を算出した。また、リッチ

ネス（OTU 数）に基づいたα多様性の評価も同手法により実施した。 

 β多様性の評価では、Bray-Curtis 非類似度を用いて、各サンプル間の腸内微

生物群集の類似度を算出した。具体的には、まず、phyloseq R パッケージを用い

て、各サンプルから最小サンプルのリード数と同じ量のリードを無作為に抽出

し、得たリードの数をそれぞれがマッピングされているゲノムの長さに基づい

て正規化することで、カウントテーブルを作成した（McMurdie, et al., 2013）。

その後、同ツールを用いて、同カウントテーブルを基に各サンプル間の類似度を
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Bray-Curtis 非類似度を用いて算出した。そして、phyloseq R パッケージの Adonis

検定により、腸内微生物群集の分散に対する個人差の影響を評価した。また、同

一の手法を用いて、腸内微生物群集の分散に対する疾患の影響を評価した

（McMurdie, et al., 2013; Anderson, 2001）。ただし、この際、ゲノム長でリード

カウントを正規化する前に、リードカウントを個人ごとに平均化した。さらに、

類似度行列の可視化のため、uniform manifold approximation and projection for 

dimension reduction（UMAP）（version 0.4.2）（n_neighbors = 30、min_dist = 

0.3、 n_components = 2、metric = braycurtis）を用いて、各行列を二次元空間

に投影した（McInnes, et al., 2018）。また、プログラムの実行の際に、並列化の

ため、GNU parallel（バージョン 20180322）を使用した（Tange, 2011）。 

 

4.3.11 各群間における viral OTU および MAG クラスタの頻度比較 

 疾患状態により、統計的に有意な頻度差を示す腸内微生物の検出のため、

metagenomeSeq R パッケージ（バージョン 1.30.0）の fitZig 関数を使用した

（Paulson, et al., 2013）。具体的には、まず、viral OTU または MAG クラスタ

（以後、比較項目）の内、比較するサンプル群のいずれにおいても、25%以下の

サンプルにしか検出されなかったものを除外した。次に、比較項目のサンプル毎

のリード数を metagenomeSeq の cumulative sum scaling 法に基づき正規化した。

そして、次のパラメータを基に作成した zero-inflated Gaussian mixture model を

用いて、比較項目が群間で示す頻度差の統計的有意性を検証した：応答変数＝正

規化したリード数；説明変数＝疾患状態、性別、臨床研究参加への同意時の患者

の年齢、抗生物質の使用有無、免疫抑制剤の使用有無、病院、正規化因子；ブロ
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ッキング変数＝患者 ID。この際、本ツールの著者らの推奨に従い、正規化因子

を cumulative sum scaling 法により調整した（Paulson, et al., 2013）。また、より

精度を高める目的で最大反復数をデフォルトの 10 から 100 に引き上げた。そし

て、上記の統計モデルの使用により得た結果から、FDR 値（Benjamini–Hochberg

法により多重比較の補正をした p 値）が 0.1 未満で、log2 fold-change の値が 1

以上の頻度差を示した比較項目（viral OTU または MAG クラスタ）に着目し

た。これらの内、著者らの推奨に従い、偽陽性を減らす目的で、有効サンプルサ

イズが平均未満の比較項目を除外した。さらに、比較項目がより多く検出された

群における頻度の中央値が、より少なく検出された群における頻度の中央値を、

上回るもののみを有意とした。なお、上記の統計モデルに必要な変数の内の一つ

である同意年齢の情報が欠損していたため、CD 患者（参加者 ID C3031）に属

する 10 個のサンプルは本解析から除外した。 
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4.4 結果 

4.4.1 ヒト腸内の溶原性ファージの大多数の生物学的分類は未知 

 IBDMDB の研究チームが作成した、UC、CD、および、非 IBD 患者から採取

した 1327 個の便サンプルから得た WMGS データセットを活用し、17,536,516

個のコンティグを再構築した。次に、ヒト腸内の溶原性ファージ群集の組成を調

べるため、これらのコンティグの遺伝子組成を精査し、50,624 個のウイルス領

域を同定した。そして、これらのウイルス領域を配列類似性に基づいて、種レベ

ルでまとめた結果、17,331 個の viral OTU が得られた。これらの内、ウイルス

インテグラーゼ遺伝子を保有し、かつ、いずれかのサンプルで 10 より高いファ

ージ対宿主比を示した 1797 個の viral OTU を、増殖能を保持した（欠損ファー

ジではない）溶原性ファージとみなした。これらの内、既知ウイルスゲノムとの

配列比較により生物学的分類の割り当てることができたのは、28 個（1.56%）

の viral OTU のみであった。なお、生物学的分類を割り当てることのできた viral 

OTU は、Caudovirales 目に含まれる属に属していた（図 4-1A）。また、これら

の代表配列長の中央値は 33,609 bp（最短：4331 bp、最長：313,294 bp）だった。 
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図 4-1 各サンプルにおける腸内微生物群集の組成 

（Ａ）溶原性ファージと（B）細菌について患者毎に、各生物学的分類群の相対頻度の平均

を算出した。本図は Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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4.4.2 ヒト腸内の溶原性ファージは幅広い系統の細菌に感染 

 ヒト腸内の溶原性ファージの宿主範囲を定めるため、細菌ドラフトゲノム

（MAG）をコンティグから再構築した。具体的には、サンプル毎の頻度および

k-mer 出現頻度分布に基づいてゲノム毎にコンティグをまとめることで、完成率

が 70%より高く、かつ冗長度が 10%未満な MAG が 15,906 個、再構築された。

次に、他のサンプルなどから再構築された、ほぼ同一な（gANI≧99%、aligned 

fraction≧60%）MAG 同士を、3133 の MAG クラスタにまとめた。これらの

MAG クラスタの大部分（91.3%）は、ヒトの腸内に最も多くいる、Bacteroidetes

門と Firmicutes 門の細菌に属していた（図 4-1B）（Cresci, et al., 2015）。また、

これらの MAG クラスタの代表 MAG の配列長の中央値は、2,635,319 bp（最

短：685,598 bp、最長：6,988,682 bp）だった。 

 上記により得た MAG クラスタと viral OTU のゲノム配列の比較により、1153

個（36.8%）の細菌ゲノム（MAG クラスタ）が、溶原性ファージ（viral OTU）

に感染していることが判明した（図 4-2）。さらに、生物学的分類的には、溶原

性ファージの宿主は、Actinobacteria 門、 Bacteroidetes 門、Firmicutes 門、

Proteobacteria 門および、Verrucomicrobia 門（12 網、13 目、28 科、63 属、101

種に対応）における、広範囲な系統の細菌に分布していることがわかった（図 4-

3A）。そして、溶原性ファージの宿主範囲を理解するため、宿主の共通祖先を測

定した結果、94.8%の viral OTU は、種または属レベルでの狭い宿主範囲を有す

ることが判明した（図 4-3B）。 

  



63 

 

 
 

図 4-2 IBD などの腸疾患患者の腸内メタゲノムから再構築した MAG クラスタの系統樹 

内層は各系統樹の枝先にある MAG クラスタに割り当てられた門レベルでの生物学的分類

群を、外層は溶原性ファージへの感染の有無を示している。本図は Nishiyama, et al., 2020

より改変†。 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 4-3 溶原性ファージの宿主に関する統計情報 

（A）門毎に溶原性ファージに感染している細菌（MAG クラスタ）の割合を算出。（B）さ

らに、溶原性ファージの宿主域を階層ごとに算出。本図は Nishiyama, et al., 2020 より改変

†。  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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4.4.3 CD および UC 群はそれぞれ非 IBD 群と同程度のα多様性を示す 

 一般的に、CD や UC 患者の腸内微生物群集のα多様性は、健常者と比較して

低下しているとされているが、本研究では、予想と反して、CD および UC 患者

と非 IBD 患者との間に明確な差はみられなかった（Kostic, et al., 2014）。具体

的には、Shannon 指数値および、リッチネスの指標を用いることで、異なる疾

患状態に属するサンプル群における細菌および溶原性ファージのα多様性を比

較した。その結果、ほとんどの比較にて、非 IBD 患者より IBD 患者にてより低

いα多様性が見られたが、統計的有意性は認められなかった（Holm 法による補

正後 p 値＞0.05）。また、先行研究に基づいて、各サンプルにて、ファージ対宿

主比が 10 を超えたものを溶菌サイクルの溶原性ファージと定義し、それらを対

象とした比較を実施したが、上記と同じく、統計的有意性は認められなかった

（Holm 法による補正後 p 値＞0.05）（Waller, et al., 2014）。 

 

4.4.4 腸内微生物群集の組成は個人により大きく異なる 

 各サンプル間の腸内微生物群集の類似度を Bray-Curtis 非類似度に基づいて

評価し、可視化のため得られた類似度行列を UMAP により二次元の空間に投影

した（図 4-4）。その結果、溶原性ファージおよび細菌群集の組成は、個人によ

り大きく異なることが判明した（Adonis 検定；溶原性ファージ：効果量＝0.71、

p 値＜0.0001；細菌：効果量＝0.70、p 値＜0.0001）。なお、各サンプル間の溶菌

サイクルの溶原性ファージ群集の類似度に対する、Adonis 検定を用いた個人差

の影響の検証については、対象が検出できなかったサンプルが多くあったため

実行できなかった。さらに、同検定を用いて、これらの微生物の群集のサンプル
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間の類似度に対する疾患状態の影響についても検討したが、有意な差は認めら

れなかった（p 値>0.05）。 

 

 
 

図 4-4 各サンプル間の腸内細菌群集の類似度 

Bray-Curtis 非類似度に基づいて 各サンプル間の細菌（Bacteria）、溶原性ファージ

（Temperate bacteriophage）、溶菌サイクル途中の溶原性ファージ（Induced temperate 

bacteriophage）の類似度を測定し、可視化のため得られた類似度行列を UMAP により二次

元の空間に投影。本解析で使用したサンプルは次の通りである：24 人の活動期の CD 患者

に属す 87 サンプル、48 人の寛解期の CD 患者に属す 448 サンプル、17 人の状態不明（NA）

な CD 患者に属す 45 サンプル、9 人の活動期の UC 患者に属す 29 サンプル、29 人の寛解

期の UC 患者に属す 298 サンプル、7 人の状態不明（NA）な UC 患者に属す 21 サンプル、

26 人の非 IBD 患者に属す 362 サンプル。HBI スコアが不明な CD 患者を状態不明（NA）、

SCCAI スコアが不明な UC 患者を状態不明（NA）とした。本図は Nishiyama, et al., 2020

より転載†。 

  

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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4.4.5 疾患状態により頻度の異なる溶原性ファージおよび細菌の検出 

 IBD の病態に対する腸内微生物群集の役割をより詳細に理解するため、CD お

よび UC 患者と非 IBD 患者との間で溶原性ファージ（viral OTU）と細菌（MAG

クラスタ）の頻度の比較解析を実施した。この際、FDR 値<0.1 でかつ偽陽性の

リスクを低減するために方法「4.3.11」で定めた基準を満たすものを有意とした。

まず、CD 患者と非 IBD 患者の間の比較を行った結果、活動期の CD と非 IBD

患者の間で 182 個の viral OTU の頻度が、寛解期の CD と非 IBD 患者の間で

105 個の viral OTU の頻度が、有意に異なっていた（FDR 値<0.1）（図 4-5）。

さらに、細菌を対象とした比較では、活動期の CD と非 IBD 患者の間で 54 個

の MAG クラスタの頻度が、寛解期の CD と非 IBD 患者の間で 102 個の MAG

クラスタの頻度が、有意に異なっていた（FDR 値<0.1）（図 4-6）。これらの内、

CD患者にて、より多い頻度を示した MAG クラスタの大部分は、Dialister invisus

に属していた（活動期の CD にて 24 個の MAG クラスタが、寛解期の CD にて

24 個の MAG クラスタが該当）。また、CD 患者にて、より少ない頻度を示した

MAG クラスタの大部分は、Faecalibacterium prausnitzii に属していた（活動期

の CD にて 7 個の MAG クラスタが、寛解期の CD にて 20 個の MAG クラスタ

が該当）。興味深いことに、有意差を示した前述の viral OTU の内、2 例を除い

て、それらの宿主は、viral OTU とは異なり有意差を示さなかった。 

 次に、UC 患者と非 IBD 患者の間の比較を行った。この際、FDR 値<0.1 でか

つ偽陽性のリスクを低減するために方法「4.3.11」で定めた基準を満たすものを

有意とした。その結果、活動期の UC と非 IBD 患者の間で 145 個の viral OTU

の頻度が、寛解期の UC と非 IBD 患者の間で 126 個の viral OTU の頻度が有意
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に異なっていた（図 4-5）。さらに細菌を対象とした比較では、活動期の UC と

非 IBD 患者の間で 160 個の MAG クラスタの頻度が、寛解期の CD と非 IBD 患

者の間で 89 個の MAG クラスタの頻度が有意に異なっていた（FDR 値<0.1）

（図 4-6）。これらの内、活動期の UC 患者にて、より多い頻度を示した MAG

クラスタの大部分は、Clostridium spp.（21 個の MAG クラスタ）に属していた

一方で、活動期の UC 患者にてより少ない頻度を示した MAG クラスタの大部

分は、Alistipes spp.（28 個の MAG クラスタ）と Bacteroides spp.（58 個の MAG

クラスタ）に属していた。また、寛解期の UC 患者にて、より多い頻度を示した

MAG クラスタの大部分は、Bacteroides spp.（14 個の MAG クラスタ）と

Clostridium spp.（25 個の MAG クラスタ）に属していた。興味深いことに、viral 

OTU 0791、0838、0802、1592 は活動期の UC 群にてより多く検出されたのに

対し、これらの宿主にそれぞれ該当する MAG クラスタ 0358、0655、0655、2980

は逆の傾向（活動期の UC 群にてより少なく検出）を示した。これらの宿主は、

いずれも、善玉菌に属している：Bacteroides uniformis（MAG クラスタ 0358、

0655）、Bacteroides thetaiotaomicron（MAG クラスタ 2980）。これらと合わせ

て、活動期の UC と非 IBD との間で、96 個（66.2%）の viral OTU の宿主は統

計的に有意な同様の傾向を示さなかった。また寛解期のUCと非 IBD との間で、

111 個（88.1%）の viral OTU の宿主は統計的有意差を示さなかった。  
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図 4-5 各サンプル間にて有意な頻度差（FDR 値<1.0）を示した viral OTU の増減 

本解析では次のサンプルを使用した：24 人の活動期の CD 患者に属す 87 サンプル、48 人

の寛解期の CD 患者に属す 448 サンプル、9 人の活動期の UC 患者に属す 29 サンプル、29

人の寛解期の UC 患者に属す 298 サンプル、26 人の非 IBD 患者に属す 362 サンプル。本

図は Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

               

† 本表の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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図 4-6 各サンプル間にて有意な頻度差（FDR 値<1.0）を示した MAG クラスタの増減 

本解析では次のサンプルを使用した：24 人の活動期の CD 患者に属す 87 サンプル、48 人

の寛解期の CD 患者に属す 448 サンプル、9 人の活動期の UC 患者に属す 29 サンプル、29

人の寛解期の UC 患者に属す 298 サンプル、26 人の非 IBD 患者に属す 362 サンプル。本

図は Nishiyama, et al., 2020 より転載†。 

 

† 本図の使用は CC-BY ライセンスにより許諾されている。本ライセンスの内容は、

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/に掲示されている。 
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4.5 考察 

4.5.1 溶原性ファージはヒト腸内における細菌群集の生態に関与している 

 本研究では、溶原性ファージは、幅広い系統の細菌に感染することで、腸内細

菌の群集構造に影響を及ぼしている可能性を示した。ヒト腸内のウイルス群集

の大部分は未知であることが先行研究にて報告されているが、本研究において

も、28 個（1.56%）の viral OTU を除いて、ほぼ全ての溶原性ファージの属レ

ベルでの生物学的分類は不明であった（図 4-1A）（Norman, et al., 2015; Zuo, et 

al., 2019; Shkoporov, et al., 2019; Shkoporov, et al., 2018）。この問題に対処する

ため、メタゲノムから再構築した微生物ゲノム同士の配列比較により、宿主を割

り当てたところ、溶原性ファージは Actinobacteria 門、Bacteroidetes 門、

Firmicutes 門、Proteobacteria 門、および、Verrucomicrobia 門にわたる幅広い

系統の細菌に感染していることが分かった（図 4-2; 図 4-3A）。また、これらの

大多数（94.8%）の溶原性ファージの宿主範囲は、種または属レベルの狭い範囲

であることが分かった（図 4-3B）。ヒト腸内に加え、様々な環境から採取した溶

原性ファージを対象とした先行研究では、99%は種または属レベルの宿主範囲

を持つことが報告されており、前述の内容と類似している（Gao, et al., 2018）。 

 

4.5.2 IBD などの胃腸疾患患者の腸内における溶原性ファージの組成は個人に

より異なる 

 各サンプル間の腸内微生物群集の組成の類似度を評価した結果、IBD および

他の胃腸疾患患者の腸内における、溶原性ファージおよび、細菌の組成は、個人

により大きく異なることが分かった（図 4-4）。一方で、これらの群集の組成の
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ばらつきに対する疾患状態の影響は統計的に有意ではなかった。同様の傾向は、

同患者の腸内における、既知微生物種のみを対象とした IBDMDB の研究チーム

による解析でも報告されている（Lloyd-Price, et al., 2019）。しかし、異なる疾患

状態の間では、多数の微生物が有意差を示した。したがって、特にサンプル毎の

シークエンス量が多く、個人に固有な微生物が検出される際には、群集単位（マ

クロな視点）での解析に加え、個々の微生物の変動に着目することが、IBD の

病態に対する腸内微生物群集の影響を理解する上で重要だと考えられた。 

 

4.5.3 溶原性ファージは疾患状態に特異的な腸内微生物の群集構造の形成に関

与している 

 それぞれの疾患状態の間における、各溶原性ファージの頻度差と、それらの宿

主の頻度差を照らし合わせた結果、非 IBD患者と比較して活動期の UC患者で、

4 つの溶原性ファージ（viral OTU 0791、0838、0802、1592）が、より多く検

出されたのに対し、それらの宿主（B. uniformis：MAG クラスタ 0358 と 0655、

B. thetaiotaomicron：MAG クラスタ 2980）は、より少なく検出された（図 4-5; 

図 4-6）。興味深いことに、これらの宿主はいずれも、腸炎の抑制に働くことが、

実験的に証明されている。B. uniformis は、ヒト大腸がん細胞における、インタ

ーロイキン-8（炎症性サイトカインの一種）の産生を抑制することが報告されて

いる（Hiippala, et al., 2020）。B. thetaiotaomicron については、本細菌を大腸炎

モデルマウスに投与した結果、腸炎が抑制された（Delday, et al., 2019）。さらに、

無菌マウスに本細菌を投与した結果、腸管バリア機能の維持に有用なインター

ロイキン-6 の、腸管上皮内リンパ球による分泌量の上昇が誘導された（Kuhn, et 
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al., 2018）。上記と合わせて、活動期の UC vs. 非 IBD の比較で有意差を示した

96 個（66.2％）の viral OTU の宿主は統計的に有意な同様の傾向を示さなかっ

た（図 4-5; 図 4-6）。また、寛解期の UC vs. 非 IBD の比較では 111 個（88.1％）

の viral OTU の宿主は有意差を示さなかった（図 4-5; 図 4-6）。加えて、活動期

の CD vs. 非 IBD および寛解期の CD vs. 非 IBD の比較では、有意差を示した

viral OTU のうち２個を除き、その宿主は有意差を示さなかった（図 4-5; 図 4-

6）。シングルセル viral-tagging 法（Džunková, et al., 2019）などの実験科学的ア

プローチによる検証が必要なものの、これらの結果から、溶原性ファージは、宿

主の溶菌により、UC や CD などの疾患に特異的な腸内微生物の群集構造の形成

に関与している可能性が考えられる。 
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4.6 結論 

 本研究では、メタゲノムの塩基配列データから未知な微生物のゲノムをも再

構築することで、IBD などの腸疾患患者の腸内における溶原性ファージと細菌

との関係を調査した。その結果、これまでの予想よりさらに幅広い系統の細菌が

溶原性ファージに感染していることが示唆された。さらに、非 IBD 患者と比較

して、活動期の UC 患者にて、腸炎の抑制に有用な善玉菌である B. uniformis と

B. thetaiotaomicron がより少なく検出されたのに対し、それらに感染している

溶原性ファージはより多く検出された。本研究ではインテグラーゼ遺伝子の有

無やファージ対宿主比により増殖能を保持した溶原性ファージだと推定された

ものに焦点を絞って解析したが、個々の微生物のゲノムを解読することのでき

るシングルセルゲノム解析技術の発達・応用により、ヒト腸内に潜む未知のファ

ージが今後さらに多く発見されることが期待される。また、今後、他の研究に役

立つことを期待し、本研究の過程で構築した膨大な数の溶原性ファージと細菌

のゲノム配列を所属研究室の ftp サイト（ftp://ftp.genome.jp/pub/db/community/ibd-

phage）にて公開した。これらのゲノム配列の具体的な活用例として、他の研究

で得られたゲノム配列との比較による腸内微生物ゲノムカタログの作成・拡充

や、他の疾患で得られた腸内微生物群集のゲノム配列との比較などが挙げられ

る。 
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５章 総括 

 

腸内微生物群集の研究は、1680 年代に Leeuwenhoek が顕微鏡で自身の便か

ら細菌を発見したことから始まった。その後、純粋培養法が 1881 年に Koch に

より確立され、腸内から多種多様な微生物が分離された。そして、サンガー法に

基づいたシークエンシング技術が 1977 年に開発されたことで、培養などによる

分離を経ずに微生物のゲノム配列を解読することが可能になった。さらに、次世

代シークエンサーなどに代表されるシークエンシング技術の開発により、大量

のメタゲノム配列を網羅的にかつ効率的に解読することが可能となった。こう

したゲノム配列の解読技術の発展により、ヒト腸内微生物群集の全体像が 2006

年に初めて解明された（Gill, et al., 2006）。その後、IBD、慢性膵炎、２型糖尿

病などの様々な疾患で腸内における微生物の群集構造が健康状態のものから大

きく異なることが発見され、現在ではヒトの健康維持に腸内微生物群集が大き

く関わっていると考えられている（Qin, et al., 2010; Human Microbiome Project 

Consortium, 2012; Qin, et al., 2012; Jandhyala, et al., 2017）。 

本研究では、筆者は、近畿大学医学部附属病院消化器内科との共同研究や単独

研究を通じ、塩基配列の大規模データを情報科学技術の活用により紐解くこと

で、腸内環境の恒常性維持や疾患の改善・増悪に関係する腸内微生物群集の特徴

を抽出した。具体的には、2 章では、パンクレリパーゼを投与したマウスの腸内

細菌群集の 16S rRNA アンプリコン解析により、本薬剤は既知の機序に加え、A. 

muciniphila などの腸内粘膜の保護に有用な善玉菌を増やすことで効果を発揮す

る可能性を提示した。3 章では、大腸炎が増悪したガンキリンノックアウトマウ
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スの腸内細菌群集を 16S rRNA アンプリコン解析により調べることで、ガンキ

リンはがんタンパク質である一方で、腸内細菌群集の制御因子として大腸炎の

増悪を招く H. japonicum などの悪玉菌を抑制する役目を持つ可能性を示唆した。

そして、4 章では、IBD 患者などの腸内微生物群集から作成された WMGS 解析

データを基に細菌・ウイルスゲノムを再構築した。これにより、溶原性ファージ

が幅広い系統の細菌に感染していることを突き止め、これらは活動期の UC で

は、善玉菌を溶菌することで病状の持続または悪化に寄与している可能性を示

した。 

上記の研究を通じ、筆者は、次世代シークエンサーから得られた膨大な塩基

配列情報から解読した知見を、実験を通して得られた微生物に関する既存の知

見と照らし合わせることで、ヒトの健康維持に対する腸内微生物群集の役割に

ついて新たな知見を導き出した。ヒトと腸内微生物群集をとりまく現象は複雑

であり、個別の微生物が具体的にどのような機序でヒトの健康状態へ影響して

いるのか調べることには限界があるため、網羅的な微生物群集のゲノム配列の

解析などにより、数多くの候補から研究対象の現象に関わっている可能性のあ

る微生物を抽出する必要がある。本研究を通じて筆者が膨大な塩基配列の情報

から抽出した腸内微生物群集の特徴が、それぞれの現象の原因または結果とし

て断定するためにはさらに多くの検証を要するものの、これらの知見は今後、

個別の腸内微生物がヒトの健康に影響を与える仕組みの解明への糸口となると

期待される。 
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