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要  旨 

【背景と目的】炎症性腸疾患 (IBD)は，腹痛，下痢，下血を主症状として，比較的若

年者に生じる慢性炎症性疾患である．クローン病（Crohn’s disease; CD），潰瘍性大

腸炎（Ulcerative colitis; UC）に大別され，CDは口腔から肛門まで全消化管に全層性

炎症を生じ，UCでは大腸粘膜に炎症を生じる．世界全体で症例数は増加傾向であ
り，以前は稀であったアジアでも近年患者数は急速に増加している．本邦の厚生労働

省難治性疾患克服事業の特定疾患に指定され，その登録者数は増加しており，CDで

4万人，UCで 17万人を越え，UCについては米国に次いで世界第 2位となった．

IBDの病態は未だ原因不明であり，治療に難渋することも多い．IBDの確定的な病

因・病態はいまだ明らかとなっていないが，遺伝的素因を背景として腸内環境，すな

わち腸内細菌叢と腸管免疫が関連すると考えられており，腸内細菌叢では占有率や多

様性が変化する dysbiosisが，腸管免疫では Paneth細胞が深く関わっていることが知

られている．Paneth細胞は小腸陰窩基底部に存在し，感染刺激に反応して抗菌ペプチ

ドなどを放出する腸管自然免疫のキープレーヤーである．また，Paneth細胞では多く

のCD感受性遺伝子が発現し，その遺伝子変異と Paneth細胞の顆粒形態との関係が

報告された．CD患者組織中では，顆粒形態異常を伴う Paneth細胞異型が存在するこ

と，殺菌活性の大部分を占める抗菌ペプチド，α-defensinをコードするmRNA発現
が低下していること，Paneth細胞異型の割合が再手術率と相関することなどが報告さ

れており，CDにおける Paneth細胞の重要性が示唆されている．しかし，Paneth細胞

の異常は腸管炎症の波及による二次的変化であるという報告も認められ，その評価は

未だ定まっていない．一方，UC患者と Paneth細胞との関連については既報が少な

く，詳細は未だ不明である．本研究の目的は，生検検体を用いた Paneth細胞の顆粒

径の測定が，病理学的評価として利用可能かを検証するとともに，同時に同一患者か

ら採取した便検体で腸内細菌 16S rRNA解析を行うことによって，炎症性腸疾患にお

ける Paneth細胞と腸内細菌叢の関係を明らかにすることである．  

【対象と方法】北海道大学病院で診療中の CD患者，UC患者 20例ずつを対象とし，

内視鏡生検検体，便検体を採取した．また，Control群として，ボランティア 20名よ

り便検体を採取すると共に，非 IBD20名の内視鏡生検検体を用いた．内視鏡生検検体

はHE染色およびHD5 (Human defensin 5)免疫染色を用いて，顆粒に注目して Paneth細
胞の形態について病理学的評価を行い，便検体は腸内細菌 16S rRNA解析を行った． 
【結果】HE 染⾊では CD 群は，Control 群および UC 群に⽐べて Paneth 細胞の顆粒径
が有意に短縮し，さらに，Paneth 細胞の異型細胞割合が有意に多かった．HD5 免疫
染⾊では Paneth 細胞顆粒特異的に染⾊され，Paneth 細胞中の顆粒が占める割合は CD

群で有意に低下しており，HE 染⾊での評価と相関が認められた． 
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CD 群の腸内細菌叢は Control 群に⽐べ α多様性が有意に低下し，また β多様性で類
似度が低い dysbiosis を認めた．また，Firmicutes，Clostridiales，Ruminococcae，
Faecalibacteriumが有意に減少し，Proteobacteria，Gammaproteobacteria，
Enterobacteriaceae，Bacteroidesが増加していた．⼀⽅，UC 群では Control 群に⽐べて
β多様性で類似性が低下していた．また，Clostridiales，Lachnospiraceae，
Faecaribacterium，Coprococcusが有意に減少し，Bacilli，Lactobacillales が有意に増加
していた．CD 群では，Paneth 細胞の顆粒径と Clostridiales の占有率に有意な正の相
関を認めた．UC では Paneth 細胞の形態と腸内細菌叢に相関を認めなかった． 

【考察】「評価可能な Paneth 細胞」の基準を設けて，HE 染⾊した⽣検検体で顆粒径
の測定を⾏うことによって，Paneth 細胞の顆粒径が CD 群で有意に⼩さいという形態
変化を⾒出だした．また，CD 群では，Paneth 細胞の異型割合が⾼いという既報と同
様の結果が得られた．UC では，病理学的評価において Control 群と有意差を認めな
かった．HD5 免疫染⾊では，Paneth 細胞中の顆粒が占める⾯積割合において，CD 群
では有意に⼩さくなっており，HE 染⾊のものと相関が得られた．本研究で，CD

群，UC 群では，Control 群と⽐較して細菌の多様性と占有率が変化する dysbiosis が
⽣じていた．CD 群ではα多様性が低下し，また，Firmicutes，Clostridiales，
Ruminococcaceae，Faecalibacterium の占有率が低下，Proteobacteria，
Gammaproteobacteria，Enterobacteriaceae，Bacteroides の占有率が上昇しており，少数
の⽇本⼈の解析において既報と同様の結果が得られたことは有意な所⾒である．UC

群で占有率が低下していた Lachnospiraceae，Faecaribacterium，Coprococcus，上昇し
ていた Bacilli，Lactobacillales は UC において既報と同様の結果が得られた． 本研究
で⽰した UC での Clostridiales の占有率についてはこれまで報告はなかった．CD, UC

ともに低下していた Clostridiales は regulatory T-cell (Treg)の誘導に重要であることが
知られており，IBD の病態に影響を与えている可能性が考えられた．さらに，占有率
が減少していた Ruminococcaceae，および，Faecaribacterium は Clostridium cluster IV

に所属し，酪酸を産⽣し，Coprococcus は Clostridium cluster XIVa に所属しており，
上記同様 Treg を誘導することが報告されている．IBD では，このような腸管炎症の
改善に寄与する細菌が減少していることが強く⽰唆された．本研究で，CD 群におい
て Paneth 細胞の顆粒径と dysbiosis との間に相関関係を初めて⽰したことは，CD に
おいて Paneth 細胞と腸内細菌叢が強く関連していることを⽰唆している．本研究で
は，CD 群で⽣検検体中の Paneth 細胞顆粒径が短縮すると Clostridiales の占有率が低
下し，また，Shannon index，Simpson index が低下するという相関傾向を⽰し，Paneth

細胞の形態異常と dysbiosis の関係が初めて明らかとなった．Paneth 細胞は顆粒中に
α-defensin を有し腸内細菌叢と密接な関係が知られている．また，CD 感受性遺伝⼦
である XBP1や ATG16L1の変異が Paneth 細胞の形態異常を⽣じることが報告されて
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いる．さらに，IBD 以外の疾患，肥満, 虚⾎再還流モデル, 移植⽚対宿主病 (graft-

versus-host disease)などにおいて，Paneth 細胞の異常が腸内細菌叢の破綻，つまり
dysbiosis を⽣じることがコンセンサスとなってきている. 本研究で認められた Paneth

細胞の形態異常が抗菌ペプチド合成不全を引き起こし，その結果として腸内細菌叢の
多様性低下および Treg 誘導性細菌群減少という dysbiosis が⽣じたのではないかと推
測している．このメカニズムを究明するためには，さらなる解析が必要である．⼀
⽅，UC 群では，dysbiosis を認めたが，Paneth 細胞の形態に相関関係を認めなかっ
た．このことは，UC では Paneth 細胞の形態異常以外に dysbiosis に寄与する主な要
因があり，dysbiosis の原因が CD と異なる可能性が考えられた． 

【結論】本研究では，CD 群，UC 群ともに dysbiosis を認めたが，CD 群でのみ
Paneth 細胞の顆粒形態異常を認め，その異常は dysbiosis と相関していた．このこと
により，CD において Paneth 細胞が病態に強く関与していることが確認された．今
後，さらに症例を集積して病型，疾患活動性，治療効果などと⽐較検討することで，
Paneth 細胞の形態評価による CD の簡便な経時的病勢把握を⾏える可能性がある．ま
た，IBD には CD か UC か診断困難な症例もあるが，Paneth 細胞の形態評価を⾏うこ
とで，診断の⼀助となり，IBD 診療への貢献が期待できる．
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略 語 表 

本⽂中および図中で使⽤した略語は以下のとおりである． 

5-ASA     ：5-aminosalicylic acid 

6-MP      ：6-mercaptopurine 

ANOVA   ：analysis of variance 

ATG16L1  ：autophagy-related 16-like 1 

AZA      ：azathioprine 

CAI       ：clinical activity index 

CD        ：Crohn’s disease 

CDAI      ：Crohn’s disease activity index  

DAB       ：diamino benzidine 

DNA      ：deoxyribonucleic acid 

HD5       ：human defensin 5 

HE        ：hematoxylin and eosin 

IBD       ：inflammatory bowel disease 

LefSe      ：linear discriminant analysis effect size  

NOD2     ：nucleotide-binding and oligomerization domain 2 

OUT       ：operational taxonomic units 

PBS       ：phosphate-buffered saline 

PCR       ：polymerase chain reaction 

PE         ：phycoerythrin 

rRNA      ：ribosomal ribonucleic acid 

TNF       ：tumor necrosis factor 

Treg       ：regulatory T cell 

UC        ：Ulcerative colitis 

XBP       ：X-box binding protein 
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緒  ⾔ 

	 炎症性腸疾患 (Inflammatory bowel disease; IBD)には，主にクローン病（Crohn’s 

disease; CD），潰瘍性大腸炎（Ulcerative colitis; UC）に大別される． 

	 CDは下痢や腹痛，発熱を主症状として，20歳代から 40歳代の若年者に好発する

慢性炎症性腸疾患である．病変は，主に小腸や大腸を中心に全消化管に非連続性病変

を生じ，縦走潰瘍や，敷石像など特徴的な潰瘍病変，腸管狭窄，瘻孔を呈する 

(Torres et al., 2017)．未だ原因不明な疾患であるため治療に難渋することが多く，本邦

の厚生労働省難治性疾患克服研究事業の特定疾患に指定されている．その患者登録数

は現在 4万人を超えている (Ueno et al., 2017)．また，以前はアジアでは稀な疾患であ

ったが，欧米のみでなくアジアでも近年患者数は急速に増加している (Prideaux et al., 

2012)． 

	 UCは下痢，粘血便を主症状とし，30歳代から 40歳代に好発する慢性炎症性腸疾

患である．一般的に直腸から発症し，連続して全大腸に進展する粘膜障害を認め，病

勢の進行によって消化管出血や潰瘍病変を認めるようになる (Ungaro et al., 2017) ．

CDと同様に，各種治療法が開発されているものの，未だ原因不明な疾患であるため

治療に難渋することが多い．本邦の厚生労働省難治性疾患克服研究事業の特定疾患に

指定され，その患者登録数は約 17万人を超えており (Ueno et al., 2017)，米国につい
て世界第２位となるまで増加している（図 1）．  

 

 
図 1: 本邦における CD 患者，UC 患者の医療受給者証交付件数の推移 

CD，UC の特定疾患登録者証所持者数は増加傾向となっている（公益財団法⼈難病
医学研究財団難病情報センターホームページ）. 

 

	 IBDの確定的な病因・病態はいまだ明らかとなっていないが，遺伝的素因を背景と

して腸内環境，すなわち腸内細菌叢と腸管自然免疫が関連すると考えられている

(Shouval and Rufo, 2017; Wehkamp and Stange, 2010) (図 2)．  

[����
] [�����	][�] [�]
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図 2: IBDの発症因子 

炎症性腸疾患は遺伝子，環境因子，腸内細菌叢，免疫因子など多因子が発症に関わ

ると考えられている(Shouval	and	Rufo,	2017).	

 

	 IBDの発症には特定の菌種が関与しているという報告もあるが(Chiodini et al., 1984; 

Darfeuille-Michaud et al., 1998; Matsuda et al., 2000; Ohkusa et al., 2002; Roediger et al., 

1993; Strauss et al., 2011; Swidsinski et al., 2002)，腸内細菌の占有率や多様性が変化する

dysbiosisが大きく関与すると考えられている(Manichanh et al., 2012; Sartor and 

Mazmanian, 2012)．腸管免疫には，腸上皮細胞間タイトジャンクションによる物理的

防御機構，自然リンパ球による腸上皮細胞の活性機構，腸上皮細胞の抗菌ペプチドに

よる殺菌，粘液による防御機構などに代表される自然免疫がある(Brown et al., 2013)．

その中で，腸上皮細胞の一系統である Paneth細胞が腸内細菌叢に深く関わっている

ことが知られている(Nakamura et al., 2016)．Paneth細胞は小腸陰窩基底部に存在する

粘膜上皮細胞であり，α-defensinやリゾチームなど抗菌物質を多く含むエオジン好性
の顆粒を有し，感染刺激に反応して抗菌ペプチドなどを放出する腸管自然免疫のキー

プレーヤーである(Ayabe et al., 2000; Ouellette, 2010)．なかでもα-defensinは小腸内腔

に分泌され，腸内細菌叢の組成を制御していることが知られている(Hayase et al., 

2017)．また，Paneth細胞では細菌抗原認識に関わるNOD2，オートファジーに関わ

る ATG16L1，粗面小胞体ストレス応答に関わる XBP1などのCD感受性遺伝子が発現

rections with respect to which pediatric population exhibited the
highest increase. Data from Canada indicate that the most signifi-
cant increase between 1999 and 2010 in IBD incidence was ob-
served in children younger than 5 years.16 Other reports from North-
ern France14 and Texas17 indicate that the overall change in IBD
incidence was driven primarily from an increase in children aged 6
to 16 years or older than 10 years, respectively.

This rapidly changing epidemiology of IBD strongly suggests that
environmental factors are playing a critical role in the development
of these disorders and in the modulation of disease phenotypes
over time (Figure 2). Many researchers are now referring to the
exposome,18 a term that encompasses the composite of accumu-
lated environmental exposures, starting in utero and continuing
through childhood and into adulthood. This aggregate exposome
probably shapes the likelihood of developing a broad spectrum of
acquired and autoimmune diseases including celiac disease, rheu-
matoid arthritis, diabetes, and IBD.19 Understanding different fac-
tors in the exposome can not only improve our understanding of IBD
pathogenesis but also provide us with the rationale to develop di-
etary, lifestyle, and pharmacologic interventions that will enable us
to reduce the incidence and to improve the clinical course of chil-
dren and adults with these diseases. In this review, we will describe
what is currently understood about the environmental factors that
underpin the increasing risk of developing IBD and discuss how dif-
ferent interventions in childhood might reduce these risks.

Microbiome: the Link Between Environment
and IBD Risk
The gastrointestinal tract is colonized with trillions of bacteria that
form a diverse and complex ecosystem, typically referred to as the
intestinal microbiome. The application of advanced sequencing plat-
forms has facilitated deep characterization of the intestinal micro-

biome in health and disease. It is clear that luminal bacteria in the
intestine play important roles in metabolism, immune cell develop-
ment, epithelial cell integrity, motility, and prevention of coloniza-
tion by pathogenic strains.20 Existing data suggest that the micro-
biome evolves in the first years of life, reaches stability around 3 to
4 years of age, and displays remarkable resilience to subsequent
perturbations.

Microbial dysbiosis, characterized primarily by a decrease in the
diversity of the intestinal microbiome, has been consistently observed
in patients with IBD. To date, it remains unclear whether this change
in the microflora represents a cause or effect of the underlying inflam-
mation observed in these patients (or both).20 Specific strains of bac-
teria, including proteobacteria, adherent invasive Escherichia coli, and
fusobacterium, that can manifest proinflammatory properties have
been shown to be increased in the gut of patients with IBD; in contrast,
bacteria that can elicit anti-inflammatory responses, such as Clostridia
species and Faecalibacterium prausnitzii, are decreased.20,21 Inter-
estingly, antibiotics that are commonly used as adjunctive therapy
in patients with CD can increase microbial dysbiosis.21,22 Moreover,
the dysbiosis observed in patients with IBD does not appear to be
limited to bacteria, and data have demonstrated marked altera-
tions in the intestinal fungal microbiota23 and viral composition24

of these patients.

Figure 1. The Pathogenesis of Inflammatory Bowel Diseases
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Figure 2. Environmental Factors That Modulate the Risk of Developing
Inflammatory Bowel Diseases
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し，その遺伝子変異と Paneth細胞の顆粒形態との関係が報告された (Cadwell et al., 

2008; Hugot et al., 2001; Kaser et al., 2008; Ogura et al., 2001)．CD患者組織中では，顆粒

形態異常を伴う Paneth細胞が存在し，α-defensinをコードするmRNA発現が低下し

ていること (Wehkamp et al., 2005)，Paneth細胞異型の割合が再手術率と相関すること

などが報告されており (Liu et al., 2017; VanDussen et al., 2014)，CDにおける Paneth細

胞の重要性が示唆されている(Liu et al., 2016)．しかし，Paneth細胞の異常は腸管炎症
の波及による二次的変化であるという報告も認められ (Simmonds et al., 2014)，その

評価は未だ定まっていない．一方，UC患者と Paneth細胞との関連については，結腸

手術検体で異所性 Paneth細胞が出現することが報告されているが (Zilbauer et al., 

2011)，詳細は未だ不明である．  

	 本研究の目的は，生検検体を用いた Paneth細胞の顆粒径の測定が病理学的評価と

して臨床的に利用可能かを検証するとともに，同時に同一患者から採取した便検体で

腸内細菌 16S rRNA解析を行うことによって，炎症性腸疾患における Paneth細胞と腸

内細菌叢の関係を明らかにすることである．   
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⽅ 法 

1. 対象と検体採取⽅法 

 北海道⼤学病院で診療中の CD 患者，UC 患者とした．各症例は，「厚生労働省難
治性疾患等研究事業『難治性炎症性腸管障害に関する治療研究』（鈴木班）：潰瘍性

大腸炎・クローン病	 診断基準・治療指針」の診断基準を満たし，文書を用いた十分

な説明を受けた後，同意が得られる症例とした．除外基準として，小腸・大腸に広範

な切除歴があること，抗生剤を投与されていることを設けた．各 20 例ずつを対象と
した (表 1)． 

 

表 1: 各群の背景 

 
 

表 2: CDAI 
1. 過去１週間の水様または泥状便の回数 ×2 = *1 

2. 過去１週間の腹痛評価の合計 

（下記スコアで腹痛の状態を毎日評価し、7 日分を合計する） 

0=なし、1=軽度、2=中等度、3=高度 

×5 = *2 

3. 過去１週間の一般状態評価の合計 

（下記スコアで一般状態を毎日評価し 7 日分を合計する） 

0=良好、1=やや不良、2=不良、3=かなり不良、4=極めて不良  

×7 = *3 

Control� "#� $"�

��� 20 20 20
���� �)%('&� 35.3 (23-46) 30.2 (14-68) 34.3 (15-76)
��� 13 / 7 12 / 8 8 / 12
��CDAI �)%('&� � 107.1 (15-265) �

��CAI �)%('&� � � 4.4 (0-14)
CD*-0,.+1/�� (%)
	���	���� � 7 (35) / ����! � �

UC*-0,.+1/�� �2�

������
����� � � 19 (95) / ��� �
��� (%)
5-ASA/SASP � 14 (70) 12 (60)
Prednisolone � 0 (0) 1 (5)
AZA/6MP � 5 (25) 9 (45)
anti TNFa antibody � 14 (70) 8 (40)
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4. クローン病に起因すると推定される症状または所見 

1) 関節炎または関節痛 

2） 皮膚または口腔内病変（壊疽性膿皮症または結節性紅斑など） 

3） 虹彩炎またはブドウ膜炎  

4） 裂肛、痔瘻または肛門周囲腫瘍  

5） その他の瘻孔 

6） 過去１週間 100°F（37.8℃）を超える発熱 

×20 = *4 

5. 下痢に対するロペミンまたはオピアトの服用  

0＝なし、1＝あり 

×30 = *5 

6. 腹部腫瘤 

0＝なし、2＝疑いあり、5＝あり  

×10 = *6 

7. ヘマトクリット： 

男（47－ヘマトクリット値） 

女（42－ヘマトクリット値） 

×6 = *7 

8. 体重： 

100×（1－体重/標準体重）  

= *8 

CDAI = *1 + *2 + *3 + *4 + *5 + *6 + *7 + *8 

 

表 3: CAI 

 

1. 一日の排便回数 スコア 4. 評価者による症状に関する一般状態 スコア 

0-2 0 きわめて良好 0 

3-4 1 良好 1 

5-6 2 良い 2 

7-9 3 普通 3 

10以上 4 不良 4 

2. 血便頻度 スコア 5. 腹部の圧痛 スコア 

0% 0 なし 0 

1-50 % 1 軽度，限局 1 

50-99 % 2 軽度，中等範囲 2 

100 % 3 高度，反跳痛 3 

3. 腹痛/腹痙攣 スコア 6. 夜間排便，失禁，止痢剤の使用 スコア 

なし 0 あり 各1 

軽度 1 なし 0 

中等度 2   

高度 3   

CAI = 1. + 2. + 3. + 4. + 5. + 6. 
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 被験者は下部消化管内視鏡検査時に Step Biopsy として，回腸末端の⾁眼的正常部
位から⽣検鉗⼦ (FB-230U, OLYMPUS, Tokyo, Japan)を⽤いて⽣検検体を２⽚採取
した．採取した検体は直ちにホルマリン固定し，薄切を⾏った後に HE 染⾊を⾏っ
た．CD 群では 20 例に内視鏡下⽣検を⾏い，UC 群では緊急⼿術となった 2 例を除
き，18 例に内視鏡下⽣検を⾏い評価した．Control 群として北海道⼤学病院病理部に
保存されている⼩腸疾患がなく炎症性腸疾患ではない患者 20 例の⼩腸⽣検検体を利
⽤した． 
 また，内視鏡前処置として腸管洗浄剤を服⽤させた際に，最初に排出される便の⼀
部を，採便シート，滅菌ヘラを⽤いて密閉容器に採取した．採取した便検体は-30℃フ
リーザーで冷凍保存した．⼗分な検体量が得られた CD 群 19 例，UC 群 7 例の便検
体を利⽤した．Control 群として，問診で既往歴のない健常ボランティア20 名を募り，
排便時に便検体を上記の⽅法で採取した． 
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2. Paneth 細胞の形態評価 

2-1. HE 染⾊ 

 ⽣検検体を 40 g/l formaldehyde saline (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)で
固定，paraffin で包埋した．薄切し 5 µm 厚の切⽚を作成した． 

	 HE	(Wako Pure Chemical Industries)で染色された内視鏡生検検体中の観察可能な

Paneth細胞を評価した．ただし，生検検体中の Paneth細胞は検体の薄切の影響を受
けるため，評価可能な Paneth細胞として，①: Paneth細胞が基底膜と接しているこ

と，②: Paneth細胞が管腔と接していること，③: Paneth細胞の核が明瞭に観察できる

こと，④: Paneth細胞の細胞膜を明瞭に観察できること，⑤: Paneth細胞の隣接する細

胞の核を観察できることという 5つの基準を設け，それら全てを満たす Paneth細胞

を評価対象とした (図 3)． 

 

 

図 3: 評価可能な Paneth細胞の５つの基準 

①: Paneth細胞が基底膜と接していること，②: Paneth細胞が管腔と接しているこ

と，③: Paneth細胞の核が明瞭に観察できること，④: Paneth細胞の細胞膜を明瞭に

観察できること，⑤: Paneth細胞の隣接する細胞の核を観察できること 

 
プレパラートを光学顕微鏡（DP21, OLYMPUS, Tokyo, Japan）を⽤いて，1000

倍の倍率で観察を⾏った．評価可能な Paneth 細胞を観察し，正常細胞数，異型細胞
数をカウントした．異型細胞については Cadwell らの分類を踏襲し，正常な細胞を
D0，異常のある顆粒を有する細胞を D1，顆粒が 10 個の以下の細胞を D2，顆粒形
態が不明瞭な細胞を D3 とした (Cadwell et al., 2008) (図 4)．異型細胞数を評価可能
な Paneth 細胞数で割った値 ((D1+D2+D3/(D0+D1+D2+D3)*100)を，1 症例の

①

②

③

④

⑤⑤
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Paneth 細胞異型割合とした． 
 

 

 
図 4: Paneth細胞の異型細胞の分類	

D0: 正常な細胞，D1: 異常のある顆粒を含む細胞，D2: 顆粒が 10個以下の細胞，

D3: 顆粒形態が不明瞭な細胞と定義された．スケールバーは5	µmを示す. 

 

	 また，画像解析ソフト (WinROOF Version 5, Mitani Corporation, Fukui, Japan)を用い

て，Paneth細胞顆粒の近似円の直径を求め，顆粒径とした．評価可能な Paneth細胞

中に含まれる全顆粒を測定し，その顆粒径の平均値をとることで，1症例の代表値と
した． 

 

2-2. HD5 免疫染色 

	 パラフィン包埋切片を 100% キシレンに 5分間 3回浸漬することにより脱パラフ

ィンし，100%，100%，95%，80%，70%，50%エタノールに順次各 3分間浸漬した

のち精製水に 3分間 2回浸漬することにより親水化した．その後，抗原賦活化液 

pH9  (Nichirei, Tokyo, Japan)に浸漬し，オートクレーブで加圧加熱処理 (105℃，20

分)により抗原賦活化を行った．次に，3％過酸化水素処理（室温，15分間）にて内

因性ペルオキシダーゼ除去し，5%ヤギ血清 (Sigama-Aldrich, St. Louis, MO, USA)でブ

ロッキング処理（室温, 30分間）後，自然免疫教室で樹立したラビットモノクローナ

ル抗HD-5抗体 (No.3)を 0.1μg/mLの濃度で一次抗体反応（4℃，一晩）を行った．

次にヒストファインシンプルステインMAX-PO(R)  (Nichirei, Tokyo, Japan)を反応 
(室温，30分間)させ, その後, DAB基質 (Nichirei, Tokyo, Japan)により発色・検出し

た． 最後に，脱水･透徹処理を行い，マリノール (Muto pure chemicals, Tokyo, Japan)

にて切片を封入した． 

	 得られた標本は，HE染色と同様に評価可能な Paneth細胞を選別し，細胞中に染色

された顆粒が占める面積の割合を測定した ((細胞中の染色された面積) / (細胞の面

D0 D1 D2 D3
(Scale	bars:	5	μm.)
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積)*100)．その平均値を求め，1症例の代表値とした． 
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3. 腸内細菌叢解析⽅法 

 採取した便検体 200 mg より，QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN, 
Hilgen, Germany)を⽤いて genomic DNA を抽出した．抽出した DNA の濃度を，
260nm の吸光度を元に吸光光度計 (Nanodrop 2000 spectrometer, Thermofischer 
scientific, Walthman, MA, USA)を⽤いて測定した． 
	 抽出したDNAより，ユニバーサルプライマーセット (Bakt 341F; 5-
cctacgggnggcwgcag, Bakt 805R; 5-gactachvgggtatctaatcc)を用いて 16S rDNAのV3-V4領

域を増幅した(Herlemann et al., 2011)．PCR反応は 12.5 ngのDNA, 200 nMの各プライ

マー，1x KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA)を含む

25 µLの反応液に対し, 95℃3分および 95℃30秒，55℃30秒，72℃30秒の 25サイク

ル, 72℃5分の条件で行った．その後, PCR産物を磁気ビーズ (AMPure XP beads, 

Beckman Coulter, Brea, CA, USA)を用いて精製した．精製した PCR産物に対して，3’

および 5’末端に 8 bpのバーコード配列を含むシーケンスアダプター (Nextera XT 

Index Kit v2 Set B, Illumina, San Diego, CA, USA)を付加した．PCR反応は, 5 µLの PCR

産物, 5 μLの各プライマー，1 x KAPA HiFi HotStart ReadyMixを含む 50 µLの反応液

に対して，95℃3分，および 95℃30秒，55℃30秒，72℃30秒の 8サイクル, 72℃5分

の条件で行った．各増幅産物を磁気ビーズを用いて精製した後, その濃度を蛍光光度

計 (Qubit dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて定量し, 4 nMに
調製した．各増幅産物溶液を 4 µLずつ混合し, amplicon libraryを作製した．その後, 

libraryの濃度を定量 PCRにより測定し (KAPA Library Quantification Kit Lightcycler 480 

qPCR Mix, Kapa Biosystems), 4 pMに調製した．その後，5%の control library (PhiX 

Control v3, Illumina) を添加した後,  MiSeq 600-cycle v3 kit (Illumina)を用いてシークエ

ンスを行った． 

	 シークエンス後に得られた Illumina pair-end reads FASTQ fileからのOperational 

taxonomic unit (OTU) 分類および多様性の解析は，QIIME (version 1.9.1)のパイプライ

ンを用いて行った(Caporaso et al., 2010)．アダプターシーケンスと低品質塩基のトリ

ミングはBBtoolsパッケージ (http://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/)に含まれる
BBDukを用いて, pair-end配列のアセンブリはBBmergeを用いて行った．また，キ

メラ配列の除去はUCHIMEを用いて行った (Edgar et al., 2011)．OTUの分類には

UCLUSTを用い，Greengenesデータベース (ver. 13_8)上の reference配列に対する相
同性が 97%以上のOTUを，門，綱，目，科および属の 5つの階層に分類した．群間

の比較として LefSe解析を行った．これは，菌の占有率から線形判別分析を行い，そ

れぞれの群に寄与度の高い菌を求める方法である．また，腸内細菌叢のα多様性とβ

多様性を解析した．α多様性指数として Shannon indexおよび Simpson indexを用い

た．これらは，種の数，比率に基づいており，両者とも indexが高いほど多様性が高
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いこと意味する．β多様性の解析として unweighted UniFrac distanceを用いて行っ

た．これは系統学的に個々間の比較を行い，distanceが大きいほど類似性が低いこと

を意味する． 

 
4. 統計的解析 

	 得られたデータについて，統計解析ソフト (Graphpad PRISM5.0, GraphPad software 
Inc, San Diego, USA)を用いて統計解析を行った．3群比較の際にはOne way-ANOVA

検定および事後検定として Turkey’s multiple analysisを行った．相関解析として, 

Pearson’s correlation coefficients testを行った．95%信頼区間として，P値が 0.05未満を

統計学的有意差とした． 

 
5. 倫理指針 

	 本研究は，「ヘルシンキ宣言（2013年 10月修正）」および「人を対象とする医学

系研究に関する倫理指針（平成 26年文部科学省・厚生労働省告示第3号）」を遵守

し研究プロトコルが作成された．作成された研究計画は，北海道大学病院自主臨床研

究事務局で審査され，病院長の承認が得られ	(No.016-0192)，対象者からは書面によ

る同意を得た．	
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結 果 

1. CD 群では Paneth 細胞の顆粒径が有意に短縮していた. 

	 生検検体のHE染色において，Control群ではエオジン好性の顆粒をもつ Paneth細

胞を認め，Paneth細胞中の顆粒はエオジンで均等に染色され，明瞭に確認された．一

方，CD群ではエオジンに染まる顆粒が確認されるものの，顆粒は明らかに縮小し，
大小不同が認められた．UC群ではControl群と比べて，顆粒形態に大きな違いは認

めなかった (図 5)． 

 

 

図 5: 各群検体のHE染色における Paneth細胞の代表像 

複数視野における Paneth細胞の代表例を示した．スケールバーは 5 µmを示す. 

Control

CD

UC
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評価可能な Paneth細胞は，Control群で 23.8±15.0個，CD群で 19.2±4.9個，UC群

で 18.1±4.7個認めた (P = 0.19)．Paneth細胞の顆粒径を計測するとControl群で 1.33

±0.09μm，CD群で 1.17±0.11μm，UC群で 1.29±0.13μm であり，CD群は

Control群およびUC群に比較して顆粒径が有意に短縮していた (vs. Control群: P = 

0.0005，vs. UC群: P = 0.0139) ．UC群の顆粒径は，Control群と有意差を認めなかっ
た (図 6)． 

 

 

図 6: Paneth 細胞の顆粒径についての 3 群間⽐較 

各群における Paneth細胞顆粒径のドットプロット. CD群では，Control群，UC群と

比較して顆粒径が有意に短縮していた (Control; n = 20, CD; n = 20, UC; n = 18, Barは

平均±標準偏差を示す.)．**; p <0.01, ****; p < 0.001．  
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2. CD 群では Paneth 細胞の異型細胞割合が有意に⾼かった． 

	 既報に準じて異型細胞を評価したところ，Control群においてD0: 85.4%，D1: 

14.2%，D2: 0%，D3: 0.4%であった．CD群においてD0: 29.9%，D1: 63.7%，D2: 

1.1%，D3: 5.2%であり，UC群においてD0: 71.3%，D1: 26.9%，D2: 0.5%，D3: 1.0%

であった (図 7)． 

 

 
図 7: CD 群各症例における Paneth 細胞異型割合の積み上げグラフ 

各症例における全 Paneth 細胞中に占める D0, D1, D2, D3 細胞の割合を⽰した．CD

群では，異型細胞の割合が⼤きかった． 

 

異型細胞割合 ((D1+D2+D3)/(D0+D1+D2+D3)*100)は，それぞれControl群で 15.2±

14.9%，CD群で 69.5±25.9%，UC群で 28.4±32.9%であり，CD群はControl群，UC

群に比べ有意に高かった (vs. Control群: P = 0.0001, vs. UC群: P = 0.0012) (図 8)．これ

に対して，Control群とUC群の間には有意な違いを認めなかった． 
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図 8: Paneth 細胞異型の割合についての 3 群間⽐較 

各群における Paneth異型細胞割合のドットプロット．CD群では，Control群，UC

群と比較して有意に Paneth異型細胞の割合が大きかった (Control; n = 20, CD; n = 20, 

UC; n = 18, Barは平均±標準偏差を示す.). ．****; P < 0.001．  
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3. HD5 免疫染⾊において，CD 群では顆粒/細胞⾯積⽐は低下していた． 

 上記⼆つの検討で有意差のあった CD 群について，HE 染⾊の顆粒内に HD5 が含ま
れているか確認するため，HD5 免疫染⾊を⾏った．Paneth 細胞の顆粒的に染⾊され
た (図 9) 

 

 

 

図 9: HD5免疫染色の代表像 

HD5免疫染色では Paneth細胞顆粒が特異的に染色された．スケールバーは 40μm

を示す． 
 
 HD5 免疫染⾊では顆粒径の測定は困難であり，Paneth 細胞中に含まれる顆粒体積
の近似として，⼀つの Paneth 細胞⾯積中に顆粒が占める⾯積の割合を求めた 
((Paneth 細胞中の染⾊された⾯積) / (Paneth 細胞の⾯積) * 100)．評価可能な Paneth 細
胞が認められた Control17 例，CD19 例で測定すると，Control 群で 49.8±10.9%，CD

群で 33.1±11.3%であり，CD 群で有意に低下していた (P = 0.0018) (図 10)．  
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図 10: HD5 免疫染⾊おける Control 群，CD 群の Paneth 細胞⾯積に占める全顆粒⾯積
の割合 

CD 群では，Control 群に⽐べ，Paneth 細胞中の顆粒が占める⾯積が低下していた 

(Control; n = 18, CD; n = 19，Bar は平均±標準偏差を⽰す.)．**; P < 0.01 
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4.  HE 染色においても，CD 群では顆粒/細胞⾯積⽐は低下しており，HD5 免疫染⾊
の結果と相関が認められた． 

 HD5 免疫染⾊と HE 染⾊との関係を調べるため，HE 染⾊でも同様に，顆粒/細胞⾯
積⽐を測定した．CD 群で 37.5±5.1%で，Control 群で 25.6±4.7%であり，CD 群では
Control 群に⽐べて有意に低かった (P < 0.0001) (図 11)． 

 

 
図 11: HE 免疫染⾊おける Control 群，CD 群の Paneth 細胞⾯積に占める全顆粒⾯積の
割合 

Control 群に⽐べ，CD 群では Paneth 細胞中の顆粒が占める⾯積が低下していた 

(Control; n = 20, CD; n = 20，Bar は平均±標準偏差を⽰す.)． ****; P < 0.001 

 
HD5 免疫染⾊と，HE 染⾊での顆粒/細胞⾯積⽐を⽐較すると正の相関が得られた (r 

= 0.4101, P = 0.0130) (図 12)． 
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図 12:Paneth 細胞⾯積に占める全顆粒⾯積の割合について HE 染⾊での計測値と HD5

免疫染⾊での計測値の相関解析 

HE 染⾊での測定値と，HD5 免疫染⾊での測定値では正の相関が認められた 

(Control 群，CD 群 (n = 37))． 
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5. CD 群，UC 群では Dysbiosis が⽣じており，UC 群でも Clostridiales の占有率が
低下していた． 

	 門レベルでの解析において，Firmicutesの占有率はControl群で 59.86±2.31%, CD

で 46.31±3.70%，UC群で 54.63±6.02%であり，CD群ではControl群と比較し有意

に低下していた (P = 0.0118)．これに対して，Proteobacteriaの占有率はControl群で

1.68±0.18%, CD群で 12.31±3.16%, UC群で 4.18±1.01%であり，CD群はControl群
と比較し有意に上昇していた (P = 0.0018) (図 13)． 

 

 
図 13: 3群の門レベルでの腸内細菌叢の解析 

各群における，各 phylumの占有率の積み上げグラフを示す (Control; n = 20, CD; n = 

19, UC; n = 7)．図は各群における症例の腸内細菌叢における平均値を示す．CD群

では，Control群に比べ，Fimicutesの占有率が有意に低下し，Proteobacteriaの占有

率が有意に上昇していた． 
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	 α多様性指数である Shannon indexの平均値（範囲）は，Control群で 5.22 (4.51-

6.35)，CD群で 4.51 (2.18-6.20)，UC群で 4.52 (2.98-5.23)であり，CD群はControl群と

比較して有意に低下していた (図 14A)．また，他のα多様性指数である Simpson 

indexにおいて，Control群で 0.94 (0.88 – 0.98)，CD群で 0.88 (0.61 – 0.97)およびUC群

で 0.87 (0.70 – 0.95)であり，Shannon indexと同様に，CD群はControl群と比較し有意

に低下していた (図 14B)．また，unweighted UniFrac distance に基づくβ多様性解析
において，Controlの同一群内における菌叢の類似性は，CD群およびUC群と比べ有

意に高かった（図 14C, D）．また，CD群における菌叢の類似性は，UC群と比べ有意

に高かった (図 14E)． 

 

 
図 14: 3群における腸内細菌叢のα多様性，β多様性の解析 

各群における Shannon index (A)および Simpson index (B)の比較. CD群は，Control群

に比べ，Shannon index，Simpson indexが有意に低かった． 
また，Control群 (n = 20) およびCD群 (n = 19) (C), Control群およびUC群 (n = 7) 

(D), CD群およびUC群 (E)における群内および群間での unweighted UniFrac distance

の比較を行った. Control群内の菌叢の類似性は，CD群およびUC群のものと比べ有

意に高かった．また，CD群内おける菌叢の類似性は，UC群と比べ有意に高かっ

た．*; p < 0.05, **; p < 0.01, ****; p < 0.001． 
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	 LefSe methodによるControl群とCD群の菌叢間における系統学的特徴の解析にお

いて，Control群では phylum levelにおいて Firmicutesが，class levelにおいて 

Clostridiaが，order level においてClostridialesが，family level において

Ruminococcaceaeが，genus levelにおいて Faecaribacteriumが増加していた．一方，

CD群では phylum levelにおいて Proteobacteriaが，class levelにおいて
Gammaproteobacteriaが，order level において Enterobacterialesが，family level におい

て EnterobacteriaceaeおよびBacteroidaceaeが，genus levelにおいて Bacteroidesが増加

していた (図 15A)．同様にControl群とUC群の菌叢を比較すると，Control群では

class levelにおいてClostridiaが，order levelにおいてClostridialesが，family levelにお

いて Lachnospiraceaeが，genus levelにおいて Faecaribacterium，およびCoprococcus

が増加していた．一方でUC群では class levelにおいてBacilliが，order levelにおい

て Lactobacillalesが増加していた (図 15B)．さらに，CD群とUC群の菌叢を比較す

ると，CD群では family levelにおいてVeillonelaceaeおよびClostridiaceaeが増加して

いた．一方で, UC群では phylum levelにおいてBacteroidetesが，class levelにおいて

Bacteroidiaが，order levelにおいてBacteroidalesが，family levelにおいて

Bacteroidaceaeが, genus levelにおいて Bacteroidesが増加していた (図 15C)． 

 



- 28 - 

 

図 15: Control 群 (n = 20)および CD 群 (n = 19)間 (A)，Control 群および UC 群 (n = 7)

間 (B)，CD 群および UC 群間 (C)における LefSe 解析 

占有率 3.0%以上の分類群に対し解析を⾏った．各群において有意な増加が⾒られる
分類群 (Linear discriminant analysis (LDA) score ≧	 2.0)を抽出した．Control 群と⽐較
して，CD 群および UC 群では，異なる内容の dysbiosis を⽣じていた． 

 

 

  

C Enriched in CD Enriched in UC

B Enriched in UCEnriched in Control

A Enriched in ControlEnriched in CD
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6. CD群において Paneth細胞の顆粒径と，dysbiosisに相関関係を認めた． 

	 CD 群では，Paneth 細胞の顆粒径が大きくなるほど Shannon index および Simpson 

indexが上昇し，腸内細菌の多様性が増す正の相関傾向が見られた (図 16)． 

 

 

図 16: CD群における Paneth細胞の顆粒径とα多様性の比較 

CD群 (n = 19)の各症例における Paneth細胞の顆粒径と Shannon index (A)および

Simpson index (B)との相関解析を行った．顆粒径は，それぞれに対して，正の相関
傾向を認めた．  

 

さらに，LefSeにおいて抽出された細菌の占有率と顆粒径を比較すると，CD群で

は Paneth細胞の顆粒径と，腸内細菌叢のClostridialesの占有率に有意な正の相関を認

めた (r = 0.478, P = 0.0385)．また，顆粒径と FirmicutesおよびRuminococcaceaeの占

有率に正の相関傾向を認めた (それぞれ r = 0.4142, P = 0.0778，r = 0.3921, P = 0.0969) 

(図 17)．一方，UC群では顆粒径と細菌叢の占有率に相関を認めなかった (表 4)． 
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図 17: CD群における Paneth細胞の顆粒径と，腸内細菌叢の比較 
CD 群 (n = 19)の各症例における Paneth 細胞の顆粒径と，Control 群 (n = 20)および
CD 群間における LefSe 解析で抽出された分類群の占有率との相関解析を⾏った．
顆粒径は，Clostridiales の占有率に正の相関を認めた． 
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表 4: UC 群における Paneth 細胞顆粒径と腸内細菌叢組成の⽐較

 
 

Relative abundance Correlation 
Taxa enriched in Control group Control UC p value r p value
o_Clostridiales 55.9�2.6 34.3�1.6 <0.001 -0.459 0.300
c_Clostridia 55.9�2.6 34.9�2.3 <0.001 -0.459 0.300
f_Lachnospiraceae 33.8�2.9 16.8�3.4 <0.001 -0.210 0.652
g_Faecalibacterium 6.7�1.0 2.6�2.6 0.022 -0.381 0.399
g_Coprococcus 4.0�0.6 1.1�0.5 0.001 0.020 0.966

Relative abundance Correlation 
Taxa enriched in UC group Control UC p value r p value
o_Lactobacillales 0.9�0.4 17.7�7.2 <0.001 0.305 0.506
c_Bacilli 1.0�0.4 17.8�7.2 <0.001 0.305 0.506
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考 察 

	 IBDでは腸内細菌叢の変化がみられることが報告されており，bacterial overgrowth

やCDおよびUC特異的な，または，両者共通な dysbiosisが知られている	(Kostic et 

al., 2014; Nishino et al., 2018; Sartor and Mazmanian, 2012; Turpin et al., 2018)．特にCDで

は，病因・病態と dysbiosisの関与が示されていることから，腸内細菌叢の組成に影
響を与える Paneth細胞の異常が関わっていると推測されるが，詳細は未だ明らかに

なっていなかった．本研究は，患者小腸粘膜の病理学的評価と，便中の腸内細菌を解

析することで，CDにおける Paneth細胞と腸内細菌叢の関連を明らかにし，さらに日

常診療の内視鏡検査において簡便に実施可能で，低侵襲な経時的病態評価の可能性を

示した．	

	 通常の下部消化管内視鏡検査で採取できる検体量には限りがあり，また検体の薄切

の際に方向が不均一になるなど影響を受けやすいことが知られている．そのため，本

研究では新たに「評価可能な Paneth細胞」の基準を設け，Paneth細胞の形態評価を

行った．従来，手術標本を用いた研究によって異型を示す Paneth細胞の出現が予後

に関わることが報告されていることから	(Liu	et	al.,	2017;	Wehkamp	et	al.,	

2005)，生検検体を用いて Paneth細胞の形態を評価することで，即時的かつ経時的な

病勢把握につながることが期待出来ると考えたからである．また，既報で報告されて

いる異型細胞の評価方法	(Cadwell	et	al.,	2008)では，D2，D3の定義が明瞭なの

に対して，D0とD1の境界が不明瞭で主観に左右されやすい問題点があった．そこ

で，本研究では異型細胞の割合に加えて，より客観的で簡便な新しい評価方法として

HE染色で判別可能な顆粒径の測定を行うことによって，Paneth細胞の顆粒径がCD

群で有意に小さいという形態変化を見出だした．このHE染色での顆粒形態の変化

は，HD5免疫染色と相関を認め，HD5についての病理学的評価をHE染色で簡易的に

行える可能性が示唆された．また，CD群において Paneth細胞顆粒径が大きいほど腸

内細菌の多様性が増加し，さらにClostridialesの占有率が増加することを明らかにし

た．これに対して，既報に準じた異型 Paneth細胞割合についてはCD群でその割合

が有意に大きく，Paneth細胞の顆粒形態異常が起きていることが確認できたものの，

この異型細胞割合と腸内細菌との間には相関を認めなかった．一方，Liuら	(Liu	et	

al.,	2014)は生検検体でも手術組織と同様の評価が可能であり，時期を変え複数回採

取しても類似の結果が得られると報告している．彼らは試料として「Jumbo」生検鉗

子を用いて複数の生検検体を採取し，既報に準じた異型細胞割合を評価していた．本

研究では，より侵襲の低い生検試料を用いて，新たに適切な基準を設けることで，腸

内環境の客観的な評価を行うことが可能であり，通常の内視鏡生検検体を用いて顆粒

径を測定しPaneth細胞を評価できることを初めて示した．本法の有用性を確認する
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ためには，今後さらに症例を集積して，経時的な評価を行う必要がある．	

	 本研究で，CD群，UC群では，Control群と比較して細菌の多様性と占有率が変化

する dysbiosisが生じていた．CD群ではα多様性が低下し，また，Firmicutes，

Clostridiales，Ruminococcaceae，Faecalibacteriumの占有率が低下，Proteobacteria，

Gammaproteobacteria，Enterobacteriaceae，Bacteroides の占有率が上昇しており，少数

の日本人の解析において既報と同様の結果が得られたことは有意な所見である 
(Gevers et al., 2014; Kostic et al., 2014; Strauss et al., 2011; Willing et al., 2010)．UC群で占

有率が低下していた Lachnospiraceae，Faecaribacterium，Coprococcus，および，上昇

していたBacilli，Lactobacillalesは既報と同様の結果が得られた (Frank et al., 2007; 

Kostic et al., 2014; Nishino et al., 2018; Wang et al., 2014)． 本研究で示したUCでの

Clostridialesの占有率低下についてはこれまで報告はなかった．CD, UCともに低下し

ていたClostridialesは Tregの誘導に重要であることが知られており (Furusawa et al., 

2013)，IBDの病態に影響を与えている可能性が考えられた．さらに，占有率が減少

していたRuminococcaceae，および FaecaribacteriumはClostridium cluster IVに所属

し，酪酸を産生し，CoprococcusはClostridium cluster XIVaに所属しており，上記同

様 Tregを誘導することが報告されている (Nishino et al., 2018)．IBDでは，このよう

な腸管炎症の改善に寄与する細菌が減少していることが強く示唆された． 

本研究で，CD群において Paneth細胞の顆粒径と dysbiosisとの間に相関関係を初
めて示したことは，CDにおいて Paneth細胞と腸内細菌叢が強く関連していることを

示唆している．Liuら (Liu et al., 2016)は小児CD患者の手術検体における Paneth細胞

異型と腸内細菌叢の変化と比較し，異型細胞が多いCD患者群では Shannon indexが

低下し，Faecalibacterium，Ruminococcaceaeの占有率が低下すると報告した．今回の

検討ではCD群で生検検体中の Paneth細胞顆粒径が短縮するとClostridialesの占有率

が低下し，また，Shannon index，Simpson indexが低下することを示し，Paneth細胞

の形態異常と dysbiosisの関係を初めて明らかにした．Paneth細胞は顆粒中にα-

defensinを有し，腸内細菌叢と密接な関係が知られている．また，CD感受性遺伝子

である XBP1や ATG16L1の変異が Paneth細胞の形態異常を生じることが報告されて

いる(Cadwell et al., 2008; Kaser et al., 2008)．さらに，IBD以外の疾患においても，肥満

者や虚血再還流モデルおよび移植片対宿主病 (graft-versus-host disease)などで，Paneth

細胞の異常が腸内細菌叢の破綻，つまり dysbiosisを生じることがコンセンサスとな
ってきている (Eriguchi et al., 2012; Grootjans et al., 2011; Hodin et al., 2011; Raetz et al., 

2013)．本研究で認められた Paneth細胞の形態異常が抗菌ペプチド合成不全を引き起

こし，その結果として腸内細菌叢の多様性低下および Treg誘導性細菌群減少という

dysbiosisが生じた可能性が示唆される．このメカニズムを究明するためには，さらな

る解析が必要である．一方，UC群では，Paneth細胞の形態変化と dysbiosisに相関関
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係を認めなかった．このことは，UCでは Paneth細胞の形態異常以外に dysbiosisに

寄与する主な要因があり，dysbiosisの原因がCDと異なる可能性が考えられた． 

	 本研究の Limitationとしては，単施設で症例数が少ないこと，腸管内に分泌されて

機能してる defensin自体を評価できていないこと，Paneth細胞の評価に長時間を要す

ること，IBD以外の炎症性腸疾患を評価していないことが挙げられる．今後の症例の

集積，評価方法の改善が望まれる． 
	 本研究では，CD群，UC群ともに dysbiosisを認めたが，CD群でのみ Paneth細胞

の顆粒形態異常を認め，その異常は dysbiosisと相関していた．このことにより，CD

において Paneth細胞が病態に強く関与していることが確認された．今後，さらに症

例を集積して病型，疾患活動性，治療効果などと比較検討することで，Paneth細胞の

形態評価によるCDの簡便な経時的病勢把握を行える可能性がある．また，IBDには

CDかUCか診断困難な症例もあるが，Paneth細胞の形態評価を行うことで，診断の

一助となり，IBD診療への貢献が期待できる．	 	
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結	 論	

① 本研究によって得られた知見． 
・通常の⽣検検体でも，Paneth 細胞の評価は可能であった． 

・CD では Paneth 細胞の顆粒径が短縮していた． 

・CD と UC では，異なる dysbiosis が起きていた． 
・CD において，顆粒径と dysbiosis に相関関係を認めた． 

 

② 新知見の意義 
⼿術が⾏われていない症例でも Paneth 細胞の評価を⾏うことができ，CD の病態にお
いて，Paneth 細胞の形態異常と Dysbiosis が強く関連していると考えられた．また，
UC の病態においては，Paneth 細胞形態異常の他に Dysbiosis に寄与する要因がある
可能性があると考えられた． 

 

③ 今後どのような研究が展開されうるか 
さらに症例を集積し，病型，疾患活動性，治療効果などと⽐較検討することで，
Paneth 細胞の形態評価による CD の簡便な経時的病勢把握を⾏える可能性がある．ま
た，IBD には CD か UC か診断困難な症例があり，Paneth 細胞の形態評価による CD
と UC の鑑別診断体系の確⽴に向けた研究が可能となる． 

 

④ 今後の課題 
Paneth 細胞の抗菌ペプチドの中で最も殺菌作⽤があり，腸内細菌叢を制御すると考え
られているα-defensin のさらなる研究が望まれる．特に，既報や，本研究のような組
織中のα-defensin の評価のみならず，実際作⽤する腸管中に分泌されたα-defensin の
評価が必要と考えられる． 
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