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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被検者の腸内細菌叢を分析することにより、被検者のクローン病の活動性を分類する方
法であって、
　前記被検者から採取された試料中の前記腸内細菌叢を分析する分析工程と
　前記腸内細菌叢に含まれる細菌の種類やその割合に基づいて前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程とを有し、多変数判別式として、ロジスティック回帰式を用いて、
判別値を求め、該判別値に基づいて前記被検者のクローン病の活動性を分類する方法。
【請求項２】
　前記分析工程において、前記腸内細菌叢の分析は、分子生物学的手法を用いて行われる
請求項１に記載のクローン病の活動性を分類する方法。
【請求項３】
　前記分子生物学的手法は、
　前記被験者から採取した試料中に含まれる細菌からＤＮＡを抽出する抽出工程と、
　前記ＤＮＡの一部を増幅させる増幅工程と、
　増幅された前記ＤＮＡの一部を切断することにより末端制限フラグメントを得る切断工
程と、
　前記末端制限フラグメントの長さに応じて、前記腸内細菌叢に含まれる細菌の種類を分
析する分析工程とを有するＴ－ＲＦＬＰ法である請求項２に記載のクローン病の活動性を
分類する方法。
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【請求項４】
　前記工程において、前記判別値に基づいてクローン病の活動性を分類するための閾値は
、０．５である請求項１から３のいずれか一項に記載のクローン病の活動性を分類する方
法。
【請求項５】
　前記工程において、多変数判別式を用いて、前記被験者がクローン病の活動期または寛
解期のいずれであるかを分類する請求項１から４のいずれか一項に記載のクローン病の活
動性を分類する方法。
【請求項６】
　クローン病の活動性に適した栄養剤を選択する方法において、
（ａ）被検者から採取された試料中の腸内細菌叢を分析する分析工程、
（ｂ）前記腸内細菌叢に含まれる細菌やその割合に基づき、多変数判別式として、ロジス
ティック回帰式を用いて、判別値を求め、該判別値に基づいて前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程、及び
（ｃ）被験者のクローン病の活動性が活動期と分類された場合には寛解導入に適した栄養
剤を選択し、被験者のクローン病の活動性が寛解期と分類された場合には寛解維持に適し
た栄養剤を選択する工程
　を含むクローン病の活動性に適した栄養剤を選択する方法。
【請求項７】
　クローン病の活動性に影響を与える栄養剤のスクリーニング方法において、
（ａ）被検者から採取された栄養剤の投与前と投与後の試料中の腸内細菌叢を分析する分
析工程、
（ｂ）前記腸内細菌叢に含まれる細菌やその割合に基づき、多変数判別式として、ロジス
ティック回帰式を用いて、判別値を求め、該判別値に基づいて前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程、及び
（ｃ）栄養剤投与前のクローン病の活動性と栄養剤投与後のクローン病の活動性とを比較
し、投与によりクローン病の活動性を変化させる栄養剤を選択する工程
　を含むスクリーニング方法。
【請求項８】
　被検者から採取された試料中の腸内細菌叢を分析するための手段を含む、
　前記腸内細菌叢に含まれると推察される細菌の種類やその割合に基づき、多変数判別式
として、ロジスティック回帰式を用いて、判別値を求め、該判別値に基づいて前記被検者
のクローン病の活動性を分類するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、クローン病の活動性の分類に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　クローン病は、病因が未だ明確になっていない慢性腸疾患であり、難治性特定疾患に指
定されている。クローン病は、炎症症状の急性増悪・再燃（炎症の悪化）と寛解（炎症の
緩和〉を繰り返し、長い経過のなかで徐々に病気が進行していく疾患であり、現在のとこ
ろ病気を完治させる治療法は見つかっていない。
【０００３】
　治療方針としては、速やかにクローン病か否かの鑑別診断を行い、診断後には早期に炎
症症状（活動期、急性増悪期、開始期）を緩和（寛解導入）し、再燃を予防（寛解維持）
することで、ＱＯＬを高めることに主眼がおかれる。
【０００４】
　クローン病の鑑別診断は、臨床所見を把握して、消化管Ｘ線造影検査、内視鏡検査、生
検を行うことにより、縦走潰瘍、敷石像および非乾酪性類上皮細胞肉芽腫のような主要所
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見、および、縦列する不整形潰瘍またはアフタ、上部消化管と下部消化管の両者に認めら
れる不整形潰瘍またはアフタのような副所見の有無を確認し、これら所見に基づいて、鑑
別が行われてきた（例えば、非特許文献１参照）。しかしながら、特異的な所見は無く、
確定診断は消去法で行われており、特に潰瘍性大腸炎、ベーチェット病や腸結核との鑑別
が重要とされる。
【０００５】
　クローン病と診断された場合、活動期（開始期）には寛解導入を目的とした治療が行わ
れ、いったん寛解導入されたら長期に寛解を維持することを目的とした治療が行われる。
つまり、クローン病が活動期、寛解期（寛解導入期または寛解維持期）のいずれであるか
を分類し、その活動性に応じて治療方法を選択するため、治療を行う上でクローン病の活
動性の把握が不可欠となっている。現在、クローン病の活動性の分類は、主にＣＤＡＩ（
Ｃｒｏｈｎ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　Ｉｎｄｅｘ）という過去１週間の
軟便または下痢の回数、過去１週間の腹痛、過去１週間の主観的な一般症状・患者が現在
有している所見等をスコア化する指標を用いて行われ、一般的にＣＤＡＩ≧１５０を活動
期、ＣＤＡＩ＜１５０を寛解期と定義している。一方、血沈亢進、ＣＲＰ上昇、血小板増
加、アルブミン低下および総コレステロール低下等の臨床検査値の変動に基づいて活動性
が分類されることもある。
【０００６】
　一方、安藤朗等により、Ｔ－ＲＦＬＰ解析（Ｔｅｒｍｉｎａｌ　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏ
ｎ　Ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｌｅｎｇｔｈ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）を用いて、腸内細菌
の割合や腸内細菌の分類群を解析し、クラスター分類することにより、クローン病患者と
健常人が区別可能であることが報告された。しかしながら、得られたクラスター分類は、
クローン病の活動性とは関連性がないことが報告されている（非特許文献３）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】樋渡信夫、クローン病の診断基準案（２００２）（厚生科学研究費補助
金特定疾患対策研究事業「難治性炎症性腸管障害に関する調査研究」班　平成１３年度研
究報告書〉，ｐ７６～７７，２００２
【非特許文献２】Ｂｅｓｔ，Ｗ．Ｒ．，ｅｔ　ａｌ．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ
　７０；４３９－４４４，１９７６
【非特許文献３】Ａ．Ａｎｄｏｈ　ｅｔ　ａｌ．Ａｌｉｍｅｎｔａｒｙ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｌｏｇｙ　＆　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ　２９，７５－８２（２００８）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　クローン病の病勢変化の診断（クローン病の活動性の分類）には、高度な医学的知識を
有する専門医の判断が必要であり、特に活動性を分類するためにＣＤＡＩを実施する場合
には１週間を要するため、クローン病の活動性の決定に至るまでには、かなりの時間を要
し、寛解導入のための治療を早期に開始できないでいるのが実情である。本発明の目的は
、高度な医学的知識を有することなく、かつ、速やかにクローン病の活動性を分類する方
法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　このような目的は、下記の本発明により達成される。
（１）被検者の腸内細菌叢を分析することにより、被検者のクローン病の活動性を分類す
る方法であって、
前記被検者から採取された試料中の前記腸内細菌叢を分析する分析工程と
前記腸内細菌叢に含まれる細菌の種類やその割合に基づいて、前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程とを有する、クローン病の活動性を分類する方法。
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【００１０】
（２）前記分析工程において、前記腸内細菌叢の分析は、分子生物学的手法を用いて行わ
れる上記（１）に記載のクローン病の活動性を分類する方法。
【００１１】
（３）前記分子生物学的手法は、
前記被験者から採取した試料中に含まれる細菌からＤＮＡを抽出する抽出工程と、
前記ＤＮＡの一部を増幅させる増幅工程と、
増幅された前記ＤＮＡの一部を切断することにより末端制限フラグメントを得る切断工程
と、
前記末端制限フラグメントの長さに応じて、前記腸内細菌叢に含まれる細菌の種類を分析
する分析工程とを有するＴ－ＲＦＬＰ法である上記（２）に記載のクローン病の活動性を
分類する方法。
【００１２】
（４）前記工程において、多変数判別式を用いて、前記被検者のクローン病の活動性を分
類する、上記（１）ないし（３）のいずれかに記載のクローン病の活動性を分類する方法
。
【００１３】
（５）前記工程において、多変数判別式として、ロジスティック回帰式を用いて、判別値
を求め、該判別値に基づいてクローン病の活動性を分類する上記（４）に記載のクローン
病の活動性を分類する方法。
【００１４】
（６）前記工程において、前記判別値に基づいてクローン病の活動性を分類ための閾値は
、０．５である上記（５）に記載のクローン病の活動性を分類する方法。
【００１５】
（７）前記工程において、多変数判別式を用いて、前記被験者がクローン病の活動期また
は寛解期のいずれであるかを分類する上記（１）ないし（６）のいずれかに記載のクロー
ン病の活動性を分類する方法。
【００１６】
（８）クローン病の活動性に適した栄養剤を選択する方法において、
（ａ）前記被検者から採取された試料中の前記腸内細菌叢を分析する分析工程、
（ｂ）前記腸内細菌叢に含まれる細菌やその割合に基づいて、前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程、
（ｃ）被験者のクローン病の活動性が活動期と分類された場合には寛解導入に適した栄養
剤を選択し、被験者のクローン病の活動性が寛解期と分類された場合には寛解維持に適し
た栄養剤を選択する工程
を含むクローン病の活動性に適した栄養剤を選択する方法。
【００１７】
（９）クローン病の活動性に影響を与える栄養剤のスクリーニング方法において、
（ａ）前記被検者から採取された栄養剤の投与前と投与後の試料中の前記腸内細菌叢を分
析する分析工程、
（ｂ）前記腸内細菌叢に含まれる細菌やその割合に基づいて、前記被検者のクローン病の
活動性を分類する工程、
（ｃ）栄養剤投与前のクローン病の活動性と栄養剤投与後のクローン病の活動性とを比較
し、投与によりクローン病の活動性を変化させる栄養剤を選択する工程
を含むスクリーニング方法。
【００１８】
（１０）上記（９）に記載のスクリーニング方法により選択された、クローン病の活動性
を変化させる栄養剤。
【００１９】
（１１）寛解期のクローン病患者と比較して活動期のクローン病患者において減少してい
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る細菌又はその細菌を増加させるための薬剤を含む、活動期のクローン病患者の寛解導入
剤。
【００２０】
（１２）寛解期のクローン病患者と比較して活動期のクローン病患者において増加してい
る細菌を減少させるための薬剤を含む、活動期のクローン病患者の寛解導入剤。
【００２１】
（１３）被検者から採取された試料中の腸内細菌叢に含まれる細菌の種類やその割合を分
析するための手段を含む、
　クローン病の活動性を分類するためのキット。
【発明の効果】
【００２２】
本発明によれば、被検者の腸内細菌叢を分析することで、高度な医学的知識を有すること
なく、かつ、速やかにクローン病の活動性の分類を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】試料中の腸内細菌叢を分析する分析工程を説明するための図である。
【図２】制限酵素としてＨｈａＩを用いた際に、キャピラリーＤＮＡシーケンサーにより
得られた、末端制限フラグメントのプロファイルを示す図である。
【図３】制限酵素としてＭｓｐＩを用いた際に、キャピラリーＤＮＡシーケンサーにより
得られた、末端制限フラグメントのプロファイルを示す図である。
【図４】末端制限フラグメントの患者群（活動期及び寛解期）および健常人群におけるピ
ーク強度を示す図である。
【図５】本発明の判別式の汎用性を検証した結果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　以下、本発明の被検者のクローン病の活動性を分類する方法を好適実施形態に基づいて
詳細に説明する。
　本発明のクローン病の活動性を分類する方法は、被検者の腸内細菌叢を分析することに
より、被検者のクローン病の活動性を分類する方法であり、被検者から採取された試料中
の腸内細菌叢を分析する分析工程と、腸内細菌叢に含まれると推察される細菌の種類に基
づいて、被検者のクローン病の病態を判別する工程とを有することを特徴とする。
【００２５】
　かかる分類方法によれば、被検者の腸内細菌叢を分析して、腸内細菌叢に含まれる細菌
の種類を推察することにより、高度な医学的知識を有することなく、かつ、速やかにクロ
ーン病の活動性を分類することができる。
【００２６】
　また、本実施形態の方法により、患者（被検者）が活動期または寛解期（寛解導入期ま
たは寛解維持期）であるかを分類することにより、その病態に適した栄養剤を選択し、患
者に投与することが可能となる。例えば、活動期であると分類された場合は、中心静脈栄
養および経腸栄養により経過観察する必要があることから、適した栄養剤の剤形として点
滴または点滴＋経腸栄養剤を選択することができる。さらに、活動期には積極的に腸内菌
叢を変える、抗生剤やプロバイオティクスとの併用や、プロバイオティクスとしての栄養
剤を選択することもできる。
【００２７】
　また、寛解期であると分類された場合は、経腸栄養剤または経腸栄養剤＋米飯を中心と
した食事を選択することができる。経腸栄養剤としては、成分栄養剤や消化態栄養剤が挙
げられる。
【００２８】
　また、従来の方法では、クローン病の活動性を決定するまでにかなりの時間を要したこ
とから、投与した栄養剤の影響を経時的に観察することは困難であったが、本実施形態の
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方法では、患者（被検者）が活動期または寛解期（寛解導入期または寛解維持期）である
かを速やかに分類できることから、他の因子による影響を最小限にし、投与された栄養剤
の影響を観察することができる。さらに、本実施形態の方法では、患者（被検者）が活動
期、寛解期（寛解導入期または寛解維持期）であるかを速やかに分類できることから、ク
ローン病の活動性に影響を与える栄養剤を速やかにスクリーニングすることも可能となっ
た。
【００２９】
　また、以下の実施例に記載されるように、活動期のクローン病患者、寛解期のクローン
病患者の間で特定の細菌の割合が異なる傾向が示された。このことは、活動期のクローン
病患者の腸内細菌叢を寛解期のクローン病患者の腸内細菌叢へと近づけることにより、ク
ローン病患者を寛解導入させる可能性を示している。
　寛解期のクローン病患者と比較して活動期のクローン病患者において減少している細菌
の割合を増加させて、寛解期のクローン病患者の腸内細菌叢へと近づけることにより、活
動期のクローン病患者を寛解導入させる可能性を示している。そのような細菌の割合を増
加させる手段としては、減少した細菌そのものの投与や、減少した細菌の割合を増加させ
ることができる薬剤の投与などが考えられる。寛解期のクローン病患者と比較して活動期
のクローン病患者において割合が減少している細菌としては、例えば末端制限フラグメン
トとしてＨ５７、Ｈ１８６、Ｈ３２０、Ｈ３７６、Ｈ５６１、Ｈ６０３、Ｈ１０７９、Ｍ
８１、Ｍ９６、Ｍ１３３、Ｍ１９０、Ｍ２０２、Ｍ２２１、Ｍ２９７、Ｍ３０２、Ｍ９０
２にピークを持つ細菌群が挙げられる。
　一方、寛解期のクローン病患者と比較して活動期のクローン病患者において増加してい
る細菌の割合を減少させて、寛解期のクローン病患者の腸内細菌叢へと近づけることによ
り、活動期のクローン病患者を寛解導入させる可能性を示している。そのような細菌の割
合を減少させる手段としては、増加した細菌の割合を減少させることができる薬剤の投与
などが考えられる。寛解期のクローン病患者と比較して活動期のクローン病患者において
割合が増加している細菌としては、例えば末端制限フラグメントとしてＨ２１４、Ｈ２２
６、Ｈ５７９、Ｍ３２、Ｍ６３、Ｍ７０、Ｍ９０、Ｍ９４、Ｍ１４２、Ｍ１６６、Ｍ２８
５、Ｍ４９４、Ｍ４９９、Ｍ５５６、Ｍ５６３にピークを持つ細菌群が挙げられる。
　特定の細菌の割合を増加又は減少させることができる薬剤は、Ｔ－ＲＦＬＰ解析を用い
た腸内細菌の割合や腸内細菌の分類群を解析する技術を用いて、抗生剤やプロバイオティ
クスとしての栄養剤などからスクリーニングすることができる。
【００３０】
　また、一実施態様として、被検者から採取された試料中の腸内細菌叢を分析するための
手段を含む、クローン病の活動性を分類するためのキットが提供される。本実施形態のキ
ットを用いることにより、被検者から採取された試料中の腸内細菌叢を分析し、分析され
た腸内細菌叢に含まれると推察される細菌の種類や割合に基づいて、高度な医学的知識を
有することなく、かつ、速やかに被検者のクローン病の病態を判別することができる。
　本実施態様のキットにおける上記腸内細菌叢を分析するための手段は、腸内細菌叢に含
まれると推測される細菌の種類及び割合を分析するための試薬であってもよく、好ましく
は細菌の種類を識別可能なＤＮＡ領域をＰＣＲ法を用いて増幅するためのプライマー又は
プローブを含む試薬である。上記のプライマー又はプローブは、蛍光標識されていてもよ
い。
　また、上記手段として、ＤＮＡを切断し、生じた末端制限フラグメントが由来する細菌
の種類を推察するための制限酵素であってもよく、そのような制限酵素は、細菌の種類に
応じて、切断された末端制限フラグメントの長さに差異が生じるようにＤＮＡを切断する
制限酵素であってもよい。
　また、上記キットは、採用する検出・定量方法に応じて任意の試薬、バッファー、容器
等を含み得る。例えば、ＰＣＲ用には、バッファー、ｄＮＴＰ、ＤＮＡポリメラーゼ及び
コントロールＤＮＡ（例えばＥ．ｃｏｌｉの１６ＳｒＤＮＡ）などを含み得る。さらに、
採取された試料を保存するためのバッファーを含むバッファー及び／又は指示書をさらに
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含んでもよい。指示書により、分析された腸内細菌叢の結果に基づいて、医学的知識を用
いることなく機械的な判断工程を用いてクローン病の活動性を分類することができる。
【００３１】
　以下、本発明のクローン病の活動性を分類する方法の各工程について、順次説明する。
［Ｓ１：被検者から採取された試料中の腸内細菌叢を分析する分析工程］
図１は、試料中の腸内細菌叢を分析する分析工程を説明するための図である。
【００３２】
　ここで、腸内細菌叢に含まれる細菌の種類を分析する方法としては、各種手法を用いる
ことができ、特に限定されるものではなく、例えば、培養法や、Ｔ－ＲＦＬＰ法、ＤＧＧ
Ｅ（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｇｅｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉ
ｓ）法のような分子生物学的手法等を用いることができるが、これらの中でも、分子生物
学的手法を用いるのが好ましい。腸内細菌叢には、１００種類にもおよぶ細菌が含まれて
おり、これら多数の細菌を培養法により培養し、その種類を同定することは、これら細菌
中には嫌気性細菌等も含まれていることから、その培養条件の設定には困難性を伴うため
、時間と労力を非常に要することとなる。これに対して、分子生物学的手法は、ＰＣＲ法
により増幅させた特定の遺伝子断片の種類に基づいて腸内細菌叢中の細菌の種類を同定す
る方法であり、培養法のように培養条件に左右されず、腸内細菌叢中に含まれる細菌を比
較的容易に同定することができる。
【００３３】
　さらに、上述した分子生物学的手法の中でも、Ｔ－ＲＦＬＰ法を用いるのが好ましい。
Ｔ－ＲＦＬＰ法によれば、ＤＧＧＥ法のように、アニーリング温度の違いによりＤＮＡの
増幅効率に差が生じてしまうことに起因して、解像度や再現性に間題が生じることがない
ため、かかる観点から、分子生物学的手法として好適に選択される。
【００３４】
　以上のことから、本実施形態では、腸内細菌叢に含まれる細菌の種類を分析する方法と
して、Ｔ－ＲＦＬＰ法を用いる場合を一例にして説明する。
【００３５】
（Ｓ１１）まず、被検者から、例えば、糞便等の試料を採取する。
そして、この試料を、バッファー等に懸濁し糞便懸濁液を調製する。
【００３６】
（Ｓ１２）次に、糞便懸濁液中に含まれる細菌のＤＮＡを抽出することによりＤＮＡ抽出
液を得る（抽出工程）。
【００３７】
　この細菌からのＤＮＡの抽出は、例えば、Ｍａｒｍｕｒ法（Ｊ，Ｍａｒｍｕｒ，Ｊ・Ｍ
ｏＩ．ＢｉｏＩ．（１９６１）３：２０８－２１８）、酵素法の改良法（Ｇ，Ｖｏｏｒｄ
ｏｕｗｅｔａｌ，Ａｐｐｌｎ．Ｅｌｌｖｉｒｏｎ，Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（１９９１）５
７：３０７０－３０７８）、ベンジルクロライド法（ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ　Ｒｅｓ
．（１９９３〉２１：５２７９－５２８０）、ビーズ・フェノール法（Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ（２０００）２８：６４０－６４６）等の各種手法を用いて行われる。
【００３８】
（Ｓ１３）次に、ＤＮＡ抽出液中に含まれるＤＮＡの一部を、例えばＰＣＲ法を用いて増
幅させる（増幅工程）。
【００３９】
　ここで、各細菌が備える遺伝情報をコードするＤＮＡは、細菌の特性がその種類に応じ
て記録されており、細菌毎に特徴的な配列を有している。
【００４０】
　そのため、ＰＣＲ法を用いて増輻させるＤＮＡの領域は、腸内細菌叢に含まれる細菌同
士間でその配列が相違し、その配列の違いに基づいて細菌の種類を識別可能な領域が選択
される。
【００４１】



(8) JP 5837761 B2 2015.12.24

10

20

30

40

50

　このように細菌の種類が識別可能な領域としては、特に限定されないが、例えば、細菌
のリボソーマルＲＮＡの１６ＳｒＲＮＡサブユニットをコードした１６ＳｒＤＮＡを用い
るのが好ましい。この１６ＳｒＤＮＡは、１５００ｂｐ程度の塩基長を有するものであり
、細菌同士間においてわずかながらに配列が相違することから、後工程において、この配
列の相違に基づいて、細菌の分析を行うことが可能となる。
【００４２】
　そのため、細菌の種類が識別可能な領域として、１６ＳｒＤＮＡを増幅させる場合には
、プライマー対（フォアードプライマーおよびリバースプライマー）としては、この１６
ＳｒＤＮＡを増幅可能なものが選択され、例えば、配列番号１および配列番号２のプライ
マー対、配列番号１および配列番号３のプライマー対、配列番号４および配列番号５のプ
ライマー対ならびに配列番号６および配列番号７のプライマー対等を用いることができる
。
【００４３】
　なお、これらフォアードプライマーおよびリバースプライマーの少なくとも一方の末端
を、予め、６－ＦＡＭ（６－カルボキシフルオレセイン）、ＴＥＴ（６－カルボキシ－４
，７，２’，７’－テトラクロロフルオレセイン）、ＨＥＸ（６－カルボキシ－２’，４
’，７’，４，７－ヘキサクロロフルオレセイン）のような蛍光プローブを用いて蛍光標
識しておく。これにより、後工程において、制限酵素により切断された末端制限フラグメ
ント（Ｔ－ＲＦ）の長さを容易に識別することができるようになる。
【００４４】
　また、ＰＣＲ法を用いてＤＮＡの一部を増幅させる際の条件は、特に限定されないが、
例えば、変性温度を９４℃として５分間維持し、その後、９４℃×１分間、５５℃×１分
間、７２℃×１分間を１サイクルとして、これを３０サイクル行った後、７２℃を５分間
維持することとするのが好ましい。
【００４５】
（Ｓ１４）次に、増幅されたＤＮＡの一部を制限酵素で切断する（切断工程〉。
ここで、腸内細菌叢に含まれる細菌の種類に応じて、１６ＳｒＤＮＡの配列がわずかなが
らに相違するため、増幅されたＤＮＡを制限酵素で切断すると、制限酵素により切断され
る部位が細菌毎に異なることとなる。そのため、細菌の種類に応じて、ＤＮＡが切断され
た末端制限フラグメントの長さに差異が生じる。
【００４６】
　ＤＮＡを切断するための制限酵素としては、特に限定されないが、４塩基認識制限酵素
が好ましく用いられ、具体的には、例えば、ＨｈａＩ（配列ＧＣＧＣを認識）、ＭｓｐＩ
（配列ＣＣＧＧを認識）、Ｍｂｏｌ（配列ＧＡＴＣを認識）、ＭａｅＩＩ（配列ＡＣＧＴ
を認識）、ＨｐａＩＩ（配列ＣＣＧＧを認識）およびＲｓａＩ（配列ＧＴＡＣを認識）等
が挙げられる。これらの制限酵素によれば、細菌の種類に応じて末端制限フラグメントの
長さに差異が生じるように確実にＤＮＡを切断することができる。
【００４７】
（Ｓ１５）次に、ＤＮＡが切断された末端制限フラグメントの長さに応じて、その末端制
限フラグメントが由来する細菌の種類を推察することにより、腸内細菌叢に含まれる細菌
の種類を分析する（分析工程）。
【００４８】
　本実施形態では、上述のように、末端制限フラグメントが蛍光プローブにより蛍光標識
されているため、キャピラリーＤＮＡシーケンサーを用いて、切断された末端制限フラグ
メントの長さを特定することができる。
【００４９】
　そして、キャピラリーＤＮＡシーケンサーを用いて検出された末端制限フラグメントの
長さから、Ｇｅｎｂａｎｋ（米国）、ＥＭＢＬ（ＥＵ）、ＤＤＢＪ（日本）のような公共
データベースに登録されている１６ＳｒＤＮＡの情報に基づいて、その末端制限フラグメ
ント由来する細菌の種類を推察することができる。
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【００５０】
　以上のような工程を経ることにより、Ｔ－ＲＦＬＰ法を用いて、腸内細菌叢に含まれる
細菌の種類を推察することができる。
【００５１】
［Ｓ２１被検者のクローン病の活動性を分類する工程］
　前記工程［Ｓ１］のようにして、各被検者の試料中に含まれる細菌の種類、すなわち各
被検者の腸内細菌叢に含まれる細菌の種類を推察することができる．
【００５２】
　ここで、現在、クローン病の発症には、遺伝的素因を起因とする免疫応答の異常が関与
していると考えられている。
【００５３】
　本発明者は、かかる点に着目し、腸内細菌叢が、この異常を来した免疫応答の標的とな
っているものと推察し、患者の腸内細菌叢に含まれる細菌の種類と、健常人の腸内細菌叢
に含まれる細菌の種類とを比較検討し、さらには、患者の活動期における腸内細菌叢に含
まれる細菌の種類と、患者の寛解期（寛解導入期＋寛解維持期）における腸内細菌叢に含
まれる細菌の種類とを比較検討すること、および、患者の活動期における腸内細菌叢に含
まれる細菌の種類と、患者の寛解期における腸内細菌叢に含まれる細菌の種類とを比較検
討することにより、これら同士の間に含まれている腸内細菌叢の細菌の種類やその割合に
基づいて、被検者のクローン病の活動性を分類し得ることを見出し、本発明を完成するに
至った。
【００５４】
　そこで、本実施形態では、前記工程［Ｓ１］において、腸内細菌叢に含まれる細菌の種
類をＴ－ＲＦＬＰ法を用いて分析された分析結果に基づいて、被検者のクローン病の活動
性を分類する場合を一例にして説明する。
【００５５】
（Ｓ２１）まず、本発明者は、クローン病と診断された被験者のうち、治療開始前にＣＤ
ＡＩが１５０未満のものを除外し、治療開始前にＣＤＡＩが１５０以上のものを活動期ク
ローン病患者と判断した。
【００５６】
　また、［Ｓ２１］の活動期クローン病患者に対して、治療を開始して治療により、ＣＤ
ＡＩが１５０未満となったものを寛解導入（寛解導入期）と判断し、さらに、ＣＤＡＩが
１５０未満の状態を６～１２週間以上維持されたものを寛解維持（寛解維持期）と判断し
た。
【００５７】
　そして、前記工程［Ｓ１］において説明した手順により、Ｔ－ＲＦＬＰ法を用いた腸内
細菌叢に含まれる細菌の種類の分析を、活動期、寛解期（寛解導入期＋寛解維持期）につ
いて実施した。
【００５８】
（Ｓ２２）ここで、本発明者の検討により、前記工程（Ｓ２１）において、各患者の活動
期及び寛解期（寛解導入期＋寛解維持期）でそれぞれ観察された、キャピラリーＤＮＡシ
ーケンサーのプロファイルに違いが認められることが判ってきた。すなわち、各細菌に由
来する末端制限フラグメント（Ｔ－ＲＦ）のピーク強度（面積値（ＯＴＵ））に違いが認
められることが判ってきた。かかる傾向は、前記工程（Ｓ２１〉に用いる制限酵素の種類
を代えても同様に認められた。
【００５９】
　その結果、ある特定の細菌に由来する末端制限フラグメントのピーク強度の平均値が、
健常人群と患者群間だけでなく、患者群間で異なる傾向が見られた。
【００６０】
　例えば、制限酵素としてＨｈａＩを用いた場合には、末端制限フラグメントとして、５
７ｂｐ（Ｈ５７）、１８６ｂｐ（Ｈ１８６）、２１４ｂｐ（Ｈ２１４）、２２６ｂｐ（Ｈ
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２２６）、３２０ｂｐ（Ｈ３２０）、３７６ｂｐ（Ｈ３７６）、５６１ｂｐ（Ｈ５６１）
、５７９ｂｐ（Ｈ５７９）、６０３ｂｐ（Ｈ６０３）、および１０７９ｂｐ（Ｈ１０７９
）の塩基対を有するものに由来するピーク強度が患者群間で異なる傾向が見られた。
【００６１】
　また、制限酵素としてＭｓｐＩを用いた場合には、末端制限フラグメントとして、３２
ｂｐ（Ｍ３２）、６３ｂｐ（Ｍ６３）、７０ｂｐ（Ｍ７０）、８１ｂｐ（Ｍ８１）、９０
ｂｐ（Ｍ９０）、９４ｂｐ（Ｍ９４）、９６ｂｐ（Ｍ９６）、１３３ｂｐ（Ｍ１３３）、
１４２ｂｐ（Ｍ１４２）、１６６ｂｐ（Ｍ１６６）、１９０ｂｐ（Ｍ１９０）、２０２ｂ
ｐ（Ｍ２０２）、２２１ｂｐ（Ｍ２２１）、２８５ｂｐ（Ｍ２８５）、２９７ｂｐ（Ｍ２
９７）、３０２ｂｐ（Ｍ３０２）、４９４ｂｐ（Ｍ４９４）、４９９ｂｐ（Ｍ４９９）、
５５６ｂｐ（Ｍ５５６）、５６３ｂｐ（Ｍ５６３）および９７４ｂｐ（Ｍ９７４）の塩基
対を有するものに由来するピーク強度が患者群間で異なる傾向が見られた。
【００６２】
（Ｓ２３）前記工程（Ｓ２２）で示したように、末端制限フラグメントに由来するピーク
強度が、クローン病の病態に強い相関関係を有していることが判ってきた。
【００６３】
　そこで、本発明者は、各患者の活動期ならびに寛解期（寛解導入期および寛解維持期）
の各細菌に由来する末端制限フラグメント（Ｔ－ＲＦ）のピーク強度（面積値（ＯＴＵ）
）を用いて、ＣＤＡＩ≧１５０またはＣＤＡＩ＜１５０を識別する多変数判別式を求めた
。
【００６４】
　多変数判別式としては、ロジスティック回帰式、線形判別式および重回帰式等が挙げら
れるが、本実施形態では、ロジスティック回帰式を用いて判別式を求めた。
【００６５】
　すなわち、判別値πは下記判別式１で表わされ、下記判別式１中の変数ｘは下記式２で
表わすことができる。
【００６６】
π＝１／［１＋ｅｘｐ（－ｘ）］・・・式１
ｘ＝（Ａ０＋Ａ１・Ｘ１＋Ａ２・Ｘ２＋・・・＋Ａｎ・Ｘｎ）・・・式２
（但し、式２中、Ａ０、Ａ１、Ａ２、・・・Ａｎは、それぞれ係数を表し、Ｘ０、Ｘ１、
Ｘ２、・・・Ｘｎは、選択された末端制限フラグメントのピーク強度（面積値（ＯＴＵ）
）を表す。）
【００６７】
　ロジスティック回帰式を用いた判別式の変数として用いる末端制限フラグメントのピー
ク強度は、例えばステップワイズ法により選択することができる。ステップワイズ法とは
回帰分析、判別分析の変数選択手法の一つであり、特定の独立変数の中から変数増加法、
変数減少法、変数増減法のいずれかを用いて、定法により有用な変数を選択することがで
きる。本発明の一実施形態では、以下の実施例で示すように、変数としてＭ９０、Ｍ９６
、Ｍ３２、Ｈ５７９、Ｈ３２０、Ｍ８１、Ｍ１６６、Ｈ６０３、Ｍ２９７、Ｍ９７４を選
択して判別式を作成することにより、クローン病の活動性を分類することができる。
【００６８】
　そして、かかる判別式１を用いて、各被検者の末端制限フラグメントに由来するピーク
強度から判別値πを求め、判定のための閾値（カットオフ値）π０を０．５としたとき、
被検者のクローン病の活動性を好適に分類できることを見出し、本発明を完成するに至っ
た。
【００６９】
　具体的には、かかる判別式１を用いて、例えば、患者（被検者）が活動期か寛解期（寛
解導入期＋寛解維持期）であるかの分類（病勢診断）を行うことができる。
【００７０】
　一方、ステップワイズ法で選択された変数以外にも、同定された細菌の種類の生物学的
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背景を基準にして、ロジスティック回帰式に用いる独立変数を選択することも可能である
。本発明の他の実施形態では、独立変数を増減させることにより、より高い識別率を有す
る判別式を作製することも可能であるが、高い識別率を有するが故、試験した患者群への
特異性が高くなり、汎用性が失われる判別式となる可能性が考えられる。
【００７１】
　以上、本発明のクローン病の活動性を分類する方法を好適実施形態に基づいて説明した
が、本発明はこれらに限定されるものではない。例えば、本発明のクローン病の活動性を
分類する方法は、任意の目的の工程が１または２以上追加されていてもよい。
【実施例】
【００７２】
　次に、本発明の具体的実施例について説明する。
１．被験者の選定
　まず、クローン病患者として診断された患者のうち、ＣＤＡＩが１５０未満の患者を除
外し、ＣＤＡＩが１５０以上の患者を５６名、活動期の患者として選定した。その後の治
療により、ＣＤＡＩが１５０未満となった患者を寛解導入（寛解導入期）したと判断し、
さらに、ＣＤＡＩが１５０未満の状態を６～１２週間以上維持されたものを寛解維持（寛
解維持期）したものと判断した。
【００７３】
　なお、活動期の患者７１名のうち、治療の途中で手術適応になった患者を除外した結果
、５１名が寛解導入し、さらに、そのうち４２名が寛解維持された。
【００７４】
２．腸内細菌叢に含まれる細菌の１６ＳｒＤＮＡの増幅
＜２－１＞まず、各被検者から採取した糞便について、ＭＰ ＢｉｏＭｅｄｉｃａｌｓ社
製 Ｆａｓｔ Ｐｒｅｐ ＦＰ１００Ａ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔキットを用いて、Ｔｒｉｓバ
ッファー（１００ｍＭ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ９．０）、４０ｍＭ ＥＤＴＡ、４Ｍ Ｇ
ｕａｎｉｄｉｕｍ　ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）に懸濁した後、ジルコニウムビーズを加え
て振とうし、糞便懸濁液を被験者毎に調製した。
【００７５】
　なお、各被検者からの糞便の採取は、活動期（７１名）、寛解導入期（５１名）および
寛解維持期（４２名）の最大３回実施した。
【００７６】
＜２－２＞次に、糞便懸濁液をＰｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ Ｓｃｉｅｎｃｅ社製 
Ｍａｇｔｒａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ １２ＧＣ ａｎｄ ＧＣ　Ｓｅｒｉｅｓ Ｍａｇｔｒ
ａｔｉｏｎ－ＭｅｇａＺｏｒｂＤＮＡ Ｃｏｍｍｏｎ キットを用いて、ビーズ・フェノー
ル法に供し、糞便懸濁液中に含まれる細菌からＤＮＡを抽出することにより、ＤＮＡ抽出
液を得た。
【００７７】
＜２－３＞次に、６－ＦＡＭで蛍光標識された配列番号８のプライマーをフォアードプラ
イマーとして、配列番号９のプライマーをリバースプライマーとして用意し、Ｑｕｉａｇ
ｅｎ社製ＨｏｔＳｔｅｒ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘキットを用いて、ＰＣＲ法により
、１６ＳｒＤＮＡを増幅させた。
【００７８】
　なお、１６ＳｒＤＮＡを増幅させた際の条件は、変性温度を９４℃として５分間維持し
、その後、９４℃×１分間、５５℃×１分間、７２℃×１分間を１サイクルとして、これ
を３０サイクル行った後、７２℃を５分間維持することとした。
【００７９】
　以上のような工程を経て、各被検者の腸内細菌叢に含まれる細菌に由来する１６ＳｒＤ
ＮＡが増幅されたサンプルを被検者毎に調製した。
【００８０】
３．増幅させた１６ＳｒＤＮＡに基づく腸内細菌叢に含まれる細菌の種類の分析
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＜３－１＞まず、各被験者の増幅された１６ＳｒＤＮＡを含有するサンプルを、４塩基認
識制限酵素であるＨｈａＩを用いて切断した。
【００８１】
＜３－２＞次に、制限酵素による処理が施された１６ＳｒＤＮＡを含有するサンプルを、
キャピラリーＤＮＡシーケンサー（Ａｐｐlｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製、ＡＢＩ 
ＰＲＩＳＭ ３１０ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ａｎａｌｙｓｅｒ）を用いて、末端制限フラグメン
ト（Ｔ－ＲＦ）の長さを求め、得られた末端制限フラグメント（Ｔ－ＲＦ）の長さから細
菌の種類を推察した。
【００８２】
＜３－３＞４塩基認識制限酵素としてＨｈａＩに代えてＭｓｐＩを用いて、前記工程＜３
－１＞および前記工程＜３－２＞と同様の工程を行い、末端制限フラグメント（Ｔ－ＲＦ
）の長さを求めるとともに、得られた末端制限フラグメント（Ｔ－ＲＦ）の長さから細菌
の種類を推察した。
【００８３】
　なお、制限酵素としてＨｈａＩおよびＭｓｐＩを用いた際に、キャピラリーＤＮＡシー
ケンサーにより得られた、末端制限フラグメントのプロファイルと、末端制限フラグメン
トの長さから推察された細菌の種類とを、それぞれ、図２および図３に示す。
【００８４】
　各患者の活動期及び寛解期（寛解導入期＋寛解維持期）でそれぞれ観察された、キャピ
ラリーＤＮＡシーケンサーのプロファイルを比較したところ、そのパターンにいくつかの
違いが認められた。
【００８５】
　なお、各プロファイルに認められたピークに示す記号は、アルファベットが用いた制限
酵素の頭文字を示し、数字がＴ－ＲＦの長さ（塩基長）を示す。
【００８６】
４．健常人群および患者群における腸内細菌叢に含まれる細菌の種類の差異の検討
＜４－１＞まず、制限酵素としてＨｈａＩを用いた場合について、健常入群および患者群
（活動期～寛解維持期）毎に、キャピラリーＤＮＡシーケンサーにより観察されたプロフ
ァイルに基づいて、各長さの末端制限フラグメントのピーク強度の平均値を求めた。
【００８７】
＜４－２＞４塩基認識制限酵素としてＨｈａＩに代えてＭｓｐＩを用いた場合についても
、前記工程＜４－１＞と同様にして、各長さの末端制限フラグメントのピーク強度の平均
値を求めた。
【００８８】
　得られた結果を表１および表２に示す。
【００８９】



(13) JP 5837761 B2 2015.12.24

10

20

30

【表１】

【００９０】
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【表２】

【００９１】
　表１に示すように、制限酵素としてＨｈａIを用いた場合には、末端制限フラグメント
として、Ｈ５７、Ｈ１８６、Ｈ２１４、Ｈ２２６、Ｈ３２０、Ｈ３７６、Ｈ５６１、Ｈ５
７９、Ｈ６０３及びＨ１０７９に由来するピーク強度が、健常人群、患者群（活動期）お
よび患者群（寛解期）間で異なる傾向が見られた。
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【００９２】
　また表２に示すように、制限酵素としてＭｓｐIを用いた場合には、末端制限フラグメ
ントとして、Ｍ３２、Ｍ６３、Ｍ７０、Ｍ８１、Ｍ９０、Ｍ９４、Ｍ９６、Ｍ１３３、Ｍ
１４２、Ｍ１６６、Ｍ１９０、Ｍ２０２、Ｍ２２１、Ｍ２８５、Ｍ２９７、Ｍ３０２、Ｍ
４９４、Ｍ４９９、Ｍ５５６、Ｍ５６３及びＭ９７４に由来するピーク強度が、健常人群
、患者群（活動期）および患者群（寛解期）間で異なる傾向が見られた。
【００９３】
　すなわち、これら末端制限フラグメントに由来するピーク強度が、クローン病の病態に
強い相関関係を有していると考えられた。
【００９４】
５．末端制限フラグメントのピーク強度の平均値を変数とした判別式を用いた、クローン
病の活動性の分類
＜５－１＞腸内細菌叢に含まれる細菌の種類やその割合がクローン病の病態に強い相関関
係を有していることが推察されたことから、活動期、寛解期をあわせたピークサンプルか
ら、半数に当たる８４サンプルを抽出し、そのデータを基にロジスティック回帰式を用い
てクローン病の活動性を分類するための判別式を作成した。変数としては、ステップワイ
ズ法により、判別に最適な変数として、Ｍ９０、Ｍ９６、Ｍ３２、Ｈ５７９、Ｈ３２０、
Ｍ８１、Ｍ１６６、Ｈ６０３、Ｍ２９７、Ｍ９７４が選択され、以下の式３が得られた。
π＝１／［１＋ｅｘｐ（－ｘ）］・・・式１
ｘ＝（－０．１７９９＋０．２１１４×Ｍ９０－０．０７７７×Ｍ９６＋２．３５９８×
Ｍ３２＋０．１７０２×Ｈ５７９－１．２１７６×Ｈ３２０－０．２０４７×Ｍ８１＋０
．３７５２×Ｍ１６６－１．８３３５×Ｈ６０３－０．０６２０×Ｍ２９７－０．１８４
３×Ｍ９７４）・・・式３
判定方法：πが０．５未満＝寛解期（ＣＤＡＩ＜１５０）
πが０．５以上＝活動期（ＣＤＡＩ≧１５０）
【００９５】
＜５－２＞式３の判別式によりＣＤＡＩの値が予測可能かどうかを確認するために、クロ
ーン病と診断された患者の腸内細菌叢の解析データを式３に入力し、πの値を求めた。判
別式により予測されたＣＤＡＩの値と、定法により求めたＣＤＡＩの値と比較し、ＣＤＡ
Ｉの値が予測可能であった確率（識別率）を算出した。結果を以下の表３に示す。
【００９６】
【表３】

識別率＝（２６＋３３）／８２＝７２．０％
【００９７】
６．末端制限フラグメントのピーク強度の平均値を変数とした判別式の汎用性の検証
＜６－１＞末端制限フラグメントのピーク強度の平均値を変数とした判別式の汎用性を、
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作成において抽出されなかった残８４サンプルの活動性を予測できるかどうかを検証した
。
【００９８】
＜６－２＞結果を表４及び図５に示す。結果より、本発明の判別式が高い汎用性を有する
ことが示された。
【００９９】
【表４】

識別率＝（２０＋３８）／８２＝７０．７％
【０１００】
　以上、本発明を実施例に基づいて説明した。この実施例はあくまで例示であり、種々の
変形例が可能なこと、またそうした変形例も本発明の範囲にあることは当業者に理解され
るところである。
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