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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の腸内細菌叢の変化と移植成績の関連をマウスおよび臨床例で
検討した。マウスモデルでは移植後の腸内細菌叢の変化とGVHD重症度、生存率に関連がみられた。Wntアゴニス
トR-spondin1の投与によって腸内細菌叢の回復がみられ、GVHDの軽症化がみられた。1362例の移植患者の日米欧
の共同研究において、人種間の差を超えて、移植後の腸内細菌叢の変化とGVHD重症度、死亡率に関連がみられ
た。とくに腸球菌の増加は移植成績に悪影響を与えた。以上の結果から移植後患者の腸内細菌叢は移植成績に影
響を及ぼしうることが世界最大規模の研究によって示された。

研究成果の概要（英文）：We compared association of intestinal microbial ecology and outcomes of 
allogeneic hematpoietic stem cell transplantation. In mouse models, changes in microflora 
posttransplat were associated with GVHD severity and survival.  Administration of wnt agonist 
R-spondin1 restored intestinal microflora and ameliorated GVHD. An international cooperative study 
showed that changes in intestinal microflora were associated with GVHD severity and mortality, 
irrespective of ethnicity. Overgrowth of Enterococcus was assocaited with poor transplant outcomes. 
These largest studies ever demosntrate that composition of the posttransplant microbiota could be 
associated with transplant outcomes.

研究分野： 血液内科学

キーワード： 腸内細菌　造血幹細胞移植　GVHD

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
骨髄移植をはじめとする造血幹細胞移植は難治性の白血病など、血液がんや再生不良性貧血などに対する根治的
治療法として普及している。しかし、その最重要の合併症である移植片対宿主病(GVHD)のより有効な治療法の開
発によって、さらに移植の成績を向上させることができる。本研究では移植後の腸内細菌叢と移植成績の関連を
検討した。その結果、移植後には腸内細菌叢の多様性が喪失し、特定の細菌種の増加がみられた。この変化は欧
米人と日本人で同等であった。腸内細菌叢の変化が高度な例ではGVHDの重症化、死亡率の増加がみられた。腸内
細菌叢を回復させることで移植成績の向上が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

1960 年代、マウスモデルで腸内細菌が移植片対宿主病(graft-versus-host disease: GVHD)発症に
関与するという歴史的な発見がなされた。これに基づいて腸内殺菌の試みがなされたが、そもそもどの
ような細菌叢の変化が GVHD 発症に関与するのか、またそのメカニズムも不明であり、この試みははっ
きりした結果も示されず廃れていった。申請者らはマウスモデルを用いた研究によって、GVHD の本質
は腸幹細胞とそのニッチ Paneth 細胞ダメージによる腸ホメオスタシスの破綻であり、腸内フローラ異常
dysbiosis がアロ応答 T 細胞応答を促進し、GVHD と感染症の増悪因子であることを世界に先駆けて明
らかにした。しかしその詳細なメカニズムと、どのような細菌叢の変化が GVHD と関連するのかは依然不
明であり、また、臨床例における大規模な研究も実施されていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究ではマウスモデルを用いて、腸内細菌叢の変化と GVHD の発症・重症化の機序をより詳細に
解明し、治療開発の可能性を検討する。また、マウスモデルでえられた結果が臨床例でも再現できるか
どうかを検討するため、日米欧の国際共同臨床研究を実施し、ヒトにおける腸内細菌叢と GVHD、さらに
移植成績との関連を研究する。腸内細菌叢は食事の違いなどにより人種差があるため、日本人と欧米
人での違いも併せて検討する。本研究は腸内細菌と GVHD の関連という、半世紀にわたる課題の解決
を目指すものである。 

 
３．研究の方法 
（１） マウスモデルを用い GVHD による腸内フローラの変化を抗菌薬非投与下に 16S ribosomal RNA
シークエンシングによるメタゲノム解析を行う（九大細菌学 林哲也教授との連携）。バイオインフォマテ
ィックス解析は、国立遺伝学研究所、ゲノム進化研究室、森宙史助教との連携によって実施する。これ
により、門―網―目―科の細菌各階層における GVHD の dysbiosis の全貌を解明し、以下の研究の基
盤データを構築する。また個々のマウスの GVHD 重症度などの臨床データと腸内フローラ解析結果を
参照することで、GVHD 重症化および抑制に関わる特定の細菌群を同定する。 
 
（２） 遺伝子組み換え R-Spondin1 (R-Spo1)や内因性抗菌ペプチド-defensin を利用した dysbiosis 予
防・治療法を確立する。遺伝子組み換え-defensin4 (Crp4)は連携研究者、北大理学部生命融合科学、
相沢智康准教授が作成する。経口投与した Crp4 が活性型を保持しつつ腸内移行することを連携研究
者北大生命科学、中村公則准教授が開発した新規 ELISA 法によって確認する。Crp4 を移植後にマウ
スに経口投与し、dysbiosis 予防・治療効果を検討する。さらに dysbiosis 治療によるアロ応答性 T 細胞
への影響、GVHD と感染症抑制効果を検討する。また、R-Spo1 による Paneth 細胞の-defensin 分泌
促進を検討する。LGR5-eGFP reporter マウスを用い、R-Spo1 による腸幹細胞から Paneth 細胞増殖メ
カニズムを解明する。さらに-defensin 産生促進作用とその kinetics を検討し、dysbiosis 予防・治療効
果を検討する。また R-Spo1 産生細胞は未だ同定されておらず、これを同定する。 
 
（３） 臨床サンプルを用いた腸内フローラの網羅的解析を、米国 MD Anderson がんセンター、Duke 大
学、ドイツ Regensburg 大学、北海道大学の 4 施設による国際共同研究として実施する。移植患者の糞
便を経時的に採取、16S rRNA 系統解析および shotgun メタゲノム解析で腸内フローラを同定し、抗菌
剤投与、GVHD や移植成績との関連を検討し、移植後 dysbiosis の全貌を明らかにし、臨床開発のため
の基盤データを構築する。 
 
４．研究成果 
（１） マウスモデル腸内フローラのゲノム網羅的な解析 
MHC 不適合の B6→BDF1 モデルを用い腸内細菌叢のメタゲノム解析を行った。GVHD 非発症マウス
では有意な変化を認めなかったが、GVHD 発症マウスでは dysbiosis が認められ、有意な菌多様性低
下が確認された。移植後の腸内細菌叢の変化と GVHD 重症度、生存率に関連がみられた。また、大腸
菌や Bacteroides の腸内細菌叢に占める割合は GVHD の重症度と正の相関関係を、Lactobacillus の
割合は負の相関を示した。これらの結果から GVHD の増悪や軽快にこれらの腸内細菌が関与している
可能性が示唆された。また、GVHD による dysbiosis の影響を調べるため大腸の Goblet 細胞の検討を
行った。GVHD 発症マウスでは Goblet 細胞が減少し、ムチン層の内、Lypd8 や defensin など内因性抗
菌分子を保持し、腸内細菌の腸上皮内への侵入を防ぐ機能を有する内ムチン層が消失し、腸組織内
への細菌の侵入が観察された。これが腸管 GVHD の際に敗血症が発症するメカニズムの一つと考えら
れた。この感染症は GVHD の増悪因子となり、ＧＶＨＤと感染症の悪性サイクルが形成された。Goblet
細胞の増殖因子である interleukin-25 を移植前に投与したところ、大腸 goblet 細胞が GVHD から保護
され、粘液内層が保持された。これにより腸上皮内への腸内細菌の侵入が阻止され、感染症の発症抑
制や pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)の体内侵入の抑制によって、IFN-gamma, IL-6
といった炎症性サイトカインの産生低下がみられ、GVHD の改善がもたらされた。IL-25 による GVHD 軽



減作用は、大腸上皮細胞由来で有鞭毛細菌の運動性を抑制することで抗菌活性を示す分子、Lypd8
に依存していた。 
 
（２） Dysbiosis 予防・治療の試み 
MHC 不適合の B6→BDF1 モデルにおいて、Paneth 細胞増殖効果を有する R-Spo1 と遺伝子組換え
defensin4 (Crp4)を投与し、GVHD に伴う dysbiosis 予防効果を検討した。R-Spo1 は Paneth 細胞増殖、
defensin の分泌効果を示し移植後の dysbiosis を有意に抑制した。R-spo1 の投与によって腸内細菌叢
の回復がみられ、GVHD の軽症化がみられた。また Crp4 の投与によっても，移植後の dysbiosis が抑
制され，その結果，GVHD の重症度も改善した。Defensin は移植後においても腸内細菌叢の構成を大
きく変化させることなく病原菌増殖を抑制し、GVHD を軽症化できることを見出した。また世界に先駆け
て R-Spondin 産生細胞がリンパ管内皮細胞であることを同定した。 
 
（３） 臨床サンプルを用いた腸内フローラの網羅的解析 
米国 Memorial-Sloan Cancer Center, Duke 大学、ドイツ Regensburg 大学と北海道大学の国際共同研
究での同種造血幹細胞移植症例 1362 例から糞便合計 8764 検体を収集し、腸内細菌叢のメタゲノム
解析を実施した。その結果、造血幹細胞移植後に腸内細菌叢の多様性が経時的に減少することが明ら
かになった。またマウスの研究で明らかにしたような腸内フローラの多様性の喪失に伴う優勢菌種の増
加がみられた。臨床情報と照らし合わせた結果、腸内細菌叢の多様性の減少が、造血幹細胞移植後の
非再発死亡や急性 GVHD のリスクであることが明確になった。また造血幹細胞移植前にすでに細菌叢
多様性が減少していた例の予後は不良であった。とくに腸球菌の増加は移植成績に悪影響を与えた。
反比例する腸球菌の経時的増加がみられた。腸球菌の増加は GVHD と非再発死亡のリスクであった。
腸球菌増加の機序として、腸内の乳糖分解酵素活性の低下による、腸球菌の増殖に必須な乳糖が分
解されることなく、大腸に流入し、大腸でも腸球菌の増殖に関与している可能性が考えられた。興味深
いことに、世界の４施設では、人種、食生活や抗生剤の使用パターンが異なるにも拘わらず、全４施設
で全く同様の結果がみられ、移植後の普遍的な現象であることが判明した。これは世界初の知見であり、
極めて価値あるものとなった。以上の結果から移植後患者の腸内細菌叢は移植成績に影響を及ぼしう
ることが世界最大規模の研究によって示された。 
また、北海道大学病院での臨床例において大腸 goblet 細胞動態の解析を行った。同種造血幹細胞移
植後の大腸生検標本を解析し、大腸 goblet 細胞の減少の程度が、腸管 GVHD の重症度、移植関連死
亡率の増加、全生存率の低下と相関した。これらの結果から大腸 goblet 細胞の減少が移植成績を予測
するバイオマーカーとなりうることが明らかになった。 
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