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研究成果の概要（和文）：本研究は、①造血器腫瘍に対する骨髄移植後の腸内細菌叢の採取と同定、②AIを用い
た機械学習による腸内細菌叢の分類と、移植後臨床データベースとの融合と解析、③マウス実験モデルでの同様
の検討と生菌製剤を用いた予防実験、およびそれを踏まえたヒト臨床試験の準備、に分けられる。
①の腸内細菌叢採取に関しては、移植前処置開始から2ヶ月に渡り、患者便検体を毎週採取する。細菌に特異的
な遺伝子である16SリボゾームRNAコード遺伝子の塩基配列を、次世代シーケンサで決定する。

研究成果の概要（英文）：This study can be divided into (1) collection and identification of 
intestinal microbiota after bone marrow transplantation for hematopoietic tumors, (2) classification
 of intestinal microbiota by machine learning using AI, and integration and analysis with 
post-transplant clinical database, (3) similar investigation in mouse experimental models and 
prevention experiments using live bacteria preparations, and preparation for human clinical trials 
based on these studies. The first is the collection of intestinal microbiota.
The collection of intestinal microbiota in (1) will be conducted weekly for 2 months from the start 
of the pre-transplantation treatment.
The patient's stool samples will be collected weekly for 2 months from the start of the 
pre-transplantation treatment. The nucleotide sequence of the 16S ribosomal RNA-coding gene, which 
is a gene specific to the bacteria, will be determined using a next-generation sequencer.

研究分野：造血幹細胞移植

キーワード： 腸内細菌叢

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
検体採取は順調に進行し、これまでに合計21患者を対象とし、100サンプル以上を検討した。予定したプロトコ
ールによって、患者からの同意取得、検体の採取、院内検査室への搬送、解析研究室への輸送、検体の保存、次
世代シーケンスを用いた測定、コンピュータを用いた解析には大きな問題は発生せず、予定通り進捗している。
結果は、属レベルまでの細菌分類が可能であった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
1. 研究開始当初の背景 
今回の研究テーマの基盤となる同種移植後の腸管 GVHDに関して、申請者のグルー 

プはこれまでに、骨髄破壊的前処置が腸管 GVHDのリスク因子となることを、日本造

血細胞移植学会の大規模データベース解析で示した（Arai Y, et al, Bone Marrow 

Transplant. 2016;51:96-102.）。 

一方で、自施設の後方視的解析において、第 4世代セファロスポリン系抗生剤

（Abx）の使用が腸管 GVHD発症のリスク因子（ハザード比 2.05倍）となることを、

世界で初めて発見した（論文投稿中）。これらの研究を通じて、移植前処置や抗生剤の

使用により、腸内細菌叢に dysbiosisが生じることが、腸管 GVHDの原因となりうると

考え、本研究に着想した。 

急性白血病やリンパ腫などの難治性造血器腫瘍に対して、同種造血幹細胞移植（い

わゆる骨髄移植）は根治を導く現在唯一の治療法である。しかし、移植後には様々な

合併症が知られ、中でも腸管の急性移植片対宿主病（GVHD）は、極めて予後不良で

ある。 

この腸管 GVHDの「発症リスク因子」に関しては、これまでに、患者・ドナー間の

白血球型不一致、特定の移植前処置や抗生剤使用と、腸管 GVHD合併との関連が報告

されてきた。しかし、いずれも移植前の一時点での所見や状況と GVHDの関連を臨床

疫学的に示したのみで、生物学的裏付けに乏しい。また、移植後には、検査所見や全

身状態が劇的に変動するが、これらのリアルタイムな生体情報と GVHDとの関連性は

未解明であり、GVHDの発症予知バイオマーカーも確立していない。さらには、

GVHD高リスク症例を抽出できても、全身免疫抑制剤以外の手段はなく、腸管局所に

特異的な GVHD予防法は存在しない。 

このような状況で、「新たな腸管 GVHDバイオマーカーと新規予防法の確立は可能

か？」が移植領域での長年の問いである。申請者はこの答えを、「腸内細菌叢」に求め

た。炎症性腸疾患などの腸管免疫疾患において、腸内細菌叢の構成変化（dysbiosis）

が病態と関連することが、近年明らかになった。腸管 GVHDは、患者腸管粘膜に対す

るドナー由来リンパ球の免疫応答が病因であるため、dysbiosisと腸管 GVHD発症との

関連性が推察される。しかし、短期間で複雑に様態を変える移植後の腸内細菌叢に関

する検討は、莫大な量の情報（ビッグデータ）を扱う必要があり、従来法での解析が

困難であった。 

そこで本研究では、次世代シーケンスと機械学習を用いて、dysbiosisの推移を時系

列に沿って詳細に解析し、腸内細菌叢の観点から GVHDのバイオマーカーと予防法を

確立する。 

本研究は、平成 30年 6月より準備を始めており、現時点までに、京都大学医の倫理

委員会でのプロトコール承認、研究協力者との技術協力契約締結が完了している。研

究協力者である京都大学臨床病態検査学講座の長尾美紀准教授は生体肝移植後前後で

の腸内細菌叢の変化と、移植後肝硬変・移植肝拒絶・感染症との間に関連があること

を、移植外科との研究で明らかにした（Kato K, Nagao M, et al. Transplant Direct. 

2017;10:e144.）。感染症領域での豊富な経験を生かし、今回は検体の精度管理と、生菌

製剤の作成・投与に関して、アドバイスを仰ぐ。また、栄養病理学研究所の塚原隆充

所長は、幅広い生物種で、腸内細菌叢を同定してきた（Tsukahara T, et al. Biosci 



Biotechnol Biochem. 2016:82;329-33.）。本研究では、次世代シーケンスを用いた解析を

支援する。 

このように、円滑な研究遂行のために準備がすでに出来つつあり、実際に患者検体

の集積も始めている。次世代シーケンスによる腸内細菌叢の同定には、多額の費用が

かかるため、本研究課題に対する科学研究費をもとに、本格的に研究を推進したい。 

 
2. 研究の目的 
 
同種造血幹細胞移植は、造血器腫瘍の根治的治療であるが、移植後には様々な合併

症が知られる。特に重篤な合併症である腸管の急性移植片対宿主病（GVHD）に関し

ては、発症予知バイオマーカーや、局所的予防・治療法が探索されてきたが、未だ確

立されたものはない。 

近年、炎症性腸疾患など腸管の免疫疾患において、腸内細菌叢の構成変化

（dysbiosis）と病態との関連が証明されてきた。この知見から推察すると、患者腸管

粘膜に対するドナーリンパ球の攻撃（同種免疫）である腸管 GVHDにおいても、

dysbiosisが関連する可能性がある。 

そこで本課題では、「腸管 GVHDのバイオマーカーと予防法の確立による予後改

善」を目的として、①次世代シーケンスを用いて、移植後患者の腸内細菌叢を定期的

に同定し、②人工知能による自動化機械学習を用いて、腸管 GVHD発症と関係する

dysbiosisパターンを抽出して、バイオマーカーとして確立し、③GVHD低リスクパタ

ーンに含まれる腸内細菌を組合せて作成した生菌製剤を、GVHD高リスク症例に投与

し、腸管 GVHDの予防効果を検証する。 
 
本研究の最終目的は「腸内細菌叢に着目した腸管 GVHDの新規バイオマーカーと予

防法の確立と、同種移植の予後改善」である。本課題は以下の小目的から構成される

（下図）。 

①同種移植後に便検体を定期的に採取し、腸内細菌叢の変化（dysbiosis）を検出 

②人工知能（AI）を用いて dysbiosisを網羅的に層別化し、臨床情報と融合する

ことで、GVHD発症と関連する dysbiosisパターンを同定し、バイオマーカー

として確立 

③GVHD発症低リスクパターンに含まれ

る腸内細菌を配合した生菌製剤を作成

し、高リスク症例に投与することで

GVHDの予防が可能か、マウスでの検

証とヒト臨床試験の計画 

次世代シーケンスやバイオインフォマティク

ス技術の発展によって、腸内細菌叢の構成を正確に同定することが可能となった。し

かし、移植後の時系列に沿った便検体から得られる腸内細菌叢データは、非常に膨大

となり、そのままでは解析できない。そこで「AIによる教師なし自動化機械学習」の

技術を用いて、時系列に沿って有意な変化を自動的にパターン化することで、このデ

ータ量の問題を解決する。腸内細菌叢の解析に AIを使うのは世界初の試みであり、従

来のヒトの目と手を使った解析に比べて、より網羅的に、そして恣意性を排除して解

腸管 GVHD

腸内細菌叢
Dysbiosisの有無

目的③目的①

GVHD低リスクの
腸内細菌叢を同定

生菌製剤として
予防的に投与

目的②
AIを用いた解析

→GVHD予防法の確立

検体採取
メタゲノム解析

→バイオマーカーの確立



析できる。Dysbiosisパターンが有望なバイオマーカーになると証明できれば、今後、

臨床検査分野で使用されるが、これは次世代シーケンスとバイオインフォマティクス

を実臨床に導入する初の試みとなりうる。 

また、本研究の後半③では、生菌製剤の投与により、腸内細菌叢の置き換えを図

り、腸管 GVHDの発症抑制に取り組む。腸内細菌叢を入れ替えるために、いわゆる

「糞便移植」の臨床試験が欧米を中心に行われつつあるが、骨髄移植領域ではまだ発

展途上であり、まとまった報告例はない。また、便そのものを移植するのではなく、

特定の細菌叢を模倣した生菌製剤を投与することで腸内細菌叢を置換する試みも、既

報はほとんどない。 

これまで腸管 GVHDの予防は、免疫抑制剤の全身投与が唯一の選択肢であり、予防

強化が必要な場合、副作用（腎不全や免疫不全）が問題であった。生菌製剤投与は、

腸管局所療法であり、既存の副作用増悪なしに高い効果が期待できる、新たな概念の

予防となる。 

これらの点を鑑みると、本研究は、冒頭に掲げた「新たな腸管 GVHDバイオマーカ

ーと予防法の確立は可能か？」という、臨床現場における長年の疑問・要望に応えう

るものである。同時に、腸内細菌叢や dysbiosisがもつ生物学的意義を解明する上で大

きな情報を与えるとともに、臨床の観点においても、患者予後を改善できる重要な研

究になる。さらには、次世代シーケンスと AIという、情報工学における近年の大きな

ブレイクスルーとなった技術を組み合わせる手法は、今後の同様の研究においても、

広く応用可能である。 

今回対象とする疾患は、同種移植後の腸管 GVHDという、限られたものである。本

研究が順調に進捗すれば、その他の細菌叢解析（皮膚や口腔内）も行い、皮膚 GVHD

や口腔粘膜傷害との関連解析にも取り組む予定である。細菌叢の dysbiosisをバイオマ

ーカーとして、移植合併症の評価とその予防を目指すという、申請者の独創的なアイ

デアをさらに発展させることで、難治性造血器腫瘍の移植成績改善を多方面から実現

したい。 
 
3. 研究の方法 
 
本研究は、①造血器腫瘍に対する骨髄移植後の腸内細菌叢の採取と同定、②AIを用

いた機械学習による腸内細菌叢の分類と、移植後臨床データベースとの融合と解析、

③マウス実験モデルでの同様の検討と生菌製剤を用いた予防実験、およびそれを踏ま

えたヒト臨床試験の準備、に分けられる。平成 30年 8月より検体採取を始め、平成

31年度より本格的に解析し、3年計

画で行う（右図）。 

①の腸内細菌叢採取に関しては、

移植前処置開始から 2ヶ月に渡り、

患者便検体を毎週採取する。約 80名

の患者を対象とし、検体は、栄養病

理学研究所の協力を得て、細菌に特

異的な遺伝子である 16Sリボゾーム RNAコード遺伝子の塩基配列を、次世代シーケ
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本研究課題（若手研究）による研究期間



ンサで決定する。このメタゲノム解析により、検体に含まれる腸内細菌叢の構成を同

定し、各患者で dysbiosisを時系列に沿って解析する（平成 31年度）。 

②に関しては、今回得られる膨大な量のメタゲノム解析結果から、AIを用い共通点

を見いだすことで、30～50種類に層別化する。この結果を、同種移植の臨床データベ

ースと融合させる。前処置や抗生剤使用などの移植前パラメータ、腸内細菌叢

dysbiosis、さらには GVHD発症イベントの間で、相関関係を見つけ、バイオマーカー

として確立する。これにより、ヒトでの腸管 GVHDリスクが低い腸内細菌叢組成を同

定する（平成 31～令和 2年度）。 

③については、マウス骨髄移植モデル（C57BL6→BALB/c）を用いて、GVHD発症

とマウス腸内細菌叢 dysbiosisの相関を、②と同様に次世代シーケンスと AIを組み合

わせて解析する。この際、マウス食餌（糖質と脂質のバランス）や飼育環境（Specific 

Pathogen Free条件か、コンベンショナル条件か）に変化を持たせることで、予め腸内

細菌叢に多様性を持たせたマウスコロニーで実験を行う。GVHDリスクが低かった腸

内細菌叢組成を参考に、人工的に細菌を配合したカプセル製剤（生菌製剤）を作成す

る。生菌製剤の作成と投与は、同様の実験経験を持つ京都大学臨床病態検査学講座の

協力を得る。GVHD発症高リスクのマウスに、この生菌製剤を投与することで、腸内

細菌叢を置き換え、GVHDの発症を抑制できるかを検討する。また、経過中に腸管上

皮細胞を採取し、細胞内シグナル分子の変化についても詳細に解析し、メカニズムの

点からも裏付けを取る（令和 2年度～令和 3年度）。 

動物実験に引き続き、ヒトにおいて、生菌製剤に関する臨床試験の準備を行う。過

去の同種移植治療患者をコントロール群とし、「腸管細菌叢を定期的に同定し、GVHD

発症高リスクパターンを示す場合に生菌製剤を投与する症例」を介入群とする。介入

群で、「腸管 GVHD発症の抑制」と「生命予後改善」が得られるか解析する。両群そ

れぞれ 50症例を想定し、患者年齢や前処置強度などのパラメータを多変量解析モデル

に組込むことで、介入がもたらす、真の効果を評価する。本プロトコールに関して

は、臨床試験法に基づき、倫理委員会への申請準備を進める（令和 3年度）。令和 4年

度より安全性試験を開始し、その後、両群を比較する臨床試験を行う。申請者の単施

設で良い成績が得られた場合は将来的には、多施設共同研究も実施予定である。 
 
 
4. 研究成果 
検体採取は順調に進行し、これまでに合計 21 患者を対象とし、100 サンプル以上を
検討した。予定したプロトコールによって、患者からの同意取得、検体の採取、院内
検査室への搬送、解析研究室への輸送、検体の保存、次世代シーケンスを用いた測
定、コンピュータを用いた解析には大きな問題は発生せず、予定通り進捗している。
結果は、属レベルまでの細菌分類が可能であった。これまでの結果を解析したとこ
ろ、Shannon index（細菌叢の多様性を反映）は、移植前に最高値を記録し、その後、
移植後 21日目で最低値を取った後、徐々に改善することが分かった。Chao1 index も
同様の経過を経ていた。さらに詳細に解析すると、Shannon および Chao1 index は、
より強い前処置である、骨髄破壊的前処置を受けた患者でより大きく低下することが
分かった。また、腸管細菌叢の多様性喪失（dysbiosis）は、腸管内の残存抗生剤濃度
と関連することが分かった。 
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