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研究成果の概要（和文）：我々は同種造血幹細胞移植の重大な合併症である移植片対宿主病（GVHD）による組織障害に
ついて組織幹細胞に注目して研究を行った。GVHDが腸幹細胞のニッチを構成するパネート細胞を障害し、さらに抗菌ペ
プチド産生の変化を介して腸管内細菌叢を病的な細菌叢に変化させることを明らかにした。また、皮膚の幹細胞ニッチ
を構成する脂肪前駆細胞は移植前処置によって障害された後、皮膚慢性GVHDによってその再生を阻害され、結果として
脱毛が生じる可能性を示唆する所見を得た。これらの成果は組織幹細胞がニッチも含めてGVHDの予防・治療の標的とな
りうる可能性を示すものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The efficacy of allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT) is limited by the 
devastating complication, graft-versus-host disease (GVHD). We evaluated a link between GVHD induced tissu
e damage and tissue stem cells.
We discovered that Paneth cells, which are identified as niche for intestinal stem cells, are targeted by 
GVHD, resulting in marked reduction in the expression of alfa-defensins. GVHD associated changes in produc
tion of antimicrobial peptides including alfa-defensins delivered loss of physiological diversity among th
e intestinal microflora. We also found the possibilities that pretransplant conditioning regimen damaged a
dipose precursor cells, which function as skin stem cell niche to drive hair cycling, and the process of a
dipose precursor cell recovery was inhibited by chronic GVHD development, resulting in alopecia.
Therefore, protection of tissue stem cells as well as their niche from GVHD may ameliorate tissue damage a
nd promote tissue regeneration after allo-SCT.
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）同種造血幹細胞移植は造血器悪性腫瘍
の根治的治療法であるが、治療関連毒性や感
染症、移植片対宿主病（GVHD）などが原因の
非再発死亡が高率でその克服が移植成績の
向上に重要である。 
 
（２）GVHD は免疫担当細胞、特に T細胞が標
的臓器である腸管や皮膚、肝臓を障害して発
症する。これまでの GVHD 研究では T 細胞な
どの免疫担当細胞の機能解析に主眼が置か
れ、GVHD 標的臓器の特に細胞レベルでの障害
メカニズムの解析はあまり進んでいなかっ
た。 
 
（３）我々は先行研究で近年注目され、組織
修復の起点となる組織幹細胞の役割に注目
して GVHD 標的臓器における細胞レベルでの
障害メカニズムの解析を行った。代表的な
GVHD 標的臓器である腸管では組織幹細胞に
あたる“腸幹細胞”が GVHD によって障害さ
れること、腸幹細胞の減少がそのまま腸管障
害の重症化につながることを見出した。さら
に腸幹細胞の増殖因子である R-spondin1 が
GVHD による腸幹細胞の障害を緩和して障害
を軽減することを明らかにし、組織幹細胞を
標的にした新たな GVHD 予防・治療法の可能
性を示した。 
 
（４）組織幹細胞にはその機能を維持する支
持組織“ニッチ”が存在する。腸幹細胞のニ
ッチとして腸幹細胞に隣接して存在し、Wnt
シグナルを提供するパネート細胞の役割が
注目されていた。 
 
（５）腸管と同様に GVHD の主要標的臓器で
ある皮膚でも Lgr5 や CD34 などを標識マーカ
ーとして組織幹細胞の同定が進んでいた。さ
らに脂肪前駆細胞が皮膚の幹細胞のニッチ
を構成する事が報告されていた。 
 
２．研究の目的 
（１）同種造血幹細胞移植の成績向上のため
組織幹細胞を標的とした新たな GVHD の予
防・治療法の開発を目標とする。今回の研究
ではその基礎検討として GVHD による組織幹
細胞を含む標的組織の障害メカニズムの解
明を目指す。以下の（２）-（４）の研究目
的を設定した。 
 
（２）同種造血幹細胞移植後の腸管 GVHD に
おける腸幹細胞のニッチであるパネート細
胞の障害過程を解析する。 
 
（３）パネート細胞の障害が GVHD を発症し
たマウスに与える影響を特に抗菌ペプチド
の役割に注目して明らかにする。 
 
（４）皮膚 GVHD における皮膚の組織幹細胞

の役割を明らかにし、ニッチを含めた障害過
程と治療介入の可能性を探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）腸管 GVHD におけるパネート細胞の解
析では B6 マウスをドナーに、BDF1 マウスを
レシピエントとして使用するマウス急性
GVHD モデルを用いた。移植日に移植前処置と
して致死線量の全身放射線照射(TBI)を行い、
ドナーマウスの純化T細胞2×106個とT細胞
除去骨髄細胞 5×106 個を尾静脈より経静脈
的に輸注した。GVHD を発症する群に対して
GVHDを発症しないコントロール群としてT細
胞除去骨髄細胞のみを輸注する群を設定し
た。 
移植後7日目のマウスから腸管組織を取り

出し、10%ホルマリンで固定した後、パラフ
ィン包埋したものから切り出してスライド
を作成した。腸管組織は主に空腸を使用した。
パネート細胞を特定するために lysoenzyme
の免疫組織化学染色を行い、パネート細胞が
産生する抗菌ペプチドである defensinα1、
regenerating islet-derived Ⅲγ(RegⅢγ)
の産生をリアルタイムPCRと病理組織の免疫
組織化学染色で評価した。 
また、移植後 1 週間ごとに糞便を採取し、

細菌由来の DNA を抽出した後、Restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) 解析
を用いて腸管内における細菌叢の多様性を
評価した。 
 
（２）皮膚の組織幹細胞と GVHD による組織
障害過程の解析においては B10.D2 マウスを
ドナーに、BALB/c マウスをレシピエントとし
て使用するマウス慢性GVHDモデルを用いた。
移植日に移植前処置として 6.5Gy の TBI を行
い、ドナーマウスの脾細胞と骨髄細胞をそれ
ぞれ 8×106個ずつ、尾静脈より経静脈的に輸
注した。GVHD を発症する同種移植群に対して
コントロールとしてレシピエントと同じ
BALB/c マウスをドナーとして使用すること
でGVHDを発症しない同系移植群を設定した。 
慢性 GVHD を移植後生存率と体重で評価し

た。皮膚 GVHD の肉眼的所見として脱毛に注
目し、GVHD 重症度を脱毛の面積で定量的に評
価した（慢性皮膚 GVHD スコア）。具体的には
脱毛面積が 0cm2を 0点、1 cm2未満を 1点、1
～2 cm2を 2 点、2 cm2より広い場合を 3 点と
スコア化した。さらに耳、尾、四肢に皮膚病
変を認めた場合にはさらに0.3点ずつ加えた。
慢性皮膚 GVHD スコアの最低点は 0 点、最高
点は 3.9 点となった。体重測定と慢性皮膚
GVHDスコアの評価は移植後3日毎に実施した。
皮膚の病理検体として肩甲骨間の 2 cm2 の皮
膚を脱毛して切り出し、10%ホルマリンで固
定した後、パラフィン包埋したものから切り
出してスライドを作成し、HE 染色した。病理
組織学的には線維化、脂肪組織の減少、毛乳
頭の消失等を評価した。 
 



図 1 移植後 7日目の腸管組織 

 

図 2 腸管内細菌叢の多様性 

 
矢印は大腸菌の peak を示す。 

（３）全ての実験は九州大学動物実験施設の
規則に従って実施した。 
 
４．研究成果 
（１）パネート細胞は GVHD の標的となり、
その障害は抗菌ペプチドα‐defensin の産
生低下をもたらす。GVHD の発症は複数の抗菌
ペプチドの産生に影響を与え、腸内細菌叢に
変化をもたらす。 
 
純化したドナーT 細胞を移植した群では

GVHD を発症し、day+50 までにはほとんどの
マウスが死亡した。Day+7 に採取した腸管組
織の病理像は GVHD を発症しない群ではほと
んど正常組織像であったのに対して GVHD 群
では柔毛の短縮や炎症細胞浸潤などの所見
を認めた。Lysoenzyme の免疫組織化学染色を
行うと GVHD 群ではほとんどのパネート細胞
が消失していた（図 1）。さらにパネート細胞
が産生する代表的な抗菌ペプチドである
defensinα1 の発現を腸管組織から抽出した
RNAのリアルタイムPCR法で評価した所、GVHD
を発症しないコントロール群では保たれて
いたのに対し、GVHD 群では著明に低下してい
た（図 1）。これとは別に defensinα1 の免疫
組織化学染色でもその産生低下を確認でき
た。興味深い事にこの所見は移植前処置のみ

を行った場合には得られず、移植前処置を実
施せずに大量の脾細胞を輸注して GVHD を誘
導した際には認めたことからパネート細胞
の障害は移植前処置には依存しない GVHD の
直接的な免疫反応によることも明らかにな
った。 
この抗菌ペプチドの産生低下が腸内の細

菌叢に与える影響を考え、細菌種に特異的な
16SリボソームRNAをRFLP法で解析して細菌
叢の多様性を評価した。それぞれの RFLP パ
ターンが細菌種に相当し、ピークの高さが細

菌量を表す。移植後の 7日目の腸管内細菌叢
の多様性は GVHD を発症しないコントロール
群では移植前と比較してほとんど変化して
いなかったのに対し、GVHD を発症した群では
細菌の種類も一つ一つの細菌量も低下し、細
菌叢の多様性が失われていた（図 2）。また、
例外的に一つの菌種の細菌叢に占める割合
が大きく増加しており（図 2 矢印）、これが
大腸菌であることがさらなる解析で明らか
なとなった。 
 さらに別の抗菌ペプチドである RegⅢγに
ついてその発現を腸管組織から抽出した RNA
のリアルタイム PCR 法で評価した所、GVHD の
発症に伴ってむしろ増加することが明らか
になった。免疫組織化学染色の結果からこれ
は吸収上皮細胞からの RegⅢγの産生が増加
する結果であることが明らかになり、この産
生増加はMyD88のシグナル伝達に依存してい
た。 
今回の検証で腸幹細胞だけでなく、パネー

ト細胞も GVHD の標的となることが明らかに
なった。これは GVHD による腸幹細胞の障害
は移植前処置や GVHD による直接的な障害だ
けでなく、ニッチの障害を介した間接的な機
序も存在する可能性を示す。さらにパネート
細胞の障害はα‐defensin の産生低下を伴
い、腸内細菌叢は多様性が消失して大腸菌が
優勢な状況となっていた。別の抗菌ペプチド
であるRegⅢγはGVHD発症に伴ってむしろ産
生が増加していることから腸内細菌叢の変
化は少なくとも複数の抗菌ペプチドの挙動
が複雑に絡み合った結果と考えられるが、
GVHD が腸内細菌叢にまで影響を与えること
を示唆する興味深い結果と考えられた。 
 
（２）移植前処置によって障害された皮下脂
肪細胞の再生を慢性 GVHD が阻害し、毛乳頭
の消失、脱毛が起こる。 
 
B10.D2 マウスをドナーとして移植した群

では day+20 頃から GVHD の発症に伴って生存
率低下を認め、day+50 には 40%未満まで低下
した（図 3）。生存マウスの GVHD 重症度の指
標である体重についても移植前処置のTBIの
影響で GVHD の発症に関係なく移植後１週間



図 3慢性 GVHD マウスモデル 

 

図 4慢性 GVHD の皮膚病理組織所見 

 

矢印は毛乳頭の位置を示す。 

目(day+7)には同種移植群、同系移植群とも
体重が 70-80%前後に低下したが、その後は
徐々に回復し、移植後 3週目（day+21）には
約 90％まで回復した。GVHD を発症しない同
系移植群ではさらに回復し、day+30 頃までに
ほぼ移植時の体重まで回復したのに対し、
GVHD 群では体重の回復が得られなくなり、む
しろ減少傾向となった。Day+30 以降の体重差
は day+80 頃まで変化がなかった。 
 皮膚 GVHD を発症した結果、同種移植群で
day+21 頃から脱毛を認めた。Day+30 の同系
移植群のマウスでは全く脱毛を認めなかっ
たのに対して、同種移植群では移植したマウ
スの約半数で脱毛を認めた。これを慢性皮膚
GVHD スコアで定量化して評価した所、図 3に
示すような結果となった。同種移植群の皮膚
GVHD スコアは day+42 頃までに 3 近くまで増
加し、以後はほとんど変化なく推移した。 
さらに

移植後経
時的に皮
膚組織を
採取し、
組織レベ
ルで皮膚
GVHDの進
展機構に
ついて検
討を加え
た（図4）。
正常組織
では真皮
下に豊富
な脂肪組
織を認め、
毛根にあ
たる毛乳
頭は真皮層と皮下脂肪組織の境界面付近に
位置する。移植後 day+14 のマウスから採取
した組織では正常組織と比較して真皮下の
脂肪組織の減少と毛乳頭の先端が真皮層内
部でより表皮層に近い浅い所に位置する所
見を認めた。この所見は同系移植群と同種移
植群とほぼ共通で差は認めなかった。これら
の所見は GVHD ではなく、移植前処置による
放射線性皮膚障害の所見と考えられた。同系
移植群では day+20 前後には皮下脂肪組織が
正常組織と同程度まで回復したが、毛乳頭の
先端に変化は認めなかった。さらに day+45
前後から毛乳頭は皮下脂肪組織の内部に位
置する所見を認め、ほぼ正常組織と近い所見
となり、組織学的には放射線による皮膚障害
が day+45 頃までには回復する事が確認され
た。一方、皮膚 GVHD を発症した同種移植群
では day+20 を過ぎると脂肪組織はほぼ消失
し、以後脂肪組織の回復は認めなかった。
Day+45 になると真皮層の肥厚に加え、毛乳頭
の減少・消失の所見を認めた。皮膚 GVHD を
発症すると移植前処置による皮下脂肪組織
の減少が回復せず、時間を経るに従って真皮

層の肥厚や毛乳頭の消失といった所見が加
わることが明らかになった。 

これらの結果から皮下脂肪組織の前駆細
胞で皮膚の幹細胞のニッチとして機能する
脂肪前駆細胞も同様に移植前処置、GVHD によ
って障害される結果、皮膚の幹細胞の再生・
維持が困難となって毛乳頭が消失、脱毛が生
じると推察された。皮膚でも GVHD の組織障
害の進展に組織幹細胞の関与が示唆される
結果であった。 
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