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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の重大な合併症である移植片対宿主病(GVHD)において肝幹細胞
の動態を研究した。Lgr5-eGFP-レポーターマウスの移植後の肝臓の胆管上皮オーガノイド数は有意に減少してい
た。移植後肝組織でTGF-betaの発現亢進がみられ、TGF-betaの添加でオーガノイド生成が抑制された。TGFはマ
クロファージによって産生された。TGF-beta阻害薬SB-431542はTGFによるオーガノイド形成抑制を解除した。移
植後のSB-431542の投与によってオーガノイド形成能が有意に改善した。TGF-betaが移植後のGVHDにおける胆管
上皮幹細胞傷害のメカニズムであると結論付けた。

研究成果の概要（英文）：We investigated fate of liver stem cells in liver GVHD after allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation (allo-SCT). After allo-SCT, donor T cells and macrophages 
infiltrated in the portal area of the liver with apoptosis of the adjunct bile duct epithelial 
cells. Using Lgr5-eGFP-reporter mice, Lgr5+ cells isolated from the liver after allo-SCT were 
cultured to generate liver organoids. Number of the organoids was significantly decreased after 
allo-SCT. PCR analysis showed an upregulated expression of IFN-gamma, TGF, and TNF in the liver. 
Addition of TGF-beta suppressed the organoid formation in culture. Addition of TGF-beta inhibitor 
SB-431552 abrogated inhibitory effect of TGF-beta on the organoid formation. Administration of 
SB-431552 to mice after allo-SCT restored the organoid formation. These results indicated that 
macrophage-derived TGF-beta damage liver stem cells in GVHD.

研究分野：血液内科学・造血細胞移植

キーワード： GVHD　TGF-beta　肝幹細胞　オーガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
同種造血幹細胞移植の組織傷害はドナーT細胞が組織幹細胞を標的とすることによる組織恒常性、修復、細菌叢
などの破綻によるものであることを我々は、腸、皮膚で明らかにしてきた。残るのは肝臓GVHDであったが、ここ
でも同様に胆管上皮幹細胞が標的となることを世界で最初に明らかにすることができた。さらにマクロファージ
由来のTGF-betaがその原因であることを明らかにできたことで、将来的な新たな治療開発への展開が期待され
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞移植は白血病・リンパ腫などの造血器悪性腫瘍や造血・免疫不全症の根治的治療であ
る。一方、移植片対宿主病(graft-versus-host disease: GVHD)は同種造血幹細胞移植後の重大
な免疫学的合併症で、皮膚、腸管、肝臓が３大標的臓器である。そのうち肝 GVHD は最も難治で
あり、有効な治療法の開発が喫緊の課題である。我々は腸・皮膚 GVHD の本質が幹細胞ダメージ
に伴う組織のホメオスタシスの破綻であることを世界に先駆けて証明した(Takashima: JEM 
2011, Hayase: JEM 2017, Takahashi: Blood 2018)。しかし肝 GVHD における組織幹細胞の動態
についてはいまだ明らかになっていなかった。肝 GVHD に対する有効な治療法は乏しく、そのメ
カニズムの解明は喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究において肝 GVHD における肝幹細胞傷害とそのメカニズムを、新たな視点である組織側か
ら捉えなおして解明し、肝幹細胞を標的とした新たな治療法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝幹細胞の評価システムの確立: Lgr5+肝幹細胞を可視化する Lgr5 レポーターマウスを用
いたマウス同種造血幹細胞移植系を確立する。 
(2) 肝 GVHD の評価：上記モデルにおいて、移植後経時的に血清ビリルビン値、肝病理組織検査、
フローサイトメトリーによるドナー細胞の浸潤を解析する。 
(3) GVHD における胆管上皮幹細胞(Biliary epithelial cell [BEC] stem cell) の動態解析：
移植後経時的に肝右葉組織から collagenase と dispase 処理後サイズフィルターにより胆管細
胞を単離する。これを必須 9因子存在下に培養し、オーガノイドを作製する。形成されたオーガ
ノイドの数とサイズを GVHD における BEC stem cell ダメージの指標とする。肝幹細胞ダメージ
とドナーT細胞、ドナーマクロファージ浸潤、肝 GVHD 重症度との相関性を検討する。 
(4) GVHD における BEC stem cell ダメージのメカニズム解析：肝組織におけるサイトカイン、
ケモカインなどの発現を PCR 法で検討する。次いで発現亢進がみられた候補分子については、産
生細胞を同定する。候補分子をオーガノイド培養系に添加し、オーガノイド形成に対する影響を
確認する。最終的に候補分子に対する阻害分子を検索し、in vitro および in vivo における肝
幹細胞に対する効果を確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 肝幹細胞の評価システムの確立: B6D2F1 バックグラウンドの Lgr5-eGFP レポーターマウス
を交配を重ねて作製した。MHC 不適合移植モデル（B6 ドナー、B6D2F1 レシピエント）に Lgr5-
eGFP-B6D2F1 マウスを用いたマウス同種造血幹細胞移植モデ
ルを確立し、以下の研究に用いた。 
(2) 肝 GVHD の評価：移植後経時的に肝 GVHD の臨床的マーカ
ーである血清ビリルビン値を測定したところ、移植後 28 日目
に上昇のピークを認めた。また、肝臓の移植片対宿主病(graft 
versus host disease:GVHD)を病理学的に検討した。同種造血
幹細胞移植後14日目より門脈域への単核球浸潤を伴う胆管上
皮細胞のアポトーシスといった典型的な satellitosis を伴
う GVHD 病理像がみられ、28 日目に最大変化がみられ、以後プ
ラトーとなった。28 日目の組織で、胆管上皮細胞障害のバイ
オマーカーである matrix metalloproteinase 7 (MMP7)と
cCaspase 3 の発現亢進がみられ（図１）、血清ビリルビンの上
昇と一致していた。一方、同種移植後にみられた上記の様々な
変化はコントロールである同系移植後にはみられず、GVHD に
伴う変化であることが確認できた。 
(3) GVHD における肝幹細胞の動態解析：胆管上皮幹細胞が肝
GVHD の好発部位である門脈域胆管周囲に出現し、GVHD による
肝障害に対する反応と考えられた。次に肝臓から分離した胆管
分画を培養し胆管上皮オーガノイド作製に成功した（図 2）。
同種移植後 14日目、28 日目の肝臓由来のオーガノイドは同系
移植後と比較し、有意に減少していた。このことから胆管上皮
幹細胞が GVHD の標的となることを世界で初めて証明できた。 
(4) GVHD における肝幹細胞ダメージのメカニズム解析：肝組
織でのサイトカイン発現を PCR 法で検討したところ、
interferon (IFN)-gamma、tumor necrosis factor (TNF)、
transforming growth factor (TGF)-beta mRNA の有意な発現



亢進がみられた。この 3つのサイトカインのうち、TGF-beta のみが培養系への添加によってオ
ーガノイド形成を有意に抑制したため、胆 BEC stem cell 障害に関わっているものと考えられ
た。肝臓における TGF-beta 産生細胞として、肝臓に浸潤したドナー由来活性化マクロファージ
が同定できた。一方、ホスト由来 Kupffer 細胞からの産生は見られなかった。TGF-beta 阻害薬
である SB-431542 を TGF-beta 存在下の胆管上皮オーガノイド培養系に添加したところ、TGF-
beta によるオーガノイド形成抑制が解除された。次に SB-431542 を移植後 14 日目からマウスに
連日腹腔内投与したところ、肝臓から分離したオーガノイド形成能が有意に改善した。以上の結
果からドナーT 細胞の肝浸潤によって肝臓にルクルートされたドナーマクロファージから産生
される TGF-beta が、同種造血幹細胞移植後の GVHD における胆管上皮幹細胞傷害のメカニズム
であると結論付けた（図 3）。 
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