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研究成果の概要（和文）： 同種造血幹細胞移植後の急性移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）
は, 皮膚・腸管・肝臓を標的とし, 致死的になるうる重要な合併症である。申請者はこれまで、GVHDが主に腸管
や皮膚の組織幹細胞を標的とすることで組織修復が障害されていることを報告していたが、もうひとつのGVHDの
主要な標的臓器の一つである肝臓においては、組織幹細胞の役割はこれまでわかっていなかった。本研究では, 
肝臓GVHDにおける, 胆管上皮細胞の組織幹細胞の動態や役割を明らかにすることを目指し, マウスの同種造血幹
細胞移植モデルと肝臓オルガノイド培養系を用いて研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Acute graft-versus-host disease (GVHD) following allogeneic hematopoietic 
stem cell transplantation is a one of the major life-threatening complications targeting the skin, 
intestines, and liver. We have previously reported that GVHD primarily targets the tissue stem cells
 of the intestines and skin, impairing tissue repair, but the role of tissue stem cells in the 
liver, another major target organ of GVHD, was not previously understood. In this study, we aimed to
 clarify the fate and role of the tissue stem cells of the bile duct epithelial cells in liver GVHD,
 using a mouse model of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation and a liver organoid 
culture system.

研究分野：血液学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は, 肝臓GVHDで胆管上皮の組織幹細胞が傷害され, 胆管機能の増悪につながることを, 世界で初めて示し
た。さらに, 胆管上皮の組織幹細胞が傷害されるメカニズムが, マクロファージから産生されるTGF-betaである
ことも明らかにし, TGF-betaの阻害剤を用いて, 胆管上皮の組織幹細胞を保護できることを証明した。胆管上皮
の組織幹細胞の機能を評価するために, 肝臓の胆管からのオルガノイドの作成効率を指標に行った研究であり, 
これまでに例のない方法である。こうした知見によって, 肝臓GVHDにおいて, TGF-betaを標的とする新規治療法
の開発への道が開かれる可能性がある。

※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 
 同種造血幹細胞移植（allogeneic hematopoietic stem cell transplantation: SCT）
後の急性移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）は, 皮膚・腸管・肝臓
を標的とし, 致死的になるうる重要な合併症である。生体において、損傷した組織は、
組織特異的な幹細胞からの再生によって修復されることが示されており、申請者はこれ
まで、GVHD が主に腸管や皮膚の組織幹細胞を標的とすることで組織修復が障害されて
いることを報告していた (Takashima S: JEM 2011, Takahashi S: Blood 2018)。もう
ひとつの GVHD の主要な標的臓器の一つである肝臓においては、GVHD で病理学的に、門
脈単核球浸潤、胆管障害を認め、最終的に胆管が消失し胆管消失症候群を引き起こし、
胆道上皮細胞（biliary epithelial cell: BEC）の障害が病態の主座であることが知ら
れている。しかし、肝臓 GVHD における胆管上皮の組織幹細胞や前駆細胞の運命や病態
生理学的役割については、いまだ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、同種造血幹細胞移植のマウスモデルを用いて、肝臓 GVHD における胆管上
皮幹細胞（bile duct stem cells: BDSCs）の動態を探り、BDSCs を標的とした新規治
療戦略を開発することを目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)肝臓 GVHD の評価: 既に急性 GVHD モデルとして確立されている、マウスの同種造血
幹細胞移植モデルを利用した。移植後経時的に血清ビリルビン値、肝臓病理組織検査、
フローサイトメトリーによるドナー細胞の浸潤、蛍光免疫染色法による胆管上皮細胞傷
害の解析を行った。 
(2)GVHD における BDSCs の動態解析:移植後のマウスの肝臓右葉から胆管を可能な限り
収集し、胆管細胞を単離する。これを必須 9因子存在下に培養し、オルガノイドを作製
した。形成されたオルガノイドの数を GVHD における BDSCsダメージの指標とし、本検
討を移植後に経時的に行った。BDSCs ダメージとドナーT 細胞、ドナーマクロファージ
浸潤、肝臓 GVHD 重症度との相関性を検討した。 
(3)肝臓 GVHD における BDSCsダメージのメカニズム解析: BDSCs を傷害する候補分子と
して、移植後肝組織におけるサイトカインの発現を qPCR 法で検討した。次いで、発現
亢進が認められた候補分子については、産生細胞を同定した。候補分子をオルガノイド
培養系に添加し、オルガノイド形成に対する影響を確認した。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 BDSCs に対する保護効果を確
認する。 
 
４．研究成果 
(1)同種造血幹細胞移植後の肝組織細胞の動態: 本研究では主に腸管急性 GVHD のマウ
スモデルとして確立されている B6 マウスをドナー、B6D2F1 マウスをレシピエント
（Allogeneic 群：Allo 群）とした MHC半合致同種造血幹細胞移植モデルを使用した。
コントロールとして GVHD の発症しない BDF1 マウスから BDF1 マウスへの
Syngeneic(Syn)群を用いて比較検討を行った。Syn 群と比較して、Allo 群では、移植後
7 日目以降より有意差を持って、GVHD score が高い値を示した。次に、このモデルにお
ける肝臓 GVHD の存在を確認するため、移植後,経時的に肝臓の組織標本を作成し、HE染
色にて組織学的検討を行い、ヒトと同様に門脈周囲を主体とした炎症性細胞浸潤像を呈
しており、胆管障害が病態の主座であると考えられた。移植後 1週間でほぼ全ての肝臓
浸潤単核細胞(liver-infiltrating mononuclear cells: LMCs)はドナー由来細胞に置
き換わっており、フローサイトメトリーでは、ドナーT 細胞、単球および単球由来の炎
症性マクロファージが移植後に肝臓に浸潤していることが確認された。次に、BEC 傷害
を定量的に評価するために、アポトーシスのマーカーである cleaved caspase-3 
(cCasp3) の蛍光免疫染色を施行し、移植後の BEC における cCasp3の発現の検討を行っ
た。その結果、移植後 28日目において、cCasp3を発現する胆管上皮は、Syn 群や Naïve
群と比較して Allo 群において有意に増加しており、肝臓 GVHD に伴い胆管上皮がアポト
ーシスに陥っていることが判明した。また Allo 群では、移植後 35 日目において Syn 群
に比して CK19 陽性の BEC の面積比が減少しており、Allo 群において血漿ビリルビン値
の有意な上昇を認めた。 



 
(2)肝オルガノイド作成能による肝組織幹細胞機能の評
価: 肝臓においては、肝内胆管を単離し一定の条件下で培
養することで BECオルガノイドが形成されることが報告さ
れている。そこで我々は、移植後の肝臓から胆管を遊離し
培養することで、BEC オルガノイドの生成効率の推移を検
討した。Allo 群の肝臓右葉から形成された肝臓オルガノイ
ド数は、Naïve および Syn 群と比較して移植後 28日目以降
に著しく低下していた(図 1)。Allo 群とは対照的に、Syn 群
では、オルガノイドの形成数は経過中、有意な変化は見ら
れなかった。以上のことから、Allo 群において、肝臓 GVHD が BDSCs を標的にしている
こと、また、肝臓オルガノイドを用いることで、GVHD が肝臓幹細胞を標的とするメカ
ニズムの検討が可能であることが示唆された。 
 
(3)肝オルガノイドを用いた肝組織幹細胞障害の機序の検討: 
次に、GVHD が同種移植マウスの肝臓オルガノイド形成を減少さ
せる機序を探った。移植後 28日目では肝臓で IFN-γ、TNF-α
及び TGF-βの発現が、Allo 群で上昇していた。IFN-γや TNF-
αが腸管オルガノイドのアポトーシスを誘導することが知ら
れており、BEC オルガノイドにおいても同様の影響を及ぼすか
検討した。しかし、IFN-γ及び TNF-αは高用量でも BECオルガ
ノイドの増殖に影響を与えなかった。一方で、TGF-βをオルガ
ノイド培養に添加すると、BEC オルガノイドは用量依存性に形
成が抑制された。（図 2）。続いて、選択的 SMAD2/3 阻害剤であ
る SB-431542 を用いて、TGF-βによるオルガノイド形成抑制が
解除されるかを検討した。TGF-βを添加した培地に用量を振っ
て SB-431542 を添加したところ、TGF-βが存在下においても、
用量依存的にオルガノイド形成効率が回復した(図 3)。以上の
ことから、移植後 Allogeneic 群の肝臓では、IFN-γ, TNF- α, 
TGF-βのいずれも移植後 28 日目に高発現をしているが、腸管
とは異なり IFN-γ, TNF-αは肝臓幹細胞に影響は与えず、TGF-
βが肝臓幹細胞の傷害に寄与している可能性が示唆された。 
 
(4)肝組織幹細胞障害の責任細胞を明らかにする:肝臓
GVHD において TGF-β産生細胞を同定するために、移植後 28
日目の肝臓の蛍光免疫染色およびフローサイトメトリーを
施行したところ、門脈浸潤 F4/80 陽性マクロファージの大
部分（83.0±3.2％）が TGF-β陽性であることが確認された
(図 4)。続いて、移植後に LMCs が肝臓オルガノイドの形成
に与える影響について検討を行った。移植後 28日目の Allo
または Syn 群の肝臓から LMCs を単離し、Naïve BDF1由来の
オルガノイドと共培養を行った。共培養開始 4 日後のオル
ガノイド形成能を検討した結果、Allo 群で有意に発育が抑
制された。これらの所見を総合すると、肝臓 GVHD においては、肝臓の門脈領域に浸潤
する炎症性マクロファージが TGF-βを介して、BECオルガノイド形成能の低下に関与し
ていることが示唆された。 
 
(5)肝組織幹細胞を標的とする肝臓 GVHD 治療法の開発: 
TGF-β経路の阻害が肝臓 GVHD における肝臓幹細胞の障害
を改善させるかどうかを in vivo で検討した。移植後、SB-
431542 を 14 日目から 28日目まで連日腹腔内投与を行い、
移植後 28 日目における肝臓オルガノイド形成能を検討し
た。SB-431542投与群は、非投与群と比較して、オルガノ
イド形成効率を有意に増加させ、TGF-β経路の阻害はオル
ガノイド形成肝臓幹細胞を GVHD から保護していることが
示唆された(図 5)。さらに、SB-431542 は、Allogeneicレ
シピエントにおける BEC のアポトーシス、血漿ビリルビン
値を有意に減少させ、TGF-β阻害によるオルガノイド形成
幹細胞の保護が GVHD における胆管機能障害の緩和につながったことを示唆した。以上
のことから、本研究では、肝臓 GVHD におけるオルガノイド形成幹細胞細胞の動態、お
よびドナー免疫細胞による肝臓の TGF-β依存性オルガノイド形成能障害メカニズムを
明らかにした。これらの知見は、肝臓 GVHD における肝臓幹細胞の役割の解明、及び TGF-
β阻害剤を肝臓 GVHD の予防や治療のための新たな戦略に繋がるものである。 
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図1. オルガノイド形成数の移植後の経時的変化

図2. TGF-βによるオルガノイド形成阻害
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図3. In vitroでのSMAD2/3阻害による
オルガノイド形成数の回復
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