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研究成果の概要（和文）：造血幹細胞移植後のマウス陰窩上皮細胞のシングルセル解析の結果に基づき、我々は
インターフェロンガンマ（IFNg）が移植片対宿主病（GVHD）発症時に腸幹細胞でMycの発現を亢進させ、腸管上
皮細胞を増殖させるという仮説を立て検証した。腸管オルガノイドを用いてヒトでもIFNgがMYC遺伝子の発現亢
進を伴って腸管上皮細胞を増殖させることを明らかにした。マウス腸管陰窩におけるMycの蛋白発現はGVHDを発
症しない同系移植後より同種移植後に亢進していた。最後にGVHDマウスへのMyc阻害剤の投与はGVHD病理スコア
と腸幹細胞分画の障害を増悪させ、Mycの発現亢進の腸管GVHD軽減への寄与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this project, based on the results of preliminary single cell RNA 
sequencing of mouse crypt epithelial cells from bone marrow transplantation (BMT) recipients, we 
hypothesized that interferon-gamma (IFNg) drives proliferation of intestinal epithelium through Myc 
expression in intestinal stem cells (ISCs) during graft-versus-host disease (GVHD). We found that 
IFNg stimulates proliferation of intestinal epithelium also in human in association with MYC 
upregulation using an intestinal organoid system. We next performed immunofluorescent staining of 
Myc protein after BMT. Ileal crypts from recipients of allogeneic BMT demonstrated greater Myc 
expression than crypts from non-GVHD syngeneic BMT recipients. Finally, treatment with the Myc 
inhibitor reduced both GVHD pathology scores and crypt loss, which is a marker of the ISC 
compartment injury, in allogeneic BMT recipients. These findings suggested Myc upregulation in the 
intestinal crypts may contributes to reduction of gut GVHD.

研究分野：血液学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では腸管上皮細胞のシングルセルRNAシークエンス解析の結果に基づいて腸管上皮細胞の免疫学的な
再生メカニズムを明らかにした。腸管GVHDのように免疫学的な機序で障害がおこる病態で炎症サイトカインがど
のように腸管上皮の再生にかかわっているかは解明されておらず、本研究の成果は複雑なGVHD病態への理解を深
めるものである。さらに近年、GVHD治療に炎症性サイトカインのシグナルを遮断する薬剤が登場しつつある状況
を考えると本研究成果は将来的なGVHD治療開発につながると考えられる。

※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 
(1) 移植片対宿主病（graft-versus-host disease: GVHD）はドナーT細胞の免疫反応によって引
き起こされる同種造血幹細胞移植の重大な合併症であり、その克服は移植成績の向上に必須で
ある 
 
(2) 申請者らはこれまでの研究で GVHD の主要標的臓器である腸管で腸幹細胞が GVHD の標
的となること、インターフェロンガンマ（IFN）がドナーT 細胞による腸幹細胞傷害のメカニ
ズムであることを見出した。腸管 GVHDの病理は同時並行で進行する幹細胞を含む上皮細胞の
傷害と再生に特徴づけられる。腸幹細胞と腸管上皮の再生が GVHDにおいてどのようなメカニ
ズムで起こるのか、特に炎症性サイトカインがどのように関与しているかは明らかになってい
なかった。 
 
(3) 近年、シングルセル RNAシークエンス解析を用いた画期的な発見が相次いており、腸管上
皮細胞でも成果が複数報告されている。我々はこの手法を用いることで腸幹細胞がアポトーシ
スに至る過程だけでなく、その後の組織修復にかかわる反応や免疫制御タンパクの発現を介し
た GVHD制御への関わりをシングルセルレベルで解析できると考えた。 
 
(4) 我々は先行研究で造血幹細胞移植を実施したマウスから腸管陰窩（クリプト）を取り出し、
上皮細胞のシングルセルを作成し、シングルセル RNAシークエンスに供した。解析の結果、炎
症性サイトカインである IFNが腸幹細胞における Myc の発現を介して腸管上皮細胞の増殖、
再生にかかわっている可能性が明らかになった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究は腸管上皮細胞のシングルセル RNAシークエンス解析の結果に基づいて、炎症性サ
イトカインである IFNが直接上皮細胞の増殖・再生に関与しているという仮説の検証を目的と
する。より具体的な目的として以下の(2)、(3)を設定した。 
 
(2) マウス実験で示唆された IFNによる腸管上皮細胞の増殖効果について腸管オルガノイドシ
ステムを用いてヒトでも検証する。 
 
(3) マウス移植モデルを用いてGVHD発症時の腸管におけるMycの発現とその機能的な役割を
検証する。 
 
 
３．研究の方法 
上記の目的(2)と(3)を達成するために下記の方法で研究を進めた。 
 
(1) ヒト腸管オルガノイドを用いた検証： 
上部消化管内視鏡検査で得られた十二指腸粘膜の生検検体のうち、結果的に正常粘膜であった
ものからクリプトを単離してマトリゲル上にヒトオルガノイドを作成して（Linedmans CA, 
Nature 2015）ヒト IFNを様々な濃度で加え、上皮細胞の増殖に与える効果を検証した。さら
に real-time PCRでヒト IFNを加えたときのMYC遺伝子、ならびのその関連遺伝子の発現を
検証した。 
 
(2) マウスモデルを用いた検証： 
全身放射線照射（TBI）で前処置を施したマウスに骨髄細胞と T細胞を移植して GVHDを発症
させるマウスモデルを用いて GVHD 発症時の腸幹細胞における Myc 発現を蛋白レベルで免疫
蛍光染色を用いで検証した。また GVHDを発症したマウスに選択的Myc阻害剤である 10058-
F4 を全身投与し、腸管 GVHD における腸幹細胞分画に対する障害や組織全体に対する障害を
腸管クリプトの減少や腸管 GVHD病理スコアを用いて検証した。 
 
４．研究成果 
上記の研究方法(1)と(2)に対応して下記の研究成果が得られた。 
 
(1) 腸管上皮細胞を人工的に培養した腸管オルガノイドに低用量の IFNを加えたところ、何も
加えないコントロールと比較して有意に個々のオルガノイドのサイズが増大し、IFNによる上 
皮細胞の増殖促進効果が示された（図 1A）。我々は以前に高用量の IFNは腸管上皮細胞に傷害
活性を持ち、腸幹細胞のアポトーシス誘導を介してオルガノイドの発育抑制をもたらすことを
報告した。興味深いことに低用量の IFNを加えた場合、生存オルガノイドの数もわずかながら



増加しており、低用量の IFNに
よる増殖刺激効果は高用量の傷
害活性とは別のメカニズムによ
ることが示唆された（図 1B）。
そのメカニズムを探索するため
IFNを加えたヒト腸管オルガ
ノイドの遺伝子発現を real 
time PCR法で評価した。MYC
遺伝子の発現が早期に亢進する
ことが示され、さらに腸幹細胞
の細胞周期の制御に重要で
MYC の標的遺伝子でもある
CCND1 の発現亢進も同時にみ
られた（図 1C）。この結果から
ヒトの腸管上皮でも IFNによ
る腸管上皮の増殖に IFN→
MYC→CCND1の経路が関与し
ていることが示唆された。将来
的な課題としてヒト腸管オルガ
ノイドにおける IFNによる
MYC 発現亢進の機能的役割を
検証する。具体的には IFNを加
えたヒト腸管オルガノイドの培
養にさらに選択的 MYC 阻害剤
を加え、IFNによる増殖活性に
与える効果を評価する。 
 
 
(2) GVHD を発症したマ
ウスから小腸組織を取り
出し、Myc 遺伝子がコー
ドする c-Myc タンパクの
免疫蛍光染色を行ったと
ころ、何の処置もしていな
いNaiveマウスやGVHD
を発症しない同系移植後
のマウスと比較して c-
Myc の発現向上を上皮細
胞の増殖が盛んな陰窩領
域に認めた。これは同種移
植後の腸管上皮細胞の増殖亢進
と一致して c-Myc 遺伝子の発現
向上が見られることを示し、こ
れらの関連性が示唆された（図
2）。さらに、GVHDマウスに選
択的 Myc 阻害剤である 10058-
F4 の全身投与を行って腸管
GVHD に対するその効果を検証
した。本報告時点までの解析で
10058-F4 の投与が腸管 GVHD
の障害程度の指標の一つである
腸管クリプトの減少や腸管
GVHD の病理スコアを有意に増
悪させる結果が得られている
（図 3）。この結果はMyc遺伝子
を介した腸管上皮の増殖・再生
が腸管 GVHDの改善に寄与している可能性を示すものである。現在、GVHD発症マウスに対す
る選択的MYC阻害剤の投与が GVHD生存率に与える影響を検証中である。 

 

  

図 1低用量 IFNのヒト腸管オルガノイドに対する効果 
(A,B)ヒト腸管オルガノイドのサイズと数。 
(C)ヒト腸管オルガノイドの遺伝子発現（RT-PCR）。 

 

 
Naïve      Syngeneic  Allogeneic 

 

図 2 骨髄移植後の腸管上皮の c-Myc免疫蛍光染色（回腸） 
同種移植後のクリプト領域において明らかな c-Myc 陽性細胞
の増加を認める。スケールバー：100m。 

 

  

図 3 同種骨髄移植マウスへの選択的Myc阻害剤の投与 
同種移植を実施したマウスに選択的 Myc 阻害剤ないし
コントロールを投与した時の小腸断面あたりのクリプト

の数と GVHD病理スコアを示す。 
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