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研究成果の概要（和文）：同種造血幹細胞移植後の移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の新たな制御法の開発のため、標的臓
器ダメージのメカニズムを研究し、正常組織のホメオスタシスの維持を司る組織幹細胞とそのニッチがアロ応答性Ｔ細
胞の標的であり、腸内細菌叢を制御する内因性抗菌ペプチド産生機構もダメージを受け、生体のホメオスタシス、エコ
ロジーの破綻がＧＶＨＤの病態形成に深く関与している可能性が示唆された。腸幹細胞増殖因子Ｒ－Ｓｐｏｎｄｉｎ１
は腸幹細胞・ニッチシステムの増殖因子で、レシピエントに短期投与することで腸幹細胞・ニッチシステムを保護し、
ＧＶＨＤを抑制し、二次的な感染症を抑制し、移植成績を向上させる新規薬剤治療として期待できる。

研究成果の概要（英文）：We studied on target tissue injury in graft-versus-host disease (GVHD) following 
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation and found that intestinal stem cells and their niche 
are targeted by alloreactive donor T cells. Intestinal ecology system is also distiubed and such a 
disruption of tissue homeostasis of intestinal microbial ecology is associated with clinical 
manifestation of GVHD. We found that Intestinal stem cell growth factor R-spondin1 promotes growth of 
both intestinal stem cells and Paneth cells. Brief administration of R-spondin1 to hosts protects the 
intestinal stem-niche system, ameliorates GVHD, prevents infection, and improves transplant outcome. Our 
study suggests that such novel strategies to maintain host homeostasis could improve transplant outcome.

研究分野： 血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
同種造血細胞移植は白血病など造血器悪性

腫瘍の根治的治療法として普及しているが、移
植片対宿主病（graft-versus-host disease: ＧＶ
ＨＤ）が最大の課題であり、その克服が移植成
績向上のために必須である。従来、このＧＶＨＤ
研究はアロ応答性ドナーＴ細胞活性化のメカニ
ズムの解明に焦点があてられ、その成果に基づ
いてＴ細胞活性化の抑制を主眼においた治療
法の開発が進められてきた。一方、エフェクタ
ー・フェーズにおける標的臓器の組織障害のメ
カニズムについては不明な点が多かった。有効
な GVHD 制御法の開発のためにはドナーT 細
胞活性化とともに組織障害のメカニズムも理解
する必要があり、今回、新たな組織幹細胞学の
視点から GVHD の病態メカニズムを理解するた
めに研究を行った。 
 
２．研究の目的 

申請者が注目したのは腸ＧＶＨＤの病理学的
特徴としてクリプトにダメージが顕著である点で
ある。従来、ＧＶＨＤの標的細胞は上皮細胞で
あるとされてきたが、成熟上皮細胞からなる絨毛
よりもその前駆細胞が主体のクリプトにＧＶＨＤ
のダメージが強いことから、より未分化な前駆細
胞が標的になるのではないかと考えた。とくにク
リプトには腸幹細胞とそのニッチであるパネート
細胞が存在することから、腸幹細胞・ニッチシス
テムの破綻が腸ＧＶＨＤの本質ではないかと仮
説を立てた。近年、幹細胞学の研究の進展によ
り、組織幹細胞・ニッチシステムが同定され、そ
の解析が可能となってきたため、こういった新た
な手技を用いて研究を実施した。さらに、腸以外
のＧＶＨＤ標的組織においても組織幹細胞が標
的となるかどうかも検討し、この仮説を特定組織
での現象ではなく、普遍的な原理として確立す
ることができる。このような従来と異なる新たな視
点は、新たなＧＶＨＤ制御法の開発のために必
要であり、その基盤データをえることを目的とし
て研究を実施した。 
 
３．研究の方法 

腸ＧＶＨＤの研究には標準的なマウス移植モ
デルであるＢ６→Ｂ６Ｄ２Ｆ１を行いた。皮膚ＧＶＨ
Ｄの研究にはＢＡＬＢ／ｃ→Ｂ６モデルを用いた。
ＧＶＨＤの評価は生存率、臨床スコア、病理スコ
アで行った。腸、皮膚幹細胞を同定するために
Ｌｇｒ５-ＧＦＰマウスを用いた。パネート細胞の起
源を検討するために、Ｒ２６ＴｏｍａｔｏマウスとＬｇｒ
５-GFP マウスを交配した。パネート細胞はＨ＆Ｅ
染色ではクリプトに存在する胞体に好酸性顆粒
を有する細胞として同定した。また、免疫蛍光染
色法を用い、ｌｙｓｏｚｙｍｅ+, -ｄｅｆｅｎｓｉｎ+, 
MMP7+細胞として同定した。ドナーT 細胞のレ
ポーターマウスとしては、Lck-Cre マウスとＲ２６Ｔ
ｏ ｍ ａ ｔ ｏ マ ウ ス を 交 配 し て 作 成 し た 、
Lck-Cre/tomato マウスを用いた。糞便中の-ｄ
ｅｆｅｎｓｉｎの測定には北海道大学先端生命科学
院綾部時芳教授らが開発した ELISA 系を用い
た。腸内細菌叢のメタゲノム解析は文部科学省

科学研究費 新学術領域研究「ゲノム支援」の
支援を受け実施した（共同研究者、九州大学大
学院医学研究科細菌学、小椋義俊、林哲也博
士、東京工業大学大学院生命理工学研究科生
命情報、森宙史、黒川顕博士）。その解析には
ＰＣＡ法、PERMANOVA 法、Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ, 
Ｓｈａｎｏｎ ｉｎｄｅｘなどを用いた。R-Spondin1
（R-Spo1）は協和発酵キリン株式会社より供与さ
れ、100－200µｇを 3－6 日間静脈内投与した。
また-ｄｅｆｅｎｓｉｎ4 を合成し（共同研究者、北海
道大学先端生命科学研究院蛋白質科学研究
室、相沢智康教授作成）、125µｇを経口投与し
た。 
 
４．研究成果 

Ｂ６→Ｂ６Ｄ２Ｆ１モデルにおいては重症の全
身ＧＶＨＤが発症した。移植後の腸管の免疫蛍
光染色により、全身放射線療法（ＴＢＩ）の影響に
よって、ＧＶＨＤ非発症コントロールである同系
移植群と、同種移植群ともに移植後 3 日目には
パネート細胞は残存していたものの、Ｌｇｒ５＋腸
幹細胞が減少した。5 日目には同系移植群で腸
幹細胞が回復したが、同種移植群では腸幹細
胞が回復せず、パネート細胞の減少も観察され
た。以上の結果からＧＶＨＤにおいて腸幹細胞・
ニッチシステムがＧＶＨＤの標的になることが明
らかになった。Ｌｇｒ５＋腸幹細胞はＧＶＨＤ発症
群においては、胃、十二指腸、空腸、回腸など
同細胞が生理的に存在する全腸管組織におい
て減少が認められた。パネート細胞は十二指腸、
空腸、回腸など同細胞が生理的に存在する全
腸管組織において減少が認められ、小腸のみ
ならず、腸管全般にわたる変化であると結論づ
けられた。 

パネート細胞は腸幹細胞ニッチとしての機能
のほかに抗菌ペプチドの腸内分泌により腸内エ
コロジーを制御している。ＧＶＨＤ発症例では、
パネート細胞障害によりパネート細胞由来内因
性抗菌ペプチド-ｄｅｆｅｎｓｉｎの産生低下が移植
後小腸の免疫組織学的解析、ｑＰＣＲ法におい
て認められ、糞便中-ｄｅｆｅｎｓｉｎ１、４の低下をＥ
ＬＩＳＡ法で確認した。腸内細菌叢をメタゲノム解
析したところ、ＧＶＨＤ発症群において生理的な
多様性の喪失をＳｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ, Ｓｈａｎｏｎ ｉｎ
ｄｅｘを用いて確認した。またＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａの
増加、Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓの減少といった菌交代現象
がみられ、ＰＣＡ法、PERMANOVA 法を用いた
解析によってＧＶＨＤ非発症群とＧＶＨＤ発症群
の腸内細菌叢パターンは有意に異なっていた。
このような結果から、ＧＶＨＤでは組織幹細胞・ニ
ッチシステムが標的となり、そのダメージによって
もたらされる、生体のホメオスタシス、腸内エコロ
ジーの破綻が病態形成に関与するものと考えら
れた。 

申請者らは wnt アゴニスト R-Spo1 が腸幹細胞
増殖活性を有し、腸幹細胞をＧＶＨＤから保護
することを報告したが（Ｔａｋａｓｈｉｍａ ｅｔ ａｌ： Ｊ 
Ｅｘｐ Ｍｅｄ ２０１１）、今回、Ｒ－Ｓｐｏ１のパネー
ト細胞に対する効果を検討した。ナイーブマウス
にＲ－Ｓｐｏ１を 3 日間投与したところ、既報のよう



に腸幹細胞の増殖に加え、新たにパネート細胞
の増殖が免疫組織化学的検査において認めら
れた。次いでその機序を検討するためＬｇｒ５レポ
ーターマウスにＲ－Ｓｐｏ１を３日間投与した。新
規に出現したパネート細胞はＬｇｒ５陽性であり、
腸幹細胞由来であることが明らかにされた。すな
わちＲ－Ｓｐｏ１は腸幹細胞に作用してその増殖
とパネート細胞への分化を促進するものと考えら
れる。さらにＲ－Ｓｐｏ１投与により出現したパネ
ート細胞はＭＭＰ７陽性であり、機能的であるこ
とが示された。その結果、糞便中の-ｄｅｆｅｎｓｉｎ
１、４の濃度が有意に上昇することがＥＬＩＳＡ法
によって示された。 

このようなＲ－Ｓｐｏ１の作用が造血幹細胞移
植後のＧＶＨＤに対しどのような影響を及ぼすか
マウスモデルを用いて検討した。Ｒ－Ｓｐｏ１を移
植前後 day -3 から day +3 まで投与したところ、
腸幹細胞・ニッチシステムダメージを有意に抑制
した。さらにパネート細胞保護効果によって-ｄ
ｅｆｅｎｓｉｎの産生が保持され、その結果、腸内細
菌叢の多様性が有意に保持され、ＧＶＨＤによ
る菌交代現象が抑制された。また大腸ゴブレット
細胞のムチン産生能も保持された。ＧＶＨＤ発症
時には腸内ではＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａの増加、Ｆｉｒｍ
ｉｃｕｔｅｓの減少が認められ、それぞれ変化の程度
とＧＶＨＤ重症度には相関が認められたが、Ｒ－
Ｓｐｏ１投与によりこのような変化が抑制された。
腸内細菌叢は腸の免疫系に影響を及ぼすこと
が知られているが、腸内細菌叢の正常化に伴い、
腸へのドナーＴ細胞浸潤が有意に抑制された。
また腸上皮保護作用と腸内細菌菌交代の抑制
からＧＶＨＤに付随する腸内病原菌の組織侵入
が抑制され、Ｒ－Ｓｐｏ１はＧＶＨＤのみならず感
染症の予防効果も相まって移植成績向上に寄
与する可能性が示唆された。 

次いで、このような腸においてみられた組織
幹細胞ダメージが皮膚ＧＶＨＤにおいてもみら
れるか観察した。Lck-Cre/tomato マウスをドナ
ーとして移植を行い、移植後継時的に皮膚を採
取し、免疫染色を行ったところ、ＧＶＨＤ群にお
いて移植後 10−14 日で表皮-真皮接合部およ
び毛包周囲にドナーT 細胞の浸潤を認めた。と
くに CXCR３＋T 細胞の浸潤が優位に増加して
いた。ＧＶＨＤ発症群の皮膚組織において
CXCL9 の mRNA 発現レベルの上昇を認め、こ
れがＣＸＣＲ３＋Ｔ細胞の皮膚浸潤に関与するも
のと考えられた。さらにＬｇｒ５-ＧＦＰマウスをレシ
ピエントとして移植を行ったところ、ＧＶＨＤ発症
群においてＬｇｒ５＋毛包幹細胞の減少がみられ、
ＧＶＨＤの標的細胞であることが明らかになった。
これにより、ＧＶＨＤ発症群で毛包数の有意な現
象と脱毛を認めた。従来の研究ではＣＫ１５＋毛
包前駆細胞がＧＶＨＤの標的であるとの報告が
あるが、本研究ではその中でもより未分化なＬｇｒ
５＋ＣＫ１５＋毛包幹細胞が標的であることを初
めて示した。一方、Ｌｇｒ５―ＣＫ１５＋毛包前駆細
胞はより保たれており、より未分化な細胞群のほ
うがＧＶＨＤに対する感受性が高いものと考えら
れ、腸ＧＶＨＤと同様な普遍的な現象であると考
えられた。 

本研究によって、ＧＶＨＤ組織ダメージの本質
は組織幹細胞・ニッチシステムのダメージによる
生体のホメオスタシスとエコロジーの破綻である
という新たな概念を提唱する基盤ができた。さら
に幹細胞・ニッチシステムの保護による生体の
恒常性維持を図る試みは移植成績の向上に繋
がる可能性が示唆され、GVHD 制御のための新
たなブレーク・スルーの基盤データとなるものと
考えられる。 
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