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緒言 
 

造血幹細胞移植は主に血液悪性疾患や骨髄不全症を根治させることのできる治

療法である 1。移植後にはさまざまな合併症が生じうるが、中でも同種造血幹細胞移植にお

いて特徴的なのは移植片対宿主病(graft-versus-host disease; GVHD)である。GVHD は、ド

ナー移植片中に存在するアロ反応性のドナーT 細胞がレシピエント組織のアロ抗原を認識

して傷害する医原性疾患であり 2,3、GVHD 対策の進歩により同種造血幹細胞移植の予後

が改善することが示されている 4。GVHD の古典的な分類としては 100 日以内の急性

GVHDと100日以後の慢性GVHDがある。急性GVHDの好発臓器は肝臓、皮膚、腸管な

どであるが、特に腸管の急性 GVHD は、 腸管粘膜のバリア機能を障害させ、エンドトキシ

ンなどの細菌由来成分の全身循環への流入を起こし、GVHD を更に悪化させるという悪循

環におちいりやすい 5,6。したがって、GVHD 増悪の起因となる、腸管の傷害を抑制すること

が、同種造血幹細胞移植の成績を改善するために重要である。しかしながら、現行の

GVHD 予防はカリシニューリン阻害薬やステロイドホルモンなどの免疫抑制剤の全身投与

が主体であり 7,8、腸管傷害に対する特異的な GVHD への介入は行われていない。免疫抑

制剤やステロイドホルモンの全身投与は、広範な免疫抑制を招き、感染症の発症や移植本

来の目的である抗腫瘍効果の減弱を招く可能性がある。腸管の組織障害を抑制しつつ、広

範な免疫抑制を招かない GVHD の予防・治療法の開発を目指すためには、腸管の組織恒

常性の維持機構を解明する必要がある。 
 
腸上皮は一層の腸上皮細胞で構成されている。腸上皮は上部に絨毛、底部に

陰窩を有し、各構造を単位とした組織再生を繰り返している。この腸上皮細胞には吸収上

皮細胞のほか、Paneth 細胞、杯細胞、腸内分泌細胞、Tuft 細胞がある。これらの細胞はす

べて、Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (LGR5)を発現する腸幹細

胞から分化する 9-11。LGR5 陽性の腸幹細胞は陰窩底部の Paneth 細胞に挟まれるように存

在しており、細胞の供給源となっている。腸吸収上皮細胞のターンオーバーは3から5日と

早く、腸幹細胞が傷害されると、速やかに粘膜上皮の防御機構を破綻する 10,12,13。特に、

腸管の GVHD では腸幹細胞が標的とされることによって、粘膜上皮傷害の重症化や治療

抵抗性が生じる12。さらに, 腸管の抗菌ペプチド産生細胞であるPaneth細胞が減少すること

によって、 腸内細菌叢の異常がおこり、GVHD の悪化や感染症の発症につながる 14,15。こ

うした腸幹細胞や Paneth 細胞などの上皮細胞の傷害を防ぐことは GVHD を予防・治療する

上で重要な意義をもつと考えられる。 
 
R-Spondin (R-Spo)は LGR4, LGR5, LGR6, RNF43, ZNRF3 などのレセプターに

結合し、WNT レセプターのユビキチン化を阻害することで canonical Wnt/bカテニンシグナ

ルを増強する分泌型蛋白である 16-21。R-Spo family は発生段階に強く発現し、胚形成に不

可欠である 11,22,23。R-Spo1 は性別決定に関与している 24。R-Spo2 は四肢形成と肺、卵胞の
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発生に大きく関与している 25,26。R-Spo3 は胎盤形成にきわめて重要であり、R-Spo3 ノックア

ウトマウスは胎生致死に至る 27,28。R-Spo4 は生理的にはより小さな役割であり、R-Spo4 の変

異は爪欠損を起こすこともあるが、変異があっても健康なこともある 29-31。このように、R-Spo
のノックアウトはサブタイプにより表現型が異なる。しかし、いずれも高い構造相同性をもち、

いずれも canonical Wnt 経路を活性化する。R-Spo2, R-Spo3 は R-Spo1 よりも強力な活性を

もち、R-Spo4 は比較的不活性である 32。 
 
R-Spo は上記のように発生段階での作用から発見されてきたが、腸幹細胞が発

現する LGR5 は、R-Spo のレセプターであり、R-Spo のシグナルは、WNT シグナルを増強

することで腸幹細胞の増殖や分化を促進することがわかり、発生領域のほか、腸上皮の増

殖シグナルとしての働きが注目されている。腸上皮は LGR5 陽性の腸幹細胞により培養す

ることができるが、その培養系においては Wnt リガンド、R-Spo の投与が必須である 9。

R-Spo と WNT はともに腸幹細胞の維持に必須であるが、WNT シグナルの増強単独では

腸幹細胞の自己複製や上皮傷害からの回復促進を促さない一方で、R-Spo シグナルの増

強は腸幹細胞の増殖や 16、組織修復を促進する。12,14,33。こうした知見から、腸管粘膜の恒

常性の維持において、R-Spo が重要な役割を果たしていることが示されている。 
 
われわれは、マウスの骨髄移植モデルで、移植時にリコンビナント R-Spo1 を投

与することにより、GVHD による傷害から腸幹細胞や Paneth 細胞を保護し、それにより

GVHDを軽減することを示した 12,14。一方、放射線照射を行ったマウスに対する抗R-Spo中

和抗体の投与により、内因性R-Spo3 が腸管粘膜傷害からの回復機構で重要な役割をはた

すことが示されている 34。また、R-Spo は in vitro での腸オルガノイド培養において必須であ

るが35-38、そのうち、R-Spo3は小腸での発現が高いとされる39,40。また、マウス放射線照射で

の腸炎モデルでは、上皮の回復に R-Spo3 が必須である 34。 
 
このように、R-Spo は腸管の恒常性維持や修復において必須の役割を担ってい

るにも関わらず、小腸における内因性の R-Spo の産生細胞については、これまで明らかに

されていない。 
 
本研究では、腸管における R-Spo 産生細胞を解明することを目指した。本研究

の成果から、 マウス小腸においては R-Spo ファミリーのうち、R-Spo3 が最も多く産生されて

いることが判明した。また、この内因性R-Spo3が、粘膜固有層に存在する、リンパ管内皮細

胞で産生されることを初めてつきとめた。 さらに、マウス骨髄移植モデルにおいて、GVHD
により小腸のリンパ管内皮細胞が減少し、それにともなってR-Spo3の産生も減少しているこ

とを発見し、この内因性R-Spo3の低下により、移植後の腸上皮回復が遅れ、GVHDの悪化

につながっている可能性が考えられた(Figure 1)。 
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Figure 1. リンパ管内皮細胞は R-Spo3 を産生し、腸幹細胞の増殖分化を促進する。

GVHD でリンパ管内皮細胞は減少する。 
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略語表 

 
本文中および図中で使用した略語は以下の通りである。 
 
Allo   allogeneic 
BSA       bovine serum albumin 
DAPI          4’,6-diamidino-2-phenylindole 
DTT           dithiothreitol 
EDTA         ethylenediaminetetraacetic acid 
FACS         fluorescence activated cell sorting 
FCS           fetal calf serum 
GVHD         graft-versus-host disease  
IL-22          interleukin-22 
LEC           lymphatic endothelial cell 
LP            lamina propria 
PBS           phosphate buffered saline 
RPMI            Roswell Park Memorial Institute medium 
R-Spo         R-Spondin 
SL            serosal layer 
Syn           syngeneic 
TBS-T         Tris buffered saline with Tween 20 
VEC          vascular endothelial cell 
VEGF         vascular endothelial growth factor 
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実験方法 
 
マウス 

C57BL/6 (B6: H-2b)、B6D2F1 (H-2b/d)は日本クレア (東京、日本)より購入た。 
B6.129P2(SJL)-Myd88tm1.1Defr/J は B6 を背景とした MyD88 ノックアウトマウスであり、

オリエンタルバイオサービス(京都、日本)より購入した。 
これらのマウスは本学の動物実験施設にて繁殖飼育し 8 週齢以上のマウスを本実験に

使用した。本研究のために実施した動物実験と遺伝子組換え実験については，北海道大

学動物実験に関する規程と北海道大学遺伝子組換え実験の安全管理規定に従い，動物

実験（承認番号: 12-01016）と遺伝子組換え実験（承認番号: 24(30)）の承認の上実施した。 
 

GVHD マウスモデル 
レシピエントとなるメス B6D2F1 マウスに day -7～day -4 まで 25 mg/kg のブスルファン(大

塚、東京、日本)、day -3, -2に100mg/kgのシクロフォスファミドをそれぞれリン酸緩衝生理食

塩水 (phosphate buffer saline, PBS)で 200μl になるように調整して腹腔内投与した。ドナー

としてメス B6 またはメス B6D2F1 マウスを麻酔後に安楽死させ 、脾臓および両側大腿骨・

脛骨・骨盤骨を採取した。脾臓はスライドガラス 2 枚を使用してすりつぶし、70 µm セルスト

レイナーを通した上で、50 ml チューブに移して細胞を採取した。大腿骨・脛骨・骨盤骨は

23ゲージ針と1 ml注射器を用いて、Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI1640
培地)+4%FCS を骨髄腔内に通して骨髄を押し出し、18 ゲージ針と 10 ml 注射器で吸引・吐

出を繰り返し、攪拌した後に、70 µm セルストレイナーを通して 50 ml チューブに細胞を採

取した。これらの細胞懸濁液中の赤血球を、red blood cell lysis buffer (BD Biosciences、東

京、日本) 2 ml を用いて 2 分間溶血させた後、顕微鏡にてトリパンブルー法により細胞数を

計測した。レシピエント 1 匹あたり、脾臓細胞 1 × 107 細胞と骨髄細胞 5 × 106 細胞を、PBS 
250 µl で希釈したものを移植片として尾静脈内に注射した。ドナーを B6 とした移植を同種

移植 (allogeneic) 群、B6D2F1 をドナーとして使用したものは、同系移植 (syngeneic) 群と

した 12。レシピエントマウスは、特定病原体未感染にて、通常の餌と、オートクレーブ滅菌後

に塩酸で pH 2.5 に調整した酸性水を与えて飼育した。 
 
小腸細胞分離 

マウスを安楽死させ、腹壁を切り開き、小腸を採取した。PBS に浸したろ紙の上で、脂肪

組織をできるだけ取り除き、パイエル板も取り除いた。小腸を 4 分割し、便を押し出したうえ

で腸軸方向に切り開いた。PBS+2%牛胎児血清 (Fetal calf serum, FCS) 15ml が入った

50ml tube に小腸を入れ、よく震盪した。茶こしで小腸以外を排液し、もう一度 PBS+2%FCS 
15ml が入った 50ml tube に小腸をいれ、同様に洗浄した。この操作を 3 回施行した。

PBS+2%FCS+1mM ジチオトレイトール (dithiothreitol, DTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
+1.3mM エチレンジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA） (ニッポンジーン、

東京、日本) 25ml中で20分間、37℃で震盪した。これにより腸粘膜層を剥離した。残りの小

腸を PBS+2%FCS+1.3mM EDTA 25ml に入れ、40 分間、37℃で震盪した。これにより小腸

上皮細胞が剥離し、この溶液を小腸上皮細胞分離液として扱った。残りの小腸を PBS でよ

くゆすぎ、RPMI 1640 培地+10% FCS + 0.3 mg/ml typeⅣ collagenase (Sigma-Aldrich) 6ml
を入れたウェルにいれ、細かく切り刻んだ。これを 37℃、5%CO2で 1 時間反応させた。これ
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を 19G 針とシリンジで均一化し、70 µm cell strainer に通した。Flow buffer (PBS+ 0.5% 牛血

清アルブミン (Bovine serum albumin, BSA) + 2mM EDTA 10ml)を加え、4℃、1500rpmで
5分間遠心し、上清を破棄した。さらに flow buffer 5mlを加えて同様に遠心、上清を破
棄した。ペレットを小腸非上皮細胞として扱った。 
 
 
フローサイトメトリーと細胞分離 

細胞分離した小腸非上皮細胞を flow buffer に suspend し、これを 4℃、1500rpm で 5 分

間遠心し、上清を破棄した。一次抗体を flow buffer で 200:1 に希釈し、4℃・暗所で 30 分間

反応させた。Flow buffer を加え、4℃、1500rpm で 5 分間遠心し、上清を破棄した。二次抗

体がある場合にはさらに二次抗体を flow buffer で 200:1 に希釈し、暗所で 4℃、30 分間反

応させた。0.2 µg/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) + flow buffer に suspend し、 BD 
FACS CantoⅡ (BD Bioscience)によりフローサイトメトリーを行った。目的の細胞を純化する

ため BD FACS AriaⅡ (BD Bioscience)を用いて fluorescence activated cell sorting（FACS）

を行った。 
抗体は以下の表 1 のものを用いた。 
 
サイトスピンと蛍光免疫染色 

BD FACS AriaⅡで純化した細胞を PBS+2%FCS に 5×105cells /ml に調整した。スライド

グラスにろ紙、ホルダーを固定し、Shandon Cytospin3 (Thermo Fisher scientific)に設置し、

PBS 30μl をホルダーに入れ、550rpm で 3 分間遠心した。同様に細胞液 50μl をホルダ

ーにいれ、550rpm で 3 分間遠心した。ドライヤーで数分間乾燥させた。サイトスピンを行っ

たスライドグラスを乾燥し、-20℃で 100%メタノール中で 10 分間固定した。-20℃のアセトン

に 1 分間入れた。PBS でスライドを洗い、スライドグラスに PBS を載せ、5 分おいた。これを

3 回行った。PAP ペンで細胞を囲み、PBS+0.1%BSA 100 µl を載せて 30 分室温に置き、ブ

ロッキングとした。一次抗体として Rat 由来抗 R-Spo3 抗体と Rabbit 由来抗 LYVE-1 抗体を

100:1 に希釈し、これを 100 µl スライドグラスに載せて 4℃で一晩反応させた。PBS で 5 分

間、3 回洗浄した後、二次抗体として anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488、anti-Rat IgG Alexa 
Fluor 555 (Thermo Fisher Scientific) を 400:1 に希釈し、100 µl ずつ添加して室温、1 時間遮

光して反応させた。PBSで洗浄後、1 µg/mLのDAPIを100 µl添加し、室温、15分間、遮光

して反応させた。PBSで洗浄後、フルオロゲル(VWR, Radnor, PA)1滴を滴下後にカバーガ

ラスで閉じた。画像は、共焦点レーザー顕微鏡 FV-1000 (Olympus, Tokyo, Japan) にて、

20× /0.75 NA もしくは 40× /0.95 NA もしくは 60× /1.35 NA 対物レンズを使用して撮影した。 
 
腸組織標本と蛍光免疫染色 

マウスを安楽死させ、マウス小腸を取り出した。小腸を 3 等分し、ゾンデを用いて 4%パラ

ホルムアルデヒドで内腔の便を押し出した。長軸方向に小腸を切り開き、爪楊枝で上皮側

が内側になるように口側から巻き取った。ろ紙上にロールした小腸を載せ、ゼラチンで固定

した。これを 4%パラホルムアルデヒドにいれ、固定した。札幌総合病理研究所 (日本) に

パラフィン包埋と、薄切、ヘマトキシリン・エオジン (hematoxylin and eosin, H&E) 染色を依

頼した。パラフィン切片を、100%キシレンに 5 分間を 3 回、100%エタノールに 3 分間を 3
回、95% エタノールに 3 分間、80%エタノールに 3 分間、70%エタノールに 3 分間、精製
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水に 3 分間を 2 回、PBS に 3 分間それぞれ浸し、脱パラフィンした。10 倍 Target Retrieval 
Solution, Citrate pH6 (DAKO、東京、日本) 20 ml と脱イオン水180 ml をビーカーに入れた。

その中に、脱パラフィンしたスライドガラスを入れ、105˚C、20 分間で抗原不活化を行った。

PBS+0.1%BSA にて室温 30 分間静置してブロッキングを行った。PBS にて洗浄後、一次抗

体反応を行った。一次抗体は、抗LYVE-1 抗体 (Angiobio)を 50:1 に希釈したものを 100 µl
ずつ添加し、湿潤箱の中で 4˚C、一晩反応させた。PBS で洗浄後、二次抗体反応を行った。

2 次抗体は、anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) を 400：１に希釈し、

100 µl ずつ添加して室温、1 時間、遮光して反応させた。PBS で洗浄後、1 µg/mL の DAPI
を100 µl添加し、室温、15分間、遮光して反応させた。PBSで洗浄後、フルオロゲル(VWR, 
Radnor, USA)1 滴を滴下後にカバーガラスで閉じた。画像は、共焦点レーザー顕微鏡

FV-1000 (Olympus) にて、20× /0.75 NA もしくは 40× /1.30 NA 対物レンズを使用して撮影

した。 
HE 標本を用いて評価した腸 GVHD の病理スコアは、びらん、潰瘍、上皮のアポトーシ

ス像、リンパ球浸潤、好中球浸潤、浮腫に関して、各項目ごとに軽度0.5,中等度1, 重度は2
としてスコアリングし、その合計を算出した。 
 
 
定量 PCR 

まず、cDNA の作成を行った。ISOGENⅡ(ニッポンジーン) 500 µl に細胞をフローサイト

メトリーで直接純化した。小腸組織の場合は ISOGENⅡ 500μl に小腸 5mm ほどをいれて、

TissueRuptor (QIAGEN, Hulsterweg, Holand) を用いてホモジナイズした後、1.5 ml チュー

ブに移した。入った細胞もしくは小腸組織を 1.5 ml チューブに移した。RNase-free water を

200 µl加えて撹拌し、室温で5分間静置させた。4℃，12000 Gで15分間遠心分離を行い、

分離した上清 500 µl を新しいチューブに移した。2 µl のエタ沈メイト (ニッポンジーン) と

500 µl の 2-プロパノール (WAKO) を添加し，vortex でよく混合させた後、室温で 10 分間

静置した。4˚C，12000 G で 15 分間遠心分離を行い，上清を破棄した。1 ml の 75%エタノー

ルを添加し，撹拌せず 4˚C，12,000 G で 15 分間遠心分離をした。これを 2 回くり返した後，

真空アスピレーターを用いてペレットを乾燥させ，RNase-free water を加え，60˚C で 15 分間

温めた。NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) を用いて RNA 量を測定した。RNA 1000 ng
を用いて各サンプルから cDNA を作製した。cDNA 作製には ReverTra Ace qPCR RT 
Master Mix with gDNA Remover (Toyobo、大阪、日本) を使用した。作製方法は，まず

RNA 1000 ng を RNase-free water を用いて 12 µl に調整し，4 × DN Master Mix (Toyobo) 4 
µl を加えて 37℃で 5 分間インキュベートしゲノム DNA 除去反応を行った。次に 5 × RT 
Master Mix II (Toyobo) を 4 µl 加え，37℃で 15 分間，50˚C で 5 分間，98˚C で 5 分間イン

キュベートし，サーマルサイクラーT100™ (Bio-Rad、東京、日本) を使用して逆転写反応を

行った。反応終了後は-20˚C で保存した。 
18SrRNA と R-Spo1, R-Spo2, R-Spo3, R-Spo4 に対するプライマー・プローブセットを、シ

グマアルドリッチジャパンに作成を依頼し、TaqMan Universal PCR master mix (Thermo 
Fisher Scientific) と Step One Plus (Thermo Fisher Scientific) を用いて定量リアルタイム PCR
を行った。使用したプライマーとプローブの配列は、以下である。 
 
Mouse 18S rRNA:  
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 forward primer  5’-GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’ 
 reverse primer  5’-ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’ 
 probe   FAM-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-TAMRA 
 
Mouse R-Spo1 
 forward primer  5’-CGCAACCCCGACATGAACA-3’ 
 reverse primer  5’-GACACTTGGTGCAGAAGTTGTG-3’ 
 probe FAM-CCTCACAGTGCTCGATCTTGCATT-TAMRA 
 
Mouse R-Spo2 
 forward primer  5’-GCCGCTGCTTTGATGAATGTCC-3’ 
 reverse primer  5’-CTCCAATGACCAACTTCACAACCTT-3’ 
 probe FAM-ACACATTCCATAGTCTCATCTAACGGTGCA-TAMRA 
 
Mouse R-Spo3 
 forward primer  5’-AACGCCTCCCGAGGAAGG-3’ 
 reverse primer  5’-ACAGCCCATTGTAATCTGAACACG-3’ 
 probe FAM-GCCTCCTTGGCAGCCTTGACTGACA-TAMRA 
 
Mouse R-Spo4 
 forward primer  5’- TTGCCGAGTGTTATCTGAGTCC-3’ 
 reverse primer  5’-CGCCGATCCTTCCTGTTCTTC-3’ 
 probe  FAM-ACTCTGCCCAGGAGAAAGAAATCCCAGG-TAMRA 
 

定量 PCR の手順は次のように行った。2 × Master Mix 20 µl、20 × DNA プライマー 2 µl、
DEPC 処理水 16 µl、cDNA 2 µl を混合し、計 40 µl とした。MicroAmp®Optical 96-Well 
Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)に、3 ウェルに 10 µl ずつ複製して添加した後シー

ルし、StepOnePlus™ (Thermo Fisher Scientific) にて、94˚C・30 秒間、55˚C・30 秒間、72˚C・1
分間を 1 サイクルとし、50 サイクルの定量リアルタイム PCR を行った。各検体の R-Spo の発

現量は、18Sr RNA の発現によって標準化し、DCT 法を用いて算出した。 
 
 
Western blotting 

B6D2F1 の小腸を 20mg ほど切り取り、500μl の RIPA バッファーに入れた。それを

Tissue Ruptor で均一化し、tube に移した。15000rpm, 4℃で 20 分間遠心し、上清 350 µl を

新しい tube に移した。SmartSpec (Bio-Rad)にて Bradford 法にてこれの蛋白濃度を測定した。

10 µg/10 µl になるように RIPA バッファーで調整した。2 µl の 6×SDS サンプルバッファー

を 加え 、 100 ℃ で 5 分間反応さ せ た 。 氷上に 移動さ せ た 。 12% の Tris-glycine 
SDS-Polyacrylamide ゲルをゲル泳動槽に設置し、SDS-PAGE Running Buffer で満たした。

ゲルのウェルにサンプルを 10 µl ずつ入れ、60V で電気泳動を行った。10 分後に 130V に

電圧を上げ、ゲルの真ん中あたりまでバンドが移動したところで 200V にアップした。ゲル

の下部までバンドが到達したところで電気泳動を終了した。ゲルを Transfer Buffer に浸し、

5分間震盪させた。Transfer Bufferに浸した濾紙3枚をTrans-Blot SD Semi-dry Transfer Cell
に載せ、その上にニトロセルロース膜を載せた。ニトロセルロース膜の上にゲルを重ね、さ

らに Transfer Buffer に浸した濾紙3 枚をゲルの上に重ねた。気泡を除去し、15V で 45 分間
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Transferを行った。Transferが終了したら、ニトロセルロース膜をPonceau 3R染色液で浸し、

脱イオン水で 3 回洗浄した。バンドを確認し、さらに脱イオン水で洗浄した。Blocking buffer
として 5%スキムミルク+(Tris Buffered Saline with Tween 20, TBS-T)を用いた。ニトロセルロ

ース膜を Blocking buffer で浸し、60 分間震盪した。TBS-T で一度洗浄し、ニトロセルロース

膜をハイブリダイゼーションバッグにいれ、シーリングした。バッグ内に Blocking buffer で

1:200 に希釈した一次抗体を 200 µl いれた。気泡をいれずにシーリングし、4℃で一晩ロー

ターにかけた。膜を TBS-T で洗浄し、さらに TBS-T で 8 分間震盪した。これを 3 回繰り返し

洗浄した。Blocking buffer で 1:3000 に希釈した二次抗体に膜を浸し、2 時間室温で震盪し

た。TBS-T で 8 分間震盪した。これを 3 回繰り返し洗浄した。ECL Prime Western Blot 
Detection Reagent (GE ヘルスケア・ジャパン ,東京,日本)を膜にのせ、ImageQuant 
LAS4000mini ( GE ヘルスケア・ジャパン)で撮像した。 
 
抗体 
表 1. フローサイトメトリー、免疫染色、Western blotting には以下の抗体を用いた。 
抗原 Clone 標識 購入元 Catalog# 

フローサイトメトリー     

CD45 30-F11 APC-Cy7 BD Bioscience 557659 

CD90.2 53-2.1 PerCP/Cy5.5 Biolegend 140322 

CD31 390 PE-Cy7 eBioscience 25-0311-82 

I-A/I-E M5/114.15.2 FITC Biolegend 107606 

CD4 GK1.5 PE BD Pharmingen 553730 

CD8 53-6.7 PE BD Bioscience 553033 

F4/80 BM8 FITC Biolegend 123108 

CD11b M1/70 FITC BD Pharmingen 01714D 

CD11c HL3 FITC BD Pharmingen 553801 

CD103 2E7 PE BioLegend 121406 

Ly6C/Ly6G RB6-8C5 FITC BD Bioscience 553127 

E-Cadherin DECMA-1 PE BioLegend 147304 

Tie2 TEK4 Biotin BioLegend 124006 

LYVE-1 polyclonal purified AngioBio 11-034 

Podoplanin 8.1.1 PE BioLegend 127408 

免疫染色     

LYVE-1 polyclonal purified AngioBio 11-034 

R-Spo3 # 400403 purified R&D systems MAB41201 

Western blotting     

R-Spo1 polyclonal purified abcam ab106556 

R-Spo2 polyclonal purified abcam ab73761 
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小腸血液細胞、小腸血管内皮細胞、小腸リンパ内皮細胞の ELISA 
上記のように B6D2F1 マウスから分離した小腸非上皮細胞を flow buffer に suspend した。

以下のように EasySep Biotin Selection Kit (STEMCELL technologies, Vancouver, BC)を用い

て細胞を純化した。10μl /ml の FcR blocking 抗体と biotin 標識抗 CD31 抗体 (Biolegend, 
San Diego, CA) 2.5 µg/ml を添加し、室温で 15 分反応させた。Biotin Selection Cocktail を

100 µl/ml 添加し、さらに室温で 15 分反応させた。Magnetic nanoparticles を 50μl/ml 添加し、

室温で 10 分反応させた。マグネットにチューブをセットし、10 分間 particles を吸着させた。

マグネットにいれたまま排液し、flow bufferをいれてマグネットにセットした。これを3回行い、

洗浄した。FITC 標識抗 CD90.2 抗体、APC-Cy7 標識抗 CD45 抗体を 1:200 で反応させ、

biotin の二次抗体には PE-Cy7 標識Streptavidin を反応させた。Flow buffer で洗浄ののち、

0.2 µg/ml DAPI+ flow bufferにsuspendし、BD FACS AriaⅡ (BD Bioscience)で細胞純化を

行 っ た 。 CD45+ 細 胞 を 血 球 細 胞 、 CD45-CD31+CD90- 細 胞 を 血 管 内 皮 細 胞 、

CD45-CD31+CD90+細胞をリンパ内皮細胞として扱った。細胞を 30000 cells ずつ純化した。

PBSで洗浄し、1500rpm, 4℃, 5分遠心し、ペレットとし、RIPA buffer 50 µlに細胞を溶解した。

ELISA は Mouse R-Spo3 DuoSet ELISA kit (R＆D systems)を使用して以下のようにおこな

った。 
Capture Antibody 400 ng /ml を 100 µl ずつ well にまいて一晩反応させた。Wash buffer を

well にまいて破棄し洗浄した。これを 3 回行った。Blocking buffer (PBS+1%BSA)を 300μl
ずつ well にまいて一時間室温で反応させた。Wash buffer で洗浄した。上記で作成した細

胞溶解液を50 µgずつwellにまいた。また、Standard用として4.69から300 pg/mlのR-Spo3
を作成し、well にまいた。2 時間室温で反応させた。Wash buffer で洗浄した。Detection 
Antibody 200 ng/ml を 100 µl ずつ well にまいた。2 時間室温で反応させた。Wash buffer で

洗浄した。Streptavidin-HRP を 100 µl ずつ well にまいて 20 分間反応させた。Wash buffer
で洗浄した。Substrate solution を 100 µl ずつ well にまいた。30 分反応させて、stop solution
を 50 µl ずつ添加した。 吸光度を GloMax multi detection system (Promega, Tokyo, Japan)
にて測定した。 
 
SAR131675 の投与 
SAR131675 (MedChem Express, Monmouth Junction, NJ) を 0.5%カルボキシメチルセルロ

ース+0.5% Tween80 に溶解し、100 mg/kg を 200μl になるように調整し、ゾンデでマウスに

経口投与した。 
 
Microarray 
 小腸のリンパ内皮細胞と血管内皮細胞をフローサイトメーターで純化し、Trizol (Thermo 
Fisher Sientific)に溶解した。QIAshedder column (QIAGEN)を使用して, totalRNA を抽出し

た。0.1 µl の total RNA を用いて、Cyamin-3 をラベルした相補的 RNA が Low Input Quick 
Amp Labeling Kit (Agilent)にて作成された。それを SurePrint G3 mouse GE 8×60K Ver2.0 

R-Spo3 polyclonal purified abcam ab171010 

b-actin AC1-20.4.2 purified Sigma-Aldrich A9357 
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(Agilent)に 65℃で 17 時間 hibridize された。Hybridize されたスライドを洗浄ののちに直ちに
SureScan Microarray Scanner (G2600)にて読み込んだ。データはGene Spring GX (Agilent)sにて標
準化やさらなる解析を施行した。Pathyway 解析には Wikipathway (wikipathways.org) 
version20171010の生物種Mus musculusを用いた 41。 
 
統計解析 

データ比較には、Mann-Whitney U test を用いた。生存率解析では、Kaplan-Meier 
method を用いてプロットし、log-rank test にて比較した。解析には、Prism software version 6 
(GraphPad、La Holla、USA) を使用した。P 値は、*P < 0.05, **P <0.01, ***p<0.001, 
****p<0.0001 と定義した。 
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結果 
 

R-Spo3 は小腸にて産生される主要な R-Spo である 
R-Spo には R-Spo1 から R-Spo4 までの 4 つのサブタイプが知られているが、いずれのサ

ブタイプが腸管において産生されているかを調べるため、naïve B6D2F1 マウスの小腸から

mRNA を抽出し、定量 PCR によりそれぞれの R-Spo の mRNA 量を定量した。小腸では

R-Spo3 がもっとも優位に発現していた。R-Spo1 と R-Spo2 はわずかに発現を認めたが、

R-Spo4 は発現を認めなかった(Figure 2)。 

 
Figure 2.  小腸における R-Spos の発現 
Naïve B6D2F1 マウスの小腸から抽出した mRNA を用いて , 定量 PCR を行い , 
R-Spo1~R-Spo4 の発現を測定し、18S rRNA の発現をもとに標準化した。データは、同様の

結果の 2 実験のうちの 1 つを、R-Spo3 の発現量を 1 とした比の平均値と標準誤差で示した 
(n=6 /group)。 
 
 次に、小腸における R-Spo1~3 のタンパク量を測定した。Naïve B6D2F1 マウスの小腸から

蛋白を抽出し、Western blotting 法で R-Spo1, R-Spo2, R-Spo3 のタンパク量を検討した。

R-Spo1, R-Spo2, R-Spo3の蛋白分子量はそれぞれ 29 kDa, 28 kDa, 31 kDaである。R-Spo3
のタンパク量は多く、R-Spo1 はわずかに存在するのみで、R-Spo2 は存在しなかった 
(Figure 3)。これらの結果から、R-Spo3が、マウスの腸管で産生される主要なR-Spoであるこ

とが確認された。 

 
Figure 3. 小腸における R-Spo 蛋白 
マウス小腸での R-Spo1, R-Spo2, R-Spo3 の Western blotting assay。Naïve B6D2F1 マウスの

小腸からの蛋白抽出液を 10 µg /10 µl に調整し、これを用いて Western blotting を行った。

矢印は R-Spo3 のバンドを示している。 
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R-Spo3 は小腸において非上皮非血液細胞に産生されている 
腸管における R-Spo3 の産生細胞を探求した。まず、小腸から上皮細胞を EDTA を用い

て剥離し、回収した。残りの小腸組織をコラゲナーゼを使用して細胞懸濁液とし、FACS で

血液細胞と非血液細胞に純化した。CD45+細胞を血液細胞とし、CD45-細胞を非上皮非血

液細胞とした。この上皮細胞、血液細胞、非上皮非血液細胞において R-Spo の発現を定量

PCR を用いてした。R-Spo4 を除くいずれの R-Spos も非上皮非血液細胞で発現しており、

R-Spo3 がもっとも高い発現を認めた (Figure 4)。 
 

 
Figure 4 小腸上皮細胞、血液細胞、非上皮非血液細胞における R-Spos の発現 
Naïve B6D2F1 マウスの小腸から上皮細胞を回収し、残りの小腸をフローサイトメトリーで血

液細胞と非血液細胞に純化した。これらの細胞から抽出した RNA を用いて R-Spos の発現

を 18S rRNA の発現で標準化し、非上皮非血液細胞の R-Spo3 の発現に対する fold change
で示した。データは 2 つの独立した実験を統合して、非上皮非血液細胞の R-Spo3 の発現

量を 1 とした比の、平均値と標準誤差で示した (n=12 / group)。 
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R-Spo3 は小腸の CD45-CD90+CD31+リンパ管内皮細胞で産生されている 
さらに、R-Spo3 産生細胞の詳細な検討を行った。非上皮非血液細胞のうちどの細胞分

画が R-Spo を産生しているのかを探求した。小腸の非上皮非血液細胞には粘膜固有筋や

線維芽細胞などのCD90陽性間葉系細胞分画や、CD90陽性内皮細胞を含んでいる。まず、

これらの分子の、小腸の非上皮非血液細胞での発現を検討した。小腸の非上皮非血液細

胞分画を抗 CD31 抗体と抗 CD90 抗体を用いたフローサイトメトリー法で検討したところ、 
CD90-CD31-、CD90+CD31-、 CD90-CD31+、CD90+CD31+の 4 つの細胞分画に分類された

(Figure 5A)。これらの細胞を FACS を用いてそれぞれ純化して, R-Spo の発現を定量 PCR
法で検討したところ、R-Spo1 と R-Spo2 についてはどの細胞群においても低発現しか認め

なかったが、R-Spo3はCD90+CD31+の細胞群で明らかに優位な発現を認めた (Figure 5B, 
5C, 5D)。これらの結果より、CD45-CD31+CD91+の非上皮非血液細胞が腸管における

R-Spo3 産生細胞であることが判明した。 

 
Figure 5. 小腸非上皮非血液細胞を CD31, CD90 で分画した細胞群の R-Spos の発現 
 (A)Naïve B6D2F1 マウスの小腸非上皮CD45-非血液細胞の、フローサイトメトリー法による

CD31 と CD90 の発現の検討。 (B-D)小腸非上皮非血液細胞から、CD90-CD31-、

CD90+CD31-、 CD90-CD31+、CD90+CD31+の各細胞群を純化しR-Sposの発現を定量PCR
で検討し、18S rRNA の発現量で標準化した。(B) R-Spo1 の発現。(C)R-Spo2 の発現。

(D)R-Spo３の発現をそれぞれ示す。データは 2 つの独立した実験のうちの１つの結果で、

平均値と標準誤差で示した (n=4 / group)。*P<0.05. 
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 以上のように R-Spo3 は CD45-CD90+CD31+非上皮非血液細胞 で発現すると考えられた

が、この細胞群の細胞起源を探求するため、フローサイトメトリーを用いてこの細胞分画で

発現される、各種表面抗原を評価した。コントロールとして CD90+CD31- 血管内皮細胞 
(Vascular endothelial cells ; VEC)を染色した。その結果、CD90+CD31+細胞は LYVE-1, 
Podoplanin を発現しており、これらはリンパ内皮細胞 (Lymphatic endothelial cells ; LEC)で
あると考えられた (Figure 6) 42,43。CD90-CD31+の VEC は LYVE-1 や Podoplanin の発現に

乏しく、Ly-6C/Ly-6G の発現をみとめ 44、VEC の表面形質であることが確認された。 
 
 

 
Figure 6. 小腸非上皮非血液 CD90+CD31+細胞、CD90-CD31+細胞の表面マーカー発現 
フローサイトメトリー法を用いて、マウス小腸から採取した非上皮非血液細胞中の

CD90+CD31+細胞(LEC, 赤線)と CD90-CD31+細胞(VEC, 青線)上の表面マーカーの解析

を行った。影のヒストグラムはそれぞれの非染色コントロールである。 
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 CD45-CD90+CD31+LEC の存在部位を突き止めるため、小腸を粘膜固有層 (lamina 
propria; LP)と漿膜層 (serosal layer ;SL)に用手的に分離し、細胞懸濁液とした 。フローサイ

トメトリーでこれらの細胞を解析したところ、LEC は LP に豊富に存在し、固有筋層を含めた

漿膜層には存在しないことが判明した (Figure 7, A and B) 。これはLPに存在する、LECか

ら R-Spo3 が産生され、近隣の細胞である上皮の腸幹細胞を刺激している可能性があること

を示唆する結果である。 
 

 
Figure 7.  LEC の小腸での局在 
マウス小腸を用手的に粘膜固有層 (lamina propria; LP)と漿膜層 (serosal layer ;SL)に分離

し、フローサイトメトリーを行った。(A) LPとSLでの非上皮非血液細胞の代表的なプロットを

示す。 (B) LP と SL の非上皮非血液細胞中の LEC 細胞数の比率を示す。 データは 2 つ

の独立した実験を結合して平均値と標準誤差で示した (n=6/group)。*P<0.05. 
 
 
  

A B 
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 さらに LEC が蛋白レベルで R-Spo3 を発現するかを確認した。まず、小腸のパラフィン切

片で R-Spo3 の蛍光免疫染色を試みたが、R-Spo3 の染色はっきりとしなかった (Figure 8)。
これは R-Spo3 産生細胞の頻度が低いために、組織切片上でははっきりと検出できないた

めと判断した。 

 
Figure 8  小腸の R-Spo3 免疫染色 
マウス小腸をパラフィン切片で R-Spo3 の蛍光免疫染色を行った。青は DAPI による核染

色、赤は R-Spo3 の信号を示す。Scale Bar は 50 µm。 
 
 

次に FACS を用いて小腸の非上皮非血液細胞を、LYVE-1+LEC と LYVE-1 陰性のその

他の細胞に純化した。これらの細胞を用いてサイトスピン標本を作成し、免疫染色を施行し

た 。LYVE-1 陽性の LEC のみで、R-Spo3 の信号を認め、LEC による R-Spo3 の産生を蛋

白レベルで確認できた (Figure 9)。 

 
Figure 9. 小腸リンパ内皮細胞の R-Spo3 免疫染色 
マウス小腸非上皮非血球細胞をフローサイトメトリーでLYVE-1 陽性細胞 (LEC)と LYVE-1
陰性細胞に純化し、LYVE-1 (緑)と R-Spo3(赤)の蛍光免疫染色を施行した。青は DAPI に

よる核染色。Scale Bar は 10 µm。 
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さらに、ELISA による LEC 中の R-Spo3 蛋白の検出を試みた。FACS によって、VEC、

LEC、CD45+血液細胞を純化し、それぞれの細胞から蛋白を抽出し、ELISA を用いて蛋白

抽出液中の R-Spo3 濃度の測定を行った。その結果、 LEC で高濃度の R-Spo3 蛋白を検

出した (Figure 10)。 

  
Figure 10. 小腸血液細胞、VEC、LEC の R-Spo3 蛋白量 
マウス小腸非上皮細胞をフローサイトメトリーで血液細胞、VEC、LEC に 3×105 ずつ純化

し、ELISA 用いて R-Spo3 の蛋白量を測定した。データは 3 つの独立した実験のうちの一

つを平均値と標準誤差で示した (n=4 / group)。**P<0.01.  
 
上記から小腸において R-Spo3 はリンパ管内皮細胞で産生されていることが示された。 
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小腸 LEC の Transcriptome 解析 

小腸の LEC の特性を探索するために、小腸の LEC を純化し、total RNA を抽出し、

microarray を行った。系統の近い VEC でそれぞれ 3 検体ずつ解析を施行した。まず、ユ

ークリッド距離によるクラスター解析を施行したところ、LECとVECで異なる遺伝子発現パタ

ーンを確認できた (Figure 11)。 

 
Figure 11. 小腸 VEC、LEC のクラスター解析。 
マウス小腸 VEC, LEC のマイクロアレイ解析。GeneSpring GX を用いてユークリッド距離で

解析した(n=3/group)。 
次に、VEC と LEC の発現強度で scattered plot を作成した。R-Spo3 は LEC で高い発現

を認めた。これは先述の定量PCRの結果と一致する。R-Spo1, R-Spo2, R-Spo4については

いずれも VEC でも LEC でも低い発現であった (Figure 12)。 

Figure 12. 小腸 VEC、LEC のマイクロアレイの scattered plot 
各遺伝子について、縦軸に VEC の発現、横軸に LEC の発現を示すように scattered plot を
作成した。R-Spo1, R-Spo2, R-Spo3, R-Spo4の発現を赤丸で示している。fold changeが 5の

ラインを緑で示している。発現が 100 以上のもので fold change が 5 以上の遺伝子集団を

LEC(赤の領域), VEC(青の領域)でそれぞれ抽出した。 
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 次に Figure 12 で抽出した LEC で発現が高い遺伝子集団 1226 個、VEC で発現が高い

遺伝子集団 975 個に対してそれぞれ pathway 解析を行った。LEC の発現が高い集団で

Wnt pathway が複数抽出された (Figure 13)。 

 
Figure 13.  小腸 VEC、LEC の pathway 解析 
Figure10 で示した LEC の発現が高い遺伝子集団、VEC の発現が高い遺伝子集団で

pathway 解析を施行した。横軸は-Log10p で示した。(A)LEC の発現が高い遺伝子集団での

pathway 解析。 (B) VEC の発現が高い遺伝子集団での pathway 解析。 
 
  
 次に、volcano plot を作成し、p=0.001, fold change=100 を cut-off として LEC で特に発現が

高い集団を抽出し、その heat map を作成した(Figure 14)。LEC のマーカーとしてよく知られ

ている Il7, Pdpn, Thy1, Reln などが抽出されていた 45-48。さらに、R-Spo3 をはじめ、Wnt2, 
Fgf12 といった増殖因子も抽出されており 49,50、興味深いことに R-Spos のレセプターである

Lgr5も認めた 51。Pathway解析においてWntシグナルが抽出されていたこともあり、LECか

ら産生された R-Spo3 は、autocrine 様式で LEC 自体に機能している可能性も考えられる。 

B 

A 
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Figure 14. 小腸 LEC において高発現している遺伝子 
 (A)各遺伝子の発現の volcano plot。FC 100, p 0.001 を cut-off として LEC で有意に発現が

高いものを抽出した(赤の領域)。 (B)LEC で特に発現が高い遺伝子の heat map。 
 
  

A B 
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小腸の LEC は急性 GVHD で減少する 
同種造血幹細胞移植後には、移植前処置や GVHD によって腸管の粘膜上皮が障害され

る。こうした傷害の回復には内因性の R-Spo3 が必要とされる 34。そこで、同種造血幹細胞

移植後の、LEC の動態を検討することとした。B6D2F1 マウスにブスルファンとシクロフォス

ファミドによる化学療法で前処置を施行した後、ドナーマウスから採取した、骨髄細胞と脾

細胞を移植した。同種移植 (allogeneic transplantation; Allo)群では主要組織適合性抗原が

不一致である B6 マウスを、対照群である同系移植 (syngeneic transplantation; Syn)群では

B6D2F1 マウスをドナーとした。Allo 群では、重症の GVHD が発症し、すべてのレシピエン

トが移植後 day +35 までに死亡したが、Syn 群ではすべてのレシピエントが生存した 
(Figure 15A)。Allo 群の小腸組織切片の H&E 染色標本を作成し、GVHD 病理スコアを検

討したところ、Allo 群で有意に重症の GVHD の病理所見が得られた (Figure 15B)。 

 
Figure 15. GVHD マウスモデル 
B6D2F1 マウスにブスルファン 25mg /kg 4 日間 (day -7 ~ -4)、シクロフォスファミド 100mg 
/kg 2日間 (day -3, -2)で前処置を行い、Allo群ではB6、Syn群ではB6D2F1をドナーとし、

骨髄細胞と脾細胞を移植した。(A) 生存曲線。(n=10 /group) ****P<0.0001. データは 2 つ

の独立した実験を合わせたもの (B) day+14 の小腸の Pathological GVHD score。(Syn; 
n=4, Allo; n=6)。*P<0.05. 
 
 
 
上記のマウスモデルにて小腸のリンパ管を LYVE-1 の蛍光免疫染色で検討した。Naïve と

Syn ではリンパ管量は変わらないが、Allo 群では明らかにリンパ管が減少していた (Figure 
16)。 
 
 

A B 
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Figure 16.  GVHD での小腸 LEC の免疫染色 
移植 day+14 でのマウス小腸の免疫染色。緑：LYVE-1, 青:DAPI。Scale Bar: 100 µm 
 
 
さらに、より定量的にリンパ管量を検討するために、小腸細胞 LEC をフローサイトメトリー法

で定量したところ、Allo 群では LEC 数が有意に減少していた (Figure 17)。 
 
 

 
Figure 17. GVHD での小腸 LEC 数 
移植 day+14 でのマウス小腸 LEC をフローサイトメトリーで解析した (Naïve; n=10, Syn; n=12, 
Allo; n=13)。***P<0.001. 独立した二つの実験のうち一つの結果を平均値と平均値と標準誤

差で示した 
 
 
以上より、骨髄移植マウスモデルにおいて GVHD によって小腸 LEC やリンパ管が減少す

ることが示された 。 
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急性 GVHD で小腸の R-Spo3 産生量は減少する 
GVHD による LEC の傷害による、腸管における R-Spo3 産生量の変化を検討した。移植後

14 日目にレシピエント小腸から蛋白を抽出し、Western blotting 法を用いて R-Spo3 蛋白を

検出した結果、Syn群に比べ、Allo群でR-Spo3産生の低下を認めた (Figure 18A)。b-actin
量で標準化して、R-Spo3 量を定量したところ、 Allo 群での R-Spo3 タンパク量が有意に低

下していることが示された (Figure 18B)。 
 

 
Figure 18.  GVHD 下での小腸 R-Spo3 蛋白 
移植 day+14 でのマウス小腸溶解液で Western blotting を行い、R-Spo3 を検出した(Syn; n=4, 
Allo; n=5)。 (A) Western blotting のバンド。 (B) A のバンドを定量化し、b-Actin 量で標準化し

たグラフ。  独立した二つの実験のうち一つの結果を平均値と平均値と標準誤差で示した 
*P<0.05. 
 
次に Allo 群で残存している LEC での、R-Spo3 の発現が Syn 群と比較して減少しているか

否かを検討した。移植したマウスの小腸 LEC を FACS で純化して、定量 PCR 法を用いて、

R-Spo3 の発現を解析したが、R-Spo3 の発現量は Syn 群と Allo 群で同等であった (Figure 
19)。 

 
Figure 19.  GVHD での小腸 LEC の R-Spo3 発現 
移植後day+14にレシピエントマウスの小腸からFACSを用いてLECを純化し、R-Spo3の発現

を定量PCR で測定し、18S rRNA の発現で標準化した。データは 2 つの独立した実験のうちの

一つの平均値と標準誤差で示した(n=4 /group)。 

A B 
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以上より、GVHD を発症した Allo 群での R-Spo3 量の減少は、細胞あたりの R-Spo3 産生量

の低下を伴わず、単に LEC の数的減少を反映していることが判明した。 
 
GVHD を発症した小腸でも、R-Spo3 が選択的に産生されている  
GVHD において R-Spo3 の産生量が減少することを示したが、R-Spo3 以外の R-Spo の発

現が代償的に上昇しないかどうかを検討した。移植後の小腸の非上皮非血液細胞から

LEC を含む CD90+分画と、LEC を含まない CD90-分画を純化して、R-Spo1~3 の発現を定

量 PCR 法で検討した。対照群として Naïve マウスと Syn 群のレシピエントから純化した細胞

を使用した。Naïve, Syn, Allo群の全てにおいて、CD90+細胞群がR-Spo3を高発現しており、

R-Spo1 や R-Spo2 の発現亢進は見られなかった (Figure 20)。以上のことから、GVHD など

炎症環境下でも、腸管で産生される R-Spo は R-Spo3 が主要なものであり、LEC が主要な

産生細胞であることが確認された。 
 
 

 
 
Figure 20.  GVHD における小腸非上皮非血液細胞の R-Spos 発現 
移植 day+14 でのマウス小腸からフローサイトメトリーで小腸非上皮非血液細胞を CD90-と

CD90+に分けて純化し、R-Spo1,2,3 の発現を定量 PCR で測定した。発現量は 18S rRNA の発

現で標準化した。データは 2 つの独立した実験のうちの一つで平均値と標準誤差で示した

(n=4 /group)。 
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GVHD において小腸の Paneth 細胞は減少している 
 小腸における R-Spo3 の減少が腸幹細胞の増殖と Paneth 細胞の分化に負の効果を与え

ていると考えられる。そこで本研究における GVHD マウスモデルで Panth 細胞の減少が認

められるかを確認した(Figure 21)。これにより小腸 R-Spo3 の減少が Paneth 細胞の減少をも

たらし、抗菌ぺプチドが減少することで腸内細菌叢が破綻する可能性が示唆される。 
 

 
Figure 21.  GVHD での小腸 Paneth 細胞数 
移植 day+14 でのマウス小腸 HE 染色で Paneth 細胞をカウントした。Paneth 細胞は回腸末端

から 10crypts を選び、それらの平均でカウントした。データは平均値と標準誤差で示した(n=5 
/group)。*P<0.05。 
 
 
 
 
 
定常状態では MyD88 は R-Spo3 発現に影響を与えない 
LECを刺激してR-Spo3の産生量を増加させることができれば、GVHDなどの炎症環境下

で、腸管粘膜再生を促進できる可能性がある。その為、LEC の R-Spo3 産生を促進する因

子の探索を行うこととした。腸管内は常に細菌にさらされており、細菌や炎症などからの

Danger signal はパターン認識レセプターである Toll-like-receptor を介して細胞内にシグナ

ル伝達される。MyD88 は Toll-like receptor4 などのアダプター蛋白である 52,53。この MyD88
が小腸 LEC の R-Spo3 産生に関与しているかを検討するために、小腸非上皮非血液

CD90+細胞のR-Spo3発現をMyD88ノックアウトマウス (MyD88KO )と野生型マウス (WT)
とで比較した。Naïve MyD88KO マウスと WT マウスでは明らかな R-Spo3 の発現の差を認

めず、腸内細菌などからのMyD88を介した信号が、R-Spo3の発現を促進していることは否

定された (Figure 22)。 
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Figure 22. MyD88KO マウス小腸における、CD90+非上皮非血液細胞での R-Spo3 発現 
 WT B6 マウスと MyD88KO B6 マウスの小腸から FACS を用いて、CD90+非上皮非血液細胞

を純化し、R-Spo3の発現を定量PCRで測定した。18S rRNAの発現で標準化し、平均値と標準

誤差で示した (n=3 /group)。 
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マウスの腸管殺菌は LEC の R-Spo3 発現に影響を与えない 
さらにマウスの腸内細菌叢からのシグナルが R-Spo3 産生に与える影響を検討するため、

細菌によるシグナルが関与しているかを検討するため、マウスの腸管殺菌による LEC の

R-Spo3 の発現の変化を検討した。Naïve B6D2F1 マウスにアモキシシリン 1g/L, ストレプト

マイシン 1g/L, バンコマイシン 1g/L, メトロニダゾール 1g/L を給水瓶で投与した群 
(Antibiotics 群)としていない群 (Control 群)の小腸から、CD90+非上皮非血液細胞を純化し、

定量 PCR で R-Spo3 の発現を検討したが、R-Spo3 の発現は腸内殺菌による影響を受けな

かった (Figure 23)。 
 

 
Figure 23. 腸内殺菌下での小腸における、CD90+非上皮非血液細胞での R-Spo3 発現 
Naïve B6D2F1マウスにアモキシシリン1g/L, ストレプトマイシン 1g/L, バンコマイシン1g/L, メ

トロニダゾール 1g/Lを給水瓶で2週間投与した。マウス小腸からフローサイトメトリーで小腸非

上皮非血液CD90+細胞を純化し、R-Spo3 の発現を定量PCR で測定した。18S rRNA の発現で

標準化し、平均値と標準誤差で示した (n=3 /group)。 
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VEGFR-3 チロシンキナーゼインヒビターである SAR131675 は LEC の R-Spo3 発現に影

響を与えない 
血管内皮増殖因子 (Vascular endothelial growth factor; VEGF)は VEGF レセプター

(VEGFR)に結合して、内皮細胞に増殖などのシグナルを伝達する 54。VEGFR のうち、

VEGFR-3 は LEC に発現しており、このシグナルは発生段階においてリンパ管形成に必須

である 55。そのリガンドである VEGF-C の結合によりそのチロシンキナーゼ活性が起きるが
56、SAR131675はVEGFR-3の特異的なチロシンキナーゼインヒビターである 57-59。B6D2F1
マウスに SAR131675 を連日100 mg/kg、10 日間経口投与し、LEC の R-Spo3 の発現、小腸

の LEC 数の変化を検討したが、 SAR131675 の投与で、LEC の R-Spo3 発現量の変化や

小腸の LEC の有意な減少は見られなかった (Figure 24)。 
 

 

 
Figure 24. SAR131675 投与での小腸 LEC の R-Spo3 発現と小腸 LEC 数 
Naïve B6D2F1 マウスに SAR131675 (SAR)を 100mg/kg、10 日間連日経口投与した。（A)マウ

ス小腸からフローサイトメトリーで小腸LECを純化し、R-Spo3の発現を定量PCRで測定し、18S 
rRNA の発現で標準化した。(B) マウス小腸 LEC 数をフローサイトメトリーで計測した。平均値

と標準誤差で示した (n=4 /group)。 
 
 
 
VEGFR-3 チロシンキナーゼインヒビターである SAR131675 は GVHD を悪化させない 
VEGFR-3 チロシンキナーゼインヒビターである SAR131675 を投与することで LEC の減少

がさらに起こり、GVHD が悪化する可能性を考えた。GVHD マウスモデルでレシピエントマ

ウスに移植day1～day10までSAR131675を連日100 mg/kg、経口投与し生存率を確認した

(Figure 25)。しかしながら SAR131675 投与群で生存率の低下は認められなかった。 
 

A B 
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Figure 25. GVHD マウスモデルに対する SAR131675 投与の生存率 
B6D2F1 マウスにブスルファン 25mg /kg 4 日間 (day -7 ~ -4)、シクロフォスファミド 100mg /kg 
2 日間 (day -3, -2)で前処置を行い、B6 をドナーとし、骨髄細胞と脾細胞を移植した。Control
群には PBS を、SAR131675 100mg/kg を day1～day10 まで経口投与した。n=5 /group。 
 
 
以上の結果から、腸内細菌叢からのシグナルは, LECからのR-Spo3産生量を変化させず、

またVEGFR-3のシグナルもR-Spo3の産生に必須では無い可能性が示唆された。ただし、

VEGFR-3 チロシンキナーゼインヒビターの経口投与が作用していない可能性はある。LEC
による R-Spo3 産生の制御機構は、今後の研究が待たれる。 
 

  



32 
 

考察 
R-Spo ファミリーには R-Spo1、R-Spo2、R-Spo3、R-Spo4 の構造の似た 4 つのサ

ブタイプがある 49,60。R-Spo のサブタイプの機能の相同性は高く、その機能的な差異は明ら

かでは無いことが多いが、それぞれのサブタイプが異なった臓器で発現して、機能を発揮

しているものと考えられる。また、R-Spo2, R-Spo3 は R-Spo1 よりも強力な活性をもち、

R-Spo4 は比較的不活性であり 32、本研究の結果と矛盾しない。 
 

腸において、R-Spos は WNT リガンドと協調して組織恒常性に重要な役割をもつ。

しかしながら、WNTとR-Sposの機能は同じではない 16。WNTの過剰発現のみでは腸幹細

胞の自己複製を誘導することはできず、腸管傷害ののちに組織修復を促すことはできない。

一方で、WNT リガンドのシグナルは LGR5, RNF43, ZNRF3 といった腸幹細胞上の R-Spo
レセプターを維持するのに必要不可欠である 61,62。また、R-Spos は Frizzled レセプターや

LPR6 といった WNT レセプターのターンオーバーを抑制することで WNT のシグナルを増

強する。R-Spo1,R-Spo2, R-Spo3 いずれも腸オルガノイドの培養に寄与し 35-38、いずれも腸

幹細胞への作用はあると in vitro でも示されている。 
 
いくつかの研究で、小腸においては間質系の細胞が R-Spo2 や R-Spo3 の産生

細胞であるとされ、オルガノイドの培養系でその機能を確認している 35-37。しかしながら、そ

の細胞の詳細についてははっきりとしていない。今回の研究では、小腸の間質系細胞を間

葉系マーカーである CD90 と内皮系マーカーである CD31 で分類することで、その両方を

発現する LEC が R-Spo3 の産生細胞であることを突き止めた。今回の研究では、筋線維芽

細胞を含む CD90+CD31-細胞では R-Spo2 や R-Spo3 の発現は認めなかった。新生児期マ

ウスの筋線維芽細胞が R-Spo2 を産生し、それが腸管オルガノイド培養を支持するとの報告

もある 35,36。新生児期マウスの線維芽細胞は成人マウスとは性質が異なり、R-Spo2 を産生

する可能性がある。また、胃においては CD45-MYH11+a-SMA+CD31-の筋線維芽細胞が

R-Spo3 を産生するという報告がある 63。ほかには、心臓の内皮細胞が R-Spo3 を産生すると

いう報告もある39が、これはリンパ内皮細胞を含むのかは不明である。R-Sposを産生する細

胞は臓器ごとに異なる可能性がある。また、R-Spos は発生段階で重要な役割を担っており、

各臓器の成熟段階でも発現が異なる可能性がある。今後は小児や成人などで R-Spos の発

現を検討し、その kinetics を検討する必要ある。 
 

Wnt リガンドの疎水性は強いため、その反応する細胞は近隣にある必要がある。

胃において R-Spo3 は上皮の下層にある間葉系細胞から産生されており、近傍に存在する

胃粘膜上皮の組織幹細胞の増殖を促進していることが示されており 63、WNT だけでなく、
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R-Spo も局所での分泌によって、近傍の細胞に機能している可能性が高いと考えられる。

腸管の R-Spo3 は粘膜固有層に存在するリンパ管内皮から産生されており、比較的近傍に

ある腸幹細胞に作用していると考えられる。 
 
LECは腸において恒常性を維持するために非常に重要な役割を担っている。腸

の LEC にのみジフテリア毒素レセプターを発現する、トランスジェニックマウスにジフテリア

毒素を投与すると、腸の LEC が特異的に消失する。このマウスはジフテリアトキシンの投与

後、敗血症の状態となり、致死的になり、これは LEC が腸粘膜バリア機能において極めて

重要であることを示している 64。また、LECの増殖シグナルであるVEGF-Cを組み込んだア

デノウイルスを投与することで LEC へ刺激を与え、炎症性腸疾患を改善させたことがマウス

の実験で示されている 65。クローン病においてもリンパ管の閉塞などの傷害が病態を悪化

させているとされる 66。VEGF-C のレセプターである VFGFR3 抗体を投与することで、炎症

性腸疾患マウスモデルにおいて腸炎が悪化するとされる 67。また、血管新生とリンパ管新生

にかかわる angiopoietin-2 ノックアウトマウスは腸炎を悪化させる 68。ヒトのクローン病におい

てはリンパ内皮の減少は再燃するリスクが高いとするものもある 69。これらは炎症性腸疾患

において LEC は腸粘膜バリアにおいて重要であることが示唆している。今回、GVHD にお

いて LEC が有意に減少していたが、これ自体も腸炎の悪化に関与している可能性がある。 
 
今回の研究で、GVHD により小腸の LEC 数のみならず、そこから産生される

R-Spo3 が有意に減少することを示した。 R-Spo が小腸の再生を促し、腸上皮傷害からの

回復とPaneth細胞の増加をもたらすが、この作用はWntリガンドには無いことが知られてい

る 12,14,16。したがって、LEC の減少とそれによる R-Spo3 の減少は GVHD の悪化の重要な

原因となりうる。しかしながら、今回の研究は、最近他グループから発表された、GVHDによ

り腸の LEC が増え、VEGFR3 のアンタゴニストはリンパ管新生を抑制することで GVHD を

改善させるとする報告と全く異なる結果となっている70。今回の研究ではLECの細胞数はフ

ローサイトメトリーで測定しており、前記の研究では組織学的な解析のみを用いている。こう

した解析法の違いにより、われわれの研究の方が LEC の絶対数を正確に測定できている

可能性がある。また、R-Spo3を産生するCD90+CD31+細胞は減っているが、CD90陰性のリ

ンパ管上皮のような、異常な形質を有する細胞が GVHD の腸管で増えている可能性があ

る。また、マウスモデルにおいて使用しているマウスの系統が異なっていることも原因かも

しれない。GVHD におけるリンパ管、LEC の増減については、ヒト検体なども用いて、さら

に詳細な研究が必要である。 
 
LEC への刺激で R-Spo3 の産生を促進することができれば、腸管上皮の修復を

促すことができ、腸管上皮修復の新たな戦略となりうると考える。しかし、LEC の R-Spo3 産
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生調節機構については、いまだ不明である。今回我々は、同じ内皮系細胞である小腸

VEC と LEC の microarray を行うことで、R-Spo3 の産生調節について検討した。VEC, LEC
ともに R-Spo1,2,4 の発現は低く、R-Spo3 は LEC で優位に高かった。これは定量 PCR と合

致するものであった。非常に興味深いことに、LEC では R-Spo3 の受容体である LGR5 の

発現も高かった。また、LEC で発現が高い遺伝子集団の pathway 解析を行うと、WNT 
pathway が有意に抽出された。これらのことから、LEC から分泌される R-Spo3 は腸幹細胞

に作用しているだけでなく、autocrine 様式で LEC 自体へも作用している可能性がある。腸

管は常に腸内細菌にさらされており、細菌からの Danger signal が LEC へ作用し、R-Spo3
の産生を調節している可能性を考えた。Danger signal はパターン認識レセプターである

Toll-like-receptor を介して細胞内にシグナル伝達される 71。MyD88 は Toll-like receptor4 な

どのアダプター蛋白である 72。そこで、MyD88 ノックアウトマウスにおいて LEC の R-Spo3
発現が低下していないかを検討した。しかしながら MyD88 ノックアウトマウスは WT と比べ、

R-Spo3 の発現は変化がなかった。また腸管殺菌を行うことで細菌からの LEC への刺激が

低下し、R-Spo3 の発現が低下するのではないかと考えた。しかしながら腸管殺菌を行った

マウスでは LEC の R-Spo3 発現は変化がなかった。これらから、腸内細菌からの LEC の刺

激による R-Spo3 の調整機構の存在は否定的であると考えた。また、LEC 増殖因子である

VEGF-CのレセプターであるVEGFR3 73のチロシンキナーゼインヒビターがLECのR-Spo3
発現を調節している可能性を考え、naïve マウスに VEGFR3 チロシンキナーゼインヒビター

を投与し、LECのR-Spo3発現を検討した。しかしながら、VEGFR3チロシンキナーゼインヒ

ビターでは LEC の R-Spo3 発現に変化はなかった。本薬剤では腸管のリンパ管内皮の

VEGFR3のシグナルを阻害できていない可能性がある。今後さらに, 有効なVEGFR3阻害

剤での検討が望ましい。 
 
私たちはこれまでに、GVHDがPaneth細胞をターゲットとし、それから分泌される

aディフェンシンなどの抗菌ペプチドが減少することを示した 14。抗菌ペプチドの減少は腸

内細菌叢の乱れを起こし、正常細菌叢の減少と病原細菌の増加をもたらす。これがさらに

GVHD を悪化させる。われわれは、リコンビナントヒト R-Spo1 の投与により、腸幹細胞と

Paneth 細胞を GVHD から保護し、抗菌ペプチドの減少を抑制できることを報告した 14。

R-Spo ではない別の腸上皮増殖因子として、インターロイキン-22 (Interleukin-22, IL-22)が
ある。しかしながら、IL-22 は Paneth 細胞の増殖させない 74。IL-22 は type3 innate lymphoid 
cell (ILC3)から分泌されており、LGR5 陽性の腸幹細胞や腸幹細胞から分化した前駆細胞

の IL-22 レセプターに作用し、腸上皮の増殖を促す 13,74。IL-22 を産生する ILC3 も R-Spo3
を産生する LEC も GVHD では減少していることから、IL-22 とともに RSpo3 の投与を行うの

が GVHD の予防的治療として最適な戦略であると考える。 
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今回の研究で、腸管の LEC が R-Spo3 の産生細胞であり、これが GVHD で減少

することを世界で初めて示した。このことは R-Spo3 産生性の LEC の保護や、LEC への刺

激で R-Spo3 を産生させることが、GVHD をはじめとする炎症性腸疾患の治療戦略となりう

ることを示している。 
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総括および結論 
 

１．本研究から得られた新知見 
・小腸 R-Spos のうち、R-Spo3 が優位に発現している。 
 
・小腸 R-Spo3 は粘膜固有層の LEC によって産生されている。 
 
・小腸 LEC はそれ自体が LGR5 の発現をしており、R-Spo3 は autocrine 様式で、LEC の機

能を制御している可能性がある。 
 
・GVHD において小腸 LEC は減少する。 
 
・GVHD において小腸 LEC の細胞あたりの R-Spo3 産生は変わらない。 
 
・GVHD において小腸 LEC の減少を反映して R-Spo3 蛋白産生量は減少する。 
 
・GVHD において R-Spo3 以外のサブタイプの発現が相補的に高くなることはない。 
 
 
２．上記の新知見の意義 

腸幹細胞の増殖に必須である R-Spo のうち、生理的に分泌されているのは R-Spo3 であ

り、これが LEC から分泌されていることを初めて証明した。また、この腸 LEC は Wnt リガン

ドの受容体である Lgr5 を高発現しており、LEC の産生する R-Spondin は Lgr5 を介して

autocrine 様式で LEC の機能を制御せいている可能性が示唆された。 
さらに、この LEC が GVHD で減少し、腸管GVHD において傷害された腸上皮の修復が

遅延し、さらに GVHD を悪化させている可能性がある。そのため、GVHD においては LEC
に対する刺激と R-Spo3 の産生促進が治療戦略となりうると考えられた。また、 LEC が減少

するクローン病などの炎症性腸疾患に対しても同様にリンパ内皮細胞や R-Spo3 が治療の

ターゲットとなることを示唆する。この新規治療戦略は腸管 GVHD やクローン病などの炎症

性腸疾患に対し用いられる免疫抑制剤による治療とは一線を画し、免疫抑制剤で起こる易

感染性や抗腫瘍効果の減弱などを起こさずに、より生理的な腸管修復過程を促進できるも

のであると考える。 
 
 
３．今後の課題 
 LEC の R-Spo3 産生メカニズムについては、詳細な検討ができていない。産生メカニズム

やシグナルを特定することで、リンパ内皮細胞のR-Spo3産生促進へのアプローチができる

可能性がある。 
 
 LEC が腸幹細胞のニッチとして機能しているかを検討する。具体的には腸幹細胞と LEC
の局在を見て近接しているかどうかを確認する。 
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 LEC は microarray では LGR5 を高く発現しており、細胞表面での Lgr5 蛋白の発現や、

そのリガンドである R-Spo の LEC に対する効果も検討する。具体的には、まず、

B6-Lgr5-EGFP-creERT2(LGR5-GFP)マウスを用いることで、これらに対する免疫染色やフ

ローサイトメトリー法によって、腸管のLECが全てLGR5陽性なのか一部が陽性なのかを確

認する。一部であれば LGR5+ LEC を純化してその機能を検討する。さらに, リコンビナント

R-Spo の投与に寄って, LGR5+LEC を刺激して、その機能の変化を検討する。また、

LGR5-GFP マウスにジフテリアトキシンレセプターの conditional transgenic マウスを掛け合

わせることで、LGR5+細胞に特異的にジフテリアトキシンを発現させることができ、このマウ

スにジフテリアトキシンを投与することで腸 LEC の傷害が起きることで R-Spo3 の低下や、

腸の恒常性が破たんすることを確認する。 
 
 GVHD において LEC が減少するメカニズムは特定できていない。アロ反応性T 細胞がリ

ンパ内皮細胞を攻撃する可能性や、サイトカインによる変化の可能性がある。特定のサイト

カインの減少などのメカニズムが明らかになれば、その制御により、病態を改善させること

ができる可能性がある。 
 
 本研究はマウスを用いた研究であり、ヒトも同様にリンパ内皮細胞が R-Spo3 を産生してい

るのか、これらが GVHD で減少するのかは検討されていない。今後ヒト検体でも LEC から

の R-Spo3 の産生や、GVHD での LEC の動態などを検討する必要がある。 
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