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要旨 

【背景と目的】 

移植片対宿主病(graft-versus-host disease: GVHD)は同種造血細胞移植

(hematopoietic cell transplantation: HCT)における重要な合併症の一つであり、

肝臓は、皮膚・腸管と共に急性GVHDの主要な標的臓器である。肝臓GVHDの特徴的な

組織所見は、門脈域への炎症細胞浸潤と胆管上皮傷害であり、様々な程度の肝実質病

変を伴う。肝細胞は高い再生能力を有するのに対して、胆管上皮細胞 (biliary 

epithelial cell: BEC)の再生能力には限界があり、胆管上皮傷害が遷延すると胆管

消失症候群を引き起こす可能性がある。近年、組織特異的な組織幹細胞からの再生に

よって組織恒常性が保たれていることが明らかになっている。Lgr5 (leucine-rich 

repeat containing G-protein-coupled receptor 5) 陽性腸幹細胞は腸管粘膜上皮細

胞を継続的に更新しており、毛包内のLgr5+皮膚幹細胞は毛周期の進展や創傷治癒の

ための新しい上皮細胞を供給している。我々は、GVHDが主に腸や皮膚の組織幹細胞

を標的とすることを報告してきた。肝臓においては、肝障害時に門脈域周囲から肝細

胞とBECの両者への分化能を持つLgr5陽性細胞が出現するが、肝臓GVHDにおける肝

臓幹細胞の動態や病態生理学的役割は不明である。そこで、本研究では、急性GVHD

マウスモデルを用いて、肝臓幹細胞の動態や役割について検討を行い、また肝臓幹細

胞を標的とする新規治療法の検討を行った。 

【材料と方法】 

マウスのHCTでは、前処置として 11Gyの全身放射線照射を行い、主要組織適合遺伝

子複合体半合致の同種移植(Allogeneic群: Allo群)もしくは、同系移植(Syngeneic

群: Syn群)を行った。移植片として、ドナーの脾臓細胞5 x 106個と骨髄細胞5 x 

106個を輸注した。SMAD2/3の阻害を介してTGFβレセプターのシグナルを阻害する

SB-431542投与実験では、5mg/kgをHCT後 day+14からday+28まで投与した。Lgr5

リガンドかつ Wnt作動薬であるリコンビナントヒト R-Spondin1 (R-Spo1)投与実験で

は、10mg/kgをHCT後 day+14からday+28まで投与した。肝臓オルガノイド作製実験

ではマウス肝臓右葉からオルガノイドを作製し、培養開始後7日目に定量した。ま

た、サイトカインや細胞の添加実験では、Naïveマウスから作製した肝臓オルガノイ

ドを小断片化した上で 200 fragment/wellで播種し、サイトカインもしくは細胞の存

在下で培養し 4日目にオルガノイドを定量した。 
【結果】 

 HCT後 Allo群でday+7より門脈域へのマクロファージや T細胞の浸潤を認め、

cleaved Caspase3陽性BECが有意に増加し、アポトーシスに陥っていた。また胆管

障害を反映してBECでの MMP7の発現が上昇し、血漿ビリルビン濃度の上昇を認め
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た。HCT後 day+70には肝細胞マーカー及びBECマーカーの両方を有するBECが出現

しており、胆管上皮再生に際し、多分化能を有する肝臓幹細胞の出現が示唆された。

BDF1-Lgr5-eGFPマウスをレシピエントとして、HCT後肝臓のLgr5+肝臓幹細胞の動態

を検討したところ、HCT後 day+21にAllo群でのみ出現し、その後2週間以内に消失

した。Lgr5陽性細胞周囲には、ドナーT細胞及びマクロファージが近接しており、肝

臓GVHDにおけるLgr5陽性細胞の減少にこれらの細胞が関与している可能性が示唆さ

れた。続いて、HCT後の肝臓オルガノイドの形成能を検討したところ、Lgr5陽性細胞

の動態と一致して、HCT後 day+21に一過性に形成能が増加し、day+28以降は急激に

形成能が低下することが判明した。これらの結果から、肝臓GVHDではLgr5+肝臓幹

細胞をはじめとする、肝臓オルガノイド形成性幹細胞が傷害されていることが示唆さ

れた。肝臓オルガノイド形成に対するサイトカインの影響を検討したところ、IFNγ

や TNFαを添加ではオルガノイド形成能は保たれていた一方、TGFβ1は肝オルガノイ

ドの形成を著明に抑制した。また、HCT後 day+28における肝臓のTGFβ1の発現を、

定量リアルタイムPCRを用いて検討したところ、Allo群で Naïveや Syn群に比して

有意に上昇しており、TGFb1の蛍光免疫染色では門脈域に浸潤しているF4/80陽性マ

クロファージの多くがTGFb1産生性であることが示された。HCT後 day+28における

肝臓浸潤単核球(liver-infiltrating mononuclear cells: LMCs)を単離し、肝臓オル

ガノイドと共培養を行ったところ、Allo群由来のLMCsでオルガノイドの形成が有意

に抑制されたが、Syn群からLMCsでは抑制は見られなかった。また、SB-431542を添

加すると、Allo群のLMCsによるオルガノイド形成抑制は解除された。さらに、同種

HCT後 day+14から連日 SB-431542の投与を行ったところ、HCT後 day+28における肝

臓オルガノイド形成能が有意に改善し、MMP7の発現低下、血漿ビリルビン濃度の低

下が見られた。また、Wntシグナル増強によってLgr5+幹細胞の増殖に寄与するR-

Spo1を同種HCT後に投与したところ、day+28に残存するLgr5+肝臓幹細胞が保護さ

れ、肝臓オルガノイド形成能が有意に改善した。 

【考察】 

 GVHDでは、成熟した上皮細胞だけでなく組織幹細胞も標的となることで、組織の

恒常性が損なわれて組織再生が阻害されることが、腸や皮膚のGVHDでは明らかにな

ってきているが、肝臓幹細胞のHCT後の動態や役割はこれまで不明であった。本研究

では、Lgr5+肝臓幹細胞がHCT後に一過性に出現し、その後2週間以内に消退するこ

とが判明した。これは、GVHDによって引き起こされた損傷を修復するためにLgr5+組

織幹細胞が誘導されるものの、その後 GVHDによって破壊されていると考えられる。 

これまで様々な肝臓幹細胞が報告されており、EpCAM、TROP2、SOX9、Lgr4などの

マーカーを用いて同定されてきた。しかしながらこうしたマーカーは、成熟胆管上皮

や中心静脈周囲の肝細胞などでも発現しており、マーカーを用いた肝臓幹細胞の定量
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は困難であった。そこで、我々は、HCT後の肝臓幹細胞の動態を評価するために肝臓

オルガノイド培養系を利用した。Lgr5+肝臓幹細胞の動態と一致するように、オルガ

ノイド形成能はHCT後に一過性に増加し、その後消退した。 

我々はこれまでに、GVHDにおける腸幹細胞の消失や腸管オルガノイドのアポトーシ

ス誘導において、IFNγシグナル伝達が重要な役割を果たしており、ルキソリチニブ

はIFNγを介した腸管幹細胞およびオルガノイドの形成能を維持することが示され

た。同様に皮膚GVHDによる皮膚幹細胞の傷害も、ルキソリチニブによって抑制され

ることも報告している。本研究では、肝臓オルガノイドはIFNγに対して耐性があ

り、TGFβ1に対して非常に感受性が高いことが明らかとなった。SMAD2/3阻害薬であ

るSB-431542によるTGFβ1シグナル阻害は、オルガノイド形成性肝臓幹細胞を保護

し、GVHDによる黄疸を軽減させたことから、肝臓GVHDの新たな治療戦略になりうる

と考えられる。また、Lgr5リガンドかつ Wnt作動薬であるR-Spo1は、腸や肝臓の組

織幹細胞の増殖と分化を促進することが知られている。我々はマウス腸管GVHDにお

いて、R-Spo1投与でLgr5+腸幹細胞の増殖を促進し、GVHDを改善することを報告し

ている。本研究では、同種HCT後にR-Spo1を投与することで、肝臓Lgr5陽性細胞の

増殖を促進し、HCT後 day+28にLgr5+肝臓幹細胞の減少を抑制し、肝臓オルガノイド

の形成能が保たれることを示した。 

MMP7は、定常状態では肝外胆管と胆嚢上皮細胞で発現し、肝内 BECでは発現して

いない。近年、胆管障害時に MMP7が肝内 BEC上で誘導され、血中に放出されること

が報告された。肝臓GVHDにおいても BEC傷害を反映して、HCT後 day+28にAllo群

で有意に MMP7の発現が亢進していることから、MMP7の血中および局所レベルがGVHD

におけるBEC傷害の特異的なバイオマーカーである可能性が示唆される。 

【結論】 

 肝臓GVHDでは、マクロファージなどの炎症細胞がTGFβ1を介して、オルガノイド

形成性肝臓幹細胞を傷害し、胆管障害に寄与している。TGFb阻害剤及び、R-Spo1は

肝臓幹細胞を標的とする、新たな肝臓GVHD治療薬となりうる。また、肝臓GVHDにお

ける胆管障害を反映して MMP7が上昇しており、疾患バイオマーカーになる可能性が

ある。 
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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 

ALB albumin 

ALT alanine transaminase 

AST aspartate aminotransferase 

ATP adenosine triphosphate 

Axin2 axis inhibition protein 2 

BEC biliary epithelial cell 

cCasp3 cleaved caspase-3 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

CK19 cytokeratin 19 

DAMPs  damage-associated molecular patterns 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

eGFP enhanced green fluorescent protein 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FCS fetal calf serum 

GVHD  graft-versus-host disease 

HCT hematopoietic cell transplantation 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

H&E hematoxylin and eosin 

IFN-γ interferon-γ 

IL-2 interleukin-2 

LAP latency-associated peptide 

LCK lymphocyte protein tyrosine kinase 

Lgr5  leucine-rich repeat containing G-protein-coupled receptor 5 

LMCs liver-infiltrating mononuclear cells 

LPS lipopolysaccharide 

MHC major histocompatibility complex 
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MMP7 matrix metalloproteinase 7 

mRNA messenger RNA 

OGM organoid growth medium 

PAMPs pathogen-associated molecular patterns 

PBS  phosphate buffered saline 

qPCR quantitative polymerase chain reaction 

RFP Red fluorescent protein 

R-Spo1 recombinant human R-Spondin1 

rmIFNγ recombinant mouse interferon-γ 

rmTGFβ1 recombinant mouse transforming growth factor-β1 

rmTNFα recombinant mouse tumor necrosis factor-α 

RNA ribonucleic acid 

RPMI Roswell Park memorial institute medium 

Syn syngeneic 

TBI total body irradiation 

T-bil total bilirubin 

TGFβ transforming growth factor-β 

TNFα tumor necrosis factor-α 

w/o with out 

18S rRNA 18S ribosomal RNA 
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緒言 

 

同種造血細胞移植(hematopoietic cell transplantation : HCT)は、血液悪性疾

患、骨髄不全症候群、遺伝性免疫不全症、先天性代謝異常症に対する根治的治療法で

あるが、治療に関連した様々な合併症が問題となる。移植片対宿主病(graft-versus-

host disease : GVHD)はその中でも重要な合併症の一つであり、時に致死的となりう

るため、病態の解明や新規治療法の開発が急務である。 

これまでに、マウスモデルを用いた研究により、急性GVHDの病態が飛躍的に解明

されてきた。急性GVHDの病態生理は、移植前処置に伴う組織傷害と自然免疫の活性

化、ドナーT細胞の活性化とクローン性増殖、エフェクター細胞による組織傷害の 3

つのステップによって構成されている(Ferrara et al.,2009)。残存する腫瘍細胞へ

の殺細胞効果および移植する細胞の生着を担保することを目的として、主に全身放射

線照射および大量化学療法が移植前処置として施行される。前処置によって傷害され

たレシピエントの体細胞からはadenosine triphosphate(ATP)や尿酸などのダメージ

関連分子パターン(damage-associated molecular patterns: DAMPs)が放出され、同

時に腸管粘膜のバリア機能の破綻によって、腸内細菌に由来する

lipopolysaccharide (LPS)などの病原体関連分子パターン(pathogen-associated 

molecular patterns: PAMPs)が全身循環へ流入する。DAMPsやPAMPsはToll-like 

receptorなどのパターン認識受容体などを介して自然免疫系を賦活化し、TNFαや

IL-1βなどの炎症性サイトカインの産生を促すとともに、抗原提示細胞の活性化を介

してドナーT細胞を活性化させる (Shlomchik et al., 1999; Teshima et al., 

2002)。レシピエントに輸注されたドナーT細胞は脾臓やリンパ節などの二次リンパ

組織で抗原提示細胞上のアロ抗原を認識して活性化し、クローン性に増殖しながら、

IL-2や IFN-γを産生するTh1細胞や IL−17などを産生するTh17細胞および細胞傷害

性T細胞などに分化する。分化したドナーT細胞はケモカインレセプターや接着因子

によって標的臓器へと遊走し、炎症性サイトカインや細胞傷害性分子を介して組織傷

害をもたらす。この際、全身循環に入ったLPSなどによって活性化したマクロファー

ジも炎症性サイトカインを産生し、組織傷害に寄与している。 

肝臓は、皮膚・腸管と共に急性GVHDの主要な標的臓器の一つである。肝臓GVHD

の特徴的な組織所見は、胆管上皮(biliary epithelial cell: BEC)傷害と門脈域への

炎症細胞浸潤像であり、様々な程度の肝実質病変を伴う(Akpek et al., 2002)。肝細

胞は高い再生能力を有するのに対して、BECの再生能力には限界があり、重度の胆管

障害時に胆管消失症候群を引き起こす可能性がある(Yeh et al., 1994)。 
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近年、組織特異的な組織幹細胞からの再生によって組織恒常性が保たれることが明

らかになってきた(Barker et al., 2007; Metcalfe et al., 2014)。Leucine-rich 

repeat containing G-protein-coupled receptor 5 (Lgr5) 陽性腸幹細胞は腸管粘膜

上皮細胞を継続的に更新しており、毛包内のLgr5+皮膚幹細胞は毛周期の進展と創傷

治癒のための新しい上皮細胞を供給している(Woo and Oro, 2011)。一方、肝臓では

定常時に特定の組織幹細胞を必要とせず、中心静脈周囲のaxis inhibition protein 

2 (Axin2) 陽性肝細胞や、肝臓全体に分布するテロメラーゼを発現する肝細胞が増殖

することで、局所での肝細胞の供給源となっている (Lin et al., 2018)。一方で、

広範囲な肝障害時には、門脈域周囲からLgr5陽性細胞が出現し、肝細胞とBECの両

方に分化することが知られている(Huch et al., 2013; Cao et al., 2017)。これま

で我々は腸管および皮膚の組織幹細胞がGVHDのターゲットになることを報告してき

たが(Fu et al., 2019; Hanash et al., 2012; Murphy et al., 1991; Takahashi et 

al., 2018; Takashima et al., 2011)、肝臓GVHDにおける肝臓幹細胞の動態や病態

生理学的役割は不明である。そこで本研究では、急性GVHDマウスモデルと肝臓オル

ガノイド培養系を用いて、肝臓における組織幹細胞の動態と役割について検討を行

い、肝臓幹細胞を標的とした新規治療法の検討を行った。 

今回我々はLgr5レポーターマウス、及び肝臓オルガノイドを用いることで、肝臓

GVHDにおいて肝臓幹細胞がTGFβ1を介して傷害されることで胆管障害が引き起こさ

れることを初めて報告した。また、SMAD2/3阻害薬であるSB-431542及び Wnt作動薬

であるR-Spo1が肝臓GVHDの新規治療薬となりうることを示した。 

 現在、GVHDに関する診断・治療モニタリング・予後予測などに用いるバイオマー

カーの探索が進められているが、これまで肝臓GVHDに対する特異的なマーカーは報

告されていない(Harris et al., 2012; Adom et al., 2020)。今回我々は MMP7が肝

臓GVHDにおいてBEC傷害を反映して発現が上昇することを示し、MMP7が肝臓GVHD

の疾患マーカーとなりうることを示した。 
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実験方法 
 
1. 実験材料 
1） マウス 
7週齢、雌のC57BL/6 (B6, H-2b)、B6D2F1 (BDF1, H-2b/d) 、DBA/2 (H-2d) マウ

スを日本クレア株式会社 (Tokyo, Japan) より、BALB/c (H-2d) マウスを日本チ

ャールス・リバー株式会社 (Yokohama, Japan) より購入した。また、B6-Lgr5-

eGFP-creERT2 (B6-Lgr5-eGFP) マウス、 B6.Cg-Gt(ROSA)-26Sortm14(CAG-tdTOMATO)Hze/J 

(B6-R26tdTomato) マウス、 及びB6.Cg-Tg(Lck-cre)548Jxm/J (B6-Lck-cre) マウ

スを Jackson laboratory (Bar Harbor, ME)より購入し使用した。 

 

遺伝子組み換えマウスに関しては下記用途に使用した。 

 
B6-Lgr5-enhanced green fluorescent protein (eGFP) -internal ribosome 

entry site (IRES)-cre-estrogen receptorT2 (ERT2) (B6-Lgr5-eGFP-creERT2) 

上記マウスはLgr5陽性細胞にeGFPとタモキシフェンのみに結合するように

改変された変異型エストロゲンレセプターであるERT2とCre遺伝子組換え酵素の

融合蛋白であるCreERT2を発現している (Barker et al., 2007)。Lgr5を発現し

ている細胞がeGFPで標識されるため、免疫染色にてeGFPを染色し、Lgr5陽性

細胞の局在の確認と定量の際に使用した。 

 

BDF1-Lgr5-eGFP-creERT2 

 B6-Lgr5-eGFP-creERT2マウスとDBA/2マウスを掛け合わせて作成した。B6-

Lgr5-eGFP-creERT2マウスと同様、Lgr5陽性細胞の局在の確認と定量の際に使用

した。 

 
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTOMATO)Hze/J (B6-R26tdTomato)  

第6染色体に存在するROSA26領域のCAGプロモーターの下流に、loxP認識配

列で挟まれたSTOPコドンと赤色蛍光タンパク質（Red Fluorescent Protein: 

RFP）である, tandem dimeric Tomato (tdTomato)の遺伝子を導入したマウスで

ある。Cre遺伝子組換え酵素が作用するとloxPで挟まれたSTOP配列が消失し、

tdTomatoが発現する (Madisen et al., 2010)。 
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B6.Cg-Tg[lymphocyte protein tyrosine kinase (Lck)-cre]548Jxm/J (B6-Lck-

cre)  

T細胞に特異的に発現しているLckのプロモーター領域下にCre遺伝子組換え

酵素を導入したマウスである。特定の遺伝子のfloxマウスと交配することで、

T細胞特異的に遺伝子組換えを施すことができる (Hennet et al., 1995)。 

 

B6-Lck-cre×B6-R26tdTomato 

上記、B6-Lck-creマウスとB6-R26tdTomatoマウスを掛け合わせて作成した。T細胞

特異的にtdTomatoを発現するため、T細胞のレポーターマウスとして使用でき

る。このマウスをドナーとして用いて、HCT後のドナー由来のT細胞の局在を評価

するために使用した。 

 

これらのマウスは本学の動物実験施設にて繁殖飼育し、全ての実験で 8〜12週

齢時に実験を行った。いずれの実験においても、「北海道大学動物実験に関す

る規程」および「北海道大学遺伝子組換え実験等安全管理規定」に従って、動

物実験 (承認番号：17-0026) と遺伝子組換え実験 (承認番号: 2017-036) の承

認を得て行った。 

 
2） 薬剤 
遺伝子組換えヒト R-Spo1 : ヒト R-Spo1 をコードする cDNA を含む

pcDNA3.1/Intron constructを遺伝子導入したChinese Hamster Ovary細胞を培 

養し，酵素免疫測定法 (enzyme-linked immunosorbent assay: ELISA) とウエ

スタンブロットでヒト R-Spo1レベルを評価し，カラムを用いて純化したものを

協和発酵キリン株式会社より提供を受け使用した(Kim et al., 2005; Zhao et 

al., 2007)。R-Spo1を 10mg/mlの濃度で 1×リン酸緩衝生理食塩水 (phosphate 

buffer saline: PBS)に溶解し、HCT後 day+14からday+28まで 10mg/kgで週3

回腹腔内投与を行った。 

 

SB-431542 : SB-431542 (LC Laboratories, Woburn, MA） はTGFβのTypeIレ

セプターのALK5を介したSMAD2/3のリン酸化を選択的に阻害する薬剤である

(Callahan et al., 2002)。SB-431542は PBSに混合した 1% DMSO(Sigma-

Aldrich)に 0.5mg/mlの濃度で溶解し、同種HCT後のday+14からday+28まで

5mg/kgを連日腹腔内投与した。 
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2. 方法 
1） マウス同種造血細胞移植 

レシピエントにBDF1、ドナーに主要組織適合遺伝子複合体(Major 

histocompatibility complex: MHC)が半合致であるB6を用いた同種移植

(Allogeneic群: Allo群)と、ドナーにBDF1を用いた同系移植(Syngeneic群: 

Syn群)を行った。 

ドナーマウスをイソフルラン吸入で麻酔して安楽死させ、両側大腿骨、脛

骨、骨盤骨及び脾臓を摘出した。摘出した脾臓は滅菌済みのスライドガラスです

りつぶし、70 μmセルストレイナーを通して RPMI1640 (Sigma-Aldrich) + 4% 

FCS （Selborne, Tasmania, Australia）を用いて細胞浮遊液にした。大腿骨・

脛骨・骨盤骨は、両側先端を切断し、23 ゲージ針と 1mlシリンジを用いて

RPMI1640 + 4% FCSで骨髄細胞を押し出し、70μmセルストレイナーを通して細

胞浮遊液とした。その後、脾臓細胞、骨髄細胞浮遊液にLysing Buffer（BD 

Bioscience, San Jose, CA）を用いて溶血処理を行い、トリパンブルー法により

生細胞数をカウントした。細胞数をカウントした後に、細胞浮遊液を遠心して上

清を破棄し、レシピエント 1匹あたり、脾臓細胞5 x 106個と骨髄細胞5 x 106

個を PBS 250μlで希釈し、移植片として使用した。 

移植細胞を輸注するレシピエントマウスには 8〜12週齢の雌マウスを使用し

た。移植前処置として、移植当日に放射線照射装置 MBR-1520R-4 (HITACHI, 

Tokyo, Japan)を用いて、電圧 125 kV、電流 15 mA、照射距離 500 mm、遮蔽板 

アルミニウム 0.5 mm + 銅 0.2 mmの条件で、総線量 11 Gyを 4時間間隔の 2分

割照射で施行した。照射2時間後に移植片を 1匹あたり 250μlずつ静脈内投与

した。 

HCT後のマウスはspecific pathogen-free環境下で、通常の餌と、高圧蒸気

滅菌を施し塩酸でpH 2.5に調整した滅菌酸性水で飼育した。HCT後のマウスの

GVHDの重症度は、生存率とGVHD scoreで評価した。GVHD scoreは体重、姿勢 

(posture)、活動性 (activity)、毛並み (fur texture)、脱毛 (skin 

integrity)の5項目を各項目 0〜2点で点数化し、合計したものとした(Cooke et 

al., 1996)。(表 1) 
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表 1：Assessment of Clinical GVHD in Transplanted Animals 

Criteria Grade 0 Grade 1 Grade 2 

Weight loss <10% >10% to <25% >25% 

Posture Normal 
Hunching noted only 

at rest 

Severe hunching 

impairs movement 

Activity Normal 
Mild to moderately 

decreased 

Stationary unless 

stimulated 

Fur texture Normal 
Mild to moderately 

ruffling 

Severe ruffling/ 

poor grooming 

Skin 

integrity 
Normal Scaling of paws/tail 

Obvious areas of 

denuded skin 

 

2） マウス肝臓の摘出 

  マウスをイソフルランの吸入によって安楽死させ、胸郭を開けて心臓を露出

し、下大静脈・門脈を切断後、左心室より 10mlの PBSで還流を行った後に肝臓

を摘出した。摘出した肝臓のうち、右葉を肝臓オルガノイドの作成、左葉は組織

標本の作成に使用した。また尾状葉の一部 (5mm角程度) を定量リアルタイム

PCRの実験に用いた。フローサイトメトリー解析には肝臓全体を使用した(図

１)。 

 

 
図 1. マウス肝臓と実験使用部位 

 

3） マウス肝臓からの肝臓浸潤単核細胞(liver-infiltrating mononuclear 

cells: LMCs)の単離 

4 mg/mlの濃度のcollagenase typeⅣ (Sigma-Aldrich)を含む RPMI1640 + 4% 

FCSを 6ml加えた 6-well plateに、採取した肝臓を入れ、剪刀を用いて 1−2 mm
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片に細かく切り刻み、37℃で 1時間静置した。その後、細胞浮遊液を 3mlシリン

ジと 19ゲージ針を用いて混和し、70μmのセルストレーナーを通して50 mlチ

ューブに回収した。回収した細胞浮遊液を 4℃、2000回/分、5分間で遠心し、

上清を慎重に破棄して細胞ペレットを得た。得られたペレットをRPMI1640で調

整した 40% パーコール液 (GE Healthcare, Tokyo Japan) 8mlでよく混和し、

15mlチューブに回収した。パスツールピペットを用いて、PBSで調整した 80% 

パーコール液 5mlを 15mlチューブの底にゆっくりと加え2層の濃度の異なるパ

ーコール液溶液を作成した。その後、2800回/分, 20分, 室温で遠心し、上層を

サクションで取り除き、中間層を 1mlピペットでゆっくり吸引し細胞液層を回収

した(図２)。Lysing Bufferを用いて溶血処理を行い、トリパンブルー法により

生細胞数をカウントした。 

 

 

図 2. 遠心後のパーコール液溶液。 

 

 

4） フローサイトメトリーによる解析 

表２に示した抗体を使用し、細胞表面抗原の染色を行った。具体的には、各

種抗体をFlow buffer (PBS + 2% FCS + 2μmol EDTA)で200倍に希釈し抗体カク

テルを作成し、肝臓から単離した細胞に抗体カクテルを加え、4℃、30分間静置

させることで反応させた。抗F4/80抗体を含んだ抗体カクテルに関しては、一次

染色の後に抗Streptavidin抗体をFlow bufferで200倍に希釈し、4℃、30分間静

置させ二次染色を行った上で解析した。 
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また、肝臓から単離した細胞のTGFβ1産生を評価するため、細胞質内のTGFβ

1を蛍光抗体で染色しフローサイトメトリーで解析した。具体的には、細胞表面

抗原の染色後に、Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, San Jose, CA)を用

いて、細胞の固定と透過処理を行い、一晩4℃で静置した後、抗TGFβ1抗体を

Perm bufferで200倍に希釈して染色し解析を行った。 

反応後は、FACS CantoII (BD Biosciences, San Jose, CA )もしくは、FACS 

ARIAIII (BD Biosciences, San Jose, CA )及び、FlowJo software (Tree Star, 

Inc.) を用いて解析した。 

 

表 2. フローサイトメトリーで使用した抗体および試薬 

抗原 クローン 標識 販売元 カタログ番号 

H2-Kb AF6-88.5 FITC BD Pharmingen 553569 

Ly-6C HK1.4 FITC BioLegend 128006 

TCRb H57-597 FITC BD Pharmingen 553171 

CD8a 53-6.7 PE BD Pharmingen 553033 

H2-Kd SF1-1.1 PE BD Pharmingen 553566 

Ly-6G 1A8 PE BioLegend 127608 

CD11b M1/70 PerCP/Cy5.5 BioLegend 101228 

CD4 GK1.5 PE/Cy7 BioLegend 100422 

CD11c N418 APC BioLegend 117310 

PD-1 J43 APC BD Pharmingen 562671 

TCRb H57-597 APC BD Pharmingen 553174 

CD45 30-F11 APC-Cy7 BD Pharmingen 557659 

Fixable Viability 

Stain 780 
  APC-Cy7 BD Horizon 565388 

I-A/I-E M5/114.15.2 BV510 BioLegend 107635 

CD8a 53-6.7 BV510 BioLegend 100752 

TGFb1 TW7-16B4 BV510 BioLegend 141408 

Tru Stain FcX 2.4G Purified BioLegend 101320 

CD45 30-F11 BV711 BD Pharmingen 563709 

CD8a 53-6.7 BV711 BioLegend 100747 

Streptavidin   PE/Cy7 BioLegend 405206 

F4/80 BM8 Biotin BioLegend 123106 
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5） autoMACS® Pro Separator(Miltenyi Biotec, Tokyo, Japan)を用いたT細胞

の単離 

単離したLMCsを 1500回/分, 4℃で5分間遠心し上清を破棄した。総細胞

数：1 x 106個につき 4μlの MACS® Buffer(Miltenyi Biotec)でペレットを混

和させ、総細胞数 1 x 106個につき 1μlの MACS® pan-T antibody cocktail 

(Miltenyi Biotec)を添加した。4℃で5分間静置した後、総細胞数 1 x 106個

につき 3μlの MACS® Bufferで混和し、1 x 106個につき 2μlの MACS® anti-

biotin Microbeads(Miltenyi Biotec)を加え、4℃で 10分間静置した。10mlの

MACS® Bufferを加え、4℃, 1500回/分, 5分間遠心分離を行い、上清を吸引し

破棄した後、再度5mlの MACS® Bufferを加えて、autoMACS® Pro Separatorを

使用して、negative selectionでT細胞を単離した。また、positive 

selectionされた検体をnon T細胞集団として回収した。 

 

6） 組織標本作製、蛍光免疫染色 

パラフィン標本の作成：HCT後のマウスから PBSで灌流処理を行った後に肝臓

を摘出し、左葉を分離し 4% パラフォルムアルデヒドで 2〜6時間固定した。固

定後は札幌総合病理研究所 (Sapporo, Japan)に依頼し、パラフィンブロックの

作成及び、hematoxylin and eosin (H&E)染色標本と未染色標本を作成した。 

 

蛍光免疫染色：未染色標本をキシレンとエタノールを用いて脱パラフィンした

後に抗原賦活用クエン酸緩衝液 (Agilent, Santa Clara, CA)に切片を浸し、

105 ℃、20分の設定でオートクレーブを用いた熱処理による抗原賦活化を行っ

た。賦活化後に PBSで賦活化液を洗浄し、10 %ヤギ血清(NICHIREI BIOSCIENCE 

INC., Tokyo, Japan)を用いて 30分間ブロッキング処理を行った。ブロッキング

処理後、各種一次抗体を 1:400に希釈して各標本に加え、4℃、一晩静置した。

一次抗体反応後に、蛍光標識された一次抗体の動物種に対する二次抗体を加え抗

体反応させた。その後、核染色としては 4',6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) (Invitrogen, Carlsbad, CA.)を PBSで 0.2μg/ mlに希釈して用いた。

使用した抗体及び試薬は表 2に示す。 

H&E染色標本は顕微鏡用デジタルカメラ (DP20; Olympus)を搭載した、顕微鏡 

(BX50; Olympus) で観察及び撮影を行った。蛍光免疫染色標本の観察と撮影は、

confocal laser microscope (FV-1000D; Olympus) もしくはオールインワン蛍光

顕微鏡 (BZ-X800; Keyence) を使用した。画像解析はimageJ 

(https://imagej.nih.gov/ij/)を用いて行った。 
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表 3. 免疫染色で使用した抗体及び試薬 

 一次抗体 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

二次抗体及び試薬 

 

抗原 標識 販売元 カタログ番号 

chicken IgG Alexa Fluor 488 Life Technologies A-11039 

rabbit IgG Alexa Fluor 488 Life Technologies A-11034 

rabbit IgG Alexa Fluor 555 Life Technologies A-21428 

rat IgG Alexa Fluor 555 Life Technologies A-21434 

Streptavidin Alexa Fluor 555 Life Technologies S-32355 

rat IgG Alexa Fluor 647 Life Technologies A-21247 

 

7) 肝臓GVHDの重症度の組織学的評価 

肝臓GVHDの重症度を定量化する目的で、既報(Ichiba et al., 2003)のliver 

GVHD pathological scoreを用いて検討を行った。このスコアリングモデルで

は、門脈への炎症細胞浸潤による拡大、胆管へのリンパ球浸潤、胆管上皮のアポ

トーシス、胆管上皮脱落、血管内皮炎、肝実質のアポトーシス、微小膿瘍、

Mitosis、胆汁うっ滞、脂肪肝の 10項目を 0〜4点で点数化し合計したものを用

いた。 

抗原 クローン 販売元 カタログ番号 

Active Caspase 3 polyclonal Abcam ab2302 

Albumin polyclonal SIGMA-Aldrich SAB3500217 

CK19 EPNCIR127B Abcam ab133496 

CK19 TROMA-3 SIGMA-Aldrich MABT913 

F4/80 BM8 BioLegend 123106 

GFP polyclonal Abcam ab13970 

MMP7 polyclonal Abcam ab5706 

RFP polyclonal Abcam ab34771 

SMAD2/3 D7G7 
Cell signaling 

Technology 
8685S 

TGFb1 polyclonal Abcam ab92486 
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8) マウス生化学検査 

HCT後のマウスから採血を行い、ヘパリン 5Uを加えたエッペンチューブに移

し、4℃、4000回/分、10分で遠心し上清を回収した。回収した上清を再度

4℃、4000回/分、10分で遠心した後に血漿を回収した。回収した血漿は、オリ

エンタル酵母工業株式会社 (Shiga, Japan) に生化学検査を依頼した。 

 

9) 定量リアルタイムPCR 

HCT後のマウスの肝臓尾状葉を5 mm角程度に切り出し、Tissue Ruptor 

(QUIAGEN, Hilden, Germany) を用いて粉砕し、ISOGENⅡ (Nippon Gene, Tokyo, 

Japan)でRNAを抽出した。抽出したRNAは NanoDrop (Thermo Fisher  

Scientific) でRNA量を測定し、RNA 500ngもしくは 1,000ng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, Osaka, Japan) を使用した。 

primer / probeセットとして、Ifng (Mm01178820_m1)、Tnfa 

(Mm00443260_g1)、Mmp7 (Mm01168134_m1)、Tgfb1 (Mm01178820_m1)を使用し、

TaqMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific) を用いてリア

ルタイムPCRを行った。リアルタイムPCRはStepOne Plus real time PCR 

system (Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA)を用いて施行した。内在性コ

ントロールとしての 18S ribosomal RNA (18SrRNA) primer / probeは forward 

primer: 5’-GCTCTTTCTCGATTC CGTGGG-3’、reverse primer: 5’-

ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’、 probe: FAM- CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-

TAMRA (Sigma-Aldrich)を使用した。標的遺伝子のmRNA発現レベルは 18SrRNAを

コントロールとして、delta Ct法にて定量的に評価した。 

 

10) 肝臓オルガノイド作製 

HCT後のマウスから肝臓右葉を採取し、剪刀を用いて小片に切断した。10 mlの

DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific)中に、0.125 mg/ml collagenase typeⅣ

（Sigma-Aldrich）、0.125 U/ml Dispase （STEMCELL Technologies、

Cambridge、MA）、および 11.25 mMのHEPES（Nacalai Tesque、Kyoto、Japan）

を含んだ分離カクテル液を作成し、肝臓右葉小片に加え37℃で 20分間培養し

た。上清を一度破棄し、再度分離カクテル液を加え、37℃で 20分間培養した後に

ピペットで撹拌し、上清を回収した。分離カクテル液による培養と上清回収工程

を計４回繰り返し行った。その後、回収した上清中の浮遊粒子を 70μmのセルス

トレーナーを通した後、40μmのセルストレーナーを用いて回収し、4℃、300g、
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5分間遠心しペレットにした。30μlのCorning Matrigel Growth Factor 

Reduced Basement Membrane Matrix, Phenol Red-free, LDEV-free (Corning 

Life Sciences, Pittsburgh, PA)を用いて再懸濁し、24-well plateに分注して

ドーム(50μl/well)を形成した。37℃で 10分間培養してドームを硬化させた後、

HepatiCult OGM Mouse Supplement (STEMCELL Technologies)を添加した

HepatiCultTM organoid Growth Medium (STEMCELL Technologies) 750μlを加え

た。その後、CO2インキュベーターで培養し、肝臓オルガノイドを作成した。 

オルガノイド形成に対するIFNγ、TNFαおよびTGFβ1の影響を検討するため

に、Naïve BDF1マウスの肝臓から作製したオルガノイドを、rmTNFα (R&D 

systems、Minneapolis、MN）、rmIFNγ (BioLegend、San Diego、CA）および

rmTGFβ1 (BioLegend) の存在下または非存在下で、24-well plate上に 200 

fragments/wellの濃度で播種した。rmTNFαおよびrmIFNγの濃度は 1〜100 

ng/mlの範囲で添加し、rmTGFβ1の濃度は 0.1〜1 ng/mlの範囲で添加した。培養

開始4日後に 200μm以上のオルガノイドの形成数を定量した。 

 

11) 肝臓オルガノイドとLMCsの共培養 

オルガノイドおよびLMCsの共培養は、ALyS705培地 w/o IL-2 (Cell Science 

& Technology Institute, Inc; CSTI, Sendai, Japan)とHeptiCult OGM培地の

1:1混合液中で行った。LMCsは、同種移植 (Allo群) または同系移植 (Syn群) 

後 day+28にフローサイトメトリー解析時の実験方法と同様の手順で採取し、1 x 

105細胞/wellの濃度でオルガノイドと共培養した。共培養開始4日後に 200μm

以上のオルガノイドの数を定量した。 

 

12) 統計処理 

2群比較は Mann-Whitney U testを用いて検定した。P値< 0.05をもって統計

学的有意差の有無を判断し、全てのデータは平均値±標準誤差にて表記した。全

ての統計学的検定は、GraphPad Prism 9 (La Jolla, CA) の統計プログラムを用

いて行なった。 
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実験結果 
 
１．肝臓GVHDのマウスモデルの作製 

本研究では急性GVHDのマウスモデルとして確立されているB6マウス(H-2b)をド

ナー、BDF1マウス(H-2b/d)をレシピエントとした MHC半合致 HCTモデルであるAllo

群を使用した。通常、このモデルでは腸管GVHDに遅延して肝臓GVHDが発症すると

されているため (Liu and Crawford, 2004)、前処置として用いる全身放射線照射

（Total body irradiation: TBI）の線量を 11Gyと減量して腸管GVHDによる死亡

を軽減することにより、肝臓GVHDの評価を行えるように調整した。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Syn群を用いて比較検

討を行った。 

 

1) HCT後のGVHD 重症度の推移と生存率 

Syn群と比較して、Allo群では、HCT後 day+7以降より有意差を持って、GVHD 

scoreが高い値を示した（図 3A）。HCT後 day+35時点での生存率はSyn群では

100%、Allo群では 87%であり、前処置を軽減したこともありAllo群でも比較的高

い生存率を示した。(図 3B)。  

 
図 3. 急性GVHDモデルマウスのHCT後のGVHD重症度の推移と生存率 

レシピエントマウス(BDF1)に11Gyの放射線照射で前処置を行い，B6（Allo）ま

たはBDF1（Syn）ドナーから採取した5 x 106個/匹の脾臓細胞及び、5 x 106個/

匹の骨髄細胞をday+0に経静脈的に輸注した(Allo: N=21, Syn: N=10)。GVHD 

score (A; 平均±標準誤差)と, 生存率 (B)を示す。 

***p <0.001。 
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2）肝臓GVHDの組織学的検討 

次に、このモデルにおける肝臓GVHDの存在を確認するため、HCT後 day+7、+14、

+21、+28、+35の肝臓の組織標本を作成し、H&E染色にて組織学的検討を行った。HCT

後 day+14以降のAllo群の肝臓において、炎症細胞の門脈域浸潤、胆管上皮へのリン

パ球浸潤、胆管上皮細胞のアポトーシス、剥離が認められたが、これらの所見はSyn

群では認められなかった (図 4A, C）。一方で、肝実質の炎症所見は経過中比較的軽

度〜中等度にとどまっていた。これらの組織学的所見はヒトにおける肝臓GVHDの組

織所見と類似していた。また、Liver GVHD pathological scoreはHCT後 day+14以

降、いずれの時点においても Syn群に比してAllo群で有意に高値であり、本モデル

で肝臓GVHDが発症することが組織学的に確認された (図 4B)。 

 

 

 
図 4. HCT後肝臓の組織学的所見とGVHD pathological scoreの推移 

HCT後 day+7, +14, +21, +28, +35の肝臓を採取した。(A)H&E染色と(B)各時期の肝

臓のGVHD pathological scoreの推移を示す(平均±標準誤差、N=4-5 /group）。(C)Allo

群のday+21の肝臓の拡大像である。(矢頭: リンパ球の胆管上皮浸潤像)。Scale bar, 

50μm。*p <0.05, **p < 0.01。 
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2. 肝臓GVHDにおける肝臓浸潤単核細胞の評価 

 1) HCT後肝臓浸潤単核細胞(liver-infiltrating mononuclear cells: LMCs)の推移 

このモデルを用いて、HCT後の各時期におけるLMCsを、フローサイトメトリー

を用いて評価した。フローサイトメトリー解析における各細胞のゲートは図 5の

ように行った。 

 

 

 

 図 5.フローサイトメトリー解析における各細胞のゲート 

 フローサイトメトリーで行った解析のゲートを各群の代表的なサンプルを用いて示

す。(A) myeloid cells, (B) T cells. 
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HCT後1週間でほぼ全てのLMCsはドナー由来細胞に置き換わっていた(図 6A-

C)。また、Allo群で同時期からドナー由来のT細胞が肝臓に浸潤し、その後、ド

ナー由来の単球が浸潤することが確認された（図 6D～G）。SSChigh F4/80+ve 

CD11bhigh細胞として同定された単球由来の炎症性マクロファージは、HCT後の 3週

目に拡大し、その後も持続したが、F4/80+ve CD11blow細胞として同定される肝臓ク

ッパー細胞は、Syn群と比較して有意な増加は見られなかった（図 6Gおよび

H）。 

 

 

 

図6. HCT後各時期におけるLMCsの解析 

 HCT後 day+7, +14, +21, +28, +35の肝臓を採取し、LMCsを単離した。各時期に

おけるドナー由来の(A) CD11b+ myeloid cells, (B) CD4+ T cells, (C) CD8+ T 

cellsのキメリズムを示す(平均±標準誤差、N=8 /group）。(D-H)HCT後各細胞の

実数の推移を示す。(平均±標準誤差、N=8 /group）また、*p <0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001, ****p < 0.0001。 
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 2) 肝臓浸潤ドナーT細胞及びマクロファージの局在の検討 

B6-Lck-cre×R26tdTomatoマウスをドナーとし、肝臓に浸潤するドナーT細胞とマク

ロファージの局在を評価した。その結果、LcktdTomato陽性ドナーT細胞及び、F4/80

陽性マクロファージの両者は門脈域のサイトケラチン19（Cytokeratin 19: 

CK19）陽性胆管上皮周辺に浸潤していることが判明した（図 7A, B）。またAllo

群における門脈域浸潤性マクロファージは、Allo群およびSyn群の両群の類洞周

囲に観察されるクッパー細胞とは異なる局在を示していた（図 7B）。 

 

 以上のことから、Allo群でHCT後ドナー由来のT細胞、単球、マクロファージが

門脈域を中心に浸潤しており、これらの細胞が肝臓GVHDの発症に寄与している可能

性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7.HCT後の肝臓浸潤T細胞とF4/80陽性マクロファージの局在 

B6-Lck-cre×R26tdTomatoマウスをドナーとしB6 (Syn)もしくはBDF1 (Allo)に移植を

行った。(A)HCT後 day+21に肝臓を採取し、DAPI(青)による核染色後にCK19(緑)と

tdTomato陽性ドナーT細胞(赤)の分布を観察した。(B)HCT後 day+28に肝臓を採取

し、DAPI (青)による核染色後にCK19 (緑)とF4/80 (赤)陽性マクロファージ細胞の

分布を観察した。Scale bar 100μm。 
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3. 肝臓GVHDによる胆管機能障害の検討 

 本研究で用いた肝臓GVHDモデルでは、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、胆管上皮傷害が病態の主座であると考えられた。そこで胆

管機能の検討を行うこととした。 

 

 1) BECのアポトーシス誘導の検討 

まず、BECの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、HCT後のBECにおける

cCasp3の発現の検討を行った。その結果、HCT後 day+28において、cCasp3を発現

するBEC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BECがアポトーシスに陥っていることが判明した（図 8A,B）。 

 

 

図 8. HCT後のBECのcleaved caspase-3発現の検討 

図 3と同様の移植を行った。HCT後 day+21の(A）cCasp3 (緑)、CK19 (赤)、DAPI

（青）による蛍光免疫染色像と（B）cCasp3陽性BECの割合を示す。 (平均±標準誤

差、N=4-5 /group）。 Scale bar, 100μm。**p < 0.01。 
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2）胆管上皮傷害マーカーとしての MMP7の発現の検討 

MMP7(Matrix Metalloproteinase7)は、細胞外マトリックスのリモデリングおよび

細胞傷害に反応した炎症性細胞のリクルートに重要な酵素である(Parks et al., 

2004)。肝臓において、肝内 BECは定常時に MMP7は発現しないものの、BECの傷害

を反映して、MMP7を発現し、肝臓の線維化に寄与しているとされる

(Lertudomphonwanit et al., 2017)。肝臓GVHDにおいても、BEC傷害を反映して

MMP7の発現が亢進するか否かを検討した。HCT後 day+28のAllo群において、蛍光

免疫染色でCK19陽性BECに一致して、MMP7の発現を認めた (図 9A)。また、同時

期における肝臓から採取したtotal RNAを用いて qPCRを行い Mmp7の発現が Naïve

群, Syn群に比してAllo群で上昇していることが確認された (図 9B)。このことか

ら、肝臓GVHDにおいてBEC傷害を反映して MMP7の発現が亢進することが示され

た。 

 

 

図 9. HCT後のBECの MMP7の発現の検討 

図 3と同様の移植を行った。HCT後 day+28における肝臓の(A) MMP7 (緑)、

CK19 (赤)、DAPI (青) による蛍光免疫染色像及び、(B) Mmp7の発現量を示す

(平均±標準誤差、N=5 /group）。*p <0.05。Scale bar, 100μm。 
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3) HCT後のBEC面積推移の検討 

種々の肝障害時には、反応性に小胆管が門脈から肝実質にかけて一過性に増大す

る、細胆管反応という現象が知られている(Ko et al., 2020)。通常、肝障害・胆

管障害時には、細胆管反応が亢進することが知られているが、肝臓GVHDでは、細

胆管反応は顕著にはならないとされる(Matsukuma et al., 2016; Stueck et al., 

2018)。そこで、本移植モデルを用いて、肝臓切片中のCK19陽性BECの肝臓に占め

る面積比を測定することで定量化を行った。Syn群ではHCT後、CK19陽性BECの明

らかな増生を認めなかった。一方でAllo群では、HCT後 day+21において、CK19陽

性BECの面積比が Naïve群、Syn群に比して上昇しており、細胆管反応を示す所見

を認めた(図 10A,B)。しかし、HCT後 day+35においては、HCT後 day+21に比し

て、反応性胆管は減少しており、細胆管反応に関与する肝臓幹細胞がGVHDで損傷

している可能性が示唆された(図 10A,B)。 
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図 10. HCT後のBECの蛍光免疫染色とCK19陽性領域の割合 

図 3と同様の移植を行った。(A)Naïve BDF1及びHCT後 day+21, +35のSyn, Allo

でのCK19 (緑), DAPI (青)による蛍光免疫染色像を示す。また、(B)各検体中の門脈

域を5箇所ずつランダムに撮影し、CK19陽性BECの占める割合を算出した。(平均±

標準誤差、N=5 /group）。*p <0.05。Scale bar, 100μm。 

 

4) HCT後の生化学検査の検討 

続いてHCT後のマウスから採血を施行し、生化学的検査による肝胆道系障害を検討

した。HCT後 day+28では、Allo群において血漿アスパラギン酸アミノトランスフ

ェラーゼ (aspartate aminotransferase: AST)値、血漿アラニンアミノトランスフ

ェラーゼ (alanine transaminase: ALT)値、血漿総ビリルビン (total bilirubin: 
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T-bil)値の有意な上昇を認めた(図 11A〜C)。HCT後 day+14では、T-bilの有意な

上昇が観察されなかったことから、BECの組織学的な不顕性変化がclinical 肝臓

GVHDに先行していることが確認された（図 11C）。 

 

 

図 11. HCT後マウスの生化学検査 

図 3と同様に移植を行い、day+14とday+28にそれぞれ採血を施行した。血漿

(A)AST, (B)ALT, (C)T-bil値を示す。 (平均±標準誤差、N=4−10 /group）。*p 

<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001。 

 

5) HCT後後期のBECの評価 

HCT後長期経過した時点でのBECの状態を観察するため、HCT後 day+70の肝臓を

組織学的に検討した。Allo群において、胆管上皮マーカーであるCK19と肝細胞マ

ーカーであるアルブミンの両方を発現する中間的な表現型を持つBECを認めた（図

12）。 
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図 12. HCT後 day+70における肝臓の蛍光免疫染色 

図 3と同様の移植を施行し、HCT後 day+70に肝臓を採取した。ALB (緑), CK19 

(赤)による蛍光免疫染色と DAPI (青)による核染色を行い、ALBとCK19の分布を観

察した。Scale bar, 100μm。 

 

以上のことから、肝臓GVHDでは胆管障害を反映して、胆管上皮がアポトーシスに

陥っていること、T-bilなどの血清マーカーが上昇していることが示された。ま

た、これらのマーカーと相関して、胆管上皮における MMP7の発現が上昇してお

り、肝臓GVHDの疾患マーカーとなりうる可能性が示唆された。HCT後長期間が経過

すると、BEC、肝細胞の両系統の表現型を有するBECの出現が確認された。 

 

3. 肝臓GVHDにおけるLgr5+肝臓幹細胞の動態及び局在の検討 

1）HCT後肝臓Lgr5+幹細胞の動態 

 これまで、腸管及び皮膚において、Lgr5+幹細胞がGVHDの標的となっていることが

示されている (Hanash et al., 2012; Takahashi et al., 2018; Takashima et al., 

2011)。肝臓においては恒常時にLgr5陽性細胞は出現しないものの、CCl4誘導性の肝

障害時に門脈域にLgr5+肝臓幹細胞が誘導され、肝細胞及びBECの再生に寄与してい

ることが知られている(Huch et al., 2013)。そこで、BDF1-Lgr5-eGFPマウスをレシ

ピエントとして、HCT後のLgr5陽性細胞の動態を評価するために蛍光免疫染色を用

いて検討を行った。その結果、Allo群でHCT後 day+21にLgr5陽性細胞の出現を認

めた。Syn群ではLgr5陽性細胞の有意な発現は認めなかった。（図 13A,C）。CCl4

誘発性の慢性肝障害モデルなどでは、Lgr5陽性細胞が長期間存在していることが示
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されているが(Lin et al., 2017)、肝臓GVHDでは、BEC傷害が持続しているのにも

関わらず、Lgr5陽性細胞はHCT後 day+28に減少し、HCT後 day+35に消失していた。 

また、B6-Lgr5-eGFPマウスから野生型 BDF1マウスを移植した系では、肝臓にLgr5-

eGFP陽性細胞は観察されず、HCT後に出現するLgr5陽性細胞がレシピエント由来の

細胞であることが確認された（図 13B）。 

 

 

図 13. Lgr5陽性細胞の局在とLgr5-eGFP陽性領域の占める割合 

B6 (Allo)もしくはBDF1 (Syn)をドナーとして、BDF1-Lgr5-eGFPマウスに 11Gyの

全身放射線照射後にHCTを施行した。HCT後各時期の肝臓を採取し、(A) DAPI (青)

による核染色後、Lgr5-eGFP(緑)の蛍光免疫染色を行い、発現を観察した。(B)対照

群として、B6-Lgr5-eGFPマウスからBDF1へ移植した系のday+21における肝臓の

Lgr5-eGFP (緑), DAPI (青)の発現を示す。(C)Lgr5-eGFP陽性領域の割合を測定し、

Naïveマウスの値を基準として比率を算出した。(平均±標準誤差、N=4−7/group）。

*p <0.05。Scale bar, 100μm。 

 

また、肝臓Lgr5陽性細胞の出現を、別の移植系でも検討した。 

BALB/c(Allo群)マウスもしくはB6(Syn群)をドナーとして、MHC不一致のB6-Lgr5-

eGFPマウスをレシピエントとしてHCTを施行した。HCT後 day+21のLgr5の発現を解
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析したところ、B6マウスからBDF1-Lgr5-eGFPマウスへの移植系と同様に、Allo群で

Lgr5陽性細胞の出現を認めた。これまでの報告(Huch et al., 2013)と同様、Lgr5陽

性細胞は門脈域のCK19陽性BEC近傍に発現し、同部位に局在していた(図 14)。 

 以上から、複数の移植系で肝臓GVHDにおいて、門脈域の胆管周囲にLgr5+肝臓幹

細胞が誘導されることを確認した。 

 

 

図 14. BALB/cからB6-Lgr5-eGFPに移植した系での肝臓Lgr5の発現 

図 3と同条件で、BALB/cマウスからB6-Lgr5-eGFPマウスに移植を行った。HCT後

day+21の肝臓の蛍光免疫染色像を示す (緑: Lgr5-eGFP, 赤: CK19, 青: DAPI)。

Scale bar, 100μm。 

 

2) Lgr5+肝臓幹細胞とドナーT細胞及びマクロファージの局在 

さらに、Lgr5+肝臓幹細胞とLMCsの局在を検討するため、Lck-cre×R26tdTomatoド

ナーからBDF1-Lgr5-eGFPに移植した系で、蛍光免疫染色を行った。HCT後の肝臓の

門脈域に浸潤したドナーT細胞や F4/80陽性マクロファージはLgr5陽性細胞に近接

しており、GVHDにおけるLgr5+肝臓幹細胞の減少には、ドナーT細胞やマクロファ

ージが関与していることが示唆された（図 15 A-B）。 

 



 32 

 

図 15. Lgr5陽性細胞とドナーT細胞及びマクロファージの局在 

B6 Lck-cre×R26tdTomatoドナーからB6-Lgr5-eGFP（Syn）またはBDF1-Lgr5-eGFP

（Allo）マウスに移植を施行した。HCT後 day+21に肝臓を摘出し、(A) Lgr5-eGFP

（緑）、 tdTomato（赤）、DAPI（青）及び、(B) Lgr5-eGFP（緑）、F4/80（赤）、

DAPI（青）を用いて免疫蛍光染色を行いその分布を観察した。Scale bar, 100μm。 

 

4. GVHDはTGFβ1を介してオルガノイド形成性肝臓幹細胞を標的とする 

1) HCT後肝臓オルガノイド形成能の検討 

腸管GVHDにおける組織幹細胞の減少は、腸管オルガノイド形成効率の低下をも

たらすことが示されている(Takashima et al., 2019)。肝臓においては、CCl4誘発

性肝障害時に発現するLgr5+肝臓幹細胞を単離し、培養することでオルガノイドが

形成されることが報告されている(Huch et al., 2013)。そこで我々は、HCT後の肝

臓から肝臓オルガノイドを作製し、オルガノイドの作製効率がHCT後のLgr5+肝臓

幹細胞の出現・消退と関連しているかどうかを検討した。Allo群の肝臓右葉から形
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成された肝臓オルガノイド数は、Lgr5+肝臓幹細胞の増加がピークに達したHCT後

day+21に、NaïveおよびSyn群と比較して有意に増加していた（図 16A,B）。一方

で、Allo群のオルガノイドの形成能は、Lgr5陽性細胞の発現と同様にHCT後

day+28以降は著しく低下していた。Allo群とは対照的に、Syn群では、オルガノイ

ドの形成数は、実験期間中、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が肝臓オルガノイド形成性の肝臓幹細胞を標的にしている

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。 

 

 

図 16.HCT後の肝臓オルガノイド形成能 

 図 3と同様の移植を行い、HCT後 day+7, +14, +21, +28, +35にマウスから肝臓右

葉を採取し、微小胆管を遊離した後、オルガノイドの作製を行った。(A)培養 day+7

のオルガノイドの明視野像。(B)培養 day+7に 200μm以上に成長したオルガノイド数
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を算出した。(平均±標準誤差、N=5−15/group）。*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001。Scale bar, 500μm。 

 

2) サイトカインが肝臓オルガノイドに与える影響の検討 

腸管オルガノイドにおいては、IFNγや TNFαなどの炎症性サイトカインが、ア

ポトーシスを誘導することが知られている。(Eriguchi et al., 2018; Matsuzawa-

Ishimoto et al., 2020; Takashima et al., 2019)。HCT後 day+28に肝臓から抽出

したtotal RNAを用いた qPCRを施行したところ、Allo群ではIFNγとTNFαの両方

の発現が有意に上昇していたが、Syn群では上昇していなかった（図 17A,B）。そ

こで、naïve BDF1マウス由来の肝臓オルガノイドを用いて、これらの炎症性サイト

カインがオルガノイド形成能に与える影響を検討した。Naïve BDF1由来の肝臓オル

ガノイドを作製・継代し、継代初日をday0として、day0にIFNγもしくはTNFαを

それぞれ 0, 1, 10, 100ng/mlの濃度で培養液に添加してday4におけるオルガノイ

ド形成能を評価した。これらのサイトカインのいずれも、高濃度であっても、肝臓

オルガノイドの形成に影響を与えなかった（図 17C,D）。 
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図 17. HCT後肝臓IFNγ及びTNFαの発現と、肝臓オルガノイドに与える影響 

 (A,B)図 3と同様の移植を行い、HCT後 day28に肝臓を摘出し5mm角程度に切り出

した尾状葉からRNAを抽出した。抽出したRNAからcDNAを作成し、IfngとTnfaの

qPCRを行った。内因性コントロールとして 18SrRNAを使用した。(平均±標準誤差、

N=6−11 /group）。***p < 0.001。(C,D)Naïve BDF1マウスから作成した肝オルガノ

イドを継代し、(C)IFNγ、(D)TNFαの存在下または非存在下で培養した。培養4日

目に 200μm以上のオルガノイド形成数を測定し、コントロールからの比率を算出し

た。(平均±標準誤差、N=6 /group） 

 

次に、これまでにBECの傷害因子として報告されたサイトカインであるTGFβ1の

肝臓オルガノイドの形成に及ぼす影響について検討した(Yokomuro et al., 

2000)。Allo群におけるHCT後 day+28の肝臓におけるTGFβ1の発現レベルは、

naïveおよびSyn群と比較して、有意に上昇していた（図 18A）。Naïve BDF1由来
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の肝臓オルガノイドの継代 day0の培養液にTGFβ1を 0, 0.01, 0.1, 1ng/mlの濃

度で添加すると、用量依存的にオルガノイドの形成を阻害した（図 18B）。 

以上のことから、HCT後 Allogeneic群の肝臓では、IFNγ, TNFα, TGFβ1のいず

れも HCT後 day+28に高発現をしているが、腸管とは異なりIFNγ, TNFαは肝臓幹

細胞に影響は与えず、TGFβ1が肝臓幹細胞の傷害に寄与していることが示唆され

た。 

 

 

 図 18. HCT後肝臓TGFβ1の発現と、肝臓オルガノイドに与える影響 

 (A)図 3と同様の移植を行い、HCT後 day+28に肝臓を摘出し5mm角程度に切り出し

た尾状葉からRNAを抽出した。抽出したRNAからcDNAを作成し、Tgfb1の qPCRを行

った。内因性コントロールとして 18SrRNAを使用した。(平均±標準誤差、N=6−11 

/group）。***p < 0.001。(B)Naïve BDF1マウスから作成した肝オルガノイドを継代

し、TGFβ1の存在下または非存在下で培養した。培養4日目に 200μm以上のオルガ

ノイド形成数を測定し、コントロールからの比率を算出した。(平均±標準誤差、

N=6 /group)。*p < 0.05, ***p < 0.001。 

 

3) 肝臓GVHD時におけるTGFβ1産生細胞の検討 

我々や他のグループは、これまでに皮膚慢性GVHDにおいて、マクロファージが

TGFβ1の主要な産生細胞であることを示した(Alexander et al., 2014; Du et 

al., 2017; Yamakawa et al., 2018)。肝臓GVHDにおいてTGFβ1産生細胞を同定

するために、HCT後 day+28の肝臓の蛍光免疫染色を施行した。F4/80とTGFβ1の

蛍光免疫染色所見では、TGFβ1陽性細胞の 83.0 ± 3.2 % が、F4/80陽性であった

（図 19）。 
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図 19. 肝臓GVHDにおけるTGFβ1産生細胞の検討 

 図 3と同様の移植を行い、HCT後 day+28に肝臓を採取した。蛍光免疫染色を行

い、TGFβ1の分布及び産生細胞を観察した(青: DAPI, 緑: TGFβ1, 赤: F4/80)。 

Scale bar, 100μm。 

 

続いて、TGFβ1産生細胞を系統的に解析する目的で、HCT後 day+28のLMCsを単離

し、フローサイトメトリーを用いて、クッパー細胞及びマクロファージのTGFβ1の

発現を解析した。解析の結果、同種移植レシピエントの肝臓では、Syn群に比して

Allo群でTGFβ1を発現した単球由来マクロファージが上昇していた（図 20）。 
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図 20.肝臓浸潤細胞のTGFβ1の発現 

 図 3と同様の移植を行い、HCT後 day+28の肝臓からLMCsを単離した。FCMで

kupffer cell (KC)とmacrophage (Mφ)のTGFβ1陽性細胞数を実数で示す。(平均±

標準誤差、N=8 /group)。***p < 0.001。 

 

4) HCT後肝臓浸潤細胞が肝臓オルガノイド形成数に与える影響の検討 

続いて、HCT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。HCT後 day+28のAlloまたはSyn群の肝臓からLMCsを単離し、1 x 105個

/wellずつ、Naïve BDF1由来のオルガノイドとALyS705培地とHeptiCult OGM培地

の 1:1混合液中で共培養を施行した。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。Syn群では対照群に比してオルガ

ノイド数に有意差は認められなかった (図 21A)。 

また、LMCsからT細胞もしくはnon T細胞集団を分離し、肝臓オルガノイドの

形成に影響を与えるか検討したところ、T細胞は肝臓オルガノイド形成抑制効果が

認められなかった。一方で、non T細胞集団はT細胞、コントロール群と比較して

有意に肝臓オルガノイドの形成を抑制した(図 21B)。 

 

以上のことから、肝臓GVHDにおいて主に門脈域に浸潤したマクロファージが

TGFβ1を産生し、オルガノイド形成性幹細胞の傷害に寄与していることが示唆され

た。 
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図 21.肝臓浸潤細胞と肝臓オルガノイドの共培養 

 図 3と同様の移植を行った。HCT後 day+28にLMCsを単離し、1 x 105個/wellず

つ、Naïve BDF1由来のオルガノイドとALyS705培地とHeptiCult OGM培地の 1:1混

合液中で共培養を施行した。培養4日目に 200μm以上のオルガノイド形成数を計測

し、コントロール群との比率を算出した。(平均±標準誤差、N=5−15/group）。*p 

<0.05, **p < 0.01。 

 

5. 肝臓幹細胞の保護・増殖による肝臓GVHDの新規治療法の検討 

1) SMAD2/3阻害剤の肝臓GVHDに与える影響の検討 

TGFβ1はTGFβtype1受容体に結合するとSMAD2/3がリン酸化され、SMAD4と複合

体を形成し、核内へ移行することで種々の転写を調節している(Massague J., 

2000; Chen et al., 1995; Derynck et al., 1997)。SB-431542はTGFβtype1受容

体であるALK5の阻害を介してSMAD2/3のリン酸化を抑制する薬剤である(Callahan 

et al., 2002)。 

初めに、SMAD2/3阻害薬であるSB-431542が、Allo群由来のLMCsによるオルガ

ノイド形成抑制を軽減できるかどうかを検討した。Naïveマウスから作製したオル

ガノイドを、Syn群からのLMCsもしくはAllo群由来のLMCsと共培養し、それぞれ

にSB-431542を加えたところ、Allo群由来のLMCsを添加するとオルガノイド形成

は有意に抑制されるが、SB-431542によってLMCsを添加しないコントロール群と同

程度まで改善することが示された。一方、Syn群由来のLMCsを添加してもオルガノ

イド形成は抑制されず, また、SB-431542の添加の有無に有意な変化は認めなかっ

た(図 22)。以上の結果から、Allo群の肝臓に浸潤する炎症細胞は、TGFβ1を介し

てオルガノイド形成を抑制することが示された。 
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図 22. SB-431542存在下のLMCsと肝臓オルガノイドの共培養によるオルガ

ノイド形成数 

図 21と同様の方法でに、LMCsと Naïve BDF1由来の肝臓オルガノイドの共

培養をSB-431542の存在下もしくは非存在下で行った。培養4日目の 200μm

以上のオルガノイドの形成数を計測し、コントロール群を基準とした比率を

算出した。(平均±標準誤差、N=8−14/group）。*p <0.05, ***p < 0.001。 

 

続いてTGFβ1経路の阻害が肝臓GVHDにおける肝臓幹細胞の傷害を改善させる

かどうかをin vivoで検討した。同種HCT後、SB-431542をday+14から+28まで連

日腹腔内投与を行い、day+28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、オルガノイド形成数が有意に増加し、

TGFβ1経路の阻害はオルガノイド形成性肝臓幹細胞をGVHDから保護していること

が示唆された（図 23A,B）。 
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図 23. SB-431542がHCT後肝臓オルガノイドの形成能に与える影響の検討 

 図 3と同様の条件でB6をドナーとして、BDF1に移植を行った。HCT後 day+14から

day+28まで、SB-431542を5mg/kg、連日腹腔内投与した。Day+28に肝臓を摘出し、

右葉からオルガノイドを作製し、培養7日目に 200μm以上のオルガノイド数を測定

した。(A)培養7日目のオルガノイド。(B)培養7日目のオルガノイド形成数(平均±

標準誤差、N=8−10/group）。Scale bar, 500μm。*p <0.05 

 

さらに、胆管機能障害に関しての検討を行ったところ、SB-431542は、同種HCT後

のBECのアポトーシス、Mmp7発現および血漿 T-bilを有意に減少させ、TGFβ1阻害

によるオルガノイド形成性肝臓幹細胞の保護が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（図 24A-C）。 
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図 24. SB-431542投与後の胆管機能障害の検討 

 図 23と同様の移植を行い、HCT後 day+28における胆管障害のマーカーを測定し

た。(A)MMP7の発現量 (平均±標準誤差、N=13−15/group）、(B)血漿 T-bil値 (平均

±標準誤差、N=12−13/group） (C)cCasp3陽性BECの割合。(平均±標準誤差、N=7−

8/group）。*p <0.05, **p <0.01。 

 

2) R-Spo1の肝臓GVHDに与える影響の検討 

R-Spo1は組織幹細胞上のLgr5に結合し、Wntシグナル伝達を増強することで腸

や肝臓の組織幹細胞の増殖と分化を促進することが知られている(Lin et al., 

2017)。 

本研究では、R-Spo1が肝臓GVHDに伴って増加するLgr5+肝臓幹細胞、オルガノイ

ド形成性肝臓幹細胞の増殖を促進させうるか検討を行った。BDF1-Lgr5-eGFPマウス

をレシピエントにしたAllogeneic移植を行い、HCT後 day+14からday+28までR-

Spo1を週3回腹腔内投与した。HCT後 day+28に肝臓を採取し、蛍光免疫染色で

Lgr5+肝臓幹細胞を定量したところ、R-Spo1投与群では非投与群に比較してLgr5+肝

臓幹細胞が有意に増加していた(図 25A,B)。 

 

 

図 25. R-Spo1投与によるHCT後肝臓Lgr5陽性細胞の動態 

 図 3と同様の条件で、B6マウスからLgr5-eGFP-BDF1マウスに移植を行った。HCT

後 day+14から週3回 R-Spo1を 10mg/kgで腹腔内投与した。(A)HCT後 day+28におけ

る門脈域のH&E所見(上段)と蛍光免疫所見(下段)を示す(赤: CK19、緑: Lgr5-
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eGFP)。(B)HCT後 day+28におけるLgr5-eGFP陽性領域の割合を算出した。(平均±標

準誤差、N=4−7/group）。Scale Bar, 50μm。*p <0.05 

 

またHCT後 day+28に肝臓を採取し、右葉から肝臓オルガノイドを作成し、その形成

数を比較した。R-Spo1投与群では、オルガノイド形成数が有意に多く保たれていた

（図 26A,B）。 

 

 

図 26. R-Spo1がHCT後肝臓オルガノイドの形成能に与える影響 

 図 25と同様の移植を行った。HCT後 day+28に肝臓を採取し、右葉から肝臓オルガ

ノイドを作製した。培養7日目の(A)オルガノイドの明視野像と、(B)200μm以上の

オルガノイド形成数を示す。(平均±標準誤差、N=8−10/group）。Scale bar, 500μ

m。****p <0.0001 。 

 

以上のことから、SB-431542は肝臓GVHDにおけるTGFβシグナルを阻害することで、

オルガノイド形成性肝臓幹細胞を保護し、胆管障害を軽減することが示された。ま

た、R-Spo1は、Lgr5+肝臓幹細胞の増殖を促進させることで、肝臓GVHDによる肝臓

幹細胞の減少を抑制することが示された。これらの薬剤が肝臓GVHDに対する新規治

療薬となりうることが示唆された。 
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考察 

GVHDは成熟した上皮細胞だけでなく組織幹細胞も標的とすることで、組織の恒常性

が損なわれ、腸や皮膚などのGVHD標的臓器の再生が阻害されることが明らかになっ

てきている(Hanash et al., 2012; Takahashi et al., 2018; Takashima et al., 

2011)。肝細胞は高い再生能力を有しており(Ko et al., 2020)、肝臓内にランダムに

分布し、テロメラーゼ逆転写酵素を発現する成熟肝細胞が、恒常時には多能性幹細胞

を介さずに局所肝細胞の供給を担っていることが示されている(Lin et al., 2018)。

そのため、肝臓幹細胞は、主に肝障害後の組織恒常性の維持に寄与していると考えら

れる。これまでに種々の肝障害後の再生過程に寄与する肝臓内の複数の肝臓幹細胞集

団が報告されてきたが、本研究では初めて肝臓GVHDにおける肝臓幹細胞の動態と役

割についての検討を行った。 

 

種々の肝障害の後に、門脈から反応性BECが拡大して腔状構造を形成することが

知られており、細胆管反応と呼ばれている(Farber, 1956; Ko et al., 2020)。細胆

管反応は、胆管あるいはヘリング管に存在する幹細胞が活性化されて生じる反応と考

えられている (Ko et al., 2020)。最近では、細胆管反応は胆管障害時の胆汁排泄機

能を補い、胆管構造の再構築に重要な役割を果たしていることが示されている

(Kamimoto et al., 2020)。また、YAPおよびmTORCシグナル伝達に依存する細胆管

反応を担う幹細胞とは別に、Lgr5+肝臓幹細胞も肝障害後に門脈領域に出現し、周囲

の実質に拡大し、損傷を受けた組織の修復に貢献することが報告されてきた(Huch et 

al., 2013; Planas-Paz et al., 2019)。Lgr5+肝臓幹細胞は胆管上皮に特異的なマー

カーを発現しているため、BEC起源の可能性も示唆されていたが、現在では、幹細胞

のポテンシャルを有する門脈域周囲の肝細胞や線維芽細胞由来として認識されている

(Planas-Paz et al., 2019)。本研究では、反応性胆管およびLgr5陽性細胞の両方が

HCT後に一過性に出現し、その後2週間以内に消退することから、両プロセスがGVHD

によって引き起こされた損傷を修復するために活性化されるものの、最終的には

GVHDによって破壊されてしまうことを示唆している。我々の結果と一致するよう

に、細胆管反応が乏しい所見は、ヒトにおける肝臓GVHDの診断を支持する病理学的

特徴の一つである(Matsukuma et al., 2016; Stueck et al., 2018)。細胆管反応の

抑制とLgr5陽性細胞の消退は、慢性GVHDにおける胆管消失症候群の原因となってい

る可能性がある。 

 

肝臓幹細胞の同定には、EpCAM、TROP2、SOX9、Lgr4など、Lgr5以外にもいくつか

のマーカーが報告されているが、これらのマーカーは成熟 BECや中心静脈周囲の肝細
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胞などの他の細胞集団でも発現しており、また肝臓には複数の幹細胞集団が存在する

ため、表現型マーカーを用いて全ての肝臓幹細胞を定量することは困難である

(Aizarani et al., 2019; Okabe et al., 2009; Planas-Paz et al., 2016)。そこ

で、我々は、HCT後の肝臓幹細胞の動態を評価するために肝臓オルガノイド培養系を

利用した。Lgr5陽性細胞の動態と一致するように、肝臓オルガノイド形成能はHCT

後に一過性に増加し、その後消退した。Lgr5陽性細胞がほとんど存在しないnaïve 

マウスの肝臓においても相当数のオルガノイド形成能が認められており、これは

Lgr5+肝臓幹細胞群以外にもオルガノイドを形成する肝臓幹細胞群が存在することを

示唆している。肝臓オルガノイドは、培養条件を変更することでBECと肝細胞の両方

に分化することができ、多分化能を有していることが報告されている (Cao et al., 

2017; Huch et al., 2013)。 我々は、HCT後後期に胆管上皮と肝細胞の中間的な表

現型を持つBECが出現していることを発見し、胆管に存在する幹細胞が多能性を有す

ることが示唆された。また、肝臓GVHDからのBECの再生に際し、慢性炎症などの影

響で異常な分化をすることが示唆された。ヒトにおける慢性肝障害においても中間的

な表現型を有する細胞集団が観察されることが報告されている(Deng et al., 

2018)。今後、肝臓GVHDにおける複数の肝臓幹細胞集団の動態と役割の評価をより詳

細に追求するために、各肝臓幹細胞集団の特異的マーカーの探求が必要である。 

 

我々はこれまで、GVHDにおける腸幹細胞の枯渇とドナーT細胞による腸内オルガ

ノイドのアポトーシス誘導において、IFNγシグナル伝達が重要な役割を果たしてお

り、JAK1及び 2の選択的阻害薬であるルキソリチニブはIFNγを介した腸管幹細胞お

よびオルガノイドの消退を改善することを示した(Eriguchi et al., 2018; 

Takashima et al., 2019)。また、ルキソリチニブが皮膚および腸幹細胞をGVHDから

保護することも報告している(Eriguchi et al., 2018; Takahashi et al., 2018)。

腸管オルガノイドとは異なり、肝臓オルガノイドはIFNγに対して耐性があり、TGF

β1に対して非常に感受性が高いことが判明した。 

TGFβ1はTGFβtype1受容体に結合すると、下流のSMAD2/3がリン酸化され、

SMAD4と複合体を形成し、核内へ移行することで種々の転写を調節している

(Massague J., 2000; Chen et al., 1995; Derynck et al., 1997)。SB-431542は

TGFβtype1受容体であるALK5の阻害を介してSMAD2/3のリン酸化を抑制する薬剤で

ある(Callahan et al., 2002)。これまで、薬剤性慢性肝障害に伴う肝臓の線維化モ

デルや、肺線維化モデルにおいて線維化を改善すると報告されている。（Gouville 

A. et al., 2005; Bonniaud P. et al., 2005）また、TGFβ阻害薬である

Pirfenidoneがマクロファージを介した炎症とTGFβ1産生を阻害することで慢性

GVHDが改善したとの報告もある(Du J. et al., 2017)。 
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本研究では、肝臓GVHDにおける肝臓幹細胞保護目的に同種HCT後にSMAD2/3阻害

薬であるSB-431542を投与し、検討を行った。TGFβシグナル阻害は、オルガノイド

形成性肝臓幹細胞の維持に貢献し、GVHDによるBECのアポトーシスならびに、黄疸

を軽減した。SMAD2/3阻害薬であるSB-431542は、肝臓幹細胞保護作用によって肝臓

GVHDの治療薬として有望であると考えられる。一方、肝臓の NOTCHシグナルをノッ

クダウンした胆管欠損マウスにおいては、肝細胞がTGFβ依存性にBECに分化誘導さ

れることが報告されている(Schaub et al., 2018)。この矛盾は、BEC分化における

TGFβシグナル伝達の役割が、肝発生時と炎症性肝障害という環境の違いやNOTCHシ

グナルの有無など、状況によって変化しうることを示唆している。 

 

R-Spo1は組織幹細胞上のLgr5に結合し、Wntシグナル伝達を増強することで腸や

肝臓の組織幹細胞の増殖と分化を促進することが知られている(Lin et al., 2017)。

我々はこれまで、R-Spo1を投与することでLgr5を介して腸幹細胞の増殖を促進し，

マウスの腸管GVHDから腸幹細胞を保護しGVHDを改善できることを報告している 

(Takashima et al., 2011; Peng et al., 2013)。肝臓においても、CCl4誘導性の慢

性肝障害モデルマウスにおいて、R-Spo1とHGFを投与することにより、Lgr5陽性細

胞を誘導し、組織修復及び肝線維化の改善を認めた報告がある（Lin et al., 

2017）。本研究では、同種HCT後にR-Spo1を投与することで、肝臓GVHDによって出

現したLgr5+肝臓幹細胞の増殖を促進し、HCT後 day+28における肝臓GVHDによる

Lgr5+肝臓幹細胞の減少を改善させ、肝臓オルガノイドの形成能が保たれることを示

した。 

 

MMP7は主に肝外胆管と胆嚢上皮細胞で発現し、肝内 BECでは恒常時に発現しな

い。近年、MMP7が損傷した肝内 BEC上で誘導され、血中に放出されることが報告さ

れた(Kerola et al., 2016; Lam et al., 2020; Lertudomphonwanit et al., 

2017)。また、BEC上の MMP7発現は、サイトカインおよびケモカインの発現を誘導す

ることにより組織傷害を増強し、MMP7阻害剤は、マウスにおける胆道閉鎖症の表現

型を改善することが示された。(Lertudomphonwanit et al., 2017)。最近では、先天

性胆道閉鎖症患児において血清中の MMP7が有意に上昇しており、臨床でも胆管障害

の特異的マーカーとして注目されている(Lam et al., 2020; Lertudomphonwanit et 

al., 2017)。我々は今回、HCT後の胆管上皮の MMP7の発現を、蛍光免疫染色及び、

qPCRを用いて検討した結果、HCT後、Allo群で胆管上皮傷害を反映して、MMP7の発

現が亢進することを、示した。これらのデータは、MMP7の血中および局所レベルが

GVHDにおけるBEC傷害の特異的なバイオマーカーである可能性が示され、MMP7は肝

臓GVHDの治療標的になる可能性も示唆される。 
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全体として本研究では、肝臓GVHDでは、TGFβ1依存性にオルガノイド形成性肝臓

幹細胞が傷害され、肝臓GVHDによるBEC傷害が悪化することが示された。MMP7が肝

臓GVHDの疾患マーカーとなる可能性が示唆され、TGFβ阻害剤や R-Spo1などはオル

ガノイド形成性肝臓幹細胞を標的とした、新しい肝臓GVHD治療薬となる可能性があ

ることを示した。 
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総括および結論 

 

1. 本研究にて以下の知見が得られた。 

 ・肝臓のLgr5+肝臓幹細胞を含むオルガノイド形成性肝臓幹細胞が肝臓急性GVHD

の標的となる。 

 ・肝臓GVHDにおいて胆管障害を反映して MMP7の発現が亢進する 

 ・オルガノイド形成性肝臓幹細胞は肝臓GVHDにおいてTGFβ1を介して、傷害され

る。 

・SMAD2/3阻害薬であるSB-431542やWnt作動薬であるR-Spo1は肝臓GVHDの新規

治療薬となりうる。 

 

2. 新知見の意義 

 急性GVHDの標的臓器である腸管、皮膚においては組織幹細胞がGVHDの標的になる

ことが報告されていたが、同じ急性GVHDの標的臓器である肝臓に関しては不明であ

った。今回我々はLgr5レポーターマウス、及び肝臓オルガノイドを用いることで、

肝臓GVHDにおいて肝臓幹細胞がTGFβ1を介して傷害されることで胆管上皮傷害が引

き起こされる可能性があることを初めて報告した。また、SMAD2/3阻害薬であるSB-

431542及び Wnt作動薬であるR-Spo1が肝臓GVHDの新規治療薬となりうることを示

した。さらに、これまで肝臓GVHDに対する特異的なバイオマーカーは報告されてお

らず、今回我々は MMP7が肝臓GVHDにおいて胆管障害を反映して発現が上昇すること

を示し、MMP7が肝臓GVHD診断のバイオマーカーとなりうることを示した。 

 

3. 今後の研究展開 

 今回我々は肝臓幹細胞マーカーとしてLgr5陽性細胞ならびに肝臓オルガノイド形

成能に着目した。しかし、肝臓には種々の肝臓幹細胞の存在が報告されており、その

他の幹細胞の肝臓GVHDの動態や役割についても、検討が必要である。 

また我々は、肝臓GVHDにおいてTGFβ1を介して肝臓幹細胞傷害が生じることを示

したが、TGFβ1を豊富に産生するマクロファージの詳細な役割については、マクロ

ファージ除去やケモカインノックアウトマウス等を用いて、今後の検討が必要であ

る。 

MMP7が肝臓GVHD時において胆管障害を反映して発現が亢進いること示した。今

後、血清中の MMP7値が肝臓GVHD時に上昇するかをマウスおよびヒトの肝臓GVHDで

検討したい。肝臓以外のGVHDでの血清 MMP7値や、GVHD以外の肝障害時の血清 MMP7

と比較し肝臓GVHDの特異的マーカーとなりうるかを検討する。 
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