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緒言  
 
ヒトは腸内細菌叢を内蔵している生命体である 1。消化管は飲食物や微

生物など常に外界から刺激を受けている粘膜免疫の主要な部位であり，消化

管内には数兆もの細菌からなる常在細菌叢が存在し，宿主の代謝や免疫にお

いて重要な役割を担っている 2,3。Firmicutes 門や Bacteroidetes 門はヒトやマ
ウスにおいて腸内細菌叢の約 90％を占める共生菌である 4-6。共生菌は宿主

の代謝や免疫等に影響し，健康維持において必須の存在である 4,5,7。腸幹細

胞は腸上皮細胞や分泌系細胞に分化し，増殖と分化の間のバランスによって

腸管ホメオスタシスを維持している 8。消化管は粘膜上皮および粘液層によ

る物理的なバリアによって細菌の侵入を防ぎ，さらに，抗菌ペプチドを管腔

内に分泌することによって病原性細菌の増殖を抑制し，正常な常在菌叢を維

持している。パネト細胞は小腸に存在し，小腸陰窩基底部で腸幹細胞と隣接

して存在し腸幹細胞のニッチを形成する 9と同時に，様々な抗菌ペプチドを

管腔内に分泌する重要な腸内細菌叢制御因子である 10。特にパネト細胞が分

泌するα-defensin は腸管における主要な抗菌ペプチドであり，病原菌に対し
ては殺菌活性を有するが共生菌には活性が低いという選択的抗菌活性を有

している。また，α-defensin はパネト細胞から放出される抗菌ペプチドのう
ち約 70％の殺菌活性を占めており，腸内細菌叢構成の重要な調節因子であ
る 6,11-13。一方，感染症に対して用いられる抗菌薬は病原性細菌と共生菌を

区別できないため病原性細菌のみならず共生菌も減少させ腸内細菌叢を乱

す（腸管 dysbiosis）14,15。腸管 dysbiosis は病原性細菌の増殖，腸内細菌の多
様性の低下，有益な共生菌の喪失によって特徴づけられる。近年，肥満やア

レルギー性疾患，多発性硬化症，自己免疫性関節炎，1 型糖尿病，急性後天
性 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 感 染 症 ， 炎 症 性 腸 疾 患 , 移 植 片 対 宿 主 病  
(graft-versus-host disease; GVHD) など様々な病態や疾患に腸管 dysbiosis が
関連することが報告されている 4,16-21。  

 
同種造血幹細胞移植は造血器悪性腫瘍や骨髄不全症，先天性代謝疾患な

どにおける根治療法の一つであるが，同種造血幹細胞移植後に発症する

GVHD や感染症は患者の生存を脅かし，生活の質を低下させる重要な合併症
である 22。GVHD は大きく急性と慢性に分けられ，急性 GVHD はドナー由
来の T 細胞がレシピエント由来のアロ抗原を認識することにより活性化し
組織傷害をもたらす病態であり，消化管は急性 GVHD の代表的な標的臓器
である。移植前処置である全身放射線照射や抗癌剤，消化管 GVHD による
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消化管傷害は全身の GVHD の増悪につながることもあり，しばしば致死的
である 22。  

 
小腸陰窩基底部に存在する腸幹細胞とそのニッチであるパネト細胞は

GVHD の標的であり，パネト細胞の消失による抗菌ペプチドの産生障害は , 
造血幹細胞移植後の腸管 dysbiosis に繋がる 14,23-26。すなわち，腸幹細胞ニッ

チシステムの破綻による腸管ホメオスタシスの破綻が GVHD の病態形成に
関連する。GVHD により病的状態となった腸内細菌叢，つまり腸管 dysbiosis
は，リポ多糖類を始めとする pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 
を産生し，腸管バリア機能の減弱によるバクテリアルトランスロケーション

によって生体内へと侵入し，自然免疫系を刺激することによりさらに炎症反

応を助長し消化管傷害を重症化させる 23。つまり，GVHD によって腸内細菌
叢が変化するだけではなく , 腸内細菌叢の変化も GVHD の重症度に直接影

響していると考えられる 14,23,27。そのため腸管 dysbiosis を予防もしくは改善
することは GVHD の治療法としても有望である。しかしながら，現在の腸
管 dysbiosis に対する治療戦略はプレバイオティクス /プロバイオティクスや
菌叢移植を用いた“bacteriotherapy”であり，宿主側の腸管エコシステムを標
的とした , より生理的なアプローチはこれまで存在しなかった。  

 
腸上皮細胞のターンオーバーはわずか3日程度であり，腸管粘膜によるバ

リア機能を保つためには持続的に腸幹細胞から腸上皮細胞が再生され続け

る必要がある。腸上皮細胞の増殖の調節にはWnt/β-cateninシグナルが大きく
関わっている28。Wnt作動薬であるR-Spondin1 (R-Spo1) は2005年に腸管上皮
の成長因子として報告され，これまで化学療法や放射線照射によって傷害さ

れた腸上皮細胞の再生を促進する作用があることが示されている 29,30。

R-Spo1は leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor (Lgr) 5を介
して腸幹細胞の分化を促進し，マウスの移植モデルにおいてGVHDから腸幹
細胞を保護し全身性にGVHDを改善する 24,31。一方でWnt/β-cateninシグナル
は in vitroにおいて腸幹細胞のパネト細胞への分化も担っていることが報告
されている29,32-34。  

 
我々は，腸管 dysbiosis が関連する疾患において，パネト細胞による抗菌

ペプチドの産生を保つことが，腸管エコシステムを保護する治療アプローチ

として利用可能か否かを検討することとした。特に本研究では，著明な腸管

dysbiosis を来すことが報告されているマウスの GVHD モデルを用いて， in 
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vitroでパネト細胞の分化を誘導することが指摘されている R-Spo1と抗菌ペ
プチドの中でも病原性細菌に対する抗菌活性の高いα-defensin の効果を検証
した。その結果， in vivo において R-Spo1 がパネト細胞増殖因子であること
を世界で初めて証明し，さらに R-Spo1 による抗菌ペプチドα-defensin の産
生増加や，遺伝子組換えα-defensin 製剤の経口投与が腸管 dysbiosis の予防に
対して有効であることを示した。  

 
こうしたパネト細胞増殖因子や抗菌ペプチドを用いた，新たな腸管

dysbiosis 治療法は，様々な dysiosis 関連疾患に苦しむ患者に幅広い恩恵をも
たらすと考えられる。  
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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とおりである。 
 

Crp1 cryptdin-1 
Crp4 cryptdin-4 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole  
EGFP enhanced green fluorescent protein 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
ER estrogen receptor 
FCS fetal calf serum 
GVHD graft-versus-host disease 
H&E hematoxylin and eosin  
HLA human a-lactalbumin 
IL-22 interleukin-22 
IRES internal ribosome entry site 
Lck lymphocyte protein tyrosine kinase 
Lgr leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 
MMP matrix metalloproteinase 
OTUs operational taxonomic units  
PAMPs pathogen-associated molecular patterns  
PBS phosphate buffered saline 
PERMANOVA permutational multivariate analysis of variance 
RBC red blood cell 
Reg3 regenerating islet-derived protein 3  
RFP red fluorescent protein 
R-Spo1 R-Spondin1 
TMB 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 
TNF tumor necrosis factor 
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実験方法  
 
マウス   

7週齢の雌のC57BL/6 (B6: H-2b)，B6D2F1 (H-2b/d)，DBA/2 (H-2d) マウス
を日本クレア  (Tokyo, Japan) から購入し，同様のBALB/c (H-2d) マウスを日
本チャールズリバー  (Yokohama, Japan) から購入した。本学の動物実験施設
に搬入後最低1週間の期間をおき8週齢以上のマウスを本実験に使用した。さ
らに下記の遺伝子組換えマウスを使用した。  

 
B6-Lgr5-enhanced green fluorescent protein (EGFP)-internal ribosome entry 
site (IRES)-cre-estrogen receptorT2 (ERT2) (B6-Lgr5-EGFP-creERT2)35 

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リコンビナーゼの融合蛋
白creERT2を発現しているマウスである。タモキシフェンを投与すると，Lgr5
陽性細胞においてcreERT2は核内に移行し，creリコンビナーゼによる loxP認
識配列を標的とした遺伝子再構成が生じる。Lgr5を発現する細胞がEGFPで
標識されているため，Lgr5を発現する腸幹細胞の定量に使用した。Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, ME) から購入した。  
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTOMATO)Hze/J (B6-R26Tomato)36 

LoxP認識配列の間にある STOP配列が，その下流にある蛍光色素
tdTOMATOの発現を抑制しているB6マウスである。Creリコンビナーゼが作
用すると，遺伝子再構成によってSTOP配列が消失し，CAGプロモーターに
よって tdTOMATOが発現する。Jackson Laboratoryから購入した。  
B6.Cg-Tg[lymphocyte protein tyrosine kinase (Lck)-cre]548Jxm/J 
(B6-Lck-cre)37  

T細胞に特異的に発現するLckプロモーター下に，creリコンビナーゼを発
現するB6マウスである。T細胞のみで loxP認識配列を標的とした遺伝子再構
成が生じる。Jackson Laboratoryから購入した。  
B6-Lgr5-EGFP-creERT2×B6-R26Tomato  

雌のB6-R26Tomatoマウスと雄のB6-Lgr5-EGFP-creERを交配させて作製し
た。Lgr5陽性細胞にEGFPを発現する。タモキシフェンを投与すると，Lgr5
陽性細胞でred fluorescent protein (RFP)である tdTOMATOが発現され，RFPは
細胞が分裂してもLgr5の発現が低下しても保たれる。Lgr5陽性腸幹細胞とそ
の腸幹細胞から分化した細胞がRFP陽性となるため，免疫染色によって腸管
細胞からのパネト細胞分化を評価するために使用した。  
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B6D2F1-Lgr5-EGFP-creERT2 
雌のDBA/2と雄のB6-Lgr5-EGFP-creERT2を交配させて作製した。Lgr5を

発現する腸幹細胞を定量するために使用した。  
B6-Lck-cre×B6-R26Tomato 

雌のB6-R26Tomatoと雄のB6-Lck-creを交配させて作製した。T細胞に特異的
にRFPを発現するため , 移植後のドナーT細胞の追跡のために使用した。  
 
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。  
 
試薬  
遺伝子組換えヒト R-Spo1はヒト 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29,30。  
遺伝子組換えcryptdin-4 (Crp4)（α-defensinのサブタイプの1つ）はhuman 

α-lactalbumin (HLA; GenBank accession No. NM002289) とCys-less HLAを組
み込んだベクター pCOLA-Crp4を E. coli BL21 (DE3) に導入・培養し，
Bugbuster protein extraction reagent (Novagen, Madison, WI) を用いて抽出し
た。遺伝子組換えCrp4は共同研究者である北海道大学理学部の平峰里奈，北
海道大学先端生命科学研究院先端融合科学研究部門生命分子科学分野の相

沢智康准教授より精製された38。   
タモキシフェン，ストレプトマイシン，メトロニダゾールはSigma Aldrich 

(St Louis, MO) より購入し，アンピシリンとバンコマイシンはWako (Osaka, 
Japan) より購入した。  
 
マウスの骨髄移植モデル  
レシピエントとして 8〜 12 週齢の雌の B6D2F1 (H-2b/d) または

B6D2F1-Lgr5-EGFP-creERT2 (H-2b/d)マウスを使用し，syngeneic 群のドナーマ
ウスには B6D2F1 (H-2 b/d)，allogeneic 群のドナーマウスには B6 (H-2b)を使用
した。ドナーT 細胞の追跡のための実験では，B6-Lck-cre×B6-R26Tomato (H-2b)
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マウスをドナーとして B6 (syngeneic 群)と B6D2F1 マウス  (allogeneic 群) に
移植した。レシピエントマウスに，前処置として 4 時間以上間隔をあけて 2
回，計 12〜 13 Gy の全身放射線照射を行った。放射線照射装置は
MBR-1520R-3 (HITACHI, Tokyo, Japan) を使用し，管電圧 125 kV，管電流  15 
mA，照射台の位置を 500 mm に設定し，フィルター  0.5 mm Al + 0.2 mm Cu
を用いた。移植グラフトの作製は次のように施行した。まずドナーマウスを

イソフルランで麻酔した上で安楽死させ，脾臓と下腿を採取した。脾臓はデ

ィッシュ上で滅菌したスライドガラスですりつぶし，RPMI-1640 (Sigma 
Aldrich) + 4% fetal calf serum (FCS) の培養液でスライドガラスを洗い，その
後 50 mlチューブに 70 µm cell strainerを介して脾細胞が懸濁した培養液を移
した。4℃，300 g で 5 分間遠心し，上清を破棄した。沈殿した細胞を red blood 
cell (RBC) lysis buffer (555899; BD Biosciences, Tokyo, Japan) 2 ml で懸濁し室
温で 2 分静置して赤血球を溶血させ，20 ml の培養液を加えた。4℃，300 g
で 5 分間遠心し，上清を破棄した。沈殿した細胞を培養液で懸濁し，血球計
算盤を用いて細胞数をカウントした。次に，採取した下腿からメスを用いて

筋肉を外し，大腿骨と脛骨の両端をはさみで切断し，25 G 針と 1 ml シリン
ジを使って培養液で骨髄をディッシュ上に押し出した。10 ml シリンジと 18 
G 針を使ってディッシュ上で骨髄液を懸濁し，それから 50 ml チューブに
70 µm cell strainer を介して骨髄液を移した。4℃，300 g で 5 分間遠心し，上
清を破棄した。沈殿した細胞を RBC lysis buffer 2 ml で懸濁し室温で 2 分静
置して赤血球を溶血させ，20 ml の培養液を加えた。4℃，300 g で 5 分間遠
心し上清を破棄した。沈殿した細胞を培養液で懸濁し，血球計算盤を用いて

細胞数をカウントした。レシピエントマウス 1 匹あたり脾細胞 5 × 106と骨

髄細胞 5 × 106をリン酸緩衝生理食塩水  (Phosphate buffered saline; PBS) 250 
µl に懸濁した。2 回目の放射線照射から 2 時間以上間隔をあけて，グラフト
を尾静脈より輸注した。  
レシピエントマウスは特定病原体除去環境下でオートクレーブ滅菌した

酸性水  (pH 2.5) を用いて飼育し，移植後の生存率は毎日確認した。GVHD
の臨床的重症度の評価はスコアリングシステム 39を用いて週 2回以上評価し
た（表 1）。グラフト輸注日を day 0 とし，R-Spo1 は移植の day -3〜-1 と day 
+1〜+3に 100 µgを PBS 100 µlに希釈して 1日 1回尾静脈より輸注した。Crp4
は day +3〜+7に滅菌水 150 µlに Crp4 125 µgを溶解したものを 1日 2回経口
ゾンデにて麻酔下に経口投与した。抗菌薬による腸内殺菌の実験ではストレ

プトマイシン，メトロニダゾール，アンピシリン，バンコマイシンの 4 剤の
抗菌薬を，移植 day -7 から飲水ボトルに 1 g/L の濃度で加え自由飲水させた。 
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表 1: Assessment of Clinical GVHD in Transplanted Animals39 

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 moderate 
ruffling 

Severe ruffling/poor 
grooming 

Skin integrity Normal Scaling of paws/tail Obvious areas of 
denuded skin 

 
免疫組織学的評価  
病理学的評価のための固定液として蛍光免疫染色を行う検体には4%パ

ラホルムアルデヒドを用い，ヘマトキシリン・エオジン  (hematoxylin and 
eosin; H&E) 染 色 を 観 察 す る 検 体 に は 10% 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン  
(062-01661;Wako) を用いた。4%パラホルムアルデヒドは次の様に調整した。
1リットルの三角フラスコに500 mlの蒸留水を入れガスにかけ温め，スター
ラーで勢いよく混ぜ，40 gのパラホルムアルデヒド  (104005; Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany) を入れた。ここに蒸留水に溶いた水酸化ナトリウムを
少しずつ加え白濁した溶液が透明になった時点で止め，フラスコを氷中で急

冷した。Na2HPO4/12H2O 28.7 gとNaH2PO4/2H2O 2.98 gを500 mlの蒸留水に溶
かし0.2 Mリン酸ナトリウム緩衝液  (pH 7.4) を作製し，氷で冷やした。8%
パラホルムアルデヒドと0.2 Mリン酸ナトリウム緩衝液を等量ずつ混ぜ，濾
紙で濾して完成した4%パラホルムアルデヒドを冷蔵保存し１ヶ月以内に使
用した。  
腸管検体はパネト細胞を観察するために胃から大腸肛門側まで一塊にし

て取り出した後，結合組織や脂肪組織を外し，上部・中部・下部に3等分し
た。内腔を10%中性緩衝ホルマリンまたは4%パラホルムアルデヒドで洗い，
縦に切開した後，口側が内側かつ内腔が外側となるように細い棒に腸管を巻

き付け，10%中性緩衝ホルマリンまたは4%パラホルムアルデヒドで一晩固定
してSwiss role標本を作製した。翌日にパラフィン包埋し，切片を作製し，
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H&E染色，蛍光免疫染色を施行した。パラフィン包埋，切片作製，H&E染色
は札幌総合病理研究所に外注依頼した。  
蛍光免疫組織染色には，一次抗体として rabbit anti-lysozyme (A0099; Dako 

Japan, Kyoto, Japan)， rat anti-cryptdin-1 (Crp1;77-R63)， rabbit anti-matrix 
metalloproteinase (MMP)-7 (D4H5; Cell Signaling Technology Japan, Tokyo, 
Japan)，chicken anti-EGFP (ab13970; Abcam, Tokyo, Japan)，rabbit anti-RFP 
(ab34771; Abcam)を使用した。二次抗体は Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 
(A11034; Invitrogen, Carlsbad, CA)，Alexa Fluor 488 goat anti-chicken IgG 
(A11039; Invitrogen)， Alexa Fluor 555 donkey anti-rabbit IgG (A31572; 
Invitrogen)，Alexa Fluor 555 goat anti-rat IgG (A21434; Invitrogen)，Alexa Fluor 
647 goat anti-rat IgG (A21247; Invitrogen) を使用した。札幌総合病理研究所に
外注依頼し作製した未染標本を脱パラフィン処理（100％キシレンに 5分  × 3
回，100%エタノールに 3 分  × 2 回，95%エタノールに 3 分  × 1 回，80%エタ
ノールに 3 分  × 1 回，70%エタノールに 3 分  × 1 回，水に 3 分  × 2 回，PBS
に 3 分  × 1 回）し，ビーカーに抗原賦活化溶液  (S2031; Dako) と脱パラフィ
ン処理した標本を入れてオートクレーブを用いて抗原賦活化（105℃，20分）
した。室温まで冷ました後，PBS で洗った。ブロッキングはブロックエース
粉末  (X0907; Yukijirushi, Tokyo, Japan) 4 g を蒸留水 100 ml で溶解したもの
で正常ヤギ血清  (X0907; Dako) を 10 倍希釈したものを使用し，このブロッ
キング溶液を切片にのせ 30 分おいた。その後，PBS で洗浄した。一次抗体
は Tris-bufferd saline を用いて rabbit anti-lysozyme は 1:200，rat anti-Crp1 は
1:50，rabbit anti-MMP-7 は 1:100，chicken anti-EGFP は 1:500，rabbit anti-RFP
は 1:400 に希釈した。この一次抗体を切片に 100 µl のせ，4℃で一晩おいた。
翌日 PBS で標本を洗浄した。二次抗体は Tris-bufferd saline を用いて 1:200
に希釈した。切片に 100 µl のせ，室温で遮光し 1 時間おいた。PBS で洗浄し
た 後 ， PBS + 0.1% bovine serum albumin で 1 µg/ml に 調 整 し た
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (D1306; Invitrogen) を切片に 100 µl のせ，
室温で遮光し 15 分おいた。PBS で洗浄した後，フルオロゲル  (17985-10; 
Electron Microscopy Sciences, Tokyo, Japan) を用いてカバーガラスで切片を
封入した。  

H&E染色を行った標本は光学顕微鏡  (BX50; Olympus, Tokyo, Japan) に装
着したデジタルカメラ  (DP20; Olympus) を用いて撮影した。蛍光免疫染色
を行った標本はKeyence BZ-X700蛍光顕微鏡  (Keyence, Osaka, Japan) または
共焦点レーザー顕微鏡  (FV-1000D; Olympus)，超解像度顕微鏡  (SD-OSR; 
Olympus) を用いて撮影した。  
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パネト細胞は陰窩内の好酸性顆粒を有する細胞と定義し，パネト細胞数

は 10 陰窩中の好酸性顆粒を有する細胞数の平均値として評価した。EGFP
陽性細胞数や RFP 陽性細胞数も同様に 10 陰窩中の EGFP 陽性細胞数や RFP
陽性細胞数の平均値として評価した。  

 
腸管粘膜固有層のリンパ球分離  
小腸と大腸を採取し，盲腸を取り除いた。乾燥を防止し壊死細胞を減ら

すため，PBS を湿らせた濾紙の上で冷却しながら腸管から脂肪組織とパイエ
ル板を取り除いた。小腸を 4 分割，大腸を 2 分割し，小腸と大腸から便を押
し出し，腸管を長軸方向に切り開いた。小腸，大腸に分けて complete medium 
(PBS + 2% FCS) 15 ml 入りの 50 ml チューブに入れ 15 秒間 vortex を行った。
Complete medium を排液し，再度小腸，大腸を新しい complete medium 15 ml
入りのチューブに入れ 15秒間 vortexを行った。この処理を 2回くり返した。
0.5 M DL-dithiothreitol (43819; Sigma Aldrich) 50 µl + 5M EDTA 65 µl + 1 M 
HEPES solution buffer (Nacalai tesque, Kyoto, Japan) 62.5 µl + complete medium 
25 ml に小腸と大腸を入れ，振盪しながら 20 分間，37℃で培養した。溶液を
排液し，小腸と大腸を 5M EDTA 65 µl + 1 M HEPES solution buffer 62.5 µl + 
complete medium 25 ml 入りのチューブに入れた。振盪しながら 40 分間，37℃
で培養した。溶液を排液し，小腸と大腸を complete medium で濯いだ後，0.3 
mg/ml type IV collagenase + 培養液  (RPMI + 10% FCS) 入りのディッシュの
中に入れ，できるだけ小さくなるようにハサミでサンプルを刻んだ。45 分
間，37℃で培養した後，シリンジを用いて小腸と大腸サンプルをホモジナイ
ズし，70 µm cell strainer を介して新しいチューブに移した。上記の方法でチ
ューブ内に回収した粘膜固有層の細胞懸濁液を用いてフローサイトメトリ

ー解析を行った。  
 
フローサイトメトリー解析  

Fluorescein isothiocynate ， phycoerythrin ， phycoerythrin-Cy7 ，

peridinin-chlorophyll protein-Cy5.5，allophycocyanin，allophycocyanin-Cy7 標
識モノクローナル抗体を Pharmingen (San Diego, CA) または eBioscience (San 
Diego, CA) から購入し使用した。  
少なくとも 300,000の生細胞を 200倍希釈した上記の標識抗体で 4℃暗所

下に 30 分静置し反応させ，FACSCantoII (BD Biosciences, Tokyo, Japan) と
FlowJo software (Tree Star, OR) を用いて解析した。また，腸管粘膜固有層の
細胞数をカウントするために，腸管粘膜固有層の細胞懸濁液 50 µl に対し，
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counting beads (C36950; Thermo Fisher Scientific, Tokyo, Japan) 10 µl (0.104〜
0.108×105 beads) を加え，CD45陽性細胞数を FACSCantoIIと FlowJo software
を用いて解析した。  
 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
移植マウスの糞便は，マウスを1匹ずつ個別のケージに分け飼育し，翌日

に24時間分をケージ内より回収した25,40。回収した糞便は自然乾燥させた後，

bead beater-type homogenizer (Beads Crusher µT-12, TAITEC, Koshigaya, Japan) 
を用いて粉砕し，ELISA施行日までは-80℃で凍結保存した。  

ELISAは次の様に施行した。粉砕した糞便をPBSに懸濁し，4℃で1時間
vortexした。20,000 gで20分間遠心分離を行い，上清100 µlをCrp1とCrp4測定
に使用した 25,40。上清100 µlをCrp1モノクローナル抗体とCrp4モノクローナ
ル抗体でコートされたウェルに入れ，25℃で2時間インキュベートした。洗
浄後，0.5 mg/mlのビオチン化抗体100 µlを加え，25℃で1時間インキュベー
トした。その後Streptavidin-HRP (GE Healthcare Biosciences, Piscataway, NJ) 
100 µlをウェルに加え， 25℃で 1時間インキュベートした。洗浄後，
3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) 発色基質を加え，25℃で30分間培養した。
反応をストップし，マイクロプレートリーダー  (Multiscan FC, Thermo 
Scientific, Waltham, MA) を用いて450 nmで吸収値を決定した。Crp1とCrp4
のELISAは共同研究者である北海道大学先端生命化学研究院自然免疫研究
室綾部時芳教授，中村公則准教授が行った。  

 
定量リアルタイムPCR法  
組織よりRNAを抽出し，cDNAを作製した。RNAの抽出方法は下記の様

に行った。まずISOGEN II (311-07361; Nippongene, Toyama, Japan) に入れて
凍結保存しておいた腸管を氷冷下に解凍し，Tissue Ruptor (9001271; QIAGEN, 
Tokyo, Japan) を用いてホモジナイズした。ホモジナイズした溶液を新しい
チューブに全量移し，RNase-free waterを200 µl加えた。Vortexで撹拌し，室
温で5分間静置させた。4℃，12,000 gで15分間遠心分離を行った。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  (312-01791; 
Nippongene) と500 µlの2-プロパノール  (Wako) を添加し，vortexで良く混合
させた。室温で10分間静置させた。4℃，12,000 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℃，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
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いてペレットを乾燥させ，RNase-free waterを加え，60℃で15分間温めた。
NanoDrop (Thermo Scientific) を用いてRNA量を測定した。RNA 1,000 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 (FSQ-301; Toyobo, Osaka, Japan) を使用した。
作製方法は，まずRNA 1,000 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℃で5分間，98℃で5分間インキュベートし，逆転写反応を行っ
た。反応終了後は-20℃で保存した。  
定量リアルタイムPCRは，まず200 µl用チューブで上記方法を用いて作製

し凍結保存しておいたcDNA 2 µlを滅菌水で5倍希釈する。1サンプルあたり
TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) 25 µl，
20× Probe 2.5 µl，滅菌水  12.5 µlを混合し，これを5倍希釈したcDNA 10 µlに
加える。これらを15 µlずつ96ウェルプレートに加え，表面をシールし，4℃，
300 gで 2分間遠心分離した。プローブはDefa4 (Mm00651736_g1; Applied 
Biosystems)，Mmp7 (Mm00487724_m1; Applied Biosystems) を使用し，内因性
コ ン ト ロ ー ル と し て 18S rRNA (forward primer; 5’- 
GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’ ， reverse primer; 5’- 
ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’ ， probe; 
FAM-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-TAMRA [Sigma Aldrich]) 
を 使 用 し た 。 定 量 リ ア ル タ イ ム PCRは ABI StepOne System (Applied 
Biosystems) 上で行った。  
 
糞便細菌量の定量  
新鮮な糞便を個々のマウスから採取し，PowerFecal DNA Isolation Kit 

(MO BIO Laboratories, CA) に含まれる溶液とチューブを使用して次の様に
糞便中のDNAを抽出した。Solution C1を使用前に溶解されるまで60℃に温め
た。糞便サンプルをDry Bead Tubeに入れ，Bead Solution 750 µlをDry Bead 
Tubeに加え，軽くvortexした。温めたSolution C1を60 µl加え，何回か転倒混
和した後，チューブを 65℃で 10分間温め， bead beater-type homogenizer 
(TAITEC) を使用して水平にチューブを3,200 rpmで10分間クラッシュさせ
た。13,000 gで1分間チューブを遠心し，Collection Tubeに上清を500 µl移し
た。Solution C2を250 µl加え軽くvortexし，4℃で5分間インキュベートした。
13,000 gで1分間チューブを遠心し，ペレットを避けてCollection Tubeに上清
600 µl以下の量を移した。Solution C3を200 µl加え，しっかりvortexし，4℃
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で5分間インキュベートした。13,000 gで1分間チューブを遠心し，ペレット
を避けてCollection tubeに700 µl上清を移した。Solution C4を使用前によく振
って混ぜ，上清に1,200 µl加え，5秒間vortexした。上清をSpin Filterの上に650 
µlのせ，13,000 gで1分間チューブを遠心した。通り抜けた液体を破棄し，全
ての上清がSpin Filterの上に載せられるまで繰り返した。Solution C5をSpin 
Filterの上に500 µl加え，13,000 gで1分間チューブを遠心し，通り抜けた液体
を破棄した。13,000 gで1分間チューブを遠心し，Spin Filterを新しいCollection 
Tubeに移した。Solution C6をSpin Filterの中央に100 µl加え13,000 gで1分間チ
ューブを遠心し，Spin Filter basketを破棄した。チューブ内に抽出したDNA
の量をNanoDrop (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。DNAはPCRを
施行するまで-80℃で凍結保存した。  
定量リアルタイムPCRは次のように行った。まず200 µlチューブで上記方

法を用いて抽出したDNA 2 µlを滅菌水で5倍希釈した。1サンプルあたり
TaqMan Fast Advanced Master Mix (Applied Biosystems) 25 µl，20× Probe 2.5 µl，
滅菌水12.5 µlを混合し，これを5倍希釈したDNA 10µlに加えた。これらを15 µl
ずつ96ウェルプレートに加え，表面をシールし，4℃，300 gで2分間遠心分
離 し た 。 プ ロ ー ブ は 16S rRNA (Forward primer; 5’- 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ， Reverse primer; 5’- 
CTGCTGCCTYCCGTA-3’ ， Probe; FAM- 
TAA+CA+CATG+CA+AGT+CGA-BHQ1，YはC+T，下線部は locked nucleic acid 
[Sigma Aldrich]) を使用した。Naïveマウス4匹の便の16S rRNA発現量を1とし
て各群の16S rRNA発現量を比較した。定量PCRはABI StepOne System上で行
った。  
 
糞便中の細菌DNA抽出， 16S rRNAの増幅，MiSeqシーケンス  
新鮮な糞便を個々のマウスから採取し，PowerFecal DNA Isolation Kitを

使用して糞便中のDNAを前述のように抽出した。  
16S metagenomic sequencing library protocol (Illumina, Tokyo, Japan) に従

って，糞便から抽出したDNAの16S rRNA遺伝子のV3-V4可変領域をPCRで増
幅 し た 。 プ ラ イ マ ー は Forward primer;  
5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWG
CAG-3’ と reverse primer; 
5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTAT
CTAATCC-3’を用いた。PCRは2.5 µl DNA template (5 ng/µl) とforward primer 
(1 µM)，5 µl reverse primer (1 µM)，12.5 µlの2× Kapa HiFi HotStart ReadyMix	
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(KK2602; KAPA Biosystems, Wilmington, MA) を使用した。PCRサイクルは，
95℃・3分のDNA鎖の熱変性後，95℃・30 秒，55℃・30秒，72℃・30秒を25
サイクル，最後に72℃・5分の伸長反応とした。完成したPCR産物はAMPure 
XP magnetic bead based purification (A63881; Beckman Coulter Genomics, 
Danvers, MA) を用いて純化した。純化の手順は，まずAMPure XP beadsを室
温に戻し，均一になるようにAMPure XP beadsを30秒間vortexした。AMPure 
XP beadsを20 µlずつAmplicon PCR産物を入れた96ウェルプレートに入れた。
丁寧にピペッティングを10回行い，5分間静置して室温でインキュベートし
た。プレートをマグネットスタンドの上に2分間置き，マグネットスタンド
上にプレートをおいたままマルチチャネルピペットを使って上清を採り破

棄した。マグネットスタンド上にプレートをおいたまま，80%エタノールを
それぞれのウェルに200 µlずつ入れ，30秒間マグネットスタンド上でプレー
トをインキュベートし，その後上清を取り除き破棄した。マグネットスタン

ド上にプレートをおいたまま，同様に2回目のエタノール洗浄を同様に行っ
た。プレートはマグネットスタンドの上においたまま，beadsを10分間空気
乾燥させる。マグネットスタンドからプレートをはずし，マルチチャネルピ

ペットを使ってプレートのウェルに10 mM Tris pH 8.5を52.5 µl加えた。やさ
しくピペットで10回上下し，beadsが十分に撹拌されたら2分間室温でインキ
ュベートした。上清50 µlを新しい96ウェルプレートに移し，これを二次PCR
反応に用いた。二次PCR反応は個々の純化したDNA 5 µlにインデックスを付
けるために行った。Nextera XT index 1と index 2プライマー  (FC-131-1002; 
Illumina) を使用し，個々のPCRは5 µlの index 1プライマーと5 µlの index 2プ
ライマー，25 µlの2×Kapa HiFi HotStart ReadyMix，10 µlのPCR grade waterを
用いて行った。PCRサイクルは，95℃・3分のDNA鎖の熱変性後，95℃・30 秒，
55℃・30秒，72℃・30秒を8サイクル，最後に72℃・5分の伸長反応とした。
8サイクルの PCR増幅後， PCR産物は AMPure XP magnetic bead based 
purificationを用いて純化した。サンプルはシーケンス前にクオリティ解析を
Agilent Bioanalyserを用いて行った。Bioanalyserからサンプル濃度を算出し，
10 mM Tris pH 8.5を用いて4 nMに調整した。シーケンスはゲノム支援＜
MEXT KAKENHI (No.221S0002)＞のサポートの元，サンプルは九州大学大学
院医学研究科細菌学分野に提出し，標準的な Illuminaシーケンスプロトコー
ルに従ってMiSeq (Illumina) を用いてシーケンスを施行して頂いた。  
 
バイオインフォマティクス解析  
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MiSeqを用いたシーケンスデータの品質改善のため，解析を行う前に曖
昧塩基を含むリードまたはBowtie 2 search (version 2.2.3) によってPhiXゲノ
ムシーケンスにマップされたリードは除いた41。その後，paired-endライブラ
リーのforwardリードとreverseリードはUSEACH (version 7.0.1090) を用いて
統合した42。アダプタ配列除去のためTagCleanerを用いてforwardプライマー
シーケンスと reverseプライマーシーケンスを除いた 43。350塩基未満または
650塩基より大きいリードと Illumina MiSeq sequencerで計算された平均
Phred-like quality scoreが25未満のリードを除き，品質の高いリードを得た。
シーケンスクラスタリングにはUCLUST (version 7.0.1090) を用い，97%以上
の一致42， 80%以上のquery coverageとreference coverageであるリードを使用
して行った。Chimeric operational taxonomic units (OTUs) が検出された場合
は，OTUsがreference gold database (http://drive5.com/uchime/gold.fa) における  
(i) UCHIME (version 7.0.1090) reference mode search，(ii) UCHIME de novo 
mode searchの両方でキメラに当てはまった場合は除いた44。分類学的割り付

けはブートストラップ値が0.5より大きいものをRDP MultiClassifier (version 
1.1) searchを用いて行った 45。異なる治療を受けたマウス間の属の構成の差

を主成分解析によって視覚化した。Rソフトウェアのveganライブラリーにお
けるBray-Curtis dissimilarity indexを用いてpermutational multivariate analysis 
of variance (PERMANOVA) によって統計学的に解析した。Bonferroni補正を
用いて有意差を認める群の組み合わせを算出した。属レベルでSimpson index
とShannon indexを用いて細菌コミュニティの多様性を計算した46,47。  
バイオインフォマティクス解析はゲノム支援 <MEXT KAKENHI 

(No.221S0002) >のサポートの元，国立遺伝学研究所生命情報研究センターの
森宙史先生，黒川顕先生に施行して頂いた。  
 
統計解析  

2群間のデータ比較にはMann-Whitney U検定を使用した。3群間以上のデ
ータ比較にはOne-way analysis of varianceと多重比較検定を行った。生存率の
解析にはKaplan-Meier法を用いた。生存曲線の比較解析には log-rank検定を使
用した。経時的変化の解析においてはTwo-way analysis of varianceと多重比
較検定を行った。回帰直線ではSpearman解析を用いて相関係数を算出した。
解析はJMP Pro Version 11.0.0 (SAS, Cary, NC) とPrism Version 7.0 (GraphPad 
Software, San Diego, CA) を使用した。上記解析においては，P < 0.05を統計
学的に有意と考え，*はP < 0.05，**はP < 0.01, ***はP < 0.001，†はP < 0.005
として有意差を表記した。  
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実験結果  
 
R-Spo1は腸幹細胞の増殖を刺激し，パネト細胞への分化を促進する  
 

R-Spo1が in vivoにおいてLgr5陽性腸幹細胞を増殖させるかどうか検証す
るために，B6-Lgr5-EGFP-creERT2マウスに経静脈的にR-Spo1 200 µgを3日間
投与した。4日目に小腸全体を採取し，小腸の蛍光免疫染色にてEGFP陽性腸
幹細胞数がR-Spo1投与により有意に増加している所見を確認した。   
さらに，R-Spo1が in vivoにおいてパネト細胞数を増殖させるか検証した。

パネト細胞はH&E染色で形態学的に好酸性顆粒を有する細胞であり，免疫学
的にリゾチームを発現した細胞として特定されるが，R-Spo1の6日間投与に
より7日目の小腸のH&E染色でパネト細胞が増加している所見を確認した。
パネト細胞数をカウントしたところ，R-Spo1の6日間投与で十二指腸，空腸，
回腸全ての小腸部位でパネト細胞の有意な増加を認めた。H&E染色でR-Spo1
により増加したパネト細胞は，蛍光免疫染色で腸管におけるパネト細胞のマ

ーカーであるリゾチームも陽性であることを確認した。  
パネト細胞を含む全ての腸管上皮細胞が腸幹細胞から分化する 35。その

ため我々はR-Spo1が腸幹細胞を刺激してパネト細胞の分化を促進するのか，
R-Spo1投与前より存在するパネト細胞が増殖するのかを確かめるために
Lgr5陽性腸幹細胞とそこから分化した細胞がRFP陽性細胞として視覚的に
同定できるLgr5レポーターマウス  (B6-Lgr5-EGFP-creERT2×B6-R26Tomato) を
用いて検証した。B6-Lgr5-EGFP-creERT2×B6-R26Tomatoマウスにタモキシフェ

ン40 mg/kgを3日間腹腔内投与した後に，経静脈的にR-Spo1 200 µgを3日間投
与した。7日目に採取した小腸の蛍光免疫染色において，R-Spo1投与マウス
ではRFP陽性パネト細胞（de novoパネト細胞）がコントロールマウスと比較
して有意に増加し，RFP陰性パネト細胞（Pre-existingパネト細胞）よりも増
加していた。  
これらの結果はR-Spo1の腸幹細胞増殖因子としての役割 24,29に加えて，

R-Spo1が in vivoにおいてパネト細胞分化にも影響することを示している。  
 
 
R-Spo1はパネト細胞のα -defensin産生を促進する  
 
次に我々はR-Spo1投与によって増加したパネト細胞が機能的な状態，つ

まり抗菌ペプチドを産生しているかどうかを評価した。R-Spo1をBALB/cマ
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ウスに6日間経静脈的に投与したところ，R-Spo1によって増加したパネト細
胞は抗菌ペプチドの一つであるα-defensinと，α-defensinを活性型に変換する
ために必要な分子であるMMP-748を正常なパネト細胞と同様に発現してい

ることを，蛍光免疫染色を用いて確認した。定量リアルタイムPCRにおいて
もα-defensinの中で殺菌活性の高いサブタイプであるDefa4とMmp7の両方が
有意に増加していることを確認した。  
超解像度顕微鏡画像では，R-Spo1がパネト細胞の細胞質内にα-defensin

の微細な顆粒を増加させることを発見し，R-Spo1はパネト細胞を増加させる
のみならず，細胞当たりのα-defensin産生も促進することが示唆された  
(Figure 1A)。さらにR-Spo1により陰窩内腔にα-defensinの微細な顆粒が著明
に分泌されている所見（矢頭）も確認した  (Figure 1B)。  

 

 
Figure 1: (A, B) BALB/cマウスに6日間R-Spo1 (200 µg/day) またはPBSを経
静脈的に投与し，最終投与翌日に小腸を取り出し評価した。超解像度顕微

鏡によるパネト細胞画像（赤 ; Crp1）。点線は単一のパネト細胞の辺縁を指
す。Bar, 5 µm。(B) R-Spo1投与マウスの陰窩内腔にCrp1の微細な顆粒が分泌
されている画像。矢頭は陰窩内腔のCrp1の顆粒分泌像を指す。Bar, 5 µm。  
 

α-DefensinのサブタイプであるCrp1とCrp4の糞便中濃度をELISA法によ
って測定したところ，R-Spo1は有意に糞便中のCrp1とCrp4の濃度を増加させ
た。R-Spo1投与によりCrp1とCrp4は投与開始72時間後より増加し始め，特に
Crp4は投与開始72時間後より経時的に増加傾向を示した。  

R-Spo1により管腔内に分泌が増加したα-defensinが腸内細菌叢の構成を
変化させるかどうかを検証した。糞便から抽出したDNAの16S rRNA領域の
シーケンスを施行し，R-Spo1が腸内細菌叢の構成に有意な変化をもたらさな
いことを確認した。また腸内細菌叢の多様性をSimson indexとShannon index
という2つの多様度指数を用いて属レベルで解析した。いずれの指数も種の
豊富さと均等度から多様度を算出する方法であり，Simpson indexは1に近づ
くほど多様性が高く，Shannon indexは数値が大きいほど多様性が高いことを

A R-Spo1Control B R-Spo1
Crypt lumen

Paneth Paneth 

Paneth

Paneth 
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示す。これらの指数による解析で，R-Spo1は腸内細菌叢の多様性においても
有意な変化をもたらさないことを確認した。  
つまりパネト細胞由来のα-defensinを含む抗菌ペプチドは元々共生腸内

細菌に対しては最小限の殺菌活性を有するのみであるため，その分泌量が

R-Spo1によって増加した場合も腸内細菌叢を有意に変化させることなく，宿
主と共生腸内細菌の共生関係を維持できることが判明した11,21。  
 
 
R-Spo1はGVHDからパネト細胞を保護することができる  
 

GVHDは，その発症や重症度に腸内細菌叢が影響していることが1970年
代にすでにgerm-freeマウスまたは抗菌薬投与マウスを用いて報告されてい
る 49。GVHDは造血幹細胞移植後に同種反応性ドナーT細胞によって起こる炎
症性疾患であり，腸管，皮膚，肝臓が主に傷害される 50。腸管では，同種反

応性ドナーT細胞は小腸においてパネト細胞を傷害し，パネト細胞から分泌
される抗菌ペプチドの産生を障害するため，その後腸管のdysbiosisに繋がる
14,23,51-53。我々はR-Spo1がマウスのGVHDモデルにおいて疾患に関連する腸管
dysbiosis を 予 防 で き る か ど う か を 検 証 し た 。 B6D2F1 ま た は

B6D2F1-Lgr5-EGFP-creERT2 (H-2b/d) のレシピエントマウスに致死量の放射
線照射  (12〜13 Gy) を2分割にして行い，同日主要組織適合性複合体不一致
の同種  (allogeneic) ドナーであるB6 (H-2b) または同系  (syngeneic) ドナー
であるB6D2F1 (H-2b/d) から5 × 106の骨髄細胞と脾細胞を採取し経静脈的に

投与した。移植後5日目と7日目にレシピエントマウスから小腸を取り出し，
蛍光免疫染色を施行した。GVHDを発症した allogeneicマウス  (Allo群 ) は
GVHDを発症しないsyngeneicマウス  (Syn群) と比較して，腸幹細胞とパネト
細胞の両方が著明に減少していた。一方，GVHDを発症するallogeneicマウス
にR-Spo1を投与したマウス  (R-Spo1群 ) は過去の報告と同様に移植5日目の
時点で腸幹細胞が保たれており，腸上皮細胞の破壊も軽度であった 24。さら

にR-Spo1はパネト細胞もGVHDから保護した。  
パネト細胞数をカウントしたところ，Allo群ではSyn群と比較して移植早

期である7日目も移植後期である28日目も両方とも有意に減少していた。こ
の所見は過去に我々のグループから報告した結果と一致していた 23,24。一方，

R-Spo1群はパネト細胞数のカウントを行うと，移植早期である7日目も移植
後期である28日目もいずれも有意にAllo群よりパネト細胞数が多かった。  
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GVHDを発症したマウスでは，パネト細胞消失と一致して，移植7日目に
おいてα-defensinのサブタイプの一つであるCrp4の糞便中濃度が有意にSyn
群と比較して低下していた。一方，R-Spo1群ではGVHDからパネト細胞が保
護されたことにより，移植7日目の糞便中のCrp4濃度がAllo群と比較して有
意に保たれていた。α-Defensinの別のサブタイプであるCrp1の糞便中濃度も
確認したが，移植7日目においてSyn群と比較してAllo群では有意なCrp1濃度
の低下を認めたが，Allo群とR-Spo1群との間には有意な差を認めなかった。 
 
 
R-Spo1はGVHDにおける腸管 dysbiosisを予防する  
 
過去の報告と同様に，糞便中の腸内細菌量はSyn群とAllo群で有意な変化

は認めなかった 14。α-Defensinは病原性細菌に対して選択的活性を有するた
め，抗菌薬とは異なりR-Spo1によって増加したCrp4によってR-Spo1群の腸内
細菌量がSyn群やAllo群より有意に減少することはなかった。  
次に，糞便中の細菌16S rRNAのシーケンスを行い，移植7日目の腸内細

菌叢の構成を各群で比較した。Naïveマウスと比較してGVHDを発症しない
Syn群では有意な腸内細菌叢の構成の変化を認めなかったが，Allo群では
NaïveマウスやSyn群と比較して著明な腸管dysbiosisを示した。この結果は過
去の報告と一致していた 14,23。一方，R-Spo1で治療されたマウスはAllo群と
は有意に異なる腸内細菌叢の構成を示し，Syn群と類似した結果であった。  
主成分解析とPERMANOVAはAllo群とSyn群の間で腸内細菌構成の有意

差を示した。一方，R-Spo1で治療されたマウスは腸内細菌構成がnaïveマウ
スやSyn群マウスの構成と有意差を認めず，腸管dysbiosisが抑制された。  

GVHDのマウスモデルにおいて，体重減少はGVHDの重症度を反映する
が，移植7日目の体重減少の割合と特定の細菌の割合の間に有意な関連性を
認めた。Proteobacteria門の割合，Enterobacteriales目の割合，Escherichia属
とBacteroides属の割合はGVHDを発症したマウスの体重減少の割合と負の相
関を示した。一方，Firmicutes門の割合，Clostridiales目の割合，Lactobacillus
属の割合はマウスの体重減少の割合と正の相関を示した。これらの腸内細菌

叢の構成の変化は他のマウスやヒトの研究結果とほぼ一致していた 14,19,52-54。 
属レベルで腸内細菌叢の多様性をSimpson indexを用いて比較したところ，

Allo群ではSyn群と比較して有意に多様性が低下していたのに対し，R-Spo1
群はSyn群と同等のレベルにまで腸内細菌叢の多様性を維持していた。属レ
ベルで各群において有意差が認められた菌を比較してみると，R-Spo1は
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GVHD に よ る Escherichia と Bacteroides の 異 常 増 殖 と ， Barnesiella や
Lactobacillusの減少を抑制した。  
 
 
R-Spo1は腸管 dysbiosisを予防することでGVHDの重症度を改善する  

 
上記のようにR-Spo1はGVHDからパネト細胞を保護し，抗菌ペプチドの

腸管内の濃度を維持することによって腸管dysbiosisを抑制することが示さ
れたが，我々はR-Spo1による腸管dysbiosisの抑制がさらなるGVHDの増悪を
防ぐことができるかどうかを検証した。R-Spo1を投与したマウスの小腸と大
腸，脾臓をそれぞれ移植5日目，7日目に取り出し，ドナーT細胞の浸潤を評
価した。Allo群と比較してR-Spo1群では小腸と大腸，脾臓へのT細胞浸潤が
有意に抑制された。移植18日目に小腸と大腸のFoxp3+CD4+制御性T細胞数を
評価したが，Allo群とR-Spo1群の間で有意差を認めなかった。さらにR-Spo1
群で有意にGVHD死亡が減少し生存率の改善を認めた。  
これらの結果はR-Spo1がGVHD関連腸管dysbiosisを予防することで同種

造血幹細胞移植後の同種免疫反応を弱め，生存率を改善することを示唆して

いる。   

 
 
遺伝子組換えCrp4の経口投与もGVHD関連腸管 dysbiosisを改善する  
 

α-Defensinはパネト細胞由来の抗菌ペプチド活性の70%を占める最も殺
菌活性の高い抗菌ペプチドである11,55。最後に我々は遺伝子組換えCrp4を直
接消化管内に投与した場合も腸内細菌叢の制御が可能かどうかを検証した。 
我々はCrp4の遺伝子組換え製剤を作製し38，遺伝子組換えCrp4 125 µgを1

日2回移植後3日目から７日目まで経口投与した。糞便中Crp4濃度をELISA法
にて測定したところ，Crp4投与群ではコントロールと比較して投与開始48
時間後より有意に糞便中Crp4濃度が増加した。しかしα-defensinの別なサブ
タイプであるCrp1は2群間で有意な差を認めなかった。Crp4は選択活性を有
し共生菌に対する殺菌活性が乏しいため，遺伝子組換えCrp4投与による腸内
細菌量の有意な減少は認めなかった。  
移植7日目の糞便中の細菌16S rRNAのシーケンスを行い，腸内細菌叢の

構成を両群で比較したところ，Crp4群でGVHD関連の腸管dysbiosisが改善し
ている所見を認め，腸内細菌叢の多様性も改善した。しかし腸管dysbiosisの
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改善効果はCrp4の経口投与を中止して11日間経過すると消失し，腸内細菌叢
の多様性の改善も消失した。Crp4による移植後の生存率改善も移植3週目時
点までは認められたが，その後は消失した。  
主成分解析とPERMANOVAにおいても，移植後7日目の時点ではAllo群と

Crp4群の間で腸内細菌構成の有意な差を示したが，移植後18日目の時点では
その差は消失していた。  
遺伝子組換え Crp4の経口投与は移植早期の 6日目においては腸管

dysbiosisの改善効果と一致してドナーT細胞の標的臓器である小腸や肝臓，
二次リンパ組織である脾臓において浸潤が有意に抑制されていた。  
以上よりR-Spo1とは異なり，Crp4の短期間の経口投与ではGVHDの改善

効果は認められるもののR-Spo1よりその程度は弱く一時的であり，腸管
dysbiosisの長期抑制のためにはパネト細胞がGVHDによる傷害から回復して
くるまでの比較的長期間の投与が必要である可能性が示唆された。  
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考察  
 

R-Spo1はWnt/β-cateninシグナル伝達を介して腸幹細胞の増殖を促し， in 
vitroにおいて腸オルガノイドを発生させる56。また， in vivoにおいてR-Spo1
は腸幹細胞を刺激して陰窩細胞の過形成を誘導する24,29。今回我々はさらな

るR-Spo1の in vivoにおける効果としてパネト細胞増殖作用を見出した。  
 
まず我々は in vivoにおいてR-Spo1のパネト細胞に対する作用を検証し，

R-Spo1の投与が有意にパネト細胞数を増加させることを発見した。腸管上皮
細胞はターンオーバーが約3日と早く，一方パネト細胞の生存期間は30日か
ら2ヶ月と他の細胞タイプとは異なり比較的長期である57,58。定常状態におい

ては，R-Spo1の投与中止後は本来生存期間の長いパネト細胞も3日程度で元
のレベルにまで細胞数が減少することを確認した。本来パネト細胞が小腸陰

窩底部に留まるためにはエフリンB3というエフリン受容体リガンドの発現
が必要であり，定常状態ではエフリンB3の発現は小腸陰窩底部にのみ強く発
現していることが報告されている59。R-Spo1によってパネト細胞数は増加す
るが小腸陰窩底部以外のパネト細胞はエフリンB3の発現がないため長期に
小腸陰窩や絨毛中に留まることができず，他の上皮細胞等と同様に早いター

ンオーバーで腸絨毛先端よりsheddingされると考えられた。R-Spo1が腸幹細
胞を刺激してパネト細胞の分化を促進するのかどうかを確かめるために

Lgr5陽性腸幹細胞とそこから分化した細胞がRFP陽性細胞として視覚的に
同定できるLgr5レポーターマウス  (B6-Lgr5-EGFP-creERT2×B6-R26Tomato) を
用いて検証した。本研究ではタモキシフェン投与によるLgr5陽性細胞の標識
から解析までの期間は7日間であるため，タモキシフェンによって標識され
なかったパネト細胞の大部分は標識前に腸幹細胞から分化した細胞と考え

られた。コントロール群においてもRFP陽性パネト細胞が15%程度存在した
が，その理由は標識から解析までの7日間に寿命を迎えたパネト細胞が失わ
れ新たに腸幹細胞から供給されたためと考えられた。一方，R-Spo1投与マウ
スではRFP陽性パネト細胞（de novoパネト細胞）がコントロールマウスと比
較して著明に増加しており，かつRFP陰性パネト細胞（Pre-existingパネト細
胞）よりも増加していたことから，R-Spo1はまずR-Spo1のリガンドである
Lgr5を発現している腸幹細胞に作用し，腸幹細胞から急速にパネト細胞への
分化が誘導されたと考えられた。以上の結果から，R-Spo1の腸幹細胞増殖因
子としての役割24,29に加えて，R-Spo1には in vivoでパネト細胞分化を誘導し
パネト細胞を増加させる効果が存在することが判明した。  
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次に我々はR-Spo1投与によって増加したパネト細胞が抗菌ペプチドを

産生しているかどうかを評価したが，今回の研究ではパネト細胞が分泌する

抗菌ペプチドの中で殺菌活性の高いα-defensin のみを評価した。パネト細胞
が有する抗菌物質はα-defensin 以外にもリゾチームや secretory group IIA 
phospholipase A2，Angiogenin 4などが報告されている10,60。R-Spo1によって
増加したパネト細胞がリゾチーム陽性であることは免疫染色にて確認した

が，その他の物質に関しては検討できておらず，またこれらの腸管内への分

泌量に関しても検討できなかった。パネト細胞はH&E染色で好酸性顆粒を有
するのが特徴であり，その顆粒内に多くの抗菌ペプチドを有しているとされ

ている61。共焦点レーザー顕微鏡を用いてR-Spo1投与マウスにおいて増加し
たパネト細胞で正常と同様にα-defensinが発現していることを確認したが，
超解像度顕微鏡画像を用いてさらなる評価を行ったところ，R-Spo1投与マウ
スのパネト細胞の細胞質内には多くのCrp1陽性微細顆粒が存在することが
確認された。R-Spo1の投与によって急速に分化するパネト細胞では顆粒形成
よりもα-defensin産生が細胞質内で優先して行われる可能性が示唆された。
また，パネト細胞からの抗菌ペプチドを含む顆粒の分泌（脱顆粒）は，細菌，

リポ多糖類，リポテイコ酸，リピドA，ムラミルジペプチド，Cholinergic 
stimulation，Toll様受容体リガンドによって起こることが報告されている
11,62,63が，R-Spo1によっても脱顆粒が誘導される可能性が考えられた。上記
の画像所見と一致して，ELISA法によって測定したCrp1とCrp4の糞便中濃度
は，R-Spo1投与マウスにおいて投与開始72時間後より有意に増加を認めた。
Crp1は小腸全体で広く分泌されており，Crp4は上部小腸ではほとんど産生さ
れておらず回腸末端で産生されていることが報告されているが64，R-Spo1に
よって増加したα-defensinのうち，Crp4は投与開始72時間後より経時的な増
加傾向を示した。  

 
R-Spo1の短期投与は定常状態下において有意な腸内細菌叢の構成変化

をもたらさなかった。腸内細菌叢の多様性もSimson indexとShannon indexを
用いて評価したがR-Spo1投与では有意な変化を認めなかった。その理由とし
てR-Spo1の投与期間が短期間であった可能性は否定できないが，本来パネト
細胞から分泌される抗菌ペプチドは共生菌に対する殺菌活性が弱いためパ

ネト細胞自体とパネト細胞から分泌される抗菌ペプチドの増加では腸内細

菌叢の構成が乱れなかった可能性も考えられた。これに関しては，R-Spo1
が抗菌薬とは対照的に腸内細菌量の減少を来さなかったこと，R-Spo1によっ
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て増加したα-defensinが in vitroにおいて非共生菌に対する選択的殺菌活性が
示されている21ことから，我々は後者の理由である可能性が高いと判断した。

つまりパネト細胞由来のα-defensinを含む抗菌ペプチドは元々共生腸内細菌
に対しては最小限の殺菌活性を有するのみであるため，その分泌量が増加し

た場合も腸内細菌叢を有意に変化させることなく宿主との共生関係を維持

できると考えられた11,21。  
 
次に，パネト細胞減少を来す疾患において，R-Spo1がパネト細胞を増殖

させることが可能かどうかを検証した。我々はパネト細胞が著明に傷害され

るGVHDに注目し，マウスのGVHDモデルを用いてR-Spo1のパネト細胞に対
する効果を検証した。GVHDは造血幹細胞移植後に同種反応性ドナーT細胞
によって起こる炎症性疾患である 50,65。腸管では同種反応性ドナーT細胞が
小腸においてパネト細胞が傷害される 14,23,51-53。今回の検討でもGVHDを発
症するallogeneicマウスは移植後5日目には著明なパネト細胞減少を認めた。
しかし，R-Spo1を投与することによってパネト細胞数を有意に多く維持する
ことが可能であった。この効果は移植後28日目の時点でも認められた。定常
状態ではR-Spo1のパネト細胞増殖効果は投与中止3日後にはほぼ消失する。
以上のことから，移植後28日目のパネト細胞がR-Spo1投与群において有意に
維持されていた理由は，R-Spo1によってGVHDからの腸幹細胞が保護された
ことによりパネト細胞への分化が長期に可能であったことと，移植早期に腸

管ホメオスタシスが保たれたことにより同種免疫が寛容状態となりやすか

ったことが理由と考えられた。今回のR-Spo1の投与期間は移植前後3日間と
短期であり，より長期の投与方法については検討しなかった。またGVHDに
よる腸管dysbiosis発症後のR-Spo1やCrp4の効果も今回の研究においては検
討していない。R-Spo1はGVHDモデルにおいてパネト細胞数を維持したが，
その結果と一致して糞便中Crp4濃度もGVHD発症マウスと比較して有意に
高いレベルを維持した。定常状態ではα-defensinのサブタイプのうちCrp1と
Crp4の両方でR-Spo1による糞便中濃度の有意な上昇を認めたが，GVHDモデ
ルにおいてはAllo群とR-Spo1群の間でCrp4のみ有意差を認めた。R-Spo1群で
パネト細胞が維持されているにも関わらず糞便中Crp1濃度がAllo群と比較
して有意な上昇を認めなかった理由として，Crp1とCrp4の主な分泌部位の差
異とGVHDによる小腸内の傷害部位の差異が関連していると考えられた。前
述の通りCrp1は小腸全体で広く分泌されており，Crp4は回腸末端でより産生
量が多い64,66。そして殺菌活性という点ではCrp1と比較してCrp4の方が強い
殺菌活性を有しているのが特徴である66。GVHDは小腸全体を傷害しうるが , 
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特に回腸末端の傷害は発症時から存在し , 重症化しやすい 67。そのため回腸

末端でより分泌量が多いCrp4は , R-Spo1投与によるGVHDの軽症化によって , 
Allo群と比較して有意な増加を示すことができたが，Crp1は小腸のより広範
な部位から産生されるため , 今回使用したモデルではR-Spo1投与による改
善が検出しにくかった可能性が考えられる。  

 
以上より我々はGVHDによるパネト細胞傷害が抗菌ペプチドである

α-defensinの分泌を低下させることと，R-Spo1によってそれらを回復できる
ことを示したが，次にGVHDにおいて認められる腸内細菌叢の異常，腸管
dysbiosisがR-Spo1により抑制できるかどうかを検討した。今回の我々の検討
では過去の報告と同様にGVHDを発症しないSyn群のマウスではnaïveマウス
と比較して腸内細菌叢の有意な腸内細菌叢の構成変化を認めなかった14,23。

Syn群のマウスは全身放射線照射により放射線性腸炎を発症し，パネト細胞
数の減少も一時的には認められたが，そのような状態では腸内細菌叢の有意

な構成変化までは引き起こさないと考えられた。一方，GVHDを発症したAllo
群のマウスは全身放射線照射による放射線性腸炎に加え，GVHDによるパネ
ト細胞消失も来たし，かつパネト細胞の回復がその後も遷延するため，著明

な腸管dysbiosisを呈した14,23,27。Allo群マウスの異常な腸内細菌叢の中で優位
となる細菌は報告により様々である。Jenqらは造血幹細胞移植前にアンピシ
リンで治療されたマウスはGVHDを発症するとグラム陽性嫌気性球菌であ
るBlautiaの減少と腸球菌の増加を認めると報告した14。腸球菌は上皮バリア

を減弱して腸炎を起こし 68，マクロファージによる tumor necrosis factor 
(TNF)-αの産生を刺激する 69。また，Heimesaatらの報告では消化管GVHDの
急性期で腸内細菌科優位に細菌叢がシフトすることが示され，Lactobacilli，
Clostridia，Bifidobacteria，Bacillus spp.の減少が示された27。本邦からの報告

でも，Eriguchiらが腸内細菌科に属する大腸菌がGVHDにより優位に増加す
ることをマウスモデルで示した 23。R-Spo1群マウスはnaïveマウスやSyn群マ
ウスと有意差のない腸内細菌叢の構成を呈しており，R-Spo1がパネト細胞か
らのα-defensin分泌を維持することにより腸管dysbiosisが抑制されたと考え
られた。Allo群とR-Spo1群においてGVHDの重症度の指標として体重減少の
割合とClostridiales目の割合を比較したところ，両者に有意な逆相関が認め
られた。マウスにおいてClostridiales目の中には大腸の制御性T細胞を誘導す
る細菌が含まれていると報告されており 70,71，R-Spo1による腸管dysbiosisの
抑制が同種免疫反応に寛容をもたらす免疫制御に関わる共生菌を誘導でき

たと考えられた。さらにR-Spo1によりα-defensinの分泌量を維持できたこと
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でGVHDのさらなる増悪をもたらすEscherichia属のような病原性細菌の異常
増殖も抑制できたと考えられた。また，近年同種造血幹細胞移植領域におい

て腸内細菌叢の多様性の低下がマウスモデルにおいても実臨床においても

移植後の生存率低下と関連することが報告されている14,19,72が，R-Spo1は腸
内細菌叢の多様性も維持することが可能であった。  

 
R-Spo1がGVHDを改善したメカニズムは，一つは腸管粘膜バリア機能の

保護であり，もう一つは病原性細菌やPAMPsの抑制であると考えられる。そ
の結果，局所の炎症性サイトカインの産生やドナーT細胞の活性化が抑制さ
れたと考えられた。さらに共生腸内細菌は炎症制御反応と腸上皮の維持に重

要であることが示されており 73,74，R-Spo1によって腸管dysbiosisが抑制され
共生腸内細菌が保たれることで宿主の栄養状態や生理的機能，代謝機能が改

善したと考えられた75-77。  
 
腸管dysbiosisの抑制作用はR-Spo1とCrp4の両方において認められたが，

R-Spo1の効果がCrp4より強かった。R-Spo1は同種反応性T細胞の活性化を抑
制し生存率を改善させたが，Crp4の効果は同種反応性T細胞においては中等
度であった。これは恐らくR-Spo1がCrp4以外の他の抗菌ペプチドも増加して
いる可能性と腸幹細胞や上皮細胞傷害に対する保護効果も有しているため

である可能性が考えられた24。上皮再生は宿主防御と有益な免疫反応のため

のバリア維持に重要である24,78。α-Defensinは上皮における保護効果を欠き，
腸上皮傷害は宿主免疫系における共生菌の有益な効果を障害する 79。

Interleukin-22 (IL-22) もまた腸幹細胞に作用することで腸上皮再生を促進し
GVHDの改善することが報告されているが 26,78，腸幹細胞がパネト細胞に分

化にはWnt/β-cateninシグナルが必要であり，IL-22にはパネト細胞増殖作用は
認められない 32,78。R-Spo1はパネト細胞増殖をより強く刺激し，α-defensin
の分泌を促す。一方， IL-22は他の抗菌ペプチドである regenerating 
islet-derived protein 3 (Reg3) の腸上皮細胞からの産生を増加させることが示
されている78。R-Spo1とIL-22の併用療法はより魅力的なストラテジーである
可能性が考えられる。  

 
今回我々は宿主と腸内細菌叢の間のクロストークを示した。正常腸内細

菌叢は宿主の健康とバランスのとれた免疫系の維持に重要である。過去の複

数の報告においても，腸内細菌叢の変化が腸疾患や腸管以外の疾患における

病因として重要な役割を有していることが報告されている16,80,81。R-Spo1ま
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たはα-defensinの投与はGVHDのみならず腸管dysbiosisが関連する様々な疾
患の疾患活動性を改善するために腸管エコシステムを生理的に制御する新

しい治療アプローチである。本研究は造血幹細胞移植領域以外にも，糖尿病，

膠原病，アレルギー，がん等幅広い医療分野への波及効果が期待できる。   
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総括および結論  
 
1. 本研究全体から得られた新知見  
・	 腸幹細胞増殖因子であるR-Spo1がパネト細胞増殖因子としての作用を

有していることを in vivoで証明した。  
 
・	 R-Spo1の移植前後での短期投与はGVHDからパネト細胞を保護し，抗菌

ペプチドの一種であるα-defensinの分泌を維持することで腸管dysbiosis
を予防することが可能であった。  

 
・	 Crp4の経口投与によりGVHDによる腸管dysbiosisやGVHDを抑制したが，

投与を中止すると効果が消失した。  
 
・	 腸管dysbiosisの治療はこれまでプロバイオティクスやプレバイオティク

ス，菌叢移植が主であったが，新たに内因性抗菌ペプチドの分泌を促進

するR-Spo1と遺伝子組換えCrp4という腸管dysbiosis治療法を見出した。 
 

 
2. 新知見の意義  
腸管エコシステムの破綻はGVHDを含む炎症性腸疾患の原因もしくは治

療不応性の原因となっている可能性が示唆されているが，これまで腸管エコ

システムを回復させる方法は主にプロバイオティクスやプレバイオティク

ス，菌叢移植であり，これらの効果は限定的であった。より生理的で強力な

治療法が求められていたが，今回我々が注目したパネト細胞増殖因子R-Spo1
と遺伝子組換えCrp4は，造血幹細胞移植領域における腸内細菌叢の異常
dysbiosisを予防できた。R-Spo1と遺伝子組換えCrp4という腸管dysbiosis治療
法は造血幹細胞移植領域以外にも，糖尿病，膠原病，アレルギー，がん等腸

管dysbiosisが関連する様々疾患においても応用でき，病態の改善につながる
可能性がある。  

 
3. 今後の研究展開  
現在，今回検証した腸管dysbiosisに対する新たな治療アプローチを実臨

床に応用するための前段階として，造血幹細胞移植後のヒトにおけるパネト

細胞傷害や抗菌ペプチド変化と腸管dysbiosisとの関連性を評価する臨床試
験を進めている。  
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GVHDマウスモデルにおいてR-Spo1や遺伝子組換えCrp4単独療法以外に
も腸上皮再生の促進効果が報告されている IL-22との併用療法によって造血
幹細胞移植後の腸管dysbiosisや生存率のさらなる改善効果が認められるか
どうかを検証する。  
また，GVHD以外の腸管dysbiosisを来す病態や糖尿病，膠原病，アレル

ギー，がん等，腸管dysbiosisと疾患との関連性が示唆される領域における
R-Spo1や遺伝子組換えCrp4の有効性の検証へ研究の領域を拡大する。  
近年，腸内細菌叢によって生成される代謝産物がヒトの疾患や健康，免

疫系に影響することが指摘されているため，腸管dysbiosisを生じるマウスモ
デルと今回開発したR-Spo1や遺伝子組換えCrp4の治療法を用いて，腸内細菌
叢とそれらによって合成される腸内代謝産物との関連性をメタボローム解

析によって検証し，腸内代謝産物がヒトの免疫系や病態に及ぼす影響を検討

する。   
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