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要旨	

	

【背景と目的】同種造血幹細胞移植は血液悪性疾患や骨髄不全、先天性代謝疾患を根

治しうる治療であるが、その代表的合併症である移植片対宿主病(graft-versus	host	

disease;	GVHD)は時に致死的になりうる。近年、腸内細菌の乱れ(dysbiosis)と、GVHD

および移植後の予後との関連性が指摘されている。大腸杯細胞はムチンを分泌して粘

液層を形成し、大腸上皮を層状に覆っているが、抗菌ペプチドなどの抗菌活性を有す

る分子を含むことで、細菌の大腸上皮下への侵入を物理的のみならず化学的にも抑制

している。大腸杯細胞が同種移植後の消化管 GVHD で減少していることは以前より知

られていたが、そのGVHDの病態生理における意義については検討されてこなかった。

そこで我々は、マウスモデルおよびヒトの大腸生検検体を用いて、同種移植後の大腸

杯細胞の変化とその意義を明らかにし、さらに大腸特異的な抗菌分子であるLypd8に

注目して、ムチン層と抗菌分子との相互作用についても検討した。	

【対象と方法】マウスの同種造血幹細胞移植モデルでは、致死量の放射線を照射した

レシピエントマウスに、主要組織適合複合体不一致の同種(Allo)または同系(Syn)ド

ナーから採取した5x106の骨髄細胞および5または10x106の脾臓細胞を移植した。リ

コンビナントマウスInterleukin-25(rmIL-25)投与実験ではrmIL-25	0.3	µgを腹腔内

に7日間投与した。ヒトでの検討は、2009 年から2015 年に北海道大学病院血液内科

にて初回同種造血幹細胞移植を施行した205名のうち、移植前後に何らかの理由で大

腸生検を施行した症例から得られた156検体に関して大腸杯細胞数や移植予後を後方

視的に解析した。	

【結果】大腸杯細胞はSyn群に比較してAllo群で有意に減少し、移植後後期において

も遷延していた。Mucin-2 に対する蛍光免疫染色と、細菌に対する蛍光	 in	 situ	

hybridization	を同時に施行したところ、Allo群ではNaïve群やSyn群で認められる

正常のムチン2層構造が破綻して、inner	mucin	layerが消失し、細菌の粘膜固有層

への侵入を認めた。Bacteria	universal	primerである16S	rRNAを標的とした定量リ

アルタイムPCRを、大腸上皮下組織から抽出したDNAを使用して施行したところ、Allo

群で有意に細菌量が増加していた。大腸杯細胞が移植後に減少していることから、そ

の増殖因子であるrmIL-25を移植前に7日間投与したレシピエントマウスに同種移植

を行い、GVHDが改善されるか検討した。rmIL-25の投与により移植後の大腸杯細胞傷

害は軽減され、大腸粘膜固有層への細菌の侵入はSyn群程度にまで抑制された。その

結果、IL-6やIFN-γといった炎症性サイトカインの産生も抑制され、移植後3週間の

時点での生存率は47%から87%まで改善した。次に、大腸特異的な抗菌分子であるLypd8

のGVHDやムチン層との関係性について検討した。まず、Naïveマウスの大腸を用いて
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蛍光免疫染色を施行したところLypd8はinner	mucin	layerと腸上皮との境界領域に

存在していたが、移植を行なった場合は、Syn 群で Naïve 群と同様の部位にLypd8 が

保たれる一方で、Allo群では著明に減少していた。しかし、定量リアルタイムPCRを

用いて、粘膜上皮細胞での Lypd8 の mRNA レベルでの発現量を評価したところ Syn 群

とAllo群で差がなく同等であった。このことから、細胞レベルでのLypd8発現量が保

たれていても、腸上皮周囲にLypd8を保つためにはムチン層の存在が必要であること

が示唆された。続いて、野生型(WT)とLypd8欠損型(KO)のマウスをレシピエントとし

て同種移植を行い、免疫染色および 16S	 rRNA によって腸上皮下への細菌侵入の程度

を評価したところ、WT 群に比べて KO 群で有意に粘膜固有層への細菌侵入が増加し、

同種移植後においても残存するLypd8が細菌の上皮下への侵入に対して抑制的に働い

ていることが示唆された。さらに細菌侵入の増悪によって、KO群で有意にIL-6やIFN-

γといった炎症サイトカインが増悪し、移植後生存率も悪化した。WT マウスと KO マ

ウスを4週間Co-housingを行ってから移植を行なっても、同様にKO群の予後が悪化

したため、WTマウスとKOマウスの移植前の腸内細菌叢の違いがGVHDの重症度に影響

した可能性は否定的であった。移植前にIL-25を投与しても、Lypd8	KOレシピエント

では生存率の改善が得られなかったことから、Lypd8 非存在下では IL-25 投与によっ

てムチン層を維持してもbacterial	translocationを防げない可能性が示唆された。

最後に、ヒト同種造血幹細胞移植前後に施行された大腸生検例156検体を解析した。

移植後の大腸杯細胞数は、病理学的に診断された消化管 GVHD 症例のみ CMV 腸炎の合

併有無にかかわらず有意に減少していた。一方、他の非特異的腸炎症例や、病理学的

所見に乏しく臨床症状のみで診断された消化管GVHD症例、CMV腸炎単独例では、移植

前無症状で行われたスクリーニング症例と比較して有意な杯細胞の減少は認められな

かった。大腸杯細胞の減少の程度は消化管GVHDの重症度に有意に相関し、治療により

消化管 GVHD が寛解になった時点で杯細胞数も回復していた。また全上皮細胞に対す

る大腸杯細胞数を陰窩の断面で評価し、15%以下となっている症例を、重度の杯細胞傷

害と定義をしたところ、重度に傷害を受けていた群が軽度の傷害例や大腸生検が必要

なかった症例群と比較して有意に移植後全生存率が低く、非再発死亡率が高いことが

判明し、腸杯細胞傷害の程度が、移植成績と相関することが判明した。	

【考察】同種移植後に杯細胞が減少することで、大腸のムチン層が破綻してbacterial	

translocation を引き起こしていると考えられた。杯細胞増殖因子である IL-25 の移

植前投与により杯細胞を保護すると、同種移植後もムチン層が保たれ、bacterial	

translocationを抑制してGVHDを軽減することができた。抗菌分子Lypd8は同種移植

後においてもbacterial	translocationを抑制する上で重要な役割を果たしているが、

腸上皮周辺に止まってその効果を発揮するためにはムチン層が保たれている必要があ

る可能性が示唆された。一方で KO マウスへの IL-25 投与移植実験からムチン層によ
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るbacterial	translocationの予防はLypd8依存性であると考えられた。同種造血幹

細胞移植後の、大腸生検検体における杯細胞数は診断・モニタリング・予後予測に有

用で簡便なバイオマーカーであると考えられた。	

【結論】大腸杯細胞はLypd8依存性に、GVHDに対して抑制的に働く。大腸杯細胞は消

化管GVHDの標的細胞であり、GVHDによって減少するため、IL-25のような杯細胞増殖

因子を用いた杯細胞保護は、新しいGVHDの予防戦略の一つとなりうる。生検標本上の

大腸杯細胞は、簡便な診断、モニタリング、かつ予後予測に有用なバイオマーカーと

なりうる。今後の更なる症例蓄積を行い、内視鏡診断と組み合わせて、患者に負担の

少ない消化管GVHD診療が可能となる可能性がある。	
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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。	

	

ATP	 adenosine	triphosphate	 LGR	

Leucine-rich	repeat	

containing	G-protein	coupled	

receptor	5	

Allo	 allogeneic	 LP	 lamina	propria	

BSA	 bovine	serum	albumin	 LPS	 lipopolysaccharide	

CMV	 cytomegalovirus	 Lypd8	 Ly6/PLAUR	domain	contatinig	8	

DAMPs	
damage-associated	molecular	

patterns	
NRM	 Non-relapse	mortality	

DAPI	
4',6-Diamidino-2-

phenylindole	
PAMPs	

pathogen-associated	molecular	

patterns	

DTT	 dithiothreitol	 PAS	 periodic	acid	schiff	

EC	 epithelia	cell	 PBS	 phosphate	buffered	saline	

EDTA	
ethylenediaminetetraacetic	

acid	
PCR	 polymerase	chain	reaction	

FCS	 fetal	calf	serum	 PFA	 paraformaldehyde	

FISH	
fluorescent	in	situ	

hybridization	
QOL	 quality	of	life	

GI	 gastrointestinal	 REG	
regenerating	islet-derived	

Quality	of	life	

GVHD	 graft-versus-host	disease	
rmIL-

25	

recombinant	Mouse	

Interleukin-25	

GVL	 graft	versus	leukemia	 SCT	 stem	cell	transplantation	

HE	 Hematoxylin-Eosin	 SL	 serosal	layer	

ILC	 innate	lymphoid	cell	 Syn	 syngeneic	

KO	 knock	out	 WT	 wild	type	
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緒言	

ヒトは数兆もの細菌と共生している生命体であり、その大部分は腸内細菌叢とし

て存在している(Grogan,	2015)。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、これら常在細菌叢が宿主の代謝や免疫におい

て重要な役割を担っている(Brown	et	al.,	2013;	Qin	et	al.,	2010)。	

腸上皮は一層の腸上皮細胞で構成されている。腸上皮は管腔側に絨毛、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細胞などがある。これ

らの細胞は全て、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(Barker	et	al.,	2007;	de	Lau	et	al.,	

2014;	Sato	et	al.,	2009)。Lgr5陽性の腸幹細胞は小腸では陰窩底部に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、増殖と分化のバランスによ

って腸管ホメオタシスを維持している(Smith	et	al.,	2012)。	

腸上皮を構成する細胞の一つである杯細胞はムチンを管腔側に分泌して腸上皮を

覆うことで細菌が上皮内へ侵入することを防いでいる。小腸では一層のムチン層が腸

上皮を覆っているのに対して、大腸では二層の構造となっており、大腸上皮に近い内

層(inner	mucin	layer)は上皮と強く結びつき、種々の抗菌活性を有する分子を高濃

度で含有して、腸上皮への細菌の接触を物理的かつ化学的に防いでいる。一方、外層

(outer	mucin	layer)は常在菌叢の居住空間かつ栄養源として存在し、常在細菌叢の

維持を通じて病原性細菌の増加を抑制している(Cornick	et	al.,	2015;	Pelaseyed	

et	al.,	2014)。	

抗菌活性分子は様々な細胞から産生されるが、小腸Paneth細胞が分泌する抗菌ペ

プチドα-defensinやregenerating	islet-derived(REG)3gは病原菌に選択的に抗菌

活性を示すことが知られており(Ayabe	et	al.,	2000;	Cash	et	al.,	2006;	Ganz	et	

al.,	1990;	Ivanov	et	al.,	2009;	Salzman	et	al.,	2010)、腸内細菌叢の維持にお

いて重要な調節因子となっている(Bevins	and	Salzman,	2011)。これに対して大腸に

おける抗菌分子についてはあまり報告されてこなかったが、近年になって大腸の上皮

細胞が分泌するLy6/PLAUR	domain	contatinig8(Lypd8)が大腸菌などの鞭毛を有する

菌の鞭毛に特異的に結合して細菌の移動を抑制することで、上皮内への侵入を抑制し

ているということが報告された(Okumura	et	al.,	2016)。このような大腸のバリア機

構はbacterial	translocationを防ぐ上では重要であり、杯細胞が重要な役割を有し

ている。	
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同種造血幹細胞移植は難治性の造血器悪性疾患や骨髄不全症、先天性代謝疾患な

どを根治しうる治療法である(Gale	and	Champlin,	1984)。現在、同種造血幹細胞移

植は広く用いられているが、その代表的な合併症である移植片宿主病(graft-versus-

host	disease：GVHD)や感染症は患者の生存を脅かし、生活の質(Quality	of	life：

QOL)を低下させる重要な合併症である。近年、移植法の変化に伴いGVHDの臨床像は

多様化してきており、GVHDの適切な管理には、その病態の理解が必須のものとなっ

てきている。	

マウスモデルを用いた基礎研究により、主に消化管急性GVHDの病態の解明は飛躍

的に進歩した。消化管急性GVHDの分子病態は、移植前処置に伴う組織障害と自然免

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

障害の3つのステップによって構成されている。移植前処置は主に全身放射線照射お

よび大量抗癌剤によって施され、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する。これ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、腸内細菌のbacterial	translocation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(Gerbitz	et	al.,	2004)。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、組織傷害に寄与する。	

この病態を鑑みるに、GVHD増悪の起因となる、腸管の傷害を抑制し、バリア機構

を維持することによりDAMPs、PAMPsの流入を防いで炎症を抑えることが、同種造血

幹細胞移植の成績を改善するために重要と考えられる。	

	

消化管GVHDにおいて大腸の杯細胞が減少するということは病理学の分野では以前

から報告されていたが(Eigenbrodt	et	al.,	1990;	Levy	and	Wefald,	1986)、GVHD

の病理診断は、リンパ球浸潤を伴う上皮細胞のアポトーシス像として捉えられ(Sale	
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et	al.,	1979)、杯細胞傷害の動態や意義については検討がなされていなかった。そ

こで我々は、大腸杯細胞の傷害が消化管GVHDの発症・進展においてどのような意義

があるかについて検討を行なった。	

まず、マウスのGVHDモデルを用いて、消化管GVHDにおける大腸の杯細胞の傷害

が、大腸のムチン層によるバリア機構の破綻を導き、bacterial	translocationを引

き起こすことによりGVHDが増悪していくという機序を発見した。さらに、この病態

は杯細胞の増殖因子であるIL-25を移植前に投与することで軽減されることも示し

た。一方、大腸特異的な抗菌活性を有する分子であるLypd8の欠損マウスをレシピエ

ントとして移植を行い、移植後においてもLypd8はbacterial	translocationに対し

て予防的に働いていることを示し、Lypd8が欠損する環境では杯細胞のIL-25による

杯細胞保護は効果を発揮できないことを示した。移植後のLypd8の免疫染色では、移

植後のムチン層の破綻に伴ってLypd8も減少しており、ムチン層破壊によってLypd8

の抗菌機能も低下していることが示唆された。このように、抗菌分子Lypd8と杯細胞

によるムチン層形成の両者は、抗菌作用を発揮するためには双方が存在していること

が重要で有ることが判明した。これらのことから、消化管GVHDの標的臓器である杯

細胞を保護することでGVHDを軽減させるという新しい治療戦略を提示した。	

	

つぎに、マウスモデルで得られた知見をふまえて、ヒトにおける同種造血幹細胞

移植後の消化管病理を検討したところ、病理学的に診断された消化管GVHD症例にお

いてのみ、特異的に大腸杯細胞が減少することが判明した。さらに、その傷害の程度

が消化管GVHDの重症度に相関すること、消化管GVHDの寛解により大腸杯細胞数も回

復することが判明した。重度の杯細胞障害は移植後の生命予後および非再発死亡

(Non-relapse	mortality：NRM)に影響を及ぼすことがわかり、消化管GVHDの

biomarkerとしての有用性が伺われた。	

	

大腸杯細胞は消化管GVHDにおける非常に簡便な診断・モニタリング・予後予測に

有用なバイオマーカーであり、その保護が新たなGVHD予防法の一つになりうるた

め、さらなる研究および臨床応用が期待される。	
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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)	を日本クレア株式

会社	(Tokyo,	Japan)	より、BALB/c	(H-2d)を日本チャールス・リバー株式会社	

(Yokohama,	Japan)	より購入し、本学の動物実験施設にて1週間の安静期間を経

た後、実験に使用した。	

	

これに加えて、下記の遺伝子組み換えマウスを使用した。	

	

Lypd8欠損型マウス	(B6-Lypd8-/-mice)	

B6を背景として大腸のenterocyteから特異的に産生される抗菌分子Lypd8を

ノックアウトしたマウスである。消化管GVHDにおけるLypd8の役割について評

価するために使用した。本マウスは大阪大学大学院医学系研究科	免疫制御学の

竹田潔教授より譲渡していただいた。	

	

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

実験に使用した。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:	2012-030)	の承認を

得て行った。	

	

2） 薬剤	

Recombinant	Mouse	IL-25(rmIL-25):	BioLegend社(San	Diego,	CA)より購入

した。1%	 bovine	 serum	 albumin	 (BSA)を含む1x	 phosphate	 buffered	 saline	

(PBS)	(-)	を用いて1	µg/mLに希釈し、既報を参考にし、7日間0.3	µg(300	µL)

を腹腔内投与した。	

	

3） 臨床検体	

2009年から2015年の間に北海道大学病院血液内科にて同種造血幹細胞移植を

施行された205名を後方視的に解析したところ、このうち88名が移植前後に何

らかの理由で下部消化管内視鏡を施行して大腸生検が行われていた。これらのヘ
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マトキシリン・エオジン(HE)染色を用いて、杯細胞数と臨床経過とを比較検討し

た。	

本研究は北海道大学病院研究倫理審査委員会の承認を得ており(016-0380)、

ヘルシンキ宣言及び「人を対象とする医学系研究に関する倫理指針」（平成26

年文部科学省・厚生労働省告示第3号）を遵守して実施した。	

	

2. 方法	

1） マウス同種造血幹細胞移植	

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B6D2F1,B6,Lypd8

欠損型マウスを使用した。移植前処置に関しては、放射線を前処置に用いた場合、

移植日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	11.5	〜	12.5	Gyを4時間間隔の2分割照射で施行し

た。抗癌剤を前処置に用いた場合は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	100	mg/kgのシクロフォスファミド	(塩

野義、大阪、日本)をそれぞれ1×PBS	(-)200	µLになるように調整して腹腔内投

与した。	

ドナーとして雌 B6、B6D2F1、BALB/c マウスをイソフルラン吸入で麻酔して安

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、RPMI-1640	(Sigma	Aldrich)	+	4%	fetal	calf	

serum	(FCS)を用いて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、

RPMI1640+	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チューブに移して採取した。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、実験に応じてレシ

ピエント1匹あたり脾臓細胞を5	または10	x106細胞と骨髄細胞5	x	106細胞を

1×PBS	(-)	250	µLに希釈して尾静脈より静脈内投与した。	

移植後のマウスはspecific	pathogen-free環境下で、通常の飼料とオートク

レーブにて滅菌し、塩酸を加えてpH	2.5に調整した塩酸水で飼育した。移植後

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)。	
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2） 大腸の組織標本作成および杯細胞の評価	

大腸杯細胞数評価用の標本作成：固定液として4%	paraformaldehyde(PFA)を

使用した。まず4%PFAは以下の手順にて作成した。1リットルの三角フラスコに

250	mlの蒸留水を入れて温め，スターラーで勢いよく混ぜつつ、20	gの

PFA(104005;	Merck	Millipore,	Darmstadt,	Germany)	を入れた。ここに蒸留水

に溶いたNaOH溶液(蒸留水10	mL	+	NaOH	500	mg)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	14.35	

gとNaH2PO4/2H2O	1.49	gを250	mlの蒸留水に溶かして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%	PFA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4%PFAを作成した。	

マウスをイソフルラン吸入にて安楽死させ、腸管検体は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・下部に三等

分した。この場合、下三分の一が回腸から大腸肛門部までにあたる。内腔を4%	

PFA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、爪楊枝

に腸管を巻きつけて4%	PFAで一晩固定してSwiss	role標本を作成した。翌日に

パラフィン包埋し、切片を作製、アルシアンブルー	+	periodic	acid	schiff	

(PAS)染色、アルシアンブルー染色単独を行なった。パラフィン包埋、切片作

製、染色は札幌総合病理研究所に外注依頼した。	

標本は光学顕微鏡	(BX50;	Olympus,	東京,	日本)	に装着したデジタルカメラ	

(DP20;	Olympus)	、またはKeyence	BZ-9000蛍光顕微鏡	(Keyence,	大阪,	日本)

を用いて撮影した。	

大腸杯細胞数の評価には、既報を参考にして(Alexander	et	al.,	2014)、ア

ルシアンブルー染色を行なった大腸標本全体をKeyence	BZ-9000蛍光顕微鏡で撮

影し、Adobe	Photoshop	CC	2018を使用して大腸の粘膜層のみを切り取り、その

画像データをAperio	ImageScope	software	ver.12	(Aperio	Technologies,	

Vista,	CA)を用いてアルシアンブルー陽性面積を算出、粘膜層全体との面積比を

算出して評価した(Figure	1A,B)。	
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Figure	1:(A.B)	大腸杯細胞数の評価方法を示す。(A)	B6D2F1	naïveマウスの大腸

をアルシアンブルー染色を行い粘膜層のみを切り取ったもの。(B)	同画像をAperio	

ImageScopeで解析したもの。アルシアンブルー陽性が黄色で表現されている。大腸

杯細胞数は、黄色のpixel数/黄色+青色のpixel数	(%)	で評価した。	

	

rmIL-25投与による大腸杯細胞の成熟度の変化については既報を参考に

(Nowarski	et	al.,	2015)、成熟杯細胞を直径が10	µm以上のものと定義し、ア

ルシアンブルーおよびPASの二重染色の標本にてカウントを行い、一陰窩あたり

の比率として算出し、比較した。	

	

3） 糞便ムチン測定	

糞便を個々のマウスから採取して、凍結乾燥させた後、bead	beater-type	

homogenizer	(TAITEC)を用いて粉末状にした。続いてそれぞれ50mgを測定し

て、サンプルとし、Fecal	Mucin	Assay	Kit(コスモバイオ、東京、日本)を用い

て糞便中のムチンを抽出、精製した。さらに同キットのプロトコールに従って蛍

光強度を測定することで糞便中のムチン含量を測定した。定量には同梱されてい

る標準液を利用して標準曲線を作成して用いた。蛍光強度測定はSpectra	Max	

Paradigm	(Molecular	Device)用いて行なった。	

	

4） 免疫染色	

マウスをイソフルラン吸入にて安楽死させ、腹壁を切り開いたところで、ま

ず大腸肛門側を細い糸で結紮して、胃から大腸肛門側まで結紮部位を含む形で一

塊にして取り出した。この際、腸管に触れて腸管内の糞便の移動が起きないよう

に注意した。その後、腸管に付着している結合組織・脂肪組織を外して、回盲部

も結紮して大腸を両端が結紮された状態にして切離し、Carnoy液(和光純薬工

業、大阪、日本)で2時間固定した。その後100%エタノールに置換し、翌日パラ

A B
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フィン包埋をして、切片を作製、蛍光免疫染色に使用した。パラフィン包埋と切

片作製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-mucin2	(clone	H-300:	

Sant	Cruz	Biotechnology)	，purified	mouse	anti-mouse	Lypd8	(BioLegend)を

使用した。二次抗体は	Alexa	Fluor	488	goat	anti-rabbit	IgG	(A11034;	

Invitrogen,	Carlsbad,	CA)，	Alexa	Fluor	555	donkey	anti-mouse	IgG	

(ab150110;	Abcam)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パラフィン切片をキシレンと

エタノールを用いて脱パラフィンした後、Dako	REAL	抗原賦活化用クエン酸緩衝

液に切片を浸し、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、1×PBS	(-)で賦活化液を洗浄して、10%ヤギ血清

を含む1×PBS(-)を用いてブロッキング処理を行った。ブロッキング処理が終了

したら、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DAPIを1×PBS(-)で0.2μg/	mLに希釈

して用いた。染色後の画像撮影はFluoview	FV1000	confocal	microscopy	

(Olympus,	Tokyo,	Japan)またはKeyence	BZ-X700蛍光顕微鏡を使用し、画像処

理はAdobe	Photoshop	CC	2018を用いて行った。	

	

5） 蛍光	in	situ	ハイブリダイゼーション	

腸管粘膜層への細菌の侵入の有無の評価のために行った。Swiss	role標本の

パラフィン切片をキシレンとエタノールを用いて脱パラフィンした後、Cy5-

conjugated	universal	bacterial	probe	EUB338(5’-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’)

をハイブリダイゼーション溶液（750	mM	NaCl、100	mM	Tris-HCl、5	mM	エチレ

ンジアミン四酢酸(ethylenediaminetetraacetic	acid,	EDTA)、BSA	0.01	％、

Dextran	sulfate	10	%）で5	µg/mLに希釈して標本に滴下し、16時間、40℃で静

置した。その後、Wash	Buffer	(50	mM	NaCl,	4	mM	Tris-HCl	(pH	7.4),	0.02	mM	

EDTA)で45℃	20分洗浄した。さらに水で洗浄液を洗い落とし、引き続いて10%ヤ

ギ血清を含む1×PBS(-)を用いてブロッキング処理を行い、さらに蛍光免疫染色

を前項に同様に行った。染色後の画像撮影はKeyence	BZ-X700蛍光顕微鏡を使用

し、画像処理はAdobe	Photoshop	CC	2018を用いて行った。	

	

6） 腸管上皮層および粘膜固有層・漿膜層細胞との分離	

マウスを安楽死させ、腹壁を切り開いて大腸を採取した。大腸のちょうど中

間部付近を5mm程度切り出して、便を押し出したうえ短冊状に切り開いた。既報
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に従い(Bogunovic	et	al.,	2009)、PBS	+	2%	FCS	15	mL	が入った	50	mL	tube

に大腸を入れ、よく震盪した。茶こしで大腸以外を排液し、もう一度PBS+2%	

FCS	15ml	が入った	50ml	tube	に大腸をいれ、同様に洗浄した。この操作を2	

回施行した。つづいて	PBS	+	2%	FCS	+	1mM	ジチオトレイトール	

(dithiothreitol,	DTT)	(Sigma-Aldrich,	St.	Louis,	MO)	+1.3mM	EDTA	25mL	中

で	20	分間、37°Cで震盪した。引き続いて溶液を排液し、大腸をさらにPBS+2%	

FCS+1.3mM	EDTA	25mL	に入れ、40	分間、37°Cで震盪した。これにより大腸上

皮細胞が剥離し、この溶液を大腸上皮細胞分離液として扱い、残りの大腸を粘膜

固有層および漿膜細胞層として扱った。	

	

7） 定量リアルタイムPCR	

大腸の各細胞におけるLypd8の発現を確認するために組織よりRNAを抽出

し、cDNAを作成した。前項のごとく分離した粘膜固有層および漿膜層をRNA抽

出用のISOGENⅡ	(Nippon	Gene,	Tokyo,	Japan)の中で、Tissue	Ruptor	

(QUIAGEN,	Hilden,	Germany)	を用いて粉砕した。組織を粉砕したあとはISOGEN

Ⅱのプロトコールに準じてRNAの抽出を行った。また、すでに細胞分離が済んで

いる大腸上皮細胞に関してはそのままISOGENⅡのプロトコールに準じてRNAの

抽出を行った。抽出したRNAをジエチルポロカーボネート処理水で溶解し、

NanoDrop	Lite	(Thermo	Fisher	Scientific)	を用いてRNA濃度を測定し、1000	

ngのRNAをテンプレートとして鋳型DNAを作成した。鋳型DNA作成のための逆

転写反応はReverTra	Ace®	qPCR	RT	Master	Mix（TOYOBO	LIFE	SCIENCE,	Osaka,	

Japan）を用いて行った。	

また、粘膜固有層以下への細菌の侵入を評価するために、粘膜固有層および

漿膜層のDNA抽出を行いbacterial	universal	primerである16S	rRNAの定量リ

アルタイムPCRを行った。前項のごとく分離した粘膜固有層および漿膜層から

QIAamp	DNA	Mini	Kit	(QIAGEN,	東京、日本)のプロトコールに準じてDNAを抽出

した。このDNAをジエチルポロカーボネート処理水で溶解し、NanoDrop	Lite	

(Thermo	Fisher	Scientific)	を用いてDNA濃度を測定して、そこから1000ngの

DNAを用いて定量リアルタイムPCRを行った。定量リアルタイムPCRに際しては

Sigma-Aldrich	Japan	Genosisにて、各種標的遺伝子に対するprimer	/	probe

セットの作成を依頼し、作成した鋳型DNAとTaqMan	Fast	Advanced	Master	Mix	

(Thermo	Fisher	Scientific)	を用いて行った。リアルタイムPCRはStepOne	

Plus	real	time	PCR	system	(Thermo	Fisher	Scientific)を用いて施行し、

Lypd8に関しては18S	ribosomal	RNA	(18S	rRNA)を内在性コントロールとして、

mRNA発現レベルをdelta	Ct法にて定量的に評価した。16S	rRNAに関してはそれ
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ぞれの実験のコントロール(対Naïveマウス、または対野生型マウス)とのCt値

の比をとることで評価した。使用したprimer/probeの塩基配列はTable	1に示

す。	

	

Table	1.	実験で使用したprimer/probeのまとめ	

遺伝子	 	 塩基配列	

18S	rRNA	 Forward	 5’-	GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’	

	 Reverse	 5’-	ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’	
	 Probe	 FAM-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-TAMRA	

Lypd8	 Forward	 5’-TGCGGAGATGGTAAATGGCTC-3’	
	 Reverse	 5’-CAGGGGACAGGAATTGACAAGTA-3’	

	 Probe	 FAM-ATATCAGAACAGCCCTTCAGCTCCACTCT-TAMRA	

16S	rRNA	 Forward	 5’-GCTCTTTCTCGATTCCGTGGG-3’	
	 Reverse	 5’-ATGCCAGAGTCTCGTTCGTTATC-3’	
	 Probe	 FAM-CTCCACCAACTAAGAACGGCCATGCACC-TAMRA	

	

8） Cytometric	beads	assay	(CBA)	
BD	CBA	Flex	sets	(BD	Pharmingen)	を用いて、血漿中のIFNγ,	IL-6濃度を定

量した。マウスから採血し、遠心分離にて血漿を分離し、測定するサイトカイン

のcapture	beadsを加えて反応させ、その後PE標識抗体を加えて反応させた後、フ

ローサイトメトリーで解析した。サイトカインの定量は既知のサイトカイン濃度

から作成された標準曲線を用いて行った。	

	

9） 臨床情報および病理検体の分類方法	

検体のうち、移植前に、消化器症状を認めず、スクリーニング目的に下部消

化管内視鏡が施行されて生検が行われ、かつ病理学的にも異常を認めなかったも

のをPre-SCT	screening群とした。	

一方、移植後の大腸標本は以下の5つに分類した。①Pathologically-	

confirmed	GI-GVHDとは消化管GVHDに合致する臨床症状があり、かつ病理学的

にも消化管GVHDに典型的な所見(腺管の様々なアポトーシス像(Przepiorka	et	

al.,	1995;	Shulman	et	al.,	2015))を認める場合とした。②Clinical	GI-GVHD

は、臨床的には、下痢が遷延しており消化管GVHDと診断されたものの、典型的

な消化管GVHDの病理所見を認めないものとした。また③CMV	colitisはH&E染

色や免疫染色で大腸にサイトメガロウイルス(cytomegalovirus;	CMV)の存在が確
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認されたものとし、④Pathologically-confirmed	GI-GVHD	with	CMV	colitisは

①と③の合併例、⑤Non-specific	colitisは①〜④のいずれにも該当しないも

のとした。	

急性GVHDの診断および重症度に関しては広く用いられている基準を用い、病

理診断は熟練した病理医による診断を用いた。	

経過中に初回生検後、一旦下痢が寛解したものの、その後に再燃した場合に

は別のエピソードとして独立して評価した。また同一の下痢エピソード中に初回

の病理診断(Initial	biopsies)と、その後に症状が遷延したために行なった生検

で病理診断名が変化した場合(Repeated	biopsies	with	different	diagnosis)の

標本も、独立して評価した。また、初回病理診断がPathologically-confirmed	

GI-GVHDの場合で、その後の生検でGI-GVHDを疑う病理所見を認めず、下痢症状

も寛解となっている場合（Follow-up	biopsies）は、杯細胞数の変化について治

療前後で比較検討をした。	

	

10） 臨床検体の杯細胞の評価方法	

HE染色で、杯細胞は陰窩中の淡くぬける胞体として認識されるため、既報と

同様に、杯細胞数を、陰窩中の空胞数を上皮細胞数(核)の数で割ることで標準化

した(Gersemann	et	al.,	2009)。なお、少なくとも一検体で5個以上の陰窩を評

価した。一回の検査で複数の部位が生検された場合、最も肛門側の標本での杯細

胞数を解析に用いた。なお、GI-GVHDやCMV	colitisの標本では、病理学的に所

見を認める部位中で、最も肛門側の標本における杯細胞数を解析に用いた。	

	

11） 統計処理	

2群比較はMann-Whitney	U	testを用い、3群以上の比較はOne-way	ANOVAと

ポストホックテストとしてTukey's	testを用いて検定した。	

GI	GVHDの重症度と大腸杯細胞の傷害の程度との相関性については

Jonckheere-Terpstra	testを用いて検定した。さらに大腸杯細胞の傷害の程度

が予後に及ぼす影響に関しては、早期死亡例によるバイアスを排除するために

(Anderson	et	al.,	1983;	Klein	et	al.,	2001)、移植後100日時点で生存して

いる症例のみを解析するランドマーク法を用いた。生存率はカプランマイヤー法

を用いて算出し、生存に関する群間比較にはlog-rank	testを用いた。また、大

腸杯細胞の傷害の程度が非再発死亡率に及ぼす影響に関する解析には、やはり移

植後100日の時点での非再発生存例のみを用いたランドマーク法を用いて、非再

発死亡の累積発生率を算出した。群間の比較にはGray	testを用いた。全てP値	
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<	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	6	(La	Jolla,	CA)またはEZR	

version	3.4.1(自治医大さいたま医療センター、埼玉、日本)の統計プログラ

ムを用いて行なった(Kanda,	2013)。	
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実験結果	

	

１．マウスGVHDモデルにおける大腸杯細胞の変化とその意義についての検討	

以前より動物モデルにおいて、消化管GVHDで杯細胞が減少することが指摘され

ていたが、その意義については詳しい検討はなされていなかった。そこでまず、近

年広く用いられているマウス急性GVHDモデルにおいて、大腸杯細胞が減少してい

るかを確認し、その意義について検討した。	

	

1) 放射線前処置による移植後のGVHD	重症度の推移と生存率	

B6D2F1	(H-2b/d)をレシピエントマウスとして、移植日当日に致死量の放射線照

射(12.5	Gy)を2分割して行ったのち、主要組織適合性複合体不一致の同種

(allogeneic;	Allo)ドナーであるB6	(H-2b)または同系(syngeneic;	Syn)ドナーで

あるB6D2F1(H-2b/d)から5	x	106の骨髄細胞および脾細胞を採取して経静脈的に投

与した。GVHDが発症しないSyn群とGVHDを発症するAllo群とを比較すると、

GVHD	scoreは移植後1週間以降から有意差を持ってAllo群で高い値を示した	

(Figure	2A)	。また、移植後50日での生存率はSyn群では100%、Allo群では

40%であり、有意差をもってAllo群で低下していた	(Figure	2B)。		

	

	
Figure	 2:(A,B)	レシピエントマウス(B6D2F1)に致死量の放射線照射(12.5	

Gy/2Fr)で前処置を行い，	B6（Allo）またはB6D2F1（Syn）ドナーから採取し

た骨髄細胞と脾細胞を5×106ずつday	 0に経静脈的に輸注した。GVHD	 score	

(A;	平均±標準誤差)と,	生存曲線	(B)を示す(N=11-12)。**p	<	0.01,	***p	
<0.005。	
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2) 放射線前処置による移植後大腸杯細胞の動態	

このモデルにおける大腸杯細胞の傷害を確認するために、移植後3日、5日、

７日、35日、50日の大腸のアルシアンブルー染色標本を作製し、組織学的検討お

よび定量化を行った。移植後5日の時点でAllo群はSyn群に比較して著明に杯細

胞が減少しており、その後、移植後後期になっても大腸杯細胞の傷害は遷延して

いた	(Figure	3A,B)。	

	

	

Figure	3:(A,B)	移植はFigure2と同様に施行した。移植後のマウスから大腸を採取

してアルシアンブルー染色を行った。移植後3,5,7,35,50日目(A,	scale	bar:	100	

μm)の組織像を示す。(B)それぞれの標本のうち粘膜部分のみを画像処理で切り出

し、Aperio	ImageScopeを用いて粘膜全体に対するアルシアンブルー陽性部分の面積

比を算出して、大腸杯細胞の増減を定量的に評価した(平均±標準誤差,	N=3-11	

/group)。*p	<	0.05,	**p	<	0.01,	***p	<0.005。	
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3) 抗癌剤前処置によるGVHD	重症度・生存率および移植後大腸杯細胞の動態の検討	

前項の結果が、放射線による前処置特有の毒性である可能性を除外するため

に、抗癌剤を前処置に用いたマウスGVHDモデルにおいても同様の結果が得られる

かを確認した。	

抗癌剤前処置による移植モデルにおいてもGVHD	scoreはSyn群に比べてAllo

群で有意に高く、生存率も低下することを確認した(Figure	4A,B)。このモデルを

用いて、移植後21日目の大腸杯細胞数を検討したところ、Allo群でSyn群に比

べて著明に大腸杯細胞は減少していた(Figure	4C,D)。	

	

	

Figure	4:(A,B,C,D)	レシピエントマウス(B6D2F1)にブスルファン25	mg/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)を腹腔内

投与して前処置を行い、B6（Allo）またはB6D2F1（Syn）ドナーから採取した骨髄

細胞5×106と脾細胞を1×107をday	0に経静脈的に輸注した。GVHD	score	(A;	平

均±標準誤差)と,	生存曲線	(B)を示す(N=10/group)。移植後21日目の大腸アル

シアンブルー染色組織像(C,	scale	bar:	100	μm)。移植後21日目の大腸アルシ

アンブルー染色標本をFigure3Bと同様の画像解析を行い大腸杯細胞を定量的に評

価した(D;	平均±標準誤差,	N=9-10/group)。**p	<	0.01,	***p	<0.005,	****p	

<0.001。	
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以上の結果から、前処置の方法に関わらず大腸杯細胞はGVHD発症群で減少し

ていることから大腸杯細胞は消化管GVHDの標的細胞であることが示された。	

	

4) 大腸杯細胞の傷害により便中ムチン量が増加する	

杯細胞はムチンを豊富に含有しており、GVHDによる杯細胞傷害によって消化管

管腔へ分泌されるムチン、すなわち糞便中のムチンが変化している可能性が考え

られたため、移植後の便中ムチン量について検討を行なった。Allo群の糞便は

Syn群やNaïve群に比べて有意に含有ムチンが増加していた	(Figure	5)。	

	

	
Figure	5	移植はFigure2と同様に行なった。移植後4日目および7日目の糞便を

採取して便中ムチン量を測定した。参考としてNaïve	B6D2F1マウスの糞便も測定

した(平均±標準誤差,	N=5-16	/group)。*p	<	0.05	

	

これまでの結果をまとめると、大腸杯細胞がGVHDによって傷害・破壊される

ことで、杯細胞内のムチンが消化管管腔へ放出され、結果として便中ムチン含有

量が増加すると考えられた。したがって、便中ムチンが大腸杯細胞の傷害の程度

を表し、ひいては消化管GVHDのサロゲートマーカーとなりうることが示唆され

た。	
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5) GVHD による大腸杯細胞の傷害は大腸のムチン層構造を破綻させ、細菌の上皮下

への侵入を引き起こす	

大腸では杯細胞が分泌したムチンはinner	mucin	layerとouter	mucin	layer

という 2 層構造を構成することで腸上皮を病原菌から守っている。そこで我々は、

GVHD による大腸杯細胞の傷害が、この粘膜防御機構にどのような影響を及ぼすか

について検討した。	

移植後 35 日目の大腸を採取し、細菌を検出する EUB338	 probe を用いた

fluorescent	in	situ	hybridization	(FISH)法とMucin-2の蛍光免疫染色を組み合

わせて移植後のムチン層の変化を検討した(Figure	6)。Allo群ではSyn群やNaïve

群に比較してinner	mucin	layerが狭小化・消失して、大腸上皮内への細菌の侵入

を認めた(Figure	6	右列下段の白三角)	。	

	

	

Figure	6	Figure2と同様の移植を施行した。移植後35日目のSyn群、Allo群、お

よびNaïve	B6D2F1マウスの大腸蛍光免疫染色画像を示す。下段は上段の四角で囲

まれた部位の強拡大。点線はinner	mucin	layerと腸上皮との境界を表し、左側が

管腔側、右側が腸上皮側、両白線矢印の間はinner	mucin	layerを、白三角は腸上

皮内への細菌の侵入を示す(赤:	細菌,	緑:	Mucin-2,	青:	DAPI,	scale	bar:	100	

μm)	。	
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大腸上皮下への細菌の侵入を定量化するために、粘膜上皮を除去後、粘膜固有

層および漿膜細胞層を含む大腸上皮下組織を分離し、bacterial	universal	

primerである16S	rRNAを標的とした定量リアルタイムPCRを行なったところ、

Allo群ではNaïve群およびSyn群と比較して、より多くの細菌が侵入していた

(Figure	7)。	

	

	

Figure	7	Figure2と同様に移植を施行した。移植後5日目に大腸の上皮下組織(粘

膜固有層および漿膜細胞層)を分離してDNAを抽出し、定量リアルタイムPCRを行

い、16s	rRNAの発現を測定した。Naïve	B6D2F1マウスの大腸上皮下組織での16S	

rRNA発現をもとに標準化した(平均±標準誤差,	N=10	/group)。*p	<0.05	

	

これらの結果から、マウスGVHDモデルにおいて、大腸杯細胞が消化管GVHDの

標的細胞であり、その傷害による大腸のinner	mucin	layerの消失というバリア

機構破綻によって、細菌の大腸上皮下への侵入を引き起こしていると考えられ

た。	

	

２．杯細胞増殖因子IL-25の移植前投与のGVHDに及ぼす影響についての検討	

前章では、マウスGVHDモデルにおいて、消化管GVHDによって大腸杯細胞が傷害

されることで、大腸のムチン層によるバリア機構が破綻し、腸上皮下への細菌の侵

入が引き起こされることを示した。腸管粘膜のバリア機構の障害はエンドトキシン

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

循環に陥りやすい(Hill	and	Ferrara,	2000)。従って杯細胞を保護することにより

腸管粘膜のバリア機能を保護することは、新たなGVHD予防・治療の選択肢の一つ

になりうる。	

近年IL-17サイトカインファミリーの一つであるIL-25がtype	2	innate	

lymphoid	cell	(ILC2)を介して杯細胞を増加させることが報告された(Gerbe	et	
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al.,	2016;	von	Moltke	et	al.,	2016)。そこで我々はIL-25投与による腸管杯細

胞の増殖・保護がGVHDを軽減させることが可能か検討を行った。	

	

1) IL-25投与により大腸杯細胞を増殖し、かつその成熟も促される	

まず、既報の効果確認のために、Naïve	B6D2F1マウスに7日間	rmIL-25	0.3	

µgを腹腔内投与し、8日目に大腸を採取して組織学的評価を行ったところ、既報

と同様にrmIL-25の投与によって大腸杯細胞数は増加した(Figure	8A,B)。	

さらに興味深いことに、既報に従って、杯細胞の長径10	µm以上の大きいもの

を成熟杯細胞と定義し、陰窩あたりの成熟杯細胞と未成熟杯細胞の比を算出した

ところ、rmIL-25投与群で有意に成熟細胞の比率が増加していた(Figure	8C)。	

	

Figure	8:(A,B,C,D)	Naïve	B6D2F1マウスに7日間	0.3	µg/body	rmIL-25または

1x	PBS(-)	300	µLを腹腔内投与したのち、8日目に大腸を採取してアルシアンブ

ルー染色単独およびアルシアンブルー+PAS二重染色を施行した。PAS+アルシアン

ブルー二重染色病理像を示す(A,	scale	bar:	100	μm)。大腸アルシアンブルー染

色標本を用いてFigure3Bと同様の画像解析を行い大腸杯細胞を定量的に評価した

(B;	平均±標準誤差)	N=7/group)。アルシアンブルー染色+PAS二重染色大腸標本

を用いて長径10	µm以上の杯細胞を成熟細胞として、それ以下のサイズの未成熟

細胞との比を各陰窩毎に算出した(C;	平均±標準誤差,	N=8/group)。*p	<0.05,	

****p	<0.001	
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この結果からIL-25は単に杯細胞の増殖を促すだけではなく、その成熟にも寄

与していると考えられた。	

	

2) 移植前IL-25投与による大腸杯細胞の増殖・保護により、GVHDは軽減する	

	

次に我々は、移植前のIL-25投与による大腸杯細胞の増殖・保護が消化管GVHD

を軽減させるか検討した。	

	

まず、レシピエントマウス(B6D2F1)に対して移植前7日間(day	-7	〜	0)	

rmIL-25	0.3	µg/bodyまたは1xPBS(-)	300	µLを腹腔内投与した後、移植日当日

に致死量の放射線照射(11.5	〜	12.0	Gy/2Fr)で前処置を行い，	B6（Allo）また

はB6D2F1（Syn）ドナーから採取した骨髄細胞5×106と脾細胞を1×107ずつ経静

脈的に輸注した。	

移植後5日目の大腸アルシアンブルー染色標本では、PBS投与Allo群に比べて

rmIL-25投与Allo群で有意に多くの杯細胞が残存しており(Figure	9A,B)、大腸

上皮下組織への細菌の侵入もIL-25投与群で有意に減少して、Syn群と遜色ない

水準に抑えられていた(Figure	9C)。	
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Figure9	:(A,B,C)	B6D2F1マウスに0.3	µg/body	rmIL-25または1xPBS(-)	300	µL

を腹腔内投与した後(day	-7〜day0)、致死量の放射線照射(11.5	〜	12.0	Gy/2Fr)

で前処置を行い，	B6（Allo）またはB6D2F1（Syn）ドナーから採取した骨髄細胞

5×106と脾細胞を1×107ずつ経静脈的に輸注した。移植後5日目の大腸アルシア

ンブルー染色病理像を示す(A,	scale	bar:	100μm)。これらを用いてFigure3Bと

同様の画像解析を行い大腸杯細胞を定量的に評価した(B;	平均±標準誤差,	N=6-

9/group)。Figure7同様に移植後5日目に大腸の上皮下組織からDNAを抽出し、定

量リアルタイムPCRを行い、16S	rRNAの発現を測定した。Syn群の大腸上皮下組

織での16s	rRNA発現をもとに標準化した(平均±標準誤差,	N=6-9	/group)。*p	

<0.05,	***p	<0.005	

	

さらに、移植前IL-25投与による粘膜保護がGVHDにどのような影響を及ぼす

か検討した。rmIL-25投与Allo群では血漿IFN-γおよびIL-6といった炎症性サ

イトカインが抑制されていた(Figure	10A,B)。その結果として、rmIL-25投与

Allo群で生存率が改善し(Figure	10C)、移植後14日目のGVHDスコアにおいても

改善を認めた(Figure	10D)。	
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Figure	10:(A,B,C,D)	Figure9と同様に移植を施行した。移植後5日目の血液を採

取し、血漿を分離してBD	CBA	Flex	setsを用いてIFN-γ(A)とIL-6(B)を測定し

た(平均±標準誤差,	N=12-19/group)。またこの系における生存率(C)および移植

後14日目のGVHD重症度(D)を示す(N=6-15/group)。*p	<0.05,	**p	<0.01,	***p	

<0.005	

	

以上の結果から移植前短期間のIL-25投与による大腸杯細胞の増殖・保護によ

って、GVHDによる大腸杯細胞の傷害が軽減されて、バリア機能が保たれることで

細菌の腸上皮下への侵入が抑制され、GVHDに伴う炎症性反応増悪が抑えられて、

結果的にGVHDが軽減するという機序が考えられた。	

	

３．抗菌分子Lypd8の消化管GVHDへの影響と大腸ムチン層との相互作用に関する検

討		

	

以前より我々や他のグループから、マウスGVHDモデルにおいて同種移植後に

大腸菌が増加することが報告され(Eriguchi	et	al.,	2012;	Heimesaat	et	al.,	

2010)、ヒトにおいても移植後の腸管dysbiosisが移植成績に影響を及ぼすことが

報告されている(Taur	et	al.,	2014)。	

小腸では、Paneth細胞が分泌する抗菌ペプチドα-defensinが病原菌に選択的

に抗菌活性を示すことでが知られており(Masuda	et	al.,	2011)、腸内細菌叢の維

持において重要な調節因子となっているが、大腸特有の抗菌活性を有する分子に

関しては今まで報告がなかった。	

奥村らは、大腸上皮細胞	(enterocyte)が産生するLypd8が大腸菌などの鞭毛

を有する細菌の鞭毛部に作用して、その活動性を低下させることで腸上皮下への

細菌侵入を抑制していることを報告した(Okumura	et	al.,	2016)。そこで、我々

はLypd8が消化管GVHDにどのような影響を及ぼしているかについて検討した。	
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1) 抗菌分子Lypd8はinner	mucin	layerと腸上皮細胞の境界領域に存在し、同種移

植後に減少する	

	

まず、Lypd8の局在について野生型B6マウス(WT)とLypd8欠損型マウス(KO)の

大腸蛍光免疫染色を行い組織学的に評価した(Figure	11A)。既報と同様に、Lypd8

は定常状態ではinner	mucin	layerと大腸上皮細胞との境界に集中して存在して

いた。一方で、移植後7日目の大腸蛍光免疫染色ではLypd8がSyn群では同部位

に比較的残存しているのに対して、Allo群では減少していることがわかった

(Figure	11B)。	

	

	

Figure	11;	(A,B)	(A)	WTマウスおよびKOマウスの大腸蛍光免疫染色画像。(B)	

Figure2と同様に移植を施行し、移植7日目に作成した大腸蛍光免疫染色画像を示

す	(赤:	Lypd8,青:	DAPI,	scale	bar:	100μm)	。	

	

しかし、移植後7日目の細胞レベルでのLypd8のmRNA発現量を定量リアルタ

イムPCRを用いて評価したところ、既報の通り、腸上皮細胞(Epithelial	cell	

(EC))が上皮下の細胞(Lamina	propria	(LP)Serosal	Layer	(SL)に比べてより強く

発現していたものの、Syn群とAllo群の間で、EC間での発現量に差を認めなかっ

た	(Figure	12)。	
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Figure	12	Figure2と同様の移植を行い、移植7日目に大腸の上皮細胞(EC)および

上皮下細胞(LP/SL)をそれぞれ分離して、Lypd8のmRNA発現レベルを定量リアルタ

イムPCRにて評価した。内因性コントロールとして18S	rRNAを用いた。比較とし

てNaive	B6D2F1マウスでも同様に評価した(平均±標準誤差,	N=4-5	/group)。	

*p	<0.05.	

	

以上から、細胞あたりのLypd8の発現はGVHD発症には影響を受けないが、ム

チン層が破綻することで、本来Lypd8が高濃度で存在すべきinner	mucin	layer

と腸上皮細胞との境界領域に維持できなくなっていると考えられた。	

	

2) Lypd8は同種移植後においても大腸上皮下への細菌侵入に対して抑制的に働き、

GVHDの増悪を抑制する	

	

さらに、我々はLypd8が同種移植後においても大腸上皮下への細菌侵入に対し

て抑制的に働いているか検討を行った。	

WTまたはKOをレシピエントとして移植日当日に致死量の放射線照射(11.5	

Gy/2Fr)で前処置を行い，	BALBc	(H-2d)（Allo群）またはB6	(H-2b)（Syn群）ド

ナーから採取した骨髄細胞5×106と脾細胞を1×107ずつ経静脈的に輸注した。移

植後7日目の大腸を採取し、EUB338を用いた細菌FIHS法とMucin-2の蛍光免疫

染色を施行したところ、KO群で大腸上皮内への細菌の侵入をより多く認めた

(Figure	13A)。また、大腸上皮下組織に対する16S	rRNAを標的とした定量リアル

タイムPCR法を行い、KO群でWT群に比べてより大腸上皮下へ細菌が侵入してい

ることを確認した(Figure	13B)。	
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Figure	13:(A,B)	WTまたはKOをレシピエントマウスに、致死量の放射線照射

(11.5	Gy/2Fr)で前処置を行い，	BALB/cドナーから採取した骨髄細胞5×106と脾

細胞を1×107を経静脈的に輸注した。移植後7日目の大腸蛍光免疫染色画像（A;	

赤:	細菌,	緑:	Mucin-2,	青:	DAPI,	scale	bar:	100μm)を示す。白三角は腸上皮

内への細菌侵入を示す。(B)	Figure7同様に移植後7日目に大腸の上皮下組織から

DNAを抽出し、定量リアルタイムPCRを行い、16S	rRNAの発現を測定した。

AlloWT群の大腸上皮下組織での16S	rRNA発現をもとに標準化した(平均±標準誤

差,	N=4-5	/group)。*p	<0.05	

	

このことからLypd8が移植後Allo群においても大腸上皮下への細菌侵入に対

して抑制的に働いていることが示唆された。	

また、この細菌侵入の結果として、KO群ではWT群に比べてIL-6やIFN-γと

いった炎症性サイトカインがより強く上昇した(Figure	14)。	

	

Allo WT Allo KO

EUB338 DAPIMucin2
Fo

ld
 c

ha
ng

e 
fro

m
 W

T 4

3

2

1

0

∗

16s rRNA in the
colonic mucosa

Allo Allo
WT KO

A

B



 31 

	

Figure	14	:(A,B)	Figure13と同様に移植を行い、移植後5日目の血液を採取し、

血漿を分離してBD	CBA	Flex	setsを用いてIFN-γ(A)とIL-6(B)を測定した(平均

±標準誤差,	N=10-13/group)。*p	<0.05,	***p	<0.005	

	

このモデルでは、WTをレシピエントとしてAllo移植を行った場合に、移植後

70日までに約60%程度が死亡するが、KOをレシピエントとして用いた場合、より

強いGVHDを認めて、同じ期間に全てのマウスが死亡した(Figure	15A)。	

この結果に、WTとKOの腸内細菌叢の違いが影響を及ぼしている可能性を排除

するため、両者を同一ケージで4週間飼育(Co-housing)した後に、同様の移植を

施行しても、KO群の生存率は有意に悪かった(Figure	15B)。	

	

	

Figure15	:(A,B)	Figure13と同様に、BALB/cまたはB6をドナーマウスとして移

植した際の生存曲線(A)を示す(N=7-10/group)。移植前にWTとKOを4週間co-

housingした場合の生存曲線(B,	N=5-10/group)を示す。**p	<0.01,	***p	<0.005	

	

このモデルにおいても移植前のrmIL-25投与がGVHDを軽減するか検討を行っ

た。WTにおいては移植後50日の時点でPBS投与群でマウスが全て死亡したのに

対してrmIL-25投与群は50%が生存(3/6)しており(Figure	16A)、rmIL-25により
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GVHDが軽減された。これに対してKOにおいては生存率の改善は得られなかった

(Figure	16B)。	

	

	
Figure	16	:(A,B)	移植前に7日間(day	-6	〜	day	0)rmIL-25	0.3	µg	または1x	

PBS(-)	300	µLを腹腔内投与した後、Figure15と同様に移植した場合のWTにおけ

る生存曲線(A,	N=6/group)とKOにおける生存曲線(B,	N=10/group)示す。	

	

以上の結果から、マウスGVHDモデルにおいて、大腸杯細胞はGVHDの標的細

胞であり、抗菌分子Lypd8依存性に細菌の大腸上皮下への侵入を抑制して、GVHD

の進展に対して抑制的に働いていると考えられた。	
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４．ヒト造血幹細胞移植における大腸杯細胞の傷害に関する検討		

これまでのマウスGVHDモデルから得られた知見をふまえて、ヒト同種造血幹

細胞移植後の消化管GVHDにおいても、マウスモデルと同様に大腸杯細胞が傷害を

受けているか検討を行った。	

	

1) 	 対象患者とその生検のカテゴリー分け	

北海道大学病院血液内科にて、2009年から2015年の間に初回同種造血幹細胞

移植を受けた205名の患者を対象とした。このうち200名で好中球生着が得られ

た。そのうちの88名(全体の42.9%)で、移植前後に何らかの理由により、計156

回の生検を施行されていた。	

Table	2に患者背景を生検未施行群および施行群に分けて示した。両群間で年

齢、性別、基礎疾患、移植ソース、HLA一致・不一致、前処置強度、放射線照射

の有無に差は認めなかったが、生検施行群でGVHD	gradeおよび消化管GVHDの

stageが高く、重症のGVHDを多く認めた。	

	

Table	2-1.	全体の患者背景(1)	

Variable	

Total	

Population	

Post	SCT	Biopsy	(-)	

Population	

Post	SCT	Biopsy	(+)	

Population	
	

n=205	 n=130	 n=75	 P	

Age	(median),	y	 	 	 	 0.987	

	 	 17-67	(48)	 17-67	(48)	 18-67	(48)	 	 	

Sex,	n	(%)	 	 	 	 0.711	

					male	 117	(57)	 73	(56)	 44	(59)	 	 	

					female	 88	(43)	 57	(44)	 31	(41)	 	 	

Underlying	Disease,	n	(%)	 	 	 	 0.711	

					AML	 76	(37)	 58	(45)	 18	(24)	 	 	

					ALL	 37	(18)	 23	(18)	 14	(19)	 	

					ML	 48	(23)	 24	(18)	 24	(32)	 	 	

					MDS	 23	(11)	 13	(10)	 10	(13)	 	

					CML	 6	(3)	 4	(3)	 2	(3)	 	 	

					AA	 6	(3)	 2	(2)	 4	(5)	 	

					MM	 2	(1)	 0	(0)	 2	(3)	 	 	

					Others	 7	(3)	 6	(5)	 1	(1)	 	 	
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Table	2-2.	全体の患者背景	

Variable	

Total	

Population	

Post	SCT	Biopsy	(-)	

Population	

Post	SCT	Biopsy	(+)	

Population	
	

n=205	 n=130	 n=75	 P	

Disease	Risk	Index,	n	(%)	 	 	 	 0.110	

Low	 25	(12)	 13	(10)	 12	(16)	 	 	

Intermediate	 114	(56)	 80	(62)	 34	(45)	 	

High	 53	(26)	 31	(24)	 22	(29)	 	 	

Very	High	 13	(6)	 6	(5)	 7	(9)	 	 	

Donor	Source,	n	(%)	 	 	 	 0.278	

					BMT	 112	(55)	 66	(51)	 46	(61)	 	 	

					PBSCT	 53	(26)	 38	(29)	 15	(20)	 	

					CBT	 40	(20)	 26	(20)	 14	(19)	 	 	

HLA	match,	n	(%)	 	 	 	 1	

					Yes	 102	(50)	 65	(50)	 37	(49)	 	 	

					No	 103	(50)	 65	(50)	 38	(51)	 	 	

Conditioning,	n	(%)	 	 	 	 0.057	

					MAC	 117	(57)	 81	(62)	 36	(48)	 	 	

					RIC	 88	(43)	 49	(38)	 39	(52)	 	 	

TBI,	n	(%)	 	 	 	 0.212	

					Yes	 187	(91)	 116	(89)	 71	(95)	 	 	

					No	 18	(9)	 14	(11)	 4	(5)	 	 	

GVHD	grade,	n	(%)	 n=200	 n=125	 n=75	 <0.001	

					0-2	 175	(88)	 122	(98)	 53	(71)	 	 	

					3-4	 25	(13)	 3	(2)	 22	(29)	 	 	

GI	GVHD	stage,	n	(%)	 n=200	 n=125	 n=75	 <0.001	

					0	 147	(74)	 122	(98)	 25	(33)	 	 	

					1-2	 40	(20)	 3	(2)	 37	(49)	 	

					3-4	 13	(7)	 0	(0)	 13	(17)	 	 	

Abbreviations;	AML;	acute	myeloid	leukemia	ALL;	acute	lymphoblastic	

leukemia	ML;	malignant	lymphoma.	MDS;	myelodysplastic	syndrome,	CML;	Chronic	

myeloid	leukemia,	AA;	aplastic	anemia	MM;	multiple	myeloma,	BMT;	bone	marrow	

transplantation,	PBSCT;	peripheral	blood	stem	cell	transplantation,	CBT;	
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cord	blood	transplantation,	MAC;	myeloablative	conditioning,	RIC;	reduced	

intensity	conditioning,	TBI;	total	body	irradiation	

	

生検検体を生検時期とその診断内容に応じて以下の通りに分類した(Figure	

17)。27	検体(24	人)が移植前に生検されたものだったが、このうち22	検体(21	

人)は、下痢などの消化器症状のない患者で移植前スクリーニング目的に生検され

たもので、これらを「pre-SCT	screening」と分類した。	

129	検体(75	人)が移植後に生検されたものであったが、このうち7	検体(2	

人)がAdult	T	cell	lymphoma	/	leukemia	(ATLL)の腸管病変もしくは移植後リン

パ増殖性疾患(PTLD)であり、解析から除外した。	

109	検体(73	人)が下痢などの消化器症状が出現した際に診断目的に生検され

ており、これらを「initial	biopsies」と分類した。そのうち7検体(6	人)で下

痢が遷延したために再度生検が行われ、診断がinitial	biopsiesのものと変わっ

ており、これらを「Repeated	biopsies	with	different	diagnosis」と分類して

独立した検体として扱った。その他、6	名の患者では治療により消化管GVHDが寛

解した状態で生検が採取されており、「follow-up	biopsies」と分類し、GVHD治

療効果と大腸杯細胞数の比較検討に用いた。	

「initial	biopsies」には「pathologically	confirmed	GI-GVHD	without	CMV	

colitis」が38	検体(33	人)、「pathologically	confirmed	GI-GVHD	with	CMV	

colitis」が6	検体(6	人)、「clinical	GVHD」(病理学的にGVHD所見が確認でき

ないもの)が14	検体(12	人)、「CMV	colitis」単独が9	検体(8	人)と、それ以外

の「non-specific	colitis」が42	検体(34	人)が含まれていた。	

「Repeated	biopsies	with	different	diagnosis」にはpathologically	

confirmed	GI-GVHD	without	CMV	colitis、pathologically	confirmed	GI-GVHD	

with	CMV	colitisが1	検体ずつ、CMV	colitis単独が2	検体(2	人)、non-

specific	colitisが3	検体(2人)が含まれていた。	

「follow-up	biopsies」は全例がnon-specific	colitisという診断であっ

た。	
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Figure	17	生検検体のカテゴリー別まとめ	
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2) 大腸杯細胞は消化管GVHD において特異的に減少し、消化管GVHD の重症度および

治療反応性に相関する	

	

各カテゴリーにおける大腸HE染色の代表的なものを示した(Figure18	

A,B,C,D)。大腸杯細胞はHE染色ではムチンが明るく抜けた胞体を有するように見

えるが、大腸杯細胞は「pathologically	confirmed	GI-GVHD」のみで減少してい

た。	

	

	

Figure	18	:(A,B,C,D)	各疾患カテゴリーの代表的な大腸HE染色像。(A)	pre-SCT	

screening	(Pre-SCT),	(B)	Non-Specific	colitis	(移植後22日目)。(C)	CMV	

colitis(移植後56日目)。(D)	Pathologically	confirmed	GI-GVHD	(移植後29日

目)。(Bar	100	µm)	
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続いて、これら各検体の大腸杯細胞の多寡を、杯細胞数を陰窩を構成する上皮

細胞数との比率で定量化して評価した	(Figure	19)。	

「pathologically	confirmed	GI-GVHD	without	CMV	colitis」(20.0	±	

1.8	%)と「pathologically	confirmed	GI-GVHD	with	CMV	colitis」(17.0	±	

3.0	%)では、他のカテゴリーと比較して有意に大腸杯細胞が減少していたが、

clinical	GI-GVHD,	CMV	colitis,	non-specific	colitisでは、移植前スクリー

ニング時と同等の杯細胞が残存しており、杯細胞の減少は無しと判断された

(「pre-SCT	screening」(37.2	±	1.2	%),「non-specific	colitis」(36.0	±	

1.2	%),「clinical	GI	GVHD」(37.5	±	2.0	%),「CMV	colitis」(30.3	%	±	

5.0	%))。	

	

	

Figure	19	各カテゴリー毎の大腸杯細胞数	

HE染色にて陰窩中の大腸杯細胞と腸上皮細胞との比を算出した。各検体で少なく

とも5個以上の陰窩で評価し、その平均値を算出した。(pre-SCT	screening	(N=	

22),	non-specific	colitis	(N=	51)	clinical	GI-GVHD	(N=	14)	CMV	colitis	

(N=	11),	pathologically	confirmed	GI-GVHD	without	CMV	colitis	(N=	39),	

pathologically	confirmed	GI-GVHD	with	CMV	colitis	(N=	7))	

***p	<0.05,***p	<0.005		
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さらに大腸杯細胞の傷害の程度は臨床症状で分類される消化管GVHDの重症度

と相関していた(Figure	20)。	

	

	

Figure	20	大腸杯細胞数と消化管GVHD重症度との相関関係	

(GI-GVHD	stage	0	(N=23)	stage	1	(N=24),	stage	2	(N=5),	stage	3	(N=5),	

stage	3	(N=5),	stage	4	(N=6)	***p	<0.005	

また、消化管GVHDが治療により寛解がえられることで、杯細胞数が回復するこ

とも判明した(Figure	21)。	

	

	

Figure	21	消化管GVHDの治療前後の大腸杯細胞数の推移	

Pathologically	confirmed	GI-GVHDと初回診断され、その後の消化管GVHD寛解時

に再度生検された症例で、両者の杯細胞数を比較した。各症例の治療前後の杯細

胞比率を線で結んでいる(N=6)。*p	<0.05	

以上のことから大腸杯細胞が消化管GVHD治療によける診断・重症度分類・治

療モニタリングの指標となりうることが示された。	
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５．ヒト同種造血幹細胞移植における大腸杯細胞の傷害と移植成績との関連性	

	

最後に大腸杯細胞の傷害の程度が移植成績と関連するかの検討を行った。	

	 検討に際して、経過中に一度でも大腸杯細胞数が15%以下となったものを

Severe	Goblet	Loss群(N=	8)とし、反対に常に15%以上であったものをMild	

Goblet	Loss	(N=	65)群と定義した。	

Severe	Goblet	Loss群とMild	Goblet	Loss群の患者背景をTable	3にまとめ

た。両群間で年齢、性別、基礎疾患、移植ソース、HLA一致・不一致、前処置強

度、放射線照射の有無には差がなかったが、Severe	Goblet	Loss群でGVHDの

gradeおよび消化管GVHDのstageが高く重症GVHDを多く認めた。	

	

Table	3-1.	杯細胞の傷害の程度で分けた患者背景	(1)	

Variable	

Severe	Goblet	Loss	

Population	

Mild	Goblet	Loss	

Population	 	
n=8	 n=65	 P	

Age	(median),	y	 	 	 0.81	

	 	 18-63	(49)	 18-67	(47)	 	 	

Sex,	n	(%)	 	 	 0.272	

					male	 3	(38)	 39	(60)	 	 	

					female	 5	(63)	 26	(40)	 	 	

Underlying	Disease,	n	(%)	 	 	 0.59	

					AML	 1	(13)	 17	(26)	 	 	

					ALL	 1	(13)	 12	(18)	 	

					ML	 4	(50)	 19	(29)	 	 	

					MDS	 1	(13)	 9	(14)	 	

					CML	 0	(0)	 2	(3)	 	 	

					AA	 0	(0)	 4	(6)	 	

					MM	 0	(0)	 1	(2)	 	 	

					Others	 1	(13)	 1	(2)	 	 	

Disease	Risk	Index,	n	(%)	 	 	 0.2430	

					Low	 0	(0)	 12	(18)	 	 	

					Intermediate	 6	(75)	 27	(42)	 	

					High	 1	(13)	 20	(31)	 	 	

					Very	High	 1	(13)	 6	(9)	 	 	
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Table	3-2	杯細胞の傷害の程度で分けた患者背景	(2)	

Variable	

Severe	Goblet	Loss	

Population	

Mild	Goblet	Loss	

Population	 	
n=8	 n=65	 P	

Donor	Source,	n	(%)	 	 	 0.5000	

					BMT	 4	(50)	 40	(62)	 	 	

					PBSCT	 1	(13)	 14	(22)	 	

					CBT	 3	(38)	 11	(17)	 	 	

HLA	match,	n	(%)	 	 	 0.2640	

					Yes	 2	(25)	 33	(51)	 	 	

					No	 6	(75)	 32	(49)	 	 	

Conditioning,	n	(%)	 	 	 0.4600	

					MAC	 5	(63)	 29	(45)	 	 	

					RIC	 3	(38)	 36	(55)	 	 	

TBI,	n	(%)	 	 	 0.0569	

					Yes	 6	(75)	 63	(97)	 	 	

					No	 2	(25)	 2	(3)	 	 	

GVHD	grade,	n	(%)	 	 	 0.0078	

					0-2	 2	(25)	 49	(75)	 	 	

					3-4	 6	(75)	 16	(25)	 	 	

GI	GVHD	stage,	n	(%)	 	 	 0.0571	

					0	 0	(0)	 23	(35)	 	 	

					1-2	 5	(63)	 32	(49)	 	

					3-4	 3	(38)	 10	(15)	 	 	

Abbreviations;	AML;	acute	myeloid	leukemia	ALL;	acute	lymphoblastic	

leukemia	ML;	malignant	lymphoma.	MDS;	myelodysplastic	syndrome,	CML;	Chronic	

myeloid	leukemia,	AA;	aplastic	anemia	MM;	multiple	myeloma,	BMT;	bone	marrow	

transplantation,	PBSCT;	peripheral	blood	stem	cell	transplantation,	CBT;	

cord	blood	transplantation,	MAC;	myeloablative	conditioning,	RIC;	reduced	

intensity	conditioning,	TBI;	total	body	irradiation	
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Severe	Goblet	Loss群とMild	Goblet	Loss群に、さらに残りの経過中に大腸

生検を行わなかった群(No	indication	for	Biopsy)を加えた3群で、移植後100

日をlandmarkとした全生存率および非再発死亡率を比較検討した。	

全生存率の解析では、下痢がなく大腸内視鏡検査および生検が必要なかった群

が、下痢症状があり大腸生検を要した症例に比べて有意に予後良好であった一方

で、重度に杯細胞傷害を受けた(=Severe	Goblet	Loss)群は軽度の杯細胞傷害に止

まった(=Mild	Goblet	Loss)群よりも移植後の全生存率が有意に低く	(Figure	

22A)、非再発死亡率も高率だった(Figure22B)。	

	

	

Figure	22	杯細胞傷害の程度によって分類された全生存率および再発死亡率の推

移(移植後100日目をLandmarkとして解析)	,	*p	<0.05,	***p	<0.005	

	

このことから大腸杯細胞の受傷の程度は全生存や非再発死亡などの移植成績に

影響を及ぼすと考えられた。	

	

以上の結果から、ヒト同種造血幹細胞移植において、大腸杯細胞数は消化管

GVHDの診断およびモニタリングに加えて、予後予測にも有用なバイオマーカーで

あると考えられた。	
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考察	

	

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組織傷害を引き起こす医原性疾患である(Teshima	et	al.,	

2002)。GVHDの主な標的臓器である消化管では成熟した上皮細胞や腸幹細胞などの前

駆細胞がその標的となる(Takashima	et	al.,	2011;	Teshima	et	al.,	2011)。	

近年の研究によりGVHDやgraft	versus	leukemia(GVL)効果という観点から腸内

細菌叢が造血幹細胞移植の予後に影響を及ぼすということが報告されている

(Eriguchi	et	al.,	2012;	Jenq	et	al.,	2012;	Peled	et	al.,	2017)。例えば酪酸を

産生する常在性嫌気性菌は直接腸管上皮を保護すると同時に(Mathewson	et	al.,	

2016)、制御性T細胞性を誘導することが知られており(Furusawa	et	al.,	2013)、

GVHD症例では病原性細菌の増加および酪酸産生菌の減少によって移植成績が悪化す

るという報告がある(Atarashi	et	al.,	2013;	Taur	et	al.,	2014)。	

	

腸管粘膜は、細菌の体内への侵入を防ぐ障壁として重要であり、その腸管粘膜を

覆うように存在している粘液層もまた、細菌に対する物理的かつ化学的な障壁として

非常に重要である。同種移植後は腸内細菌叢に乱れが生じるため、腸管粘液層の機能

が維持されることは同種移植の成績を左右する要素となりうる。	

抗菌ペプチドを始めとする抗菌分子は腸内細菌を維持することや、直接的に上皮

に対して保護的に働くことで腸内の恒常性を保つために非常に重要である(Eriguchi	

et	al.,	2012;	Hayase	et	al.,	2017;	Zhao	et	al.,	2018)。	

特に、小腸のPaneth細胞が産生する抗菌ペプチドであるα-defensinは病原性細

菌に対する選択的な抗菌活性を有する一方で、常在細菌叢には保護的に働くことが報

告されており、正常の常在細菌叢を維持するのに重要な役割を果たしていると考えら

れる。我々は以前にマウスのGVHDモデルを用いて、Lgr5陽性腸幹細胞とそのニッチ

であるPaneth細胞が、GVHDの標的細胞となっており、その傷害による組織修復機転

の破綻と抗菌ペプチドの分泌不全による腸内細菌叢の異常(dysbiosis)がGVHDの増悪

をもたらすことを示した(Masuda	et	al.,	2011)。	

	

今回、我々は大腸杯細胞もPaneth細胞と同様にGVHDの標的細胞となり、その傷

害によってムチン層が破綻をきたし、bacterial	translocationが引き起こされるこ

とを示した。	
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様々な抗菌活性を有する物質が腸管上皮細胞で産生された後、ムチン層を介して

消化管管腔へと放出される。このためムチン層は高濃度の抗菌分子を保持しており、

細菌に対する腸上皮の化学的なバリアとしての機能を有している。	

実際、いくつかの抗菌活性を有する分子は、主にムチン層に止まって機能してい

ることが報告されている。Vaishnavaらは抗菌ペプチドであるREGⅢγが細菌刺激に

反応して腸上皮細胞で産生・分泌され、ムチン層で殺菌作用を示すと報告している

(Vaishnava	et	al.,	2011)。また奥村らは大腸の腸上皮細胞が産生するLypd8がムチ

ン層において細菌の活動性を抑えることにより、bacterial	translocationを抑える

ことを報告している(Okumura	et	al.,	2016)。これらの抗菌分子がムチン層で主に作

用しているという事実からは、杯細胞によって形成されるムチン層が、抗菌分子が十

分に効果を発現するために必須な存在である可能性がある。また、庄野らは、マウス

モデルにおいてムチン分解菌の一種であるAkkermansia	muciniphilaの腸管内での増

殖がGVHDを増悪させると報告しており(Shono	et	al.,	2016)、消化管GVHDにおける

大腸杯細胞およびムチン層の重要性を示唆する知見の一つと言えるだろう。	

	

我々は、マウスモデルにおいて、腸管上皮増殖因子であるR-Spondin	1がPaneth

細胞を保護し、α-defensinの産生を維持することにより腸管dysbiosisを抑制して

GVHDを軽減させることを報告した(Hayase	et	al.,	2017)。さらにマウス	α-

defensinであるcryptdin-4を内服することでも腸管dysbiosisを抑制してGVHDも

軽減することを示した。その際、R-Spondin1投与によるGVHD抑制効果は、抗菌ペプ

チド投与によるGVHD抑制に比較して、強力であった。R-spondin	1はPaneth細胞だ

けでなく杯細胞も増殖させるため、R-spondin	1の投与がムチン層の破綻を抑制して

α-defensinの抗菌活性を増強させている可能性もある。一方、dysbiosisに対する

治療およびGVHD予防目的としてcryptdin-4などの抗菌分子を投与する際における、

ムチン層の役割とそのサポートの必要性については更なる検討が必要と考える。	

	

我々は移植前にIL-25を投与して成熟杯細胞を増殖させることで、移植後にもそ

のバリア機能を維持させて、bacterial	translocationと炎症性サイトカインの産生

を抑制しGVHDを軽減しうることを発見した。	

IL-25は腸管のTuft	cellで産生され、ILC2を介して杯細胞を増殖させる(Gerbe	

et	al.,	2016;	von	Moltke	et	al.,	2016)。ILCはGVHDに関して保護的に働くこと

がわかってきている。Hanashらは放射線耐性であるILC3がGVHDによって傷害を受

けることで腸管上皮増殖因子であるIL-22の産生が低下してバリア機構が破綻するこ

とを報告している(Hanash	et	al.,	2012)。ILC2はILC3と異なり、GVHDの有無とは

関係なく、移植前処置後に激減して長期間回復しない。BruceらIL-25を投与して別
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個に採取しておいたILC2を、移植時に輸注することでMyeloid-derived	suppressor	

cellsを誘導してGVHDを軽減させるという方法を報告しているが、この研究では

ILC2投与後の腸杯細胞については検討していない(Bruce	et	al.,	2017)。今回、

我々は同種移植後のILC2の動態についての評価は行なっていないが、移植前に投与

していたIL-25によって増殖したILC2が、前処置後には減少していることが予測さ

れる。	

ヒトにおいても末梢血中に活性化したILC2とILC3を認めた場合にGVHDの発症率

が低下するという報告があるが(Munneke	et	al.,	2014)、これらの患者で実際に杯細

胞の増加や成熟が認めるかについては不明である。更なる検討が必要である。	

	

我々はヒトにおいて他の下痢をきたす移植後の合併症と比較して、消化管GVHDで

のみ大腸杯細胞が減少することを発見した。Levineらは十二指腸のPaneth細胞数が

消化管GVHDの重症度に相関すると報告している(Levine	et	al.,	2013)。大腸杯細胞

も、十二指腸のPaneth細胞と同様に、簡便な診断的かつ経過観察に有用なバイオマ

ーカーになりうる。	

今回の検討では、非特異的な下痢やCMV腸炎においては大腸杯細胞が減少しない

ことは判明したが、今後は血栓性微小血管障害症やEpstein-Barrウイルス関連腸炎

などの他の移植後消化管合併症における大腸杯細胞数に関しても比較検討が必要と考

える。	

近年では、共焦点レーザー内視鏡の開発により、消化管生検を行わずに大腸杯細

胞を評価することも可能となってきた(Arya	and	Yan,	2012)。	

内視鏡や組織学的による大腸杯細胞の評価が、簡便な診断的かつ、経過観察可能

で、予後予測可能な消化管バイオマーカーとして用いられるかもしれない。	

また、杯細胞を保護することで抗菌分子を保持した状態のムチン層を維持し、

bacterial	translocationを防ぎ、移植成績を改善させるという新たな治療戦略も考

えられ、今後の更なる基礎および臨床研究が望まれる。	
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総括および結論	

	

本研究にて以下の知見が得られた。	

	

• 消化管GVHDによって大腸杯細胞は傷害を受ける	

	

• 大腸杯細胞の傷害は大腸のムチン層構造を破綻させ、細菌の腸管粘膜内への侵入

(bacterial	translocation)を引き起こす	

	

• 杯細胞増殖因子であるIL-25は、移植による杯細胞傷害に対して保護的に働き、

bacterial	translocationと炎症性サイトカイン産生を抑制することでGVHDを

軽減させる	

	

• 杯細胞から産生されるムチンによる細菌に対するバリア機構は、抗菌分子Lypd8

依存性である	

	

• ヒト造血幹細胞移植において、大腸杯細胞は消化管GVHDに特異的に傷害をう

け、その重症度・治療反応性・移植成績と相関する	

	

2.	新知見の意義	

消化管GVHDにおける大腸杯細胞の傷害の意義についてはこれまで検討がなされて

こなかった。GVHDによる杯細胞の傷害によって、大腸のムチン層が破綻して細菌の

腸上皮下への侵入が引き起こり、炎症の増悪によって更にGVHDが悪化するというメ

カニズムを示した。rmIL-25の投与によって杯細胞を増殖させて保護することでGVHD

が軽減することから、杯細胞の保護によるGVHD予防・治療という新たな予防戦略の

可能性が示された。一方で、ムチン層はLypd8のような抗菌分子と協調的に作用する

ため、両者を保つことが、腸管粘膜のバリア機構を保持してGVHDを予防するために

は重要であり、このような予防戦略の可能性も示唆された。	

また、ヒト造血幹細胞移植において、消化管GVHDにおいて特異的に杯細胞は減少

し、その重症度と治療反応性、移植成績と相関することから、簡便な消化管GVHDの

バイオマーカーとなりうることが予想される。近年では内視鏡観察のみでも杯細胞や

陰窩の配列など、病理学的所見に準ずるような情報把握が可能となっており、今回得

た知見と組み合わせることでより患者への負担の少ない消化管GVHD診療を実現する

ことができるかもしれない。	
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3.	今後の研究展開	

今回の検討では、IL-25がILC2を介して杯細胞の増殖を導いて保護することで、

GVHDを軽減させるというメカニズムを示したが、IL-25が他の経路を介してGVHDを

軽減させている可能性は完全には否定できていない。これに関して検証するために

IL-25のレセプターであるIL-17RBのノックアウトマウスを用いた移植を行い、作用

メカニズムの詳細について検討していく。	

	

また、IL-25投与および移植後のILC2について経時的に観察していくことでILC2

の傷害のメカニズムおよびその保護が可能か検討していく。	

	

ムチン層と抗菌分子は互いに相補的に腸管バリア機構の維持に携わっている。そ

こでrmIL-25とcryptdin-4を組み合わせて、双方の効果を増強させてより強力に腸

管dysbiosisを抑制することが可能かを検討する。	

	

ヒト同種造血幹細胞移植において、前向き研究または多施設共同研究を行い、大

腸杯細胞と消化管GVHDとの関係性や、他の移植合併症疾患との鑑別方法について、

より症例を集積して検討したい。またその際に、共焦点レーザー内視鏡による観察と

病理標本における杯細胞の傷害の程度とを比較検討して、より簡便な消化管GVHDの

診断および経過観察方法を構築していく。	
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