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研究成果の概要（和文）：γδ型IELは種々の刺激に迅速に反応する「即時的かつ単発的反応性の防御細胞」
で、腸粘膜最前線に位置する「使い捨て型の防御細胞」であると推察される。IELの活性化に伴う「上皮細胞で
のパーフォリン非依存性のDNA断片化およびその後の迅速なDNA修復現象」はIEL自身においても生じること（自
己作用型DNA断片化）が確認され、この現象は結果的に「生体での普遍的な現象」であると推察する。さらにIEL
の活性化後にみられる一過性の下痢（絨毛上皮の剥離）は、粘膜固有層局在マクロファージ由来のTNFαによる
ものと推察され、病原ウィルス等に感染した上皮の排除による生体防御反応へのIELの関連性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：γδ-IELs appear to readily and rapidly respond, though at only one time, to
 various stimulations.  They could be recognized as one-shot responders and disposable cells of the 
defense system present in the front line intestinal epithelium.  Activated γδ-IELs not only 
induced DNA fragmentation in villus epithelial cells (IECs); it induced identical DNA fragmentation 
in the γδ-IELs themselves (the autocrine DNA fragmentation).  The DNA fragmentation as well as the
 DNA repair thereafter should thus be interpreted in a more generalized phenomenon.  The transient 
diarrhea due to the detachment of IECs induced by activated γδ-IELs was shown to be caused by TNF
α derived from macrophages located in the lamina propria, suggesting the involvement of the γδ
-IELs in the elimination of IECs in a defense system, for example, when IECs are infected with 
pathogenic viruses.

研究分野： 組織学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 腸管には多くの IEL が存在するが、

IEL が果たす腸管局所の生体防御機構に対

する機能・役割の詳細については未だに不

明な点が多い。小腸上半の十二指腸・空腸

では IEL の 70%以上がγδ型であるので、

IEL としてはまず、γδ型 IEL の機能を明

らかにしなければならない。しかしながら

αβ型 IEL の機能の報告はあるが、γδ型

IEL の報告は少ない。IEL は CD8 陽性で

細胞内に顆粒を有し、形態が細胞傷害性 T

細胞と酷似する。顆粒には Granzyme B

（GrB）も存在する。申請者らはこのγδ

IEL の機能を検索するために生体内実験系

において、抗 CD3（T 細胞受容体関連抗原）

抗体を投与すると、γδIEL が活性化し、

脱顆粒を起こし、隣接する絨毛上皮細胞

（IEC）の DNA 断片化を誘発することを

見出し、その機構を解析してきた。この実

験系では、断片化された IEC の DNA が修

復されること、さらにこの DNA 断片化が

GrB 依存性で、Perforin（Pfn）「非」依存

性であることも証明され、貴重な生体内

DNA 断片化であることが確認された。 

 

(2)この一連の現象における抗体刺激後の

γδIEL の活性化とその転帰の検討におい

て、γδIEL にも IEC と同じ動態で自身の

DNA 断片化が誘導され、IEC と同様に断

片化 DNA が修復されるということが判明

した。IEL 自身が分泌した GrB による自己

作用型 DNA 断片化とその修復現象につい

てはこれまでに報告がない。またγδIEL

の活性化後には IEC 剥離に伴う一過性の

下痢が生じる。この現象は病原ウィルス等

に感染した IEC の剥離除去（下痢）による

生体防御機構への IEL の関連性を示唆す

るものである。 
 
２．研究の目的 
(1) 申請者らはマウス in vivo 実験系での

抗 CD3 抗体による IEL 刺激後、腸上皮細

胞間リンパ球（γδIEL）が誘導する IEC

の DNA 断片化機構について解析・報告し

てきた。活性化 IEL による IEC の DNA 断

片化誘導は、GrB によるものだが Pfn 非依

存性である他、一旦断片化した DNA が迅

速に修復されるなど、既報の DNA 断片化

とは大きく異なるが、同時にγδIEL 自身

にも自己作用型 DNA 断片化が Pfn 非依存

的に誘導されることが判明した。本課題研

究では、抗体刺激後のγδIEL の活性化機

構、GrB による細胞傷害（DNA 断片化）

機序およびその転帰を調べ、さらに IEL 自

身に生じる自己作用型 DNA 断片化現象に

ついてもその機構を解析する。さらにはγ

δIEL 活性化に伴う IEC の剥離（下痢）の

誘発機序を解析し、IEL の腸管免疫におけ

る役割や意義について考察することを目的

とした。 
 
３．研究の方法 
(1)「抗体刺激後のγδIEL の活性化とその

転帰」の機序の解析。光顕および電顕によ

る組織形態学的解析（H&E 染色、免疫染

色、TUNEL 染色他）を行った。 

(2)「抗体刺激後のγδIEL の自己作用型

DNA 断片化」の機序を行った。特にγδ

IEL と IEC の単離精製および細胞傷害解

析およびDNA断片化誘導因子GrBのγδ

IEL 細胞内への取り込み機序の解析を試み

た。 

(3)「γδIEL 活性化に伴う小腸上皮細胞

(IEC)の剥離（下痢）」の機構解明を行った。 

IEC 剥離の誘導因子として TNFαが考え

られたのでその血中動態解析（ELISA 解

析）を行った。またγδIEL 活性化後に放

出される TNFαの産生細胞（各種臓器局在

マクロファージ）を探索した。 
 
４．研究成果 

(1) 「抗体刺激後のγδIEL の活性化とそ



の転帰」 

このマウス in vivo 系でみられる、γδ型

IEL の活性化に伴う脱顆粒（GrB 放出）後

に生じる、IEC および IEL 自身の DNA 断

片化は、多くの点（①DNA 断片化誘導が

きわめて速い(30 分以内)、②Pfn 非依存性

（＝細胞膜の穿孔形成が無い）、③DNA 断

片化反応が急速に停止する（１時間以内に

断片化 DNA の修復が開始される）、④迅速

な DNA 修復現象（１時間後には断片化

DNA は検出されなくなる）、⑤直接的な細

胞死を誘導しない（断片化 DNA は修復さ

れる）、⑥IEL 活性化に伴う T 細胞抗原受

容体の不可逆的なインターナリゼーション

（＝単発的反応性）、⑦カスパーゼ３

（Casp3）の活性化が検出されない）で既

報の DNA 断片化機構とは大きく異なるこ

とが判明した。さらに、γδ型 IEL は活性

化後に絨毛を離れることなく長期間絨毛内

にとどまり続け、最終的に上皮組織内で約

3 日後に死の転帰をたどることが確認され、

γδ型 IEL は種々の刺激に迅速に反応す

る「即時的かつ単発的反応性の防御細胞」

で、最前線に位置する「使い捨て型の防御

細胞」であると推察される。 

(2) 「抗体刺激後のγδIEL の自己作用型

DNA 断片化」 

γδ型 IELの活性化に伴い IECにDNA断

片化が誘導されるが、IEL 自身の DNA も

断片化する「自己作用型 DNA 断片化」が

確認され、さらには IEC と同様に IEL 自

身の断片化 DNA も迅速に修復されること

を確認した。IEL 自身から分泌された GrB

がPfn 非存在下で自身の細胞内に取込まれ

る機構について、各種（クラスリン依存性、

カベオラ依存性、脂質ラフト依存性）エン

ドサイトーシスの阻害剤を用いた検討を試

みたが、IEC と IEL の単離精製後の細胞生

存率の低さを十分に改善出来ず、GrB の細

胞内移行および細胞傷害についての in 

vitro 解析は現在も進行中である。しかし、

これまでの検証で確認された「IEC でみら

れる Pfn 非依存性の DNA 断片化およびそ

の修復現象」が IEL においても全く同様の

パターンで生じることが確認されたことよ

り、この現象は結果的に「生体での普遍的

な現象」であると推察される。 

(3) 「γδIEL 活性化に伴う小腸上皮細胞

(IEC)の剥離（下痢）」 

IEL の活性化に伴い、小腸 IEC（先端側半

分）の剥離に伴う一過性の下痢が生じるが、

この現象は TNFαによるもので（既報）、

病原ウィルス等に感染した IEC の排除と

いう面において、興味深い生体防御反応で

ある。ELISA 解析の結果、TNFαは正常

時の血中では検出されないが、IEL の抗体

刺 激 １ 時 間 後 に 一 過 性 に 上 昇 す る

（Max:200pg/ml）ことが認められ、２時

間後に生じる IEC の剥離現象との関連性

が確認された。TNFαの産生分泌細胞及び

その機構の検証として、TNFαの主要な産

生細胞としてマクロファージ(Mφ)が知ら

れていることより、脾臓摘出マウスとクロ

ドロン酸処理（肝 Mφ除去）マウスを用い

て脾臓と肝臓に局在する Mφの関連性に

ついて調べたが、コントロールマウスと同

様に IEL 活性化に伴い下痢が生じること

が確認され、IEC 剥離を誘発する TNFαの

ソースは脾臓および肝臓ではないことが確

認された。腸粘膜における免役組織学的探

索の結果、パイエル板の旁濾胞域と小腸絨

毛の粘膜固有層（先端側に多く検出）に

TNFα免疫反応陽性 Mφが存在すること

が確認された。この絨毛で検出される TNF

αの免疫反応について、IEL 活性化後の時

間経過に伴う動態変化を調べた結果、IEL

刺激前および刺激１時間後では、TNFαの

免疫反応はみられるが、２時間後の絨毛で

は TNFαは検出されなくなることが確認

された。これらの結果は血中 TNFα動態と



一致するものであり、IEC の剥離を誘導す

る TNFαのソースは、腸粘膜、しかも IEC

剥離が生じる絨毛先端側の固有層にあるこ

とが示唆された。外来抗原の侵襲を受けた

絨毛先端部では、IEL の活性に伴い、IFN

γなどのリンホカインのパラクライン放出、

もしくは、IEL と Mφの直接的接触を介し

た情報伝達によって Mφが活性化し、放出

された TNFαによって IEC が剥離すると

いう、非常に局所的な免疫機構の存在が推

察される。今後この IEL 活性化の機序、お

よび Mφ活性化誘導因子を明らかにする

ことで、IEL の腸管免疫における役割がさ

らに詳細に解明されるものと考える。 
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