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研究成果の概要（和文）： 

 抗 CD3 抗体を生体マウス腹腔に投与する in vivo 実験系を用いて、小腸絨毛上皮細胞に DNA

断片化が誘導され、さらにその後核内の損傷部位に DNA 修復関連分子が集積・動員されること

我々は免疫組織化学的に観察した。DNA 断片化を検出する TUNEL 法では、一旦断片化した DNA

が抗体投与後 60 分以内に迅速に修復されることを確認した。DNA 断片化それ自体だけでは細胞

死を意味せず、DNA 断片化後にも絨毛上皮細胞は生きて DNA を修復することが判明した。DNA

断片化はそれのみでは細胞死の徴候ではないことが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In the in vivo mouse experiment system in which mice were intraperitoneally given anti-CD3 

antibody(Ab), DNA fragmentation(DNA-Frag) was induced in intestinal epithelial cells 

(IEC), and we immunohistochemically observed the subsequent accumulation and recruitment 

of DNA-repair related proteins in the DNA-fragmented IEC, and further confirmed that 

once-fragmented-DNA is repaired rapidly within 60 min.  DNA-Frag per se does not 

necessarily lead to cell death.  IECs survived after DNA-Frag and repaired DNA.  DNA-Frag 

by itself was found to be not an essential indication of cell death. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 腸管は常に様々な抗原や病原菌にさらさ

れており、栄養成分の吸収と同時に、病原菌

の排除などの複雑な役割を担っている。その

ため、腸管にはパイエル板、腸間膜リンパ節

などからなる腸管関連リンパ組織(GALT)が

備わっている。特に腸管上皮層に存在する腸

上皮細胞間リンパ球(IEL)と小腸上皮細胞

(IEC)については、特に小腸粘膜の生体内防

御機構への関与について注目されているも

のの、その詳細については未だ不明である。 

 そこで本研究課題では、このIELおよびIEC

の機能検索を行う上で、先に確立している有

用な in vivo 実験系を用いて、一連の現象に

関与する機構について機能形態学的に検討

した。 

 

２．研究の目的 

 

［DNA 断片化誘発機構］ 

 予備的な所見で、抗 CD3抗体による刺激後、

iIEL が含有する顆粒を細胞外に放出し、小腸

絨毛上皮細胞間に空隙が生じる像をとらえ

ており、小腸絨毛上皮細胞の DNA 断片化誘導

には iIEL から分泌される細胞障害性顆粒

(perforin-granzyme 系)が関与する結果も

得ている。この顆粒を持ったやや大型のリン

パ球の形態を示す iIEL（TCRγδ-iIEL と推察）

に注目し、抗 CD3 抗体刺激後における iIEL

からの顆粒の性状・放出・分泌について、免

疫組織化学的に解析し、電顕的に詳細な形態

学的解析を加え、顆粒内に含まれると推察さ

れる DNA断片化誘導に関与する因子の同定を

行った。 

［DNA 断片化後の DNA 修復機構］ 

 一旦 DNAの断片化が生じた小腸上皮細胞に

DNA 修復（TUNEL 染色性の消失）が確実に観

察される。したがって報告されている多数の

DNA 修復関連分子の特異抗体を用いて免疫組

織化学的手法を中心に検討を行って。修復は

DNA 断片化誘発と同一の時系列でみられる現

象であるため、DNA 断片化と TUNEL 染色性の

消失、それに DNA 修復関連分子の出現・消失

過程を詳細に経時的に解析した。 

 

３．研究の方法 

 

iIEL活性化の生体内解析系（マウス）を利

用し、(1)DNA断片化誘発機構と(2)DNA断片

化後のDNA修復機構の２点について検討し

た。 

 

(1) DNA断片化誘発機構 

① 抗CD3投与で活性化する顆粒を持つiIEL

の同定 

「特異抗体（γδ-TCR,αβ-TCR）投与による上

皮細胞でのDNA断片化誘発の確認」 

「iIELの顆粒に含まれる細胞傷害性因子の

免疫組織化学的解析」 

② iIEL活性化の生理学的意義の考察 

「抗CD3抗体刺激後におけるiIELの形態変

化および顆粒放出像のTEM解析」 

「iIEL活性化に伴う上皮細胞の剥離および

絨毛短縮化現象の形態組織学的解析」 

③ 絨毛上皮細胞のDNA断片化を直接誘導す

る因子の解明 

「数種の遺伝子操作マウスを用いた、DNA

断片化誘導に関与する細胞障害性因子の同

定」 

 

(2) DNA断片化後のDNA修復機構 

① 小腸絨毛上皮細胞におけるDNA断片化後

のDNA修復機構の解析 

「TUNEL染色法およびBrdU標識実験を用い

て、DNA断片化誘発した細胞におけるDNA修

復の確認」 

「DNA修復時に発現する修復関連分子の免

疫組織化学的解析」 

「DNA修復関連分子発現の部位および動態

の免疫組織化学的解析」 

「DNA修復関連分子の発現動態とDNA断片化

の経時的変化との比較検討」  

 

４．研究成果 

 

(1) DNA断片化誘発機構 

 抗CD3抗体投与後に観察される絨毛上皮

細胞におけるDNA断片化誘導は、抗γδ-TCR抗
体投与で再現されるが抗αβ-TCR抗体投与

ではみられないことより、十二指腸および

空腸の絨毛上皮細胞間に多く存在する

γδ-iIELの活性化によるものであること、さ

らに、TNFαとTNF受容体欠損マウスを使用し

た実験の結果、TNFαは上皮細胞の剥離には

関係するが、DNA断片化は誘導せず、絨毛上

皮細胞におけるDNA断片化誘発と細胞剥離

誘導の機構は異なることも明らかにした。 

 iIEL活性化に伴う絨毛上皮細胞のDNA断

片化誘発機構については、TEM解析で抗体刺

激後にiIELが含有する顆粒が細胞外に放出

され、iIELと上皮細胞との間に空隙が生じ

る形態像が観察された。さらに免疫組織化

学的解析ではiIELの細胞質内にgranzymeB

が確認され、抗体刺激後に細胞外（上皮細

胞との間隙）にgranzymeBが放出される像も

観察されたことより、上皮細胞のDNA断片化

誘導には、iIELから分泌される細胞障害性

顆粒（perforin-granzyme系）が関与してい

ることが強く示唆された。 

 また、γδ-iIELおよびgranzymeB陽性細胞

の分布には、絨毛各部位（先端部、中間部、

基部）で差がみられないのに対して、TEM



 

 

解析によるiIELの形態観察では、顆粒を有

するリンパ球と顆粒のないリンパ球が存在

することが確認された。またiIEL刺激後に、

隣接する上皮細胞との間に隙間（iIELから

放出されたと推察される顆粒状の構造物も

観察）が生じる形態変化も、絨毛の中央部

から先端部位において多く確認されるなど、

iIELが存在する部位（絨毛の高さ）の違い

で形態的にも機能的にも異なるiIELの亜群

が存在する可能性が示唆された。 

 

 (2) DNA断片化後のDNA修復機構 

 iIELの活性化によって一旦DNAの断片化

が生じた小腸上皮細胞において、その後

TUNEL陽性反応が陰性化する現象を見出し

ている。そこで、一度生じたDNAの断片化が

生体内でどのように修復されるのか、DNA

修復関連分子の同定と修復機構を解析した。 

 マウスに抗CD3抗体を投与して空腸の

iIELを活性化させると、30分以内に絨毛全

体の上皮細胞にDNA断片化が誘発されるが、

１時間後にはDNA断片化はほとんど検出さ

れなくなり、２時間後、絨毛内の約半数の

上皮細胞が剥離して絨毛が短縮化するが、

絨毛内に残った上皮細胞にはDNAの断片化

は全く検出されなかった。そこでこの現象

における迅速な細胞増殖に伴う絨毛上皮

のrenewalの可能性をBrdU標識実験で検討

した。その結果、DNA断片化が検出されな

くなった１時間後の上皮細胞は、抗体刺激

によるiIEL活性化の前から絨毛内に存在

していたことが確認された。つまり、一旦

DNA断片化が誘発された上皮細胞において、

その後、迅速にDNA修復が行われたことを

意味する。 

 酵母やヒトの培養細胞を用いたin vitro

実験系では、放射線照射によりDNA二重鎖

切断（DSB）を誘導させ、その後の修復機

構について調べられているが、放射線等に

よって誘導されたDSBsは、主にNHEJおよび

HRRの二つの修復経路が同じDSB部位にお

いて相互作用し傷害が修復されると報告

されている。またDSB部位へのDNA修復関連

タンパクの共局在についても研究報告さ

れているが、詳細な相互作用や時間的経過

については不明な点が多い。そこで、この

生体の実験系を用いて、絨毛上皮細胞にお

けるDNA修復関連分子（γ-H2AX、Nbs1、ATM

）の発現動態について免疫組織化学的手法

で解析した。 

 その結果、数種のDNA修復関連分子がDNA

断片化を生じた上皮細胞の核内で検出さ

れ、修復関連分子が断片化を修復するため

に集積・動員されることが確認された。ま

た本実験で確認されたDNA修復関連分子の

発現動態は、DNA断片化の経時変化と完全

に一致していることから、生体内でのDNA

修復が確かな現象であることを強く支持

する結果が得られた。 

 つまり、細胞にDNA断片化が生じても、

それは直接的に細胞の死を意味する訳で

はなく、迅速にDNAが修復されることが明

らかとなった。 
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