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研究成果の概要（和文）：我々は、小腸の腸管上皮間リンパ球 (IEL)の4大亜種のひとつであるTCRαβ+CD8αα
+ (CD8αα)IELの数と成熟をNotch1,2受容体と転写因子Rbpjを介したNotchシグナルが調節していることを見出
した。この制御には、IELが上皮間に局在する時期におけるCD8ααIELに内在性のNotchシグナルが重要であっ
た。CD8ααIELの数の調節において、Notchシグナルの標的遺伝子はフリッパーゼをコードするAtp8a2であり、
NotchシグナルはAtp8a2の発現調節によるリン脂質の恒常性維持とマクロファージによる貪食を介して、
CD8aaIELの数の調節を担っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated in this study that Notch1, 2 and Rbpj-mediated Notch signal 
controls the number and maturation of TCRαβ+CD8αα+ (CD8αα) intraepithelial lymphocyte (IEL), 
one of four major IEL subsets, in the small intestine. The analysis using bone marrow chimeric mice 
revealed that intrinsic Notch signal in CD8αα IEL at intraepithelial stage is required for 
maintaining the number of CD8αα IEL. By DNA microarray analysis, we identified Atp8a2 as one of 
Notch target genes in CD8αα IEL. As Atp8a2 has flippase activity, Rbpj deficient CD8αα IEL 
exhibited lower flippase activity than control cells. The depletion of intestinal macrophages by 
administrating anit-CSF1 receptor antibody in T cell specific Rbpj deficient mice increased the 
number of CD8αα IEL in the small intestine. Our data suggest that Notch-mediated Atp8a2 expression
 modulates the number of CD8αα IEL through control of phospholipid asymmetry and engulfment of 
macrophages.

研究分野： 免疫学

キーワード： Notchシグナル　上皮間リンパ球　フリッパーセ　マクロファージ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
腸管は、一層の上皮細胞層を介して抗原と

接し、食物・常在微生物とは共生関係や寛容
が成立する一方で、侵襲性微生物には積極的
な免疫応答を発動し、組織の恒常性を維持し
ている。マウス小腸の上皮間リンパ球（IEL）
は数個の上皮細胞に 1 個の割合で分布し、粘
膜面の最前線において宿主防御や腸管組織
恒常性に重要な働きを担うと考えられてい
る。小腸 IEL は、主に TCRαβ+CD4+ IEL (10%)、
TCRαβ+CD8αβ+ IEL (30%)、TCRαβ+CD8αα+ 

IEL (以下 CD8ααIEL, 10%)、TCRγδ+CD8αα+ 

IEL (50%)に分類できる。このうち、TCRαβ+

で CD4+、CD8αβ+ IEL の機能と分化様式・機
能は、概ね通常の CD4+ヘルパー型、CD8+細
胞傷害性 T リンパ球と類似している（図 1）。 

CD8ααIEL の分化様式としては、αβTCR を介
し た アゴニ ス ト選択 を 受けた 胸 腺 の
CD4negCD8neg (DN)細胞が CD5+DN 細胞に分
化し、CCR9 等の発現による腸管指向性を獲
得後、腸管に移行すると考えられている。腸
管内での CD8αα 分子の発現獲得には、少なく
とも上皮細胞由来の IL-15 が関与し、その後
上皮内で成熟する（図 1）。CD8ααIEL は、非
刺激下で granzyme B を発現する能力や、腸炎
の抑制機能は TCRγδ+ IEL と類似しているが、
CD8ααIEL が β2m 依存的な非古典的 MHC 拘
束性と多様な TCR を有するという点で
TCRγδ+ や TCRαβ+CD8αβ+IEL とは異なる。
しかしながら、これらの特徴がどのような特
異的機能と結びつくかは十分明らかではな
い。過去の報告から CD8ααIEL の分化には
IL-15、AhR シグナル、転写因子 T-bet が重要
であることは示唆されているが、詳細な分子
機構や、成熟化に必要な分子機構はほとんど
証明されていない。 
我々は、公共データベースを用いて小腸

IEL の遺伝子発現パターンを検討し、これま
での末梢Tリンパ球におけるマイクロアレイ
解析において Notch の標的遺伝子であった遺
伝子の発現が小腸 IEL で高いことを確認した。
このデータを基に、予備的に Notch シグナル

伝達に必須の転写因子 Rbpj を CD4-Cre 依存
的に欠損するマウス (CD4-Cre Rbpjf/fマウス、
以下 Rbpj-4KO)の小腸 IEL を解析した。その
結果、Rbpj-4KO では、小腸 CD8ααIEL の数
が減少し（図 2, ①）、CD90neggranzyme B+の
成熟 IEL が減少すること（図 2, ②）を見出
した。これらの変化のうち、CD8ααIEL の数
の減少はリンパ球の生存・分化に重要な IL-2, 
7, 15 のレセプターの下流で機能する STAT5b
の恒常活性型遺伝子(STAT5b-CA Tg)を発現
する Rbpj-4KO では回復したが、成熟の障害
は回復しなかった（図 2, ③）。以上から、Notch
シグナルが、CD8ααIEL の分化・生存と成熟
の 2 段階で関与し、前者は STAT5b を介して
いると推測できる。 

 
２．研究の目的 
本研究では Notch シグナルによる CD8ααIEL
の制御機序を明らかにすること、さらに
CD8ααIEL の機能を解明することを目的とす
る。 

(1) Notch シグナルが CD8ααIEL のどのよう
な免疫応答や分化をどの時期に制御するか
明らかにする。 
(2) CD8ααIEL の制御に必要な Notch シグナ
ルの責任レセプター・リガンドを解明する。 
(3) CD8ααIEL を制御する Notch の標的遺伝
子を STAT5b 依存的な分子機構を手がかり
に明らかにする。 
(4) CD8ααIEL が担う生理的な機能について
明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
目的(1)について： 
IEL は胸腺の前駆細胞を起源とし、CCR9 等
のケモカインレセプターの発現により粘膜
固有層を経て上皮間へ移行する。Rbpj-4KO
では CD8ααIEL の各分化ステージのどこで障
害 が あ る か ど う か を 検 討 す る た め 、
CD8ααIEL の胸腺前駆細胞や、粘膜固有層の



CD8ααIEL 様細胞をフローサイトメーターで
検出し、数を比較する。胸腺からの移動に必
要なケモカイン受容体、インテグリンや、
CD8ααIEL の細胞増殖、細胞死の変化につい
てフローサイトメーターで検討する。
CD8ααIEL の数と成熟の減少が IEL の内在性
Notch シグナルの影響であるかどうかを調べ
るために、骨髄キメラマウスを作製する。方
法は、コントロールマウス (CD45.1+) と
Rbpj-4KO マウス(CD45.2+)由来の骨髄細胞を
X 線照射 (9 Gy)した CD45.1+CD45.2+マウス
に移入し、6 週間後に CD8ααIEL をフローサ
イトメーターで解析する。 
 
目的(2)について： 
Notch 受容体やリガンドの発現をフローサイ
トメーターや免疫染色で検討し、CD8ααIEL
の調節に必要な Notch シグナルの構成因子を
同定する。CD8ααIEL の調節における各 Notch
受容体の重要性を調べるために、Notch 受容
体遺伝子の flox マウスと、CD4-Cre マウスと
を 交 配し 、 フ ローサ イ トメー タ ー で
CD8ααIEL の数・成熟を検討する。CD4-Cre
は CD8ααIEL の胸腺分化段階から発現する。
リガンドに関しては、Notch シグナルの 5 つ
のリガンドのうち Dll1 と Dll4 の小腸での発
現を免疫染色で検討する。また、それぞれ上
皮細胞・樹状細胞やマクロファージ特異的に
遺伝子を欠損させることができるVillin1-Cre, 
CD11c-Cre マウスと、Dll1f/f,, Jag1f/fマウスを
それぞれ交配し、CD8ααIEL の数・成熟を検
討する。 

 
目的(3)について： 
Notch と STAT5 との関連性を調べるために、
STAT5を介するサイトカインレセプターの発
現や、STAT5 の発現・リン酸化をフローサイ
トメーターで調べる。Notch シグナルが
STAT5 を直接制御しているかについては、
DO11.10 T細胞ハイブリドーマにNotch1受容
体の細胞内領域(N1IC)をウイルス感染で過剰
発現させ、STAT5 の発現上昇や、シクロヘキ
サミドの処理後のタンパク安定性について
リアルタイム PCR、ウェスタンブロットでそ
れぞれ検討する。さらに、STAT5 以外の Notch
シグナルの標的遺伝子を検索するために
Rbpj-4KO マウスとコントロールマウス由来
の CD8ααIEL を DNA マイクロアレイ解析に
かける。標的遺伝子の候補は、①データベー
ス上にて IEL での特異的な発現が見られるこ
と、②リアルタイム PCR を用い、Rbpj-4KO
マウス由来の CD8ααIEL ではコントロールと
比較して発現が低下していること、③T リン
パ球セルラインに Notch シグナルを過剰誘導
すると、発現が上昇すること、④遺伝子配列
に Rbpj 結合サイトがあること、⑤Gene オン

トロジー解析で機能が類似した遺伝子群が
低下しているといった条件から抽出する。
①-⑤の条件を満たした候補遺伝子である
Atp8a2 の発現はリアルタイム PCR で確認し、
フリッパーゼ活性はフォスファチジルセリ
ン(PS)の蛍光アナログ(NBD-PS)の CD8ααIEL
への取り込みをフローサイトメーターで検
出し、評価する。マクロファージの生体内か
らの除去は、抗 CSF1R 抗体の腹腔内投与（隔
日、計 6 回）によって行い、処理の影響を最
終投与の翌日に小腸 IEL を単離し、フローサ
イトメーターで解析する。 
 
目的(4)について： 
DSS 誘導性大腸炎モデル｛マウスの飲料水を
5 日間 2%デキストラン硫酸 (DSS)に変更す
る｝や、 TNBS 誘導性大腸炎モデル｛5% 
2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid  (TNBS)を
直腸に投与する｝を Rbpj-4KO マウスとコン
トロールマウスに誘導し、体重減少の観察と、
腸組織の HE 染色を行い、変化を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) CD8ααIEL の内在性 Notch シグナルが上皮
細胞間に局在する際に重要である; Rbpj-4KO
において、CD8ααIEL の胸腺前駆細胞である
CD4neg CD8aneg CD1d-tetramerneg CD25neg CD5+ 

TCRβ+の数は、コントロールマウスと変わら
なかった。また、腸管の粘膜固有層には
CD8ααIEL 様細胞は、ほとんど存在しないう
え、Rbpj-4KO ではその数が減少しなかった。
さらに、CD8ααIEL のケモカインレセプター
やインテグリンの発現もコントロールマウ
スと比較して Rbpj-4KO で低下せず、
Rbpj-4KOのCD8ααIELはKi-67の評価による
細胞分裂は正常で、active caspase3/7 の評価に
よるアポトーシスの亢進は認められなかっ
た。これらの結果から、CD8ααIEL は粘膜固
有層から上皮細胞間へ局在が変化する際に、
Notch シグナルの刺激を受けると考えられた。
細胞数の減少に関しては、細胞増殖や細胞死
の亢進によるものではなかった。また、骨髄
キメラマウスから、Rbpj-4KO 由来の骨髄細
胞から分化した CD8ααIEL では数の減少と成
熟の障害が認められたが、コントロールマウ
ス由来の細胞から分化した CD8ααIEL は正常
であったことから、CD8ααIEL の内在性の
Notch シグナルが関与していると考えられた。 
 
(2) Notch シグナルの責任構成因子の検討;  
①レセプターについて: CD8ααIEL は Notch1
と Notch2 を発現し、Notch3, 4 はほとんど発
現しなかったため、CD4-Cre Notch1f/f Notch2f/f, 
CD4-Cre Notch1f/f, CD4-Cre Notch2f/fの欠損マ
ウスを用いて解析を行った。CD8ααIEL の数
と成熟は Notch1 と Notch2 の単独および両方



の欠損で減少・障害されたため、CD8ααIEL
の数と成熟の調節には Notch1 と Notch2 が重
要であると考えられた(図 3)。 

 
②Notch リガンドについて: 小腸の免疫染色
により、Dll1 は上皮細胞の陰窩に、Dll4 は基
底膜側の上皮細胞に強い発現が認められた。
既報によると Jag1, 2 も上皮細胞に発現して
いるため、上皮細胞由来のこれらリガンドの
関与が推測できる。しかしながら、これらの
リガンドのうち Dll1 と Jag1 の関連性を
Villin1-Cre Dll1f/f, Villin1-Cre Jag1f/fで調べた
が、CD8ααIEL はコントロールマウスと差が
なかった。また、樹状細胞やマクロファージ
にも Notch シグナルのリガンドの発現が報告
されているため、CD11c-Cre Dll1f/f, CD11c-Cre 
Jag1f/f マウスにおいて CD8ααIEL の表現型を
検討したが、コントロールマウスと差はなか
った。すべての組み合わせの交配が終了でき
なかったため、リガンドの供給源や責任リガ
ンドの同定はできなかったが、少なくとも、
上皮細胞・樹状細胞・マクロファージ由来の
Dll1, Jag1 関しては CD8ααIEL の制御に関連
しないと考えられる。 
 
(3) CD8ααIEL の制御における Notch シグナル
の標的遺伝子について; 
①STAT5とNotchシグナルの関連性について: 
Rbpj-4KO マウスの CD8ααIEL では STAT5 を
介するサイトカインレセプターや STAT5a の
発現には影響はないものの、STAT5b の発現
や IL-15 刺激による STAT5 のリン酸化が低下
していた。しかしながら、DO11.10 細胞に
N1IC を過剰発現させても、STAT5b mRNA の
発現レベルや、タンパクの安定性は変化しな
かった。予備データより、恒常活性型 STAT5b
を過剰発現したトランスジェニックマウス
では、Rbpj-4KO における CD8ααIEL の数が
回復したが、これらの結果から、STAT5 は
Notch の標的遺伝子ではないと考えられた。
現在のところ、STAT5 は Notch シグナルの感

受性を決定する因子ではないかと推測でき
る。つまり、CD8ααIEL には STAT5b の発現
が高い細胞と、低い細胞があり、前者は Notch
シグナルの感受性が高く、後者は低いとする
と、Notch シグナルの欠損により、STAT5b の
発現が高い細胞が Notch の影響を受け数が減
少し、感受性の低い細胞のみが残るため、
STAT5b の発現が低下するといった現象が認
められたのではないかと推測できる。 
 
②Notch シグナルの標的遺伝子の解明; マイ
クロアレイ解析の結果、Rbpj-4KO マウスの
CD8ααIEL ではコントロールマウス由来の
CD8ααIEL と比較して、既知の Notch の標的
遺伝子である Dtx1, Heyl の発現低下のほか、
フリッパーゼをコードする Atp8a2 の発現低
下が認められた(図 4)。フリッパーゼは細胞膜

リン脂質の恒常性を維持する機能があり、
ATP 依存的に基質のホスファチジルセリン
（PS）を細胞膜内膜に偏向させる機能がある。
フリッパーゼの働きによって、正常な細胞の
脂質二十膜では、PS は細胞膜内膜側に留まる。
フリッパーゼは、Atp8a2 のほか Atp11a と
Atp11c が報告されている。Atp11a と Atp11c
は種々の細胞に広く発現しており、カスパー
ゼによって不活性化されるため、アポトーシ
スの際に PS を細胞膜外膜に偏向する現象に
寄与している。一方で、Atp8a2 は特定の臓器
（精巣、脳）や特定の免疫細胞（IEL、NK 細
胞等）に発現が限定されるほか、カスパーゼ
の影響も受けない特徴的な分子である。
Rbpj-4KOのCD8ααIELでは、Atp11aとAtp11c
の発現には変化がなかったが、ホスファチジ
ルセリンの取り込みが低下していた(図 5)。こ
のことから、Atp8a2 の発現低下により、フリ
ッパーゼ活性が低下していると考えられる。
これまでの研究から、細胞膜外膜への PS の
偏向は貪食細胞への”eat me”シグナルとなり、
細胞膜外膜に PS を有した細胞は、貪食細胞
によって貪食されることが知られている。貪
食細胞であるマクロファージを抗 CSF1R 抗
体により除いたところ、Rbpj-4KO における
CD8ααIEL の数がコントロールマウスと同程
度にまで回復した(図 6)。このことから、
Rbpj-4KO における CD8ααIEL の減少にはマ
クロファージが関与していることが考えら
れる。 



 
(4) CD8ααIEL の数の減少と、成熟の障害によ
る機能的な影響について; DSS および、TNBS
大腸炎をそれぞれ Rbpj-4KO に適応したが、
体重減少や組織の炎症に変化は認められず、
CD8ααIEL の減少がもたらす生理的な変化は
観察できなかった。 

 
以上のことから、受容体 Notch1 と Notch2
と転写因子 Rbpj を介した Notch シグナルは、 
小腸 CD8ααIEL の数と成熟の調節に寄与し
ていることが明らかになった。このうち、数
の制御に関しては、Notch シグナルがフリッ
パーゼである Atp8a2 の発現調節を行い、細胞
膜リン脂質のバランスを制御することで
CD8ααIEL の数を維持していると考えられる。
このシステムの意義については、Notch シグ
ナルは種々の細胞分化を制御するため、
CD8ααIEL の分化にも関与していると考えら
れるが、Notch シグナルが正常に働かない場
合に生じる、不完全な CD8ααIEL を除くため
に備わったシステムではないかと考える。つ
まり、何らかの Notch の機能不全により生じ
た不完全な CD8ααIEL では、Atp8a2 の発現低
下に伴う PS の細胞膜外膜への偏向と、マク
ロファージによる貪食が起こり、生体内から
取り除かれているという可能性が示唆され
た。よって、Notch シグナルは CD8ααIEL の
数の制御に関して、生体の恒常性を維持する
ための制御機構としての働きを担っている
のではないかと考える。 
現在ところ、Notch シグナルが制御する成熟
に関しては、どのような因子を介して調節が
行われているのかという点と、数と成熟の両

方の制御に必要な Notch リガンドについては
明確ではない。また、Rbpj-4KO マウスで
CD8ααIEL が減少することによってどのよう
に腸管免疫が変調するかについて明らかに
できなかった。今後はこれらの点に関して新
たな知見を得るため、研究を継続したいと考
えている。 
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