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研究成果の概要：Id3-/-マウスにおいてγδＴ細胞の増殖の異常が出現する機序と、シェーグレン
症候群様症状発症との関連の検証を行った。γδＴ細胞の増加は胸腺における T細胞発生の段階
のうちβ鎖再編成の進んだ段階でおこっていた。γδＴ細胞の多くが Vγ1陽性でレパトアの異常が
あり、刺激による IFN-γ産生は亢進していた。さらに Id3-/-γδＴ細胞を野生型マウスに移入し
たところ、唾液腺への細胞浸潤を認め、シェーグレン症候群発症への関与が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

 
シェーグレン症候群は中年女性に好発する

涙腺と唾液腺を標的とする臓器特異的自己

免疫疾患であるが、時に全身の臓器病変を伴

う自己免疫疾患である。原因はいまだ不明で

あるが、遺伝的要因、ウイルスなどの環境要

因、免疫異常などが関連して発症する自己免

疫疾患に位置づけられている。近年、Id3 ノ

ックアウト（Id3-/-）マウスが原発性シェー

グレン症候群モデルマウスとして有用であ

ることが報告された（Immunity 21, 551-560, 

2004）。Id3分子は E2Aや HEBなどの basic 
helix-loop-helix 型転写因子の機能を抑制す

る。 

これまでの研究により Id3-/-マウスにおける

シェーグレン症候群の病態にはT細胞が重要

な働きをしていることがわかっている
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（Immunity 21, 551-560, 2004）。しかしな

がら T 細胞には CD4 陽性αβT 細胞、CD8
陽性αβ型 T細胞、γδT細胞サブセットが存在
し、いずれの T 細胞が特に病気の発症に寄
与しているかについての詳細な検討はこれ

までにされていなかった。そこで Id3-/-マウ
スの T 細胞サブセットを観察したところ、

Id3-/-マウスにおいてγδT 細胞が胸腺と末梢

に異常に増加していることがわかった。この

ことから、γδT 細胞がシェーグレン症候群様

症状の発症に関わっていることが予想され

た。 

 
２．研究の目的 

 
本研究ではId3-/-マウスでγδＴ細胞の増殖の

異常が出現する機序を解明し、さらにγδＴ細

胞の異常とシェーグレン症候群様症状の発

症との関連の検証を行うことを目的とする。

即ち、以下の点について詳細に検討する。 

(1) Id3-/-においてはId3分子の欠如による胸

腺における分化の異常によりγδＴ細胞が増

加している可能性と末梢でγδＴ細胞が増加

している可能性がある。したがってγδＴ細胞

の発生のどの段階で増加しているのかとい

う発生機序に関して検討する。 

(2) Id3-/-においてはId3分子の欠如により胸

腺の正や負の選択に異常をきたす事により

正常では選択されない、例えば自己抗原特異

的なγδＴ細胞受容体(TCR)遺伝子を持つγδＴ

細胞が選択されるため、胸腺や末梢で異常な

γδＴ細胞が増殖し、シェーグレン症候群様症

状を引き起こす可能性がある。したがってId

3-/-におけるγδＴ細胞のレパトアを正常マウ

スのそれと比較する。 

(3) Id3分子の欠如により末梢γδＴ細胞がTC

Rを介した刺激に対し異常な応答をすること

によりシェーグレン症候群様症状を引き起

こす可能性がある。正常なγδＴ細胞は抗原刺

激に対してIFN-γ産生、細胞障害活性を示す

ことが知られている。したがってId3-/-マウ

ス由来の末梢γδＴ細胞を用いてIFN-γ産生や

細胞障害活性応答を解析し正常マウスのそ

れと比較する。 

(4) Id3-/-由来のγδＴ細胞がシェーグレン症

候群様症状を発症する直接的原因となって

いるかどうかを Id3-/-由来のγδＴ細胞をリン

パ球を欠如したマウスに移入することによ

り病態を発症することができるかどうかを

検討することにより解明する。 

 
３．研究の方法 

 
(1) Id3-/-においてγδＴ細胞の発生のどの段

階で増加しているのかという発生機序に関

し、BrdUを投与して取り込ませることによ

りBrdU陽性細胞の動態を時間をおって観察

した。 

(2) TCRβ鎖の再編成の有無についてDβとJβ

との再編成を検出する特異的なプライマー

を用いてPCRを行い検討した。さらに遺伝子

再構成されていないTCRβ遺伝子を持つT細

胞の量  (germline configuration)を定量的

PCRを用いて測定した。 

(3)個々の蛍光色素で標識したVγを特異的に

認識する抗体を用いて、Id3-/-由来のγδＴ細胞

を染色し、γδＴ細胞レパトアをフローサイト

メトリーで検討した。 

(4)Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞のアポトー

シスの増減の有無について検討するため、蛍

光標識したAnnexin Vで染色し、フローサイ

トメトリーを用いて評価した。 

(5) Id3-/-マウス由来 γδＴ細胞のIFN-γ産生

能を蛍光色素で標識した抗IFN-γ抗体を用い

た細胞内サイトカイン染色を行いフローサ

イトメトリーにて測定した。また細胞障害作



 

 

用があるかどうかを、細胞内のperforinおよ

びgranzymeを蛍光色素で標識した特異的な

抗体により染色しフローサイトメトリーに

て解析した。 

(6)Id3-/-マウスからγδＴ細胞を取り出し、リ

ンパ球を欠損したマウスに移植し、シェーグ

レン症候群の発症の有無を検討した。対象と

してId3-/-αβＴ細胞を移入したマウスと比較

した。 
 
４．研究成果 

 

(1) Id3-/-におけるγδＴ細胞の発生について

BrdUを用いて行った検討 

Id3-/-マウスにおいて、γδＴ細胞は胸腺で分

化の異常により増加している可能性と末梢

で増加している可能性があり、そのいずれで

あるかを検討しするため、BrdUを投与し増

殖中の細胞のDNAに取り込ませて標識し、B

rdU陽性細胞の動態を観察した。BrdU陽性γ

δＴ細胞の絶対数は野生型に比較してId3-/-

マウスで増加していたが、逆にその頻度は低

下していた。このことからId3-/-マウスにお

けるγδＴ細胞の増加は末梢でクローナルな

増殖を起こしているというよりは、胸腺でγδ

Ｔ細胞の前駆細胞が、その発生の過程で増殖

していることが示唆された。 

(2) TCRβ鎖のgermline configurationの定

量的によるId3-/-胸腺におけるγδＴ細胞の発

生の段階に関する検討 

胸腺の発生のどの段階で生じるのかを検討

するため、まずγδＴ細胞のTCRβ鎖の再編成

の有無について検討した。PCRを用いて確認

したところ、これまでに報告されているよう

に、野生型だけではなく、Id3-/-マウスにお

いてもγδＴ細胞においてもTCRβ鎖の再編成

がおこっていることが確認され、αβとγδT細

胞発生の分岐過程で生じていることが示唆

された。続いてγδＴ細胞がTCRβ鎖再編成の

過程のどの段階で起こるのかについて、遺伝

子再構成されていないTCRβ遺伝子を持つT

細胞の量(germline configuration)を定量的

PCRを用いて測定することにより検討した。

TCRβ遺伝子におけるgermline configurati

onを測定することのできる2種類のプライマ

ーを作成し、検討したところ、そのいずれに

おいてもId3-/-マウスでは野生型に比較しγδ

Ｔ細胞におけるTCRβ鎖のgermline configu

rationが低下していることが明らかとなった

。このことからId3-/-マウスのγδＴ細胞はT細

胞の発生の段階のうち、よりTCRβ鎖再編成

の進んだ段階から発生していると考えられ

た。 

(3)Id3-/-γδＴ細胞のアポトーシスの減少の有

無に関する検討 

Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞の増加がγδＴ

細胞のアポトーシスの減少による可能性の

有無について検討するため、蛍光標識したA

nnexin Vで染色し、フローサイトメトリー

を用い評価したところ、Id3-/-マウスにおい

て明らかなアポトーシスの増加は認められ

なかった。従って、TCRβ鎖のgermline con

figurationの定量的を用いた実験結果とあわ

せ、Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞の増加がγ

δＴ細胞の発生の段階における産生の増加に

起因すると考えた。 

(4)Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞のレパトア

に関する検討 

胸腺や末梢で異常なγδＴ細胞が増殖し、シェ

ーグレン症候群様症状を引き起こす可能性

について検討するため、γδＴ細胞のレパトア

をフローサイトメトリーにより調べた。その

結果、Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞のほと

んどがVγ1陽性であり、γδＴ細胞のレパトア

に異常があることが確かめられた。 

(5)Id3-/-マウスにおけるγδＴ細胞の機能に関



 

 

する検討 

これらのγδＴ細胞機能の異常の有無につきI

d3-/-マウスより脾臓のγδＴ細胞を単離して、

PMA+ionomycinで刺激し、Id3-/-マウス由来

 γδＴ細胞のIFN-γ産生能を蛍光色素で標識

した抗IFN-γ抗体を用いた細胞内サイトカイ

ン染色を行いフローサイトメトリーにて測

定した。また細胞障害作用があるかどうかを

同様の刺激後、細胞内のperforinおよびgran

zymeを蛍光色素で標識した特異的な抗体に

より染色しフローサイトメトリーにて解析

した。これらの結果 Id3-/-マウス由来 γδＴ

細胞において、IFN-γ産生が有意に増加して

おり、病態への関与が疑われた。同じくPM

A+ionomycinの刺激によるperforinおよびgr

anzymeの産生は野生型マウスと同程度であ

った。 

(6)Id3-/-γδＴ細胞がシェーグレン症候群発症

病態に関与しているかどうか 

Id3-/-γδＴ細胞が、シェーグレン症候群の発症

に関与しているかどうかを直接的に調べる

ため、 Id3-/-マウスからγδＴ細胞を取り出し、

放射線照射した野生型マウスに移植した。そ

の結果、唾液腺への細胞浸潤を認め、 Id3-/-γδ

Ｔ細胞が、Id3-/-マウスにおけるシェーグレ

ン症候群の発症に関わっている可能性が示

された。 

(7)総括 

これらの結果より Id3は胸腺において、γδＴ細

胞の発生や TCRγ、δ鎖の遺伝子再編成を制御

していることが明らかとなった。また異常に

増殖したγδＴ細胞は刺激により高い IFN-γ産

生能を有し、Id3-/-マウスにおけるシェーグ

レン症候群様症状の発症に関与している可

能性が示唆された。 
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