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研究成果の概要（和文）： 

IELの形態学的解析の結果、（顆粒の有無など）存在する部位の違いで異なる IELの亜群が存在
する事が示唆された。またその活性化に伴う絨毛上皮細胞の DNA断片化誘発機構には GrBが関
与するが、既報の Pfn/GrB系とは異なる「新たな DNA断片化誘導機構」の可能性も示唆された。
さらに生体防御の最前線に存在する IELは、「易被刺激性」で、刺激を受けると周囲の絨毛上皮
細胞に影響を与え、絨毛上皮内で細胞死を起こし消滅するという「使い捨て的」な存在である
ことも明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Different intestinal intraepithelial lymphocytes (IEL) subgroups (presence of granules, 

etc.) in different villus sites were demonstrated by morphological analysis.  Granzyme B 

(GrB) has been proved to be involved in the induction of DNA fragmentation of epithelial 

cells due to IEL activation, the results suggest the possibility of a new DNA fragmentation 

induction mechanism different from that of previously reported perforin (Pfn)/GrB system.  

We also found that IELs in the front line of the intestinal defense system are highly 

stimulus-sensitive, thus are disposable, and, when stimulated, finally causing DNA 

fragmentation in the surrounding villus epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 小腸粘膜には、口腔から腸管粘膜に達した
細菌やウィルスなどに対する免疫応答を誘

導する、腸管関連リンパ組織（GALT）とよ
ばれる装置があり、絨毛上皮細胞間リンパ球
（IEL）、粘膜固有層リンパ球（LPL）および
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パイエル板などからなる。特に IEL は、小腸
絨毛全体に存在し、腸管の最も表層に位置す
ることから、外来抗原に対する防御、ウィル
ス等に感染した絨毛上皮の剥離・排除、上皮
細胞のターンオーバー調節などの様々な役
割が考えられているが、その詳細な機序は不
明である。 

 本研究課題では、絨毛内の存在部位により
異なる性状の IEL の亜群を形態組織学的に
精査すると共に、先に確立している有用な in 

vivo 実験系を用いてそれらの機能的性状の
解析を行ない、小腸絨毛における IEL の生物
学的意義の解明を目指す。 

 

２．研究の目的 

［IEL 亜群の形態的性状の解析］ 

 絨毛上皮細胞（IEC）に DNA 断片化を引
き起こす因子を探索する中で、空腸絨毛に細
胞性障害因子であるグランザイム B（GrB）
を有する IEL が検出され、電子顕微鏡観察で
は絨毛内に顆粒を含有する IEL（LGL）と顆
粒のない IEL（LC）が存在することも確認さ
れた。また抗 CD3 抗体投与により十二指腸
および空腸でみられる上皮細胞の剥離は絨
毛の上半分で誘発されるが（Yaguchi K et al: 

DNA fragmentation and detachment of 

enterocytes induced by anti-CD3 

mAb-activated intraepithelial lymphocytes. 

Cell Tissue Res, 315: 71-84, 2004.）、γδ型
IEL の存在密度の低い回腸では CD3 抗体投
与による形態変化は全くみられない。これら
の事実は、小腸の各部位による差だけではな
く、絨毛の高さによる部位の違いでも IEL に
亜群が存在し、それら亜群間の機能にも差異
が存在する可能性が強く示唆された。 

 したがって、IEL 亜群の同定を形態学的に
詳細に検索することを目指した。 

 

［DNA 断片化誘発機構］ 

 IEL の細胞質には GrB が存在し、また抗
抗体刺激後に IEL からは顆粒が細胞外に放
出されることを電子顕微鏡的に観察してお
り、小腸絨毛上皮細胞の DNA 断片化誘導に
おいて IEL から分泌される細胞障害性顆粒
(perforin-granzyme 系)の関与が示唆された。 

 この顆粒を持った大型のリンパ球（γδ型
IEL と推察）に注目し、IEL が含有する顆粒
の性状について免疫組織化学的に解析し、ま
た顆粒の放出・分泌について透過型電子顕微
鏡による形態学的解析を行い、さらに DNA

断片化誘導に関与する因子の分子生物学的
解析を行った。 

 

［IEL の活性化と細胞死］ 

 抗 CD3 抗体をマウス腹膜腔に投与して
IEL を刺激すると、十二指腸および空腸の絨
毛上皮細胞に DNA 断片化が誘発される。 

 そこで、１）腸絨毛上皮細胞間に存在する
IEL は真に活性化されるのか、活性化される
とすれば活性化に伴って起こると考えられ
る形態学的変化は確認できるか、２）Ｔ細胞
抗原受容体（TCR）関連抗原の発現は変化す
るか、３）活性化された IEL はどのような転
帰をたどるのかを調べるために、IEL の形態
変化を光学および電子顕微鏡で観察し、T 細
胞マーカーの発現変化を免疫染色で確認し
た。さらに、IEL を組織学的定義にしたがっ
て同定、計数し、IEL 数およびフェノタイプ
別の IEL の変化を調べた。 

 

３．研究の方法 

 IEL活性化の生体内解析系を用いて、
(1)IEL亜群の形態的性状の解析、(2)DNA断
片化誘発機構、および(3)IELの活性化と細胞
死の 3点について検討した。 
 
(1)IEL亜群の形態的性状の解析 
①（小腸各部、絨毛各部における）γδ型 IEL
とαβ型 IELの分布 
「各種特異抗体（γδ- TCR mAbおよびαβ
- TCR mAb）を用いた免疫組織化学的解析」 
②（小腸各部、絨毛各部における）LGLと LC
の分布 
「IEL細胞質内における顆粒の存在およびそ
の局在を電子顕微鏡で検索」 
 
(2)DNA断片化誘発機構 
① IELの顆粒にはどんな物質が含まれるか 
「正常マウスの空腸に存在する IELが含有す
る顆粒内の細胞傷害性因子の免疫組織化学
的解析」 
② 抗 CD3抗体投与による IEL刺激により顆
粒が放出された後の空腸絨毛の形態変化 
「IEL刺激後における IELの形態変化および
顆粒放出像の電子顕微鏡観察」 
「IEL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 
「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」 
 
(3)IELの活性化と細胞死 
① 抗 CD3抗体をマウス腹腔内投与すること
で IELは活性化されるのか 
「抗 CD3抗体投与前後で IELの基本的な形態
変化を光学顕微鏡および電子顕微鏡で検索」 
② 抗 CD3抗体投与による IEL刺激により TCR
関連抗原の発現は変化するのか 
「IEL刺激前後の TCR および関連抗原の発
現を免疫組織化学的に解析」 
「正常および抗体投与後のマウスから分離
分取した IELにおける TCR および関連抗原
の発現を Flow Cytometoryで解析」 



③ 活性化された IELはどのような転帰をた
どるのか 
「ヘマトキシリン・エオシン（H-E）染色像
および免疫染色像から、IEL刺激後の IEL数
の計測」 
 
４．研究成果 
(1)IEL亜群の形態的性状の解析 
 γδ型 IELとαβ型 IELを免疫染色した絨
毛標本で計測した結果、絨毛各部位（先端部、
中間部、基部）におけるそれらの分布様式に
差はみられなかったが、透過型電子顕微鏡に
よる IELの形態観察では、顆粒を有するリン
パ球（LGL）と顆粒のないリンパ球(LC)が存
在することが確認され、絨毛内での局在傾向
も認められた（絨毛先端部には LGL が多く、
絨毛基部には LC が多い）。IEC は陰窩に位置
する幹細胞から分裂し、分化しながら絨毛の
基部から先端部へと移動して最終的には管
腔内へ脱落するとされていることから、上皮
細胞間に局在する IELも絨毛基部から先端部
まで IECと共に移動する過程で分化成熟を遂
げる可能性が推察された。 
 また IELの抗体刺激後の形態観察において
は、IEL と隣接する IEC との間に隙間（IEL
から放出されたと推察される顆粒状の構造
物も観察）が生じることが観察されたが、そ
のような形態変化は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、絨毛内で
の IEL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 IELの亜群が
存在する可能性が示唆された。 
 
(2) DNA断片化誘発機構 
 マウスに抗 CD3抗体を投与して IELを刺激
すると、30分以内に空腸の IECに DNA断片化
が生じ、2 時間後には約半数の IEC が剥離す
る。 
 IEL の活性化に伴う IEC の DNA 断片化誘導
については、IELはグランザイム B(GrB)を含
有しており、抗体刺激後に IELからは GrBが
放出されることが分かっている。さらに IEC
での DNA断片化の消長と GrBの放出動態が一
致していることから、IEC の DNA 断片化誘導
におけるパーフォリン(Pfn)/GrB 系の関与が
強く示唆された。GrB の細胞傷害作用発現に
は、Pfnとの共作用が必要とされているので、
Pfn の絨毛内での存在およびその分布様式に
ついて免疫組織化学的に検討した。その結果、
IEL 内に Pfn と GrB の共局在は認められず、
抗体投与後の絨毛内においても Pfnの免疫陽
性反応は全く検出されず、また IEL刺激によ
る Pfn遺伝子の発現変動もなかった。さらに
Pfn 欠損マウスを用いた実験では、抗 CD3 抗
体投与後、正常マウスと同様に IELが活性化
されて GrB が放出され、IEC に DNA 断片化が
誘導されることが確認され、この IEL活性化

に伴う IEC の DNA 断片化現象は、Pfn なしで
誘導される。このことはマウス小腸の IEL活
性化による IEC の DNA 断片化は、GrB 単独に
よるか、もしくは、他の因子との共作用によ
る傷害活性という、「全く新たな DNA 断片化
誘導機構」の可能性が示唆された。 
 またこの生体内での実験系では、①IEL 活
性化後の標的細胞(IEC) における DNA断片化
誘導時間が 10〜30 分と非常に早い反応であ
る（既報の in vitro 実験系は、GrB による
標的細胞の細胞傷害性の発現は 5〜24 時間
後）。また、②細胞傷害活性を調べる実験系
も、in vitro系では、エフェクター細胞と標
的細胞の比（E/T比）が通常は（ 10：1 〜 50：
1 ）であるのに対し、本実験系では、IEL（エ
フェクター細胞）と IEC（標的細胞）の存在
割合は ( 1：10 〜 1：20 ) と、全く逆であ
る。これらのことも本実験の細胞傷害性機構
が、これまでの主に in vitro での機序とは
全く異なる機構で DNA断片化が起きているこ
とが示唆される。 
 
(3)IELの活性化と細胞死 
 正常マウスの空腸絨毛では、IEL は隣接す
る IECと密接に接合しており、またその細胞
質には多くの顆粒が観察されるのに対して、
抗 CD3抗体をマウス腹腔内に投与すると、30
分後に IELと IECとの間には間隙が生じ始め、
またその間隙には顆粒状の構造物が電顕的
に確認された（GrB が間隙に放出されること
を免疫電顕で確認）。一方、IELの細胞質から
は顆粒が消失している像が観察され、抗体刺
激により IELが脱顆粒を起こしたものと考え
られる。抗体投与 60 分後には間隙はさらに
広がり、IEL は収縮し，核が凝縮した像も観
察された。IELにおける TCR の免疫組織化学
的解析の結果、CD3、TCRγδ、TCRαβの
染色性は抗体投与 60 分後以降に弱くなり、
90 分後にはさらにそれらの陽性細胞数が激
減することが確認された。一方 CD8αは抗体
投与後も変化はみられず、抗 CD3 抗体が
TCR-CD3 複合体に結合して IEL が刺激を受
けて活性化したものと考えられた（分離分取
した IELの Flow Cytometory解析でも同様の
結果を得ている）。 
 IEL 数は、抗体刺激 2 時間後から激減し、
72時間後にはほとんどすべての IELが、残存
する絨毛上皮内から消失することが確認さ
れ、生体防御の最前線に存在する IELは、「易
被刺激性」で、刺激を受けると周囲の絨毛上
皮細胞に影響を与え、絨毛上皮内で自らが死
滅するという、「その場限り的」で「使い捨
て的」な存在であることが明らかとなった。 
 また TUNEL染色法での検討の結果、抗体刺
激後 30 分以内にほぼすべての IEL において
も IEC と同様に、DNA 断片化が誘発されるこ
とを確認した。刺激後 60 分以降には IEL に



DNA 断片化は検出されなかった。H&E 染色お
よび CD8αの免疫染色の観察より、抗体刺激
48 時間後までは時間経過に伴って数は減少
するものの、長時間にわたって IELが絨毛上
皮内に存在し続けることが確認されたので、
絨毛上皮細胞と同様に、IEL においても一旦
DNA の断片化が誘導されても迅速に DNA 修復
が行われている可能性が示唆された（Ogata M 
et al: DNA repair after DNA fragmentation 
in mouse small intestinal epithelial cells. 
Cell Tissue Res, 335(2): 371-82, 2009.）。 
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