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研究成果の概要（和文）：腸管バリアの最前線である腸管上皮には腸管上皮間リンパ球(Intraepithelial 
lymphocyte; IEL)が存在し、特にCD4とCD8αを共発現したIELは炎症抑制能を有する細胞集団であることが近年
明らかとなっている。潰瘍性大腸炎やクローン病など腸管に慢性炎症を来す炎症性腸疾患では炎症抑制性IELが
減少しており、炎症性腸疾患の病態解明および新規治療開発の検討のため、炎症抑制性IELの分化誘導機構の検
討を行った。
今回の研究では、炎症抑制性IELが腸管上皮間のみでしか存在しないことに着目し、IELの動態の観点、特にCCR9
に着目して分化機序の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Intestinal intraepithelial lymphocytes (IELs) reside in the gut epithelial 
layer, where they help in maintaining intestinal homeostasis. CD4+CD8αα+ IELs, a subset of IELs 
that express CD4 and CD8α, exhibit regulatory properties against intestinal inflammation. Their 
reduced abundance in inflammatory bowel diseases, such as ulcerative colitis and Crohn's disease, 
has been reported. 
We investigated the differentiation mechanisms of anti-inflammatory IELs to elucidate the pathology 
of inflammatory bowel diseases and to consider the development of new treatments.
In this study, we focused on the fact that anti-inflammatory IELs exist only between the intestinal 
epithelium, and analyzed the differentiation mechanism from the perspective of IEL dynamics, 
focusing on CCR9.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
炎症性腸疾患は遺伝的要因、環境因子、免疫学的要因、腸内細菌が関与する多因子疾患であることがわかってい
るが、根本的な治療法がなく、発症原因の解明と新規治療法開発が急務である。現在存在する治療薬はCD4T細胞
活性を抑制する免疫調節薬が主体であり、IELに着目した治療法は存在しない。炎症抑制性IELの分化機構を明ら
かにすることで、これまでの既存の治療法とは異なるアプローチの創薬開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
潰瘍性大腸炎やクローン病などの炎症性腸疾患(Inflammatory bowel disease, IBD)の病態と
して遺伝的要因、環境要因、免疫学的要因、腸内細菌が関与する多因子疾患であることがわか
っているが、根本的な治療法が確立されておらず、発症原因の解明と新規治療開発が急務であ
る。腸管上皮間には腸管上皮間リンパ球（Intraepithelial lymphocyte, IEL）が存在し、腸管
恒常性の維持に重要な役割を果たしている。しかしながら、IEL の分化メカニズムは十分に研
究が進んでいるとは言いがたく、詳細な研究が求められている。近年の研究において、CD4 と
CD8αを両方発現した IEL（DPIEL）が存在し、炎症に対し抑制性の作用を有していることが明ら
かになった。さらに、DPIELへの分化にはレチノイン酸(RA)や TGFβ、IFNγ、IL-27 などのサイ
トカインと腸内細菌の存在が必須であり、それらのシグナルにより誘導される Thpok の減弱と
T-bet, Runx3 の上昇などの転写因子の発現変化が必要である(Mucida D. Nature Immunology. 
2013, Reis BR. Nature Immunology. 2013, Immunity 2015)。しかしながら、DPIELがなぜ腸管
上皮間のみでしか観察されないのか、分化機序については未だに不明な点が多い。本検討では、
細胞の動態と遺伝子発現の変化との関連に着目し、DPIELの分化誘導機序について検討を行うこ
ととした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は炎症抑制性細胞集団 DPIELの分化に関わる因子の解明である。DPIELは IBD にお
いて減少することが示されており、IBD の病態に関与している可能性がある。現在存在する IBD
治療薬は CD4T 細胞活性を抑制する免疫調節薬が主体であり、IEL に着目した治療法は存在しな
い。DPIELの分化機構を明らかにすることで、炎症抑制性 DPIELが誘導可能となり、これまでの
既存の治療法とは異なるアプローチの創薬開発を目指すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) DPIELにおけるケモカインレセプターCCR9 発現の解析 
DPIELは CD4 single positive IEL (SPIEL)と、粘膜固有層に存在する制御性 T細胞(Treg)の一
部から分化することが示されている。腸管への CD4+T 細胞のホーミングには RA により誘導され
る CCR9 が必要であり、IEL における CCR9 の発現を DPIEL、SPIEL、Treg で比較検討を行った。ま
た、DPIEL分化に関わる転写因子として Runx3、T-bet、ThPOK（DPIEL関連遺伝子）が存在し、こ
れら転写因子の発現と CCR9 発現との関連性を Runx3tdTomato-ThPOKGFPレポーターマウスを用いて
検討した。 
 
(2) CCR9 発現量と DPIEL分化との関連の検討 
CCR9 発現量が DPIEL 分化に与える影響について解析するため、littermate CCR9 knockout 
(Ccr9-/-)マウスを作成し、IEL の解析を行った。また、DPIELの分化には腸内細菌の存在が必須
であるため、腸内細菌叢を 16S rRNA で解析した。また、Naïve CD4+T 細胞を anti-CD3/CD28, RA、
TGF-β 下で培養することにより CD4 と CD8α を共発現した T 細胞へ分化させることができる。
Ccr9+/+と Ccr9-/-マウスとで分化に相違があるかを比較検討するため、それぞれのマウスより
naïve CD4+T 細胞を分取し、分化実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) DPIELにおけるケモカインレセプターCCR9 発現の解析 
野生型(WT)マウスにおける CD4+IEL は DPIEL、SPIEL、Treg 
の 3 分画に分けられることができる（Figure 1a）。WT
マウスの DPIEL、SPIEL、Treg における CCR9 発現を解析
すると、DPIELにおいて CCR9 発現が有意に低いことが確
認された（Figure 1b）。続いて、DPIELへの分化過程に
おける DPIEL関連遺伝子と CCR9 発現との関連性を検討
するために、Runx3tdTomato-ThPOKGFPレポーターマウスを
用いて解析を行った。Runx3tdTomato-ThPOKGFPレポーター
マ ウ ス の CD4+IEL は ThpokhiRunx3low(less 
differentiated)、 ThpokhiRunx3hi(transitioning)、
ThpoklowRunx3hi(more differentiated)の 3 分画に分け
ることができ(Figure 1c)、それぞれの分画における
CCR9 発現を FACS および qPCR で解析した。その結果、
FACS および qPCR 解析いずれにおいても DPIELの分画に
おいて CCR9 発現が有意に低いことが確認され（Figure 



1d,e）、DPIELへの分化過程において CCR9 発現が低下することが確認された。 
 
(2) CCR9 発現量と DPIEL分化との関連の検討 
①Ccr9-/-マウスにおける DPIEL解析 
CCR9 発現が DPIEL分化に与える影響につい
て解析するため、Ccr9-/-マウスを用いて
CD4+IEL の解析を行った。結果、Ccr9-/-マ
ウスにおいて DPIEL は有意に多く分化して
いることが確認された(Figure 2a)。 
 
②Ccr9-/-マウスにおける腸内細菌叢解析 
DPIEL への分化には腸内細菌の存在が必須
であるため、Ccr9+/+と Ccr9-/-マウスとで腸
内細菌の比較検討を行った。結果、腸内細
菌の構成に相違は無いことが確認された
(Figure 2b)。さらに、Ccr9+/+と Ccr9-/-マ
ウスの糞便をそれぞれ無菌マウスへ移植
し、DPIELの解析を行ったが、DPIEL分化に相
違が無いことが確認され、Ccr9-/-マウスに
おいて DPIEL が多く分化する事象は腸内細
菌の相違に依るものではないことが確認
された(Figure 2c)。 
 
③in vitro CD4+CD8α+ T cell differentiation 
Vivo にて Ccr9-/-マウスにおいて DPIELが多く分化する事象が確認されたため、Ccr9-/-マウス由
来の CD4+T 細胞がより CD4+CD8αα+ T 細胞へ分化していくかを検討するため、Ccr9+/+と Ccr9-/-

マウスより naïve CD4+T 細胞を分取し、分化実験を行った。結果、Ccr9-/-マウス由来の CD4+T 細
胞はより CD4+CD8αα+ T 細胞へ分化していくことが確認された(Figure 2d)。 
これらの結果からは、CCR9陰性のCD4+T細胞はよりDPIELへ分化する能力があり、Ccr9+/+とCcr9-/-

マウスの IEL を用いてシングルセル解析を行い、分化に関わる遺伝子発現の相違を抽出する方
針である。 
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