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研究成果の概要（和文）：上皮細胞に選択的に発現する膜タンパク質輸送因子AP-1Bに着目し、膜タンパク質輸
送を介した腸上皮細胞による上皮細胞間Tリンパ球(IEL)への影響を解析した。タモキシフェン投与により上皮細
胞特異的に後天的にAP-1Bを欠損させるマウスを作成し、IELの数と性状を解析したところ、CD8aa陽性のIEL数が
1/10程度まで減少していた。また細胞の生存に関わることで知られるBclファミリー分子の発現が増強は増強し
ていた。さらにAP-1Bを欠損マウスから腸上皮細胞のオルガノイドを作成し、単層培養法を確立した。将来的に
IELとの共培養による上皮細胞の性質解析に大きく寄与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Ap1m2 is predominantly expressed by intestinal epithelial cells (IECs) and 
functions in the polarized transport of membrane proteins to the basolateral membrane of IECs. We 
have found the lack of CD8aa expressing intestinal intraepithelial lymphocytes (IELs) in 
Villin-creERT2 Ap1m2 flox/flox mice when treated with tamoxifen. CD8aa IELs of the IEC specific 
Ap1m2-deficient mice showed higher levels of Bcl-2 and Bcl-xL expression compared to control 
littermate mice. These cells also exhibited higher proliferations. These data suggest that protein 
localization of basolateral membrane on IEC is indispensable for CD8aa IELs numbers and phenotypes. 
We have established a monolayer culture method with crypts isolated from Villin-creERT2 Ap1m2 
flox/flox mice. This monolayer formed tight junctions, and contains  both apical and basolateral 
membrane domains, which is the important characteristic of polarized epithelial cells.

研究分野： 粘膜免疫学
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１．研究開始当初の背景 
腸管内には共生微生物が多数存在

している。加えて多種の病原性微生物が腸管
経由で感染することが知られる。そのため腸
管粘膜は生体内でも感染リスクの高い部位
の一つである。腸管粘膜の最前線に位置する
腸上皮細胞は栄養素の吸収に加え、抗菌活性
を持つタンパク質の産生や、ムチン層形成な
どにより粘膜面のバリア機能にも重要な役
割を果たす。腸上皮細胞層には、ユニークな
上皮細胞間 T リンパ球 (Intra epithelial T 
Lymphocytes; IEL)が多数存在し、IEL と腸
上皮細胞は互いに協調して恒常性を維持し
ている。IEL の中でも CD8ホモダイマー
陽性の IEL は CD160 分子を発現し、腸上皮
細 胞 に 発 現 す る Herpesvirus entry 
mediator (HVEM)分子を介して抗菌活性を
持つタンパク質の産生を誘導することで、粘
膜面におけるバリア機能を形成する。 

腸上皮細胞からの抗菌タンパク質
の産生は、このような IEL との協調に加えて
粘膜固有層に存在する自然リンパ球が主に
産生するインターロイキン(IL)-22 や IL-17
などのサイトカインの刺激によっても誘導
される。腸上皮細胞の細胞膜は腸管腔に面し
た頂端面と、粘膜固有層に面した側基底面に
分かれており、これら二つのドメインには異
なる種類の膜タンパク質が局在する。この特
性は、輸送因子による膜タンパク質の 極性
輸送によって形成・維持されている。上皮細
胞はその側基底面細胞膜を介して IEL と接
している為に、側基底面細胞膜へ輸送される
膜タンパク質は、IEL との相互作用に重要で
あると考えられる。さらに、側基底面細胞膜
には IL-22 や IL-17 のレセプター膜タンパク
質が局在し、そのシグナルを受容するにはレ
セプターが側基底面細胞膜へ正常に輸送さ
れる必要がある。 

 
２．研究の目的 

本研究では、腸上皮細胞に選択的に
発現し、側基底面細胞膜への膜タンパク質輸
送を担うアダプタータンパク質である
AP-1B に着目する。腸上皮細胞が AP-1B に
よる膜タンパク質輸送を介して IEL の恒常
性を維持する機構を解析し、腸上皮細胞と
IELの協調による粘膜バリア形成機構を解明
する。 
 
３．研究の方法 

AP-1B欠損マウスではCD8aa陽性
IEL が著明に減少している。原因として腸上
皮細胞層での CD8陽性 IEL の分化・増殖、
または生存の異常が考えられる。しかし、
AP-1B 欠損は生後 8 週までの生存率が 20%
であり、解析に用い難い。そこで生後にタモ
キシフェンを投与することで腸上皮細胞特
異的に AP-1B 遺伝子を欠損させることがで
きる villin-creERT2 AP-1B Flox/Floxマウス
を作成する。 

villin-creERT2 AP-1B Flox/Flox 
マウスにタモキシフェンを投与後、CD8aa
陽性 IEL を詳細に解析し分化・増殖、または
生存能について解析する。 

次にこのマウスの腸上皮細胞オル
ガノイドを用いて単層培養法を確立する。側
基底面細胞膜を単離し、野生型のものと比べ
ることで CD8陽性 IEL の細胞数維持に重
要と考えられる膜タンパク質候補を探索す
る 。AP-1B 欠損腸上皮細胞ではサイトカイ
ンの受容体が側基底面細胞膜に正常に輸送
されず、粘膜固有層からのサイトカインに正
常に応答できず抗菌タンパク質などの発現
低下をきたしていると考えられる。また
CD8aa 陽性 IEL 減少が、腸上皮細胞抗菌タ
ンパク質の発現低下を引き起こす可能性も
考えられる。AP-1B 欠損マウス由来の腸上皮
細胞を用いて単層培養を行い、側基底面細胞
膜側からサイトカインや CD8aa 陽性 IEL に
よる刺激実験を行い抗菌タンパク質の発現
低下の原因を解明する。 
 
４．研究成果 

villin-creERT2 AP-1B Flox/Floxマ
ウスにタモキシフェンを投与後 1週間で IEL
を単離し、免疫染色法とフローサイトメトリ
ーで解析した。その結果、villin-creERT2 
AP-1B Flox/Flox マウスでは対照となる
AP-1B Flox/Flox マウス (同様にタモキシフ
ェン処理 1 週間後)と比較して CD8陽性
TCR陽性 IEL の細胞数が 1/10 程度まで減
少していた。また CD8陽性 TCR陽性
IELs 数は、1/5 程度に減少していた。しかし
ながら、CD8 陽性 TCR陽性、CD４陽
性 TCR陽性の IEL数にはほとんど変化が
なかった。このことから、上皮細胞における
側基底面細胞膜への膜タンパク質の輸送は
CD8陽性の「unconventional」IEL 細胞
の維持や生存に重要であるが、CD8陽性、
CD4 陽性の「conventional」IEL の維持や生
存には重要でなないことが明らかとなった。
こ れ ら の 「 unconventional 」 IEL と
「conventional」IEL の分化過程は、前者が
胸腺から直接腸上皮細胞層に遊走して来る
のに対して、後者はリンパ節で抗原に応答し
た後に遊走してくる点で、全く異なる。従っ
て、このような分化の過程で獲得する何らか
の特徴が、腸上皮細胞において AP-1B 欠損
した際の二つの細胞群の影響の違いとして
現れることが示唆される。 

さらに驚くことに、villin-creERT2 
AP-1B Flox/Flox マウスにタモキシフェンを
投与後 1 週間で、CD8陽性 IEL の生存に
重要な役割を果たすBcl-2やBcl-xLといった
抗アポトーシス Bcl ファミリーに分類される
分子の発現を解析したところ、その発現が顕
著に増加していた。さらに、細胞死に関わる
ような Bcl ファミリーのタンパク質である
Bax や Bim の発現を解析したところ、それ
らは減少していた。また細胞増殖のマーカー



である Ki-67 の発現も増加していた。これら
の こ と か ら 、 villin-creERT2 AP-1B 
Flox/Flox マウスでは、 Bcl-2 や Bcl-xL を高
発現する CD8陽性 IEL 群が選択的に生存
し、相対的に Bcl-2 や Bcl-xL の発現が低い細
胞群は細胞死した為に CD8陽性 IEL 細胞
数が顕著に減少したものと考えられた。また
細胞数の著しい減少の結果、その不足を補う
為に盛んに増殖している可能性が示唆され
たが、現在のところそれらの詳細については
未解明である。上述のように、CD8陽性の
IEL は、CD160 分子を発現し、腸上皮細胞
をその受容体である HVEM を介して刺激す
る。HVEM によって刺激された腸上皮細胞
は Reg3 などの抗菌活性を持つタンパク質を
産生する。villin-creERT2 AP-1B Flox/Flox
マウスにタモキシフェンを投与後 1 週間で
CD8ホモダイマー陽性の IEL を解析した
ところ CD160 分子の発現が顕著に減少して
いた。さらに腸上皮細胞の Reg3 の発現を解
析すると、その発現が顕著に減少しているこ
とを見出した。これらのことから、Ap1m2
の欠損により、CD160 分子を発現する
CD8陽性の IEL の細胞数の減少と、それ
らの CD160 分子の発現の減少が、腸上皮細
胞の抗菌活性タンパク質の発現を減少され
ることが示唆された。 

villin-creERT2 AP-1B Flox/Floxマ
ウスから腸上皮細胞オルガノイドを作成し
た。この腸上皮細胞オルガノイドをヒドロキ
シタモキシフェン処理したところ、その細胞
増殖や細胞の生存率について、特に異常は観
察されなかった。次に、腸上皮細胞オルガノ
イドをトランズウェル上で単層培養を行う
為に、増殖因子や MAPK 阻害剤などの諸条
件 を 詳 細 に 検 討 し た 。 そ の 結 果 、
villin-creERT2 AP-1B Flox/Flox マウスオル
ガノイド由来の腸上皮細胞単層培養システ
ムを確立した。この単層培養腸上皮細胞は、
タイトジャンクションを形成し、正常な極性
上皮細胞の特徴を持つ。この単層培養腸上皮
細胞ではその細胞膜が頂端面と、側基底面に
コンパートメント化されており、上皮細胞と
IELの相互作用を研究するツールとして非常
に有用なものであると思われる。  
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