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研究成果の概要（和文）：　本研究は、口腔細菌を含む共生菌および病原菌が、腸管上皮細胞Paneth細胞との相
互作用を介して生体の恒常性維持に関与するとの仮説をたて、その機序を解明することを目的とした。本研究に
おいて、生体腸管の上皮構造を模しているエンテロイド内腔へ任意のリガンド投与とPaneth細胞の顆粒分泌を可
視化・定量できる新たな腸内環境評価法を樹立した。樹立した評価系を用いて、病原菌であるS. Typhimuriumが
Paneth細胞の顆粒分泌を誘導すること、さらに、共生細菌であるL. caseiはPaneth細胞の顆粒分泌を誘導しなか
ったが、一方、B. bifidumは顆粒分泌を誘導することを示した。

研究成果の概要（英文）：　The purpose of this study was to elucidate the mechanism that commensal 
bacteria including oral bacteria and pathogenic bacteria are involved in the maintenance of 
intestinal homeostasis via interaction with Paneth cells. In this study, a novel ex vivo evaluation 
system to visualize and quantify Paneth cell granule secretion was established by microinjection 
method of bacteria into the lumen of enteroids, three-dimensional cultures of small intestinal 
epithelial cells. Paneth cells secreted granules immediately when live non-commensal bacterium S. 
Typhimurium or commensal bacterium B. bifidum was introduced into the enteroid lumen by 
microinjection, whereas Paneth cells did not secrete granules when live commensal bacterium L. casei
 was introduced.

研究分野： 自然免疫

キーワード： 自然免疫　Paneth細胞　αディフェンシン

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により樹立した共生細菌および病原菌に応答したPaneth細胞顆粒分泌評価システムは、Paneth細胞 α
ディフェンシンを中心とする新たな腸内細菌叢制御を介した生体恒常性維持のメカニズム解明を可能とする。こ
の評価系により、口腔内を含む、様々な生体に共生する菌と腸管上皮細胞との相互作用を細胞・分子レベルで解
析することにより、共生細菌と腸管のクロストークを介した恒常性の維持機構が明らかとなり、共生細菌と宿主
のバランスの破綻が原因の一つと考えられている、生活習慣病などに対する新たな予防・治療戦略の提案が期待
できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
高齢化率の増加に伴い、国民一人ひとりの健康寿命の延伸が社会的に求められている。健康寿
命の低下をもたらす原因の上位である心臓病、脳卒中、肥満などの生活習慣病の発症と、腸内細
菌叢や腸管免疫などの関連が注目されてきているが詳細な機序は解明されていない。一方、口腔
細菌叢を構成する P.gingivalis による感染病である歯周病は成人の約８割以上が罹患し、歯を
喪失する第一の原因菌として知られているが、これまで、残存歯数減少による認知症、細菌性心
内膜炎、糖尿病、肥満などの、口腔と全身との関係が注目されているにもかかわらず、確固たる
根拠はいまだ不明である。そこで、解剖学的に連続している口腔細菌叢と腸内細菌叢のクロスト
ークに注目し、そのメカニズムを解明することは高齢化社会の健康維持・増進への大きく寄与す
ると考えられる。申請者は、これまで栄養（食事）、寄生体（腸内細菌叢）、宿主（腸管上皮、
抗菌ペプチド）で規定される腸内環境が免疫・代謝機能などの生体恒常性維持の及ぼす機序を解
明してきた。とくに腸上皮パネト細胞が腸管内腔に分泌する自然免疫のエフェクター・抗菌ペプ
チドαディフェンシンの選択的殺菌活性による腸内細菌叢制御（J Innate Immun 2011）、αデ
ィフェンシンの測定法の開発、炎症性腸疾患マウスにおけるαディフェンシン分泌異常の関与
（Anal Biochem 2013）、脂肪成分摂取によるαディフェンシン分泌低下を介した肥満の促進機
能など、自然免疫と腸内細菌叢の相互作用の破綻が慢性炎症や生活習慣病の発症に重要である
ことを示してきた。自然免疫と腸内細菌叢の相互作用の破綻に影響を及ぼす要因として、解剖学
的観点から、また口腔細菌叢と全身疾患との関与についての多くの報告からも、口腔細菌叢に着
目するのは必然だと考えられる。しかし、未だその細胞・分子レベルでの機序解明は皆無である。
解明に至らない大きな理由は、腸管上皮細胞の生理的状態や病理を適切に反映するモデル系が
確立されていないためだと考えられる。そこで申請者は、腸管上皮培養法としてパネト細胞、内
分泌細胞、杯細胞、吸収上皮細胞そして幹細胞で構成されており、生体腸管の構造を模している
エンテロイド培養法に注目した（Sato T et al., Nature 2011）。エンテロイドは基質に包埋さ
れており、また内腔側が閉鎖した構造をもつことから、腸管内腔にアプローチした機能解析を定
量的に行うことが難しい。そこで、本申請研究では初めに、エンテロイドとマイクロインジェク
ション法を応用して、内腔へ任意のリガンド投与を可能とする腸内環境評価法を確立する。これ
によって、口腔細菌の刺激によるパネト細胞のαディフェンシン分泌応答を高解像度で可視化
し、さらに、シングルセルでの遺伝子発現解析を遂行することで、本研究の仮説を証明できるの
ではないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、口腔と腸管における自然免疫機構を介したクロストークが存在し、口腔と腸管のリ
ンクが正常な口腔内環境および腸内環境の維持やその破綻に関与しているとの仮説を立て、口
腔細菌によるαディフェンシン分泌さらには内分泌細胞・消化管ホルモン分泌への影響及び、腸
内細菌叢組成への関与を検討することで、歯周病や肥満、糖尿病などの生活習慣病をはじめとす
る全身疾患の発症や進行メカニズムの解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）実験動物 
 使用したマウス C57BL/6 JJcl は日本クレア株式会社より購入した。本研究におけるすべての
動物実験は、国立大学法人北海道大学動物実験に関する規定に基づいて行った。 
（2）マウス小腸陰窩単離とエンテロイド培養 
C57BL/6をジエチルエーテルで吸入麻酔後、頸椎脱臼によりサクリファイスした。C57BL/6の

腹部表面を消毒用エタノールで消毒した後、オートクレーブ滅菌済みの解剖器具を用いて腹部
を切開した。空腸近位端から約 5 cm を摘出し、腸管内腔を 20 mL シリンジとゾンデを用いて
ice-cold Ca2+、Mg2+-free phosphate-buffered saline (PBS)で 1 回洗浄した。摘出した腸管を
縦切開した後、メスで内腔側をスクレイプした。PBSで洗浄した後、30 mM EDTA / Ca2+、Mg2+-
free Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)中で振盪した (室温、5 rpm、10 min)。小腸組織
をice-cold HBSSで勢いよく振盪して陰窩を単離した。得られた単離陰窩を Matrigelで包埋し、
EGF、Noggin、R-spondin 1を含む培地にて培養した。培地交換は 1 日置きに行った。 
（3）Paneth細胞顆粒分泌の定量化 
 培養 3 日目にエンテロイドが包埋されている Matrigel をマイクロピペットにより緩やかに破
砕し回収した。卓上小型遠心機で約 5 sec遠心した後、上清を除去して Matrigel でエンテロイ
ドを懸濁し、事前に 37oCで温めておいた 8 well chamber cover (collagen coat、Matsunami)
に再包埋した。37oC、5% CO2、20 min で重合させ、事前に 37oCで温めていたエンテロイド culture 
mediumを 180 µL/well で加えた。次に Stage Top Incubator (37oC、5% CO2、Tokai Hit)にエン
テロイドを播種した 8 well chamber coverを固定し、共焦点レーザー顕微鏡 (A1、Nikon)、対
物レンズ CFI Apo LWD 20X WI λS (NA = 0.95、Nikon)で Paneth細胞の DIC画像を取得した。
最終濃度が CCh (0、0.01、0.1、1、10、100 µM)となるように培地中に添加し、37oC、5% CO2、
30 min培養した後、刺激前に撮影した同一Paneth細胞の DIC画像を取得した。刺激前後のPaneth
細胞DIC画像からコントラストによって明確に区別できるPaneth細胞の顆粒部分の外周を囲み、
その面積を画像解析ソフト NIS-Elements AR (Nikon)で測定することで、下記の式から面積顆粒
分泌率を算出した。 



 
 
（4） Microinjection に用いた試料と調整 
① 液体試料 
 LPS from Salmonella enterica serovar Typhimurium purified by gel-filtration 
chromatography (L2262、Sigma)は PBSで 10 mg/mLに溶解した後、ソニケーション (30 min)し
たものを microinjection に用いた。 
② 細菌の培養と調整 
 S. Typhimuriumのαディフェンシン感受性株である S. Typhimurium ΔphoP を tryptic soy 
broth (TSB、Becton Dickinson) 3 mL中で 37oC、16 h、180 rpmで振盪培養し前培養した後、
TSB 30 mL 中で OD600の値が 0.6–0.8 になるまで 37°C、180 rpm で振盪培養した。また、
Lactobacillus casei ATCC 393 (L. casei)と Bifidobacterium bifidum ATCC 11863 (B. 
bifidum)を de Man, Rogosa, and Sharpe broth (MRS broth、Becton Dickinson) 3 mL中でア
ネロパック・ケンキ (三菱ガス化学)を用いて 37oC、16 h嫌気培養し前培養した後、MRS broth 
30 mL中で OD600の値が 0.6–0.8になるまで 37°Cで嫌気培養した。対数増殖期の細菌を遠心分
離（3000 G、4oC、10 min）によって沈殿させた。Ice-cold PBSによって 1 回 washした後、濃度
が 1×1010 CFU/mLとなるように PBSで再懸濁したものを microinjection に用いた。 
（5）エンテロイド内腔への microinjection 
培養 3–4日目のエンテロイドを Cell Imaging Dish (eppendorf)に 20 µL/well で包埋し、氷
上で 5 min静置してエンテロイドを dishの底に沈めた。Matrigel を重合した後、事前に 37oCで
温めていたエンテロイド culture media を 1 mL/dish で加えた。次に Stage Top Incubator 
(37oC、5% CO2、Tokai Hit)にエンテロイドを播種した dish を設置し、共焦点レーザー顕微鏡 
(A1、Nikon)下、対物レンズ CFI Apo LWD 20X WI λS (NA = 0.95、Nikon)を用いて 15 frame/sec
で time-lapse撮影しながらエンテロイド内腔への microinjection を行なった。針 (Femtotips 
II、eppendorf)は先端を折り、内径を 3–4 μmに調整したものを用いた。粗動用マニピュレータ
ー、三次元ジョイスティック油圧マイクロマニピュレーター、一次元油圧マイクロマニピュレー
ター (MN-4、MMO-202ND、MMO-220A、NARISHIGE)を用いてエンテロイドに needleを刺入し、空圧
マイクロインジェクター (IM-11-2、NARISHIGE)により加圧することで 1% fluorescein、PBS、
1–10 mg/mL LPS from S. enterica serovar Typhimurium、1×1010 CFU/mL S. Typhimurium Δ
phoP 、1×1010 CFU/mL L. casei、1×1010 CFU/mL B. bifidum、1×1010 CFU/mLそれぞれ注入し
た。 
（6）統計学的解析 
 測定値は平均±標準誤差で示した。統計学的解析は Student’s t-testまたは One way ANOVA
を行い、危険率 5%未満 (p < 0.05) を有意とした。One-way ANOVAで差が認められた場合、事後
検定として Tukey's multiple comparison testを行った。相関の解析には Pearson correlation 
coefficientを用いた。 
 
４．研究成果 
（1）Paneth細胞顆粒分泌定量法の確立 
次に、エンテロイドの Paneth細胞が生体と同じくαディフ
ェンシンを含む顆粒を分泌することを確かめるために、顆粒分
泌を誘導することが知られているコリン作動薬である CCh を
エンテロイドの培地に最終濃度 10 μMで添加し、Paneth細胞
の顆粒を経時的に観察した。Paneth細胞の顆粒は CCh添加直
後からエンテロイド内腔側に向かって分泌され始め、10 min
後には大部分の顆粒が分泌された (図 1)。Paneth 細胞の顆
粒分泌を定量的に評価するために、まず、刺激前および 0 μM
から 100 μMの CCh 刺激から 30 min後における高解像度 DIC
画像より Paneth 細胞顆粒面積を測定し、面積顆粒分泌率を
算出した。面積顆粒分泌率は非刺激対照において
1.73±0.59%であったのに対し、0.01 μM: 4.90±1.02%、0.1 
μM: 18.49±4.61% 、 1μM: 55.83±5.69% 、 10μM: 
74.47±5.84%、100 μM: 79.13±5.18%であった (図 2)。 
（2）Microinjection によるエンテロイド内腔への物質導入法の条件検討 
① Microinjection に適したエンテロイドの形態の検討 
Microinjection による物質導入法開発のために必要な条件検討を行なった。まず、エンテロ

イドを培養 5 日目に観察すると、その形態は一様
ではなく、陰窩様構造数により、a) 0–1、b) 2–3、
c) 4 以上、の 3 種類に分類した（図 3）。
Microinjection による内腔への物質導入に適する
エンテロイドを選別すると、a)は陰窩様構造の伸
長がなく、エンテロイド内腔に針を刺入できる十
分な空間がないためmicroinjectionには適さなか

Granule secretion (%, area)	= "1- Granule area after stimulation

Granule area before stimulation
#×100 



った。c)は内腔にアポトーシスを起こした細胞が蓄積し噴出しているため、内腔の閉鎖構造が保
たれておらず、生体と同じ極性が失われているので microinjection による物質導入には適さな
かった。一方、b)は陰窩様構造を有し内腔が閉鎖されているため microinjection に適していた。
さらに、培養 2 日目から 4日目までエンテロイドを観察すると、b)の割合は 2 日目: 3.6±1.2%、
3 日目: 15.3±1.5%、4日目: 10.1±2.7%であり、3 日目で最も多かった。したがって、培養 3 日
目および 4日目の b)のエンテロイドを用いて microinjection の検討を行なうこととした。 
② エンテロイド内腔への microinjection法の標準化 
内腔に導入した物質に対する Paneth細胞顆粒分泌を評価するにあたって、その手順は体系化
される必要がある。そこで次に、microinjection による物質導入の一連の操作を標準化するた
めに、針の刺入位置、角度、注入圧などの検討を行った。対象のエンテロイドの形状と針の内径
は上記の検討に従った。目視、次いで共焦点レーザー顕微鏡下でエンテロイドに針を接近させ、
内腔と針先端に同時にピントが合うように調節した。この際、培地が針内部に逆流し、蛍光物質
を注入するために加圧してもエンテロイド内腔の蛍光強度上昇がみられないことがあったため、
あらかじめ針内部に注入圧よりも弱い圧を加えて培地の逆流を防ぎながら選択したエンテロイ
ドに接近させた。その後、針を上方に移動して針先の位置を確認し、内腔内容物がない、陰窩様
構造部と絨毛様構造との移行部に刺入した。このとき、刺入角度が 30 度より小さいと、dishの
壁と針がぶつかりエンテロイドに刺入できない場合があった。また、刺入角度が 40 度より大き
いと、刺入点とエンテロイド内腔との高さの差が大きくなり内腔に針先を位置させられないこ
とがあった。よって、針の刺入角度は 30–40 度で microinjection を行なうこととした。針先が
エンテロイド内腔に位置していることを確認してから、マイクロインジェクターによって加圧
し fluorescein を microinjection すると、エンテロイド内腔での蛍光強度の増強がみられた。
このとき、注入圧の過剰、あるいは針先が内腔内容物に塞がれた状態から加圧により解放された
場合、急激にエンテロイド内腔の圧力が上昇して閉鎖構造が破壊されたため、針先が内腔の内容
物がない箇所に位置していることを視認して段階的に加圧することとした。決定した条件に従
い microinjection すると、注入中および後でエンテロイド外での蛍光強度の増強はみられなか
った。さらに、エンテロイド内腔（図 4A白丸）とエンテロイド外（図 4A黒丸）の培地の蛍光強
度を測定し、それぞれの microinjection 前後の蛍光強度比を算出した結果、内腔では、
microinjection前と比較した microinjection後の蛍光強度比が 4.30±0.57と顕著な上昇を示
した一方、エンテロイド外では 1.05±0.01であり、上昇は認められなかったことから (図 4B)、
microinjection によってエンテロイドの閉鎖構造を保ち基底膜側への漏れを防いで
fluorescein を内腔にのみ導入できた。
Microinjection 後の蛍光強度の増強は陰
窩様構造の内腔でも観察され、陰窩様構造
の基底部に位置する Paneth 細胞に
fluorescein が到達していた。以上により、
microinjection を用いることで、エンテロ
イドの極性を保ったまま物質を内腔に導
入する方法を開発した。 
（3）エンテロイド内腔からの刺激に対する Paneth細胞顆粒分泌応答の評価 
まず、microinjection によってエンテロイド内腔へ PBS と細菌抗原である LPS を導入し、
Paneth細胞の顆粒分泌を定量的に評価した。PBSを導入し、導入後から 30 min まで Paneth細
胞顆粒を観察したところ、顆粒分泌は全くみられなかった (図 8-A)。このことから、この評価
系は注入圧などの機械的刺激ではなく内腔に導入した物質に応答した Paneth細胞の顆粒分泌を
評価できることがわかった。そこで、1 mg/mL および 10 mg/mL LPSを導入し、Paneth細胞の顆
粒分泌を評価した。Paneth細胞の顆粒は LPS導入後 2–14 secから分泌され始めた。内腔の LPS
に対する Paneth細胞の顆粒分泌率はそれぞれ、1 mg/mL: 12.85±0.90%、10 mg/mL: 18.27±2.19%
であり、どちらも分泌がみられなかった PBSに対して有意に大きな顆粒分泌率を示した（図 5）。
以上より、内腔に存在する物質の刺激に応答した Paneth細胞顆粒分泌の評価系を確立し、この
系により S. Typhimurium 由来の LPSに応答した Paneth細胞の顆粒分泌をはじめて可視化し、
定量化した。 
（4）細菌に応答した Paneth細胞顆粒分泌の評価 
① 病原菌に応答した Paneth細胞顆粒分泌の評価 
 次に、病原菌である S. Typhimurium ΔphoP を
エンテロイド内腔に導入し Paneth 細胞の顆粒分
泌を評価した。Paneth 細胞の顆粒は 1×1010 
CFU/mL S. Typhimurium ΔphoP の導入から 4–19 
min後から分泌され始めた。S. TyphimuriumΔphoP
に 対 す る Paneth 細 胞 の 顆 粒 分 泌 率 は
15.67±1.74%であり、PBS と比較して有意に大き
な顆粒分泌率を示した（図 6A）。以上より、腸管内
腔に存在する細菌に対する Paneth細胞の顆粒分泌も可視化および定量化が可能であった。 
② 共生菌に対する Paneth細胞顆粒分泌の評価 
 最後に、αディフェンシンによって殺菌されないことが知られている共生菌である L. casei



と B. bifidumをそれぞれエンテロイド内
腔に導入し Paneth細胞の顆粒分泌を評価
した。L. casei の導入から 20 min 間
Paneth 細胞の観察を行なったが、顆粒分
泌はみられなかった。一方、B. bifidumは
導入直後から Paneth細胞の顆粒分泌が見
られ、顆粒分泌率は 11.41±5.10%だった
（図 6B）。以上の結果より、病原細菌およ
び共生細菌に応答した Paneth細胞顆粒分
泌評価システムを樹立することができた。 
本研究により樹立した、共生細菌および
病原菌に応答した Paneth細胞顆粒分泌評
価システムは、Paneth細胞 αディフェンシンを中心とする新たな細菌叢制御を介した生体恒常
性維持のメカニズム解明を可能とし、口腔共生細菌と腸管上皮細胞との相互作用の解析に応用
することで、口腔環境の腸内環境制御を介した全身疾患発症のメカニズム解明に貢献する。 
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