
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21 年 5 月 21 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2006～2008 年度 

課題番号：18390212 

研究課題名（和文） 

パネート細胞デフェンシンによる腸管の炎症制御メカニズムの解明と応用   

研究課題名（英文） 

Regulation of intestinal inflammation by Paneth cell α-defensin.  

研究代表者 

綾部 時芳（AYABE TOKIYOSHI） 

国立大学法人 北海道大学 大学院先端生命科学研究院 教授 

研究者番号： 90301019 

 
 
 
研究成果の概要：十二指腸、空腸および回腸の単離陰窩を用いて Paneth 細胞由来抗菌ペプチ

ド cryptdin の遺伝子発現定量および免疫局在解析を行って、すべての cryptdin isoform は十二

指腸、空腸に比べて回腸で発現が有意に多いことを明らかにした。回腸 Paneth 細胞分泌物の

殺菌活性が最も強力であった。ヒト Paneth 細胞分泌物およびα-defensin が未熟樹状細胞を化

学遊走させることを明らかにし、Paneth 細胞が炎症制御に関与することを示唆した。さらに、

クローン病患者のα-defensin 構造異常を明らかにし、抗菌ペプチドによる新規治療の可能性を

示した。 
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１．研究開始当初の背景 
微生物に対する生体防御機構の有効性は、

侵入してきた微生物を処理する免疫系のは
たらきの速度と強度に依存すると考えられ
る。自然免疫では、宿主による微生物認識の
後に急性抗微生物免疫反応が発動し、動員さ
れた炎症性白血球と局所の上皮細胞におけ
る抗菌物質の産生が生じることが知られて
いる。宿主が産生する抗菌物質の中で、様々
な病原体を直接的に死滅させるはたらきを

持つのが抗菌ペプチドである。生体において、
腸管は常に莫大な数と様々な種類の微生物
に曝されている。本研究代表者は、生体防御
にとって最前線である腸管における内因性
抗菌ペプチドのはたらきを解析し、Paneth
細胞の分泌するα-defensin が腸管の感染防
御に貢献していることを明らかにしてきた
（Wilson C et al., Science 286: 113-7, 1999; 
Ayabe T et al., Nature Immunol 1: 113-8, 
2000; Ayabe T et al., Trends Microbiol 12: 



394-8, 2004 など）。生体防御機構の破綻とし
て捉えられる壊死性腸炎や炎症性腸疾患な
どの難治性消化管疾患の発症や病態に、
Paneth細胞α-defensinが関与する可能性が
ある。しかし、これまで Paneth 細胞の単離
ができなかったことや培養細胞株が存在し
ないことなどの理由から、Paneth 細胞及び
産生・分泌するα-defensin については、そ
の発現と機能について不明の点が多かった。
さらに抗菌ペプチドは自然免疫系の生体防
御物質としてはたらくばかりでなく、獲得免
疫系の発動にも関与する可能性が示された
が、腸管における急性炎症および慢性炎症病
態とPaneth細胞α-defensinの関連は不明で
あった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Paneth 細胞α-defensin が腸管
炎症を直接的、間接的に制御していることを
証明することを目的とする。さらに、その炎
症制御メカニズムを解明することにより、α
-defensin を用いた炎症に対する新しい治療
法の開発に貢献することを目指す。具体的に
は目標を以下の三点に絞る。 
(1) 研究代表者らが確立した腸上皮単離技術
を応用して採取した腸上皮細胞を用いて、自
然免疫と炎症、さらには獲得免疫との接点に
関与する新たなPaneth細胞α-defensinのは
たらきを明らかにする。 
(2) 腸管において、α-defensin が炎症の制御
に貢献していることを明らかにする。これを
証明するために、α-defensin を含む Paneth
細胞由来物質に対する貪食細胞及び獲得免
疫系に属するリンパ球の化学遊走能と炎症
性サイトカイン産生能を解析して、Paneth
細胞による炎症反応制御機構を解明する。 
(3) 腸炎の発症、病態進展におけるα
-defensin のはたらきを明らかにする。マウ
スモデル及びインフォームド・コンセントの
下に得たクローン病患者検体を用いて腸管
の炎症を制御するα-defensin のはたらきを
検討する。α-defensin を応用した腸管の難
治炎症性疾患の新規治療法を提案する。本研
究終了時において、粘膜免疫の分野における
Paneth細胞α-defensinによる自然免疫から
獲得免疫への橋渡し及び炎症制御という新
しいパラダイムを提唱したい。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 小腸陰窩および小腸上皮細胞の分離 

小腸粘膜材料から既報に準じて小腸陰窩、
さらには小腸上皮細胞を分離した。マウス
（ICR-CD1）の小腸から EDTA 分離法で腸
陰窩を採取した。インフォームド・コンセン
トの下に得たヒト小腸粘膜材料から同様に

小腸陰窩を単離した。得られたマウスおよび
ヒト陰窩から collagenase 分離法に準じて
（Ayabe T et al., J Biol Chem 2002）単離小
腸上皮細胞分画を得た。 

 
(2) 十二指腸、空腸および回腸粘膜材料から
分離した小腸陰窩および Paneth 細胞におけ
るα-defensin 発現を解析した。単離陰窩か
ら single crypt RNA を抽出して real-time 
PCR 法で単離陰窩レベルにおける cryptdin 
isoform mRNA 発現解析を行い、すべての
cryptdin isoform (cryptdin1～cryptdin6)に
ついて mRNA 発現を定量した。また、抗
cryptdin 抗体を用いた免疫蛍光染色法を施
行し、共焦点レーザー顕微鏡観察下で単離小
腸陰窩レベルおよび単離 Paneth 細胞レベル
で、α-defensin 局在を解析した。Paneth 細
胞マーカーは坑 cryptdin 抗体（Ouellette 教
授より供与された抗 cryptdin-1 抗体、抗
cryptdin-4 抗体および坑 cryptdin-5 抗体）お
よび本研究代表者らが作成した抗 HD5 抗体
等を用いた。さらに、各部位から得た単離小
腸陰窩を S. typhimurium に 37℃で 30 分暴
露した後、回収した上清から前記の方法で
Paneth 細 胞 分 泌 物 を 採 取 し た 。 S. 
typhimurium 対するこれらの各小腸部位か
らの Paneth 細胞分泌物の殺菌活性を解析し
た。 
 
(3) Paneth 細胞分泌物およびα-defensin に
対する樹状細胞等の化学遊走能解析法 

Paneth 細胞α-defensin は、遺伝子組換え
法でヒトの rHD5 および rHD6 を作成した。
Paneth 細胞顆粒を、小腸陰窩に富む分画か
ら Nitrogen 法を用いて得た後、超遠心法お
よび膜透析法を併用して顆粒蛋白質を精製
した。Paneth 細胞分泌物は、小腸陰窩をカ
ルバミルコリンまたは S. typhimurium に曝
露し 37℃で 30 分反応させて上清を採取した
後、30%酢酸中で蛋白質画分を抽出した。さ
らに、各分画から殺菌活性および電気泳動、
HPLC 等を用いた生化学的性状を指標とし
てα-defensin をはじめとする生理活性物質
を精製した。 

ヒト白血球、単球および樹状細胞の分離は、
インフォームド・コンセントの下に、健常ボ
ランティアの全血から比重遠心法を用いて
単核球を分離した。さらに、単核球から比重
遠心法で好中球とリンパ球を、Monocyte 
isolation kit を用いて単球をそれぞれ得た。
得られた単球に GM-CSF, IL4, TGF-β1 を添
加して 7 日間培養し、未熟樹状細胞を得た。
さらに、TNF-αを添加して２日間培養し、成
熟樹状細胞を回収した。各細胞群は、フロー
サイトメトリーで当該細胞に特異的な細胞
表面抗原の発現を確認した。 

遊走能試験は、96 穴ケモタキシスチャンバ



ーを用いて、各種 Paneth 細胞由来物質をチ
ャンバーのフィルター下層 well に、好中球、
リンパ球、単球、成熟樹状細胞または未熟樹
状細胞をフィルター上層の well に満たして
1.5 時間または 4 時間培養後、フィルター下
層側に付着した細胞数を顕微鏡下で数えて、
バッファー対照と比較検討した。測定値の検
定 に は Mann-Whitney U test お よ び
Student t test を用いた。これらにより、
Paneth 細胞α-defensin および Paneth 細胞
顆粒および Paneth 細胞分泌物による局所炎
症への直接的関与を解析した。 

 
(4) Paneth 細胞分泌物およびα-defensin に
よる腸上皮細胞の炎症性サイトカイン産生
能解析法 
炎症性サイトカイン発現について抗体ア

レイを用いた免疫ブロット法で、IL-8 および
TNF-α濃度を ELISA 法で解析した。さらに、
培養大腸癌細胞株 T84 細胞を Paneth 細胞分
泌物で刺激して上清を回収し、IL-8 および
TNF-αなどの炎症性サイトカイン分泌につ
いて ELISA 法で解析した。これにより、腸
上皮細胞からの炎症性サイトカイン産生・分
泌がPaneth細胞α-defensinおよびその他の
Paneth 細胞由来物質によって影響を受けて
いるか否かを解析した。さらに、cryptdin-4
および HD-5 を合成・精製し、それらのグラ
ム陽性菌及び陰性菌に対する殺菌活性を検
討した。 

 
(5) 自然発症腸炎モデルマウスである IL10
ノックアウトマウスにおける Paneth 細胞α
-defensin の発現について解析するとともに、
腸炎モデルマウスを用いてα-defensin の効
果を検討した。さらに、インフォームド・コ
ンセントの下に得たクローン病患者小腸に
おけるHD5等の発現と殺菌活性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Paneth 細胞α -defensin （マウスの
cryptdin1~6、ヒトの HD5, HD6）を化学合
成法または遺伝子組換え法で得た。Cryptdin
について、十二指腸、空腸および回腸からそ
れぞれ得た単離陰窩を用いて、cryptdin の 6
つの isoform すべてについて小腸における空
間的制御機構を詳細に解析した結果、
cryptdin4 は十二指腸および空腸に比べて回
腸で遺伝子発現量が数十倍多いことを明ら
かにした。すべての cryptdin isoform 遺伝
子発現量は、十二指腸および空腸に比べて
回腸で有意に多かった。また、すべての
cryptdin isoform 遺伝子発現量において十
二指腸と空腸では有意差を認めなかった。
さらに、坑 cryptdin isoform 抗体を用いた免
疫染色により、単離陰窩レベルで Paneth 細

胞顆粒を定量的に解析した結果、cryptdin 
isoform 発現は十二指腸および空腸に比べて
回腸で有意に多いことを明らかにした。
Paneth 細胞には、すべての isofrom が共局
在する顆粒および crptdin1 のみを有する
顆粒が多く、 crptdin1 と cryptdin4、
cryptdin1 と cryptdin5 を有する顆粒は比
較的少なかった。α-defensin の細胞内顆粒
における三次元的免疫局在をはじめて明ら
かにした。さらに、回腸 Paneth 細胞分泌物
の殺菌活性は他の部位に比べて有意に強い
ことを明らかにした。Paneth 細胞の抗菌ペ
プチドによる自然免疫機能は、十二指腸およ
び空腸に比べて回腸で著しく強力であるこ
とが示唆された。小腸における自然免疫には
空間的制御機構がはたらいている可能性を
示した。 
 
(2) Paneth 細胞α-defensin の末梢血貪食細
胞およびリンパ球の化学遊走能と炎症性サ
イトカイン産生能を検討し、Paneth 細胞α
-defensin は未熟樹状細胞に対して化学遊走
因子として作用することを示した。HD6 の未
熟樹状細胞に対する化学遊走活性を明らか
にした。また、ex vivo 細菌感染刺激で得た
Paneth 細胞分泌物を用いて同様の化学遊走
能解析を行い、未熟樹状細胞に対する化学遊
走活性を明らかにした。これに対して、
Paneth 細胞α-defensin は成熟樹状細胞、好
中球やリンパ球の遊走活性は示さなかった。
Paneth細胞分泌物およびα-defensin は T84
細胞からの IL-8 分泌を刺激した。また、
Paneth 細胞分泌物は T84 細胞からの TNF-
α分泌を生じさせた。以上の結果より、各種
細菌感染を契機とする Paneth 細胞分泌反応
が腸管の自然免疫に貢献していることが示
唆された。さらに、Paneth 細胞分泌物中に
含まれる抗菌ペプチドが自然免疫だけでは
なく、他の腸上皮細胞からの炎症性サイトカ
イン分泌等を通じて炎症制御に関与する可
能性が示された。 
 
(3) 腸炎モデルマウスの腸炎経過における
Paneth 細胞およびそれらの cryptdin 発現を
解析し、IL10 ノックアウトマウスにおける腸
炎形成とともにPaneth細胞α-defensin産生
低下など自然免疫機構の異常が生じている
ことを明らかにした。α-defensin 投与で致
死腸炎マウスに対する延命効果を確認し、治
療応用の可能性を示した。また、一部のクロ
ーン病患者ではHD5をはじめとするPaneth
細胞由来抗菌ペプチドの高次構造異常があ
り、殺菌活性の低下を生じている可能性を示
した。 
 

本研究によって、各種感染刺激に反応して
α-defensin を分泌する自然免疫担当である



Paneth 細胞は、未熟樹状細胞に対する誘導
活性を有し、さらに IL-8 および TNF-α等の
サイトカイン分泌を生じさせることにより、
炎症制御および獲得免疫の発動に関与して
いる可能性が示された。腸管の炎症部位では、
Paneth 細胞の産生・分泌するα-defensin お
よび組織浸潤した白血球等の産生するサイ
トカインなどの作用が相まって、腸管粘膜組
織中において Paneth 細胞由来物質の濃度勾
配を形成していると考えられる。自然免疫と
炎症さらには獲得免疫との接点に関与する
Paneth 細胞のこれまで知られていなかった
新機能を明らかにし、難治性炎症性腸疾患に
対するα-defensin による感染制御および炎
症制御治療の可能性を示した。 
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