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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患（クローン病と潰瘍性大腸炎）をαディフェンシン（α-defensin）の
質と量の異常による腸内エコシステムの恒常性破綻という視点から捉えて、小腸上皮のPaneth細胞における小胞
体ストレス、オートファジーや分泌シグナル関連分子等の異常から炎症性腸疾患におけるPaneth細胞αディフェ
ンシンが担う腸内細菌叢との共生メカニズムが破綻するメカニズムを明らかにした。異常Paneth細胞の修復及び
αディフェンシンの量と質の正常化による炎症性腸疾患の新たな治療戦略、すなわちPaneth細胞の機能異常を起
点とする腸内エコシステム制御の破綻を標的とする新規治療戦略を提示した。

研究成果の概要（英文）：From a perspective of homeostasis disruption in the gut ecosystem due to 
abnormalities in the quality and quantity of Paneth cell alpha-defensins, small intestinal Paneth 
cells in inflammatory bowel disease, Crohn's disease and ulcerative colitis, were investigated. We 
clarified that the mechanism by which symbiosis with the gut microbiota regulated by Paneth cell 
alpha-defensins is particularly disrupted in Crohn's disease due to several abnormalities in 
molecules related with endoplasmic reticulum stress, autophagy, and secretion signals. A new 
treatment strategy for inflammatory bowel disease by repairing abnormal Paneth cells and normalizing
 the amount or quality of alpha-defensins, targeting the regulation of gut ecosystem disruption was 
established from the Paneth cell function perspective. 

研究分野：消化器病学
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　腸内エコシステム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は小腸内腔に分泌されるαディフェンシンの選択的殺菌作用が腸内エコシステムの恒常性維持に重要であ
ることを証明し、そのメカニズムの破綻がクローン病の発症や進展を規定する可能性を示した大きな学術的意義
を有する。加えて、Paneth細胞αディフェンシンによる全腸管の腸内細菌叢制御機構制御という視点からクロー
ン病と潰瘍性大腸炎の病態をはじめて示し、さらに非感染性疾患を含む様々な病態における自然免疫と獲得免疫
をつなぐαディフェンシンの異常を明らかにした学術的意義がある。また、その異常を修復・正常化することに
よる炎症性腸疾患の新規治療戦略を樹立した大きな社会的意義を持つ。

※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。
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１． 研究開始当初の背景 

（１）これまでにクローン病 (CD)と潰瘍性大腸炎 (UC)からなる炎症性腸疾患 (IBD)の免

疫学的解析の進展によって患者にとって有益な多くの情報が得られたことで対症療法の選

択肢が近年しだいに広がりつつある。しかし、未だ原因究明と根本的治療法の確立には到達

していない。IBD の患者数は増え続けており、寛解を得ても再燃を繰り返すことが多いため

に患者の QOL は大きく障害され、病因・病態究明に基づいたより根本的な治療法の確立が

急務である。病変を形成する小腸と大腸は生体で最大の粘膜免疫の場であり、病原菌を排除

する強力な自然免疫が作用すると同時に、腸内細菌叢を構成する 100 兆もの常在菌と共生

しながら恒常性を維持していることが知られており、さらに、腸内細菌叢の破綻 (dysbiosis)

と IBD をはじめとする様々な疾患への大きな関与が報告されている。 

 

（２）小腸陰窩の基底部に位置する Paneth 細胞は、菌体、細菌抗原やコリン作動性神経刺

激、さらにはロイシンや酪酸等の刺激にすばやく応答して抗菌ペプチドαディフェンシン 

(-defensin)を豊富に含む顆粒を小腸内腔に分泌する (Ayabe T et al., Nat Immunol 2000, Yokoi 

Y et al., Sci Rep 2019, Takakuwa A et al., Nutrients 2019)。分泌された正常な酸化型αディフェ

ンシンは強力な殺菌作用で病原体を排除する一方で、共生している腸内細菌叢の常在菌は

ほとんど殺菌せず、その選択的殺菌活性によって腸内細菌叢の組成を制御すること 

(Masuda K et al., J Innate Immun 2011)、さらに、異常な高次構造を持つ還元型αディフェンシ

ンは病原菌だけでなく常在菌も殺菌してしまうこと (Shimizu T et al., Life Sci Alliance 2020)を

われわれは報告してきた。また、αディフェンシンは小腸だけでなく、盲腸から直腸に至る

大腸内腔においても活性を保って存在し、小腸と大腸の細菌叢組成に影響することが明ら

かになった (Nakamura et al., Anal Biochem 2013)。これまでに、自然免疫を担当する Paneth 細

胞αディフェンシンは腸管における病原体の排除と腸内細菌との共生の両方を担当するこ

とが示されている。さらに、小胞体(ER)ストレスに関連する XBP1 や AGR2、オートファジ

ーに関連する Atg16L1 などの CD 感受性遺伝子の発現異常が Paneth 細胞の顆粒形態の異常

を起こし、腸炎発症に関与することがモデルマウス及び CD 患者で明らかになった (Adolph 

TE et al., Nature 2013)。 

 

（３）IBD の感受性遺伝子として、微生物認識受容体やいくつかのオートファジー関連分

子、小胞体ストレス応答関連分子群をはじめとする多くの遺伝子発現異常が Paneth 細胞に

おいて生じていることが知られており、特に、CD において Paneth 細胞は疾患感受性遺伝子

異常が集積する場の一つである。また、ヒト Paneth 細胞αディフェンシンである HD5 の高

次構造異常すなわち質的異常を有する CD 患者の報告があり、異常 HD5 は病原菌の殺菌活

性が低下することが示唆されている。しかし、IBD における Paneth 細胞とそのαディフェ

ンシンが果たす腸管粘膜免疫及び腸内細菌叢を含む腸内エコシステムの異常の関与につい

ては未だ不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究は CD と UC をαディフェンシンの質と量の異常による腸内エコシステムの恒常性

破綻という視点から捉えてそれぞれの病態を解明することで IBD の新規治療法開発に貢献



することを目指した。Paneth 細胞αディフェンシンが担う自然免疫・粘膜免疫及び腸内細菌

叢との共生メカニズムを包括的に理解して、その異常の修復・正常化による新しい IBD 治

療戦略の確立を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１） CD 類似回腸炎を自然発症する SAMP1/YitFc を含む腸炎モデル及び対照の腸管にお

ける各種小胞体ストレス制御分子、オートファジー関連分子や顆粒分泌関連分子等の経時

的動態を遺伝子発現解析、Western blot法、Whole mount 3D 透明化免染等を用いて解析した。

また、便検体のαディフェンシンを Sandwich ELISA 及び Western blot 法で測定・解析し、

量と質（酸化型と還元型）を評価した。さらに、Paneth 細胞を高純度にソート回収して、

RNAseq による transcriptome解析、単一 Paneth細胞における分子群発現解析及びWnt/TCF4, 

Notch, Caイオン等の Paneth 細胞内シグナル関連因子の発現解析を行った。 

 

（２）単離小腸陰窩から作製した小腸オルガノイド (enteroid)を用いて、microinjection 法で

食由来成分や各種細菌、コリン作動性神経等の刺激を加え、enteroid形成効率と細胞構成の

解析、顆粒分泌能、Paneth 細胞の小胞体ストレス及びオートファジー関連分子等の発現を

解析した。Paneth細胞の顆粒分泌は共焦点レーザー顕微鏡で観察し、分泌誘導時間や分泌

様式を高精細イメージングで解析した。また、αディフェンシン (cryptdin)低下モデルの腸

管を中心とする粘膜免疫系を構成する自然免疫、獲得免疫を担当する分子群の発現解析及

び 16S rRNA 腸内細菌叢解析を行って対照と比較し、腸内細菌叢を介する粘膜免疫系の機

能及び生体恒常性に与える影響を評価した。 

 

（３）インフォームド･コンセントを得た CD 患者、UC 患者及び非 IBD 患者から便等の臨

床検体を回収し、それぞれの Paneth 細胞 αディフェンシン (HD5)の量と質、さらには腸内

細菌叢の組成を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）CD 類似回腸炎を自然発症するモデル SAMP1/YitFc の小胞体ストレス制御分子、オー

トファジー関連分子、分泌顆粒関連分子及びアポトーシス関連分子の経時的動態を明らか

にして、小腸組織における腸炎発症前から病態進行に伴う関連分子群の変動を示した。また、

αディフェンシンの量と質を評価して、腸内細菌叢組成との相関等から、異常な還元型αデ

ィフェンシンによる腸内細菌叢錯乱の関与を示し、CD 類似腸炎の発症及び進展に Paneth 細

胞の機能異常を起点とする腸内細菌叢の錯乱を介した不適切な腸内エコシステムが大きく

関与する過程を明らかにした。これにより、αディフェンシンによる腸管自然免疫と腸内細

菌叢の制御を介する生体恒常性維持への貢献を解明した。さらに、αディフェンシンの異常

によって非感染性疾患につながる様々な病態を生じる可能性を示した。 

 

（２）Enteroid に対してマイクロインジェクション法で内腔側から食成分刺激や常在菌、非

常在菌を含む各種細菌刺激を加えて、刺激前後における顆粒分泌応答を高速共焦点レーザ

ー顕微鏡で観察したところ、各種刺激による分泌誘導時間に複数のパターンを認めた。また、

高精細イメージングの併用によって Paneth 細胞顆粒分泌様式を明らかにした。また、顆粒

分泌応答と幹細胞ニッシェ機能に繋がりのある共通のメカニズムを見いだした。さらに、モ



デルを用いた腸管を中心とする免疫系の解析および腸内細菌叢解析を行って、Paneth 細胞

αディフェンシンの異常による腸管粘膜免疫の破綻メカニズムを明らかにした。 

 

（３）CD モデルの小腸からソート回収した Paneth 細胞の transcriptome 解析を行い、顆粒形

成、顆粒分泌や再生・分化に関わる細胞内シグナル関連分子発現の異常を対照と比較するこ

とで明らかにした。得られた Paneth 細胞内のシグナル伝達経路情報から、これまで不明だ

った異常な Paneth 細胞で生じている分子ネットワークの理解が大きく進んだ。また、αデ

ィフェンシン低下モデルを用いた自然免疫と獲得免疫の詳細な評価に加えて、腸内細菌叢

の組成及び機能解析により、小腸上皮細胞が担う自然免疫の破綻が自然免疫と獲得免疫の

総体としての腸管粘膜免疫系を含む腸内環境の恒常性を錯乱することをはじめて明らかに

すると共に、Paneth 細胞 αディフェンシンの異常を起点とする炎症素因の可能性を示した。

さらに、腸炎モデルおよび非感染性疾患モデルにおいて Paneth 細胞 αディフェンシンの異

常が腸内エコシステムを破綻させる新規メカニズムを証明し、異常 Paneth 細胞の修復及び

αディフェンシンの量と質の正常化による新規 IBD 治療戦略を提唱した。 

 

（４）インフォームド･コンセントを得た CD 及び UC 患者等の便中 Paneth 細胞αディフェ

ンシンの質と量の両面の解析から、IBD における Paneth 細胞を起点とする腸内エコシステ

ム制御異常の可能性を示した。以上より、Paneth 細胞αディフェンシンを標的とした新たな

治療戦略の樹立に至った。 
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