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研究成果の概要（和文）：小腸上皮細胞の一系統であるPaneth細胞は抗菌ペプチドα-defensinを含む顆粒を分
泌することで腸管自然免疫を担っているが、リガンド認識から顆粒分泌応答に至る分子メカニズムはこれまで不
明であった。本研究はアセチルコリンによって誘導されるPaneth細胞顆粒分泌の細胞内シグナル伝達経路および
腸内へのサルモネラ生菌侵入を上皮細胞がセンシングし、細胞間カルシウム伝播によりPaneth細胞顆粒分泌が誘
導されるまでの上皮間情報伝達を示した。これらの結果より、宿主細胞が互いにネットワークを形成してPaneth
細胞顆粒分泌を制御することで、生体恒常性を維持する腸管粘膜免疫システムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Paneth cells, a lineage of small intestinal epithelial cells, secrete 
granules rich in antimicrobial peptide α-defensin, and are responsible for innate enteric immunity.
 However, the molecular mechanisms from ligand sensing to granule secretory responses have been 
remain unknown. This study showed the intracellular signaling pathway of Paneth cell granule 
secretion induced by acetylcholine and the cell-cell communication of epithelial cells from sensing 
of Salmonella invasion into the lumen to Paneth cell granule secretion induced by intercellular 
calcium wave. These results revealed an aspect of the enteric mucosal immune system maintaining 
homeostasis by regulating Paneth cell granule secretion through the host cell network.

研究分野： 腸管粘膜免疫

キーワード： 腸管粘膜免疫　自然免疫　Paneth細胞　α-defensin　細胞間情報伝達

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、Paneth細胞はコリン作動性刺激や細菌刺激に応答して顆粒を分泌することが知られていたが、リガン
ドがどこで認識され、その情報がどのような経路を辿ることで顆粒分泌に至るのかという分子メカニズムは全く
理解されていなかった。本研究は、Paneth細胞顆粒分泌における起点から終点まで、リガンドごとに異なる経路
を証明したことで、腸管自然免疫応答の新たなメカニズムを示した。このことは、生体恒常性を維持する複雑な
腸管粘膜免疫システムの理解にPaneth細胞という切り口から新知見をもたらし、粘膜免疫破綻が関与する様々な
疾患の予防法や治療法開発に貢献することから大きな学術的・社会的意義を有する。

※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 
 
腸上皮細胞は体内と外界を隔てる最前線に位置しており、常に食べ物や共に侵入する細菌、ウ

イルスなどの病原体および共生する約 40 兆個の常在腸内細菌に晒されている。これら異物の適
切な「排除と共生」の選択は腸上皮細胞および上皮下の免疫細胞、間葉系細胞や神経細胞などで
構成される腸管粘膜免疫系によって厳密に制御されていると考えられる。その中で、小腸上皮細
胞の一系統である Paneth 細胞は抗菌ペプチド-defensin を豊富に含む細胞質顆粒をコリン作動
性刺激や細菌刺激に応答して腸管内腔へ分泌することで感染防御に寄与している (Ayabe T et al., 
Nat. Immunol. 2000)。実際、活性型-defensin を消失させたマウスではサルモネラ菌  (S. 
typhimurium)経口感染による致死率が有意に上昇する (Wilson CL et al., Science 1999) 。さらに、
本研究代表者の所属研究室で、-defensin が病原菌や日和見菌に対して強力な殺菌活性を有する
一方、常在菌に対してはほとんど殺菌活性を示さないことを報告しており (Masuda K et al., J. 
Innate Immun., 2011)、Paneth 細胞が顆粒を分泌し、腸内の「排除と共生」を制御することで生体
恒常性維持を司る、自然免疫の主要なエフェクター細胞であることが知られている。本研究代表
者はこれまで、小腸上皮細胞だけで構成される三次元培養系エンテロイド（小腸上皮オルガノイ
ド）を用いて、Paneth 細胞が基底膜側から神経伝達物質であるコリン作動性リガンドに応答する
一方、内腔側からサルモネラ生菌やその菌体成分であるリポポリサッカライドに応答して顆粒
を分泌するという細胞極性依存的なリガンドセンシングを報告してきた (Yokoi Y et al., Sci. Rep. 
2019) 。しかし、Paneth 細胞がこれらのリガンドをどのように認識し、顆粒分泌至るのかという
腸管自然免疫における分泌メカニズムの全体像は未だ不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、腸管粘膜免疫を担う細胞の中で Paneth 細胞に着目し、様々なリガンドによる刺激

が腸上皮細胞や上皮下細胞群で構成される細胞間コミュニケーションによって最終的に Paneth
細胞へ伝達されることで顆粒分泌が制御されるのではないかという仮説を立て、Paneth 細胞へ
の情報伝達経路とその分子メカニズムを明らかにする。本研究によって、Paneth 細胞を起点とす
る腸管粘膜免疫制御における細胞間ネットワークを解明し、腸内細菌、多種多様な宿主細胞、食
などが相互作用し合う複雑な腸管粘膜免疫システムによる生体恒常性維持機構の理解を目指す。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) Paneth 細胞顆粒分泌応答の可視化解析: エンテロイドは、マウスの近位側空腸を摘出し、
EDTA-HBSS (-)中で激しく振とうすることで単離した小腸陰窩を Matrigel 中に包埋し、EGF、
Noggin、R-spondin1 を含む培地中で 3～4 日培養することで得た。エンテロイドを包埋したガラ
スベースディッシュを顕微鏡のステージトップインキュベータ上に固定し、共焦点レーザー顕
微鏡を用いた time-lapse 観察することでアセチルコリン (ACh)に応答した Paneth 細胞顆粒分泌
を可視化し、定量化した。ACh に応答した顆粒分泌の細胞内シグナル伝達経路を明らかにする
ために各種 ACh 受容体阻害剤、Protein kinase C (PKC)ノックアウトマウスを用いてアセチルコリ
ン刺激時の顆粒分泌を解析した。 
 
(2) 免疫組織学的解析 : CAG-tdTomato マウスをイソフルランによって深麻酔し、 4% 
paraformaldehyde (PFA)によって灌流固定を行った。小腸を摘出後、綿棒を用いて漿膜を剥がして
縦切開し、室温 4% PFA 中にて 2 時間の浸漬固定を行った。サンプルは室温 1% Triton X-100 中
で一晩浸透化処理し、1% Triton X-100 / 10% 正常ヤギ血清中にて 4 ºC で一晩ブロッキングした。
その後、コリン作動性神経マーカーである Choline acetyltransferase (ChAT) と神経細胞マーカー
PGP9.5、間葉系細胞マーカーVimentin または T 細胞マーカーCD3 に対する抗体を 4 ºC で一日反
応させた後、DAPI により核染色をした。染色した小腸組織は RapiClear 1.52 で透明化し、共焦
点レーザー顕微鏡でイメージングすることで、粘膜下層における ChAT＋細胞の局在および細胞
種を解析した。 
 
(3) カルシウムイメージング: 蛍光カルシウムセンサーである GCaMP6 を全身で発現する CAG-



GCaMP6-mCherry マウスの小腸から作出した GCaMP6 エンテロイドの内腔へ S. typhimuriumΔ
PhoP 生菌をマイクロインジェクションし、高速 Z ステージを装備した共焦点レーザー顕微鏡を
用いた高速 3D time-lapse 観察による細胞内カルシウムイメージングを行うことで、上皮細胞間
カルシウム伝播を解析した。また、細胞間カルシウム伝播に関わるギャップ結合の阻害剤 CBX、
プリン受容体の阻害剤をエンテロイドの培地中へ添加し、30 分間インキュベートした後、S. 
typhimuriumΔPhoP 生菌を GCaMP6 エンテロイド内腔へ導入して、細胞内カルシウム動態を解析
した。さらに、プリン受容体リガンドである ADP をエンテロイド培地中に添加した時の Paneth
細胞における細胞内カルシウム動態および顆粒分泌を time-lapse 観察により評価した。 
 
４．研究成果 
 
（１）アセチルコリンに応答した Paneth 細胞顆粒分泌機構の解明 

研究代表者らは以前 Paneth 細胞が基底膜側からのコリン作動性アゴニストの刺激に応答して
顆粒を分泌することを報告した。そこでまず、陰窩基底部直下の粘膜下層において、内在性コリ
ン作動性リガンドである ACh を産生する上皮下細胞が存在するかどうかを明らかにするために、 
Paneth 細胞と粘膜下層におけるコリン作動性神経の局在を可視化することを試みた。小腸陰窩
において Paneth 細胞が tdTomato を強発現する CAG-tdTomato マウス (Yokoi Y et al., BBRC 2021)
を用いて、 ACh 合成酵素である ChAT の免疫蛍光染色をしたところ、 粘膜下層のおよび
tdTomatohigh Paneth 細胞基底膜表面に神経細胞マーカーである PGP9.5 と ChAT が共局在してい
た。 Paneth 細胞基底部の縦断面画像から ChAT+神経線維が Paneth 細胞の基底膜側近傍に局在し
ていた。 一方、 粘膜下層の Paneth 細胞近傍に存在する CD3+T 細胞、vimentin+間葉系細胞およ
び Paneth 細胞を含む小腸上皮細胞は ChAT を発現していなかった。以上の結果は、 上皮下コリ
ン作動神経が ACh を Paneth 細胞に供給していることを示唆している。 
次に ACh による Paneth 細胞の顆粒分泌応答とその細胞内シグナル伝達経路を解析するため

に、エンテロイド培地中に ACh を添加した。
Paneth 細胞は直ちに顆粒をエンテロイド内
腔側に向かって分泌し始め、 刺激開始から
約 5 分後にはほとんどすべての顆粒が放出
されたことから、 ACh に応答して顆粒を分
泌することを確かめた。ACh 刺激前後の
Paneth 細胞顆粒面積を測定することで顆粒
分泌を定量化すると、Paneth 細胞の顆粒分泌
応答は ACh 濃度依存的であった （図１）。
また、ACh 刺激直後に Paneth 細胞質内カル
シウム濃度上昇を認めた。次に、Paneth 細胞における ACh 受容体を明らかにするために、ムス
カリン性 ACh 受容体およびニコチン性 ACh 受容体それぞれに選択的な阻害剤で処理したエン
テロイドにおける Paneth 細胞の顆粒分泌を評価した。Paneth 細胞はムスカリン性 ACh 受容体阻
害剤でカルシウム濃度上昇および顆粒分泌が完全に抑制されたのに対し、ニコチン性 ACh 受容
体ではどちらも全く抑制されなかった（図２）。 以上の結果は Paneth 細胞がムスカリン性 ACh
受容体で ACh を認識し、細胞質内カルシウム濃度上昇によって顆粒を分泌することを表す。G
タンパク質共役受容体であるムスカリン性 ACh 受容体から下流の細胞内シグナル経路として、
G タンパク質の活性化により、 phospholipase C を介して PKC の活性化が分泌を促進することが
ランゲルハンス島 β 細胞やクロム親和性細胞などの分泌細胞で知られている。本研究代表者は
Paneth 細胞顆粒分泌におけるシグナル経路を明らか
にするために、conventional PKC (cPKC)および novel 
PKC (nPKC)を標的としてノックアウトしたエンテロ
イドを用いて顆粒分泌評価を行った。cPKC をノック
アウトしたエンテロイドでは顆粒分泌が野生型と比
べて有意に抑制された一方、nPKC ノックアウトエン
テロイドでは顆粒分泌の抑制は認められなかった（図
３）。以上の結果から、ACh による Paneth 細胞顆粒分
泌は cPKCの活性化によって誘導されることが示され
た。以上より、ACh に応答して Paneth 細胞はムスカ
リン性 ACh 受容体から細胞質内カルシウム濃度上昇お

（図１）ACh に応答した Paneth 細胞 
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（図２）ムスカリン性 ACh 受容体阻害剤による
Paneth 細胞顆粒分泌の抑制 



よび cPKC 活性化を介して
顆粒分泌に至る分子メカニ
ズムが示された。 
 
（２）細菌刺激の上皮細胞間
伝播による Paneth 細胞顆粒
分泌機構の解明 
内腔側からのサルモネラ生
菌に応答した Paneth 細胞顆粒
分泌のメカニズムを明らかにするために、S. typhimuriumΔPhoP 生菌をエンテロイド内腔へ導入
した時の Paneth 細胞を含む腸上皮細胞の細胞質内カルシウム動態を評価した。S. typhimuriumΔ
PhoP 生菌を導入すると、断続的に絨毛様構造における上皮細胞のカルシウム上昇が隣接する細
胞に伝播していく細胞間カルシウムウェーブが認められた。細胞間カルシウムウェーブは陰窩
様構造基底部に伝播して Paneth 細胞の細胞内カルシウム濃度が上昇後、Paneth 細胞は顆粒を分
泌した（図４）。細胞間カルシウム伝播に関わることが知られているギャップ結合の阻害剤でエ
ンテロイドを処理すると、細菌導入時の細胞間カルシウムウェーブが抑制されなかった一方、プ
リン受容体阻害剤でエンテロイドを処理すると、細胞間カルシウムウェーブはほとんどが抑制
され、Paneth 細胞は顆粒を分泌しなかった。プリン受容体は ADP をリガンドとすることから、
エンテロイド培地中に ADP
を添加したところ、Paneth 細
胞の細胞内カルシウム濃度
が上昇し、顆粒を分泌した。
以上の結果より、腸内へ侵入
した病原菌に応答して、プリ
ン受容体を介した ADP のパ
ラクラインによって引き起
こされる上皮細胞間カルシ
ウム伝播によって Paneth 細胞
が顆粒分泌に至るメカニズムを明らかにした。 
本研究は、上皮下細胞によるアセチルコリンを介した Paneth 細胞顆粒分泌制御および腸内へ

の病原菌侵入に応答した小腸上皮細胞同士の細胞間情報伝達による自然免疫応答というの腸管
粘膜免疫の新しいメカニズムを明らかにした。このことは、Paneth 細胞を起点として腸管粘膜免
疫システムが生体恒常性を維持する機構の理解と Paneth 細胞-defensin 分泌に着目した粘膜免
疫破綻が関わる様々な疾患の新たな予防法、治療法の開発に貢献する。 

（図４）S.typhimurium 導入による小腸上皮間カルシウム伝播 

（図３）cPKC を介した Paneth 細胞顆粒分泌 
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