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研究成果の概要（和文）：炎症性腸疾患（IBD）でパネート細胞の異所性出現や異常、IBDモデル動物で未熟パネ
ート細胞、異常な果粒や脱果粒障害が生じることが報告されている。私達の研究結果から、IBDで出現するパネ
ート様細胞は幼弱型であり、IBDで生じる分泌系細胞の変化はパネート細胞と杯細胞の分化に関わるスイッチが
OFFまたはONになった可能性を考えた。今回、発達過程マウス及びIBDモデルマウス、オルガノイドを用いて形態
学的解析を行った。その結果、炎症でマウスとオルガノイドの腸陰窩、パネート細胞に同様の変化が生じたこと
から、炎症とパネート細胞の分化・成熟、パネート細胞の成熟とヒストンメチル化が関与する可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：It is becoming clear that the pathology of inflammatory bowel disease (IBD) 
is closely related to the functional breakdown of the intestinal epithelium. However, the cause of 
onset is not completely understood. It is known that ectopic appearance of Paneth cells and abnormal
 Paneth cells occur in IBD. In IBD model mice, immature Paneth cells, unusual secretory granules, 
and impaired degranulation have been reported. We considered that the Paneth-like cells that appear 
in IBD are an immature form. In addition, the decrease in goblet cell number and ectopic appearance 
of Paneth cells in IBD were thought to be due to change in differentiation. In this study, we 
performed morphological analyzes using developing mouse ileum, IBD model mouse ileum, and ileal 
organoids. In inflammatory conditions, ileal crypts and Paneth cells showed similar changes in mice 
and organoids. This suggests that inflammation is associated with Paneth cell differentiation and 
maturation.

研究分野： 組織学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IBDでパネート細胞の異所性出現、異常、杯細胞の減少が、IBDモデルマウスで未熟なパネート細胞、果粒の異
常、脱果粒の障害が報告されており、IBDとパネート細胞との関連が推測される。今回、モデル動物回腸やオル
ガノイド回腸上皮に顕著な障害は見られなかったが、パネート細胞に変化が認められた。炎症の持続や再燃等に
より小腸にも障害を生じる可能性がある。また、パネート細胞に変化が生じる背景にヒストンメチル化の関与を
示すことができた。今後、ヒストンメチル化で発現が変動する遺伝子の解明を目指す。炎症とパネート細胞の形
態変化との関連を明らかにすることは、IBD発症の機序解明や予防に繋がると考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

腸上皮は広大な面積を有し、外界との境界をなす。その機能的破綻が炎症性腸疾患の病態と
密接に関連することが明らかにされつつある。しかし、発症の原因については十分な理解がな
されていない。 
パネート細胞は小腸陰窩底部に存在し、抗菌物質の分泌と小腸幹細胞のニッチ形成を行う上

皮細胞である。本来、虫垂を除く大腸には存在しないが、炎症性腸疾患で「パネート細胞化生
（増加）」や「杯細胞の減少もしくは消失」が起こることが知られている。一方、杯細胞はパネ
ート細胞と近縁の分泌系細胞で、粘液を分泌する。炎症性腸疾患において、パネート細胞の異
所性出現および異常が生じることが知られており、炎症性腸疾患を発症したマウスでパネート
細胞が未熟であること、果粒に異常があること、脱果粒に障害があることなどが報告されてい
る。 
私たちはこれまでに齧歯類小腸を用い、生後の発達過程（生後 2 週目）でパネート細胞特

異的にエピジェネティックな変化が生じることを発見した。また、その時期以前の小腸上
皮に、果粒の形成が未熟なパネート様細胞と、パネート細胞と杯細胞の中間的形態を示す
細胞（中間型細胞）が存在することも確認している(Figure 1)。①細胞系譜的にパネート
細胞と杯細胞は近縁であること、②生後の発達段階において、パネート様細胞および中間型細
胞が出現することの 2 点に着目し、炎症性腸疾患によって出現するパネート細胞が幼弱型であ
る可能性を考えるに至った。また、炎症性腸疾患によって生じる杯細胞の減少とパネート細胞
の出現は、本来、分化すべき細胞に向かうスイッチが OFF もしくは ON になったことによる可
能性を考えるに至った。 

 
 
２．研究の目的 

本研究計画においては、発達段階に出現するパネート様細胞と、疾患で出現する異常な
パネート細胞との関連に着目してその共通性を探り、細胞の形態変化および細胞分化を制御
する機構を明らかにすることを目的としている。 

発達段階で一過性に生じる幼弱なパネート細胞と疾患で生じる異常なパネート細胞との
共通性を解明することは、疾患時のパネート細胞が幼弱化したものであるか否かを明らか
にするだけでなく、細胞分化および細胞成熟を制御する機構と疾患発症機序の解明や予防
に役立つと考える。 
 
３．研究の方法 
C57BL/6J マウスの回腸および結腸を以下の実験に用いた。 

（1）正常マウスを用いた解析（回腸） 
①パネート細胞の成熟およびその過程について、中間型細胞の出現と消失も含めて明らかに
する目的で、時間軸に沿って、透過型電子顕微鏡を用いて超微形態学的に観察した。 

②パネート細胞の核におけるヒストンのメチル化を明らかにする目的で、時間軸に沿って、
各種抗体を用いて免疫組織化学的に解析した。 

（2）腸炎モデルマウスを用いた解析（回腸/結腸） 
①誘導性腸炎モデルマウスを作製する目的で、2％デキストラン硫酸ナトリウム（DSS）を飲
水として 7日間投与し、その後、通常水に戻して飼育した。DSS 投与開始 8日目を炎症期、
15 日目を炎症回復期とした。モデル作製の成否を確認する目的で、体重変化、便、出血の
有無を確認し、解剖時、大腸を肉眼的に観察した。また、組織学的解析を行った。 

②①のモデルマウス小腸について、構造変化の有無を確認する目的で、組織学的に観察した。
また、パネート細胞と中間型細胞の存在およびその形態を知る目的で、超微形態学的に観
察を行った。さらに、タンパク質の発現を知る目的で、ウエスタンブロット解析を行った。 

③①のモデルマウス回腸において、パネート細胞におけるヒストンのメチル化を明らかにす
る目的で、各種抗体を用いて免疫組織化学的に解析した。 

（3）オルガノイドを用いた解析（回腸） 
①異なる発達時期のマウスより回腸陰窩を単離してオルガノイドを作製した。ヒストンのメ
チル化を抑制する目的で、培地にメチル化阻害剤（Ezh2 inhibitor; DZNep または GSK126）
を添加し、組織学的および超微形態学的に観察した。 



②成熟期マウス回腸由来オルガノイドを作製した。炎症状態を模倣する目的で炎症性サイト
カイン（TNF-α）を培地に添加し、陰窩形成、パネート細胞の構造について、組織学的お
よび超微形態学的に観察した。 

 
４．研究成果 
（1）正常マウスを用いた解析（回腸） 

①生後 0、7、14 日齢（乳飲期）、21 日齢（離乳期）、28 日齢、8 週齢（成熟期）C57BL/6J マ
ウスの回腸を用い、生後の発達に伴う形態変化を詳細に観察した。その結果、生後 14 日齢
で陰窩形成が生じた。その時期と一致して、陰窩底部に成熟パネート細胞の出現が認めら
れた。しかし、それ以前の回腸においては、杯細胞および、明るい果粒に電子密度の高い
芯をもつ中間型細胞は存在するものの、特徴的な高電子密度の果粒をもつ成熟パネート細
胞は見られなかった。生後 21 日齢以降では陰窩が深くなり、成熟パネート細胞の数が増加
した。成熟パネート細胞出現後も、陰窩上皮において成熟パネート細胞より高い位置に中
間型細胞が観察され、成熟パネート細胞と杯細胞との間に位置した。 

 

②①と同じ発達時期のマウス回腸を用い、DNA およびヒストンのメチル化について免疫組織
化学的に解析を行った。その結果、生後 14 日齢以降に陰窩底部に出現するパネート細胞に
おいて、H3K27me3 強陽性の核が認められた（Figure 2）。しかし、5-meC、H3K4me3、H3K9me3、
H3K36me3、H3K79me3 に対する免疫陽性反応に顕著な差異は見られなかった。 

（2）腸炎モデルマウスを用いた解析（回腸/結腸） 
①腸炎モデルマウスを作製する目的で、2％DSS を投与した。その結果、DSS 投与開始 6 日目
より体重が減少し始め、通常水に戻した 8日目以降も減少が続き、13 日目で回復傾向が見
られた。また、体重減少と共に、下痢や出血が確認された。炎症期（DSS 投与開始から 8日
目）、および炎症回復期（DSS 投与開始から 15 日目）の大腸を肉眼的に観察した結果、炎症
期には大腸の長さの短縮と出血が見られたが、炎症回復期には長さは回復し、出血は見ら
れなかった。組織学的に観察した結果、結腸、特に遠位部において、大きな変化が見られ
た。炎症期では陰窩の構造が消失し、上皮細胞が縮小して細胞種の判別が不能であったが、
炎症回復期には正常より深い陰窩が出現し、上皮細胞の伸長や分化が確認された。以上よ
り、腸炎モデルマウスが作製できたことを確認した。 

②①で腸炎発症が確認されたモデルマウスの小腸について形態学的解析を行った。その結果、
肉眼観察で小腸の長さの変化、出血は見られなかった。また、組織学的観察においても、
絨毛や陰窩の形態に顕著な変化や障害は認められなかった。しかし、炎症期の回腸におい
て、陰窩、特に底部の開大、パネート細胞の肥大化、杯細胞の粘液分泌亢進が見られた。
免疫組織化学の結果、細胞増殖と細胞死の割合やライソザイムの発現に変化が生じており、
レクチン染色でパネート細胞の果粒内包物の糖鎖修飾に差異が認められた。また、ウエス
タンブロット解析でライソザイムの発現が増加していることが分かった。炎症回復期にお
いては、マウス回腸はコントロール（正常）に近い組織構造、細胞形態を示した。これら
のことから、DSS 腸炎モデルマウスは通常、大腸に障害を生じるモデルとして使用される
が、回腸、特に陰窩やパネート細胞を含む分泌系細胞の分化、構造、性質に影響を生じて
いることが分かった。 

③②の腸炎モデルマウス回腸を用いて、ヒストンのメチル化を免疫組織化学的に解析した。
その結果、炎症期回腸のパネート細胞核において、H3K27me3 免疫陽性反応の減弱が見られ
た。しかし、炎症回復期において、免疫陽性反応は回復傾向を示した。これらのことから、
同モデル回腸パネート細胞において、ヒストンメチル化に影響が見られることが分かった。 



以上の結果から、炎症時に生じる回腸陰窩、パネート細胞の形態変化にヒストンメチル化
が関与する可能性が考えられた。しかし、H3K27me3 によって発現が抑制される遺伝子候補に
ついては明らかにすることができなかった。今後、さらに解析を進めていく予定である。 
 

（3）オルガノイドを用いた解析（回腸） 
①異なる発達時期のマウス回腸から単離した陰窩を用いてオルガノイドを作製した。時期特
異的に生じるパネート細胞核の H3K27 トリメチル化を阻害する目的で、培地に 2 種類の阻
害剤(DZNep または GSK126)を添加した。その結果、マウスから回腸陰窩を単離した時期に
よって、新しい陰窩の出芽やパネート細胞の成熟に差異があることが分かった（Figure 3）。
これらのことから、パネート細胞の成熟と陰窩の形態に H3K27 のトリメチル化が関わって
いることが考えられた。また、小腸近位部（空腸）と遠位部（回腸）で H3K27 のトリメチ
ル化が生じる時期に差異があることも分かった。 

 

②炎症性サイトカイン（TNF-α）により炎症状態を模倣し、オルガノイドに生じる影響につ
いて形態学的解析を行った。その結果、正常（TNF-α非存在下）では陰窩の出芽や伸長が
生じたが、TNF-α存在下で陰窩は出芽、伸長せず、拡張が見られた。また、分泌系細胞へ
の分化に影響が生じることが分かった。これらのことから、DSS 腸炎モデルマウス回腸に
おいて生じる変化が、単離した回腸上皮のみでも再現される可能性が考えられた。現在、
炎症時に回腸上皮に生じる変化の詳細について、解析を進めている。 

 
生後の発達過程において、回腸パネート細胞が成熟する時期と、同細胞の核が H3K27me3 強陽

性を示す時期が一致し、中間型細胞や未熟なパネート細胞の核に H3K27 のトリメチル化は生じ
ていなかった。一方、DSS 腸炎モデルマウスの炎症期回腸において、核が H3K27me3 強陽性を示
すパネート細胞は減少していたことから、成熟度が低いパネート細胞が増加している可能性が
考えられた。また、DSS 腸炎モデルマウスの炎症期において観察された回腸陰窩の開大は、TNF-
αを作用させた回腸オルガノイドの陰窩の拡張に類似し、分泌系細胞の分化への影響について
も、共通する現象が観察された。 
以上より、炎症状態の回腸で陰窩における細胞増殖やパネート細胞への分化程度に影響が生

じた背景には、パネート細胞が未熟な状態を維持しているか、あるいは成熟に要する時間が延長
している可能性があり、そのことと H3K27 のトリメチル化抑制との関連について、さらに検討を
進めていく予定である。 
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