
APPLICATION NOTE
共焦点レーザー顕微鏡システム A1R

小腸上皮細胞三次元培養系を用いた、パネト細胞
による自然免疫応答のライブイメージング
小腸上皮細胞であるパネト細胞（Paneth cell）は、自然免疫のエフェクターである抗菌ペプチドαディフェンシ
ン（α-defensin）を豊富に含む顆粒を、コリン作動性刺激や細菌刺激などに応答して分泌することで、病原体を排
除し、常在菌とは共生して腸内細菌叢を制御している。本研究では、小腸上皮細胞三次元培養系であるエンテロイ
ド（enteroid）を用いて、パネト細胞の顆粒分泌応答をex vivoではじめて可視化・定量化し、αディフェンシン分
泌メカニズムを明らかにした。

パネト細胞顆粒分泌の三次元タイムラプス解析
エンテロイドにコリン作動薬であるカルバコール（CCh）を添加し、パネト細胞の免疫応答を観察した。高速レゾナントスキャ
ナーとピエゾZステージを組み合わせた高速３次元タイムラプスイメージングにより、パネト細胞がエンテロイド内腔側に向
かって顆粒を分泌する様子を捉え、これを定量評価した（図1） 。
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図１．エンテロイドにおけるパネト細胞顆粒分泌の観察
A）  100 µM CCh刺激に応答して、パネト細胞が顆粒を分泌する様子を、
高速３次元タイムラプスで観察した。時間経過とともに顆粒の一粒
一粒が内腔へ放出される様子が鮮明に捉えられている。

　  緑：Zinpyr-1 (パネト細胞顆粒)
　  紫：CellMaskTM Deep Red (細胞膜)
B）  パネト細胞顆粒の体積を計測するために、
パネト細胞の三次元画像を用いて、二値化処理を
行った。

C）  パネト細胞顆粒の体積は時間経過とともに減少
した。
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まとめ
本研究は、コリン作動性刺激によるパネト細胞の顆粒分泌か
ら、新しく形成された顆粒が約20時間以内に小胞輸送によ
り細胞頂端側に再充填されるまでに至る、一連の顆粒動態を
はじめて可視化した。これにより、パネト細胞の自然免疫応
答が明らかになった。
今後は、ex vivoで、さらにはin vivoで三次元カルシウムイ
メージングなどを行うことにより、パネト細胞顆粒分泌の分
子メカニズムを明らかにしたい。

分泌応答後におけるパネト細胞顆粒再形成の長時間追跡
長時間の微分干渉タイムラプス観察により、パネト細胞が顆粒分泌後から20時間の間に顆粒を再充填する様子を捉えた
（図2（A））。さらに、顆粒の面積を計測することによって、パネト細胞の顆粒分泌から新しい顆粒の再充填までに至る自然免疫
応答の一部始終を、定量的に評価した（図2（B））。
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図2．パネト細胞の顆粒分泌から、新しい顆粒が再充填されるまでの一連の動態を可視化
A)  CCh刺激に応答してパネト細胞が顆粒を分泌した後、新しく形成された顆粒が約20時間にわたって核周辺から細胞頂端
側に向かって、小胞輸送によって再補填される様子を捉えた。（A）下図はパネト細胞の部分を拡大した画像。白矢印は顆
粒が輸送される様子を示している。

B)  顆粒面積を計測することによって、パネト細胞顆粒が分泌に伴い減少し、再補填に伴い増加する様子を定量的に評価した。

共焦点レーザー顕微鏡システム A1R HD25
最速毎秒720フレームの高速取得が可能なレゾナントス
キャナ―。生細胞への光毒性が低く、ピエゾZステージと組
み合わせることで、高速三次元イメージングを実現。
画像統合ソフトウェアNIS-Elementsは、画像取得から画像
解析までを、トータルでサポートします。

CFI アポクロマート LWD Lambda S 20XC WI
長作動距離と高開口数を両立した対物レンズ。
可視域から赤外域にわたる広い波長範囲の色収差を補正し、
さらに高い透過率を実現するナノクリスタルコートを採用し
ています。
三次元培養系や組織切片など、厚みの
ある生体標本において、深部まで明る
く鮮明なイメージングを実現します。
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