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研究成果の概要（和文）：腸管関連リンパ組織におけるM細胞により、効果的に抗原を取り込むことは、腸管粘
膜免疫応答の誘導にとって重要なステップである。我々は、花粉荷(Pl)がin vitro M細胞モデルにおいてヒト
Caco-2細胞からM様細胞へ分化させることを明らかにしてきた。さらに、Plは効果的に蛍光ビーズのトランスサ
イトーシスを向上させた。そこで、本研究ではPlのM細胞分化誘導能を評価した。pPCRの結果、Plはローヤルゼ
リーとは異なるやり方でM細胞分化誘導能を有することが示唆された。これらの結果は、PlがM細胞を介して抗原
が効果的に取り込まれることを介して粘膜免疫を調節できることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The effective uptake of antigens (Ags) by specialized M cells of 
gut-associated lymphoid tissues is an important step in inducing an efficient intestinal mucosal 
immune response. Pollen load (Pl) was found to stimulate the differentiation of M-like cells from 
human Caco-2 cells in an in vitro M-cell model. Furthermore, Pl efficiently enhanced transcytosis of
 FluoSpheres carboxylate-modified microspheres from the apical side to the basolateral side in the 
model. Therefore, in this study, we evaluated the ability of Pl to promote efficient M-like cell 
differentiation in an in vitro M cell model. qPCR analysis suggested that Pl promotes efficient 
M-cell differentiation in the different way from Royal jelly. These findings suggest that Pl 
exhibits mucosal immunomodulatory properties via stimulation of effective uptake of Ags through M 
cells.

研究分野： 衛生薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PlがM細胞を介して抗原が効果的に取り込まれることを介して粘膜免疫を調節できることを示したというデータ
は、plが腸管粘膜における免疫応答に影響しうることを意味している。これまでに、伝統･伝承的にミツバチ産
品が生活の一部として利用されてきたという背景も含め、今後pl中のどのような成分が粘膜免疫の活性化に寄与
できるかを明らかにすることは、新たな粘膜免疫を活性化できる因子の探索に寄与できると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 既存のアジュバントは、強い自然免疫賦活
化物質であることが多いが、本申請で開発を
目指す粘膜アジュバントは、粘膜免疫応答の”
要”で、抗原の取り込み口である”M 細胞”へ
の分化誘導能を介し、M 細胞の抗原取込み能
を促進させることにより、粘膜ワクチンの免
疫原性を高める効果を有するものを想定して
いる。M 細胞を標的としている点で既存のア
ジュバントとはタイプが全く異なる。一般的
に、アジュバントの有益な作用を最大限引き
出し、有害な副作用を最小限に抑えるための
技術が求められるが、本技術課題で取り扱う
粘膜アジュバントは、すでにヒトに経口的に
摂取されているミツバチ産品由来のアジュバ
ントを目指したいと考えている。その背景と
して、Royal jelly (RJ)が M 細胞分化能を有し、
M 細胞の抗原取込み能そのものを増大させる
ことを見いだしたことに端を発する (Food 
Science & Nutrition, 3, 222–227 (2013))。霊長類
を用いた in vivo 試験で、RJ とタンパク質抗原 
(fetuin)を経口カプセルに封入し摂取させたと
ころ、fetuin 特異的な IgA の産生能が上昇する
という知見を報告することができた (Food 
Science & Nutrition, 3, 222–227 (2013))。その知
見をもとに、RJ 中の M 細胞分化誘導因子を
探索する中で、M 細胞分化誘導能および M 細
胞の抗原取込み促進能を有する新規物質がRJ
のエーテル画分に含まれていることを特定す
ることができた。本低分子化合物を霊長類の
鼻腔内に噴霧すると、M 細胞マーカーGP2 陽
性の細胞が鼻咽頭に誘導できることも最近見
出すことができた。また、実際にタンパク質
抗原と共に経口カプセルで霊長類に投与する
と、抗原特異的な IgA の誘導が確認できてい
る。そのような研究を進める中で、他のミツ
バチ産品中にもM細胞の機能を活性化するも
のが存在するのではないかと考え、スクリー
ニングを実施したところ、花粉荷が RJ の約
2.5 倍程度 M 細胞の抗原取込み能を上昇させ
ることを見出し、本知見は次世代バイオ医薬
品の革新的機能化に関連する技術として有用
ではないかと考え本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 申請者は、ヒトに経口的に摂取されている
ローヤルゼリー(RJ)が M 細胞分化能を有し、
M 細胞の抗原取込み能そのものを増大させる
ことを見いだし、霊長類を用いた in vivo 試験
で、RJ がアジュバント活性を有していること
を明らかにした(Food Science & Nutrition, 3, 
222–227 (2013))。本研究では、M 細胞の抗原
取込み能を RJ よりもさらに亢進させること
ができるミツバチ産品中の花粉荷に注目し、
花粉荷中のM細胞の抗原取り込み能を亢進さ
せる物質を同定し、粘膜ワクチン用アジュバ
ントとしての応用を目指す。 
 
具体的な目的：  
1) 花粉荷中の M 細胞活性化因子の同定 

2) 花粉荷の M 細胞活性化機構の解明 
 
３．研究の方法 
平成 27年度： 
研究計画１）花粉荷中の M 細胞活性化因子の
同定： 
→in vitro M 細胞分化モデルを用いたこれま
での実験により、花粉荷由来の抽出物は、蛍
光ビーズの取込みを亢進していた。現時点で
M 細胞の抗原取込み能を亢進させる物質は、
すくなくとも花粉荷のリン酸緩衝液抽出物中
存在することが判っていることから、さらに
分画し、M 細胞の抗原取込み能を活性化する
因子を同定する。 
 
研究計画１方法： 
a) in vitro M 細胞分化誘導能評価のために、
Caco-2 細胞を用いた in vitro M 細胞分化モ
デルを使用する(下図、Food Science & 
Nutrition, 3, 222–227 (2013))。なお、コン
トロール実験としてRaji-B細胞によってM細
胞に分化できることが判っており、分化の確
認は抗 GP2 抗体を用いた細胞染色によって確
認できる。本モデルを用いて花粉荷抽出フラ
クションから M 細胞誘導能が含まれるフラク
ションを探索し、LC-MS および NMR によって M
細胞分化誘導因子を確定する。 

 
b) 上記操作 a）で M細胞分化誘導能が確認で
きたフラクションに関して、M 細胞抗原取込
み能が亢進するかを確認するために、in 
vitro M 細胞抗原取込み能評価を実施する(次
頁図参照)。本試験も Caco-2 細胞を用いた in 
vitro M 細胞分化モデルを応用したもので、
FITC-ラベルされた蛍光ビーズが重力に逆ら
って、チャンバー内に取り込まれる量を定量
することにより評価する。なお、コントロー



ル実験として Raji-B 細胞によって M 細胞に
分化させた M 細胞が、蛍光ビーズを取込める
ことはすでに確認している(Food Science & 
Nutrition, 3, 222–227 (2013))。 

 
平成 28年度： 
研究計画２）花粉荷の M細胞活性化機構の解
明 
→花粉荷中の M 細胞分化因子の M 細胞分化活
性化メカニズム（分化誘導および M 細胞抗原
取込み能亢進に関与するレセプターの同定）
を明らかにすることにより M 細胞活性機構を
明確にする。 
 
研究計画 2方法： 
a) qPCR もしくはマイクロアレイ解析
(Affymetrix GeneChip)による M 細胞として
のフェノタイプ解析を実施する。Caco-2 単層
膜に候補アジュバント物質を処理し、すくな
くとも M 細胞マーカーGP2 遺伝子、CCL9 遺伝
子、Anxa5 遺伝子、Marcksl1 遺伝子の経時的
な発現レベル変動をモニターする。これらの
遺伝子の動態は、M 細胞分化の変遷を知る上
での重要な情報となる。 
 
b) 電子顕微鏡を用いた形態学的観察→研究
計画 1 で見出されてきた、候補アジュバント
物質を実験動物(カニクイザル)に投与し、実
際に M 細胞が抗原を取込んでいる様子(トラ
ンスサイトーシス)を TEM 解析により特定す
る。これまでに霊長類（カニクイザル）を用い
た解析実績があるため、M 細胞誘導能を形態
学的に判定する。 
 

c) 上記の結果から推定される分化に必要な
レセプターのレポーターアッセイを構築する。
具体的に、どのように評価するかは、研究計
画１）の成果に依存する。 
 
４．研究成果 
 熊本地震の影響で、インキュベーターや安
全キャビネット等の研究装置そのものが破損
したために、研究基盤の立て直しに時間を要
した。 
 これまでに申請者は、RJ中の M細胞分化誘
導因子を探索する中で、M 細胞分化誘導能お
よび M 細胞の抗原取込み促進能を有する新規
物質が RJ のエーテル画分に含まれているこ
と を特定することができている (Food 
Science & Nutrition, 3, 222–227 (2013))。
実際に、RJ より特定した低分子化合物（95%以
上精製品）を霊長類の鼻腔内に噴霧すると、M
細胞マーカーGP2 陽性の細胞が鼻咽頭に誘導
できることも見出すことも明らかにすること
ができた (PCT/JP2016/061022 出願済)。 
 本研究ではRJよりも約2.5倍程度M細胞の
抗原取込み能を上昇させることを見出してい
た花粉荷中の M 細胞活性化因子の同定、花粉
荷の M 細胞活性化機構の解明を試みた。本研
究で対象として用いた花粉荷には、タンパク
質やアミノ酸、食物繊維、ビタミン、ミネラル
なども含まれていることが知られている。ま
ず、本研究ではハンニチバナ科ゴジアオイ属
シスタス由来の花粉荷を花粉の色の違いで選
別した。その後、各色の異なる花粉を(黄色、
黒) EMEM を用いて、1, 5, 10%となるように
ストック溶液を調製した。最終的に 0.8 およ
び 0.45 µmのフィルターで、濾過滅菌を行っ
て、 Caco-2 細胞を用いた in vitro M 細胞分
化モデル(Food Science & Nutrition, 3, 
222–227 (2013)参照)にて M 細胞の分化誘導
能およびトランスサイトーシス能を亢進させ
ることができるのかを確認した。その結果、
in vitro M 細胞分化モデルでは、本来 Raji-
B 細胞を Caco-2単層膜とメンブランを介して
共培養することで、Caco-2 細胞を M細胞に分
化させるが、RJと花粉荷に関しては、Raji-B
細胞を用いなくても、Caco-2 細胞を M細胞様
に分化できる可能性が我々の事前研究で示さ
れていたため、初期の実験では、Raji-B 細胞
を用いずに実験を行っていた。しかしながら､
後の実験で、実際に投与する可能性のあるヒ
トの腸管を考慮すると Caco-2 細胞に apical
側から花粉荷を処理し、また basolateral 側
からメンプランを介して Raji-B 細胞も共培
養する方が M 細胞様の機能を持つように誘導
する効率が高いのではないかという結果が得
られた。 
 そもそもひとつの花粉荷には、8000 から 3
万ほどの花粉の粒がふくまれていると考えら
れ、花粉の細胞壁は非常に硬く、土壌中にあ
っても何十万年と分解されないものもあると
いう知見から、花粉そのものの機械的な刺激
等によっても、M 細胞の抗原取り込み能が克



進する可能性があるのではないかと考えてい
る。さらに、花粉に随伴する微生物の影響に
ついても考慮する必要があるように考えてい
る。花の花粉は、ミツバチの脚の花粉かごで
運ばれるが、巣房に貯蔵される花粉には、花
粉かごの周辺にいる微生物と同じ微生物が存
在することが明らかにされつつある。本来植
物の花蜜は、高浸透圧のためか細菌はあまり
見 ら れ な い が 、 花 粉 や 貯 蔵 花 粉 に は
Enterococcus silesiacus 、 Lactobacillus 
kunkeei、 Lactobacillus rossiae、 Pichia 
guilliermondii、酵母等がみつかっている。こ
れらの微生物はミツバチのコロニーからも見
つかり、とくに成蜂の腸管内からも分離され
ていることから、これらの微生物が花粉に付
着して M 細胞分化能を発揮し得ている可能性
がある。これらの微生物は、病原体ではなく、
むしろヒトと同じように正常な腸内細菌叢の
構成要素と考えられていることから、この腸
内細菌叢が、M 細胞分化に寄与している可能
性がある。この分野の研究は、ヒトの健康や
予防に関係した興味深い領域になってきてい
るといえる。なお、花粉の色の違いにより、M
細胞様の機能を Caco-2 細胞に誘導すること
によって、現在までに差は見られなかった。 
したがって、花粉荷による M 細胞の抗原取込
み能を上昇させる機構は、RJ 由来の低分子化
合物と異なる機構によって作用していると考
えられた。 
 本研究では、具体的に花粉荷中の M 細胞分
化因子を単一の分子としては、分離すること
ができなかった。今後は、それらを特定する
ために次世代シーケンサー等も用いて花粉荷
に含まれる微生物のバランス等に関しても明
らかにしていきたいと考えている。 
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