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研究成果の概要：パイエル板にはD11c+CCR6+のユニークなB細胞が存在し、パイエル板を覆
う腸管上皮細胞が分泌するCCR6 のリガンドCCL20 の作用によりこの細胞が上皮直下へと郵
送して上皮と相互作用することによりＭ細胞が誘導されることが示唆された。 
 また、M細胞同士は tunneling nanotube (TNT)と呼ばれる細い細胞膜のチューブで連結さ
れているが、われわれは TNT形成因子M-Secを発見し、M-Secがアクチン・リモデリングに
働く低分子量 GTPaseの RalA/Bや膜輸送の制御因子である exocyst複合体と相互作用するこ
とにより TNT形成を制御していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 体外環境との境界をなす消化管粘膜上皮
は大量の食餌性抗原や腸内細菌叢、さらには
外来性の細菌やウイルスなどの病原体に常
に曝されている。消化管にはパイエル板をは
じめとするリンパ組織が発達しており、腸内
の微生物や食餌性高分子などの抗原を取り
込んでモニターすることにより、免疫監視に
重要な役割を果たしている。パイエル板を覆
う上皮領域（follicle-associated epithelium; 
FAE）にはＭ細胞と呼ばれる特殊な上皮細胞
が点在している。Ｍ細胞はトランスサイトー

シスという特殊な細胞内輸送系を発達させ
て積極的に腸内抗原を取り込み、自身の基底
膜側細胞膜が大きくくびれてできた「Ｍ細胞
ポケット」に存在する樹状細胞（DC）など
の抗原提示細胞に受け渡すことにより、免疫
監視の発動に主要な役割を担う。一方、こう
したＭ細胞の性質を逆手に取り、Ｍ細胞を介
して体内に侵入・感染する病原体も少なくな
い。しかしながら、Ｍ細胞はその絶対数が少
なく、また特異的な表面マーカー分子も無い
ため濃縮が困難であることから、これまでの
研究は電子顕微鏡などの手法を用いた形態



学的解析に留まっており、Ｍ細胞特異的な機
能発現や細胞分化のメカニズムはほとんど
解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 そこで研究代表者らは、実体顕微鏡観察下
にＭ細胞を含む FAE 領域と絨毛上皮領域を
分離回収する方法を開発し、抽出した RNA
を用いてマイクロアレイによる遺伝子発現
プロファイル解析とリアルタイム定量 PCR
法、in situ hybridization法を組み合わせる
ことで、世界に先駆けて FAE およびＭ細胞
特異的に発現する遺伝子群の同定に成功し
た（Hase et al., DNA Res., 2005）これらの
分子群には細胞内膜輸送制御因子である
Sec6 のホモログ分子（M-Sec と命名）やケ
モカイン CCL20 が含まれていた。これらの
分子はＭ細胞のバイオマーカーとなるのみ
ならず、Ｍ細胞に特徴的な抗原取り込み機能
や細胞分化に関与する可能性が考えられた。 
 実際に CCL20受容体（CCR6）遺伝子欠損
マウスでは M 細胞の数が著しく減少してい
た。リンパ球欠損マウスなどの観察から、M
細胞の分化・維持には FAE と免疫細胞との
クロストークが必要であることが報告され
ていることから(Golovkina, Science, 1999)、
CCL20 がこのクロストークの仲介分子であ
る可能性が示唆された。実際、CCR6欠損マ
ウスでは FAE 直下の DC の局在が異常であ
ること、また抗M-Sec抗体を作製して組織染
色した結果、パイエル板のＭ細胞同士も長い
チューブ構造で連結しており、M-Secはやは
りそのチューブ上に染色されることがわか
った。M細胞分化における DCの重要性が示
唆された。 
 一方M-Secは、HeLa細胞に遺伝子導入す
ると細胞膜が細長く伸展してチューブ状の
構造物を形成し近隣の細胞の細胞膜同士を
連結すること、GFP-M-Sec はこのチューブ
様構造上に局在することがわかった。この構
造は DC間を連結し、細胞質内の物質の速や
かな交換を可能にする TNT によく似ている
（Watkins et al., Immunity, 2005）。これら
の結果は M-Sec がその形成を制御する可能
性を示唆していた。 
 以上の知見を元に、本研究では CCL20 と
M-Secの解析を通じて、①Ｍ細胞の発生・分
化における免疫担当細胞の役割、ならびに、
②粘膜抗原取り込みにおける TNT の役割を
明らかにしたい。具体的には 1) CCL20受容
体（CCR6）遺伝子欠損マウスのパイエル板
を詳細に解析し、パイエル板上皮と相互作用
するエフェクター細胞を同定することで、Ｍ
細胞の発生・分化に必要な血球系細胞やその
因子を明らかとすること、2) M-Sec による
TNT 形成の分子機構を解析すると共に、
M-Sec遺伝子欠損マウスを作成・解析するこ

とで、TNTの腸管免疫系における役割を個体
レベルで明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
CCR6+DCのＭ細胞発生分化における役割の検
討 
１. ドーム領域に局在する CCR6 陽性 DC サブ
セットの解析 

 CCR6欠損マウスと野生型マウスのパイエ
ル板ドーム領域（FAEとリンパ濾胞の間の領
域）の免疫蛍光組織染色像を比較したところ、
CD3（T細胞）およびB220(主としてB細胞) 
は両者での細胞数に大差は無いが、CD11c+細
胞は、CCR6欠損マウスで大きく減少してい
た。最も単純には、CCL20とCCR6の相互作
用により、CCR6+DCがドーム領域へと遊走
してくると考えられる。以前の報告では
CD11b-CD8-のいわゆるdouble negative DC
がCCR6+DCとされているが（Iwasaki and 
Kelsall, J. Exp. Med., 2000）、当時はB220
陽性のplasmacytoid DCの概念は無かった。
そこで、CD11cとCD11b、CD8a、B220との
組み合わせで免疫組織染色によりドーム領
域のDCの表面マーカーを検討するとともに、
パイエル板細胞を回収してCD11c、CD11b、
CD8a、B220と共にCCR6のFACS解析を行
った。 
２．パイエル板CCR6+DCの走化性試験 
 1で同定したドーム領域のCCR6+細胞が実
際にCCL20 に対して走化性を示すかを検討
した。まず、パイエル板からCD11cとCCR6
を指標に磁気ビーズにてCCR6陽性ならびに
コントロールとしてCCR6-DCを濃縮し、透過
性の膜で仕切られた培養プレート（トランス
ウェル）の膜上に分注した。膜の下層には、
段階希釈したCCL20 を含む培地を分注して
おき、一定時間のインキュベーション後に膜
を通過した細胞数をカウントした。 
３．CCR6+DC移入実験 
 CCR6 欠損マウスではドーム領域の
CD11C+細胞の減少とともにＭ細胞も著しく
減少していることから、CCR6+細胞がＭ細胞
の分化を誘導している可能性がある。そこで
その可能性を検証するために、パイエル板か
らCCR6+細胞ならびにCCR6-細胞を分離濃
縮し、CCR6欠損マウスに静脈内投与し、Ｍ
細胞の数が増加するか否か検討した。 
 
M-Sec の機能解析 
１．M-Secによる TNT形成の検討 
 M-Sec を発現し、TNT 形成の認められる
マクロファージ細胞株 RAW264.7 を用いて、
RNAiによるM-Secの発現抑制が TNTの形
成にどのような影響を及ぼすかを解析した。 
２．M-Secと協調的に働く低分子量 GTPase
の検索 
 TNT の形成にはアクチンが関与すると考



えられる。また、M-Secはエキソサイトーシ
スを制御する exocyst複合体のサブユニット
の一つであるSec6と相同性を持つ。従って、
アクチン細胞骨格系のリモデリングを制御
する Rho、Rac、cdc42などの Rhoファミリ
ー分子や、exocyst 複合体と相互作用するこ
とが知られている RalA、RalBなどの低分子
量 GTPaseがM-Secと協調的に働いて TNT
の形成を制御している可能性がある。これを
検証するためにまず、これらの低分子量
GTPaseに HAタグを付加した発現ベクター
を構築し、HeLa細胞にM-Secとともに遺伝
子導入して、共局在するか否かを検討した。
M-Secと共局在する低分子量GTPaseについ
て、M-Secとの物理的相互作用の有無を、大
腸菌発現系により作成・精製したリコンビナ
ントタンパク質を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
CCR6+DCのＭ細胞発生分化における役割の検
討 
１. ドーム領域に局在する CCR6 陽性 DC サブ
セットの解析 

 野生型および CCR6 欠損マウスのパイエ
ル板細胞の表面マーカーをFACSにて詳細に
検討したところ、CD11c陽性 CD19陽性の細
胞群が CCR6 欠損マウスで特異的に減少し
ており (図１A)、野生型ではこの細胞群が
CCR6を高発現していることが明らかとなっ
た（図１B）。驚いたことに、この CD11c 陽
性 CD19 陽性細胞群は IgM の再構成が認め
られることから（図１C）、この細胞群は B
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+DCの走化性試験 
 1 で 同 定 し た
CCR6hiCD11c+CD1
+細胞（CD11c+B
胞）は、CCL20に対
する走化性を示すか
を検討した。その結
果、CD11c+B細胞は
要領依存的にCCL20
に対する走化性を示
すことが明らかとな
った（図 2）。 
３．CCR6+DC移入
 CD11c

験 
+B細胞がＭ

可能性を検証するために
CD11c+B細胞ならびにCD11c-B細胞を分離
濃縮し、CCR6 欠損マウスに静脈内投与し、
Ｍ細胞の数が増加するか否か検討したとこ
ろ、CD11c+B細胞においてのみM細胞の増加
が認められた（図３）。 

 

M-Sec の機能解析 
１．M-Secによる TNT
 
による M-Sec の発
成が有意に抑制された（図 4）。 
２．M-Secと協調的に働く低分子量 GTPase
の検索 
Rho、Rac、cdc42、RalA、RalB
子量 GTPase が M-Sec と協調的に働いて
TNT の
るためにまず、これらの低分子量 GTPaseに
HA タグを付加した発現ベクターを構築し、
HeLa細胞にM-Secとともに遺伝子導入して、
共局在するか否かを検討したところ、RalA、
RalBがM-Secと共局在することがわかった。
そこで、大腸菌発現系により作成・精製した
リコンビナント RalA タンパク質を調整し。
M-Sec との物理的相互作用を検討した結果、
M-Sec は GTP 型 RalA と特異的に結合する
ことが示された（図 5）。 
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