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研究成果の概要（和文）：  
 
M細胞はリンパ濾胞内の免疫系細胞と相互作用することにより分化すると考えられるが、どのよ

うな細胞種がM細胞インデューサーとして機能するかは分かっていない。そこで本研究ではM細

胞インデューサーの同定とその性状解析を行った。M細胞が減少しているCCR6欠損マウスと野

生型マウスのパイエル板リンパ球のFACS解析の結果から、パイエル板にはCD11c陽性の特殊な

B細胞（CCR6hiCD11c+B細胞）が存在し、本細胞集団がM細胞のインデューサーとして機能す

ることを明らかにしてきた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
M cells are developed in a course of cell-cell interaction between FAE and certain unidentified immune 
cells. We found that a unique B-cell subset characterized by CCR6hiCD11c+ resided in mouse PP. 
Adoptive transfer of CCR6hiCD11c+ B cells from wild-type mice restored the M-cell decrement in 
CCR6-deficient mice. Collectively, the spatial regulation of CCR6hiCD11c+ B cells via the CCL20-CCR6 
system may play a vital role in M-cell differentiation in mice. 
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１．研究開始当初の背景 
 

腸管の粘膜は常に外来抗原に曝されてお

り、生体防御のための免疫応答が正常に行わ

れるには、パイエル板などの粘膜関連リンパ

組織にこれらの抗原が効率的に採取される

必要がある。パイエル板を覆う上皮層（濾胞

上皮層）に存在する M細胞は、トランスサイ

トーシスと呼ばれる高分子取り込み機能が

非常に発達しており、粘膜上の抗原を積極的

に取り込み抗原提示細胞に受け渡す役割を

担っている。一方で、こうした性質を逆手に

取り、サルモネラ菌など多くの病原微生物は、

M 細胞を経由して生体内に浸入する。したが

って M 細胞の機能や分化の解明は、粘膜免疫

応答や感染症を理解し制御する上で最も重

要な課題の一つである。しかしながら、安定

した in vitro誘導系やM細胞特異的表面マー

カーの欠如により、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

ない。 

1) リンパ―上皮間相互によるＭ細胞の誘導 

これまでの報告から、M 細胞は、リンパ

濾胞内の免疫系細胞と相互作用することに

より分化すると考えられる。パイエル板上皮

細胞は CCL9、CCL20 及び CXCL16 を恒常

的に発現しており、パイエル板微小構造の維

持に重要な役割を果たしている。申請者は、

これらのケモカインを介した特定の免疫細

胞と上皮層の相互作用が M 細胞の分化誘導

に重要と考え、CCL9、CXCL16 又は CCR6

（CCL20 受容体）欠損マウスのパイエル板

を観察した。その結果、CCR6 欠損マウスにお

いてのみ、顕著な M 細胞の著しい減少が認め

られた。そこで CCR6 欠損および野生型マ

ウスのパイエル板リンパ球を比較解析した

結果、CD11c を発現する特殊な B 細胞(以

下、CD11c＋B 細胞)がパイエル板に存在し、

この細胞群がCCR6欠損マウスにおいて顕著に減

少していることを明らかにした。 

2）Ｍ細胞分化におけるNotchシグナルの影響 

Notchシグナルは、多くの組織において分化過程

の運命決定を担う非常に重要なシグナル系である。

腸管絨毛部の上皮層では、成熟分化した腸管内分

泌細胞や杯細胞はNotchリガンドを発現し、隣接

した未分化上皮細胞のNotchシグナルを活性化し

て腸管内分泌細胞や杯細胞への分化を抑制するこ

とにより、これらの細胞の数を自己調節すること

が知られている。M細胞はパイエル板上皮層の約

10-20％を占めるが、ホールマウント染色して全

体を俯瞰するとM細胞は決して隣接して存在しな

い。この知見から、一旦分化したM細胞はNotch

リガンドを発現し、過度のM細胞の分化を抑制し

ているとの仮説が成り立つ。実際にM細胞が

Notchリガンドdelta-1 を発現するとの報告もあ

る。 

 
 
２．研究の目的 
 

以上の知見を元に、本研究では上皮‐リンパ間

クロストークに立脚した M 細胞分化誘導メカ

ニズムの解明を試みた。具体的には、1）パイ

エル板において M 細胞インデューサーとして

作用する細胞の同定を試みると共に、2）上皮

特異的 Notch シグナル欠損マウスを作成し、パ

イエル板 M 細胞分化への影響を調べた。 
 
３．研究の方法 
 

研究課題 1 上皮-リンパ球間クロストークによる

M 細胞分化誘導メカニズムの解析 

 

1-1）CCR6 を高発現する CD11c+B 細胞が CCL20

依存的な遊走活性を示すかどうかを検討する。ま

た、ラベルした CD11c+B 細胞を野生型マウスに投

与し、FAE 直下へのホーミング活性を示すかどう

かを検討する。 

 



1-2）CD11c+B 細胞が M 細胞インデューサー

として働くかどうを調べるために、野生型マ

ウスパイエル板から単離した CD11c+B 細胞

を CCR6 欠損マウスへ細胞移入を行う。 

 

1-3）CD11c+B 細胞以外のポピュレーション

についても、M 細胞インデューサーとしての

可能性を検討する。 

 

研究課題2. Ｍ細胞分化におけるNotchシグ

ナルの影響 

 

2-1）M 細胞インデューサーの作用により分

化した M 細胞が、Notch シグナルの活性化を

介して周辺細胞の M 細胞への分化を抑制す

るとの仮説を検証するため以下の実験を行

う。Notch1-4 がリガンド結合により活性化す

ると、細胞内ドメインが切断され遊離し、こ

れ が 転 写 調 節 因 子 で あ る RBP-J 

(recombination signal binding protein-J)に

作用して細胞分化に関与する遺伝子群の転

写を制御する。Notch やＦRBP-J の遺伝子欠

損マウスは胎生致死であるため、本研究では

腸管上皮特異的に RBP-J を欠損するマウス

を作成する。すなわち、floxed RBP-J マウス

（京都大・本庶佑博士よりご供与頂いた）と、

腸管上皮特異的 Cre 発現マウス(villin-Cre 

Tg)を掛け合わる。本マウスにおけるパイエ

ル板 M 細胞の数を、GP2 染色を指標として

共焦点顕微鏡により観察する。 
 
４．研究成果 
 

M 細胞が減少している CCR6 欠損マウスと

野生型マウスのパイエル板より免疫系細胞

を調整し、FACS 解析を行ったところ、CCR6

欠損マウスのパイエル板では CD11c+CD19+

細 胞 が 著 し く 減 少 し て い た 。 こ の

CD11c+CD19+細胞が B 細胞系列に属するか

どうかを調べるために、FACS ソーティング

を行った後に mRNA を抽出し、RT-PCR によっ

て BCR 遺伝子の再編成の有無を確認した。その

結果、対象として測定した CD11c-B 細胞と同様

に、CD11c+CD19+細胞においても BCR 遺伝子の

再編成が確認できたことから、本細胞は B 細胞系

列に属することが分かった。CD11c+B 細胞は

CCR6 を高発現しており、パイエル板上皮によっ

て産生される CCL20 によって上皮直下へ遊走す

る。野生型マウスより CD11c+B 細胞を単離して、

CCR6欠損マウスへ移入するとM細胞の数が有意

に増加したことから、本細胞は M 細胞の誘導にお

いて重要な役割を果たすことを明らかとした。 

CCR6hiCD11c+B 細胞を完全に欠損する JHD

マウスや Rag1 欠損マウスのパイエル板において

M 細胞を観察したところ、野生型マウスのパイエ

ル板と比較して少ないながらも M 細胞が検出さ

れた。これより、パイエル板には B および T リン

パ球系以外の M 細胞インデューサーが存在する

と考えられた。パイエル板上皮層の直下には樹状

細胞（DC）が多数存在することから、CD11c プ

ロモーター領域下にジフテリア毒素受容体

（DTR）cDNA を挿入したトランスジェニックマ

ウスを用いて、M 細胞の分化誘導における DC の

関与を調べた。本マウスにジフテリア毒素（DTA）

を投与するとパイエル板上皮直下に存在する

CD11chi のコンベンショナル DC のほとんどが除

去された。DTA 投与後のパイエル板上皮層を共焦

点レーザー顕微鏡にて観察したところ、M 細胞の

顕著な減少が認められた。以上の結果から、パイ

ルエル板では CCR6hiCD11c+B 細胞と CD11chi 

DC の両方がＭ細胞インデューサーとして働くこ

とが明らかとなった。 

腸管上皮特異的 RBP-J マウスのパイエル板を

観察した結果、対照マウスとほぼ同程度の M 細胞

が存在していた。この結果から、Notch シグナリ

ングはＭ細胞の分化や細胞数の調節には関与して

いないことが明らかとなった。 
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