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研究成果の概要（和文）：本研究においては、粘膜組織における生体防御と微生物の時空間
制御を解析するためのイメージングシステムを用いた免疫学的研究を遂行した。微生物の
動態解析に介しては、化学発光を基盤とした微生物増殖検出システムを用い、肺炎球菌に
対する経鼻ワクチン効果を評価する系を確立した。一方、宿主免疫系に関しては、粘膜リ
ンパ組織の上皮細胞層に存在することが示されている M細胞が鼻腔の上皮細胞層にも存在
していることを提示し、新たな病原体取り込みとしていることを宿主側のレクチン染色と
蛍光標識微生物を用いたイメージング解析にて示した。さらにマクロ共焦点レーザー顕微
鏡を駆使し、抗原提示細胞として機能することが知られている樹状細胞が、パイエル板に
おいては T細胞領域の形成にも関わることを新たに見いだした。特に経時的な細胞分布の
変化が解析出来るようになったことで、樹状細胞によるパイエル板 T細胞の領域形成にお
いては、ナイーブ T細胞のパイエル板への進入ではなく、進入後の T細胞領域での滞留に
樹状細胞が重要であることを示すことが出来た。これらの結果は、宿主と微生物の時空間
的なイメージング解析が可能となることで初めて得ることの出来た知見であると考える。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we performed an immunological studies using some 

imaging system for analyzing bacterial distribution and growth as well as host immune 

system at mucosal tissues. Using chemiluminescence-based microbial detection system, we 

can evaluate nasal vaccine effects against Streptococcus pneumoniae. As host immune 

system, we identified M cell-like cells in the epithelial cell layer of the nasal cavity as a new 

pathogen uptake pathway. In addition, macro-confocal laser microscopy allowed us to 

reveal the unique dendritic cell function in the formation of T cell areas in the Peyer's 

patches by regulating the retention rather than entering step of T cells in the Peyer's 

patches. Taken together, our imaging systems reveal the novel immunological functions 

and bacterial distribution and growth, which can be applied to the basic immunological 

analyses and the evaluation of mucosal vaccines. 
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１．研究開始当初の背景 

蛍光や発光を検出する技術を用いたイメ
ージング手法により生体内での免疫応答の
時空間的な動きを解析することが可能とな
ってきていた。一方で、免疫系の細胞だけで
はなく、病原体を含む微生物の動態のイメー
ジングを同時に組み合わせることで、宿主と
微生物の両面から生体防御や感染、共生を視
覚的に解析することの重要性が認識される
ようになっていた。 

 

２．研究の目的 

 本研究においては、研究代表者が行ってき
たスフィンゴシン 1リン酸を介した粘膜免疫
細胞の動態制御に関する研究から得られた
課題をもとに、腸管ならびに呼吸器感染症モ
デルを使用し、研究代表者が独自に開発を進
めている蛍光・発光システムを用いた微生物
と免疫システムのイメージング解析を行い、
感染防御機構の時空間ダイナミズムを明ら
かにする。すなわち 3次元空間における細胞
分布と時間軸を交えた 4次元免疫ネットワー
クを微生物と生体側の両面から視覚的にと
らえつつ、従来の免疫学的手法と組み合わせ
ることで、“粘膜組織における病原体の感染、
取り込み、病態形成、排除までの連続的生体
免疫応答の時空間ダイナミズムの解明とそ
の関連分子・細胞の同定”を行う。これによ
り粘膜ワクチン、免疫療法の開発における分
子・細胞・個体レベルによる視覚的理論基盤
の構築が確立されると期待される。 

 

３．研究の方法 

微生物イメージング 

 吸器と腸管の感染モデルとしてそれぞれ
ルシフェラーゼを発現する肺炎球菌と GFP

を発現するサルモネラ属菌を用いる。これら
病原体の検出方法として、による化学発光と
GFP等による蛍光の両検出系を併用する。化
学発光検出システムにより、病原体の個体レ
ベルでの分布と増殖を経時的に観察しなが
ら、蛍光検出が可能なマクロ共焦点顕微鏡を
用いた組織、細胞レベルでの動態を同時に検
出する。 

免疫イメージング 

 初発感染部位である上皮細胞層での反応
を上皮細胞や微生物取り込み細胞である M

細胞の特異的レクチンを用いて観察する。樹
状細胞の動態・機能解析については、
CD11c-GFP ノックインマウスを用いる。そ
の他の細胞についても CFSE 等の蛍光試薬
や蛍光ノックインマウス等を用いた観察系

を確立していく。 

 
４．研究成果 
微生物の動態解析に介しては、ルシフェラ
ーゼによる化学発光を基盤とした微生物増
殖検出システムを用い、肺炎球菌に対する経
鼻ワクチン効果を解析する系を確立した。す
なわち非免疫マウスにおいて呼吸器感染さ
せると菌の増殖に伴いシグナルが増強する
のに対し、肺炎球菌に対する経鼻ワクチンを
接種したマウスにおいてはシグナルの減弱、
もしくは消失が観察された。すなわち本シス
テムを用いることで、同一個体における非侵
襲的なワクチン評価が可能となり、ワクチン
用 DDS の機能評価を行うことが出来た。 
一方、宿主免疫系に関しては、粘膜リンパ

組織の上皮細胞層に存在することが示され
ている M細胞が鼻腔の上皮細胞層にも類似細
胞として存在していることを提示し、新たな
病原体取り込みとしていることを宿主側の
レクチン染色により確認した。さらに蛍光標
識したサルモネラをモデル微生物として用
い、レクチン染色した M細胞様細胞とのイメ
ージング解析を行ったところ、サルモネラが
M 細胞様細胞に結合し取り込まれている像が
観察された。 
さらにマクロ共焦点レーザー顕微鏡を用

いたパイエル板の組織レベルでの４次元観
察システムを用い、抗原提示細胞として機能
することが知られている樹状細胞が、パイエ
ル板においては T細胞領域の形成にも関わる
ことを新たに見いだした。蛍光標識した T細
胞の経時的な細胞分布の変化を解析するこ
とで、樹状細胞によるパイエル板 T細胞の領
域形成においては、T 細胞のパイエル板への
進入ではなく、進入後の T細胞領域での滞留
に樹状細胞が重要であることを示すことが
出来た。 
これらの結果は、宿主と微生物の時空間的

なイメージング解析が可能となることで初
めて得ることの出来た知見であると考える。 
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