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研究成果の概要（和文）：腸管内の抗原を取り込み、パイエル板の免疫担当細胞へ伝達する特

殊な腸管上皮細胞、M 細胞の生体内での重要性は明確には実証されていない。本研究では

Spi-B 欠損マウスを M 細胞欠損モデルマウスとして用い、腸管免疫応答における M 細胞の重

要性を解析した。M 細胞欠損はネズミチフス菌感染におけるパイエル板における抗原特異的 T

細胞の活性化を阻害し、さらに腸管腔への IgA 抗体の産生を低下させることかが明らかとな

った。	 

	 
研究成果の概要（英文）：M	 cells	 have	 high	 capacity	 for	 phagocytosis	 and	 transcytosis,	 which	 
enables	 the	 rapid	 transport	 of	 liminal	 antigen	 to	 underlying	 immune	 cells	 of	 Peyer’s	 
patches.	 However,	 the	 importance	 of	 M	 cells	 in	 mucosal	 immune	 response	 has	 not	 been	 
demonstrated.	 We	 have	 evaluated	 the	 effect	 of	 M-cell	 deficiency	 in	 mucosal	 immune	 response	 
by	 using	 Spi-B-deficient	 mice	 (Spib	 KO),	 which	 completely	 lack	 functional	 M	 cells	 in	 
Peyer’s	 patches.	 As	 a	 result	 of	 this,	 we	 confirmed	 that	 impaired	 immune	 response	 to	 
Salmonella	 Typhimurium	 infection	 in	 Spib	 KO	 mice.	 
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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腸管粘膜上皮は、
大量の食物抗原や、食物と共に摂取される外
来性の細菌やウイルスに曝されている。腸管
にはパイエル板をはじめとする腸管関連リ
ンパ組織が発達しており、上皮細胞を介して
腸内の微生物などの抗原を腸管腔から取り
込んで監視することにより、腸管免疫恒常性
の維持に重要な役割を果たしている。FAE
（follicle-associated	 epithelium）と呼ば
れるパイエル板を覆う上皮層には、M 細胞と
呼ばれる特殊な腸管上皮細胞が点在してい
る。M 細胞は腸管内抗原を取り込み、トラン

スサイトーシスと呼ばれる細胞内輸送系に
より FAE 下の抗原提示細胞に受け渡すことで
腸管免疫監視における主要な役割を担うと
考えられている。しかしながら、M 細胞はそ
の絶対数が少なく、特異的マーカー分子も存
在しなかったことから、これまで M細胞の機
能や分化のメカニズムはほとんど解明され
ていなかった。その結果、M 細胞を欠損する
表現型を有するマウスは存在せず、M 細胞の
生体内における重要性を実証することは困
難であった。	 
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	 申請者は M細胞分化機構の解明に取り組ん
だ結果、ets	 family 転写因子の Spi-B が M 細
胞に高発現しすることおよび Spi-B 欠損マウ
スは機能的に成熟した M細胞を欠損すること
を明らかにした。この結果、今まで腸管免疫
に関する研究において切望されていた M細胞
欠損マウスを用いることが可能となった。本
研究では Spi-B 欠損マウスを用い、腸管免疫
における M細胞の重要性を実証することを目
的とする。	 
	 
３．研究の方法	 

（1）パイエル板への病原性細菌の取り込みの測
定	 
Spi-B欠損マウスでは成熟したM細胞が完
全に欠損する（以後 Spi-B 欠損マウスを M
細胞欠損マウスとする）。まず M細胞欠損が
パイエル板への病原性細菌の取り込みに与
える影響を解析する。本研究ではネズミチ
フス菌とエルシニアを病原性細菌の感染モ
デルとして使用する。M細胞欠損および野生
型マウスへネズミチフス菌とエルシニアを
経口的に投与し、パイエル板にとりこまれ
た細菌数を比較する。	 

(2)ネズミチフス菌特異的 T細胞活性化の測定	 
ネズミチフス菌感染における腸管免疫応
答を評価するため、M細胞欠損が抗原特異的
な CD4+T 細胞の活性化に及ぼす影響を調べ
るため、ネズミチフス菌を認識して活性化
する SM1-T 細胞を使用する。SM1-T 細胞を M
細胞欠損および野生型マウスへ移入し、ネ
ズミチフス菌感染後のパイエル板における
SM1-T 細胞の活性化および増殖を測定する。	 

（3）糞中に分泌されたネズミチフス菌特異的
IgA 抗体の測定	 
ネズミチフス菌を経口感染させた後、糞を
採取し、ネズミチフス菌特異的 IgA 抗体の
産生量を ELISA で測定する。なお野生型の
ネズミチフス菌を投与するとマウスに投与
すると 1-2 週間で死亡するため、IgA 抗体産
生を測定する際は弱毒のネズミチフス菌を
用いる。	 

（4）M 細胞欠損がネズミチフス菌感染時の生存
率に与える影響の評価	 
項目（3）の研究項目において弱毒性のネ
ズミチフス菌をマウスへ感染させた。この
結果、野生型マウスの糞中の IgA 抗体産生
量は上昇することから、ネズミチフス菌に
対するワクチン効果が得られていると考え
られる。そこで弱毒性のネズミチフス菌を
投与後、IgA 抗体価が上昇した時点で致死性
の野生型ネズミチフス菌を経口感染させ、
生存率を調べる。	 
	 

４．研究成果	 
（1）M 細胞欠損マウスのパイエル板では病原性

細菌の取り込みが減少する	 

	 M 細胞欠損マウスおよび野生型マウスに
ネズミチフス菌およびエルシニアを経口的
に投与した後、マウスからパイエル板を採
取した。採取したパイエル板をすり潰し、
それぞれの細菌の選択培地に播種し、コロ
ニー数をカウントした。その結果、M細胞欠
損マウスパイエル板においてネズミチフス
菌およびエルシニアの取り込みが著しく減
少していた。	 

（2）M 細胞欠損マウスでは抗原特異的 CD4+T 細
胞の活性化が阻害される	 
	 SM1-T 細胞を移入した M 細胞欠損マウス
および野生型マウスへネズミチフス菌を経
口的に感染させ、パイエル板の SM1-T 細胞
の活性化を調べた。その結果、M細胞欠損マ
ウスでは野生型マウスと比較して SM1-T 細
胞の活性化マーカーの発現が著しく低下す
ることが認められた。また、活性化に伴う
SM1-T 細胞の増殖も減少することが観察さ
れた。このことから、M細胞欠損が抗原特異
的な T 細胞活性化を傷害することが示され
た。	 

（3）M 細胞欠損は抗原特異的 IgA 抗体産生を減
少させる	 
	 次に M 細胞欠損によって引き起こされ
た抗原特異的 T 細胞の活性化が腸管内への
抗原特異的 IgA 抗体産生へ与える影響を検
証した。Spi-B は B 細胞や形質様樹状細胞に
も発現することから、これらの細胞におけ
る Spi-B 欠損が抗原特異的 IgA 抗体産生に
影響を与える可能性が懸念される。そこで M
細胞欠損および野生型マウスに野生型マウ
スの骨髄細胞を移植したキメラマウスを作
成した（以後この骨髄キメラマウスを M 細
胞欠損マウスと表記する）。これらの骨髄キ
メラマウスに弱毒性（致死性でない）のネ
ズミチフス菌を投与し、1〜3 週間後の糞中
のネズミチフス菌特異的 IgA 産生を ELISA
で測定した。野生型マウスでは感染後 1-2
週間で IgA 抗体価の上昇が観察された。一
方 M 細胞欠損マウスでは IgA 抗体価の上昇
が野生型マウスと比較して遅く、感染後 3
週間程で IgA 抗体価の上昇が確認された。
この結果、M細胞欠失は腸管内における抗原
特異的 IgA 産生を減少させることが示され
た。	 

（4）M 細胞欠失による抗原特異的 IgA 産生の低
下は感染時の生存率に影響する	 
項目（3）の結果、M 細胞欠損マウスにお
いてネズミチフス菌特異的 IgA 抗体産生が
減少することが示された。この IgA 産生の
減少が個体の生存に影響を与えるか検証し
た。弱毒性のネズミチフス菌を M 細胞欠損
および野生型マウスへ経口的に投与し、免
疫応答を誘導する。その後、野生型マウス
において糞中への IgA 抗体産生が観察され
た段階で、強毒のネズミチフス菌を経口感



 

 

染させた。その後、両マウスの生存率を比
較したところ、M細胞欠損マウスは野生型マ
ウスと比較して早く死亡することが明らか
となった。このことから、M細胞が誘導する
IgA 抗体産生をはじめとする腸管免疫応答
は、病原性細菌感染時の生体防御機構とし
て重要であることが示された。	 

（5）今後の課題	 
本研究の成果により、M細胞が腸管免疫応
答において重要な役割を果たすことが実証
された。今後、様々な病原体感染において M
細胞の重要性を解明していくことが必要で
あると考えられる。本研究では M 細胞欠損
マウスモデルとして、最終的に野生型マウ
ス由来の骨髄細胞により免疫細胞を再構築
した骨髄キメラマウスを使用した。しかし
ながら、一部の免疫細胞は骨髄移植前の放
射線照射に対して強い抵抗性をもつため、
免疫細胞が完全にはドナー（野生型マウス）
由来の細胞に置き換わっていないことが予
測される。また、骨髄キメラマウスを作成
スリためには時間がかかるために若齢個体
における免疫応答を評価することがコン案
である。これらことから正確に免疫応答へ
の影響を評価するためには、正常な免疫細
胞を有するコンディショナルノックアウト
マウスを M 細胞欠損モデルとして研究に用
いることが望ましい。M細胞はネズミチフス
菌を積極的に取り込むことから、これに対
する免疫応答を誘導する上で重要であるが、
ネズミチフス菌が M 細胞を介して感染を成
立させるという見方もある。実際に M 細胞
が減少するマウスがある種の病原体感染へ
の抵抗性を示すことが報告されている。こ
のことから、M細胞の生体内における存在意
義を明確にするためには、「免疫応答」と「感
染」の両面から M 細胞の重要性を評価する
必要があると考える。	 
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