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研究成果の概要（和文）：ヒトM細胞のモデルであるCaco-2細胞/Raji細胞共培養系を用いて，Caco-2細胞をM細胞に分
化させ，M 細胞の細胞内粒子透過能もたらす遺伝子を発現クローニングによって単離同定し，その遺伝子産物に対する
単クローン抗体を作製し，免疫組織染色により炎症性腸疾患におけるM細胞の数と局在の変化を病理組織学的に解析す
ることを目標とした．しかしM細胞への分化誘導が困難であったことから，マウスM細胞マーカーであるGP2およびSpi-B
のヒトホモローグに対する抗体を作製することにした．現在，ハイブリドーマのスクリーニングを行うための準備を進
めている段階で，研究期間内に抗体は作製できていない．

研究成果の概要（英文）：Our research goal was to clone the gene that transforms Caco-2 cells into M 
cells, which transcytose antigenic molecules in the intestinal lumen to subepithelial immune cells, by 
employing the Caco-2/Raji cells co-culture system. Furthermore, we aimed to establish monoclonal 
antibodies recognizing the gene products to clarify changes in the number and distribution of M cells in 
inflammatory bowel diseases. However, due to the difficulty to obtain the optimal condition for the 
induction of M cell phenotype, we changed the strategy. We tried to establish monoclonal antibodies 
against GP2 and Spi-B, both of which are found to be markers for mouse M cells. We have not yet obtained 
the hybridoma, and currently, we are preparing obtaining optimal condition for hybridoma screening.

研究分野： 糖鎖病理学

キーワード： M細胞　発現クローニング
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１．研究開始当初の背景	 
	 
	 消化管，殊に腸管粘膜は，体内にあるにも
拘わらず外界に接しており，常に異種抗原に
暴露されている．腸管粘膜固有層には粘膜免
疫を司るリンパ球が浸潤し，パイエル板を始
めとする粘膜関連リンパ組織（mucosa-	 
associated	 lymphoid	 tissue:	 MALT）を形成
している．この MALT には，末梢リンパ節と
同様，高内皮細静脈（high	 endothelial	 
venule:	 HEV）が存在し，ここから末梢血中
のリンパ球はリンパ組織実質に移動してい
る．HEV 内腔面には硫酸化 sialyl	 Lewis	 X	 
(sLeX)糖鎖が発現しており，そのレセプター
であるリンパ球上の L-セレクチンとの結合
によって，リンパ球ホーミングの第一段階で
あるローリング（リンパ球が血管内腔面をコ
ロコロと転がる運動）が惹起される．さらに，
MALT の HEV には硫酸化 sLeX 糖鎖に加えて，
接着分子 mucosal	 addressin	 cell	 adhesion	 
molecule	 1	 (MAdCAM-1)が特異的に発現して
いる．MAdCAM-1 のレセプターであるα4β7 イ
ンテグリンは，主にメモリーT リンパ球上に
発現しており，これらの分子間結合によって，
MALT 特異的なリンパ球ホーミングがもたら
されている．	 
	 
	 これまでに種々の慢性炎症性疾患におい
て，硫酸化 sLeX 糖鎖を発現した HEV 様血管
の誘導が報告されており（引用文献①），申
請者らも慢性胃炎（引用文献②，③）および
潰瘍性大腸炎（引用文献④，⑤）において，
HEV 様血管が誘導され，慢性炎症の程度に応
じて，その出現頻度が増加していることを報
告した．	 
	 
	 こうして形成された MALT は濾胞関連上皮
（follicle-associated	 epithelium:	 FAE）
で被覆されているが，FAE の大部分を占める
吸収上皮細胞に混じて，微絨毛の発達が悪く，
基底側に種々の免疫担当細胞を抱え込んだ
ポ ケ ッ ト 状 の 窪 み を 有 す る M 細 胞
（membranous	 or	 microfold	 cell）が散在し
ている．M 細胞は陰窩から分化する上皮細胞
であるが（引用文献⑥），マクロファージと
同様に抗原を積極的に取り込む機能も有し，
MHC	 class	 II 抗原を表出している．また，病
原微生物上のレクチンに認識される糖鎖構
造を表出しており，病原微生物や食餌性高分
子などの異種抗原を効果的に取り込み，ポケ
ット内や直下の粘膜固有層に控えている抗
原提示細胞に受け渡していると考えられて
いる．	 
	 
	 これまでの M細胞に関する研究はマウスに
関するものが多く，ヒト M細胞の分子生物学
的特性については不明な点が多い．また，炎
症性腸疾患における M細胞の関与も明らかに
されていない．マウスでは Ulex	 europaeus	 
agglutinin	 1	 (UEA-1)レクチンの認識する

α1,2 結合フコース含有糖鎖が M 細胞のマー
カーとして用いられており，清野らはα1,2
結 合 フ コ ー ス 含 有 糖 鎖 を 認 識 す る
NKM-16-2-4 抗体を作製し，マウス M細胞のマ
ーカーとして用いている（引用文献⑦）．最
近では，大野らが glycoprotein	 2	 (GP2)がマ
ウス M 細胞管腔面に特異的に発現しており，
特定の細菌成分に対する細胞内輸送レセプ
ターとして機能していることを明らかにし
た（引用文献⑧）．この GP2 はヒトにおいて
も M細胞管腔面に発現していることから，ヒ
ト M細胞のマーカーとして期待されるが，GP2
のヒト M細胞における機能は明らかにされて
いない．	 
	 
	 マウスに比べて，ヒト M細胞の研究が遅れ
ている理由の 1つとして，腸管粘膜上皮に占
める M細胞の割合が極めて低く，解析に十分
な数の M細胞をヒトから採取することが困難
であることが挙げられる．現在ヒト M細胞の
研究に用いられている in	 vitro の系として
は，ヒト大腸癌由来 Caco-2 細胞と，ヒトバ
ーキットリンパ腫由来Raji細胞をTranswell
フィルターで仕切って共培養し，Raji 細胞の
産生する液性因子によって，Caco-2 細胞を M
細胞に分化させる系がある（引用文献⑨）．
この系で Caco-2 細胞から分化した M細胞は，
生体の M細胞と同様，細胞内粒子透過能を獲
得しており，ラテックスビーズなどの粒子を
管腔側に加えると，細胞内透過によって基底
側に透過させる．	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 ヒト M 細胞の in	 vitro モデルである上記
Caco-2 細胞/Raji 細胞共培養系を用いて，
Caco-2 細胞を M 細胞に分化させ，M細胞の細
胞内粒子透過能をもたらす遺伝子を発現ク
ローニングによって単離同定する．その遺伝
子産物に対する抗体を作製し，炎症性腸疾患
の組織切片を免疫染色し，炎症性腸疾患にお
ける M細胞の数と局在の変化を病理組織学的
に解析することを目標とする．	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 
(1)	 Caco-2 細胞の M 細胞への分化誘導：1.5	 x	 
105個の Caco-2 細胞を孔径 3	 µm の Transwell	 
upper	 chamber に撒き，そのまま 14 日間培養
し，単層の吸収上皮に分化させる．Caco-2 細
胞の基底側になる lower	 chamber に 1.5	 x	 106

個の Raji 細胞を加えて 5 日間共培養し，
Caco-2 細胞を M 細胞に分化させる．M細胞の
細胞内粒子透過能は FITC 標識φ0.5	 µm ラテ
ックスビーズを 2.5	 x	 108 個含んだ培地を
Caco-2 細胞の管腔側になる upper	 chamber に
加え，lower	 chamber に透過したビーズの数
をフローサイトメーターでカウントする．	 



	 
(2)	 cDNA ライブラリーの作製：M細胞に分化
した Caco-2 細胞から mRNA を抽出し，レンチ
ウイルスベクターにサブクローニングされ
た cDNA ライブラリーを作製する．	 	 
	 
(3)	 発現クローニング：φ10	 cm の Transwell	 
upper	 chamber に Caco-2 細胞を撒き，上記 1
と同様に Caco-2 細胞を単層の吸収上皮に分
化させる．上記(1)の Raji 細胞との共培養の
ステップに代わって，上記(2)で作製した
cDNA ライブラリーを Caco-2 細胞に遺伝子導
入し，48 時間培養して cDNA ライブラリーを
発現させ，M細胞に分化させる．Upper	 chamber
に FITC 標識ラテックスビーズを加え，CO2 イ
ンキュベーター内で 2時間ビーズを透過させ
た後，4℃に急冷し，細胞内粒子透過能を停
止させる．細胞内にとどまった FITC 標識ビ
ーズをフローサイトメーターで検出するこ
とにより M 細胞に分化した Caco-2 細胞を選
別する．細胞内 FITC 標識ビーズの検出が困
難な場合には，12-well	 Transwell	 chamber
を用いて本過程を実施し，最もビーズの透過
した well から細胞を回収する．この細胞か
ら DNA を抽出し，これを鋳型にレンチウイル
スベクターの LTR 配列をプライマーとする
PCR を行い，遺伝子導入した cDNA の全てを増
幅する．この PCR 産物をレンチウイルスベク
ターにサブクローニングする．このベクター
を用いて次ラウンドの遺伝子導入を行う．こ
の作業を繰り返し，最終的には Caco-2 細胞
に細胞内粒子透過能をもたらすプラスミド
DNA を単離同定し，その塩基配列を決定する．	 
	 
(4)	 抗体作製および炎症性腸疾患の病理組
織学的解析：上記(3)でクローニングされた
cDNAの一部をGSTベクターにサブクローニン
グし，これを大腸菌に発現させて抗原タンパ
クを得る．このタンパクをグルタチオンビー
ズで精製し，アジュバントとともに BALB/c
および C3H マウスに免疫し，ポリクローナル
抗体を得る．抗体の特異性を確認した後，こ
の抗体を用いて，炎症性腸疾患（正常回腸を
コントロールとする）の組織切片を免疫染色
し，炎症性腸疾患における M細胞の数および
局在の変化を病理組織学的に解析する．	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 平成 25 年度まで，Caco-2 細胞/Raji 細胞
共培養系を用いて，Caco-2 細胞から M 細胞様
細胞への分化を誘導する至適条件を探り続
けてきたが，再現性のある至適条件が得られ
なかった．そこで，Caco-2 細胞/Raji 細胞共
培養系を用いた Caco-2 細胞の M 細胞様細胞
への分化誘導は中止し，マウス M細胞マーカ
ーとして報告された糖タンパク質 GP2 および
転写因子 Spi-B ののヒトホモローグに対する
抗体を作製するという戦略に変更した．平成

25 年の段階で既にこの抗原タンパク質の精
製を終えている．この抗原タンパク質をマウ
スに免疫し，単クローン抗体の作製を行う．
ハイブリドーマのスクリーニングは抗原タ
ンパク質を恒常発現した細胞を用いて FACS
で行うことを計画し，安定発現細胞株の樹立
を目指したが，両抗原タンパク質とも発現が
非常に弱く，ウイルスベクターを用いた遺伝
子導入によっても安定発現株を樹立するこ
とができなかった．そのため，抗原タンパク
質を恒常発現した細胞を用いた FACS による
ハイブリドーマのスクリーニングは困難と
判断し，ELISA によるスクリーニングを計画
した．現在その条件を検討している段階であ
る．当初の計画通りに研究が進まないまま最
終年度を終えることになったが，なんとかこ
のハイブリドーマの樹立までは持っていき
たい．	 
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