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研究成果の概要（和文）：小腸パイエル板を覆う上皮細胞には管腔内の抗原を取り込み免疫細胞

へと受け渡す M 細胞が存在している。その相互作用機構は明らかになっていない。本研究では

M 細胞がケモカイン CCL9 を高発現し、CCL9 受容体の CCR1 発現細胞が M 細胞と密に相互

作用している様子を新たに開発した観察法を用いて明らかにした。さらに、もう一つの因子と

して M-Sec を見いだし、この分子が近年新たに発見された細胞間相互作用に関わる膜ナノチュ

ーブの形成に重要な役割を果たすことを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Peyer's patch (PP) in the small intestine is a primary site for 

the intestinal immune system. The luminal side of PPs is covered by the 

follicle-associated epithelium (FAE), which contains M cells. M-cells uptake antigens 

or macromolecules and deliver them to dendritic cells inhabiting subepithelial dome 

region under FAE. We found high expression level of a chemokine gene, Ccl9, in the M cells 

by using the mouse chemokine array and in situ hybridization analysis. The cells 

expressing CCR1 protein, a receptor of CCL9, were found underneath M cells and close 

contact with. Moreover, M cells expressed a gene of M-Sec which product is a key molecule 

of the formation of membrane nanotubes, a new structure for cell-cell communication. Taken 

together, our data suggest that M cells interact and communicate with immune cells by 

two ways, CCL9-CCR1 and membrane nanotubes.  
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１．研究開始当初の背景 
 腸管は外界とつながっており、食物とと
もに多くの抗原や微生物が入ってくる。こ
れらの抗原や微生物に対して生体は、免疫
システムを使うことで恒常性を維持してい
る。そのため、腸管には生体防御を担うリ
ンパ球が多く常駐し、この場所における免
疫応答は厳密な調節を受けている。パイエ
ル板上皮層に存在する M 細胞は管腔内の抗
原の取り込みの窓口となる細胞で、粘膜免疫
応答の開始や制御に重要であると考えられ
ている。そのため、M 細胞は腸管における粘
膜免疫システムを理解するための鍵となる
細胞である。特に、この細胞は一番始めに抗
原と接する細胞であることから、経口ワクチ
ンの標的として、粘膜免疫を人工的に効率良
く誘導するアイデアは魅力的であり、M 細胞
の発見直後から研究対象となっている。 
 研究の重要性から M 細胞で機能する分子
の解析が望まれていたが、M 細胞は数が少な
く研究対象としては困難な細胞であり、M 細
胞の分子生物学的解析が始まったのはごく
最近のことである。 
 M 細胞は管腔側の自由面から抗原を取り
込み、基底膜側で免疫系細胞と物理的に接触、
相互作用することで抗原を受け渡し、その機
能を果たすと考えられている。研究開始当初
はちょうど M 細胞の分子マーカー、抗原取り
込みに働く分子が明らかになった時期であ
り、これらの新しい情報を用いて、取り込み
機構と抗原を受け渡し過程の解析への取り
組みが可能になっていた。一方で、免疫細胞
との相互作用機構には、不明な点が多く残っ
ており解明への着手が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
 M 細胞における抗原取り込み機構、受け渡
し機構の可視化と分子機構の解明を目指し、
以下の点を目的として研究をおこなった。 
(1) M 細胞可視化方法の開発と改良 
(2) M 細胞-免疫細胞間相互作用に関わる分子
の発見 
 
３．研究の方法 
(1) フラットマウント染色法のパイエル板
上皮細胞への応用を試み、M細胞内の細胞内
小器官の免疫蛍光染色、M細胞マーカーと免
疫細胞マーカーとの多重染色を行った。 
(2)パイエル板上皮細胞のマイクロアレイデ
ータから M細胞に高く発現している遺伝子を
選び出し、機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) M 細胞可視化法の開発 
従来 M細胞研究の形態学的解析には組織切片
を用いた通常の組織化学的解析法、パイエル

板を切りとり、そのまま免疫抗体染色を行う
ホールマウント染色法が使われてきた。M 細
胞はパイエル板上皮細胞に点在して存在し
ているため、組織の一部しか見ることができ
ない前者の組織切片法では M細胞の全体像を
見ることはできず、作成した切片によっては
M 細胞を見つけることすら困難な場合もある。
対して後者のホールマウント染色法は、上皮
細胞の全体を一度に観察することが可能で
あり、数の少ない M細胞には適した方法であ
る。 
 しかしながら、パイエル板は周囲に絨毛が
あり、上皮層の上に覆ってしまい観察時の邪
魔になる。さらに、そのドーム状の形態は顕
微鏡観察過程における封入時に問題を生じ、
高倍率での観察を妨げてきていた。 
 そこで、本研究ではホールマウント法の改
良を行い、新たな M細胞観察方法の開発を行
った。 
 マウス腸管からパイエル板摘出し、EDTA を
含むリン酸緩衝液に氷上で処理することで、
酵素処理をすることなく上皮層をシート状
に剥離することができる。剥離後パラフォル
ムアルデヒドにて固定をし、パラフィン包埋
切片を作成後ヘマトキシリン・エオシン染色
によってこの上皮層を観察したところ、目立
った構造の異常は見られなかった。同様に凍
結切片を作成し、アドへレンスジャンクショ
ン、タイトジャンクションのマーカー分子で
ある E-カドヘリン、ZO-1 の免疫蛍光染色を
行ったところ、こちらも異常は確認されなか
った(図１)。走査電子顕微鏡による観察も同
様であった。剥離による細胞構造への影響は
小さく、M 細胞観察には有効であると考えら
れる。 

 

図 1 剥離したパイエル板上皮層のヘマトキ
シリン・エオシン染色(A)、免疫蛍光染色(B) 
青は細胞核、赤は E-カドヘリン、緑は ZO-1
に対する抗体のシグナルを表す。 
 
 続いて、この剥離した上皮組織シートのフ
ラットマウント染色を行った。具体的には上
皮組織シートを上述のように固定後、直に M
細胞マーカーである GP2 抗体を用いて、免疫
蛍光抗体法を行い、シート状のまま封入処理
をしたサンプルを作製した。共焦点顕微鏡に



より Z 軸方向に数十枚の画像を取得し 3D 画
像をコンピューター上で再構築したところ、
高解像度の蛍光染色像を得ることができた
（図２）。 

図２ パイエル板上皮層のフラットマウン
ト染色。 
（上図）共焦点顕微鏡画像（下図）Z 軸を動
かしながら取得した画像を再構築した、縦切
りの切片画像。GP2 は M 細胞に多く発現する
GPI アンカータンパク質、Phalloidin はアク
チン骨格、EEA1 はエンドソームをそれぞれ標
識する。 
 

 本方法で得られた画像は従来のホールマ
ウント染色と較べて、解像度の大きな改善が
見られた。これはフラットマウントにするこ
とによって上皮細胞層とカバーガラスとの
間の隙間を少なくすることができたためで
ある。高倍率の対物レンズに使われる油浸レ
ンズの場合、カバーガラスと観察対象物の間
に屈折率の異なる物質があると、球面収差を
生じて解像度の低下を引き起こす。従来のホ
ールマウント法では、パイエル板のドーム状
の形状からカバーガラスとの接する面は、せ
いぜいドームの頭頂部の一部であるため、非
常に狭くなる。他の大部分に至っては対物レ
ンズの性能を充分に生かすことができず、低
解像度の画像しかえることができない。フラ
ットマウント法ではパイエル板上皮層の広
い範囲を高解像度で観察することが可能で
あるため、M 細胞頭頂部での抗原取り込み過
程、底部での免疫細胞との相互作用の観察に
非常に有用である。 
  
(2) M 細胞-免疫細胞間相互作用に関わる分
子の発見 
① CCL9 
CCL9 は細胞遊走に関わるケモカインの一つ

である。CCL9 はパイエル板上皮層で強く発現
していることが以前から報告されているが、
我々の研究から M細胞に特化して発現が強い
ことが明らかになっている。このケモカイン
が面英細胞との相互作用に関わっているか
を調べるために、その受容体である CCR1 の
解析を行った。 
 CCR1 はこれまでマクロファージ、樹状細胞、
好中球での mRNA の発現が確認されている。
実験対象としているマウスでは良い抗体が
無くタンパク質レベルでの解析は進んでい
ない。そこで、本研究ではマウス CCR1 抗体
の作成を行った。 
 CCR1の N末端11アミノ酸を合成し作成した
ペプチドをウサギに免疫し、免疫血清を作成
した後、抗原にもちいたペプチドを使用して
アフィニティー精製によって抗 CCR1 ポリク
ローナル抗体を作成した。作成した抗体は
CCR1 を強制発現させた HeLa 細胞に反応し、
配列のよく似た CCRl2を発現させた細胞には
反応せず CCR1 特異的に反応する抗体を得る
ことができた。 
 作成した抗体を用いて、マウス小腸の免疫
組織化学染色を行ったところ CCR1 陽性細胞
はパイエル板上皮細胞層の直下と腸管の粘
膜固有層に多く存在することがわかった。フ
ラットマウント法を用いて M細胞との位置関
係を解析したところ、この CCR1 陽性細胞は M
細胞と密に接している様子が多く観察され
た。この結果は M細胞と免疫細胞との相互作
用に CCL9-CCR1が関わっていることを示唆す
る。 
 現在この CCR１陽性細胞がそのような種類
の免疫細胞であるかを確認するためにフロ
ーサイトメトリー解析を行っている。今後、
その細胞が明らかになれば M細胞が腸管免疫
応答に果たす役割に関してより深い理解が
得られると期待できる。 
 
② M-Sec 
 M-Sec は TNFαの刺激によって発現が亢進
する分子として TNFaip2として報告された分
子である。その機能は未知であった。我々の
解析によって M細胞がこの分子を高く発現し
ていることがわかっていた。 
 その機能解析を行ったところ、M-Sec を強
制発現させた細胞ではチューブ状の膜構造
の形成が誘導されることが明らかになった。
この膜構造は近年報告されている、トンネル
ナノチューブ（Tunneling nanotubes, TNTs）
構造に非常に良く似ている。さらに、M-Sec
がこの膜構造に多く局在していた。 
 そこで、TNT 構造をもともと持つ Raw264.7
細胞を用いて RNAi によるノックダウン実験
を行ったところ TNT 構造の減少が見られた。
TNT 構造は数十マイクロメートルの長いチュ
ーブ構造を形成し、遠く離れた細胞間を物理



的につなぐことで、カルシウムシグナルの伝
達などの細胞間相互作用に働く構造である。
M-SecはこのTNT構造の形成に働くことから、
M 細胞が TNT 構造を使って、免疫細胞と相互
作用している可能性が考えられる。 
 今後、M-Sec のノックアウトマウスを作成
し M細胞における TNT 構造の機能を解析する。  
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