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研究成果の概要（和文）：粘膜組織の各部位に存在するリンパ濾胞は管腔内の抗原に対するIgA抗体を産生し、粘膜免
疫応答の主役となるリンパ性器官である。リンパ濾胞上皮に存在するM細胞は異物を取込むことで、粘膜免疫応答の開
始に働く特殊な上皮細胞である。
　我々は濾胞上皮のホールマウント染色法を開発し、成熟M細胞と未成熟M細胞の可視化に成功した。そして、転写因子
RelBの活性がM細胞の分化に必須であったことから、RelB活性の制御がM細胞成熟に重要であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The microfold (M) cell residing in the follicle-associated epithelium (FAE) is a 
specialized epithelial cell that initiates mucosal immune responses by sampling luminal antigens. The 
differentiation process of M cells remains unclear due to limitations of analytical methods. Here we 
found that M cells were classified into two functionally different subtypes based on the expression of 
Glycoprotein 2 (GP2) by newly developed image cytometric analysis. GP2-high M cells actively took up 
luminal microbeads whereas GP2-negative or low cells scarcely ingested them, suggesting that GP2-high M 
cells represent functionally mature M cells. Further, the GP2-high mature M cells were abundant in 
Peyer’s patch but sparse in the cecal patch: this was most likely due to a decrease in the nuclear 
translocation of RelB, a downstream transcription factor for the receptor activator of NF-κB signaling.

研究分野：組織細胞学
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１．研究開始当初の背景 
消化器や呼吸器を覆う粘膜組織は口と鼻を
通じて外界とつながっていることから、抗原
物質となる異物が多量に存在している。その
ため、生体は免疫システムを高度に発達させ
ることで恒常性の維持に務めている。 
	
 体内で最も多い数の免疫細胞が常駐する
腸管では、管腔内に多量の IgAを保有するこ
とで腸内環境のバランスを保っている。この
粘膜免疫応答機構の中核を担うのが小腸の
集合リンパ小節、パイエル板である。 
	
 パイエル板をおおう濾胞上皮(FAE)に存在
する M細胞は管腔内の抗原取込みを行い、粘
膜免疫応答の開始に重要な役割を果たす細
胞である。この細胞は特徴的な構造を持って
おり、他の腸管上皮と比較して管腔側の糖衣
が薄く、異物（抗原）の取り込みに適した形
状を持つ。このような M細胞の特徴は逆に言
えば、微生物の侵入を受けやすい構造であり、
実際にサルモネラ菌などの食中毒菌は M 細
胞から侵入しやすいことが指摘されている。
そのため、粘膜組織における M細胞の数は厳
密に制御される必要がある。 
	
 腸管における M 細胞は他の腸上皮細胞と
同様に陰窩の幹細胞から出現する。近年、幹
細胞分子マーカーの発見によって絨毛上皮
細胞の分化過程の解明が急速に進んでいる。
しかしながら、M 細胞の分化と成熟機構、及
びその制御機構にはまだまだ不明な点が多
い。 
 
２．研究の目的 
①	
 M 細胞成熟過程における発現分子の同

定と発現変動を解析する。これによって、
分子マーカーによる M 細胞の成熟段階
の可視化を目指す。 

②	
 濾胞上皮陰窩で発現する分子を見出す。
これによって M 細胞分化に働く分子を
明らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）FAEホールマウント法 
本研究計画では 従来の組織切片による解析
方法に加えて、申請者が開発した FAEホール
マウント法を用いた。本方法では上皮層を
EDTA 処理によって剥離しシート状にしてか
ら免疫組織染色 (IHC)もしくは蛍光 in situ 
hybridization(FISH)を行い、共焦点レーザー顕
微鏡による観察を行う（図 1）。この方法に
よって組織切片では困難な陰窩部とドーム
全体の観察を同時に行うことを可能にして
いる。従来のパイエル板全体（リンパ小節や
固有層を含んでいる）を染色するホールマウ
ント法で問題となる抗体やプローブの試料
への浸透性の低さと染色ムラが改善され、薄
い試料とすることで組織からの自家蛍光が
改善される。これにより、再現性の高い結果
が得られる。さらに、顕微鏡観察時に試料を
カバーガラスに密着できるため、高倍率対物
レンズの性能を十分に発揮でき、解像度の高

い画像を得ることができる。 

	
 
図 1	
 FAE ホールマウント法	
 
	
 
（２）M細胞発現分子	
 
研究開始当初	
 M 細胞を含む試料の発現分子
の DNA マイクロアレイデータとして、FAE（DNA	
 
Res.	
 2005	
 12:127）、RANKL 誘導	
 絨毛 M 細胞
(Nat.	
 Immunol.	
 2012	
 13:729)、RANKL 処理オ
ルガノイド(Mol.	
 Cell	
 Biol.	
 2012	
 32:3639)
が公表されていた。これらの３つの異なるア
レイデータを解析し共通する分子を M細胞発
現分子として解析を行った。本研究では
Glycoprotein	
 2(GP2),	
 Tnfaip2,	
 Spib,	
 Anxa5,	
 
Pglyrp2,	
 Ccl9 についての解析を行った。	
 
	
 
（３）免疫組織染色	
 
・抗体	
 
Tnfaip2 に対する特異的抗体を作製した。全
長の Tnfaip2 タンパク質とタグタンパク質と
しての GST の融合蛋白質 GST-Tnfaip2 の発現
ベクターを構築し、大腸菌へとトランスフォ
ーメーション後、GST と結合するグルタチオ
ンを用いて精製した。 GST-Tnfaip2 は
Thrombinをプロテアーゼ処理によってGSTを
除去した後に、ウサギへと免疫を行った。隔
週で 2 ヶ月間の免疫後に血清を採取し、
Tnfaip2 抗 血 清 を 得 た 。 抗 血 清 か ら
GST-Tnfaip2 へと結合する特異抗体のみを精
製し本研究に用いた。	
 
	
 Glycoprotein	
 2(GP2)(MBL 社),	
 Spib(R&D
社)、CCL9	
 (R&D 社)、Relb(SantaCruz 社)に
対する抗体は各自市販されている物を用い
た。	
 
・免疫組織染色	
 
BALB/c、C57BL/6 系統マウスを安楽死後、腸
管を採取しパイエル板を切除、上記のホール
マウント法によって FAE を分離した後に、4%
パラホルムアルデヒドによって固定、免疫組
織染色を行った。	
 
	
 
（４）Fluorescent	
 in	
 situ	
 hybridization	
 
QuantiGene	
 ViewRNA	
 Assays	
 (Affymetrix 社)
を用いて Gp2,	
 Tnfaip2,	
 Spib,	
 Ccl9,	
 Anxa5,	
 
Pglyrp2 のｍRNA 発現部位を検討した。各分
子 に 対 す る オ リ ゴ DNA プ ロ ー ブ は
Afflymetrix 社で合成したものを用いた。	
 
４．研究成果	
 



 

 

本研究によって得られた成果は以下のとお
りである。	
 
（１）	
 GP2 陽性細胞は機能的な M細胞である	
 
各 M細胞発現分子の FAE 上の分布を解析した
ところ、GP2 が陰窩から離れた濾胞頂上付近
で発現していることが明らかになった。対し
て Spib、Tnfaip2、Anxa5、Pglyrp2、Ccl9 は
陰窩の細胞増殖帯付近からの発現が認めら
れた。これらの分子については in	
 situ	
 
hybridization 法によってｍRNA の発現部位
が同一であることを確認している。	
 
	
 そこで、GP2 と Tnfaip2 による多重免疫染
色を行い、GP2 陽性 M 細胞（Tnfaip2 陽性、
GP2 陽性）と GP2 陰性（Tnfaip2 陽性、GP2 陰
性）細胞における、管腔内へと投与した蛍光
ラテックスビーズの取り込み効率を測定し
た（図 2）。その結果 GP2 陽性細胞は陰性細胞
に較べてラテックスビーズの取り込み効率
が高いことが明らかになった。GP2 の発現が
陰窩から離れた部位から生じることから考
えて、GP2 陽性細胞はより成熟の進んだ機能
的な M細胞であると考えられた。	
 

図 2	
 Tnfaip2 と GP2 による M 細胞の分類	
 
(上図)	
 FAE を GP2（赤）、Tnfaip2(緑)で染色
した。（下図）得られた画像から各細胞の蛍
光強度を計測し、散布図を作製した。図中の
ドットの一つ一つが細胞一つを示す。GP2 の
蛍光強度によって２つの細胞集団（GP2+、
GP2-）が存在する。	
 
	
 
（２）M細胞の成熟には転写因子 RelB の活性
化必須である。	
 
腸管は細かく分類されており、マウス腸管で
は十二指腸、回腸、盲腸、結腸に集合リンパ
小節が認められる。パイエル板と呼ばれるの
は主に回腸の集合リンパ小節である。各部位
のリンパ濾胞から濾胞上皮を分離し、GP2、
Tnfaip2 によって同様に免疫組織染色を行い
GP2 陽性細胞の比率を解析した。	
 
	
 その結果、盲腸の集合リンパ小節では GP2

陽性細胞の割合が著しく低く、そして、管腔
内へと投与した蛍光ビーズの取り込み効率
もほとんど有していないことが明らかとな
った。	
 
	
 次に FAE 陰窩で発現する分子として RelB
に着目した。RelB は核内で機能する転写因子
である。盲腸と回腸集合リンパ小節を用いて、
M 細胞で発現する転写因子 Spib と RelB の発
現を図２と同様に解析した。その結果、回腸
では SpiB を発現する M細胞の全てが RelB を
発現していたのに対して、盲腸ではその値は
およそ５０％程度であった。両者とも陰窩で
は RelB の発現が認められたが、盲腸 FAE で
は RelB は発現しておらず、盲腸では成熟段
階での RelB の活性が低下することで、GP2 陽
性細胞の出現が起こらないと想定された。	
 
	
 

図３	
 ホールマウント染色による SpiB 陽性 M
細胞における RelB 核移行の解析	
 
SpiB、RelB 抗体を用いて各濾胞上皮を染色後
ここでは細胞核を DAPI によって染色し、DAPI
陽性の核における SpiB、RelB の蛍光強度を
測定した。	
 
	
 
	
 マウスでは盲腸は摂取した食物の発酵器
官として働く。そのため常在菌が最も多く存
在している。GP2 陽性細胞が少なく、管腔内
物質の摂取を制限するとで、過剰な免疫応答
が起こらないように制御されているものと
想定される。	
 
	
 本研究によって M細胞の成熟機構を可視化
することに成功した。これにより、消化器官
の各部位で M細胞の機能が調節されているこ
とが明らかになった。粘膜免疫の調節として
はリンパ球が主に制御していると考えられ
ていた。本研究成果によって抗原の入り口と
しての濾胞上皮において、M 細胞の活性制御
が抗原取り込み量を調節することで粘膜免
疫応答している可能性が示唆される。	
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