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研究成果の概要（和文）：①Ｍ細胞分化にはNFkBの古典的・非古典的両経路が関与すること、転写因子SpiBはＭ
細胞の分化に必要だが十分ではないこと等を明らかにした。
②Ｍ細胞上に発現するUmodという分子が乳酸桿菌の取り込み受容体として機能することを明らかにし、またＭ細
胞の分化を誘導したエンテロイドの2次元単層培養系を確立し、Ｍ細胞へのビースの取り込みを確認した。
③無抗原マウスを樹立し、無抗原マウスでは無菌マウスよりさらに著しいIgAの低下に伴い、パイエル板のB細胞
数も大幅に減少し、B細胞から抗体産生形質細胞への分化に重要な胚中心の発達もほとんど認められないことを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have found that both NFkB canonical and noncanonical pathways are 
required, and that the transcription factor SpiB is necessary but not sufficient, for M-cell 
differentiation .
We found that M cell-specific surface molecule Umod acts as an uptake receptor for Lactobacillus 
acidophilus expressing SlpA.  We also established the monolayer culture of enteroids with M-cell 
induction.
We have established “antigen-free” mice colony and found that fecal IgA was profoundly decreased 
in these mice, concomitant with marked reduction in the number of Pyer’s patch B cells and germinal
 center formation.

研究分野： 腸管免疫学

キーワード： 腸管免疫系　腸管関連リンパ組織　M細胞　濾胞関連上皮　RANKL　NF-kB　IL-22　食物抗原
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、Ｍ細胞の分化や機能の基礎研究であるが、その成果はM細胞を介する経粘膜感染症・食物アレルギー
の効果的なワクチン送達法の開発といった医学研究・応用研究へと発展する可能性がある。したがって最終的に
は、Ｍ細胞を標的とする新たな粘膜ワクチン開発や、食物アレルギーに対する特異的経口免疫寛容誘導などの臨
床応用へと繋がり、国民の健康にも貢献できると考えられることから、医療経済的、社会的にも意義深いと考え
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
体外環境との境界をなす消化管粘膜上皮は、100 兆個以上にも及ぶ腸内常在細菌叢や食物抗

原、さらには経口的に侵入する細菌やウイルスなどの大量の異物抗原に常に曝されている。消
化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、腸内の微生物や食餌
性高分子などの抗原に対する適切な免疫応答により、腸管免疫恒常性の維持に重要な役割を果
たしている。パイエル板を覆う濾胞上皮領域にはＭ細胞と呼ばれる特殊な上皮細胞が点在して
いる。Ｍ細胞はトランスサイトーシスという細胞内輸送系を発達させて微生物などの腸内抗原
を積極的に取り込み、濾胞上皮直下に存在する樹状細胞に受け渡すことにより、腸管免疫応答
の始動に主要な役割を担う。一方、こうしたＭ細胞の性質を逆手に取り、サルモネラや赤痢菌
などＭ細胞を介して体内に侵入・感染すると考えられてきた病原体も少なくないが、これが実
際にこれら病原体の感染に働くのか、あるいは逆に病原体に対する免疫応答に重要なのか、結
論は得られていない。この理由として、Ｍ細胞は絶対数が少なく特異的な表面マーカー分子も
無かったことから、従来の研究は光学顕微鏡や電子顕微鏡などを用いた形態学的解析に留まっ
ており、Ｍ細胞特異的な機能発現や細胞分化のメカニズムがほとんど解明されてこなかったこ
と、またＭ細胞を持たないマウスなどのモデル生物が存在しなかったことなどが挙げられる。 
そこで応募者は、Ｍ細胞を含む濾胞上皮領域と絨毛上皮領域を、実体顕微鏡観察下に分離回

収する方法を開発し、抽出した RNA を用いたマイクロアレイによる遺伝子発現プロファイル
解析とリアルタイム定量 PCR 法、in situ hybridization (ISH)法、免疫染色法を組み合わせること
で、世界に先駆けてＭ細胞特異的に発現する遺伝子群の同定に成功した（Hase et al., DNA Res., 
2005）。その後の解析から、GP2 という分子が哺乳類のＭ細胞に共通の特異的表面マーカーで
あり、大腸菌、サルモネラなど一部のグラム陰性桿菌の取り込み受容体として機能することを
世界に先駆けて明らかにした（Hase et al., Nature, 2009）（図１）。また、Ｍ細胞にはプリオン蛋
白質も強く発現しており（Nakato et al., DNA Res., 2009）、人獣共通感染症の原因菌であるブル
セラの取り込み受容体として機能すること（Nakato et al., J. Immunol., 2012）、さらには、ボツリ
ヌス毒素もＭ細胞を介して取り込まれること（Matsumura et al., Nat. Commun., 2015）を明らか
にしてきた。 

図 1 Ｍ細胞上に発現する
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に発現した GP2 による細菌取り込みの模式図。（Hase et al., Nature, 2009） 
 
 GP2、プリオン蛋白質は GPI アンカー蛋白質であるが、応募者は Umod、Msln などその他
のGPIアンカー蛋白質もM細胞上に強く発現していることを見出しており、予備実験の結果、
これらの GPI アンカー蛋白質がそれぞれ異なる腸内細菌群と結合することを示唆する結果も
得られている。したがって、これらが分子パターン認識受容体として種々の腸内細菌やウイル
スに対する免疫監視に重要な役割を果たしている可能性がある。 
 Ｍ細胞の分化に関しては、Emory 大学の Williams 博士らが、サイトカインである RANKL
の重要性について報告した（Knoop et al., J. Immunol., 2009）。応募者は Williams 博士との
共同研究で RANKL 投与によるマウス in vivo M 細胞分化誘導系を構築し、M 細胞分化に必須
の転写因子として Spi-B を同定した（Kanaya et al., Nat. Immunol., 2012）（図２）。しかし、
研究計画に詳述するように、応募者らのその後の研究から、Spi-B は M 細胞分化に必要である
が十分ではないことがわかっていた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では。応募者のこれまでの M 細胞研究成果に立脚し、M 細胞の分化と機能の

分子メカニズムについてさらに詳細に検討を加えた。具体的には、エンテロイド培養系（ex 
vivo/in vitro）（詳細は研究計画に記載）およびマウス個体レベル（in vivo）での解析から、M
細胞分化における Spi-B 以外の因子の同定とその詳細な分子メカニズムの解析、M 細胞の機能
に関する研究、ならびに M 細胞の分化・機能における微生物・食餌性抗原の役割に関する解析
を行った。 
 
３．研究の方法 
(１)Ｍ細胞分化の分子メカニズムの研究 



 RANKL の下流では NF-B 経路が働いていることが知られている。NF-κB には古典的経路と
非古典的経路が存在する。応募者らの検討の結果、古典的経路のシグナル伝達に必須の TRAF6
遺伝子欠損マウスでは M 細胞は存在しないことがわかった。一方、非古典的経路の NIK ある
いは RelB 欠損マウスではパイエル板自体が形成されないため、マウス個体レベルでは M 細胞
の分化への影響を検証できない。そこで、腸管上皮幹細胞を含むクリプトを回収し、R-spondin1、
EGF、Noggin という液性因子存在下にマトリゲル中で培養することで、吸収上皮細胞や杯細胞、
パネート細胞などの腸管上皮細胞系列の分化を試験管内で再現できるエンテロイド培養系（図
3）に RANKL を添加し in vitro で M 細胞分化を誘導する系を構築して検討した結果、野生型の
マウスから作成したエンテロイドでは RANKL により M 細胞が効率よく誘導されるのに対し、
NIK あるいは RelB 欠損マウスのエンテロイドでは RANKL を投与しても M 細胞の分化は認め
られなかったことから（未発表）M 細胞の誘導には古典的経路・非古典的経路の両方が必要な
ことが示唆される。（図３）。さらにエンテロイドの RANKL 刺激によって Spi-B の発現が誘導
されるとともにＭ細胞が分化してくるが、エンテロイドにウイルスベクターで Spi-B を強制発
現させるだけではＭ細胞の分化誘導には不十分であることもわかった。 
そこで、ウイルスベクターで TRAF6, p50/p60 (RelA), NIK, p52/RelB などをエンテロイドに単

独あるいは複数同時に強制発現させることにより、RANKL による Spi-B の発現に古典的経路、
非古典的経路のどちらか一方、あるいは両方が必要なのかを検討した。 

 
(２)Ｍ細胞の機能に関する研究 
Umod の乳酸桿菌のＭ細胞受容体としての可能性の検討：応募者らはＭ細胞表面に発現する GPI
アンカー蛋白質が腸内細菌受容体として重要であるという知見を報告してきたが、そのひとつ
であるUmodが乳酸桿菌の受容体としてM細胞への菌の取り込みに働く可能性を示唆する予備
的結果を得た。そこで、リコンビナントUmod蛋白質を用いた乳酸桿菌との in vitro結合実験や、
乳酸桿菌のマウス（野生型および Umod 欠損マウス；Umod 欠損マウスは米国との共同研究で
入手済み）への経口投与、あるいは麻酔下でのマウス腸管内への直接投与（腸管ループ法）を
用いて、乳酸桿菌のＭ細胞への特異的取り込みを検討した。 
エンテロイドを用いたＭ細胞培養系の確立：Ｍ細胞の研究の中でもとりわけ抗原取り込みやト
ランスサイトーシスの詳細などの分子・細胞レベルでの研究には、in vitro 培養系が重要な役割
を果たすが、これまで再現性・信頼性のあるＭ細胞の培養系は確立されていなかった。そこで、
エンテロイドを trypsin/EDTA 処理後にトランズウェル・フィルターメンブレン上で再培養する
ことにより上皮細胞の単層培養に成功し、さらに液性因子を培養液から除去し RANKL 刺激を
加えることでＭ細胞の分化が誘導されることを確認した。しかし、このエンテロイド単層培養
系における M 細胞誘導はまだ効率が悪く、かつ成功の確率も 50％程度であり、初年度は至適
条件を探るために trypsin/EDTA 処理条件、１ウェル当りの細胞数、液性因子を抜くタイミング
や RANKL 添加のタイミングと添加量、添加の回数などの条件検討を行い、エンテロイド単層
培養の最適化を図った。 
(３)Ｍ細胞の分化・機能に及ぼす腸内細菌・食物抗原の影響の研究 
食物抗原がＭ細胞に及ぼす影響はこれまで調べられていない。そこで、腸内細菌を有する SPF

マウス、腸内や皮膚の常在菌を全く有さない無菌マウス、さらに、無菌マウスをアミノ酸やビ
タミンなどの成分栄養で飼育することで、蛋白質などの食物抗原の影響も排除した無抗原マウ
スにおけるＭ細胞の比較検討を行った。無菌マウス飼育系は既に確立しているが、無抗原マウ
スの飼育系は保有しておらず、無抗原マウスを確立している韓国のグループを訪問しノウハウ
を修得した。具体的には、文献に基づき、また韓国グループのノウハウを基に各成分を混合し、
ろ過により無菌化した液体成分餌を SPF マウスあるいは無菌マウスに与えることで、無抗原マ
ウス飼育系を樹立した。得られた無抗原マウスを用いて、各種免役細胞や IgA 産生などの免疫
応答を測定した。 
 
４．研究成果 
(１)Ｍ細胞分化の分子メカニズムの研究 

M 細胞分化における Spi-B の役割については、腸管上皮幹細胞を ex vivo で培養することによ
り形成される腸管上皮オルガノイドへの Spi-B の強制発現系を用いて、Spi-B はＭ細胞の分化
に必要だが十分ではないことを示した。また、NF-kB の古典的経路・非古典的経路の必要性に
関しては、M 細胞の分化にはこの両方が必要であることを、古典的経路の最上流に位置する
Traf6 の腸管上皮特異的欠損マウスや、非古典的経路の NIK や RelB 欠損マウスから作製した
腸管上皮オルガノイドのＲANKL 刺激系を用いて明らかにした。腸管上皮オルガノイドに非古
典経路のNFkB2 を強制発現差させても Spi-B の発現は見られるがＭ細胞の最終分化誘導には至
らないことから、非古典経路のみではＭ細胞の分化には不十分であり、古典経路の活性化によ
り発現する未知の転写因が Spi-B と協働することが必要であると考えられる（Kanaya et al., J. 
Exp. Med. 2018）。さらに、離乳後間もない若齢マウスでは、Sox8 が M 細胞の成熟および迅
速な IgA 応答に必須なことも示した（Kimura et al., J. Exp. Med. 2019）。 
Ｍ細胞を有する濾胞関連上皮は絨毛上皮と異なり、粘液産生する杯細胞やその粘液産生が少

なく、また上皮細胞からの Reg3などの抗菌ペプチドの分泌が少ないなど、腸内細菌が近づき
やすいような性質を有している。Th17 細胞や自然免疫細胞のひとつ ILC3 から分泌される



IL-22 が上皮細胞上の IL-22 受容体に作用すると、粘液の構成成分である Muc3 や抗菌ペプチ
ド Reg3の発現が上昇する。我々は、パイエル板の CD11b+CD8-樹状細胞が IL-22BP を分泌
し、IL-22 と IL-22 受容体との結合に拮抗することで、濾胞関連上皮では IL-22 シグナルが入
らず、その結果粘液や抗菌ペプチドの産生を抑えることで、腸内細菌取り込みに適した濾胞関
連上皮に特徴的な性質を持つようになることを明らかにした（Jinnohara et al., J. Exp. Med. 
2017）。 
 
(２)Ｍ細胞の機能に関する研究 
Ｍ細胞の機能に関しては、腸管上皮細胞の中でＭ細胞上に特異的に発現する Umod という

GPI アンカー型タンパク質が、Lactobacillus acidophilus の表層タンパク質である SlpA との
相互作用によりその取り込み受容体として機能することを、リコンビナントタンパク質を用い
た in vitro結合実験ならびにマウスの in vivo腸管ループアッセイを用いて示した（Yanagihara 
et al., Int. Immunol, 2017）。 
また、鼻咽喉頭部のリンパ組織粘膜にも M 細胞が存在し、この部位で抗原感作された B 細

胞が「粘膜免疫循環帰巣経路」により腸管粘膜固有層に移行して IgA 産生細胞となり、抗原特
異的 IgA を産生することで、感染防御に寄与することを示した（Date et al., Int. Immunol. 
2017）。 
エンテロイドを用いたＭ細胞の抗原取り込みの分子機構についても、エンテロイドの

RANKL 刺激により M 細胞を誘導しトランズウェル上で 2次元単層培養することで、エンテロ
イド由来の M 細胞がビーズを効率的に取り込むことを明らかにしており、今後この手法により
M 細胞の抗原取り込みの分子機構の解明を進めたい。 
 
(３)Ｍ細胞の分化・機能に及ぼす腸内細菌・食物抗原の影響の研究 
 Ｍ細胞やパイエル板の分化・機能における、食物抗原の影響は調べられていない。食物抗原
の影響を調べるには、高分子蛋白質の代わりに各種アミノ酸を配合し、さらにビタミンや脂質
などの栄養成分を添加した、いわゆる「無抗原餌」を与えることで、食物抗原の影響を排除し
た「無抗原マウス」を用いる必要がある。無抗原マウスは飼育が難しく、世界的にもあまり確
立されていなかったが、無抗原マウスの飼育・繁殖に成功し論文を出している韓国のグループ
との共同研究により昨年度韓国を訪問･見学し、そのノウハウを習得し、無抗原マウス系を昨年
度に樹立した。無菌マウスでは SPF マウスと比較して、腸管免疫系の機能に重要な免疫グロブ
リンである IgA の糞便内濃度が低下するが、無菌・無抗原マウスではさらに著しい IgA の低下
が認められた。また、無菌マウス、無菌・無抗原マウスとも、腸管免疫の誘導組織として重要
なパイエル板の数は SPF マウスと不変であるが、その大きさは、無菌マウスでは SPF マウスと
遜色ないのに対し,無菌・無抗原マウスでは顕著に小さくなっていた。それに伴い、パイエル板
の B 細胞数も無菌・無抗原マウスでは大幅に減少し、B 細胞から抗体産生形質細胞への分化に
重要な胚中心の発達も無菌・無抗原マウスではほとんど認められなかった（論文投稿中）。 
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