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研究成果の概要（和文）：Spi-B欠損マウスの解析から、シグナル分子RANKLによる未分化腸管上皮細胞の刺激が転写因
子Spi-Bの発言を誘導すること、及びSpi－Bの発現がM細胞のぶんかに必須であることを明らかにした。また、RANKLの
下流で働くNFκB経路は、古典的経路、非古典的経路ともにM細胞分化に必要なことを明らかにした。
さらに、最終分化したM細胞は小腸パイエル板のリンパ濾胞と比較して盲腸のリンパ濾胞には少なく、この違いは、非
古典的経路のシグナル分子のひとつであるRelBの発現が、パイエル板では多く、それと比較して盲腸リンパ濾胞では少
ないことに起因することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Analysis of Spi-B KO mice have revealed that RANKL-signaling in immature 
intestinal epithelial cells induces the expression of Spi-B transcription factor, which is prerequisite 
for subsequent M-cell differentiation. We have further elucidated that both canonical and non-canonical 
NFκB pathways downstream of RANKL-RANKL signaling is required for M-cell differentiation.
We have also shown that terminally differentiated M cells are fewer in cecal patches compared to Peyer’s 
patched, and that this is due to the lower expression of RelB, a molecule of the non-canonical NFκB 
pathway, in cecal patches than in Peyer’s patches.

研究分野： 医学
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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消化管粘膜上皮
は、100 兆個にも及ぶ腸内常在細菌叢や食餌
性抗原、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 follicle-associated epithelium 
(FAE)と呼ばれる上皮領域にはM細胞という
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を含む
腸内抗原を積極的に取り込み、FAE 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。
我々はマイクロアレイ解析により、M 細胞
特異的に発現する遺伝子群の単離とその機
能解析を行い（文献１）、細菌とり込み受容
体として GP2（文献２）を報告してきた。 
 また、M 細胞の分化に関しては、上皮細
胞へのRANKLによる刺激が重要であるこ
とが報告されたが（文献３）、その詳細は明
らかではない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、遺伝子欠損マウスや、
マウス腸管上皮幹細胞の存在するクリプト
の in vitro 培養系（エンテロイド）を用いて、
M 細胞の分化ならびに機能の分子レベルで
の解析、特に個体レベルでの役割の解明を目
指した。 
 
３．研究の方法 
 マウスに RANKL を全身投与することに
より、小腸絨毛上皮から異所性にＭ細胞が
分化誘導されること、この際に、転写因子
Spi-B が強く誘導されることがわかった。
そこで M 細胞の分化における Spi-B の役割
を検討するために、Spi-B 欠損マウスにお
ける M 細胞の有無、ならびに M 細胞の機
能解析を行った。 
 RANK の下流で NFB 経路が働いている
ことが知られている。NFB には古典的経路
と非古典的経路が存在する。そこで、RANKL
刺激による M 細胞の分化においてこれらの
NFB 経路が重要であるか否かを検証するた
めに、古典的経路の TRAF6 遺伝子欠損マウ
スにおける M 細胞の分化を調べた。 
 一方、非古典的経路の NIK および RelB の
欠損マウスではパイエル板が形成されない
ため必然的に M 細胞も存在せず、マウス個体
レベルでは M 細胞の分化への影響を調べる
ことはできない。そこで、これらのマウス腸
管から、腸管上皮幹細胞を含むクリプトを回
収してマトリゲル中で培養してエンテロイ
ドを形成させ、そこに RANKL を投与するこ
とにより in vitro で M 細胞分化を誘導する系

を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 Spi-B 欠損マウスのパイエル板上皮を免疫
組織化学法にて観察した結果、Spi-B 欠損マ
ウスでは GP2 陽性の M 細胞が欠失している
ことが示唆された（図１）。これに一致して、
電子顕微鏡による観察でも M 細胞に特徴的
な微絨毛を持たず M 細胞ポケットを形成し
て樹状細胞などの免疫細胞を抱え込む像を
呈する細胞は見いだせなかった。このように
Spi－B 欠損マウスは M 細胞を持たないこと
が示唆された。 

 
 そこで次に、Spi-B 欠損マウスおよび野生
型マウスにＭ細胞から取り込まれるサルモ
ネラあるいはエルシニアを経口投与し、菌の
パイエル板への移行を調べたところ、両菌種
ともSpi-B欠損マウスではパイエル板への取
り込みが著しく低下していた（図２）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

さらに、サルモネラ経口投与後のサルモネラ
特異的 T 細胞応答を調べた結果、Spi-B 欠損
マウスでは、それらが著しく低下されていた。
したがって、Spi-B 欠損マウスでは正常な M
細胞の分化が傷害される結果として M 細胞
が欠落しており、そのために本来 M 細胞によ
って取り込まれるサルモネラなどの細菌に
対する粘膜免疫応答が障害されることがわ
かった。 
 また、われわれが見出した M 細胞特異的に
発現する細菌受容体 GP2 を標的とするワク
チン送達法に関しては、モデル抗原である
OVA と抗 GP2 抗体との融合分子を用いた免
疫反応において、より少量の OVA でマウス
に免疫寛容を誘導できることから、抗 GP2
抗体との融合タンパク質は、より効率的な経
口免疫や経口ワクチンのデザインに有効で



あることが示唆された。 
 腸管上皮特異的に GPI アンカータンパク
質を欠失する腸管上皮特異的 Pig-a 欠損マウ
スでは、C. rodentium 感染や DSS 腸炎に対
する感受性が高かったが、感染や炎症誘導前
の小腸・大腸上皮の遺伝子発現パターンは野
生型と大きな違いはなかった。 
 RANKL の下流で働く NFB 経路の Spi-B
の発現ならびに M 細胞分化における役割を
検討するために、まず古典的経路の TRAF6
遺伝子欠損マウスにおける M 細胞の分化を
調べたところ、SPI-B の発現もなく、また M
細胞は存在しなかった。また、IKK阻害剤
sc-514によってもM細胞の分化は抑制されて
いた。そこで、M 細胞の欠損が腸管免疫系に
与える影響を調べるために、腸管上皮特異的
TRAF6 欠損マウスにおいて、腸内細菌叢の組
成を次世代シーケンサーを用いたメタ16Sパ
イロシーケンス解析法により検討したとこ
ろ、当該欠損マウスでは野生型マウスとは腸
内細菌叢が異なることが明らかとなった（未
発表データ）。 
 次に、非古典的経路の NIK および RelB の
欠損マウス腸管から、腸管上皮幹細胞を含む
クリプトを回収してマトリゲル中で培養し
てエンテロイドを形成させ、そこに RANKL
を投与することにより in vitro で M 細胞分化
を誘導する系を用いて検討した結果、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 の欠損マウス
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。これらの結
果は、RANKL の下流で NFB の古典的経路な
らびに非古典的経路の両方が作用すること
でM細胞分化が誘導されることを示唆してい
る。 
 また、M 細胞の最終分化マーカーである
GP2 陽性の M 細胞は小腸パイエル板のリン
パ濾胞に多く、それと比較して盲腸のリンパ
濾胞には少ない。この違いは、非古典的経路
のシグナル分子のひとつである RelB の発現
が、パイエル板では多く、それと比較して盲
腸リンパ濾胞では少ないことに起因するこ
とを明らかにした。 
 さらに、致死率の非常に高い食中毒を起こ
すことで知られるボツリヌス菌のボツリヌ
ス神経毒素複合体が、M 細胞上の GP2 と結
合することにより、M 細胞を介して効率的に
体内に取り込まれることが、ボツリヌス毒素
による食中毒の分子メカニズムの一端を担
っていることを明らかにした。 
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