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研究成果の概要（和文）：粘膜免疫系の正常な機能には、免疫系細胞のみならず外部環境と接する上皮細胞による粘膜
抗原の認識と選択的輸送が必要不可欠である。その中心的な役割を担うのは、パイエル板上皮層に存在するmicrofold(
Ｍ)細胞である。本研究では粘膜面の宿主防御におけるＭ細胞の役割と微生物認識機構の解明を試みた。
粘膜感染症に対するＭ細胞欠損の影響を調べた結果、M細胞欠損マウスでは粘膜感染に対する抵抗性が減弱することが
判明した。自然免疫系には大きな異常は認められなかったが、適応免疫系の異常が観察された。これらの結果から、M
細胞は粘膜面における抗原特異的な免疫応答の発動に貢献していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It remains unknown whether M-dependent antigen uptake also contributes to 
cellular immunity against mucosal pathogens. Here we investigated the contribution of M cells to 
Th17-dependent cellular immunity. Wild type (WT) and M-cell-null mice were orally infected with 
Citrobacter rodentium. After the infection, M-cell-null mice developed more severe infectious colitis 
compared to WT mice, as evidenced by exacerbation of body weight loss and fecal clinical scores. 
Importantly, colonic Th17 cells were decreased in M-cell-null mice compared to WT mice at the early phase 
of infection. In contrast, under the physiological conditions, there was no significant difference in the 
number of colonic Th17 cells between the two groups. Collectively, these results suggested that 
M-cell-dependent antigen uptake plays a key role in the protection against C. rodentium infection by 
facilitating antigen-specific Th17 induction.
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１．	 研究開始当初の背景 
腸管粘膜は、食物に含まれる種々の微生

物や常在細菌に曝されている。これらの外

来抗原を絶えず監視し、免疫応答を適切に

誘導することは重要な生命維持機構の一つ

である。そのため腸管には多数のリンパ球

が集積しており、生体内で最大の免疫系を

構築している。その正常な機能には、免疫

系細胞のみならず外部環境と接する上皮細

胞による粘膜抗原の認識と選択的輸送が必

要不可欠である。その中心的な役割を担う

のは、パイエル板上皮層に存在する

microfold(Ｍ)細胞である。 
Ｍ細胞には、管腔側に存在する抗原を取

り込み、リンパ濾胞に面した側基底面に輸

送する抗原トランスサイトーシスと呼ばれ

る機構が発達している。Ｍ細胞の存在が確

認されたのは 1970 年代初頭であり、それ
以来数多くの研究報告がなされてきた。し

かしながら、そのほとんどは電子顕微鏡な

どを用いた形態学的解析に留まっており、

抗原トランスサイトーシスに関する分子メ

カニズムはほとんど分かっていなかった。 
Ｍ細胞は表面マーカーが未同定なこと

から濃縮が難しく、細胞生物学的解析は不

可能と考えられてきた。こうした状況のな

か、申請者は、独自の上皮剥離法を開発し、

パイエル板上皮のマイクロアレイ解析を初

めて実施し、上述の GP2を始めとする複数
のＭ細胞特異的マーカーを同定してきた。

M 細胞は様々な病原性細菌に侵入の門戸

を与える一方、それら病原に対する免疫応

答の発動にも重要とされており、結果的に

感染成立と防御のどちらに寄与しているの

かという根本的な疑問が残されている。 
 
２．	 研究の目的 

腸管は、免疫系を賦活して宿主防御を
行う場であるとともに、炎症を制御する場
でもある。その絶妙な仕組みについては断
片的にしか分かっていない。申請者の予備
的検討から、Ｍ細胞は『防御』と『制御』
の両方において重要な役目を果たす可能性
が示唆される。本研究では、分子（抗原取
り込み受容体）、個体（Ｍ細胞欠損マウス）、
生物間（宿主-微生物）相互作用という三つ
の階層において機能解析を行い、腸管免疫
系の恒常性維持における M 細胞の貢献を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
Ａ）単離M細胞のトランスクリプトーム解
析と新規抗原取り込み関連分子の同定 

FACS ソーティングにより純粋な M
細胞を単離し、RNA-Seq法によるトラン

スクリプトーム解析を実施することで、

Ｍ細胞特異的な遺伝子群の網羅的スクリ

ーニングを実施する。これらの分子群の

なかからM細胞の管腔側に発現する細胞
膜タンパク質を選択し、各種Ｍ細胞感染

菌との結合活性をスクリーニングする。 
Ｂ）感染と宿主応答における M 細胞の生

物学的重要性の検証 
急性および慢性経口感染モデルにおいて、
Ｍ細胞欠損マウスの表現型を解析する。M
細胞欠損マウス及び野生型マウスに赤痢
菌またはCitrobacter rodentiumを経口投
与し、感染に対する感受性を体重変化、糞
便 cfu、糞便クリニカルスコアの点から比
較した。加えて、大腸 HE染色、マクロフ
ァージの免疫染色および FACS 解析によ
り、大腸炎の重篤度を評価した。また、骨
髄系免疫細胞における転写因子欠損の影
響を除くため、骨髄キメラマウスを作製し
て同様の評価を行った。さらに、qPCR法
を用いて感染マウスの脾臓における 16S
遺伝子を検出し、細菌の体内移行を観察し
た。 
	
４．研究成果	

FACS ソーティングにより純粋なＭ細胞

を単離し、Ｍ細胞の機能や分化を司る遺伝

子群の網羅的スクリーニングを実施した。

上皮細胞はリンパ球に比較して、生細胞と

して FACS ソーティングを行うことが技術

的に難しい。上皮の大部分は細胞調製中や

ソーティング中に死滅してしまう。そのた

め申請者はこれまでに最適な細胞調製法と

ソーティング条件について十分に検討を重

ね、上皮細胞に対するダメージを最小限に

してソーティングする技術を確立した。さ

らに Gp2遺伝子の下流に Venus遺伝子をノ

ックインしたＭ細胞レポーターマウスを作

出した。本マウスからM細胞を単離し、ト
ランスクリプトーム解析を実施した。これ

よりM細胞特異的遺伝子群を同定した。現
在、CRISPR/Cas9 システムを用いて、こ
れらの遺伝子を欠損するマウスを作出した。 
感染と宿主応答における M 細胞の生物

学的重要性の検証するために、Ｍ細胞欠損

マウスを用いて経粘膜感染実験を行った。 
M細胞欠損マウスに、急性感染モデルと

して赤痢菌を経口感染させたところ、やせ

型と比べて感染菌の数に大きな変化はみら

れなかった。 
一方、C. rodentium感染では、M細胞

欠損マウスにおいて野生型マウスと比べて、

感染 16 日目において重篤な大腸炎症状が
認められた。さらに骨髄キメラマウスを用

いた結果から、成熟 M 細胞の欠損が C. 



 

 

rodentium感染に対して冗長性の炎症を引
き起こす原因となっていることを強く示唆

している。加えて、M細胞欠損マウスでは
感染 7日目において脾臓が腫脹し、細菌の
体内移行が増加した。つまり、M細胞の欠
損は感染時における腸管のバリア機能の低

下を引き起こした。以上より、M細胞は腸
管粘膜のバリア機能を高め、感染性炎症の

冗長を防ぐ役割を担っていることが推測さ

れる。 
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