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「M 細胞の免疫生物学的解明とそれを標的とする粘膜ワクチンの開発」 

 

１．研究実施の概要 

(1) パイエル板 M 細胞特異的抗原ならびに関連遺伝子の同定・分離し M 細胞免疫生物学的

特徴の解明 

パイエル板や鼻咽頭関連リンパ組織（NALT）に抗原取り込み細胞として存在する M

細胞の特異的抗原分子をモノクローナル抗体・プロテーオーム解析法により同定する研

究を進めてきた。この過程で樹立した、M 細胞特異的候補抗体群に結合させた抗原につ

いて、M 細胞への特異的取り込み能や免疫応答等の機能解析の検討も進めている。また

DNA マイクロアレイ法及び in situ hybridyzation 法による包括的遺伝子発現比較並びに

既存・新規作製蛋白抗体による免疫染色法により M 細胞特異的分子候補群の中から M

細胞特異的分子の同定も進んでいる。 

(2) NALT 関連 CD3-CD4+CD45+細胞を中心とした M 細胞誘導メカニズムの解明 

我々は NALT において、組織形成誘導細胞である CD3-CD4+CD45+細胞(NALTi)がパイ

エル板 CD3-CD4+CD45+細胞(PPi)とは全く異なる LT 非依存性に組織形成プログラム制

御が行われていることを明らかにした。本年度は最近注目されているいくつかのリンパ

組織形成関連ケモカイン遺伝子欠損マウスを用いて M 細胞発達過程も含めた NALT 組

織形成における役割について検討した。さらに NALTi 細胞と PPi 細胞両者間の特徴的

違いについても分子・細胞レベルで明らかにしている。これらの研究に平行して我々は

NALT 形成過程における M 細胞発達・分化メカニズムについて解析を行なっている。 

 

２．研究実施内容 

(1) パイエル板 M 細胞特異的抗原ならびに関連遺伝子の同定・分離し M 細胞免疫生物学的

特徴の解明 

研究目的 

パイエル板に存在する抗原取り込み能を有する M 細胞の標的型粘膜ワクチン

開発のための基盤研究として、モノクローナル抗体・プロテオーム解析手法もし

くは分子生物学的手法を用いて M 細胞特異的分子の同定・機能解析を行う。 



研究方法 

定法に従い、マウスパイエル板Ｍ細胞に対するハイブリドーマを樹立し、免疫

組織学的スクリーニングを行い、M 細胞特異的抗体の産生株を選定した。免疫電

子顕微鏡解析を行うことにより、M 細胞に対する特異性を、形態学的に評価した。

また本抗体を用いて免疫沈降した後、LC-MS/MS を用いたプロテオーム解析を行

うことにより M 細胞特異的抗原分子の同定を試みた。さらには、本抗体とワクチ

ン抗原分子を化学的に結合させた経口ワクチンを作製し、マウスに経口投与する

ことにより、M 細胞への効果的なデリバリーを可能とする M 細胞標的型粘膜ワ

クチン開発への研究を推進する。 

加えて、UEA-1 レクチンの特異性を利用し、生体組織（マウスパイエル板）から

UEA-1+細胞画分を M 細胞としてセルソーターシステムによって分離・精製し、

調製した M 細胞画分、上皮細胞画分、CD45+細胞画分を用いて DNA マイクロアレ

イ法及び in situ hybridyzation 法による包括的発現遺伝子比較並びに既存・新規作

製蛋白抗体による免疫染色法等用いて M 細胞特異的分子の同定を行う。 

 

研究結果 

作製した約 1000 種のハイブリドーマクローンを免疫組織学的にスクリーニン

グした結果、1 株がパイエル板 M 細胞に特異的に反応し、免疫電子顕微鏡解析に

おいても、本抗体は、微絨毛が粗で、ポケット構造を有している典型的な M 細胞

に特異性を示した。また、プロテオーム解析の結果、本抗体特殊糖鎖を認識して

いることが示された。現在本抗体とワクチン抗原分子を化学的に結合させた経口

ワクチンを作製し、マウスに経口投与することにより、M 細胞への効果的なデリ

バリーを可能とする M 細胞標的型粘膜ワクチン開発への研究を推進している。 

 

DNA アレイ法による包括的発現遺伝子比較の結果、M 細胞に特異的あるいは有

意に発現している遺伝子として約 100 個の遺伝子が候補に挙げられた。この全て

の遺伝子について in situハイブリダイゼーションとUEA-1を用いた二重染色を行

い、そのほとんどが M 細胞に発現していることを認めた。さらに、その特異性に

ついては我々が新規作製した M 細胞特異的抗体でも確認している。その中には新

たな M 細胞特異的遺伝子として同定され分子も含まれていた。このなかのいくつ

かに関した既存・合成分子に対する抗体を作製、免疫組織染色によりそのタンパ

ク発現についても M 細胞特異的であることを確認した。 

 

(2) NALT 関連 CD3-CD4+CD45+細胞を中心とした M 細胞誘導メカニズムの解明 

研究目的 

NALT は、組織形成誘導細胞である CD3-CD4+CD45+細胞(NALTi)がパイエル板



CD3-CD4+CD45+細胞(PPi)とは全く異なる LT 非依存性に組織形成プログラム制御

が行われていることを我々は明らかにしてきたが、本研究では NALT 形成におけ

る NALTi の役割と M 細胞発達への関与について検討する。 

 

研究方法 

  最近リンパ組織形成関して注目されているケモカインのうち、とくに CXCL13, 

CCL19, CCL21 は二次リンパ組織の初期形成や構造維持に必須である。これらのケ

モカイン遺伝子欠損マウスを用いて M 細胞発達過程も含めた NALT 組織形成にお

ける CXCL13, CCL19, CCL21 の役割について検討した。 

 

研究結果 

CXCL13 欠損マウスを用いた解析によると胎生期の腸管には CD3-CD4+CD45+細胞

の集積を認めず、その結果、パイエル板は形成されなかった。ところが CXCL13 欠損

マウスのNALT原基にはCD3-CD4+CD45+細胞の集積が確認された。CCL19及びCCL21

の発現不全マウスである plt マウスの NALT 原基にはコントロールマウスと同等の

CD3-CD4+CD45+細胞の集積を認めた。ケモカイン群 CXCL13、CCL19、CCL21 は恒常

的に二次リンパ組織で産生が認められ、リンパ組織構築の成熟化に重要な役割を果た

している。そこで我々は NALT 組織構築への関与について検討した。CXCL13 欠損マ

ウスでは特に B 細胞の遊走が阻害されており、B 細胞領域がほとんど認められなかっ

た。コレラトキシンを用いた経鼻免疫によりコントロールマウスの NALT には胚中心

が形成されるが、CXCL13 欠損マウスの NALT には胚中心は認められなかった。一方

で pltマウスの NALT は T 細胞領域の形成不全を認めた。これらの結果をふまえて、

これら組織形成関連ケモカインの M 細胞発達関与についての実験が進められている。

以上の結果からこれらのケモカインはパイエル板と比較して NALT 初期形成に関与

しないことが明かとなったが、M 細胞の発達に関与するかは興味ある課題であり、今

後その検討を進めていく。一方で、胚中心形成や T/B 細胞領域など NALT 組織構築の

成熟化には CXCL13、CCL19、CCL21 が必須であることが明らかとなった。 

 

３．研究実施体制 

①研究分担グループ長：清野 宏（東京大学医科学研究所、教授） 

②研究項目： 

清野 宏（東大・教授） 研究代表者として本研究計画で提案したプロジ

ェクト全ての局面に関与し、総括的責任を果たす。 

幸 義和（東大・助手） パイエル板M細胞特異的膜抗原ならびに関連遺

伝子の同定とＭ細胞標的粘膜ワクチンへ向けて

の基礎研究を担当する。 



寺原 和孝（東大・ポスドク） Ｍ細胞特異的遺伝子の同定と分離を担当し、M

細胞遺伝子欠損マウスの作成を担当する。 

野地 智法（東大・ポスドク） マウス由来 M 細胞特異的 mAb 抗体ならびにそ

の抗原同定と解析を担当する。 

国澤 純（東大・助手）    温度感受性ＳＶ４０Ｔ抗原発現トランスジェニ

ックマウスＭ細胞株の樹立及びその特異的遺伝

子の同定と分離を担当する。 

五十嵐 脩（東大・技官） M 細胞特異的抗原・受容体のリガンド分子の探

索を担当する。 

福山 聡（東大・ポスドク） NALT 組織形成統御サイトカイン探索プロジェ

クトを担当し、NALT 関連 CD3-CD4+CD45+細胞

を中心としたM細胞誘導メカニズムの解明を担

当する。 

廣井 隆親（東大・助手） 福山らと連携し、NALT・M 細胞プロジェクトに

参加する。特に NALT 形成モデルを駆使して

NALT 免疫システムのユニーク性と M 細胞発達

への関与を検討する。 

黒 河 志 保（東大・実験補佐） 五十嵐、野地と連携し、M 細胞受容体のリガン

ド分子の探索と mAb 抗作製を担当する。  

森 昌子(東大・実験補佐) 寺原と連携し、Ｍ細胞特異的遺伝子の同定と分

離を担当する。 

佐藤美恵子（東大・実験補佐） 本プロジェクトの動物の管理を担当する。 

冨田 詠子（東大・実験補佐） 国立と連携し、本プロジェクトに関するデータ

管理、試薬管理を担当する。 

松村 亜紀子（東大・実験補佐）  野地と連携し、M 細胞受容体のリガンド分子の

探索と抗体産を担当する。 

清水 未来（東大・実験補佐） 國澤と連携し、M 細胞株特異的遺伝子の同定を

担当する。 

目島 未央（東大・実験補佐） 幸と連携し、M 細胞標的ワクチンの開発を担当

する。 

向井 千文（東大・事務補佐） 事務を執り行う。 
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（２） 特許出願 

H17 年度出願件数：0 件（CREST 研究期間累積件数：3 件） 
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