
上原記念生命科学財団研究報告集, 35（2021） 

 
 

23. 腸内細菌に対する免疫応答に重要なM 細胞の総合的理解 

大野 博司 
理化学研究所 生命医科学研究センター 粘膜システム研究チーム 

Key words：M細胞，パイエル板，Rab32，リソソーム関連オルガネラ，オルガノイド 

緒緒  言言  

 
腸内には非常に多くの腸内共生細菌が常在している。一方で、食物の摂取に伴い腸管には病原性細菌やウイルスなど

身体にとって有害な病原体が侵入してくる可能性もある。このように腸管粘膜は多くの抗原に曝されていることから腸

管にはこれらの抗原を監視し、適切な免疫応答を発動させて腸管から排除しなければならない。そのため腸管にはパイ

エル板をはじめとする腸管関連リンパ組織が発達し、腸管における免疫応答の誘導において中心的な役割を担っている。

パイエル板の粘膜面を覆う濾胞随伴上皮細胞層（follicle-associated epithelium：FAE）には抗原の取り込みと輸送に特

化した上皮細胞であるM細胞が分布している。M細胞は腸管内の抗原を捕捉して取り込み、トランスサイトーシスと

呼ばれる細胞内輸送系によって抗原をパイエル板の樹状細胞に受け渡す。この結果抗原に対する免疫応答が誘導される

ことから、M細胞は腸管免疫応答の開始点であるといえる。 
これまでに筆者はM細胞にGP2をはじめとする分子が発現することを見出し、これらが特定の細菌の取り込み受容

体として機能することを明らかにした［1］。他にも様々な分子が M 細胞に発現することが見出されているが、その  

殆どが M 細胞の機能と結びつけられておらず、特にトランスサイトーシスに関わる分子は全く同定されていない。  

そこで筆者は M 細胞のトランスサイトーシスの仕組みを明らかにするため、細胞内の小胞輸送を制御する低分子量 G
タンパク質であるRabファミリーに着目した。M 細胞が分布するFAEとM細胞が分布しない絨毛上皮との遺伝子発

現を比較解析したデータセットにおいて、Rab ファミリー低分子量 G タンパク質をコードする遺伝子の発現量を調べ

たところ、Rab32 が FAE において高発現することが見出された。本研究では Rab32 の M 細胞における Rab32 の  

発現解析を行った。 
 

方方  法法  

 
11．．MM細細胞胞ののRRNNAA--sseeqquueennccee解解析析  
小腸遠位部に分布するパイエル板を採取し、30 mM EDTAで15分処理した後、26Gの注射針を用いてFAEを単離

した［2］。FAEからRNA抽出後、illumina社のTruSeq RNA library Prep Kit v2でライブラリーを調製し、HiSeq1500
（50-bp single-end）でシークエンス解析を行った。得られたシークエンスデータをSTARによってゲノムへマッピン

グを行い、featureCounts でカウント値を算出した。カウント値をDESeq2 パッケージで正規化した後、FAE に高発

現する遺伝子を抽出した。 
22．．RRaabb3322のの発発現現解解析析  
単離したFAEを lysis bufferに懸濁し15分間氷上で静置したのち遠心し、上清を回収することで細胞質タンパク質

画分（cell lysate）を精製した。この cell lysateをサンプルとして抗Rab32抗体を用いたwestern blottingを行った。

また、M 細胞における Rab32 の発現様式を解析するため抗 Rab32 抗体を用いてパイエル板組織のホールマウント  

免疫染色およびパイエル板組織切片の免疫染色を行った。 
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33．．小小腸腸オオルルガガノノイイドドのの作作製製ととオオルルガガノノイイドドににおおけけるるMM細細胞胞分分化化誘誘導導  
小腸の近位部および遠位部を採取してPBSで洗浄後、粘膜面の絨毛をスライドグラスで除去する。再度PBSで洗浄

後、4℃に保った状態で2 mM EDTA/PBS中で30分間ゆっくり転倒混和する。50 mL tubeへ移し、激しくシェイク

することで小腸陰窩（クリプト）を単離し、マトリジェルに埋め込み既報に従い培養してオルガノイドを作製した［3］。
作製したオルガノイドにRANKLを添加し、M細胞を誘導した。 
 

結結  果果  

  

11．． RRaabb3322ははFFAAEEににおおいいてて高高発発現現すするる  
FAEと絨毛上皮（villous epithelium：VE）の遺伝子発現をRNA-sequence によって比較解析した。FAEサンプル

において既知のM細胞マーカー遺伝子の発現が高いことが確認された（図1）。このデータセットにおいてRabファミ

リーの遺伝子発現を解析したところ、Rab31、Rab32 および Rab42 が FAE において高発現することが明らかとなっ

た。Rab32は他の研究グループの報告においてもM細胞で高発現する可能性が示されている［4］。これらのことを踏

まえて本研究では Rab32 に着目した。M 細胞における Rab32 のタンパク質レベルでの発現を評価するため、パイエ

ル板から単離したFAE をサンプルとしてwestern blotting を行ったところ、25 kDa 付近に明瞭なバンドが確認され

たことから、M細胞を含むFAEにおいてRab32がタンパク質レベルで発現することが示唆された（図2A）。 
 

 
図1．FAEのRNA-sequence解析 

A） パイエル板から採取したFAEとVEの遺伝子発現を解析し、Volcano plotに表した。縦

軸はDESeq2 による二群間比較の p-value を表し、横軸は発現量の違いの fold change
（FC）を表している。赤いプロットはp＜10－６、FC＞2を示す。また、既知のM細胞

マーカー遺伝子をラベルした。 
B） AのVolcano plotからRabファミリーおよびそのパートナー遺伝子を抽出した。赤いプ

ロットはp＜10－２、FC＞1を示す。 
 
22．． MM細細胞胞ははRRaabb3322をを発発現現すするる  

FAEにおけるRab32タンパク質の発現様式をパイエル板のホールマウント免疫染色によって観察したところ、GP2
を発現する成熟M細胞においてRab32が発現することが確認された（図2B）。Rab32の発現はGP2を発現していな

い細胞においても発現することが確認されたことから、Rab32は成熟前のM細胞においても発現することが示唆され

た。M細胞分化に必須である転写因子Spi-B欠損マウスのFAEにおいてもRab32-mRNAの発現は観察されたことか

ら、Rab32はSpi-Bの標的遺伝子では無いことが明らかとなった（図2C）。 
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図2．FAEおよびM細胞におけるRab32の発現解析 
A） パイエル板から採取したFAE とVE から cell lysate を調製し、抗Rab32 抗体によるwestern 

blottingを行った。内部標準としてbeta-actinのblottingを行った。 
B） パイエル板を採取し、抗GP2抗体（青）および抗Rab32抗体（緑）によるホールマウント免疫

染色を行った。（スケールバー：20μm） 
C） Spi-B欠損マウス（Spib遺伝子を腸管上皮細胞特定機に欠損するマウス: SpibΔIEC）およびコン

トロールマウス（Spib F／F）からFAEとVEを採取し、Rab32のmRNAを定量した。 
 

33．．RRaabb3322ははMM細細胞胞ののリリソソソソーームム関関連連オオルルガガネネララにに局局在在すするる  
Rab32 の M 細胞内における局在を調べるため、パイエル板組織切片の免疫染色を行った。Rab32 はメラノサイト、

マクロファージや樹状細胞においてリソソーム関連オルガネラ（lysosome-related organelle：LROs）に局在すること

が報告されている［5，6］。そこでRab32とリソソームおよびLROsのマーカーであるLamp1の細胞内局在を観察し

たところ、Rab32 は細胞の頂端側の小胞状のオルガネラに分布し、Lamp-1 が共局在することが明らかとなった   

（図3A）。リソソームが発達する樹状細胞においてもRab32のシグナルが検出されるが、M細胞のような小胞状のオ

ルガネラへの局在は観察されなかった。M 細胞にはリソソームが発達しないと考えられているため［7］、M 細胞にお

いて Rab32 は LROs に局在することが推測示唆された。なお小腸より作製したオルガノイドから誘導した M 細胞も

Rab32を発現することが確認された（図3B）。今後は in vivoおよび in vitroの試験系を組み合わせ、Rab32の細胞内

局在を詳細に明らかにする。 
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図3．M細胞におけるRab32の細胞内局在 

A） パイエル板の組織切片を抗Rab32抗体（緑）および抗Lamp-1抗体（赤）による

免疫染色を行った（スケールバー：5μm）。核の対比染色はDAPIで行った（白）。

破線はFAE を示し、矢印はM 細胞においてRab32 とLamp-1 が共局在する部

分を示す。 
B） オルガノイドを 3 日間 RANKL で刺激して M 細胞を誘導し、抗 Rab32 抗体に 

よるホールマウント免疫染色を行った（スケールバー：10μm）。核の対比染色は

DAPIで行った（青）。矢印はRab32タンパク質が多く見られる部分を示し、*は
リソソームを多く形成する樹状細胞を示す。 
 

考考  察察  

  

Rab32 はマクロファージや樹状細胞のLMO に局在し、Salmonella 属菌の感染に対する感受性の違いを規定する因

子であることが報告されている［8］。マウスにとってSalmonella Typhimurium の感染は致死的であるが、ヒトにお

いて腸チフスを引き起こすSalmonella Typhiの感染に対しては耐性を有する。Rab32は細胞内に感染したS. Typhiを
取り囲むように局在し、抗菌活性を有するLROsへS. Typhiを輸送すると考えられている。一方でS. Typhimurium
はRab32に取り囲まれることは無く、これはS. TyphimuriumがRab32を不活性型にするタンパク質SopD2および

分解するGtgEを発現するからであることが報告された［6，8］。本研究ではRab32がM細胞においてLROsを形成

することを示唆された。これまで M 細胞は取り込んだ細菌抗原をそのまま樹状細胞に受け渡すと考えられてきたが、

M細胞の細胞内において病原性細菌を排除する仕組みが備わっていることが推測された。 
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