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研究成果の概要（和文）：私たちの体を感染症やがんから守るT細胞は、胸腺にてつくられる。本研究では、胸
腺でのT細胞の生成を制御する胸腺上皮細胞に注目し、その分化のしくみと機能を明らかにすることをめざし
た。様々な遺伝子改変マウスを用いた解析の結果、未熟T細胞に発現する膜型RANKLが髄質上皮細胞の分化に必須
であることが明らかになった。また、日本人に高頻度に存在するPSMB11遺伝子多型によって皮質上皮細胞の機能
が損なわれ、T細胞の抗原認識が変化することが明らかになった。さらに、特殊なT細胞集団であるγδT細胞に
も着目し、γδT細胞の分化を制御する胸腺環境因子およびシグナル伝達分子を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：T cells develop in the thymus, where various stromal cells including thymic 
epithelial cells regulate development and repertoire selection of immature T cells.  Here, using a 
series of genetically modified mice, we studied the developmental mechanism and function of thymic 
epithelial cells.  Our results showed that membrane-bound RANKL expressed in immature T cells is 
required for the development of medullary thymic epithelial cells.  We also found that a PSMB11 gene
 polymorphism that is frequently found in the Japanese population impairs the function of cortical 
thymic epithelial cells and alters T cell repertoire in mice.  In addition, we identified stromal 
factors and signaling proteins that determine the fate of distinct subsets of gamma/delta T cells in
 the thymus.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
T細胞は私たちの免疫系の司令塔であり、その抗原認識能力がつくられるしくみを理解することは、感染防御や
がん免疫治療の観点から重要な課題である。本研究では、T細胞の抗原認識を決定づける胸腺微小環境のはたら
きについて研究し、胸腺上皮細胞の生成のしくみと機能の一端を明らかにした。特に、日本人に高頻度にみられ
る遺伝子変異がT細胞の抗原認識と自己免疫疾患リスクに影響を与えることを見出したことは、大きな成果とい
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 

	 T細胞の抗原認識の多様性と自己寛容（自己に反応しない性質）は胸腺での分化過程におい

て形成される。胸腺は、様々なストロマ細胞が三次元ネットワーク構造をとった微小環境をも

つ。胸腺内の空間は大まかに皮質と髄質に分けられ、それぞれの微小環境は主として、胸腺上

皮細胞（皮質上皮細胞（cTEC）と髄質上皮細胞（mTEC））によって形成されている。これら

の胸腺上皮細胞は骨髄由来の未熟 T細胞に分化シグナルを提供し、正の選択と負の選択によっ

て、多様性と自己寛容性をもつ T細胞レパトアをつくりだす。しかしながら、胸腺微小環境に

よる T細胞免疫システムの制御の全容は未だ理解されていない。例えば、cTECと mTECの分

化のもととなる共通前駆細胞の性質や、cTECへの分化を制御する細胞間シグナル分子は明ら

かになっていない。mTECの分化についても、髄質内に存在するリンパ球や他のストロマ細胞

との相互作用の実体を明らかにする必要がある。また、gdT細胞はabT細胞とは全く異なる機

構によって分化制御されるが、その抗原認識レパトアと機能分化を決定づける原理はわかって

いない。このような免疫システムのなりたちを制御する基礎的な分子機序や動作原理の理解は、

胸腺の再構築による免疫不全症や自己免疫疾患の治療といった未来の再生医療の実現に不可欠

であり、基盤的な研究課題として重要である。 

 

２．研究の目的 

	 本研究では、胸腺微小環境を構成するストロマ細胞群が T細胞免疫システムの多様性をつく

りだすしくみの全体像を理解することを目的とした。マウスをモデル動物として、胸腺上皮細

胞の分化系譜と機能の解明、T細胞レパトア形成の分子基盤についての研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) cTECと mTECの分化系譜の解明 

	 胸腺の皮質上皮細胞（cTEC）と髄質上皮細胞（mTEC）は、共通の胸腺上皮前駆細胞（pTEC）

から分化する。mTECへの分化はシグナル受容体 RANKによって制御されるが、内在性 RANK

を発現する TECの検出と単離は困難であった。そこで、RANKプロモーターに Cre-IRES-EGFP

を連結した BACトランスジェニックマウス（RANK-CIG）を作製し、胎仔期および成体期の胸

腺における GFP発現を解析した。また、RANK-CIGマウスと loxP-stop-loxP-tdTomatoマウスを

交配して fate-mappingマウスを作製し、成体期マウス胸腺を解析した。 

	 また、mTECの分化を制御するサイトカイン RANKLには膜結合型と分泌型が存在し、どち

らが mTEC制御に重要か不明であった。そこで、CRSIPR/Cas9ゲノム編集法を用いて、プロテ

アーゼ標的部位を欠失させることで分泌型 RANKLを欠損させたマウス（RANKL-DS）を作製

した。また、膜貫通領域を G-CSFシグナルペプチドに置換することで膜型 RANKLを欠損させ

たマウス（RANKL-DM）を作製した。さらに、RANKL発現細胞を特定するため、RANKL-flox

マウスと複数の Cre系統（Lck-Cre、CD4-Cre、Rorc-Cre、Twist2-Cre）を交配し、特定の細胞で

のみ RANKLを欠損するマウスを作製した。これらのマウスを用いて mTECの分化および胸腺

T細胞分化への影響を調べた。 

(2) cTECの分化と機能成熟の分子機構 

	 cTECの分化および機能に重要な遺伝子を探索するため、野生型マウスから cTECと mTEC

を単離し、DNAマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析を行った。その結果、cTECに高

発現する転写因子 Klf15を見出した。Klf15は脂肪細胞の機能調節に関わる転写因子として知ら



れているが、胸腺における機能は不明である。CRISPR/Cas9編集法を用いて、Klf15の第 1イ

ントロンと第 2イントロンに loxP配列を挿入した Klf15-floxマウスを作製した。これを

FoxN1-Creマウスと交配し、TEC特異的に Klf15を欠損する Klf15-conditional KO（CKO）マウ

スを作製し、表現型解析を行った。 

(3) abT細胞レパトア形成の分子基盤 

	 胸腺におけるabT細胞レパトアの制御を高精度に理解するため、特定の TCRb鎖を T前駆細

胞に発現するレトロジェニックマウスを作製し、T細胞に発現する TCRa鎖を非バイアス遺伝

子増幅と次世代シークエンシングによって定量的、網羅的に解析した。TCRa+/-マウスに

5-fluorouracil（150 mg/kg）を投与し、３日後に骨髄細胞を採取し、Sca1+細胞を単離して SCF、

IL-6、IL-3存在下で TCRbを発現させるレトロウイルスに感染させ、X線照射したホストマウ

スに移植した。移植後 35日後に胸腺細胞を回収し、EGFP+ Vb5+ CD4SPまたは CD8SP細胞を

ソーティングし、RNA抽出液（ISOGEN）に溶解した。RNA精製、cDNA増幅、次世代シーク

エンス解析は、Repertoire Genesis社に依頼した。興味深い変動を示した TCR配列については、

TCRa-P2A-TCRbを発現するレトロジェニックマウスを作製して胸腺細胞分化を解析した。 

(4) gdT細胞レパトア形成の分子基盤 

	 gdT細胞レパトア形成を制御する候補因子である Btn/Skintファミリー遺伝子群のうち、11個

の遺伝子を含む Skintファミリーに着目した。Skintファミリーの 11遺伝子は全て 4番染色体に

存在し、そのうち Skint1は Vg5Vd1 gdT細胞の分化に必要であることが報告されている。Skint

ファミリーの生理的意義を調べるため、CRISPR/Cas9法を用いて 11個の遺伝子を含む 2.3Mb

領域を欠失したマウスを作製した。	

	

４．研究成果	

(1) cTECと mTECの分化系譜の解明 

	 RANK-CIGマウスを用いて解析を行った。成体マウス胸腺での GFP発現は mTECにおいて

高く、cTECには検出されなかった。胎仔期には、未分化の胸腺上皮前駆細胞（pTEC）が全て

GFPを低レベルで発現していた。また、ヌードマウス胎仔胸腺の解析から、pTECにおける低

レベルの RANK発現は FoxN1依存的であることが示された。さらに fate-map解析により、成

体期の全ての mTECと cTECに RANKの発現履歴が検出された。これらの結果は、過去に報告

された cTEC特異的遺伝子b5tの fate-map解析の結果（Ohigashi et al, PNAS 2013）とよく似てい

た。従って、pTECは、cTECと mTECに特有の遺伝子群を一旦発現し、その後どちらかの細胞

系譜に特殊化して分化することがわかった。また、RANK-CIGマウスは RANK発現細胞の検

出・単離および細胞分化系譜研究に有用であることが示された。 

	 mTECの分化を制御するサイトカイン RANKLの作用機序を明らかにするため、RANKL-DS

および RANKL-DMマウスの胸腺を解析した。mTECの分化は、RANKL-DSマウスでは正常で

あったが、RANKL-DMマウスでは著しく阻害されていた。また、CD4-Cre / RANKL-floxマウ

スの胸腺を解析したところ、mTECの分化は RANKL-KOマウスと同程度に障害されていた。

以上の結果から、SP胸腺細胞に発現する膜型 RANKLが mTEC分化に必須であることが明らか

になった（論文投稿中）。 

	 また、本研究で作製した RANKL-DSマウスを、他の免疫組織微小環境の研究に活用し、腸管

上皮 M細胞の分化を制御する新規のストロマ細胞を同定することができた（論文 11）。 



(2) cTECの分化と機能成熟の分子機構 

	 cTEC特異的に Klf15を欠損させた FoxN1-Cre / Klf15-flox（Klf15-CKO）マウスを作成し、表

現型解析を行った。Klf15-CKOマウスの胸腺サイズおよび胸腺細胞数は野生型マウスと同程度

であり、DN、DP、CD4SPおよび CD8SP胸腺細胞の数に影響はみられなかった。また、胸腺の

皮質・髄質の形成に異常はみられず、cTECと mTECの数も正常であった。qRT-PCRにより機

能遺伝子の発現を解析したところ、cTECにおけるb5t、Prss16、CtsL、MHC class IIの発現、お

よび mTECにおける Aire、CD80、MHC class II、Ins2の発現は野生型マウスと同程度であった。

以上の結果から、TECにおける Klf15の機能を見出すことはできなかった。 

(3) abT細胞レパトア形成の分子基盤 

	 胸腺微小環境によるabT細胞レパトア制御を理解するための TCRシークエンス解析法を確

立し、ヒトに高頻度にみられるb5t遺伝子多様性（genetic variation）が T細胞レパトアに与える

影響を調べた。b5t G49S変異マウスをホストとして TCRbレトロジェニックマウスを作製し、

胸腺 CD8 T細胞を単離して TCRa鎖を解析したところ、b5t G49S変異マウスでは野生型マウス

に比べて、CD8 T細胞の TCRレパトアの一部が失われ、新たに生成された TCRレパトアは認
められなかった。従って、b5t G49S変異によって CD8 T細胞の正の選択が低下し TCRレパト

アが縮小することが示唆された。さらに、b5t G49S変異によって影響を受けない TCRクロー

ン（TCR-1）と、正の選択が低下した TCRクローン（TCR-5）について、TCRa/b鎖ペアを発現

させるレトロジェニックマウスを作製した。G49Sマウスにおいて TCR-1は CD8 T細胞分化が

ほとんど変化せず、TCR-5は CD8 T細胞分化が著しく低下したため、レパトア解析結果が正し

いことが確認された。これらの結果より、b5tの genetic variationが TCRレパトアを変化させる
ことを実験的に検証することができた（論文 9）。 

(4) gdT細胞レパトア形成の分子基盤 

	 gdT細胞レパトア形成を制御する候補因子である11個のSkint遺伝子を欠損するマウス（SKLD）

を作製し表現型解析を行った。SKLDマウスではVg5Vd1 gdT細胞の胸腺内成熟と皮膚への局在が

大きく障害されていた。しかし、それ以外のgdT細胞サブセットやabT細胞、B細胞、骨髄系細胞

の数には変化がみられなかった。従って、Skintファミリー遺伝子はVg5Vd1 gdT細胞の制御に特

化した役割をもつことが示唆された（論文4）。また、IL17産生型gdT細胞（gdT17）の分化機構

を明らかにするため、gdT17前駆細胞に発現するTCRシグナル因子のKOマウスを作製し表現型解

析を行った。gdT17の分化にはTCR直下のチロシンキナーゼSykと、その下流で活性化するPI3K

経路が必須であることが明らかになった。本研究により、gdT17はSyk-PI3K経路に依存し、abT

細胞よりもむしろB細胞に近い抗原受容体シグナルを備えるという新しい知見が示された（論文

1,7）。	
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