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研究成果の概要（和文）：胸腺髄質上皮細胞（mTEC）と胸腺皮質上皮細胞（cTEC）の分化分岐制御分子機構を明
らかにするために、これらの細胞を対象とした網羅的な発現解析を行い、機能や分化制御の研究に有用な発現プ
ロファイルを明らかにした。また、発現プロファイルから注目したある転写因子を欠損するマウスでは、胸腺皮
質領域の縮小とcTEC機能を担う遺伝子の発現低下が検出された。さらに、発現プロファイルから注目した分子の
一つであり、cTECで高い発現が検出されたPITHD1は、cTECの分化や機能における役割は大きくないが、雄性生殖
能獲得に重要なプロテアソーム結合分子であることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We did comprehensive expression analysis of cTECs and mTECs and isolated 
transcriptional regulators that showed significant expression difference between cTECs and mTECs. We
 found that mice deficient in a homeobox transcription factor highly detected in cTECs showed thymus
 hypoplasia and reduced expression of cTEC-genes. We also focused on PITHD1 highly detected in 
cTECs. PITHD1 has a putative proteasome binding domain, but is functionally unknown gene. We found 
that PITHD1 bind with proteasomes in the testis but not in the thymus. PITHD1-KO mice showed severe 
male infertility accompanied with morphological and motile abnormalities of sperm. PITHD1 deficiency
 reduced proteasome activity in the testis and altered the amount of proteins important for 
fertilization capability. However, the PITHD1-KO mice showed no detectable defects in the thymus. 
Collectively, our results identify PITHD1 as a proteasome-interacting protein that plays a 
nonredundant role in the male reproductive system.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまで技術的に困難であったcTECとmTECの網羅的なプロテオーム解析を行い、トランスクリプト
ームプロファイルと統合することで、これらの細胞における網羅的な発現プロファイルを明らかにした。これ
は、T 細胞の抗原認識特異性レパトアの形成を担う胸腺微小環境の構築機構の基盤理解に向けての有用な研究リ
ソースになると考えられる。また、cTECとmTECの発現プロファイルから注目したPITHD1は、予想外なことに、雄
性生殖能に重要なプロテアソーム会合分子であることを明らかにした。この発見は、男性不妊の原因となる分子
機構の解明、および、治療法開発につながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  免疫応答の司令塔として中心的役割を担う T 細胞の自己と非自己の識別能は、生体に侵入し
た外来微生物から自己生体を守る獲得免疫システムにとって欠かすことのできない性状である。
T細胞は胸腺で分化し、その分化過程において選択を受け、自己と非自己の識別能を有する抗原
認識特異性レパトアが形成される。胸腺は、皮質と髄質のふたつの微小環境から構成され、皮質
での T 細胞の初期分化と正の選択による生体に有用なレパトアの選択、髄質での T 細胞の負の
選択と制御性 T 細胞生成による自己寛容性の成立は、免疫システムの頑強性と適応性の礎とな
る。共通の胸腺上皮 (thymic epithelial cell: TEC)前駆細胞から分化する胸腺皮質上皮細胞 
(cortical TEC: cTEC)と胸腺髄質上皮細胞 （medullary TEC: mTEC) はそれぞれ、皮質と髄質の
微小環境を構成する主要な細胞であり、これらの上皮細胞の機能が、それぞれの微小環境の役割
を特徴づける。 
 cTEC と mTEC の分化機構に関する研究は、分化経路や TEC 前駆細胞の性状解析が盛んに行われ
ている。その中でも、私たちを含む国内外のグループによる研究は、mTEC と cTEC は、どちらの
特徴も有さない共通前駆細胞からの分化過程で、cTEC 分子を一時的に発現する前駆細胞段階を
経て分化することを明らかにした(引用文献 1-3)。さらに、成獣マウスの胸腺に存在する cTEC
分子を発現する細胞の一部は、cTEC と mTEC へと分化する前駆細胞活性を保持することや、機能
的な mTEC を生成する mTEC 幹細胞の存在が明らかにされている(引用文献 4-7)。いっぽう、TEC
前駆細胞からの分化を制御する分子メカニズムに関しては、転写因子 Foxn１の発現が cTEC と
mTEC 分化に必須であることが知られている(引用文献 8)。しかし、TEC 前駆細胞から cTEC と mTEC
への運命決定がどのように制御されているのか、cTEC と mTEC の分岐分化を制御する分子メカニ
ズムは全く解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、cTEC 特異的な胸腺プロテアソーム構成鎖 beta5t の発現を指標とした細胞分化能
解析から得られた、cTEC と mTEC は beta5t を発現する前駆細胞段階を経て分化するという結果
を受け、その分岐と分化を制御する分子メカニズムを解明し、T細胞の分化とレパトア形成を担
う胸腺微小環境を構築する分子本態の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
  cTEC と mTEC の分岐分化を制御する分子メカニズムの探索に向けてのプラットフォームを整
備するために、これらの細胞を対象とした網羅的なトランスクリプトーム解析とプロテオーム
解析を行い、そのデータを統合した分子発現プロファイルを得た。このプロファイルを基に、
cTEC と mTEC の間で発現差分が検出され、さらに、転写制御のアノテーションを有する分子を抽
出した。抽出した分子の中から、欠損マウスが作製されており、欠損胸腺の入手が可能なものに
ついてはそれらを入手し、cTEC と mTEC の分岐分化制御の有無を組織解析にて検討した。また、
抽出した分子の一つであり、ホメオボックスを有する転写因子については、欠損マウスを入手し、
胸腺の組織解析と cTEC における遺伝子発現解析を行った。さらに、分子発現プロファイルから
抽出した分子であり、cTEC での高い発現が検出された PITHD1 の欠損マウスを作製し、PITHD1 の
機能的役割について検討した。 
 
４．研究成果 
(1)胸腺上皮細胞のトランスオミクスプロファイリング 
 近年、cTEC と mTEC を対象とした網羅的なトランスクリプトーム解析は多くの研究者らによっ
て行われているが、十分な数の cTEC と mTEC を調整することは技術的に困難であるため、多数の
細胞を必要とするプロテオーム解析は行われていなかった。cTEC と mTEC を精製するには、胸腺
組織を酵素で分離する必要があるが、その場合、1匹の正常 C57BL/6（B6）マウスから精製可能
な cTEC と mTEC は 1x104個以下である。そこで、1つの胸腺における cTEC と mTEC の実際の数を、
免疫組織染色法を用いて in situ 解析で検討したところ、いずれの細胞も、1x106個以上存在す
ることが明らかとなった。この結果は、酵素消化法による胸腺組織の分離は、cTEC と mTEC の細
胞数、並びに、これらの細胞のバイオロジーの過小評価をもたらす可能性を示唆し、米国免疫学
会誌 The Journal of Immunology にこの成果を発表した（Sakata, et al. 2018）。 
次に、cTEC と mTEC のプロテオーム解析に必要な十分な細胞数を得ることが困難であるという
問題を解決するために、胸腺上皮前駆細胞の増殖亢進により胸腺 
過形成を呈する Keratin5-Cyclin D1 トランスジェニック（K5D1） 
マウスに着目し、このマウスにおける TEC の数と機能について検 
討した。K5D1 マウスの TEC の数は B6マウスよりも約 100 倍多いが 
皮質と髄質の構造、cTEC と mTEC のトランスクリプトームプロファイ 
ル、および、胸腺内での T細胞分化は B6と同様であった。そこで、 
K5D1 TEC を用いてプロテオーム解析を行ったところ、プロテオーム 
プロファイルは、cTEC と mTEC で対称的な相違を示した (図 1)。 
さらに、トランスクリプトームプロファイルとプロテオームプロ 
ファイルを統合したデータから、cTEC と mTEC の間で発現差分が 
大きく、且つ、胸腺での機能が明らかにされていない分子を検出 



した。この TEC を対象としたプロテオーム、トランスクリプトーム 
解析結果は、米国科学雑誌 Cell Reports にて発表した (Ohigashi, et al. 2019)。この研究成
果は、機能的な胸腺構築を制御するメカニズムの解明に向けて、有用なリソースを提供すると考
えられる。 
また、cTEC と mTEC のプロテオーム解析と並行して、CD8T 細胞の正の選択に必須な胸腺プロテ
アソームの構成鎖である beta5t を欠損した K5D1-b5tKO マウスの cTEC の解析も行った。K5D1-
b5tKO マウスでは、胸腺過形成を呈さない b5t-KO マウスと同様に、胸腺での CD8T 細胞の産生が
障害され、K5D1-b5tKO cTEC のトランスクリプトームプロファイルは、b5t-KO cTEC のプロファ
イルと大きな違いは見られない。そこで、K5D1-b5tKO cTEC のプロテオーム解析を行い、K5D1 
cTEC のプロファイルと比較したとこと、これらの細胞のプロファイルは酷似していたが、多く
のプロテアソーム構成鎖のタンパク発現が beta5t 欠損により低下していた。一方で、beta5t の
ホモログである beta5 や beta5i のタンパク発現は、beta5t 欠損により上昇していた。プロテア
ソームはユビキチン化タンパクを分解し、細胞の恒常性維持やストレス応答に関与する。そこで、
cTEC におけるユビキチン化タンパク量や、ストレス応答に関与する分子の発現を検討したとこ
ろ、K5D1-b5tKO cTEC では、ユビキチン化タンパクの蓄積、および、ストレス応答関連分子の発
現異常は検出されなかった。また、beta5t を欠損することで多くのプロテアソーム構成鎖のタ
ンパクの量的変化が検出されたのにも関わらず、b5t-KO cTEC におけるプロテアソーム活性の低
下は検出されなかった。これらのことから、beta5t 依存的な胸腺プロテアソームは、cTEC の恒
常性維持よりも、寧ろ、CD8T 細胞の正の選択を惹起する自己ペプチド産生に特化して機能する
ことが明らかになった (Ohigashi, et al. Cell Rep 2019)。 
 
(2) 候補分子を欠損するマウス胸腺の解析 
 cTEC と mTEC のトランスクリプトーム、および、プロテオームプロファイルを基に、cTEC と
mTEC で発現差分が検出される転写関連分子を抽出した。さらに、抽出した分子について、beta5t
発現 TEC 前駆細胞を含む胎仔 TEC と、髄質系列へとすでに運命決定している胎仔 mTEC 幹細胞に
おける発現を比較した。その中から、cTEC、および、beta5t 発現 TEC 前駆細胞を含む胎仔 TEC で
発現が高い TRPS1、Setd7、COUP-TF1、Bnc1、Bahd1、髄質系列細胞で発現が高い UTF1、Sp6、Grhl3、
Elf5 を欠損した胸腺を入手し、組織解析で検討したところ、cTEC と mTEC の分岐分化制御におけ
るこれらの分子の寄与は僅少であることが明らかになった。一方で、cTEC、および、beta5t 発
現 TEC 前駆細胞を含む胎仔 TEC で発現が高いホメオボックス転写因子を欠損するマウスの胸腺
は、コントロールと比較すると小さく、特に、皮質領域が縮小していた。また、このマウスの cTEC
では、Foxn1 や beta5t の mRNA の発現低下が検出された。さらに、組織解析において、髄質では、
Foxn1 タンパクを発現する細胞はコントロールマウスと同様に検出されるが、皮質では、Foxn1
を発現する細胞は著しく減少していた。これらのことから、当該ホメオボックス転写因子は、
cTEC の分化、増殖維持に関与すると考えられる。今後、この転写因子がどのようなメカニズム
で cTEC の分化、増殖維持を制御するのかを明らかにすると共に、この転写因子を活性化する上
流のシグナル経路の解明を目指す。 
 
(3) cTEC で高発現する PITHD1 の機能解析 
  cTEC と mTEC のトランスクリプトーム、および、プロテオームプロファイルを基に、(2)で記
載した転写制御因子に加え、cTEC で発現が高いものの、その機能が明らかにされていない PITHD1
に注目した。PITHD1 は、プロテアソームに結合しうる PITH ドメインを有するが、生体内での機
能や、実際にプロテアソームと会合するのか否かは明らかにされていない。そこでまず、胸腺で
発現するプロテアソームへの PITHD1 の結合能を免疫沈降法で検討した。その結果、PITHD1 は
cTEC 特異的な胸腺プロテアソームだけでなく、免疫プロテアソームを含む胸腺で発現されるプ
ロテアソームには会合しないことが明らかになった (図 2a)。また、PITHD1 欠損マウスの胸腺で
の TEC と T 細胞の分化は正常であり、PITHD1 欠損は TEC の分化と機能に大きな影響を及ぼさな
いことも明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方で、予想外なことに、マウスの系統維持のための交配において、PITHD1 欠損オスマウス
が不妊であることに気がついた。そこで、精巣における PITHD1 の発現とプロテアソームへの結
合能を検討したところ、PITHD1 は、伸長精子細胞で発現しており、精巣で発現される免疫プロ
テアソームに結合することが明らかになった (図 2b)。さらに、不妊の原因を探るべく精子の解
析を行ったところ、PITHD1 欠損マウスでは、精子の形態と運動能に異常を来していた (図 3)。



また、PITHD1 欠損マウスでは、精巣細胞のプロテアソーム活性が低下し、精子の生殖機能に関
与するタンパクの量が低下していた。 
これらの結果から、PITHD1 は 
雄性生殖機能に重要なプロテア 
ソーム会合分子であることが明 
らかになり、この成果を、米国 
生化学分子生物学会誌 Journal  
of Biological Chemistry にて 
発表した (Kondo, et al. 2020)。 
この発見は、男性不妊の原因と 
なる分子機構の解明、および、 
治療法開発につながると考えられる。 
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