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研究成果の概要（和文）： 

 我々は、カンジダ感染防御を担う自己免疫調節遺伝子(AIRE)の意義を明らかにする目的で、

Aire ノックアウト(KO)マウスを用いた実験研究および末梢免疫細胞における AIRE 遺伝子、

AIRE 蛋白の発現とその制御、機能解析を行ってきた。その結果、まず、末梢樹状細胞、B細

胞、活性化 Tに強く発現し、MAPK 経路がその発現を誘導する知見を報告してきた。一方、高

いレベルで AIRE を発現している活性化 T細胞では、蛋白の発現がほとんど認められず、遺伝

子発現と蛋白表出に著しい乖離があることが判明した。そのメカニズムとして、特定の

microRNA(仮称: has-miR-anti-AIRE)が活性化 T 細胞に限定して高く発現していることが明ら

かとなり、AIRE の発現制御機構に重要な要素を同定した可能性があるため、その意義を検証

する必要があると考えられる。 

 さらに、AIRE 蛋白の表出について、Western blot を安定して施行する技術を確立し、その結

果、AIRE 発現細胞ではその種類によって、58kDa の AIRE 全蛋白と 45kDa の AIRE-2 のスプライ

スバリアントの 2種類の分子量が異なる蛋白を表出していることを見いだした。 

 一方、マウスを用いた感染実験研究において、カンジダ症に感受性を示す実験条件を確定し、

さらに T細胞欠損ヌードマウス、Bリンパ球欠損マウス、T細胞、B リンパ球両方欠損 Rag-1 マ

ウス、で検討したところ、Rag-1 欠損マウスのみが Aire 欠損マウスと同じレベルの感受性亢進

を示した。このことは、カンジダ感染防御に働く Aire は T 細胞、B リンパ球、ともに独立して

重要であると推測されるがその詳細なメカニズムについては、さらに検討が必要である。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In order to clarify the role of AIRE gene in resist against Candida infection, we used 

Aire knockout mice and studied the expression of AIRE gene and protein in human peripheral 

immune cells. Interestingly, AIRE gene was expressed distinctively in CD4+ T cells, B cells 

and dendritic cells. Although AIRE gene was expressed in CD4+ T cells, AIRE protein was 

absent in those cells. We found that hsa-miR-anti-AIRE microRNA (tentative name) was highly 

expressed in CD4+ T cells, but lower in EB virus transformed B (EBV-B) cells expressing 

both AIRE gene and protein, indicating the microRNA may play an important role in regulating 

the translation of AIRE gene. We also found that both 58kDa and 45kDa AIRE related protein 

was expressed in dendritic cells, while EBV-B cells only expressed only 45 kDa AIRE protein, 

indicating multiple AIRE protein function dependent on cells expressing AIRE protein.  

 Experimentally, Aire knockout mice were susceptible to intravenous candida infection as 

worse as Rag-1 KO mice, whereas T cell deficient nu/nu mice or B cell deficient mu/mu mice 

could resist against candida infection, suggesting that either intact T cells or B cells 

are sufficient to protect against candida infection.  

 Whether any interactive protein or gene associate with AIRE protein remain uncertain and 
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exact functions of AIRE gene require  further study. 
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性多腺性内分泌不全症・カンジ

ダ症・外胚葉性ジストロフィー

（APECED）は、単一の遺伝子異常によ
って発症する自己免疫疾患で、内分泌臓

器特異的自己免疫病に加えて、ほぼ全例

にカンジダ症を合併する。自己免疫調節

遺伝子(AIRE)は、この疾患の原因遺伝子
として 1997年に、慶應大学清水信義教授、
フィンランドの Peltonen教授（Nature 
Genet. 1997a,b）らによって発見された。
AIREは、自己免疫の標的臓器には発現
されず、胸腺および末梢リンパ節に発現

することから、AIREは、中枢および末
梢の免疫制御に関わっていることが推測

された。 
 その後、臓器特異的自己免疫発症に関

わる AIREの機能については、組織特異
的自己抗原を胸腺上皮に異所性に発現さ

せ、中枢性に自己反応性 T細胞排除を誘
導するとする報告が相次ぎ (Science 
2002, Nat Immunol 2003, Cell 2010)、
胸腺における AIREの機能解析が進みつ
つあるが、未だそのメカニズムの詳細は

不明であり、特に、感染防御における

AIREの機能の解析は進行していなかっ
た。我々は、AIRE遺伝子変異を有し、
カンジダ症を合併した症例を同定し、末

梢免疫細胞における遺伝子発現について

検討した結果、AIRE遺伝子が末梢樹状
細胞、B 細胞、活性化 T に強く発現し、

MAPK 経路が少なくとも一部はその発現を

誘導する知見を得たため、さらに発現制

御メカニズム、AIRE の機能解析を目指し、

細胞レベルの検討、および、ノックアウ

トマウスを用いた感染実験を施行した。 
 
２．研究の目的 
自己免疫調節遺伝子(AIRE)が関与する感染
防御メカニズムの詳細を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫細胞の分離、試験管内培養 
(2)PCR による遺伝子検定 
(3)PCR, RT-PCR, 定量 PCR による遺伝子発現  
  の評価 
(4)免疫蛍光抗体法 
(5)Fluorescent activated cell scanning 
   による細胞表面抗原発現の評価 
(6)Western blot による蛋白の同定 
 
４．研究成果 
 

I.AIRE の発現制御機構 

 

(1)TNF 受容体以下のシグナルによる制御  

 AIRE 遺伝子の発現には MAPK 経路が促進的

に働いていることは既に報告したが、試験管

内で単球を樹状細胞に分化させる過程で、左

図に示すように TNFαを作用させることによ
り AIRE 遺伝子の発現が著しく上昇した。そこ

で、TNR 受容体以下のシグナル IkB 阻害剤

(BAY11-7082)を添加して検討したところ、

AIREの発現が低下した。以上のことから、AIRE

遺伝子の発現にはMAPK経路よりもTNF受容体

以下のシグナルによる促進が重要であると考

えられる。（次図） 

 

 

 



 

(2)microRNA による制御  

 前述のように、RT-PCR, 定量 PCR で遺伝子発

現を検討したところ、CD4+T 細胞や IL-2 活性

化 T 細胞で高いレベルの発現が認められたた

め免疫染色により、AIRE 蛋白の表出を検討し

たところ、下図のように蛋白は表出しておら

ず、遺伝子発現と蛋白表出に乖離があること

が明らかとなってきた。そこで、AIRE の遺伝

子発現と蛋白表出乖離の原因として細胞周期、

蛋白分解の影響を、それぞれ、増殖因子との

関連、蛋白分解の影響を検討したところ、蛋

白分解に関るプロテアソーム阻害剤を用いた

場合に核における AIRE 蛋白の局在の増加が

認められた（図）が、

増殖も含め、全体としての影響は軽微であっ

た。 

 そこで、最近、翻訳調節因子として注目さ

れている microRNA に着目し、IL-2 刺激 T 細

胞に高く発現するmicroRNAを網羅的Arrayを

用いてスクリーニングした。その結果、IL-2

刺激 T 細胞に高く発現する 27 個の microRNA

が検出された。miRBase による検索を行った

ところ、AIRE 遺伝子の mRNA と相補的に結合

可能性がある特定の microRNA(仮称：

hsa-miR-anti-AIRE)を同定し、定量 PCR でも

この知見を確認した。（下図） 

 

既に、MAPK経路に加えてTNF経路の重要性は明

らかにしてきたが、前述のように、CD4+T細胞

に強く発現し、AIRE蛋白制御に関与している

ことが推定されるmiroRNAを同定した。この

miRNAの意義についてさらに検討を進める必

要があると考えられる。 

 

II. カンジダ症の感染防御と Aire 
 これまでの検討により、BALB/c 背景 Aire 

KOマウスは4x104CFU/mouseを経静脈的に投与

すると、明らかに感染感受性の増加が認めら

れた。さらに、T細胞欠損(nu/nu)、B 細胞欠

損(mMT)、T 細胞および B 細胞両方欠損(Rag-1 

KO)マウスで検討したところ、Rag-1 KO マウ

スでのみ、感受性亢進が認められた（図）。こ

のことは、カンジダ感染防御には T細胞ある

いは B細胞、いずれかが正常であれば、感染

防御が可能であることを示唆している。 

 

 

 

 



III. AIRE の機能 

 AIRE の機能については、AIRE 変異を有する

APECED 患者および健常人由来の EB ウイルス

トランスフォーム B細胞、および単球を用い

たアレイ解析で、抗原提示に関る HLA DR、CD86

副刺激分子、ケモカイン／ケモカイン受容体

遺伝子がその標的遺伝子候補として挙げられ

たので、定量 PCR、FACS 解析（下図）で、さ

らに検討を進める必要がある。今後、前述の

microRNA あるいは人工的に作製した siRNA に

よるノックダウンや AIRE 導入により、AIRE

が関与する機能解析研究をさらに推進する必

要がある。 

 

IV. AIRE が会合する蛋白•標的遺伝子の探索

と同定 

 AIRE に対する抗体は、C-末端 12 ペプチド

で免疫し、アフィニティ純化した精製抗体を

用いて、非特異反応を抑えることが可能とな

った。AIRE を導入した OTC-4 細胞、EBV-B 細

胞、樹状細胞で検討したところ、樹状細胞で

は、58kDa の AIRE 全蛋白と 45kDa の AIRE-2

のスプライスバリアント（上図）と思われる

蛋白を検出したのに対し、EBV-B 細胞では、

45kDaのフラグメント蛋白のみを検出した（右

上図）。 

 従って、AIRE蛋白はその発現細胞によって、

サイズが異なり、機能も多様である可能性が

高い。このことは自己免疫調節の中心臓器

である胸腺において、どのサイズの蛋白が

発現しているかの検討が重要であることを

強く示唆している。さらに、フラグメント

が C-末端蛋白であるのかも含め、全 AIRE

蛋白に対する抗体の作製による検討、N-末

端蛋白に対する抗体を用いた検討も必要で

ある。 

 
＊ まとめと今後の展開 

 

 Aire KOマウスがカンジダに感受性亢進で
あることを確認できたので、これから、その

機能的な解析を特に TH17応答に焦点を当て
ながら行うぺきであると考える。特に、Bリ
ンパ球、樹状細胞には明らかな発現があるた

め、その詳細な機能とメカニズムの解明へと

展開したい。 
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