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研究成果の概要：自己免疫性多腺性内分泌不全症I型 (APECED) は、AIRE遺伝子の突然変異に

より発症する。その発症メカニズムを解明するため、申請者は胸腺の中にごく僅かしか存在し

ないAIREを発現する細胞をマウスより株化しAIREの役割を探求している。このAire発現細胞

株におけるAire遺伝子の発現を強制発現によって過剰にしたり、あるいはRNAiにより、ノッ

クダウンすることに成功した。 
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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 I型 
(APECED) は、自己免疫疾患による内分泌臓
器の障害と慢性皮膚粘膜カンジダ症を高率
に合併する症候群であり、常染色体劣性遺伝
の単一遺伝子疾患である。所属研究室は1997
年に APECED の原因遺伝子をクローニング
し AIRE (autoimmune regulator) と命名し
た。AIRE遺伝子は、胸腺髄質上皮細胞や樹状
細胞など免疫系組織の極めて限られたごく
一部の細胞でのみ特異的に発現している。正
常の胸腺髄質上皮細胞で末梢組織特異的遺
伝子が異所性に発現していること、またノッ
クアウトマウスを用いた実験から AIRE遺伝

子がその異所性発現を支配しており、免疫寛
容の成立に関与している事が明らかになっ
ているが、AIREが一群の末梢組織特異的遺伝
子の異所性発現を転写段階で調節するメカ
ニズムは全く判っていない。AIRE 遺伝子は
最も発現が高い胸腺においてさえ、ごく一部
の胸腺髄質上皮細胞でしか発現しておらず、
胸腺全体を用いて生化学的手段により AIRE
の作用機構を解析することは困難であった。 
 
 申請者は、Aire遺伝子プロモーターDNA断片
の下流にSV40ラージT抗原遺伝子（動物細胞を
不死化させる特質を持つ）を融合させたトラ
ンスジーンを用いてトランスジェニックマウ
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スを作製することに数年がかりで成功した。
このマウスにおいては、Aire遺伝子プロモー
ター支配下でAire遺伝子発現細胞においての
み特異的にラージT抗原が発現し、その細胞が
不死化することが期待された。実際、得られ
たトランスジェニックマウスにおいては、胸
腺においてのみラージT抗原の発現が観察さ
れた。この胸腺由来の細胞から、ラージT抗原
およびAire遺伝子を発現し、同時に胸腺髄質
上皮細胞のいくつかの表面マーカーを発現し
ているAire発現細胞株（以下Aire+細胞-TEC1, 
TEC2株）とさらに樹状細胞のマーカーである
Cd11cも発現しているAire発現細胞株（以下
Aire+細胞-DC株）を樹立することに成功した。 
 
 これらのAire+細胞株は、Aire ノックアウ
トマウスにおいて発現の低下した末梢組織特
異的遺伝子（Preproinsulin II, Fatty acid 
binding protein など）やAPECED 患者血清中
の自己抗体の標的となる末梢組織特異的自己
抗原遺伝子（Calcium sensing receptor, 
Glutamic acid decarboxylase 2 など）も発
現しており、正常マウス由来の未成熟な胸腺
細胞と混合すると互いに結合した。さらに
Aire+細胞に結合した全ての胸腺細胞がアポ
トーシスに陥っている事を突き止めた。 
 
 このようにAire+細胞株は、本来の胸腺髄質
上皮細胞の特質を保持している事が示唆され、
現在まで不可能であった胸腺内におけるAire
を発現する髄質上皮細胞内でのAireの生化学
的解析を行うのに最も優れた研究材料である。
このAire+細胞株を用いる事で、胸腺髄質上皮
細胞における末梢組織特異的自己抗原遺伝子
の異所性発現に関わるAireの真の機能解析が
可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者が樹立した Aire+細胞株を用いて胸
腺髄質上皮細胞における末梢組織特異的自
己抗原遺伝子の異所性発現に関わる Aireの
真の機能を追究する。 
Aire+細胞株は上述のように自己反応性胸
腺細胞の除去を担う胸腺髄質上皮細胞の特質
を示すため、純化された培養細胞として独創
的な研究材料であり、これを有効利用してノ
ックアウトマウス研究では知り得ない以下の
事を明らかにする。 
 
(1) AIRE蛋白と特異的に結合する蛋白質の同
定：Aireがどのように機能して、胸腺髄質
上皮細胞における末梢組織特異的遺伝子の
異所性発現制御機構に関与しているか明ら
かにする。 
 
(2) AIREが転写調節を行う遺伝子群の同定：

Aireがコントロールしている遺伝子群を同
定する。さらにそれらの遺伝子がAireによ
って直接的にあるいは間接的に調節を受け
ているか明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)AIRE蛋白と特異的に結合する蛋白質の同
定 
 所属研究チームでは既に AIRE蛋白が、転
写のコアクチベーター CBP (CREB結合蛋白) 
と結合し、転写を活性化することを見出した
が、それ以外の未知の因子については、実際
に AIREが発現して機能している胸腺髄質上
皮細胞を生化学的解析に用いられるほど大
量に純化することが困難であったため、解析
が進んでいない (Pitkanen et al., J. Biol. 
Chem., 275: 16802-9, 2000)。 
 AIREは核内でドット状に点在するが、染色
体上の転写不活性領域の活性化に関する
AIREの機能を知るためには、AIREと結合し
ている蛋白質を同定することが必須である。
申請者の樹立した Aire+細胞には、末梢組織
特異的遺伝子の発現に必要なファクターは
すべて揃っているので、この目的のために非
常に優れた実験材料である。 
 Aire+細胞株にFLAGタグで標識したAIRE蛋
白を強制発現させた後、抗 FLAG抗体を用い
共免疫沈降を行い、AIRE蛋白複合体を回収し、
二次元電気泳動で分離した後、微量蛋白スポ
ットを質量分析し、データベースと照合して
蛋白質を同定する。データの信頼性を更に高
めるため、高親和性を示す Streptavidinタ
グとCalmodulinタグを融合させたAire蛋白
を、薬剤（テトラサイクリン）誘導型発現制
御可能なレンチウイルスで全細胞に安定に
発現させ、Aire蛋白と相互作用を示す蛋白質
を同定する。 
 
(2)AIREが転写調節を行う遺伝子群の同定 
 Aireノックアウトマウスの研究より Aire
の欠損により、胸腺髄質上皮細胞における
様々な末梢組織特異的自己抗原遺伝子の転
写レベルが低下していることが報告されて
いる（Anderson et al., Science, 298: 
1395-1401, 2002）。しかし、この報告はAire
が直接これらの末梢組織特異的自己抗原遺
伝子群の転写を調節しているという証拠に
はならない。 
 申請者が樹立した Aire+細胞株は胸腺髄質
上皮細胞由来の純化された細胞株であり、こ
れらの研究を行うのに優れた材料である。 
 RNAiの技法と薬剤選択により安定に Aire
をノックダウンした Aire+/low 細胞と Aire+細
胞、Aireを過剰発現させたAire+/high細胞にお
ける遺伝子発現を網羅的に比較解析する事
で、Aireの制御下にある遺伝子群を同定する。 



 

 

 本研究においては、そのための第一段階と
してマウス胸腺上皮細胞由来Aire+細胞
株におけるAireの発現をノックダウンす
るための標的配列をAire遺伝子のエキソ
ン5、7 (2カ所)、8、10、12、14から計7
カ所選び、pENTR/H1/TOベクターに各オリ
ゴヌクレオチドをクローニングした。さ
らにH1/TO pol III プロモーター＋各標
的配列オリゴヌクレオチドのDNA断片を、
Blasticidin 耐 性 遺 伝 子 を も つ
pLenti6/Block-iT DEST ベ ク タ ー に
Gatewayテクノロジーにてサブクローニ
ングした。これらのプラスミドDNA を
Aire+細胞に形質転換させた後、プラスミ
ドが安定に導入されたAire+細胞を約9日
間で選択するためのBlasticidin 最適
培養条件を求めた。薬剤選択されたAire+

細胞において、どの標的配列が高いAire
ノックダウン効率を示すかをリアルタイ
ムRT-PCR 法により比較解析した。 
 
４．研究成果 
(1) AIRE蛋白と特異的に結合する蛋白質の同
定 
 細胞内で Aire蛋白と結合している未知蛋
白質を共免疫沈降法で解析するためにマウ
ス Aire発現プラスミドを作成した。マウス
胸腺由来の Total RNAを用いて 1st cDNA合
成を行い、RT-PCR法により増幅した Aireの
コーディング領域を含む PCR産物を
p3xFLAG-CMV-7.1ベクターにクローニングし、
N末端側にFLAGタグが融合されたAire蛋白
を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 構 築 し た 
(p3xFLAG/N-Aire)。 ま た 、 N 末 端 側 に
Streptavidinタグと Calmodulinタグを融合
した Aire蛋白を発現するプラスミド
pNTAP-B/Aireも構築した。Aire+細胞に
p3xFLAG/N-Aireを形質転換し、約７割の細胞
に Aireが強制発現される形質転換試薬
（FuGENE6、Roche）と最適条件を求めた。、
このようにして得られた Aire+/high細胞に
おける Aire mRNAの発現量をリアルタイ
ム RT-PCR 法により解析した。Aire+/high

細胞-TEC1、DCにおいて各々通常の Aire+

細胞-TEC1、DCの 849倍、102倍の Aire 
mRNAが発現していた（図１、Aire+/high

細胞）。さらにウェスタンブロッティング法
と免疫細胞化学染色法により、作成した抗マ
ウスAire抗体がAire蛋白を検出している事
を確認した。現在、共免疫沈降により Aire
蛋白複合体を回収するための細胞溶解や抗
体反応の最適条件を検討中である。 
 
 
(2) AIREが転写調節を行う遺伝子群の同定 
 マウス胸腺上皮細胞由来 Aire+細胞株
における Aireの発現をノックダウンす

るために Aire遺伝子のエキソン 5、7 (2
カ所)、8、10、12、14上に７つの標的配
列を設定し、それぞれを導入した Aire+

細胞-TEC1, DCにおける Aire遺伝子の発
現を、リアルタイム RT-PCR 法により比
較解析した結果、エキソン 12上の標的
配列でそれぞれ 57分の 1と 357分の 1
と大幅に Aire遺伝子の発現が抑制され
ており、高いノックダウン効率を示した
（図１、Aire+/low細胞）。 
 
 
 

 Aire+細胞と Aireを過剰発現させた
Aire+/high細胞、Aireをノックダウンし
たAire+/low細胞間における複数の末梢組
織特異的遺伝子の発現量をリアルタイ
ム RT-PCR法により比較解析した。 
 今後は、Aireの標的遺伝子を、マイクロア
レイを用いて網羅的に同定する。 
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