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研究成果の概要（和文）：AIRE欠損症は比較的稀な自己免疫疾患であるが、AIREという単一遺伝子の異常による
自己免疫病態を示すため、疾患モデルマウスを作製して病気のメカニズムを研究できるメリットがある。主とし
てAIRE欠損マウスを用いた研究から、AIREは胸腺における負の選択とTregの産生にはたらくと考えられている
が、詳細なメカニズムは依然、不明である。AIREの真の機能を明らかにするためには、転写調節因子であるAIRE
の標的遺伝子が何であるかを明らかにする必要がある。本研究ではAIREの標的遺伝子を同定するための遺伝子改
変マウスを樹立するとともに、最先端の方法論を導入し、AIRE機能の全貌解明を試みた。

研究成果の概要（英文）：AIRE deficiency is a relatively rare autoimmune disease, but since it 
exhibits an autoimmune pathology due to a single gene abnormality called AIRE, it has the advantage 
of being able to create disease model mice and study the disease mechanism. Based mainly on studies 
using AIRE-deficient mice, AIRE is thought to play a role in negative selection and generation of 
Tregs in the thymus, but the detailed mechanism remains unclear. In order to clarify the true 
function of AIRE, it is necessary to clarify the target gene of AIRE, which is a transcriptional 
regulatory factor. In this application, we will establish genetically modified mice to identify the 
target genes of AIRE and introduce cutting-edge methodology to elucidate the full picture of AIRE 
functions.

研究分野：免疫学・内科学

キーワード： 自己免疫疾患　AIRE　遺伝子改変マウス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
AIREは胸腺髄質上皮細胞（mTEC）で発現する転写調節因子である。AIREの機能異常に基づく疾患病態の解明は、
AIRE欠損症のみならず、他の自己免疫疾患の原因究明にもつながるトレランスの実態解明に直結する。しかしな
がら、AIRE遺伝子の同定から20年以上が経った今もAIREがどのようなメカニズムによって自己寛容の成立に寄与
しているかは不明である。AIREが転写調節因子であることから、AIRE機能の全貌解明にはAIREの標的遺伝子を明
らかにすることが何よりも重要である。本研究では自己寛容の成立機構にはたらくAIREの標的遺伝子ネットワー
クを最先端の遺伝子解析技術を用いてその解明を試みた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 AIRE 欠損症は比較的稀な自己免疫疾患であるが、AIRE という単一遺伝子の異常による自己免
疫病態を示すため、疾患モデルマウスを作製して病気のメカニズムを研究できるメリットがあ
る。主として AIRE 欠損マウスを用いた研究から、AIRE は胸腺における負の選択と Treg の産生
にはたらくと考えられているが、詳細なメカニズムは依然、不明である。AIRE の真の機能を明
らかにするためには、転写調節因子である AIRE の標的遺伝子が何であるかを明らかにする必要
がある。しかしながら、研究開始当初、AIRE の標的遺伝子を同定するために行われていた実験
は AIRE 欠損マウスから採取した胸腺髄質上皮細胞（medullary thymic epithelial cell: mTEC）
を野生型マウスの mTEC を総体（bulk）として比較する実験であったため、AIRE 欠損 mTEC で発
現が低下した遺伝子群が、そのまま AIRE の標的遺伝子であるとは言えない状況であった。その
理由は AIRE は mTEC の発生や分化に対しても制御する働きを持つからである。そのため、従来の
野生型マウスと AIRE 欠損マウスの mTEC の比較だけでは不十分で、逆に AIRE を過剰に発現する
遺伝子改変マウス（AIRE 過剰発現マウス）を作製し、野生型マウスと AIRE 過剰発現マウスの遺
伝子発現比較が AIRE の標的遺伝子を同定するために極めて重要なツールになると考えられた。 
 このような状況を踏まえ、本研究では AIRE の標的遺伝子を同定するために新たに AIRE 過剰
発現マウスを樹立するとともに、Single-cell analysis などの最先端の方法論を導入し、AIRE
の標的遺伝子の同定を含め、AIRE 機能の全貌解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
 AIRE は自己抗原の提示によって自己反応性 T 細胞の除去にはたらく胸腺髄質上皮細胞で発現
する転写調節因子である。AIRE の機能異常に基づく疾患病態の解明は、APECED のみならず、他
の自己免疫疾患の原因究明につながる「トレランス」の実態解明に直結する。しかしながら、AIRE
遺伝子の同定から 20 年が経った今も、未だに AIRE がどのようなメカニズムによって自己寛容
の成立に寄与しているかは明確になっていない。AIRE が転写調節因子であることから、AIRE 機
能の全貌解明には AIRE の標的遺伝子を明らかにすることが何よりも重要である。本申請では、
自己寛容の成立機構にはたらく AIRE の標的遺伝子ネットワークを新規遺伝子改変マウスを作製
し、さらに Chip-seq 法や Single-cell analysis といった最先端の遺伝子解析技術を用いて明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 解像度の高い分子生物学的アプローチが可能なAIRE過剰発現マウスの作製をgene targeting
法によって試みた。すなわち、P2A リンカーを用いて内在性の Aire 遺伝子座にマウス Aire cDNA
を２コピー付加したノックインマウスの作製を試みた（以下、3xAire-KI と略す）。 
 他方、AIRE はトレランスの成立に必須の役割をはたすことから、AIRE の過剰発現によって膵
臓ラ氏島を標的とする I 型糖尿病を阻止できるのではないかと考え、AIRE を過剰に発現するト
ランスジェニックマウス（AIRE-Tg）を NOD（non-obese diabetic）背景で作製した。すなわち、
本来の AIRE 発現細胞である mTEC に加え、骨髄由来の AIRE 発現細胞（胸腺外 AIRE 発現細胞）の
両方で AIRE を過剰発現させるために、MHC class II promoter 下に AIRE cDNA を配置した導入
遺伝子を構築し、NOD 受精卵にマイクロインジェクション法によって遺伝子導入して AIRE-Tg を
作製した。 
 
４．研究成果 
(1) 3xAire-KI の作製 
 胸腺髄質上皮細胞（mTEC）から mouse Aire の発現レベルを測定し、ヘテロ 3xAire-KI では野生
型の２倍、ホモ 3xAire-KI においては野生型の３倍と期待通りの Aire mRNA の発現しているこ
とを確認した。 
① AIRE 依存性遺伝子の同定 
真の AIRE の標的遺伝子は、AIRE 欠損に伴い発現低下し、逆に AIRE の過剰発現下では発現が
増強すると考えられる。そこで、AIRE 欠損マウスと野生型マウス由来の mTEC を用いて RNA-seq
を行うと共に、3xAire-KI と野生型マウス由来の mTEC との間で RNA-seq を行い、次項のような
図を作成した。この場合、以下の４つの遺伝子グループに分類することが可能である。 
1) Group 1: AIRE の過剰発現によって発現上昇し、AIRE 欠損に伴い発現低下する。 
2) Group 2: AIRE の過剰発現によって発現低下し、AIRE 欠損に伴い発現低下する。 
3) Group 3: AIRE の過剰発現によって発現上昇し、AIRE 欠損に伴い発現上昇する。 
4) Group 4: AIRE の過剰発現によって発現低下し、AIRE 欠損に伴い発現上昇する。 
 この場合、Group 1 の遺伝子群が AIRE の標的遺伝子を含むと考えられる。実際、AIRE 遺伝子
自体は Group 1 に存在した（図１）。 
 



 
 
 
 
 
（図１） 
AIRE 過剰発現マウス（3xAire-KI）、AIRE 欠損マ
ウス（Aire-KO）由来の mTEC を用いて野生型マウ
ス mTEC と の 間 で RNA-seq を 行 い 、 Fold 
change/Fold change（FC/FC）plot を作成した。
Aire 遺伝子自体は Group 1 に属する。 
 
 
 
 
 
 

② AIRE 依存的 mTEC 亜集団の解析 
 次いで、Aire の過剰発現による mTEC の Transcriptome 解析を実施したところ、意外にも Aire
欠損マウスと同様に多数の遺伝子の発現低下が観察された。すなわち、Aire はその欠損によっ
て mTEC における自己抗原の発現が低下するのみならず、その過剰発現によっても自己抗原の発
現が低下するという予想外の結果を得た。そのメカニズムを解析すべく Single-cell analysis
を実施したところ、野生型と異なり 3xAire-KI では成熟 mTEC の構成に大きな変化があることが
明らかとなった（図２）。 

 
 
 
 
（図２） 
Single-cell 
analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 

野生型マウスの３倍量の AIRE を発現するマウスを樹立することに成功したことから、本マウス
を用いて、Chip-seq 法による AIRE 標的遺伝子の同定に加え、Single-cell analysis によって
AIRE の過剰発現に伴う mTEC の機能的亜集団の構成変化についても検討する予定である。 
 
(2) AIRE-Tg（NOD 背景）の作製 
 期待した通り、高い AIRE 発現レベルを示す独立した２ラインで I型糖尿病の発症が完全に阻
止された。組織学的な解析でも、AIRE-Tg では生後 30 週齢に達してもラ氏島炎の発症を全く認
めなかった。この糖尿病抵抗性の獲得機序が AIRE 発現 mTEC の作用によるものか、あるいは B細
胞や樹状細胞（DC）といった AIRE 発現血球細胞（骨髄由来の抗原提示細胞）によるものかを明
らかにする目的で骨髄移植実験を行った。その結果、糖尿病に対する抵抗性は末梢抗原提示細胞
（B細胞と DC）が AIRE を発現する際に獲得されることが分かった。次いで、末梢抗原提示細胞
（B細胞と DC）の内のどちらが糖尿病抵抗性に関わっているかを調べる目的で B細胞欠損 AIRE-
Tg を樹立したが、依然、糖尿病抵抗性が認められた。これに対して、DCが AIRE を発現した場合
にはマウスは抵抗性を示した。そのメカニズムについては、in vitro における骨髄由来 DC誘導
の実験から、過剰な AIRE の発現は、I 型糖尿病の発症に関わる Xcr1 陽性 DC の産生を阻害する
ことが明らかになった。 
 残念ながら、この度の研究からは何故、DC における過剰な AIRE の発現が DC の中の一つのサ
ブセットである Xcr1 陽性 DC のみを特異的に阻害するのかを明らかにすることは出来なかった。
しかしながら、DC において過剰に AIRE を発現させることによって I型糖尿病の発症を抑制する
という新たな I型糖尿病に対する治療法の開発の基礎となる知見が得られたものと考える。 
 以上の一連の研究によって、AIRE はその欠損に伴い自己免疫疾患の発症に働くのみならず、
過剰な発現によっても自己免疫応答に大きく寄与するという新たな知見を提供することが出来
た。 
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