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研究成果の概要（和文）：本研究では胸腺上皮前駆細胞とその胸腺内分布領域を特定するために、
生後マウス胸腺における増殖性の上皮細胞の特徴とその分布領域について解析した。生後マウ
ス胸腺には皮質および髄質上皮前駆細胞が存在し、それらの維持には Foxn1 転写調節因子が関
わることが示唆された。また、増殖性の上皮細胞は成獣マウス胸腺では主に髄質領域に分布す
るが新生仔期までは皮質および髄質領域の両方に分布することから皮質および髄質上皮前駆細
胞が異なる領域で発生することが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）：To identify the thymic epithelial progenitor cells and their niche 
in the adult thymi, we analyzed the phenotypes of proliferating epithelial cells and their 
distribution in the post-natal thymi. Our results suggest that Foxn1-positive cell 
population includes cortical and medullary epithelial progenitor cells, and they 
distribute in the medulla of the adult thymi though they exist in the specific regions 
of the cortex and the medulla in the newborn thymi. 
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１．研究開始当初の背景 
 

胸腺上皮細胞は放射線やステロイド剤耐
性であることより成熟胸腺では増殖しない
と考えられてきたが、近年定常状態での胸腺
上皮細胞の増殖が報告され（Gray et al., 
Blood. 2006.108(12):3777)、成熟胸腺にお
いても上皮細胞の turnover が起こっている
可能性が示された。このことから成熟胸腺に

おいても上皮幹細胞および前駆細胞が存在
することが示唆されたが、その詳細はあきら
かとなっていない。 
我々は、ヌードマウスの欠損の原因遺伝子

である Foxn1 転写調節因子が、器官形成初期
の胸腺原基では殆どの上皮細胞に発現し上
皮細胞における機能分子：Delta-like (DLL) 
4 や CCL25 の発現に必須であるが、成獣胸腺
では多くの上皮細胞がこれらの機能分子を
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発現しているにもかかわらず Foxn1の発現を
失うことから Foxn1はこれらの機能分子の発
現維持には必ずしも必要でないことを示し
た（Itoi et al., Int.Immunol., 2007.19 
(2) :127）。このことから、Foxn1 は全ての胸
腺上皮細胞の分化初期に発現し上皮細胞の
分化を誘導するが、一部の上皮細胞群を除い
て多くの上皮細胞が分化の途中で Foxn1の発
現を失うことが示唆され、成獣胸腺で見られ
る Foxn1 陽性細胞としては、一部の成熟上皮
細胞および胸腺上皮幹細胞・前駆細胞を含む
未分化な上皮細胞である可能性が考えられ
た。 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、成獣胸腺の Foxn1 陽性で細胞
周期にいる上皮細胞（Ki67 陽性細胞）につい
て、細胞表面分子および細胞内マーカー分子
発現を Flowcytometry および cytospin 標本
を用いた蛍光染色により解析し、さらにそれ
らの分子発現を定量的 RT-PCR で検討するこ
とにより、胸腺上皮前駆細胞の特徴を明らか
にする。さらに、成獣胸腺における増殖性上
皮細胞の局在領域を検討することにより上
皮幹細胞もしくは前駆細胞ニッチ領域を特
定しその領域を構築するストローマ細胞に
ついて種々のストローマ細胞マーカー分子
の発現やサイトカイン・接着分子およびシグ
ナル分子の発現について解析することによ
り上皮幹細胞もしくは前駆細胞の維持・増
殖・分化に関わるニッチの特徴を明らかにす
る。 

 
３．研究の方法 
 
(１)成獣胸腺に存在する Foxn1 陽性 Ki67 陽

性細胞の解析 
① Foxn1 プロモーターで EGFP を発現する
マウス（Foxn1::EGFP, C57BL/6 遺伝子背
景）の胸腺を酵素処理（collagenase, 
DNase）により単離細胞とし、EGFP、Ki67
と胸腺上皮細胞表面マーカー（EpCAM, Ly51, 
UEA-1について蛍光免疫染色しFACS解析を
行った。 

 ② Cytospin 標本による解析 
  ①と同様に調整した Foxn1::EGFPマウス

の胸腺単離細胞より cytospin 標本を作製
し、EGFP、Ki67 と胸腺上皮細胞マーカー
（Keratin）について蛍光免疫染色した。 

 
(２)胸腺上皮幹細胞もしくは前駆細胞を含

む細胞分画における遺伝子発現の解析 
  １、２の結果より、胸腺上皮細胞活性を

示した細胞分画の遺伝子発現について、定
量的 RT-PCR により細胞増殖に関わる因子
や幹細胞因子の発現について検討した。 

（３）成獣胸腺における上皮幹細胞もしくは
前駆細胞の局在領域の解析 
新生仔および成獣 C57BL/6マウス胸腺に

ついて免疫組織学的検討により Foxn1陽性
Ki67 陽性細胞および BrdU 標識（250mg/kg, 
iv., 1 回／日×3日間）による増殖性上皮
細胞の分布を検討した。 

 
４．研究成果 
 
（１）成獣胸腺に存在する Foxn1 陽性 Ki67
陽性細胞の解析 
 酵素処理により単離した成獣マウス胸腺
ストローマ細胞の FACS 解析の結果より、成
獣マウス胸腺において、EpCAM 陽性 Ki67 陽性
の増殖性上皮細胞の 73％が Foxn1（EGFP）陽
性であることが示された（図１A）。また、
Cytospin 標本を用いた検討より、成獣マウス
胸腺において 52.5%の上皮細胞が Foxn1
（EGFP）陽性であり、全上皮細胞中の Ki67
陽性細胞は 3.4%に対して Foxn1（EGFP）陽性
細胞中のKi67陽性細胞は5.5％であることか
ら、増殖性の上皮細胞は Foxn1 陽性分画に濃
縮されることが分かった（図１B）。これらの
ことより、成獣マウス胸腺において増殖性の
前駆細胞の多くは Foxn1陽性であることが示
された。 
また、Foxn1（EGFP）陽性 Ki67 陽性細胞の

一部は Ly51 陽性または UEA-1 陽性分画にも
認められ、成獣マウス胸腺には皮質および髄
質上皮前駆細胞が存在することが示唆され
た。 

 
 

（２）胸腺上皮幹細胞もしくは前駆細胞を含
む細胞分画における遺伝子発現の解析 
 Foxn1（EGFP）陽性 EpCAM 陽性分画および
Foxn1（EGFP）陰性 EpCAM 陽性分画をセルソ
ーターにより分取し、各分画における遺伝子
発現を検討したところ、Foxn1（EGFP）陰性
分画に比べて Foxn1（EGFP）陽性分画におい
て胸腺上皮細胞発生期に発現が見られる
Pax1, Pax9 および Six1 の発現が高いことが
示され（図２）、Foxn1 陽性細胞に胸腺上皮前
駆細胞が含まれる可能性が示された。 
 



 

 

 
（３）成獣胸腺における上皮幹細胞もしくは
前駆細胞の局在領域の解析 
 成獣マウス胸腺凍結切片を用いた免疫組
織学的検討により生後胸腺において Foxn1陽
性 Ki67 陽性の増殖性上皮細胞は主に髄質領
域に見られることが分かった（図３、矢頭）。 
さらに、BrdU 投与による増殖細胞標識法を行
い、BrdU 陽性 Foxn1 陽性細胞の分布を BrdU
投与 1日後および 3週間後に免疫組織学によ
り検討したところ、標識 1 日後には BrdU 陽
性 Foxn1陽性細胞は成獣マウス胸腺の主に髄
質領域に認められた。また、標識 3週後の胸
腺においても少数の BrdU 陽性 Foxn1 陽性細
胞が髄質領域に認められ、髄質領域に細胞周
期のきわめて遅い上皮細胞が存在すること
が明らかとなった（図４、矢頭）。これらの
ことより、生後マウス胸腺髄質領域には上皮
前駆細胞が存在することが示唆された。一方、
新生仔期においては、増殖性の上皮細胞は髄
質領域だけでなく皮質領域の特定領域に存
在することが示され、皮質および髄質上皮前

駆細胞はそれぞれ胸腺内の異なる領域で発
生することが示唆された。これらの皮質およ
び髄質上皮前駆細胞が生後いつまで維持さ
れるのか、どのような維持・分化の制御を受
けているかが今後の検討課題である。 
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