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研究成果の概要（和文）：T細胞分化における Gasp(Themis)の機能を明らかにするために、T細

胞特異的に Themisを過剰発現させたトランスジェニックマウスを作製し検討した。胸腺で Gasp

を過剰発現させると、正の選択が単純に増強されるのではなく、CD4 系列の正の選択が増強さ

れる一方で、CD8 系列の正の選択は阻害されることが明らかとなった。さらに、末梢の成熟Ｔ

細胞で Themisを過剰発現させると、サイトカイン産生のバランスが変化することを明らかにし

た。以上の結果から、Themis は T 受容体依存性のシグナル伝達経路に関与している可能性が高

いことが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：In order to study the role of Gasp (Themis) in T cell development, we 
made transgenic mice overexpressing Themis in a T cell specific manner. In the thymus 
Themis overexpression augmented positive selection in a CD4 T cell specific manner, while 
positive selection of CD8 cells was inhibited. Furthermore, cytokine production was altered 
in Themis overexpressing peripheral T cells. These data show for the first time a role for 
Themis in T cell receptor-dependent signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 
胸腺内における T細胞分化の正、負の選択の
分子機構を解明することは、自己免疫疾患を
理解する上でも極めて重要である。我々は
Themis(Gasp; Gene ID: 210757)遺伝子のノ
ックアウトマウスを作製し、この新規遺伝子
がＴ細胞の正の選択に必須であるが、負の選
択には関係ないことを明らかにした [PNAS, 
106:16345-16350]。すなわち、Themis は正の
選択にのみ関与する極めてユニークな蛋白

質である。しかしながら、この分子の機能は
わかっておらず、また Themis を過剰発現し
た際の表現型も全く報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 
前述のように、Themisは胸腺における正の選
択に必須の新規遺伝子であるが、本分子の詳
細な機能については未だわかっていない。そ
こで本研究では、Ｔ細胞特異的に Themisを
過剰発現するトランスジェニックマウスを
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新たに作製し、その表現型を解析することに
より、Themis の分子機能の解明に迫ろうとい
うものである。Themis分子を欠失すると、正
の選択は強く阻害されるので、この分子を多
量に発現すると、正の選択やＴ細胞分化がど
のような影響を受けるかは非常に興味深い。
さらに、本研究の結果はＴ細胞分化不全や機
能不全症の病原性の理解にも役立つものと
考えられる。そこで、ヒト CD2プロモーター
の制御下でＴ細胞特異的に Themisを過剰発
現させたトランスジェニックマウスを作製
し、その表現型を解析した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) トランスジェニックマウスの作製 
 Themisの ORFクローン(DNAFORM, Japan)を
用いて PCRにて cDNAを増幅し、その cDNA を
human CD2プロモーターのターゲッティング
ベクターにクローニングした。作製したター
ゲッティングベクターを C57BL/6マウスの単
細胞胚にマイクロインジェクションし、ICR
雌マウスの卵管へ移入し T細胞特異的に
Themisを過剰発現するトランスジェニック
マウスを作製した。 
 
(2) フローサイトメトリー 
 胸腺および脾臓の組織を PBS バッファーに
入れ 100μmナイロンメッシュで潰した後、そ
のセルサスペンションを 40μm フィルターに
通した。その後、細胞数をカウントし１−２
×10６細胞を 96ウエルプレートに入れて遠
心を行い、各蛍光標識抗体 [CD4抗体(GK1.5), 
CD8α 抗体(53.6.7)], TCRβ 抗体(H57)など)を
加え、遮光して 4℃で 20 分間反応させた。イ
ンキューベーション後、抗体反応済みの細胞
を FACS Buffer (0.2% BSA/ 0.1% NaN3/ PBS)
で洗浄し、その細胞を BD FACS Canto II 
(Becton, Dickinson and Company, Japan)フ
ローサイトメーターを用いて測定を行った。
その後、FlowJo ソフトウェア(Tree Star, 
Ashland, Oregon)を用いて詳細なデータ解析
を行った。 
 
(3) ウェスタンブロット法 
 細胞を Lysis Buffer (0.5% NP-40/ 50 mM 
Tris-HCl (pH 8.0) / 150 mM NaCl / 1x 
Phosphatase Inhibitor Cocktail / 1x 
Protease Inhibitor Cocktail) で溶解し、
10000g 10分間遠心後、上清を回収しトータ
ルタンパク質を抽出した。その後、サンプル
バッファーと混ぜて 95℃で 5分間加熱処理を
行った。この細胞抽出液を SDS-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動で展開し、PVDF膜に転写
後、5%BSA in TBST にて室温１時間ブロッキ
ングを行った。次に、各一次抗体と反応させ

TBSTにて洗浄後、HRP標識抗ウサギ／マウス 
IgG 抗体(GE Healthcare)の二次抗体反応を
行い、LumiGLO Reagent and Peroxide (Cell 
Signaling Technology, Danvers, 
Massachusetts)で発色させ LAS-4000 イメー
ジアナライザー(GE Healthcare)にて検出し
た。 
 
(4) CD4 T細胞の単離および ELISA 解析 
 脾臓細胞に Biotin標識された抗マウス CD4
抗体(clone GK1.5)を加え、4℃で 20分間反
応させた。MACS Buffer (2 mM EDTA/0.5% BSA/ 
PBS) で 3回洗浄後、175ulの MACS Buffer で
細胞を再浮遊し Streptavidin MicroBeads 
(Miltenyi Biotec)を 25ul添加し 4℃で 30分
間反応させた。その細胞懸濁液を MACS Buffer
で２回洗浄後、Separation bufferにてリサ
スペンドした。その細胞懸濁液を AutoMACS
によりポジティブセレクションを行い、脾臓
細胞に含まれる脾臓 CD4+T 細胞を単離した。
あらかじめ前日に抗 CD3ε抗体(5ug/mL, 
clone 2C11)を平底の 96ウェルプレートに吸
着させておき、そのプレートへ単離した CD4+ 
T 細胞 0.25 million cell/wellと抗 CD28抗
体(5ug/mL, clone 37.51)を播き 16-24時間
刺激を行い、その培養上清を回収した。 
 回収した培養上清を Ready Set Go IL-2 
ELISA（eBioscience, San Diego, California）
を用いて、製品マニュアルに従い IL-2 の産
生量を測定した。 
 
４．研究成果 
 
多くの Tgファウンダーの Themis蛋白発現量
をウェスタンブロットにて検定し、最終的に

野生型の 3倍程度の蛋白量を過剰発現する
Tg マウス系統を樹立した。（Fig.1）。 
Tg マウスは胸腺においても末梢においても、
野生型の 3倍程度の Themis 蛋白質を過剰発
現していた。この Tgマウスの解析により、
CD4系列の正の選択がわずかに増加している
ことが明らかとなった(FIG.２)。 
 
 



胸腺における CD8系列の選択においては統計
的な有意差は見られなかった。末梢の脾臓細
胞においては、CD4SP-T細胞の数は明らかに
増加し、CD8-SPの数は微弱ではあるが統計的
有意に減少していた。Themis 欠損マウスにお
いては CD4系列も CD8系列も同様にその分化
が阻害されたことから、この過剰発現マウス
の表現型は予想外であった。TCR トランスジ
ェニックマウスを用いた詳細な解析の結果
も、CD4系列の正の選択は増強するが、CD8
系列の正の選択は減弱していることが確認
され、Themis の過剰発現による影響は CD4 系
列と CD8系列とでは異なることが初めて明ら
かとなった。 
 また、HY-TCRトランスジェニックマウスと
の交配により負の選択に対する効果を検討
したが、Themis過剰発現によって負の選択は
全く影響を受けないことが明らかとなった。 
次に、Themisを過剰発現する成熟 CD4T 細胞
の機能を検定した。TCR 刺激による IL-2産生
は Themis-Tgで野生型よりも大きく亢進して
いることがわかった。しかしながら、細胞の
増殖自体の増加はみられなかった。これらの
結果から、Themisが TCR依存性のシグナル伝
達に何らかの役割を果たしていることを示
唆している。しかしながら、今のところ、TCR
依存性の ERK活性化、Caイオン流入などのシ
グナル伝達においては違いは見られていな
い。今後は AKT 経路、NFkB経路など、他のシ
グナル伝達経路にも着目して解析を進める
必要がある。 
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