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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞(Treg)は、主な分化の場を胸腺とするが、ここにおけるTreg成熟過程・胸腺か
らの流出過程において作用する因子等は不明な点が多い。我々はこの問題に対し、Tregを分化成熟させるための特別な
微小環境(Tregニッチ)が存在するという作業仮説よりアプローチを試みている。本研究期間中では、新たな胸腺Treg成
熟マーカーの同定がなされ、また、胸腺Tregの流出に際し、胸腺ストロマ細胞中において、胸腺上皮以外に重要な役割
を持つ細胞種の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T cells (Tregs) development occurs predominantly within the thymus, but
 the factors or signalings which are associated to Treg development and its egress from thymus remains unc
lear. To approach this matter, we utilize a "Treg niche" hypothesis; there are some micro environments for
 Treg differentiation and maturation in the thymus. In this study, we identified a new Treg maturation mar
ker. And more, we suggest that there are some thymic stromal cells except thymic epithelial cells which pl
ay pivotal roles for mature Treg egress from the thymus.
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１． 研究開始当初の背景 
 免疫応答の際に中心的な役割をもつ細胞
内シグナリングの一つに、転写因子 Nuclear 
Factor –κB(NF-κB)を介した経路がある。
NF-κB のサブユニットの一つである RelA
を欠損したマウスは胎児期に胎児肝におい
て多数のアポトーシスを起こしている細胞
を認め、胎生 14 日までに致死となる。この
致死性は、Tumor Necrosis Factor-α(TNF-
α)を欠損させることで回避され、TNF-α
/RelA ダブルノックアウト(TA-KO)マウスは
出生するようになる。この TA-KO マウスは
同腹子と比べ発育が悪く、様々な組織で炎症
性細胞浸潤といった自己免疫様病態を呈し、
生後３週までに致死となる。 
 自己の組織に対する免疫寛容を成立させ
るシステムの一つに、制御性Ｔ細胞(Treg)に
よる自己免疫抑制がある。Treg は、胸腺を主
たる分化の場とし、分化成熟ののち末梢へと
流出していく。 
 ここで、TA-KO マウス各組織中の Treg の
頻度を解析してみると、脾臓・末梢血中での
Treg 頻度は非常に低かった（図２下）一方で、
胸腺においては対照マウス(野生型・TNF-α
KO)と同頻度の Treg を認めた。 
そこで、TA-KO 胸腺内 Treg が胸腺から流

出しないのか、流出後に末梢において失われ
ているのかを検討するため、TA-KO マウス
胸腺Tregを別個体のTA-KOマウスへ移植し
た。この移植は、TNFαKO Treg を移植した
場合と同程度の延命効果を認めたことから、
TA-KO 胸腺の Treg は機能的であり、（人為
的に）末梢へ移行できさえすれば抑制能を示
すことがわかった。これより、TA-KO 胸腺
Treg が末梢へ流出後に失われているという
可能性は否定され、TA-KO マウスの自己免
疫様病態は、胸腺 Treg が胸腺から流出しな
いことに因ると考えられた。加えて、TA-KO
胎児肝を放射線照射した別個体(B6/Ly5.1+)
へ移植し血球系キメラマウスを作成したと
ころ、このマウスにおいては胸腺 Treg 流出
不全はおこらず、TA-KO マウスでの流出不
全はTreg側ではなく胸腺環境側でRelAを欠
損するためであると考えられた。 
 TA-KO マウス胸腺より Treg が流出しない
際、Treg の分化のどの段階で止まっているの
かが問題となる。そこで、胸腺内 Treg 分画
の成熟の程度を、ゲノム foxp3 領域の脱メチ
ル化を指標に解析してみたところ、野生型・
TNFαKO マウスの Treg 分画は成熟 Treg・
未成熟 Treg が混在していたが、TA-KO マウ
スのTreg分画は成熟Tregで占められていた。
このことから申請者は、成熟 Treg が流出し
ないと新たな(未成熟)Treg の分化が起こらな
いと考え、胸腺が同時にメンテナンスできる
Treg の数に上限があるのではないかという
着想に至った。この、Treg 分化成熟のための
微小環境(Treg niche)があるのではないかと
いう作業仮説をもとに、成熟 Treg の流出機
構の解析を行った。 

 
２． 研究の目的 
 胸腺からの成熟 Treg 流出に関わる因子の
探索。 
 
３．研究の方法 
（１）T 細胞の胸腺からの流出に必要である
こ と が 既 知 で あ る 因 子 (Sphingosine-1- 
phosphate receptor 1; S1PR1)についての発
現解析。 
（２）TA-KO・TNF-KO マウス胸腺より Treg
分画を単離し、発現遺伝子の違いを DNA マ
イクロアレイにより探索した。 
（３）Treg 流出において RelA は T 細胞側で
はなく胸腺環境側の細胞で必要であること
が分かっていたが、この胸腺環境側のどの細
胞種で RelA を必要とするかの絞込みを、ま
ずは foxn1-cre/rela floxed（胸腺上皮特異的
RelA 欠損）マウスの作出、次にデオキシグ
アノシン処理 TA-KO 胎児胸腺の腎皮膜下へ
の移植により行った。 
（４）胸腺ストロマ細胞を胸腺上皮とそれ以
外の血球系(CD45 陽性)細胞とに分け、DNA
マイクロアレイによりそれぞれに発現遺伝
子プロファイルを作成した。なお、この実験
に用いる細胞のプールには時間がかかるこ
とが予想されたため、（３）の実験の結果を
待たず先行して（４）の実験を開始した。 
 
４． 研究成果 
（１）S1PR1 について胸腺 Treg 分画を単離
し定量的 RT-PCR を行ったところ、TNFα
-KO 胸腺 Treg 分画と同程度の発現量を検出
した。また、抗 S1PR1 抗体を用いた発現解
析においても、TA-KO 胸腺 Treg 分画中では
TNFα-KO と同頻度の S1PR1 陽性 Treg を
認めた（図１）。この結果は、TA-KO マウス
のTregの流出不全がTreg側ではなく胸腺環
境側で RelA を欠損することに因るという結
果とよく整合する。 

図１ 胸腺 CD4+CD25+Foxp3+ 分画中の
S1PR1+細胞の頻度（％） 

 
（２）TA-KO と TNFαKO 胸腺 Treg 分画で
発現の異なる遺伝子の候補を 68種類得た（図
２）。この中で、TA-KO 胸腺 Treg 分画にお
いて発現増強している因子として IL-7Rαが
同定され、これについてフローサイトメトリ
ーによりTA-KO胸腺Treg分画で IL-7Rα陽

0

5

10

thymocytes

TKO TAKO

n.s.



性 Treg の頻度が高くなっていることを確認
した（図３）。 
これより、IL-7Rαが成熟 Treg マーカーと

して有用である可能性が浮上した。そこで、
野生型マウスを用い Treg 分画を IL-7Rα陽
性と陰性とに分け、ゲノム foxp3 領域メチル
化程度よりそれぞれの分画の成熟度合を解
析したところ、IL-7Rα陽性 Treg 分画の方が
より成熟した集団であった。これより、IL-7R
αは Treg の成熟マーカーとなることを示し
た。 
 この成果により、胸腺 Treg 分画内におい
て、IL-7Rα陽性成熟 Treg 分画という新たな
分画を定義することが可能となった。これを
用いて、TA-KO と TNFαKO 胸腺より IL-7R
α陽性成熟 Treg 分画を単離し、再度 DNA マ
イクロアレイを行った。これにより、前述の

68 候補遺伝子は 49 候補遺伝子まで絞り込ま
れた。 
 
（３）まず foxn1-cre/rela floxed マウスを作
出したところ、このマウスにおいて胸腺 Treg
流出不全の表現型は再現されなかった。しか
しながら、このマウスの胸腺上皮において組
み換え効率が悪かった。そこで次に、デオキ
シグアノシン処理 TA-KO 胎児胸腺の、ヌー
ドマウス腎皮膜下への移植を行ったところ、
このマウスでは、Treg の流出不全は再現され
なかった（図４）。このことから、Treg の流
出に際して RelA を必要とするのは、胸腺ス
トロマ細胞のうち胸腺上皮以外の細胞種で
あることがわかった。この結果は、胸腺 Treg
の流出に際し、胸腺上皮以外の細胞の関与が
あることを意味する。 

 
（４）胸腺上皮細胞と、CD45 陽性胸腺スト
ロマ細胞より発現遺伝子プロファイルを作
成した。この実験は（３）に先行して行った
が、（３）の結果を受け今後の研究は CD45
陽性胸腺ストロマ細胞より作成したプロフ
ァイルを用い進める。 
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図３ 胸腺 CD4+CD25+分
画中の IL-7Rα発現 

 

図 ２  TNF α -KO ・ TA-KO 胸 腺
CD4+CD25+Treg分画における遺伝
子発現プロファイルの比較。このと
き同時に、図には示していないが
TNF α -KO ・ TA-KO 胸 腺
CD4+CD25 － CD24 － 成 熟
conventional Ｔ細胞間でも比較を
行い、Treg 分画間では差がみられ
たが conventional T 細胞分画間で
は差の見られなかった遺伝子
（TAKO の Treg 分画でのみ発現変
動の見られた遺伝子；68 種類）を
濃いドットで示す。 
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図４ TNFα-KO・TA-KO dGuo 処理胎
児胸腺のヌードマウスへの腎皮膜下
移植後の脾細胞中の胸腺由来 Treg 
(Nrp1+Treg)頻度 
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