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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュ初期発生過程におけるAireの機能を切り口として、Aireの標的遺伝子を明
らかにすべくノックダウン実験を行ったが、安定した形質を認めることが出来なかった。次いで、TALEN法を用いてz- 
Aire欠損ゼブラフィッシュを樹立する方法に変更し、z-AireのExon 2を標的とする発現ベクターを構築した。In vitro
 transcription によりExon 2をはさみ込むRNA産物を合成し、ゼブラフィッシュ初期胚に注入してAire欠損ゼブラフィ
ッシュを樹立した。現在、Aire欠損ゼブラフィッシュの形質解析に従事しており、その情報に基づいてAireの標的遺伝
子の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：We have been trying to identify the target genes of Aire by investigating the 
role of Aire in early development of zebrafish. Our initial trial to achieve this using knockdown method 
did not produce stable phenotypes in zebrafish. We therefore generated zebrafish lacking z-Aire by the 
use of TALEN method. We targeted Exon 2 of z-Aire, and established mutant zebrafish by injecting RNA that 
targets the Exon 2 of z-Aire. We are currently examining the phenotypes of mutant zebrafish, and are 
planning to identify the target genes of Aire based on studying the phenotypes of zebrafish lacking 
z-Aire.

研究分野： 免疫学

キーワード： Aire　zebrafish　自己免疫
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１．研究開始当初の背景 
 
 遺伝性自己免疫疾患の原因遺伝子 Aire の
機能解明は、自己免疫疾患の原因究明に大き
な手がかりを与えるものと期待されている。
Aire 欠損マウスの胸腺髄質上皮細胞
（medullary thymic epithelial cell: mTEC）
で は 、 多 数 の 組 織 特 異 的 自 己 抗 原
（tissue-restricted antigen: TRA）遺伝子の
発現レベルが低下していることから、Aire は
mTEC における TRA を標的遺伝子として、
その発現レベルを維持することにより、胸腺
における自己反応性T細胞の除去にはたらく
と考えられている。しかしながら、Aire 欠損
マウス mTEC における TRA の発現変化が、
必ずしも当該 TRA に対する自己免疫応答と
相関しないという事実をふまえ、私どもはこ
のモデルの再検討が必要であると考えてい
る。すなわち、Aire の標的遺伝子が TRA で
あるとする従来のモデルに替わり、Aire が
mTEC の分化誘導因子として作用するモデ
ル（分化モデル：maturation model）を提唱
している（Eur. J. Immunol. 2011）。このモ
デルは、Aire 発現細胞を GFP によって可視
化した Aire/GFP ノックインマウスにおいて、
Aire 欠損 mTEC が未分化な形態を呈したこ
とに基づく（J. Exp. Med. 2008）。TRA を標
的遺伝子とするモデル、あるいは分化モデル
のいずれが正しいか、さらにはそれ以外の未
知の Aire による自己寛容成立メカニズムが
存在するかという問題を解明にするには、
Aire の標的遺伝子が何であるかを明らかに
する他はない。しかしながら、一般に転写因
子の標的遺伝子を特定する作業は容易では
なく、特に Aire の場合には Aire を恒常的に
発現する細胞株が存在せず、また純化した
Aire 発現 mTEC を大量に調製することが困
難であるため、通常の生化学的・分子生物学
的アプローチから Aire の標的遺伝子を同定
することは容易ではない。 
 
２．研究の目的 
 
 以上の点をふまえ、本研究では申請者が新
たに見出したゼブラフィッシュ初期発生に
おける Aire の機能を切り口として、Aire の
標的遺伝子を明らかにする。本研究課題では
一見、自己免疫疾患の病態解明とはかけ離れ
ている初期胚を研究材料として用いるが、転
写因子の標的遺伝子に対する作用様式は、細
胞種によらず基本的に同じであることから、
得られた成果は mTEC における Aire の標的
遺伝子同定作業のためのきわめて有用な知
見となり、mTEC における同様な研究に対し
ても、貴重な技術的基盤を提供するものと思
われる。 
 
３．研究の方法 
 ゼブラフィッシュ初期発生過程における
z-Aireの役割を(1)レスキュー実験、および

(2)z-Aireの発現解析によって確認するととも
に、(3)モルフォリノ注入に替わり、TALEN
法を用いてz-Aire欠損ゼブラフィッシュを樹
立する。それによって、形質の安定した個体
材料を用いてgenetic、epigeneticな解析が可
能な実験系を構築する。 
 
４．研究成果 
 
 (1)z-Aireノックダウン表現型のレスキュー
実験による、Aireの初期発生過程における役
割の確認 
 当初行ったゼブラフィッシュ初期発生にお
けるAire機能の研究では、Aireのノックダウ
ンが尾の湾曲や心臓の形成不全といったきわ
めて特徴的な表現型をもたらすことを見出し
ていた（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    コントロール・モルフォリノ処理 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Aireノックダウン・モルフォリノ処理 
 
 
 しかしながら、モルフォリノを用いた実験
では、いわゆるoff-target効果がしばしば観察
されるため、z-Aireノックダウンによって観
察された表現型が、野生型Aireによってレス
キューされることをin vitro transcriptionに
よって作製したhuman Aire RNAの同時注入
によって確認する実験を行った。その結果、
Aireのノックダウンによる尾の湾曲や心臓の
形成不全は比較的再現性よく観察されたもの
の、human Aire RNAの同時注入によって表
現型をレスキューすることは出来なかった。
すなわち、当初観察された表現型が、
off-target効果による可能性を排除すること
が出来なかった。 
 
 (2)z-Aireの発現解析 
 一般に、モルフォリノを用いたノックダウ
ン法で観察される表現型については、当該遺

 

 



伝子の発現箇所と一致する表現型であること
が求められる。そこで、ゼブラフィッシュ胚
を用いて、初期発生におけるz-Aireの発現組
織をin situ hybridization法によって検討し
た。その結果、z-Aireの発現組織は眼球や脳
組織、脊椎といった比較的幅広い発現を示し
た。この結果は、モルフォリノを用いたノッ
クダウン法で観察された表現型と必ずしも矛
盾する結果ではなかったが、真の効果、ある
いはoff-target効果のいずれかを積極的に支
持する結果ではなかった。 
 
 (3) TALEN法を用いたz-Aire欠損ゼブラフ
ィッシュの樹立 
 Transcription activator-like effector
（ TALE ） domains for efficient TALE 
nucleases（TALEN)は、従来のモルフォリノ
を用いた一時的なノックダウンと異なり、ゲ
ノムレベルで安定変異体を樹立出来る革新
的な遺伝子改変技術である。そこで、本技術
を用いて z-Aire 欠損ゼブラフィッシュを樹
立することとした。 
 ①TALEN 法のための遺伝子構築 
 エンドヌクレアーゼ DNA 切断ドメインを
はさむ TALE DNA 結合ドメインを z-Aire の
Exon 2 を標的として設定し、Voytas 達の報
告に従い(Nucleic Acids Res. 2011)、対応す
る repeat-variable di-residue (RVD)発現ベ
クターを構築した。 
 ②In vitro transcription により、標的領域
（Exon 2）をはさみ込む RNA 産物を合成し、
ゼブラフィッシュ初期胚にマイクロインジ
ェクション法によって注入した。RNA 注入
操作を行った胚からゼブラフィッシュを発
生させ、性成熟に達した時点で F1 胚を取得
した。 
 ③F1胚ゲノムの z-Aire Exon 2が期待通り 
insertion/deletion によって変異した個体を
選別し（Exon 2に-11bpのdeletionが存在）、
ノックアウトラインを樹立した。こうして樹
立したヘテロ個体の掛け合わせにより、メン
デル則に従って表現型の安定した z-Aire 欠
損ゼブラフィッシュを大量に得ることが出
来る。現在はホモ個体の作出を行っている過
程であり、モルフォリノを用いて z-Aire をノ
ックダウンして観察された表現型が、真の
z-Aireの機能欠損に基づくものであったかど
うかは間もなく判明する予定である。 
 
 以上、本研究期間中においては、当初目指
した Aire の標的遺伝子の同定には至らなか
ったが、TALEN 法を用いて z-Aire 欠損ゼブ
ラフィッシュを樹立することが出来た点は
大きな成果であると考える。z-Aire 欠損ゼブ
ラフィッシュは、アンチセンス・モルフォリ
ノを用いた z-Aire ノックダウンゼブラフィ
ッシュに比べ、表現型、遺伝子発現の安定性
から、z-Aire の標的遺伝子を同定するための
理想的な実験材料を提供してくれるものと
思われる。 

 
 以下に、今後取り組むべき実験を列挙し、
併せてその考察を行う。 
 
○z-Aire 欠損ゼブラフィッシュを用いた
Aire 標的遺伝子の同定 
（１）z-Aire 欠損に伴う発現遺伝子変動の解
析 
 z-Aire ノックアウト初期胚、および対照初
期胚から調製した RNA を用いて array 解析
を行い、z-Aire の標的遺伝子を検索する。そ
の際、z-Aire 抑制個体の表現型から、既にそ
の候補となっている Wnt、SHH 系に関わる
遺伝子を重点的に拾い上げる。 
（２）z-Aire 過剰発現初期胚の解析 
 z-Aire欠損ゼブラフィッシュの樹立とは逆
に、ゼブラフィッシュ初期胚へのz-Aire RNA
注入による gain-of-function 実験を行い、
z-Aireの個体レベルでの作用をより明確にす
る。 
（３）Aire の標的遺伝子への作用様式の解析 
 本研究によって z-Aire の標的候補遺伝子
を同定した後は、Aire による標的遺伝子の作
用メカニズムを分子生物学的・生化学的手法
を用いて明らかにする。 
 
 Aire 欠損が、マウス初期発生に特に障害を
もたらさないのに対して、少なくともモルフ
ォリノを用いた z-Aire ノックダウン実験に
よってゼブラフィッシュ初期発生に明確な
障害が観察されたことは、Toll 遺伝子の場合
との類似性が注目され、興味深いと考えた。
すなわち、ショウジョウバエにおける Toll の
変異は自然免疫と発生の両方に影響を及ぼ
すのに対して、哺乳類では、もっぱら自然免
疫系の障害のみをもたらす。ここで重要な点
は、ショウジョウバエの Toll は、自然免疫系
と発生過程のいずれの機能おいても、同じシ
グナル伝達経路（NF-B 活性化経路）を介し
て作用する点である。つまり、本研究課題に
おいても、ゼブラフィッシュ初期胚における
Aire の標的遺伝子や、その作用様式が解明出
来れば、それはとりもなおさず、獲得免疫系
（mTEC がはたらく自己寛容成立機構）にお
いても、Aire の標的遺伝子や、その作用様式
を明らかにできる可能性が高い。 
 他方、胸腺における自己反応性 T 細胞の除
去機構（negative selection）については、TCR
トランスジェニックマウスを用いた実験系
が導入されて以来、自己寛容の成立機構には
mTEC が発現する自己抗原の「量的」変動が
強調されている。Aire が自己抗原遺伝子の発
現レベル制御を介して自己寛容の成立に関
わるとするモデルも、その概念に沿った解釈
に他ならない。本研究では mTEC における
Aire の機能解析からはあえて距離を置き、申
請者が新たに見出した発生初期における
Aire の機能解析に取り組んでいる。初期発生
における Aire の研究は一見、自己寛容の成
立機構解明の趣旨から外れるように見える



が、mTEC を対象とした従来のアプローチで
は得られなかった成果が生まれることを期
待している。 
 Aire 欠損にともなう自己免疫疾患の発症
病態の解明においては、転写因子 Aire の標
的遺伝子を同定することこそが Aire 機能の
全貌解明に必要不可欠であると考え、本研究
課題を実施するに至った。Aire を含め、転写
因子の標的遺伝子、および標的遺伝子に対す
る作用様式は細胞種によらず基本的に同じ
であることから、初期発生における Aire の
作用機序の解明は、そのまま胸腺髄質上皮細
胞における Aire の機能解明への貴重な情報
となり、自己寛容成立機構における Aire 機
能の解明、それに基づく自己免疫疾患の原因
究明に大きく資すると期待している。 
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