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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患の原因遺伝子であり、胸腺髄質上皮細胞に発現しているAireが、胸腺に
おける自己反応性T細胞の除去過程において、どのような抗原提示細胞を制御しているのかをイメージング解析
や各種移植実験によって検討した。その結果、Aireは胸腺髄質上皮細胞自体の抗原提示を制御しているというよ
りはむしろ、B細胞・樹状細胞といった骨髄由来の細胞の抗原提示を制御している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The regulation mechanism of negative selection by Aire remains elusive. 
Especially it is important which type of antigen presenting cells (APCs), medullary thymic 
epithelial cells (mTECs) or bone marrow (BM)-derived cells, are regulated by Aire in the negative 
selection. We have approached these issues by generating two different types of transgenic mouse 
(Tg) model, which express a prefixed model self-antigen driven by the insulin promoter or the Aire 
promoter. In the insulin-promoter Tg model, imaging analysis showed the dispensable role of Aire in 
cognate interaction between mTECs and autoreactive T cells. In the Aire-promoter Tg model, both 
mTECs and BM-derived APCs could independently induce clonal deletion.  And production of Tregs by 
BM-derived APCs, which express and present the self-antigen, was impaired by the lack of Aire in 
mTECs, but not in BM-derived APCs. These results suggest that Aire regulates antigen presenting 
processes in BM-derived APCs rather than mTECs.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胸腺における自己反応性T細胞の除去過程のメカニズムに関する理解は、自己免疫疾患の発生過程や病態形成を
知る上で重要である。我々はこの過程においてAireがどのような抗原提示細胞を制御しているかに焦点を当てて
研究を行った。これらの結果は胸腺における自己反応性T細胞の除去過程の学術的な知見にとどまらず、ヒト
AIRE欠損症の発生メカニズムを理解する上で重要な知見であると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
胸腺髄質上皮細胞（medullary Thymic Epithelial Cell : mTEC）は様々な組織特異抗原
（tissue-specific antigen : TSA）を転写しており、AIRE（AutoImmune Regulator）遺伝子
がmTECにおける TSA発現を制御していることが明らかとなっている。AIRE/Aireを欠損す
るヒトおよびマウスは、自己免疫疾患を発症する。また、Rat Insulin promoter (RIP)制御下
で Ovalbumin（OVA）抗原を発現する Tg（RIP-OVA Tg）と、OVA特異的 T細胞レセプター
（TCR）の Tg（OT2 Tg）の double-Tg（dTg）モデルを用いた研究から、Aireを欠損すると
負の選択が障害されることが明らかとなっている。このような一連の研究からから、Aire は
mTECにおける TSA発現を介して自己反応性 T細胞の負の選択を制御しているという仮説が
広く受け入れられている。しかし、RIP-OVA モデルの OVA 発現は Aire 欠損下でも正常であ
り、なぜ Aire欠損下で RIP-OVA : OT2 dTgモデルの負の選択が障害されるのかは明確にはな
っていない。我々は、MHC IIを欠損する OT2 Tgの腎皮膜下に RIP-OVA Tgの胸腺を移植す
ると、負の選択が障害されるという結果を得ている。他のグループも骨髄移植を用いて同様の
結果を報告しており、これらの結果から、RIP-OVAモデルにおける OT2 T細胞の負の選択に
は骨髄由来抗原提示細胞（BM-APC）の抗原提示が必要であることが示唆されている。この dTg
モデルにおいて Aire欠損で負の選択が障害されること、負の選択に BM-APCが必要であるこ
とから、Aireは BM-APC の抗原提示を制御している可能性が示唆されるが、そのメカニズム
に関しては不明確な点が多い。また、RIP-OVA モデルにおける OVA 抗原のソースは mTEC
であると考えられており、そのことからmTECから BM-APCへと抗原が受け渡されるという
メカニズムも考えられている。 
我々は RIP-OVA Tgに加えて Aire promoter下でOVAを発現する Aire/OVA-KIマウスを作
製・解析しており、こちらは Aire欠損下でも正常に OT2 T細胞の負の選択が起きることがわ
かっている。また、Aire/OVAモデルは前述の胸腺移植の実験系からmTEC自身の抗原提示の
みで負の選択が起きることが明らかとなっている。このように抗原モデルによって負の選択に
おける Aireの必要性、抗原提示に必要な細胞種が異なるという複雑な状況もあり、負の選択に
おいて Aireがどのような役割を果たしているかの統一的な見解は得られていない。 

Hsiehらのグループは従来の抗原と TCRの dTgとは異なるアプローチで、Aireと負の選択
に関する興味深い報告を行っている（Immunity. 41:414 2014）。彼らは TCR鎖を固定し TCR 
V2鎖のシークエンスをするという手法で、 

 
AireはmTECによる抗原提示を制御する 

 
Aireは骨髄由来抗原提示細胞（BM-APC）による抗原提示を制御する 

 
という 2つの結果を導いている。 
このように Aireによる負の選択制御に関する研究は、解析アプローチによって様々な結果が
得られるために未だに解決されていない点が多い問題である。また、ヒトでは解析が難しく負
の選択障害が Aire 欠損症における病態形成に本当に関わっているのかさえよくわかっていな
い。このような背景から本研究では、2種類の抗原モデル（RIP-OVA, Aire/OVA）を用いて Aire
がどのように負の選択を制御しているかについて様々な角度から検討を行った。 
 
 
２．研究の目的 
前述のような背景を受けて Aire がどのように負の選択を制御しているのかを明らかにする
目的で、以下の 2点に焦点を当てて研究を行っている。 

 
(1) AireはmTECによる抗原提示を制御しているか？ 

 
(2) Aireは胸腺において BM-APCの抗原提示を制御しているか？ 
①   制御しているならそれはどの細胞種か（B細胞か樹状細胞か）？ 
②  制御しているならそれはどのようなメカニズムによるか？ 
 
どの抗原提示細胞種がAireの影響を受けるかという問題は、Aire欠損下で生じる自己反応性 T
細胞がどの抗原を認識しているのかということと密接に関わっており、Aire欠損における病態
形成を考える上で重要な問題である。 
 
 
３．研究の方法 
目的(1)に関して 
抗原を発現するmTECと抗原特異的 T細胞の相互作用を、2光子顕微鏡を用いたイメージング
によって解析した。具体的には RIP-OVA Tgマウスの胸腺スライス上で OVA特異的な OT2 T
細胞を培養し、イメージング解析を行った。Aire発現mTECを可視化するため、RIP-OVA Tg
はAire promoter下でGFPを発現するAire/GFP-KIマウスと交配し、Aire欠損状態のマウス、
RIP-OVA Tg : Aire( gfp/gfp )も同時に解析した。 
目的(2)に関して 
研究背景で述べたように RIP-OVAモデルにおける負の選択は Aireと BM-APCの抗原提示を



両方必要とし、間接的には Aireが BM-APCの抗原提示を制御しているモデルと言える。そこ
で、目的(2)-①を解析するために B細胞欠損、樹状細胞欠損の RIP-OVA : OT2 dTgを作製し、
それらのマウスにおける負の選択を検討した。 
目的(2)-②に関しては、2種類のアプローチを取った。1つ目のアプローチとしてRIP-OVA Tg
において mTEC から BM-APC への抗原受け渡しが起きるかどうかを検討した。前述の通り
RIP-OVAモデルは負の選択に BM-APCの抗原提示を必要とするが、OVA抗原を発現している
のはmTECである。つまり BM-APCは何らかのかたちでmTECの発現する OVAを取り込ま
なければならない。このような抗原受け渡しを評価するためには、mTECが抗原を発現してい
るが抗原提示はできない、そして BM-APC のみが抗原提示能を有するというモデル系を作成
する必要がある。そこでMHC IIが欠損した RIP-OVA Tgに正常骨髄を移植し、このキメラマ
ウスの胸腺スライス上で OT2 T細胞を培養し、制御性 T細胞の発達を指標として BM-APCに
よる抗原提示を検討した。 

(2)-②に関する 2つ目のアプローチとして、OT2 Tgでかつ Aire/OVA-KIの骨髄を野生型、
もしくは Aire-KO マウスに移植し、そのキメラマウスにおける負の選択・制御性 T 細胞分化
を検討した。本研究において Aire/OVA-KI は RIP-OVA Tg と異なり、mTEC だけではなく
BM-APC自身も OVAを産生していることが明らかとなった。そこで、BM-APCが自身の発現
する抗原を提示する過程が、Aire欠損の影響を受けるかどうかを、Aire/OVA-KIの骨髄移植を
用いた実験系で評価した。 
 
 
４．研究成果 
まず AireがmTECの抗原提示を制御してい
るか（目的(1)）に関する結果を示す。イメージ
ング解析の結果から我々の用いたモデルでは
Aire 欠損下でも mTEC は正常に抗原提示でき
ることが明らかとなった。この実験系では、右
図に示したようにGFP陽性のAire発現mTEC
が提示する OVA抗原とそれを認識する OT2 T
細胞のクラスターが形成され（抗原がない場合
は形成されない）、クラスター形成によって
mTEC の抗原提示能を評価することができる。
このクラスターは Aire欠損下であっても正常に形成され、クラスターの数もコントロールと同
程度であった。この結果から、Aire欠損mTECであっても OVA抗原を正常に提示しているこ
と、つまり AireはmTECの抗原提示能に影響を与えないことが示唆された。 

 
 目的(2)-①を明らかにする目的で B細胞欠損下、樹状細胞欠損下それぞれにおいて RIP-OVA
抗原による OT2 T細胞の負の選択を評価した結果、意外なことにどちらの場合も正常に負の選
択が起きた。この結果から、RIP-OVA モデルの負の選択には B 細胞・樹状細胞両者が重複し
て関わっている可能性、もしくは B細胞・樹状細胞以外の別の細胞種が関わっている可能性が
考えられる。この点を明らかにするためには、B細胞・樹状細胞の両者を欠損させた状態で負
の選択を評価する必要がある。また、後述するようにこのモデルにおいて BM-APC は本当に
OVA抗原を提示しているのか？という新たな疑問も生じたため、どの細胞種が何をしているの
かを詳細に検討する必要があると思われる。 
 
 目的(2)-②に対する最初のアプローチである mTEC から BM-APC への抗原受け渡しを評価
する実験系でも予想と異なる結果が得られている。まず RIP-OVA Tgに正常骨髄を移植したキ
メラマウス（mTECも BM-APCも正常に抗原提示できる状態）を作製し、このキメラの胸腺
スライス上で OT2 T細胞を培養すると、OT2 T細胞が抗原を認識した結果、制御性 T細胞が
分化してくる。そこで次にMHC II欠損 RIP-OVA Tgに正常骨髄を移植し、BM-APCのみが
抗原提示できる状態を作製し、そのキメラの胸腺スライス上で OT2 T細胞を培養した。その結
果、制御性 T細胞はほとんど分化してこなかった。このことは RIP-OVAモデルでは、抗原発
現mTECの存在下でも BM-APCの抗原提示のみでは負の選択が正常に起きない可能性を示唆
している。前述のイメージング解析の結果、OT2 T細胞とクラスターを形成するのは専ら Aire
発現（抗原発現）mTECであり、BM-APC と T細胞の相互作用は観察されていない。mTEC
による RIP-OVA 抗原の提示はイメージングによって観察されているにも関わらず、胸腺移植
の解析では mTEC 単独の抗原提示では負の選択が起きない。また、胸腺スライス実験では
BM-APC単独の抗原提示では負の選択は起きない。これらの結果は、mTECと BM-APC両者
の抗原提示が RIP-OVA モデルの負の選択に必要であることを示唆している。特にイメージン
グ解析からは BM-APCは本当に OVAを提示しているか？という疑問も生じ、このモデルにお
ける負の選択が様々な細胞の相互作用を必要とする複雑なものであることが想像される。 
 目的(2)-②に対する 2つ目のアプローチである OT2 Tgかつ Aire/OVA-KIの骨髄を Aire-KO
マウスに移植した実験では興味深い結果が得られている。我々は胸腺移植から Aire/OVA-KI
モデルではmTECの抗原提示のみで OT2 T細胞の負の選択を誘導できることを観察している



が、逆にBM-APCの抗原提示のみで負の選択が起きるのかをまず検討した。そのためにOT2 Tg
かつ Aire/OVA-KIの骨髄を正常マウスに移植し、そのキメラマウスの胸腺中で負の選択が起き
るかどうかを検討した。その結果、キメラマウスの胸腺中では OT2 T細胞の負の選択が起きる
ことがわかった。RIP-OVA のモデルと異なり、Aire/OVA のモデルでは BM-APC 自身が抗原
を発現し、それを BM-APC が抗原提示することにより負の選択が起きたと考えられる。この
特性を利用して、BM-APCが自身の発現する抗原を提示する過程が Aireによって影響を受け
るかどうかを検討した。Aire/OVA-KI : OT2の骨髄を Aire-KOマウスに移植した場合、野生型
をレシピエントとした場合と比較して制御性 T細胞の産生が減少した。この結果は、mTECに
発現している Aireが抗原受け渡しとは全く異なるメカニズムで BM-APCの抗原提示を制御し
ている可能性を示唆する興味深いものである。 
 
 以上の一連の解析から、我々のモデルでは 
 
(1) AireはmTECの抗原提示能にはあまり影響しない 
 
(2) Aireは BM-APCの抗原提示を抗原受け渡しとは異なるメカニズムで制御する 
 
という結果が得られた。mTEC と BM-APC それぞれが単独で負の選択を行える場合
（Aire/OVA）、負の選択にmTECと BM-APCの協調的な抗原提示が必要な場合（RIP-OVA）、
など負の選択モデルによって必要とされる抗原提示細胞種が異なっており、Aireがどのような
場合に必要とされるのかを明らかにする必要がある。このような知見は Aire欠損によってどの
ような自己反応性 T細胞レパトアが形成されるか、そしてどのように病態が形成されるかを知
る上で重要であると思われる。 
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