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研究成果の概要（和文）：髄質上皮細胞は、多種類の組織特異的タンパク質を異所的に発現して抗原提示し、そ
れら自己抗原に応答するT細胞を胸腺内で除去することで、自己免疫疾患の発症を抑制する。転写因子Aireと
Fezf2は、髄質上皮細胞における組織特異的タンパク質の遺伝子発現を制御するが、両者では発現制御を受けな
い組織特異的遺伝子が多数存在する。本研究では、組織特異的遺伝子の発現を制御する因子としてAscl1を同定
した。Ascl1は髄質上皮細胞のクロマチン構造を変換することで、組織特異的遺伝子の発現を制御する。さらに
その破綻は全身性の自己免疫を惹起した。すなわち、本課題により自己免疫を抑制する新たな制御因子が明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Thymus generates self-tolerant T cells in the body, for which thymic 
epithelial cells in the medullary region (mTECs) play essential roles, thereby preventing the onset 
of autoimmune diseases. mTECs act as antigen presenting cells for several thousand promiscuously 
expressed tissue-specific antigens (TSAs), which are regulated by transcriptional regulator Aire and
 Fezf2. In this study, we sought to identify regulators of TSA expression in mTECs that operate 
independently of Aire and Fezf2. We describe that transcriptional regulator Ascl1 controls 
expressions of Aire- and Fezf2-independnt TSAs. Ascl1 is preferentially expressed in mTECs 
expressing lower level of CD80, which exhibit minimum Aire expression. Ascl1 deletion provokes 
autoimmunity in several organs. Mechanistically, expression of Ascl1 results in opening chromatin 
structure of TSA genes. Overall, our data suggests a novel Ascl1-dependent mechanism of TSA 
expression critical for suppressing onset of autoimmunity.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫疾患の発症を抑制している機構を理解することは、その治療のみならず予防の面でも重要である。本研
究では、リンパ組織である胸腺による自己免疫疾患発症抑制に着目した。免疫応答に重要なTリンパ球が胸腺で
分化するが、その一部は、自己組織で機能するタンパク質に応答するTリンパ球となる。これら自己応答性Tリン
パ球の除去に胸腺上皮細胞が重要である。胸腺上皮細胞は、自己応答性Tリンパ球を除去するために、自己組織
のタンパク質を異所的に発現する特殊な性質を持つ。本研究により、胸腺上皮細胞の特殊な性質を担う、新たな
因子が明らかになった。今後、この知見を利用して自己免疫疾患の発症機構の理解が進展すると期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患の発症抑制に胸腺における T細胞の選択機構が重要である。胸腺で T細胞が分
化する際、自己組織抗原を認識する T細胞（自己応答性 T細胞）が一定頻度で生じるが、それ
らの多くは胸腺内で除去され、自己免疫疾患の発症は抑制される。胸腺内の自己応答性 T 細胞
の除去に、胸腺髄質領域に局在する上皮細胞（以下、髄質上皮細胞）が必要である。髄質上皮細
胞は、（インシュリンのような）組織特異的に発現する遺伝子（以下、組織特異的遺伝子）を多
種類、異所的に発現し、そこから翻訳されたタンパク質は、自己抗原として提示される。胸腺で
分化途中の T 細胞が提示された自己抗原を認識した場合、アポトーシスを起こし（あるいは制
御性 T細胞に変換され）、結果として、自己応答性 T細胞は胸腺外に流出する前に除去される。 
髄質上皮細胞は、極めて多種類の組織特異的遺伝子を発現する。これまで、その制御に転写因
子 Aire と Fezf2 の重要性が報告されている。Aire と Fezf2 は、髄質上皮細胞の組織特異的遺伝
子の約 70%を発現制御するが、残り約 30%の組織特異的遺伝子の発現は、Aire あるいは Fezf2
を全く必要としない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、髄質上皮細胞の組織特異的遺伝子発現を制御し、自己免疫疾患の発症を抑制する、
新たな転写因子の同定と、その機能解析を目的とした。具体的には、胎仔胸腺器官を in vitro で
培養し、髄質上皮細胞の分化を誘導する実験系を用いて網羅的な遺伝子発現解析を行い、髄質上
皮細胞の分化に必須な RANK シグナルにより誘導される転写因子を同定した。それら転写因子
群の中で、髄質上皮細胞で高発現する転写因子Ascl1 を候補とした。 
(1) 髄質上皮細胞の組織特異的遺伝子発現におけるAscl1 の役割解明 
(2) 自己免疫疾患の発症抑制におけるAscl1 の役割解明 
(3) Ascl1 による組織特異的遺伝子発現の制御機構の解明 
 
３．研究の方法 
(1) 胸腺構成細胞のフローサイトメーター解析 
 欠損マウス由来の胸腺を、常法に従いコラゲナーゼ処理で分散して単細胞とした。胸腺上皮細
胞（髄質上皮細胞と皮質上皮細胞）画分については、蛍光ラベルされた EpCAM 抗体、UEA-1
レクチン、Ly51 抗体、CD80 抗体などにより、胸腺 T細胞（未熟なT細胞、Foxp3 陽性制御性
T細胞など）画分についてはCD4、CD8、CD25、Foxp3 抗体などを指標にフローサイトメータ
ーで解析した。 
(2) 胸腺の組織学的構造解析 
 胸腺組織をOCTコンパウンドに包埋し、クリオスタットにより組織切片を調製した。組織切
片に対して、ケラチン抗体や Aire 抗体などを用いて蛍光免疫組織染色を行なった。蛍光染色像
は共焦点顕微鏡で観察、画像を取得した。 
(3) 胸腺上皮細胞遺伝子発現の RNA-seq 解析 
  欠損マウス由来の胸腺を、常法に従い単細胞とし、CD80 が高発現する CD80hi髄質上皮細胞
と低発現であるCD80lo髄質上皮細胞および皮質上皮細胞をセルソーターで分離した。これらか
ら RNAを調製し、cDNA ライブラリーを合成、次世代シークエンサーにより得られたリード数
を解析することで発現量を決定した。 
(4) 自己免疫の検討 
欠損マウスから様々な臓器（肝臓、膵臓、腎臓、顎下腺など）を採取、パラフィン組織切片を
作成し、自己免疫に起因する炎症性細胞浸潤の有無を検討した。また血清を採取し１次抗体とし
て Rag1 欠損マウスの様々な組織切片を蛍光免疫染色することで自己抗体価を評価した。 
(5) ATAC-seq 
 方法 4 と同様に細胞を準備し、界面活性剤により細胞核を調製した。細胞核にトランスポダー
ゼを処理し、抽出されてくるゲノムDNAを分取した。分取したDNAを次世代シークエンス解
析して、ゲノムDNA配列を決定し、シークエンスリードのマッピングからアクセシビリティを
評価した。 
 
4. 研究成果 
(1) 髄質上皮細胞の分化と維持における機能 
  髄質上皮細胞特異的に Ascl1 を欠損するマウス（以下、欠損マウスと略）の胸腺を解析した。
胸腺切片をヘマトキシリン染色や、免疫組織染色により解析したが、構造に大きな違いは見られ
なかった。さらに胸腺上皮細胞の分化をフローサイトメーターにより確認した。胸腺上皮細胞
（EpCAM+CD45–TER119–）の割合、胸腺上皮細胞内の髄質上皮細胞の割合は優位な差がなかっ
たが、細胞数では、胸腺上皮細胞および髄質上皮細胞で減少していた。髄質上皮細胞をさらに
CD80 の発現量で分画したところ、CD80 の発現が低い細胞画分（CD80lo）の割合が減少し、そ
れに伴い、CD80 発現が高い画分（CD80hi）の割合が増加した。細胞数では、CD80hi の髄質上
皮細胞は有意に減少せず、CD80lo髄質上皮細胞が減少していた。さらに、欠損マウスのCD80lo
髄質上皮細胞の Ki67 発現を比較したが、有意な差はなかった。 



 以上の結果から、Ascl1 は Aire および CD80 発現の低い細胞の分化あるいは維持に寄与する
と結論した。 
 一方、胸腺で分化する T細胞への影響もフローサイトメーターで検討した。CD4および CD8
で分画したが、欠損マウスとコントロールで有意な差はなかった。また胸腺内制御性 T 細胞の
分化を調べたところ、Foxp3+CD25+CD4+CD8–の割合、細胞数に変化はなかったが、
CD25+GITR+CD4+CD8–の制御性T細胞前駆細胞の割合が若干減少した。これらの結果は、Ascl1
は T細胞の分化には大きく影響しないことを示唆している。 
(2) 髄質上皮細胞の組織特異的遺伝子発現における役割 
 欠損マウスの胸腺上皮細胞を CD80hi髄質上皮細胞と CD80lo髄質上皮細胞および皮質上皮細
胞に分けてソーティングし、遺伝子発現を RNA-seq 法で調べた。その結果、CD80hi髄質上皮細
胞とCD80lo髄質上皮細胞の画分において、欠損マウスで遺伝子発現が大きく変動した。さらに、
CD80lo 髄質上皮細胞では、CD80hi 髄質上皮細胞に比べて、より多くの遺伝子が変動していた。
一方、皮質上皮細胞の遺伝子発現は、ほとんど変動がなかった。さらに、CD80hi髄質上皮細胞
とCD80lo髄質上皮細胞で減少する遺伝子を調べたところ、組織特異的遺伝子として分類される
遺伝子が多く含まれていた（Figure 1）。 
 欠損マウスの遺伝子発現をさらに解
析したところ、Aire や Fezf2 の発現に
ほとんど変化がなかった。すなわち、
欠損マウスにおける組織特異的遺伝子
の発現減少は、Aire や Fezf2 を介する
ことに起因しないと結論した。さらに
Aire 欠損マウスや Fezf2 欠損マウスか
ら胸腺上皮細胞を採取し、組織特異的
遺伝子の発現を欠損マウスと比較し
た。その結果、欠損マウスで減少する
組織特異的遺伝子はAireや Fezf2欠損
で減少する組織特異的遺伝子と大きく異なっていた。 
 以上の結果から、Ascl1 は Aire や Fezf2 による制御とは異なる組織特異的遺伝子の発現を制
御すると結論した。 
(3) 自己免疫疾患の発症抑制における役割 
 ついで、欠損マウスからさまざまな臓器を採取し、自己免疫性の細胞浸潤の有無を検討した。
その結果、肝臓、肺、腎臓などの臓器に炎症性細胞浸潤が見られた。また転写因子を全身で欠損
する胎仔マウスより胸腺を採取し、胸腺ストローマへと培養したのち、ヌードマウスに移植した
（欠損胸腺移植マウス）ところ、移植先のヌードマウスで同様な炎症性細胞浸潤が観察された。 
また自己免疫の惹起を検討するため、欠損マウスや欠損胸腺移植マウスより血清を採取し、血
液中の自己抗体化を、Rag1 欠損マウスの組織切片を用いた免疫組織染色法により検討した。そ
の結果、欠損マウスと欠損胸腺移植マウスの血清のいずれにおいても、炎症性細胞浸潤が観察さ
れた臓器に対する自己抗体の存在が確認できた。これらの結果は、Ascl1 が胸腺上皮細胞で欠損
すると、全身性の自己免疫が惹起すると結論した 
(4) 髄質上皮細胞のクロマチン構造への影響 
 Ascl1 による遺伝子発現制御の分子機構を調べるために、ATAC-seq （Assay for Transposase-
Accessible Chromatin Sequencing）を行い、 オープンクロマチン領域の分布を網羅的に解析し
た。欠損マウスよりCD80hiおよびCD80lo髄質上皮細胞を採取し、細胞核としたのち、トランス
ポダーゼ処理することでオープンクロマチン領域のDNAを抽出し、次世代シークエンスにより
確認した。その結果、欠損マウスでは、コントロールに比べ、より多くの遺伝子領域のアクセシ
ビリティが減少していた。欠損マウスでアクセシビリティが低下する領域はCD80lo髄質上皮細
胞の方が、CD80hi髄質上皮細胞に比べて多かった。さらに欠損マウスでアクセシビリティが減
少する遺伝子開始点と、欠損マウスで減少する遺伝子が相関していた。これらの結果は、Ascl1
の発現がクロマチン構造の変化を引き起こすことで、遺伝子の発現を制御することを示唆する。 
 
 以上の結果を踏まえ、Ascl1 は、クロマチン構造の変換を誘導することで、Aire や Fezf2 とは
異なる組織特異的遺伝子の発現を制御、その制御により自己免疫の惹起を抑制していると考え
られる。今後は、Ascl1 を介する機構のより詳細なメカニズム、さらにAire や Fezf2 による遺伝
子発現制御との役割分担について検討する必要がある。得られた成果は、自己免疫疾患の発症機
構解明や、予防法あるいは治療法の開発へと発展が期待できる。 
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