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研究成果の概要（和文）：原因不明の難病である自己免疫疾患に対して、根本的な治療法を確立するには、本症の原因
を明らかにする他に取るべき手段はない。本研究では、その機能障害がヒトに遺伝性の自己免疫疾患をもたらす転写因
子AIREを研究対象に選び、遺伝子改変マウスを駆使して自己免疫疾患の原因究明に取り組んだ。AIREは胸腺上皮細胞に
発現し、胸腺における負の選択機構にはたらく。得られた成果は以下の２点である。１）負の選択を確立するためのAI
REの機能胸腺髄質上皮細胞においてのみ発揮され、胸腺皮質上皮細胞ではそのような機能は発揮されなかった。２）全
ての胸腺髄質上皮細胞は成熟過程において、一度はAIREを発現する。

研究成果の概要（英文）：Cortical thymic epithelial cells (cTECs) and medullary TECs (mTECs) play 
essential roles in the positive and negative selection, respectively. Aire in mTECs plays an essential 
role in the latter. We used BAC technology to establish a semiknockin strain expressing Aire under 
control of the promoter of β5t, a thymoproteasome expressed exclusively in the cortex. Although Aire was 
expressed in cTECs as typical nuclear dot protein, cTECs expressing Aire ectopically did not confer 
transcriptional expression of Aire-dependent tissue-restricted antigen genes. We also established a novel 
Aire reporter strain in which endogenous Aire is replaced by the human AIRE-GFP-Flag tag gene. The hAGF 
reporter protein was produced and retained very efficiently within mTECs as authentic Aire nuclear dot 
protein. Remarkably, snapshot analysis revealed that mTECs expressing hAGF accounted for >95% of mature 
mTECs, suggesting that Aire expression does not represent a particular mTEC lineage(s).

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
免疫学における最重要課題である「自己免

疫疾患の原因究明」の突破口となる素材が、
メンデル型遺伝（常染色体劣性）を示す自己
免疫疾患の原因遺伝子の同定によってもた
らされた。すなわち、私どもが臨床医として
膠原病患者診療に携わっていた 1997 年に、
遺伝性の自己免疫疾患である自己免疫性多
腺 性 内 分 泌 疾 患 Ⅰ 型 （ autoimmune 
polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal 
dystrophy: APECED）の原因遺伝子として
AIRE（autoimmune regulator）が同定された
（Nature Genet, 1997）。APECED では、わず
か１遺伝子の異常により種々の腺組織を標
的とする自己免疫疾患が例外なく引き起こ
される。しかも AIRE 遺伝子の発現は、自己
抗原（self antigen）の提示によって自己反応
性T細胞の除去にはたらく胸腺髄質上皮細胞
（medullary thymic epithelial cell: mTEC）で、
もっとも強い。そのため、AIRE の機能異常
に基づく疾患病態の解明は、APECED のみな
らず、他の自己免疫疾患の原因究明とほぼ同
義であると言える。ここで重要な点は、AIRE
欠損症（APECED）は単一遺伝子の異常によ
る病気であるため、マウス AIRE 遺伝子の改
変操作によってヒトの病気と同じ病態をも
つ疾患モデルマウスを樹立できることであ
る。事実、AIRE 欠損マウスはヒトの場合と
同様に例外なく自己免疫病態を発症する（J. 
Immunol. 174: 1862-1870, 2005 に発表済み）。
このように、AIRE は実際のヒトの病気の原
因遺伝子であり、かつヒトと同じ病態モデル
マウスを作製・利用できることから、自己免
疫疾患の原因究明のための理想的な研究対
象である。すなわち、AIRE の出現によって、
自己免疫疾患においても真の実験医学が初
めて可能となった。 
 
２．研究の目的 
AIRE はその機能異常によって、胸腺におけ
る負の選択の障害をもたらし、実際にヒトに
自己免疫疾患を引き起こす。すなわち、AIRE
遺伝子改変マウスによって、マウスにヒトと
同じ病態を作り出し、そのメカニズムを詳細
に解析することが出来る。そこで、本研究課
題では、AIRE を敢えて胸腺皮質上皮細胞
（cTEC）で発現させるトランスジェニックマ
ウスや、AIRE 遺伝子座にレポーター分子を
挿入したノックインマウスを作製し、AIRE
がどのような免疫学的性状をもっているか
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）胸腺皮質で異所性に AIRE を発現する
マウスの樹立：mTEC と cTEC は共通の前駆
細胞から分化するが、cTEC に特異的に発現
する因子として5t があり、胸腺皮質におけ
る正の選択に寄与している。我々は BAC (大
腸菌人工染色体)上の5t 遺伝子の 1st メチオ

ニンをマウス Aire コーディング領域に組換
えた BAC ベクターを作製し、NOD マウス受
精卵に導入して BAC トランスジェニックマ
ウスを作出した。さらに内在性 Aire ノック
アウトマウスと交配することによって、
mTEC で Aire が発現する野生型マウスと
Aire ノックアウトマウスに加え、Aire を
mTEC、cTEC で発現するマウス、及び、cTEC
のみで発現するマウスを樹立した。 
（２）レポーター分子として、Aire nuclear dot 
protein を発現する新規ノックインマウス：従
来の Aire レポーターマウスを用いた Aire+ 
mTEC の解析の問題点は、蛍光物質と Aire 蛋
白とが、細胞内局在（Aire は nuclear dot 蛋白
であるのに対して、蛍光物質は細胞全体に分
布する）、および合成・分解速度において、
大きく異なることであった。事実、Aire/GFP
ノックインマウスにおいては、GFP シグナル
と抗 Aire モノクローナル抗体との一致率が
必ずしも高くないことから、Aire+ mTEC の性
状が把握し難い問題があった 14。こうした問
題を解決する目的で、ヒト AIRE 遺伝子と
GFP 遺伝子との融合遺伝子を Aire 遺伝子座
に挿入した新たな Aire レポーターマウス
（Aire/huAIRE-GFP ノックインマウス）を樹
立した。 
 
４．研究成果 
（１）Aire は mTEC においてのみ機能的であ
る cTEC で発現した Aire も mTEC における
Aire 同様、核内ボディーを形成しており Aire
の核内における構造的特質は維持されてい
る。しかし、5t は cTEC の大部分の細胞で発
現するにも関わらず、フローサイトメーター
によって定量的に検出した Aire 発現 cTEC は
10%程度であり、cTEC の一部には Aire タン
パク質を維持できる機構か、Aire タンパク質
を積極的に排除する機構が備わっていると
考えられる。Aire 発現が細胞の生死に関与す
るのかという命題については議論があるが、
Aire を cTEC に発現させても cTEC 数は野生
型マウスと違いがなく、Aire が積極的にアポ
トーシスを誘導することは cTEC では観察さ
れなかった。 

AireはmTECにおいて組織特異的遺伝子群
の発現を制御しており、Aire ノックアウトマ
ウスではその発現低下が観察される。Aire を
発現させた cTEC においても組織特異的遺伝
子群が誘導されるのかを検討した。胸腺に酵
素処理を施して分離した細胞から cTEC
（CD45-, EpCAM+, Ly51+, UEA-1-）、及び、
mTEC（CD45-, EpCAM+, Ly51-, UEA-1+）分画
を単離して各細胞集団の RT-qPCR を行った。
mTECではAireノックアウトによって発現が
低下する遺伝子群（Aire 依存的遺伝子）であ
る Ins2、Sap1 においても、cTEC で発現した
Aire では誘導されなかった。また、mTEC で
発現するが、Aire 依存性を示さない CRP も
Aire 発現 cTEC では誘導されなかった。すな
わち、Aire の機能的な場としての mTEC の



独自性が明らかとなった。 
（２）Aire 発現 mTEC は特殊な系列（lineage）
ではない 
成熟過程で Aire/huAIRE-GFP ノックインマ

ウス由来のmTECを従来通り抗Aireモノクロ
ーナル抗体を用いて Aire 発現細胞を解析す
ると、やはり mTEC の中の 30～40%の細胞が
Aire+ mTEC と判定されたが、これを GFP 蛍
光を指標として Aire+ mTEC を測定すると、
約 65%の細胞が Aire+ mTEC であることが判
明した。この結果を成熟 mTEC に限って見て
みると、ほぼ 80%の細胞が Aire を発現してい
ることになる。さらに、このレポーターアレ
ルをホモで保有する個体の解析では約 80%
の細胞が Aire+ mTEC であり、成熟 mTEC に
限ると、ほぼ 95%の細胞が Aire を発現してお
り、Aire+ mTEC が TRA 発現のための特殊な
lineage である可能性を否定する結果であっ
た。すなわち、ほぼ全ての成熟 mTEC は発現
レベルに違いはあっても Aire を発現してお
り、個々の mTEC が死ぬまでの過程を考慮す
ると、全ての mTEC が一度は Aire を発現する
と考えられる。 
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