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研究成果の概要（和文）：　胸腺はT細胞が自己寛容性と非自己への応答性を確立するのに重要な器官である。
胸腺髄質上皮細胞 (mTEC) で発現しているAireは、mTECにおける多様な自己抗原の発現に重要な役割を担う。
Aireノックアウトマウスに加えて、Aireを過剰に発現するマウス（huAIREトランスジェニックマウス、3xAireノ
ックインマウス）のmTECの遺伝子発現を解析した結果、Aireの発現量に依存する因子に加えて、Aireノックアウ
トmTECでも、Aire過剰発現mTECでも発現低下する因子を同定した。また胸腺における「負の選択」を解析した結
果、Aire過剰発現mTECでも「負の選択」が障害されていた。

研究成果の概要（英文）：The thymus is an important organ for T cells to establish self-tolerance and
 non-self responsiveness. Aire expressed in thymic medullary epithelial cells (mTECs) plays an 
important role in the expression of various antigens in mTEC. In addition to Aire knockout mice, we 
analyzed mTEC gene expression in mice that over-express Aire (huAIRE transgenic mouse, 3xAire 
knock-in mouse). We identified the factors that down-regulate in mTECs from both Aire knockout mice 
and Aire overexpressing mice. We analyzed "negative selection" in the model-system which employed 
OT-II and RIP-OVA transgenic mice, "negative selection" was also impaired in Aire over-expressing 
mice. We have newly categorized the regulation of gene expression by Aire.

研究分野：免疫学

キーワード： Aire　胸腺上皮細胞　負の選択　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自己免疫疾患原因遺伝子Aireの同定によって自己免疫疾患の原因究明は、分子生物学的にアプローチできる研究
分野へと一変した。本研究は胸腺髄質上皮細胞 (mTEC) の遺伝子発現プロファイルがAire欠失時とAire過剰発現
時でどのように変化するのかをin vivoにおいて解析した。また、AIRE欠失及び、AIRE過剰発現による胸腺にお
ける「負の選択」機構を検討して、Aireで発現する遺伝子群との相関性を解析した。すなわち胸腺における「負
の選択」に機能するAireのターゲット因子の絞り込みを行った。この結果は、T細胞の自己と非自己の識別が胸
腺で如何に教育されるのかを理解するものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 獲得免疫系は自己と非自己を識別し、非自己のみを攻撃する生体防御システムであり、中心
的役割を担うリンパ球がT細胞である。自己と非自己を識別するためのT細胞抗原受容体（TCR）
のレパトアは、胸腺皮質における正の選択と、それに続く胸腺髄質における負の選択によって
形成される。 
 自己寛容とは、自己組織に対して免疫担当細胞が攻撃しないシステムであり、その破綻は自
己免疫疾患をもたらす。胸腺で成熟した T 細胞は、遺伝子再編成によって形成された様々な
TCRを持ちうるが、自己組織と反応する TCRを持つ T細胞の大部分は胸腺における負の選択
で除去されるか、制御性 T 細胞に分化誘導されると考えられている（中枢性自己寛容）。中枢
性自己寛容が成立するメカニズムは、mTECs が様々な組織に特異的な自己抗原（組織特異的
自己抗原: TRA）を異所性に発現することによって可能となる。これらの TRAがmTECや樹
状細胞のMHC分子によって T細胞に提示される。mTECにおいて TRAの発現を制御してい
る中心的な転写調節因子が Aire であり、Aire 遺伝子はヒトの遺伝性自己免疫疾患である自己
免疫性多腺性内分泌疾患 I型の原因遺伝子として同定された経緯を持つ。Aire遺伝子をノック
アウトしたマウス（Aire-KO）でも、TRAの胸腺内の発現低下と自己免疫疾患の病態が観察さ
れることから、Aireの免疫学的機能は種を超えて保存されており、自己寛容成立における重要
性が確認される。 
 Aire の免疫学的機能が、TRA 発現のみで説明できるのかについては疑問がある。ラットイ
ンスリンプロモーター制御下で卵白アルブミン（OVA）を発現する Tgマウス（RIP-OVA-Tg: 胸
腺および膵臓において OVA の発現を認める）と、OVA を特異的に認識する TCR を発現する
CD4 T細胞を産生する Tgマウス（OT-II-Tg）を交配した double Tgマウスは、胸腺で OVA
抗原が発現するために、負の選択によって CD4 T細胞の減少を認める。Aire-KO背景で作出
した double Tg（RIP-OVA-Tg, OT-II-Tg）マウスでは、CD4 T細胞の減少は認められず、負の
選択が障害される。確かに実験的に負の選択が Aire依存的であることを観察できる。本来膵臓
で発現するインスリンもmTECで TRAとして発現しており、その発現は Aire-KOマウスでは
低下する。しかし、負の選択が障害された原因を、RIP-OVA-Tg の胸腺における OVA 発現が
Aire-KOで消失していると結論するのは早計で、実際には OVA発現は Aire-KOマウス胸腺で
も変化がない。すなわち負の選択への Aireの機能的関与として、TRA発現以外の機序が想定
される。現在では Aireの機能として、TRA発現を含めて多岐な機能が漠然と捉えられている。
クロマチン免疫沈降-塩基配列決定（ChIP-seq）法によって Aireが結合するゲノムの位置情報
は、ヒストン修飾（アセチル化 H3K27）との相関性により、広範囲なスーパーエンハンサー
領域を形成していることが示唆されているが、AIRE の多岐な機能を実行する遺伝子の詳細に
ついては不明である。 
 Aireは SANDドメインと PHDモチーフを有する転写因子様のタンパク質である。しかし、
SANDドメインには DNAの結合能に必須のアミノ酸が置換されており、Aire が DNAに直接
結合する可能性については否定的である。一方、PHDモチーフは、in vitroにおいてヒストン
H3 のメチル化状態を認識すると報告されている。しかしながら、Aire 依存的に発現する因子
は多数報告されてきたが、未だに Aireが特定の遺伝子を活性化させる機構については不明であ
る。生理的環境下であるmTECsにおいて、Aireは核内構造体を形成している。核内構造体は、
転写や RNA プロセシングなどの核機能を担っているが、その機能が未知なものも多い。その
ため、Aireの転写調節機能を解析するためには、mTECsにおける AIREとクロマチンとの接
点を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 
 転写調節因子 Aireは、胸腺髄質上皮細胞（mTECs）における多様な自己抗原の発現に重要
な役割を担う。しかしながら、その分子メカニズムには依然、不明な点が多く、とりわけ Aire
が自己抗原の発現を直接制御すると考えるモデル（transcription model）が、培養細胞を用い
た「in vitro」の実験に基づく点は注意を要する。これに対し申請者らは、Aire の主たる機能
がmTECsの分化・成熟過程の制御であるとするモデル（maturation model）を提唱している。
遺伝子改変マウス由来のmTECsを用いた「in vivo」の実験を中心にして、Aire依存的な遺伝
子発現ネットワークの解析した。すなわち、mTECsにおけるAireの標的遺伝子の決定こそが、
真の Aireの機能を明らかにするものと考え、その全貌解明を目指した。  
 
３．研究の方法 
 mTECsにおけるAire依存的な遺伝子発現を多面的に解析する。すなわち、Aire欠損マウス、
及び、Aire過剰発現マウスのmTECsを分取して、遺伝子発現プロファイルを検討する。Aire
過剰発現マウスは、MHC class II プロモーター下にヒト AIREを発現するトランスジェニッ
クマウスをNOD マウス背景において樹立した（huAIRE-Tg/NOD）。期待通りMHC class II
を発現するmTECsで huAIREの発現が増加していた。さらに我々は、Aire遺伝子座にウイル
ス由来 P2A 配列を利用して、Aire 遺伝子を重複させたノックインマウスを作成しており
（3xAire）、より生理的条件に近い Aire過剰発現マウスの解析を行っている。 
 これら Aireを過剰発現するマウス（C57black6に戻し交配した huAIRE-Tg、及び、3xAire）
背景で、OVA（ovalbumin）をモデル自己抗原とした、RIP-OVA依存的な OVA特異的 T細胞



の負の選択を検討して、Aire過剰発現時の負の選択機構を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）huAIREを過剰に発現するトランスジェニックマウスの作成 
 Aireの欠損が臓器特異的自己免疫疾患をもたらすので、Aire機能を高めることによって自己
免疫疾患の病態が改善されるのか検討した。MHC class II プロモーター下に huAIREを発現
するトランスジェニックマウスを NOD マウス背景において樹立し（AIRE-Tg/NOD）、
huAIREの発現レベルの異なる 3ライン（huAIREの発現の高い順: 2m9L, 1m4L, 8L）を樹立
した。１型糖尿病は、T 細胞がインシュリンを産生する膵臓ランゲルハンス島（膵ラ氏島）の
β細胞を攻撃することによって起こる自己免疫疾患である。MHC-II の変異がリスクアレルで
あり、主要な遺伝的要因である。NOD マウスは、ヒトの１型糖尿病関連遺伝子多型 MHC-II
と類似した変異を持ち、30週程度で高頻度に糖尿病を発症する。 
 Aire-KO NODマウスは重篤な自己免疫疾患症状を示し、著明な生育障害を認めて、20週を
超えて生存するマウスはほとんどいない。病理学的解析では、NOD マウス本来の病原部位で
ある膵ラ氏島炎に変わり、腺房へのリンパ球浸潤が認められる。作製した huAIRE-Tg は全ラ
インで Aire-KOの表現型を改善し生育できることから、ヒト AIREがマウス Aireを機能的に
相補する事を確認できた。huAIRE発現の高いライン 2m9Lでは、腺房炎も膵ラ氏島炎も一切
認めなかった。さらに我々は huAIREの発現量を高めることを目的として、ヘテロ接合体同士
を交配して、ホモ接合体（huAIRE-Tg/Tg）を作出した。2m9L-Tg/Tg は膵臓に病変を認めな
いにも関わらず、生後 10 週前後から体重が減少して全例が死亡した。病理学的解析で、骨格
筋・心臓に著明な免疫細胞浸潤を認めた（図 1）。2m9Lの遺伝子挿入部位は、ADL-PCR法に
よって 16番染色体 Sim2遺伝
子とCldn14遺伝子の遺伝子間
領域であり、1m4Lの遺伝子挿
入部位は、FISH法によって 19
番染色体19qBと異なる領域で
あ る こ と を 確 認 し た 。
2m9L-Tg と 1m4L-Tg とを交
配して作出したコンパウンド
へテロ接合体でも、全例で骨格
筋・心臓への免疫細胞浸潤を示
す多発性筋炎様の病態を認め
ることから、遺伝子挿入部位と
は関係なく、外因性 huAIRE
の発現レベルが高すぎる場合
には多発性筋炎様の自己免疫疾 図 1 huAIRE-Tg（ヘテロ Tgとホモ Tg/Tg）の病理解析 
患が発症することが判明した。 
 
（２）多発性筋炎様の病態について 
 2m9L-Tg/Tgは 4週零頃から末梢 T細胞の活性化を認め、7週零頃からミオシン重鎖を認識
する自己抗体が産生され始める。筋組織には主に、T 細胞、マクロファージ、好酸球が浸潤し
ている。Rag2 ノックアウト（遺伝子再構成ができないため、T 細胞・B 細胞が消失する）背
景では病態は完全に抑圧できるが、B 細胞欠損マ
ウスは重症化しないが病態は発症する。産生自己
抗体の静脈への注入では病態を誘導できない。ま
た、プレドニゾロン（合成ステロイド）の投与で
病態を抑制できる。 
 2m9L-Tg/Tg骨髄細胞をWTへ移植しても病態
を発症しない実験結果から、病態発症には胸腺に
おけるhuAIREの発現が必須であることが判明し
た。中枢性自己寛容について検討するために、前
述の RIP-OVA-Tgと OT-II-Tgの double Tgマウ
スを、2m9L-Tg/Tg背景で作出した。2m9L-Tg/Tg
背景では、RIP-OVA存在下においても CD4が減
少せずに負の選択が障害されていたため（図２）、
2m9L-Tg/Tg の胸腺では中枢性自己寛容に異常が
あり、自己反応性 T細胞が負の選択を逃れて末梢
に逸脱する可能性が示唆された。     図２ huAIRE-Tg/Tgの負の選択障害 
 2m9L-Tg/Tgの脾臓から調整した T細胞を NOD.scidマウス（DNA-PKを欠損するため、末
梢血中に機能的な T細胞・B細胞が消失し、重度複合免疫不全症を呈する）に養子細胞移植を
行うと、レシピエントマウスは 2m9L-Tg/Tg同様に骨格筋・心臓への免疫細胞浸潤を示す多発
性筋炎様の病態を認めた。この結果は、2m9L-Tg/Tg では確かに筋炎を誘導する自己反応性 T
細胞が末梢に逸脱・活性化していることを示している。Myh7（mTEChighで発現するミオシン



重鎖遺伝子）の発現が、2m9L-Tg/Tg で低下しているために自己寛容が成立しない可能性があ
るが、病態を発症しない 2m9L-Tgでも低下しており、この結果も TRA発現だけで AIREの免
疫学的機能を説明するには否定的であった。 
 
（３）mTECsの遺伝子発現プロファイル解析 
  huAIRE-Tg/Tgと Aire-KOは、ともに負の選択が障害されているが、発症する自己免疫病
態には解離がある。この病態の
違いを理解するために、それぞ
れのマウス胸腺から mTEChigh

を調整して、発現変動する遺伝
子群を次世代高速シークエン
サーを用いて解析した。
Aire-KO で発現変動する遺伝
子群（図３A 黒丸、白丸）が
huAIRE-Tg で大部分が回復す
る（図３B）。huAIRE-Tg/Tg
では Aire-KO 以上に発現変動
する遺伝子は多いが（図３C）、
Aire-KO で発現変動する遺伝
子群とは異なっている（図３
D ）。 huAIRE-Tg/Tg と
Aire-KO 共に発現変動する遺
伝子群、及び huAIRE-Tg/Tg
で発現上昇し、Aire-KOで発現
減少する遺伝子群等を絞り込
んだ。    図 3 Aire-KOと huAIRE-TgのmTECの遺伝子発現解析 
 

（４）huAIRE-Tgで観察される糖尿病抵抗性獲得 
 2m9L-Tg骨髄細胞をWTへ移植したマウスは糖尿病抵抗性を示し、WT骨髄細胞を2m9L-Tg
へ移植したマウスは糖尿病抵抗性を認めない実験結果から、意外にも糖尿病抵抗性の獲得は胸
腺で huAIRE が発現することが原因でなく、骨髄由来の抗原提示細胞（BM-APC）における
huAIREの発現が必要・十分であることが判明した。 
 B細胞欠損 NODマウスや NOD.scidマウスを用いた実験より、細胞生物学学的には、糖尿
病発症に必須な樹状細胞（もしくはマクロファージ）の機能不全が 2m9L-Tg の糖尿病抵抗性
獲得の原因であることが分かった。膵ラ氏島自己抗原 IGRPを認識するTCRを発現するCD8 T
細胞を産生する Tgマウス（NY8.3）、若しくはインシュリンとクロモグラニン Aの融合ペプチ
ドを認識する TCRを発現する CD4 T細胞を産生す
る Tgマウス（BDC2.5）を用いて、末梢における抗
原提示能を検証した。その結果、NY8.3由来 CD8 T
細胞も BDC2.5由来 CD4 T細胞も、WTに移入した
場合は膵リンパ節で増殖するのに対して、2m9L-Tg
に移入した場合には増殖が低下しており、膵臓抗原
の提示に問題があることが示された。 
 NODマウスの糖尿病発症において、Xcr1陽性樹
状細胞（cDC1）の必要性が報告されている。抗原を
取り込んだ cDC1はリンハ節へ遊走し、クロスプレ
ゼンテーションによって T 細胞を活性化させる。
2m9L-Tgの膵リンパ節ではcDC1の減少を認めるた
め（図４）、膵臓抗原の提示機能が低下した結果、糖
尿病発症に抵抗性を獲得したと考えられる。     図 4 Xcr1樹状細胞の減少 
 
（５）3xAireマウスの作成と解析 
 huAIRE-TgのmTECsでは発現変動する因子が多数であったため、Aireのターゲットとなる
因子の絞り込みが困難であった。huAIRE の発現量が高いことと、mTEClow からも huAIRE
が発現していることが原因かもしれない。また、マウス Aire とヒト AIRE の違いの可能性も
あるため、マウス Aire遺伝子座にウイルス由来 P2A配列を介してマウス Aire cDNAを２つ追
加したノックインマウスを樹立した。期待通り Aire を発現する mTEChighのみでマウス Aire
の発現増強を認めた。このマウスは若年期で特定の病態は観察されないが、老年期の病態解析
はまだ進行中である。中枢性自己寛容について検討したところ、3xAire KI/KI背景では「負の



選択」の部分的に障害されており、その程度は雌で顕著であった。雌 3xAire KI/KI から
mTEChigh を調整して RNA-seq により網羅的に遺伝子発現を検討した結果、WT と比較して
3xAire KI/KIで発現上昇する 40遺伝子と発現低下する 44遺伝子を同定した。Aire-KO同様
3xAire KI/KIでも負の選択が障害されるため、Aire-KO同様の発現変動を示す因子を抽出する
と、3xAire KI/KI、Aire-KOで発現低下を示した 28遺伝子を同定した。 
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