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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患の治療や予防には、その発症機構を理解することが重要である。胸腺の
髄質に局在する上皮細胞（髄質上皮細胞；mTEC）は自己免疫疾患の発症抑制に必須である。申請者らはこれまで
に、mTEC の分化に必須な TNF レセプターファミリー RANK の発現を指標に、胎仔期において mTEC に特化して
分化する前駆細胞を同定した（J Exp Med. 2016, 213:1441）。一方、成体における mTEC の分化・維持機構に
ついては、実体は明らかでない。本研究課題は、成体における mTEC 前駆細胞を同定し、その細胞の特性を解析
することにより、mTEC の分化・維持機構の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Understanding the pathogenesis of autoimmune diseases is important for their
 treatment and prevention. Epithelial cells localized in the medulla of the thymus (medullary 
epithelial cells; mTECs) are essential for the suppression of autoimmune diseases. The applicants 
have previously identified progenitor cells that specifically differentiate into mTECs during fetal 
life based on the expression of the TNF receptor family RANK, which is essential for mTEC 
differentiation (J Exp Med. 2016, 213:1441). On the other hand, the nature of the differentiation 
and maintenance mechanisms of mTECs in adults is not clear. The aim of this research project is to 
identify adult mTEC progenitors and to analyze their cellular characteristics in order to elucidate 
the differentiation and maintenance mechanisms of mTECs.

研究分野： 免疫学

キーワード： 胸腺上皮細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成体マウスの Aire 陽性髄質上皮細胞は約 2 週間の寿命でターンオーバーするが、その維持に関わる分化機構
については、一致した結論が得られていない。本課題は細胞分化マーカーに加えて分子機構の知見を基軸に研究
を進めることで、関連分野におけるブレークスルーになると期待される。
　また髄質上皮細胞は、制御性 T 細胞の分化を誘導する。さらに、がん免疫にも関与することも報告されてい
る。本課題で、その前駆・幹細胞が明らかになった場合、それを利用することで特定の抗原に対する制御性 T 
細胞を創出する技術の開発など、新たな研究の発展が期待される。 

※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。
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫疾患は、自己免疫寛容機構の破綻により発症する疾患の総称である。患者数
および罹患率は、最近 30 年の間に増加の一途にある。また、指定難病である自己免疫
疾患の多くは発症原因が不明であり、新しい根本治療法の開発が急務となっている。そ
のため、健常時における自己免疫寛容機構を理解することは、疾患発症の原因理解のみ
ならず、有効な根治療法の開発につながる。 
 T 細胞のほとんどは胸腺で分化するが、胸腺髄質に局在する上皮細胞（胸腺髄質上皮
細胞：mTEC）は自己抗原に対する T 細胞の免疫寛容（以下、自己免疫寛容）誘導に重
要である。mTEC は、様々な組織に特異的に発現するタンパク質（組織特異的抗原；イ
ンシュリンやカゼインなど）を、多種類にわたり異所的に発現し、抗原提示する。提示
された抗原を高い親和性で認識する T 細胞は、アポトーシスで除去されるか、あるい
は制御性 T 細胞へ変換され、結果として自己免疫寛容を誘導する。一部の組織特異的
抗原の遺伝子発現は、mTEC で特異的に発現する核内因子 Aire に依存する。 
 自己免疫寛容誘導における mTEC の重要性が明らかになる一方で、mTEC の分化過
程については未だ不明な部分が多く残されている。mTEC は分化過程で、その特殊な遺
伝子発現機構を獲得すると考えられており、分化機構の解明は、自己免疫寛容の誘導と
自己免疫疾患の発症機構を理解する上で、重要な課題となっている。 
 申請者らのグループ (Science. 2005, 308:248; Immunity. 2008, 29:423; Immunity. 2008, 
29:438; J Exp Med. 2014, 211:242; J Exp Med. 2016, 213:1441)、そして国内外の他の研究の
多くも（Annu Rev Immunol. 2017, 35:85）遺伝子欠損マウスを利用し、胸腺の発生期にお
ける mTEC の分化機構に焦点を当てきた。しかしながら、成体における mTEC の維持
や分化を制御する細胞・分子機構は不明な部分が多い。 
 成体の mTEC は、MHC クラス II や補助因子 CD80 を高発現し、転写因子 Aire お
よび組織特異的抗原を多く発現する成熟 mTEC（mTEChi）とそれ以外の mTEC（mTEClo）
に分類される。mTEChi は 約 2 週間の寿命であり（J. Exp. Med., 2007, 204:2521）、その
前駆細胞から供給されることになる。これまでの研究から、mTEClo に、前駆細胞が含
まれると考えられており、いくつかの候補細胞が提唱された（Immunity, 2014, 41:753；
Cell Rep., 2014, 8:1198 など）。しかしながら、申請者の研究グループは独自に、ドロップ
レット方式のシングルセル遺伝子発現解析で約 10,000 個の胸腺上皮細胞を調べたが、
該当する細胞サブセットは同定できず、mTEC 前駆細胞の実体は、未だに不明と言える。 
 
２．研究の目的 
本研究は成体における mTEC 前駆・幹細胞を同定することを目指す。 
これまでに、TNF レセプターファミリーRANK と CD40 シグナルが、胸腺発生期の

mTEC の分化を制御することが判明している。申請者は、成体における mTEC の分化
にも RANK と CD40 のシグナルが重要であり、両者のシグナルを遮断すると成体 
mTEC 前駆細胞の候補が得られると予想した。そこで CD40 欠損マウスに RANK リ
ガンド 中和抗体を投与し、胸腺上皮細胞を解析したところ、成熟 mTEC（ mTEChi ）
は完全に消失し、mTEC マーカーを発現するが成熟マーカー CD80 を発現しない細胞
群を同定した。その細胞群の中から mTEC 前駆・幹細胞候補を絞り検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) CD40 欠損マウスに RANK リガンド 中和抗体を投与し、胸腺上皮細胞をフロー

サイトメーターを用いて解析する。新規細胞群を成体 mTEC 前駆細胞候補とし、
採取して RNAseq 解析を行う。 

(2) この新規細胞群を 成体 mTEC 前駆細胞候補とし、採取してシングルセル発現解
析を行う。ドロップレット方式およびフローサイトメーターを用いた一細胞分取方
式の両方を行う。 



(3) 成体 mTEC 前駆細胞を採取する目的で、RANK ・ CD40 シグナル遮断時に増える
新規クラスターを成体 mTEC 前駆細胞候補とし、そのクラスター特異的に発現の
高い細胞表面タンパク質を探索する。 

(4) 成体 mTEC 前駆細胞の細胞表面マーカー候補について、レポーターマウスを用い
て FACS 解析を行う。また、細胞表面マーカー候補を発現する胸腺上皮の細胞集団
について、分離・採取し、遺伝子発現解析を行う。 

(5) 成体 mTEC 前駆細胞候補の局在を調べる目的で、細胞表面マーカーレポーターマウ
スの免疫組織化学染色を行う。 

 
４．研究成果 
(1) CD40 欠損マウスに  RANK リガン

ド 中和抗体を投与し、胸腺上皮細胞
を解析したところ、成熟  mTEC
（ mTEChi ）は完全に消失し、mTEC 
マーカーを発現するが成熟マーカー 
CD80 を発現しない細胞群を同定した
（図１）。この新規細胞群を成体 
mTEC 前駆細胞候補とし、採取して
RNAseq 解析を行った。その結果、こ
の細胞群では  Psmb11 や  Prss16 と
いった皮質上皮細胞のマーカーを高
く発現していることが明らかとなっ
た。 

(2) この新規細胞群を成体 mTEC 前駆細胞候補とし、採取してシングルセル発現解析
を行った。その結果、この新規細胞群において cTEC および Unidentified TECs ク
ラスターの割合が増加していた。申請者らはこれらのクラスターの中に成体 mTEC 
前駆細胞の候補が含まれていると予想している。 

(3) 成体 mTEC 前駆細胞を採取する目的で、RANK ・ CD40 シグナル遮断時に増える
新規クラスターを成体 mTEC 前駆細胞候補とし、そのクラスター特異的に発現の
高い細胞表面タンパク質を探索した。その結果、この新規細胞群において特異的に
発現の高い遺伝子の一つとして X を同定した。そこで X のレポーターマウスを
導入し、FACS 解析を行なった。その結果、胸腺上皮細胞のうちおよそ 3 割の細胞
が X を発現していた。予想通り、成熟 mTEChi にはほとんど発現しておらず、cTEC
および未分化の集団 mTEClo で発現が高いことが分かった。この結果は、X が
mTEC 前駆細胞で発現が高い可能性を示している。 

(4) X を発現する胸腺上皮の細胞集団について、他の細胞表面マーカー（EpCAM, UEA-1, 
Ly51, CD80）と共に分離・採取し、遺伝子発現解析を行なった。その結果、mTEC マー
カー（UEA-1）および cTEC マーカー（Ly51）両陰性の X 陽性画分では、幹細胞マー
カー（Serpinf1、Tnfrsf19、Trp63）を高く発現していた。この結果は、X を発現する UEA-
1‒Ly51‒ 胸腺上皮細胞が幹細胞性を持つことを示唆している。 

(5) X 陽性胸腺上皮細胞の局在を調べる目的で、X-GFP レポーターマウスの免疫組織化学
染色を行った。その結果、皮質領域もしくは皮質と髄質の境界領域で GFP が検出され
た。また、皮質領域の中で Keratin 8 の発現が低い領域に X 陽性細胞が局在してい
た。この結果は、X 陽性細胞が cTEC と mTEC のどちらかに分化する前段階の細胞
である可能性を示唆している。 

図 1. CD40 欠損マウスにおける RANK シ
グナル遮断時の TEC の FACS 解析。左：コ
ントロール抗体処理群、右：RANK リガンド 
中和抗体処理群。 



 
本研究では、免疫寛容誘導に必須な成体期の mTEC を供給する幹・前駆細胞の同定
を目指した。成体期の mTEC 分化に必須なシグナルである RANK・CD40 シグナル
を遮断したところ、mTEC 幹・前駆細胞候補として UEA1‒Ly51‒ TEC を得た。シング
ルセル発現解析の結果より、前駆細胞候補を分取するためのマーカーとして X を同
定した。X の GFP レポーターマウスを用い、バルクRNA-seq 解析を行ったところ、
X を発現する UEA-1‒Ly51‒ 細胞は幹細胞マーカーを発現していた。また、X-GFP レ
ポーターマウスの免疫組織化学染色の結果、皮質・髄質境界領域で GFP が検出され
た。以上の結果から、X を発現する UEA-1‒Ly51‒ 細胞は cTEC と mTEC 両方に分
化する幹・前駆細胞である可能性を示している。 
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