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研究成果の概要（和文）：初期胚における AIRE 発現の意義を解析する目的で、AIRE/GFP-KI

（+/gfp）から樹立したES細胞を用いて、GFP (AIRE)発現機構を検討した。すなわち、AIRE/GFP-KI

（+/gfp）由来の ES細胞には GFP発現集団と GFP陰性集団とが混在するため、両細胞集団を cell 

sorterを用いて分取した後に培養を継続し、GFP (AIRE)シグナルの変動をモニターした。その

結果、GFP陰性集団からも数日後には GFP 陽性シグナルが検出されるようになるとともに、GFP

陽性集団からも GFP 陰性集団の出現が認められた。このことから、ES 細胞における AIRE 発現

は確率論的もしくは振動性をもつことが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We sought to investigate the mechanisms underlying the AIRE 
expression in ES cells, hoping that the results would give us a better clue for the 
understanding of the tolerogenic roles of Aire in medullary thymic epithelial cells. We 
first confirmed Aire expression from ES cells by the flow cytometric analysis, with ES 
cells used for the establishment of Aire+/gfp mice. Aire expression from ES cells was also 
confirmed from ES cells derived from Airegfp/gfp mice. Interestingly, Aire/GFP expression 
was observed only from a half population of the Aire+/gfp ES cells. We then sorted out GFP+ 
and GFP- cell populations, and cultured them separately for a couple of days. We found 
the appearance of GFP+ cells from GFP- cell population. We also found the appearance of 
GFP- cells from GFP+ cell population, suggesting a possible stochastic and/or oscillating 
nature of Aire gene expression in ES cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 「自己免疫疾患の原因究明」のための突破
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 AIRE
の同定によってもたらされた。すなわち、
AIRE 欠損にともない自己免疫性多腺性内分
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泌疾患 I 型（APECED）の発症に至る。AIREの
発現は成熟過程にある T細胞との相互作用に
よって自己寛容の成立に直接関わる胸腺髄
質上皮細胞（medullary thymic epithelial 
cell: mTEC）にほぼ限局することから、AIRE
の機能異常に基づく疾患病態の解明により、
「自己・非自己の識別機構」についての基本
原理を一挙に解決できる可能性がある。現在
のところ、AIRE は mTEC における多数の組織
特 異 的 自 己 抗 原 （ tissue-specific 
self-antigen: TSA）遺伝子の転写制御に関
わると考えられているが、その検証が十分に
成されているとは言い難い。私どもは mTEC
における AIREの役割を明らかにする目的で、
AIRE遺伝子座に Cre recombinaseを挿入した
AIRE/Cre knockin mouse (AIRE/Cre-KI)を樹
立し GFP reporter mouse との交配によって
AIRE発現 mTECの fate mapping（運命写像）
を試みたところ、驚くべきことに胸腺での発
現に先立ち、AIREが３胚葉（外・中・内胚葉）
分離以前の初期胚に発現する事実を見出し
た。すなわち、AIRE は初期胚と mTEC という
２相性発現を示すことが判明した。他方、
AIRE ヘテロ欠損マウスの交配によって AIRE
ホモ欠損個体がメンデル則に従って得られ
ることから、少なくともマウスでは AIRE は
初期発生において必須ではない。しかしなが
ら、ヒトの AIRE 欠損症の主要症候の一つに
歯芽や爪の形成異常といった外胚葉異形成
（ectodermal dystrophy）が存在することか
ら、AIREが自己寛容の形成機構のみならず初
期発生においても何らかの重要な機能をも
つことが強く推測される。とりわけ、初期発
生の本質とも言える「多能性維持からの脱却
と多様な細胞・組織への分化」という現象と、
mTECの「多様な免疫学的自己の表出」という
役割との間には共通原理が存在することは
十分にありうる。それどころか、AIRE 本来の
機能は初期発生におけるものであり、mTECに
おける AIRE の役割は、免疫系が進化の過程
でそれを借用した可能性すらある。 
 
２．研究の目的 
 mTEC における AIRE の役割を従来のマウス
モデルを用いて解析するのみでは、自己寛容
成立機構についての既成概念にとらわれ、
「自己・非自己の識別機構」に新たな視点を
持ち込むことは容易ではない。こうした理由
から、本研究課題では AIRE の本質的機能の
解明をあえて初期発生における機能解析に
絞って展開することにした。 
 
３．研究の方法 
 初期胚における AIRE 発現の意義を解析す
る目的で、AIRE/GFP-KI（+/gfp）から樹立し
た ES 細胞を用いて、GFP (AIRE)発現機構を
検討した。すなわち、AIRE/GFP-KI（+/gfp）

由来の ES細胞には GFP発現集団と GFP陰性
集団とが混在するため、両細胞集団を cell 
sorterを用いて分取した後に培養を継続し、
GFP (AIRE)シグナルの変動をモニターした。 
 
４．研究成果 
 上記の通り、AIRE/GFP-KI 樹立時に取得し
た ES 細胞を用いて FACS により GFP（AIRE）
発現細胞を解析したところ、AIRE を発現する
細胞集団と発現しない細胞集団の２つの
population が存在した。ヘテロ（+/gfp）に
限らず、同様の所見はホモ（ gfp/gfp）
AIRE/GFP-KI由来の ES細胞においても観察さ
れた。そこで、ヘテロ（+/gfp）由来の ES 細
胞から FACS を用いて GFP 発現集団と GFP 非
発現集団を sortingし、それぞれの細胞集団
について別個に培養を継続し、GFP (AIRE)シ
グナルの変動をモニターした。その結果、GFP
陰性集団からも数日後には GFP陽性シグナル
が検出されるようになるとともに、GFP 陽性
集団からも GFP陰性集団の出現が認められた。
このことから、ES 細胞における AIRE 発現は
確率論的もしくは振動性をもつことが示唆
された。今後はヘテロ（+/gfp）およびホモ
（gfp/gfp）AIRE/GFP-KI 由来の ES 細胞から
FACSを用いて GFP発現集団と GFP非発現集団
を sortingし、計４つの細胞集団の間で発現
の異なる遺伝子を microarray によって同定
し、ES 細胞における AIRE の標的遺伝子を明
らかにする予定である。さらに、ES細胞にお
ける周期的 AIRE 発現の意義とメカニズムに
ついては、近年進展が著しい RNA生物学やエ
ピジェネティックの視点を取り入れて研究
を進めるべく取り組んでいる。すなわち、
AIRE発現 ES細胞から AIRE蛋白を免疫沈降し
た後、共沈してくる遺伝子を次世代高速シー
クエンサーにより徹底分析し（ChIP-seq 法）、
ES 細胞において AIRE が構築する遺伝子発現
ネットワークの全貌解明を図りたい。 
 以上のように、本研究においては初期発生
における AIREの役割こそが AIREの本質的意
義をもち、mTEC における AIRE は、その機能
を免疫システムが借用したとの大胆な仮説
のもとに研究を進めている。しかしながら、
得られた知見は mTEC における自己寛容成立
機構の全貌解明にも必ずや資するものと期
待している。 
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