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研究成果の概要（和文）：胸腺を構成する上皮細胞膜上の自己ペプチド＋MHC分子複合体は胸腺内T細胞分化に重要な役
割を果たすが、その発現を制御する分子機構の理解はいまだ不十分である。胎仔胸腺から単層培養法で樹立した複数の
胸腺上皮細胞株は機能性分子FoxN1を発現していなかった。胎児胸腺を消化酵素で分散した上皮細胞分画を一定期間凝
集培養するとその細胞は培養開始時と同程度のFoxN1を発現したが、FoxN1発現誘導した胸腺上皮細胞株と同様に胸腺再
構築能力をほとんど有していなかった。今後は、FoxN1を恒常的に発現する胸腺上皮細胞株で胸腺再構成能力と自己ペ
プチドとMHC分子複合体の発現制御を調べる予定である。

研究成果の概要（英文）：The complexes consisting of self-peptides plus MHC molecules on thymic epithelial 
cells play important roles for intrathymic T dell-development. However, the molecular mechanisms for forma
tion and expression of such complexes are not understood well. Firstly, it was revealed that thymic epithe
lial cell lines established by monolayer culture hardly expressed FoxN1, one of functional molecules for T
 cell-development. In turn, upon aggregation culture of an epithelial cell-fraction prepared from fetal th
ymus, the epithelial cells expressed the almost same FoxN1-expression level as that in freshly isolated ep
ithelial cells. Those epithelial cells as well as the FoxN1-inducible epithelial cell lines hardly had an 
ability to re-construct thymic microenvironment. In future, I am going to proceed with the two plans, the 
establishment of thymic epithelial cell lines stably expressing FoxN1 and the investigation for formation 
and expression mechanisms of the MHC complexes in these cell lines. 
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１．研究開始当初の背景 
胸腺内では胸腺上皮細胞を主体に構成され
る微小環境で未熟 T細胞の分化・選択の制御
が行われる。その選択過程は分化途上の T細
胞上のT細胞受容体と胸腺を構成する多様な
皮質および髄質上皮細胞サブセット上の提
示された自己抗原分子由来ペプチド＋MHC 分
子複合体との相互作用により制御され、MHC
拘束性と自己寛容性を獲得したT細胞へと成
熟する。しかし、胸腺上皮細胞の各サブセッ
トにおける自己抗原分子由来ペプチド＋MHC
分子複合体形成と提示に関する分子制御機
構に対する理解はいまだ不十分である。胸腺
上皮から脱分化型の上皮細胞株を樹立し、そ
れらの細胞株から多様な胸腺皮質および胸
腺髄質上皮細胞サブセットへ再分化誘導可
能な培養系を構築する。その２つの培養系の
間で、分化した各胸腺上皮サブセットの自己
抗原分子の発現制御機構および抗原提示制
御機構を比較解析し、複合体形成の分子制御
機構について新規知見を得る。さらに、それ
らの細胞株を用いた胸腺器官培養法でその
新規知見の重要性を検証する。胸腺自己抗原
分子由来ペプチドとMHC分子との複合体形成
の分子制御機構に関する本質的な知識構築
を目指した。 
 
２．研究の目的 
胸腺内部における微小環境（胸腺微小環境）

は、骨髄由来の T 前駆細胞が胸腺内に移住し
た後、分化・成熟し T 細胞レパートリーを形
成するまでのプロセスを支持するケモカイン、
サイトカイン、接着分子および自己ペプチド
と MHC 分子との複合体（自己ペプチド MHC 複
合体）などの“機能分子”を提供する“場”
である。その胸腺内微小環境の主要構成細胞
が胸腺上皮細胞である（Y. Takahama, 2012）。
胸腺上皮細胞に発現する機能分子に関する研
究は、胸腺を消化酵素処理により分散した細
胞をセルソーターで分画し、ストローマ細胞
や未熟 T 細胞と凝集・器官培養した後、機能
分子の発現を解析すると共に微小環形成能力
や未熟 T 細胞の分化・選択を制御する機能を
解析し、さらに機能分子の発現について胸腺
の組織学的検証を加える手法が採られてきた。
ところが、分離可能な細胞数は胸腺全体の細
胞数の 0.1%以下にすぎず、この程度の細胞数
では機能分子の分子制御機構を分子生物学的
あるいは生化学的な解析によって十分検証す
ることは困難である。皮質および髄質上皮細
胞サブセット上の自己抗原分子由来ペプチド
と MHC 分子との複合体は、分化途上の T 細胞

がその複合体との相互作用によって CD4 陽性
T 細胞と CD8 陽性 T 細胞サブセットへの分化
および MHC 拘束性と自己寛容性を有する T 細
胞受容体レパートリーを形成する上で重要な
リガンドである。しかし、分子生物学的ある
いは生化学的解析に適した均一性と細胞数を
安定的に調製することが難しいため、各皮質
と髄質上皮細胞サブセットにおける自己抗原
分子由来ペプチドと MHC 分子との複合体形成
の分子制御機構に対する理解はいまだ十分で
はない。この研究は、これまでに樹立した胸
腺上皮細胞株の機能性分子の発現に関する再
調査を含め、機能性分子を発現するあるいは
その発現を誘導することができる新たな胸腺
上皮細胞株の樹立を試みと機能性の評価、検
証を行い、未熟 T 細胞の分化・選択の制御に
おける胸腺自己抗原分子由来ペプチド＋MHC
分子複合体形成の分子制御機構に関する知見
を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
平成 23 年度：低 Ca2+濃度 MEM 培地（SMEM 培
地）を使用し単層培養法で胎生 15 から 16 日
目の胸腺からサイトケラチン 5および 8を指
標にクローン化したサイトケラチン 5陰性 8
陽性の胸腺皮質部由来上皮細胞株
（TEC1-4C18, TEC1-2）およびサイトケラチ
ン 5陽性 8陰性の髄質部由来上皮細胞株
（TEC1C6, TEC3-10）を用いて（M.Kasai,1991）
（Figure 1）、これまでに報告された胸腺上
皮細胞における上皮細胞のマーカー分子お
よび機能性分子の発現程度について、フロー
サイトメーターと定量的PCR法により調べた。 

 
平成 24 年度：5t の発現をコードする領域

に緑蛍光タンパク質（Venus）をノックインし
たアレルを持つトランスジェニックマウスの
ヘテロ接合体マウス（5tvenus/- マウス）の胎
生 15 日目胸腺を消化酵素で分散し浮遊状態
にした後に単層培養した場合と再凝集し培養



した場合との間で胸腺上皮細胞における上皮
細胞のマーカー分子および機能性分子の発現
程度について、フローサイトメーターと定量
的 PCR 法により調べた。さらに、凝集培養した
EpCAM陽性EGFP強陽性細胞を胎生15日目胸腺か
ら調製した細胞と共に凝集塊を作り、5週齢の 
C57BL/6野生型マウス腎臓皮膜下に移植し胸腺再
構成能力を調べた。機能性分子発現量の減少程度
の経時変化については、胎生 15 日目の C57BL/6
マウス胸腺を消化酵素で分散し浮遊状態にし、そ
の状態で37℃ CO2恒温槽で培養した場合と一度凝
集した状態で培養した場合との間で一定時間ご
とに細胞を回収し、全RNA抽出した後cDNAを調
整し定量的 PCR 法を行い、機能性分子発現量を
調べた。 
平成25年度：Doxycyclinの投与により全身性に
Oct-4の発現するマウス（Hohhedlinger, 2005）
の胎生15日目、18日目の胸腺と生後18週目の
胸腺から単層培養によりサイトケラチン5陽性
の上皮細胞株を樹立し、Oct-4発現に伴い発現が
制御される転写因子と胸腺機能性分子の発現程
度について定量的PCR法により調べた。 
 
４．研究成果 
平成 23 年度：IFN-を加えたSMEM培地で培養し
た場合、両者の上皮細胞株はMHCクラスII分子
とその関連分子（CD80分子, インヴァリアント
鎖、H2-DM分子）と自己抗原ぺプチドの産生に関
与する機能性分子（lysosomal protease類など）
を発現することは既に報告した（M.Kasai 2000）。
そこで、MHCクラスI分子とそれに結合する自己
抗原ぺプチドの産生に関与するプロテアソーム
の発現をIFN-存在あるいは非存在のSMEM培地
で培養しMHCクラスI分子の発現量を調べた。
培養後両者の上皮細胞株はIFN-存在下で培養
した後にMHCクラスI分子の発現量の増加が認
められた(Figure 2)。 

 

 
MHCクラスI分子と結合する抗原ペプチドの

産生に関与するプロテアソーム5サブユニット
異性体の発現程度をウェスタンブロット法によ
り調べた。5サブユニットはIFN-の存在下あ
るいは非存在下で培養した後に調べた全ての皮
質・髄質に由来する上皮細胞株に検出された。
5iサブユニットはIFN-の存在下で培養した場
合に発現が認められた。5tサブユニットは胸
腺皮質上皮細胞特異的に発現が認められること
が報告されているが、上皮細胞株の場合、IFN-
存在に関係なくその発現が認められなかった

(Figure 3)。 

5t サブユニット以外に胸腺上皮細胞特異

的なマーカー分子および機能性分子の発現程
度を調べるために、IFN-の存在下あるいは非
存在下で培養した皮質と髄質上皮細胞株から
全 RNA を調製し、これまでの報告された胸腺
上皮細胞マーカー分子 EpCAM、皮質上皮細胞
特異的マーカー分子 CD205、皮質上皮細胞特
的機能性分子5tサブユニットとTsspおよび
髄質上皮細胞特異的機能分子 RANK と Aire の
PCR プライマーを用いてそれらの発現程度を
定量的 PCR 法で調べた。EpCAM は IFN-の存在
下あるいは非存在下で培養した後の皮質と髄
質由来上皮細胞株にその発現が認められたが、
CD205 は両者共にその発現程度は低かった。
機能性分子の発現については、皮質と髄質胸
腺上皮細胞への系列決定と分化・増殖に必要
な転写因子 FoxN1 は両者胸腺上皮細胞株にお
いてその発現量は低レベルであり、皮質上皮
細胞株は自己抗原のプロセッシングで機能す
るプロテアーゼ（thymoproteasomes を構成す
る5t サブユニットおよび Tssp）をほとんど
発現せず、髄質上皮細胞株も髄質上皮細胞の
分化・成熟に働く RANK 分子および自己組織に
特異的抗原の発現に必須な転写因子 Aire を
発現していないことが判明した（Table 1）。 



 
以上の結果は、単層培養法で樹立した胸腺

皮質部由来および髄氏部由来上皮細胞株は
サイトケラチン 5 と 8 およびEpCAMの形態的
な上皮細胞分子マーカーの発現は明瞭に認
められたが、胸腺上皮細胞の機能分子マーカ
ーの発現量は低いことが明らかになった。 

平成 24 年度：胎仔胸腺を浮遊状態にした
後、単層培養を行って樹立した胸腺皮質部お
よび髄質部上皮細胞株は機能分子をほとん
ど発現しないことが判明したが、一方、胎児
胸腺から消化酵素で一度分散した上皮細胞
分画を再凝集して培養した場合、胸腺内 T 細
胞分化を支持する能力を有していることは
我々を含め多くの研究者により示されてお
り（G. Anderson, 1993)、胸腺上皮細胞内の
機能分子が発現するあるいはその発現が維
持されていると考えられた。そこで、5tvenus/- 

マウスの胎生 15 日目胸腺を消化酵素で分散
し浮遊状態にした後単層培養した場合と浮
遊状態の細胞を再凝集し培養した場合とで
機能分子5t の発現量の時間変化を GFP 蛍光
タンパク質の蛍光強度を指標に調べた。 

浮遊状態にした直後から一日以内にその
蛍光強度は減少する。続いて単層培養を行っ
た場合はその蛍光強度はわずかに上昇する
に留まるが、凝集培養を行った場合は蛍光強
度が上昇することを見出した。浮遊状態にし
てからセルソータにより EpCAM 陽性 EGFP 陽
性分画を分取し、その細胞分画を 4 日間単層
培養および 5 日間凝集培養した後、各細胞培
養群から全RNAを調製し機能分子について定
量的 PCR を行った。単層培養の場合は FoxN1
分子をはじめとする機能性分子の発現が著
しく低下するが、凝集培養の場合は FoxN1 分
子をはじめとする機能性分子の発現量は胎
仔胸腺を直接培養した場合と同程度か最大
で 1/10 程度の減少に留まった（Table 2）。 
 

 

さらに、凝集培養したEpCAM陽性EGFP陽性細
胞を胎生15日目胸腺から調製した細胞と共に凝
集塊を作り、5週齢のB6野生型マウス腎臓皮膜下
に移植したところ、6例中1例においてFTOCの場
合と同程度の胸腺を形成し、内部にGFP陽性のメ
ッシュワーク状の構造物構築が認められた
（Figure 4）。 

C57BL/6胎生15日目の胸腺を消化酵素で分散し
浮遊状態にし、その状態で37℃ CO2恒温槽で培養
した場合と一度凝集した状態で培養した場合と
の間で機能性分子の発現量の減少程度を定量的
PCR法により調べた。、浮遊状態で培養した場合に、
胸腺上皮細胞機能性分子であるFoxN1分子、DLL4、
5tサブユニット、Tssp、RANK、Aireは時間と
共に発現量の著しい減少が認められた。しかし、
凝集状態で培養し場合、これら機能性分子の発現
量の低下はわずかであった（Table 3）。 

平成25年：FoxN1は皮質と髄質胸腺上皮細胞へ
の系列決定と分化・増殖に必要な転写因子あり、
凝集培養はその発現を制御する可能性を示して
いる。そこで、FoxN1を恒常的に発現する、ある
いはその発現が誘導可能な胸腺上皮細胞株を樹



立し、凝集培養すれば、その細胞株は機能性分
子を発現する可能性が高く、自己抗原の発現と
自己抗原ペプチドとMHC分子との複合体形成制
御について解析することが可能であると考えた。 
Oct-4発現マウス胎仔胸腺から樹立した上皮

細胞株はいずれもdoxycyclin存在下で単層培養
した場合、Oct-4転写因子を高いレベルで発現
した。Oct-4転写因子と関連する脱分化関連遺
伝子であるNanog転写因子もdoxycycline存在
下で高いレベルの発現が認められた。しかし、
Sox2転写因子については極めて低い発現レベ
ルであった。一方、胸腺上皮細胞の分化に関
係する転写因子についてはFoxn1、Six1、及び
Pax9の3つが明瞭な発現が認められた。特に、
Foxn1はdoxycycline存在下よりも非存在下で
発現の上昇が認められた（Table 4）。 

 
即ち、上皮細胞株すべてにおいてOct-4を発

現させて脱分化状態を誘導した場合はFoxn1
の発現レベルは低いが、Oct-4を発現させない
場合はFoxn1の発現レベルが上昇し胸腺上皮
細胞が分化可能な状態になることが示唆され
た。そこで、胎仔胸腺から樹立した4つ細胞株
（001株,002株,011株,021株）を選び出し、
doxycycline存在下単層培養した後に5tの発
現をコードする領域に緑蛍光タンパク質
（Venus）をノックインしたアレルを持つトラン
スジェニックマウスのホモ接合体マウス
（5tvenus/venus マウス）の胎児胸腺ストローマ細
胞と混合し細胞塊を形成した後に、正常マウス
腎臓皮膜下に移植し、4週間以降に開腹し、腎臓
皮膜下に存在する胸腺の微小環境構造を調べた。
樹立した４つの細胞株をそれぞれ胎児胸腺スト
ローマ細胞と混合し再構成した場合はいずれの

場合も胸腺の再構成を認めることはできなかっ
た。この原因は凝集培養中と移植後のFoxN1の発
現制御が十分でなかったことに加え、移植した
細胞を特異的に検出する感度が不十分であるこ
とが考えられた。 

現在は胸腺上皮細胞株に胸皮細胞分化系列
を決定する転写因子Foxn1あるいは胸腺前駆上
皮細胞や皮質上皮細胞に特異的に発現するサ
イモプロテアソームサブユニット5tをコード
する遺伝子をEGFPレポーター遺伝子と共に導
入し、フィーダー細胞と共に凝集培養しながら
その発現レベルをフローサイトメーターで解
析し、恒常的に転写因子を発現する細胞を選
別・株化するプロセスを進めている。また、5t
分子は皮質上皮細胞に特異的に発現するサイ
モプロテアソームサブユニットであり皮質上
皮細胞の自己抗原分子のプロセッシングに機
能する分子であるが、最近Aire転写因子を発
現する髄質上皮細胞サブセットを含む大部分
の髄質上皮細胞は5t分子を発現する胸腺前
駆上皮細胞に由来することが明らかになり（I. 
Ohigashi 2013）、5t分子は胸腺前駆上皮細胞
の特異的な検出に有用なマーカー分子の一つ
であることが示唆されている。 
従って、5t分子上の異なるエピトープを認

識する複数の単クローン抗体があれば、前駆
上皮細胞の特異的な検出や皮質・髄質上皮細
胞分岐チェックポイントの検出などの胸腺上
皮細胞分化系列上における解析や自己抗原分
子のプロセッシング分子制御機構の解析に有
用と考えられた。そこで、5t分子全長鎖また
は5t分子のC末側ポリぺプタイド（242 
a.a.-302 a.a.）の組み換え体産物を作製し、
5t-knock-out mouseにCFAと共に免疫するこ
とにより5t分子に対する単クローン抗体の
作製も進めている。 
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