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研究成果の概要（和文）：我々は今回、自己複製能を有する胸腺髄質上皮細胞の幹細胞（mTECSC）をマウス胸腺から同
定することに成功しました。胸腺髄質上皮細胞の形成不全に起因する自己免疫疾患を発症するマウスにmTECSCを移植す
ると、個体のほぼ生涯にわたり正常な髄質上皮細胞を供給し続け、疾患の発症をほぼ完全に抑制することができました
。また、胸腺退縮に先行してmTECSCの活性が低下すること、その一方でＴ細胞側の異常によりＴ細胞産生ができないマ
ウスでは、その活性が年をとっても高く維持されていることが明らかになりました。以上の結果は、胸腺組織の活動と
免疫機能を制御する方法論の開発にも大きく貢献すると考えられます。

研究成果の概要（英文）：Medullary thymic epithelial cells (mTECs) are crucial for central T cell 
self-tolerance. We demonstrate that implantation of embryonic TECs expressing claudin-3 and claudin-4 
(Cld3,4) in a medulla-defective thymic microenvironment restores medulla formation and suppresses 
multiorgan autoimmunity throughout life. A minor SSEA-1(+) fraction within the embryonic Cld3,4(hi) TECs 
contained self-renewable clonogenic TECs, capable of preferentially generating mature mTECs in vivo. 
Adult SSEA-1(+)Cld3,4(hi) TECs retained mTEC reconstitution potential, although the activity decreased. 
The clonogenicity of TECs also declined rapidly after birth in wild-type mice, whereas it persisted in 
Rag2 knock out adult mice with defective thymopoiesis. The results suggest that unipotent mTEC-restricted 
stem cells that develop in the embryo have the capacity to functionally reconstitute the thymic medulla 
long-term, thus ensuring lifelong central T cell self-tolerance.

研究分野：免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
 
胸腺は T 細胞の産生と自己免疫寛容の成
立に必須の中枢リンパ組織であり、主に正の
選択を担う皮質領域と、負の選択を担う髄質
領域とからなる。これまで胸腺細胞がナイー
ブ T細胞へと分化を遂げる過程について、主
に胸腺細胞側に発現する分子や液性因子の
機能解析を通じて分子レベルで極めて詳細
な解析がなされてきた。その一方で、この過
程を制御する胸腺ストロマである胸腺上皮
細胞（Thymic epithelila cells: TECs）の発生・
分化過程に関しては不明な点が多かった。 
 しかしながら近年、胸腺環境に関する研究
に大きな進展がもたらされた。一つは自己免
疫性多腺性内分泌不全症 I 型の原因遺伝子
として同定された Aire の発見（Annu Rev 
Immunol. 2009;27:287-312.）であり、今一つは
胸腺皮質上皮細胞に特異的なプロテアソー
ム B5t の発見である（Curr Opin Immunol. 
2008;20(2):192-6.）。これらの遺伝子の同定と
その表現型解析は、胸腺上皮細胞側の単一遺
伝子の異常あるいは発生・機能異常が、直接
T 細胞の発生異常や自己免疫疾患を誘導しう
ることを明らかにし、胸腺上皮細胞は自己を
学ぶための MHC と増殖因子の供給、Ｔ細胞
系列へのコミットメントを担うだけではな
く、Ｔ細胞選択過程をより高次元で制御しう
ることを明らかにしたという点において、免
疫学研究全般に対しても大きなインパクト
をもたらした。 
一方最近、各臓器を長期間維持する組織幹
細胞が次々と同定されているが(Cell Stem 
Cell. 2010;7(6):656-70.)、胸腺組織では主に発
生初期の胸腺原基に、髄質・皮質両方に分化
可能な上皮前駆細胞および髄質・皮質各々の
前駆細胞が存在することがこれまでに示さ
れ て い る （ Eur J Immunol. 2009 
Jul;39(7):1694-9.）。しかしながら、幹細胞を
特徴付ける単一細胞レベルの自己複製能、組
織中に長期間維持され生涯にわたる組織構
造の維持に関わる能力の有無については示
されておらず、幹細胞と呼ぶべき細胞の同定
には至っていない。 
申請者はこれまでに、管腔構造を有する重
層上皮層からなる胸腺原基の最上層の上皮
細胞に認められるクローディン(Cld)の発現
が、その後も一貫して髄質上皮細胞
（medullary TECs: mTECs）の一部に維持され
ることを発見し、さらには胸腺発生初期過程
のマウス胎児から Cld陽性細胞を回収し移植
実験を行うことによって、発生初期の Cld陽
性細胞がmTECの前駆細胞であることを証明
した（Nat Immunol. 2007;8(3):304-11.）。その
後の研究で、この Cld陽性 mTEC前駆細胞に
由来する成熟した mTECs が少なくとも数か
月間、腎被膜下に移植した胸腺内で検出され
ることを見出している。胸腺上皮細胞の turn 
overが意外にも早く 2-3週間であることに鑑
みると（Blood. 2006;108(12):3777-85.）、胎

生期の Cld 陽性 mTEC 前駆細胞はマウス個
体のほぼ生涯にわたってmTECsの恒常的な
産生に貢献している可能性が高い。 

２．研究の目的 

本研究では、申請者がこれまでの研究で同
定した胎生期の Cld 陽性 mTEC 前駆細胞の
ポテンシャルを詳細に解析し、この分画が
mTECsの long-term repopulating cellsある
いは幹細胞を含む可能性について検証する。
これにより、胸腺組織の維持・退縮機構の解
明、さらには Aire 遺伝子の欠損・異常や
mTEC の発生異常などに起因する自己免疫
疾患に対する治療応用の可能性提示に資す
ることを目的とした。 
 
３． 研究の方法 

 
１） 胎生期 mTEC前駆細胞分画の in vivoに
おけるmTEC長期再構成能および機能的
ポテンシャルの評価 

発生初期に同定される Cldを発現する
mTEC前駆細胞の幹細胞としてのポテン
シャルを明らかにするために、これを
mTEC発生の欠陥により自己免疫疾患を
呈する aly/aly マウスの胸腺ストロマと
混合して胸腺 organoidを作製し、それを
ヌードマウス腎被膜下に移植して、正常
な胸腺髄質構造が形成されるか、髄質上
皮の供給をどのくらいの期間維持でき
るか、自己免疫疾患の表現型を回避でき
るかについて検討した。 

 
２） マウス胸腺上皮コロニーアッセイ法の
確立と自己複製能の検討 

マウス胸腺上皮細胞のコロニーアッ
セイを確立し、mTEC前駆細胞分画のコ
ロニー形成能について検討した。また、
形成されたコロニーを継代することに
より、最も重要な幹細胞の定義である自
己複製能について検討を行った。 

 
３） 胸腺退縮とコロニー形成能との関連性
の検討 

様々な週齢の胸腺上皮細胞のコロニ
ー形成能を比較することにより、コロニ
ー形成能が胸腺退縮の過程でどのよう
に変化するのかを検討した。 
 

４． 研究成果 
 上述した１）２）３）に対応して記載する。 
 
１） Aire発現胸腺髄質上皮細胞を欠き臓器
特異的自己免疫疾患を呈する aly/aly マウス
胸腺に胎生期mTEC前駆細胞分画を移植する
と、Aire発現髄質上皮細胞をマウス個体の中
で一年半以上にわたり供給可能であること



が明らかになった。また、この移植により
aly/alyマウスで認められる臓器特異的自己免
疫応答、すなわち末梢組織へのリンパ球の浸
潤や自己抗体の産生等は、ほぼ完全に抑制可
能できることが明らかになった。以上の結果
から、胎生期 mTEC前駆細胞分画は、中枢性
自己寛容を担う機能的な髄質上皮細胞を個
体のほぼ生涯にわたり維持可能な能力を有
する細胞を含むことが示された。一般的に、
臓器を構成する細胞の維持機構はターンオ
ーバーの速さによって異なるとされている。
例えば、比較的ターンオーバーの早い腸や皮
膚では幹細胞が新たな細胞を産生すること
で維持されることが多く、肝臓や膵臓など細
胞の回転の遅い臓器では分化した細胞が分
裂することで維持される場合もある。胸腺上
皮細胞のターンオーバーが比較的早いこと
に鑑みると、移植に用いた胎生期 mTEC 前駆
細胞分画の中に、胸腺髄質上皮の幹細胞が存
在する可能性が高いと考えられた。 
 
２） １）の結果を受けて、「マウス胸腺上
皮コロニーアッセイ法」の確立を試みた。
様々な条件検討を行い、フィーダー細胞にマ
イトマイシン C処理した STO 細胞を用い、3:1 
mixture of DMEM, and Ham’s F-12培地
に、 10% KnockOut Serum Replacement 
(KSR)、0.4 μg ml−1 hydrocortisone, 10−10 
M choleratoxin (Wako), 5 μg ml−1 insulin, 
2 × 10−9 M 3,3,5-triido-L-thyronine、10 ng 
ml−1 recombinant mouse epidermal 
growth factorを添加した培地を用いること
で、効率的に TEC コロニーを形成することが
可能となった。この系を用いて、胎生１４日
齢の胸腺の mTEC 前駆細胞分画に、幹細胞の
重要な定義である「自己複製能」を有する細
胞がこ画に含まれるか否かについて検証を
行った。その結果、移植した Cld3,4 を発現
する前駆細胞分画の中で、SSEA1 陽性の分画
に高い in vivo 再構成能と in vitro 自己複
製能を示す細胞が存在することが明らかと
なった。これらの結果から、胸腺上皮の、特
に髄質上皮の維持に関わる「幹細胞」と定義
しうる細胞が初めて同定されるに至った。 
 
３）個体の加齢に伴い、獲得免疫応答能は低
下し炎症性素因や自己免疫応答の増大とい
った傾向が徐々に顕著となるが、これらの兆
候をまとめて「免疫老化」と呼ぶ。胸腺組織
の退縮は、こうした免疫老化現象が顕著とな
る以前から起き、免疫系で最も早期に認めら
れる加齢変化の一つである。胸腺組織におけ
る加齢変化はＴ細胞側・ストロマ系、両方に
認められるものの、最近の研究から胸腺退縮
の原因は主にストロマである胸腺上皮細胞
側に起因すると考えられており、ヒトでは１
歳を過ぎるころからすでに胸腺ストロマの
変化が始まっているとさえ言われる。こうし
た背景から、胸腺上皮の維持に関わる細胞の
活性が、週齢と共にどのように変化するのか

を知ることは、胸腺退縮機構を理解する上で
極めて重要であると考えられる。そこで、胸
腺上皮細胞の in vitroコロニー形成能を、マウ
ス胎齢・週齢追って検討を行った。その結果、
非常に興味深いことに、コロニー形成能は生
後すぐ急速に低下することが明らかとなっ
た。胸腺上皮のターンオーバーが数週間であ
ることを考えると、出生直後に起きる幹細胞
の活性低下の影響は、３－４週齢の時点で上
皮細胞数の減少として現れ始めると想定さ
れるが、これは胸腺組織の大きさ・上皮細胞
の数がともに４週齢でピークとなりその後
徐々に退縮に向かうという事実と矛盾しな
い。また興味深いことに、Ｔ細胞産生が DN3
で停止しているRag2KOマウスでは成体でも
コロニー形成能は高く保たれることが明ら
かになった。幹細胞の活性を反映すると想定
される in vitro コロニー形成能が生後すぐ顕
著に低下する分子メカニズムは現在のとこ
ろ明らかではないが、以上の結果は、髄質上
皮幹細胞の活性低下の原因は、加齢そのもの
ではなく、出生前後に極めて活発にＴ細胞産
生を行った結果である可能性が高い。胸腺退
縮のメカニズムやその意義はまだ議論の多
いところであるが、我々のえた知見から、少
なくともある一定のＴ細胞産生をすること
によって、胸腺髄質上皮幹細胞の活性、引い
ては胸腺の活動が抑制されることが示唆さ
れた。 
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〔学会発表〕（計 13 件） 
招待公演のみ記載する 
 
2016.3.3 
The Fifth Bizan Immunology Symposium at 
University of Tokushima (BISUT5)  
“Immune System Development, Deviation, and 
Regulation” 
Nichia Medical Hall, Kuramoto Campus, 
University of Tokushima 
Medullary thymic epithelial stem cells ensuring 
lifelong T-cell tolerance （招待講演） 
 
2016. 3.2 
Environment controlling normal and diseased 
hematopoietic and immune systems 
(Sponsored by MEXT Research Project on 
Analysis and Synthesis of Multidimensional 
Immune Organ Network and RIKEN IMS) 
Place: RIKEN Yokohama Research Institute 6F 
seminar room 
Medullary Thymic Epithelial Stem Cells 
Ensuring Lifelong Central T cell Tolerance 
（招待講演） 
 
2015.9.25 
CiRA セミナー 
京都大学 iPS細胞研究所（CiRA） 
Identification of Medullary Thymic Epithelial 
Stem Cells and Their Potential for Controlling 
Autoimmunity  （招待講演） 
 
2015.7.31 
CREATE 2015（Cardio-Renal Interaction and 
Translational Research Enhancement） 
ロイヤルパークホテル (東京) 
胸腺における中枢性自己寛容の成立と胸腺
退縮に伴うＴ細胞の加齢変化 （招待講演） 
 
2015.3.27 
日本薬学会 第 135年会  
神戸学院大学（神戸） 
シンポジウム「上皮を標的とした創薬研究の
新展開」 
免疫系・内分泌系細胞に発現するクローディ
ンとその意義（招待講演） 
 
2015.3.22 
日本抗加齢医学会 専門医・指導士認定委員
会主催講習会 大阪国際会議場 
レクチャー 
免疫老化（招待講演） 
 
 
 



2015.2.7 
第３４回 日本胸腺研究会 相模原市立市
民・大学交流センター ユニコムプラザさが
みはら 
ミニシンポジウム「胸腺の形成と維持 最近
の話題」  
中枢性免疫寛容を担う胸腺髄質上皮細胞の
発生とその維持 （招待講演） 
 
2014.12.10 
第４３回日本免疫学会学術集会 国際シンポ
ジウム 
国立京都国際会館       
Thymic microenvironments for T cell 
development and repertoire formation. 
Identification of medullary thymic epithelial stem 
cells ensuring lifelong central T-cell tolerance 
（招待講演） 
 
2014.12.10 
第４３回日本免疫学会学術集会 国立京都
国際会館 
オーバーヴュートーク  
Thymic microenvironments: Basics, Progress and 
Future（招待講演） 
 
2014.11.7 
九州大学 生体防御医学研究所  
The 24th Hot Spring Harbor International 
Symposium 「Recent Advance in Immunology 
and Inflammation」 
Thymic Medullary Epithelial Stem Cells 
Ensuring Lifelong Central T-cell Tolerance  
（招待講演） 
 
2014.7.19  
第一回皮膚免疫カンファレンス 特別講演 
東京 
中枢性免疫寛容を担う胸腺上皮細胞の発生
とその維持（招待講演） 
 
2014.7.10 
第５１回日本消化器免疫学会総会 教育講
演 京都 
中枢性免疫寛容を担う胸腺上皮細胞の発生
とその維持（招待講演） 
 
2013.12.11. 
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