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II. 成果の概要（総括研究報告）

 研究開発代表者による報告の場合

 慢性炎症のプロトタイプと考えられる臓器特異的自己免疫疾患の病態解明に引き続き取り組んだ。そ

の成果を以下の３点について報告する。

１．遺伝性自己免疫疾患の原因遺伝子 Aire（Autoimmune regulator）の機能障害が胸腺髄質上皮細胞

（medullary thymic epithelial cell: mTEC）において、どのような遺伝子の発現変化が自己免疫疾患の発症
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をもたらすかを明らかにする目的で、Aire 欠損マウスと野生型マウス（共に NOD 背景）の mTEC にお

ける遺伝子発現を RNA-seq 法によって検討した。また、Aire を過剰に発現するマウス（Aire-Tg：NOD

背景）と野生型マウスの遺伝子発現比較を併せて行い、Aire により制御される遺伝子群の同定を試みた。

すなわち、Aire の発現量に依存して増減を示す遺伝子として約 30 個を選び出した。その結果、mTEC

において Aire が制御する遺伝子群は自己反応性 T 細胞の負の選択にはたらく組織特異的自己抗原遺伝

子のみならず、mTEC の分化誘導作用を介して二次的に組織特異的自己抗原遺伝子の発現調節に関わる

と考えられる遺伝子が存在した。 

 Aire-Tg マウスでも Aire 欠損マウスと同様に自己免疫病態（多発性筋炎様症状）が観察されることか

ら、その発症メカニズムを解析した。Aire-Tg マウスは野生型マウスと同程度の制御性 T 細胞を産生し

たが、野生型マウス由来の制御性 T 細胞を Aire-Tg マウスに移入した場合には筋組織特異的な自己免疫

応答が抑制されたのに対して、Aire-Tg マウス由来の制御性 T 細胞は Aire-Tg マウスに移入しても筋組

織特異的な自己免疫応答を抑制する活性を示さなかった。一方、in vitro の実験による制御性 T 細胞の活

性を評価する実験においては Aire-Tg 由来の制御性 T 細胞も野生型マウス由来の制御性 T 細胞と同程度

の抑制活性を示した。すなわち、Aire を過剰に発現する mTEC によって選択される制御性 T 細胞のレ

パトアは、野生型マウスの mTEC で選択される制御性 T 細胞のレパトアと異なり、筋組織特異的な自

己免疫応答を抑制出来ない可能性が考えられた。 

２．モデル自己抗原 ovalbumin（OVA）を mTEC で発現するトランスジェニックマウス（RIP-OVA Tg）

と OVA 特異的 TCR Tg との交配によって観察される負の選択が Aire 欠損マウスでは障害される。しか

しながら、このことが膵ランゲルハンス細胞で発現する OVA に対する自己免疫応答を必ずしも惹起し

ない理由を明らかにすることを試みた。その結果、膵ランゲルハンス細胞に細胞傷害をもたらす薬剤を

併用することによって、負の選択障害を認める個体においてのみ糖尿病を発症することを見出した。負

の選択障害の存在下に細胞傷害性薬剤を投与することがどのようなメカニズムによって I 型糖尿病を惹

起するかについて膵ランゲルハンス細胞が発現する種々の炎症関連分子を探索したが、現在のところそ

の特定には至っていない。一方、上記 Aire-Tg（NOD 背景）の１ラインで糖尿病抵抗性の獲得を認めた

ので、その病態解析を行ったところ、Aire-Tg の膵リンパ節では Aire 発現樹状細胞の何らかの異常によ

って、膵ランゲルハンス細胞由来の自己抗原が提示されていないことが明らかになった。今後はこのメ

カニズムを利用して I 型糖尿病の発症抑制技術開発のための基盤作りに取り組む。 

３．前年度までの研究から、主に骨髄球系の細胞に発現する炎症関連分子が、mTEC の一部においても

発現していることを見出した。興味深いことに、当該分子の発現が Aire 欠損マウスの mTEC では欠損

していた。当該分子の欠損マウスを樹立し、その免疫学的性状について解析を行ったところ、当該分子

の mTEC 上の発現の有無自体は mTEC の分化や機能には影響を及ぼさないことが判明した。一方、当

該分子を発現する mTEC の胸腺における自己寛容の成立機構における役割については、当該分子を発現

する mTEC を消去することができる遺伝子改変マウスを樹立して解析を行う必要がある。 
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Outline of the research activities 

 

We have investigated the pathogenesis of organ-specific autoimmunity, which is a prototypic chronic 

inflammation, to obtain three following results. 

1. In order to elucidate how the defect in Aire, a gene responsible for the hereditary type of autoimmune disease, 

in medullary thymic epithelial cells (mTECs) results in the alteration of transcriptome that induces the 

development of organ-specific autoimmunity, we have performed RNA-seq analysis to compare between 

Aire-deficient mice and wild-type mice (both on NOD background). In addition, we have performed RNA-seq 

analysis between Aire-transgenic mice (Aire-Tg) and wild-type mice hoping to identify Aire-controlled genes. We 

have come up with almost thirty genes that might be important for the development of mTECs besides 

tissue-restricted antigen (TRA) genes that are involved in the elimination of autoreactive T cells (negative 

selection). 

 Because not only Aire-deficient mice but also Aire-Tg develop the autoimmunity (against muscle tissues 

in this case), we have investigated the mechanisms underlying the pathogenesis in which Aire plays a role. 

Aire-Tg produced normal numbers of regulatory T cells (Tregs). When Tregs isolated from wild-type NOD mice 

were transferred into Aire-Tg, we have observed the amelioration of the disease. In contrast, Tregs from Aire-Tg 

did not show such an effect. Because Tregs from Aire-Tg showed no obvious defect in the suppressive activity 

using an in vitro suppression assay, it is possible that Tregs produced in Aire-Tg might have the defect in the 

generation of Treg repertoire that can suppress muscle-specific autoimmunity. 

2. Although OVA-specific T cells (OT-2 T cells) escaped the negative selection in RIP-OVA Tg on Aire-deficient 

background, which express OVA in the mTECs together with β-islets of the pancreas, mice do not develop type I 

diabetes. We have tried to understand why the defect in the negative selection alone does not result in the 

development of autoimmunity. In combination with a cytotoxic agent against β-islets, we found that many mice 

with the defect in the negative selection developed type I diabetes. With the use of this knowledge, we are hoping 

to develop a novel strategy to prevent the development of type I diabetes. 

3. We found that a subset of mTECs express an inflammatory molecule that is normally expressed on the myeloid 

cells. Interestingly, Aire-deficient mice lack this subset of the mTECs. We have generated mice that are deficient 

for this inflammatory molecule, and found that they are obviously normal without showing any signs of the defect 

in mTEC development, suggesting that the molecule itself may not be functional in this occasion. However, it will 

be important to test whether this subset of mTECs plays an important role for the establishment of self-tolerance 

by generating the mouse strain that specifically lacks this subset of mTECs with the use of knockin technology. 

 

初年度から最終年度までの全研究開発期間における活動総括概要 

 I 型糖尿病や関節リウマチといった臓器特異的自己免疫疾患は原因不明の難病であり、原因に基づい

た根本的治療法の開発が望まれている。こうした臓器特異的自己免疫疾患は標的臓器に対する自己免疫

応答が遷延化・慢性化することによって形成されるが、この遷延化や慢性化の機構については十分に解

明されていない。本研究課題では自己免疫応答が遷延化・慢性化する仕組みを明らかにし、病態の慢性

化を阻止することによって、臓器特異的自己免疫疾患に対する新たな治療法を開発することを目的とし

た。すなわち、臓器特異的自己免疫疾患は自己反応性 T 細胞の対応自己抗原に対する反応性（自己反応

性）の存在のみによって成立するのではなく、初期の自己免疫病態（急性期反応）に自己反応性を慢性



4 
 

化させる炎症関連要因が介在するとの仮説に基づき、慢性化要因としての炎症病態の解明を試みた。 
 その解析モデルとして、我々が樹立した臓器特異的自己免疫疾患モデル動物（多発性筋炎モデルおよ

び I 型糖尿病モデル）を用いた。すなわち、Aire は胸腺髄質上皮細胞（medullary thymic epithelial cell: 
mTEC）に発現し自己寛容の成立機構に寄与すると考えられているが、Aire 過剰発現モデルマウスでは

Aire 欠損マウスと同様に mTEC の分化障害による自己抗原の発現低下を認め、ヒトの多発性筋炎に類

似した筋組織特異的な自己免疫病態を発症することを見出した。本モデルマウスにおいては、その病初

期に筋組織に浸潤する免疫細胞の中に多量のマクロファージを認めたことから、マクロファージが自己

反応性 T 細胞の持続的活性化に関与していると考えた。そこで病初期にマクロファージの除去を行った

ところ、多発性筋炎病態の改善を認めた。このように、抗原非特異的な細胞が臓器特異的自己免疫疾患

の成立に重要な役割をはたしていることが明らかとなった。 
 他方、Aire 欠損によって胸腺内で膵組織特異的 T 細胞の負の選択が障害され、末梢に自己反応性 T
細胞が存在するが、それのみでは膵臓ランゲルハンス細胞を標的とする自己免疫応答〜糖尿病の発症が

誘導されない現象を TCR トランスジェニックマウス OT-2 Tg）とモデル自己抗原を発現するトランス

ジェニックマウス（RIP-OVA Tg）を用いた実験から見出した。そこで、炎症の存在が自己反応性 T 細

胞による自己免疫病態を顕在化させる要因であるとの仮説に基づき膵臓ランゲルハンス細胞に薬剤に

よる傷害を加え、それに続いて起こる炎症反応が自己免疫病態（I 型糖尿病）を顕在化させるモデルを

樹立することに成功した。すなわち、炎症と自己反応性 T 細胞の共存によって糖尿病が誘発されるモデ

ルを用いた研究から、病原性の炎症の性状を明らかにし、臓器特異的自己免疫疾患に対する新たな治療

法を開発できる可能性がある。 
 主に骨髄球系の細胞に発現する炎症関連分子が、胸腺髄質上皮細胞（mTEC）の一部においても発現

していることを見出し、その意義について研究を行った。炎症関連分子を発現する mTEC は、自己反

応性 T 細胞の除去に必要となる自己抗原遺伝子の発現や胸腺細胞の移動に関わるケモカイン遺伝子の

発現が高いことを見出した。さらに興味深いことに、当該分子の発現が Aire 欠損マウスの mTEC にお

いては欠損していた。当該分子の欠損マウスを樹立し、その免疫学的性状について解析を行ったところ、

当該分子自体の mTEC 上の発現の有無は mTEC の発生や分化には影響を及ぼさず、また全身諸臓器に

自己免疫病態をもたらすことはなかった。しかしながら、当該分子を発現する mTEC の胸腺における

自己寛容の成立機構における役割については、当該分子を発現する mTEC を特異的に消去することが

できる遺伝子改変マウスを新たに樹立して研究を行う必要がある。 
 以上の研究から、どのような細胞においてどのような炎症関連分子のはたらきが自己寛容の破綻をも

たらすかを明確にする必要がある。さらに臓器特異的自己免疫疾患と炎症との関連性を明らかにする取

り組みにより、炎症の制御を技術基盤とする臓器特異的自己免疫疾患への新たな治療法の開発を目指す。 
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Outline of the research activities throughout the research term from the first year to the end 

 
Organ-specific autoimmune diseases such as type I diabetes and rheumatoid arthritis are intractable because of the 

lack of clear pathogenesis. Accordingly, it has been hoped to establish novel therapeutics based on the exact 

pathogenesis of the disease. These organ-specific autoimmune diseases develop by the prolonged immune reaction 

that ultimately induces the chronic inflammation. However, the mechanisms underlying for the chronic 

inflammation have not been elucidated. We have approached, in this project, to develop the novel therapeutics that 

would modulate the chronic inflammation. In other words, acute autoimmune reaction alone does not cause the 

organ-specific autoimmune disease. Instead, we assume that other factors that are involved in the chronic 

inflammation might be an important factor that accounts for the process of organ-specific autoimmunity. 

 For this purpose, we have utilized our mouse models (Aire-Tg for polymyositis-like autoimmunity; 

RIP-OVA Tg crossed with OT-2 TCR-Tg lacking Aire for type I diabetes). Aire is a gene responsible for the 

hereditary type of autoimmune disease that is expressed in medullary thymic epithelial cells (mTECs). We found 

that Aire-Tg, like Aire-deficient mice, paradoxically developed organ-specific autoimmunity against muscle tissues 

due to the defect in the maturation program of the mTECs. Because there were many macrophages in the muscle 

lesion, we thought that those macrophages in the early phase of the disease might be responsible for the continuous 

inflammatory changes in the muscle tissues. Indeed, Aire-Tg in which macrophages were depleted showed 

amelioration of the polymyositis-like autoimmunity. Thus, antigen-nonspecific reactions elicited by macrophages 

paly an important role for the pathogenesis of antigen-specific autoimmune diseases. 

 Although OVA-specific T cells (T cells from OT-2 TCR-Tg) escaped the negative selection when crossed 

with RIP-OVA Tg (which express OVA both in mTECs and β-islets in the pancreas) in the absence of Aire, mice do 

not develop the type I diabetes. We have tried to know why the defect in the negative selection alone does not result 

in the development of autoimmunity. In combination with the cytotoxic agent against β-cell islets, we found that 

many mice with the defect in the negative selection developed type I diabetes. With the use of this knowledge, we 

are hoping to develop the novel strategy for the prevention of the development of type I diabetes. 

 Since we found that inflammation-related molecules are expressed in a subset of mTECs, we have been 

trying to understand the significance of this finding because mTECs expressing inflammation-related molecules 

also express high levels of tissue-restricted antigens together with chemokines. Interestingly, Aire-deficient mice 

lack this mTEC population. Mice lacking inflammation-related molecules did not show any obvious defect in the 

development of mTECs without any signs of autoimmunity in the organs. However, it will be important to test 

whether this subset of mTECs play an important role for the establishment of self-tolerance by generating a mouse 

strain that specifically lacks this subset of mTECs with the use of knockin technology. 

 Together, better understanding for the chronic inflammation will illuminate the pathogenesis of 

organ-specific autoimmunity that ultimately help to develop novel therapeutics for the treatment of organ-specific 

autoimmune diseases. 
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