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研究成果の概要（和文）： 
転写因子Aireは多くの臓器特異的自己抗原の胸腺内発現を促進し、それらの抗原は自己反応
性Ｔ細胞の胸腺内除去に寄与することが近年明らかとなった。我々は天疱瘡抗原Dsg3が野生型
マウス胸腺髄質上皮細胞に Aire依存性に発現すること、Aire非存在下で産生された T細胞が
Dsg3-/-マウスB細胞に抗Dsg3抗体産生を誘導しうることを示した。Aireによる胸腺内Dsg3発
現がDsg3に対する免疫寛容に関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The transcription factor Aire promotes the expression of a wide range of peripheral 

organ-specific antigens in the thymus, which will serve as self-antigens in negative 

selection. We demonstrated desmoglein 3 (Dsg3), the autoantigen in pemphigus vulgaris, 

expressed in mouse thymus dependent on Aire. Aire-/- T cells, but not Aire+/+ T cells, 

induced low levels of anti-Dsg3 IgG production when transferred with Dsg3-/- B cells in 

Rag2-/- recipient mice. These findings suggest that Aire plays a role in tolerance against 

Dsg3 through the selection of T cells in thymus.  
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研究分野：医歯薬学 
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１． 研究開始当初の背景 
転写因子Aire(Autoimmune regulator)はヒ

トの遺伝性自己免疫疾患であるAPECED 

(autoimmune polyendocrinopathy 

candidasis ectodermal dystrophy)の責任遺

伝子として発見された。その後のマウスを用

いた実験により、Aireは胸腺髄質上皮細胞に

おいて多くの末梢抗原の発現を促進し、それ

らの末梢抗原はnegative selectionの際に

胸腺内で提示される自己抗原として自己反

応性Ｔ細胞の除去に寄与することが示され

た。このことは、これまで臓器特異的に存在

すると考えられてきた高度に分化した自己

抗原に対しても胸腺が関与する中枢性免疫

寛容機序が存在することを示唆した。 

天疱瘡は皮膚粘膜デスモゾームの構成タ

ンパク、デスモグレイン３(Dsg3)を標的とす

る臓器特異的自己免疫疾患である。その病態

について抗 Dsg3抗体と抗原の結合が直接的

に細胞接着を障害し皮膚粘膜に水疱を誘導
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することが証明されているが抗 Dsg3抗体産

生に至る機序は不明で、Dsg3に対する免疫寛

容における胸腺の役割も未だ示されていな

い。これまでに我々は野生型マウス胸腺にお

いて少数の髄質上皮細胞に Dsg3が発現して

いることを示した。また Aire遺伝子欠損マ

ウスの胸腺 Dsg3発現が著明に抑制されてい

たことから、胸腺Dsg3発現はAire依存性で

あることが示唆された。 

 

 
２．研究の目的 
転写因子 Aireにより胸腺内に発現する

Dsg3は、胸腺におけるネガティブセレクショ

ンの際に自己抗原として提示され、Dsg3反応

性T細胞の胸腺内除去に寄与しているのでは

ないかと推測した。言い換えれば、Aire-/-マ

ウスでは胸腺 Dsg3発現が抑制される結果、

ある程度の Dsg3反応性 T細胞が胸腺内除去

をのがれて末梢に出現しており、Dsg3に対す

る免疫寛容が完全には保たれていない可能

性がある。 

Aire-/-マウスを用いた実験により、Dsg3に

対する免疫寛容機序に Aireが果たす役割を

追究することが本研究の目的である。 

 

 
３．研究の方法 
（１）Aire+/+、Aire+/-、Aire-/-マウス胸腺に
おけるDsg3発現細胞の定量的比較 
同腹のAire+/+、Aire+/-、Aire-/-マウス胸腺
を採取し、免疫組織化学染色により Dsg3発
現細胞を検出した。胸腺組織切片同一面積当
たりの Dsg3陽性細胞数を数え、Aireの有無
に伴う胸腺 Dsg3発現の変化を定量的に比較
した。 
 
（２）Aire-/-マウスにDsg3に対する自己免疫
反応を誘起する試み 
Aire-/-マウスは唾液腺、膵臓、卵巣など多
臓器に自己免疫性反応を自然発症するが天
疱瘡発症はこれまでに報告されていない。
我々も Aire-/-マウスを長期間飼育し観察し
たが天疱瘡様症状は認めなかった。Aire-/-マ
ウスにおける Dsg3に対する免疫寛容が無症
候性のレベルでわずかに破綻している可能
性を考え、以下の方法でAire-/-マウスのDsg3
に対する反応を増強させることを試みた。 
①Aire-/-マウスのDsg3による強制免疫 
バキュロウィルスにより発現させたマウ
ス組み換え Dsg3タンパクをアジュバントと
共に Aire-/-マウスおよび Dsg3-/-マウスに繰
り返し皮下注した。この方法はDsg3-/-マウス
血清中に抗 Dsg3抗体を誘導することがわか
っている。Dsg3で免疫したマウスの外観の観

察、体重測定、血清中抗 Dsg3抗体価測定を
行った。 
 
②Dsg3で免疫したAire-/-マウス脾細胞の
Rag2-/-マウスへの移入 
リンパ球を持たない Rag2-/-マウス体内へ
移入することによってドナーのリンパ球は
大きく増数する。Aire-/-マウスの全リンパ球
のうち Dsg3反応性リンパ球の頻度は小さく
少数であることが予想されるが Rag2-/-マウ
スへ移入することで Dsg3反応性リンパ球が
増数し、レシピエントマウス内で Dsg3に対
する反応が顕性化する可能性があると考え
た。 
 
（３）Aire-/-マウスＴ細胞とAire+/+マウスＴ
細胞のDsg3に対する反応の比較 
Aireは主に胸腺髄質上皮細胞で発現して
おり、T細胞のネガティブセレクションを介
して免疫寛容機序に関わると考えられてい
る。Aireの有無によって胸腺内で Dsg3反応
性T細胞が受けたネガティブセレクションに
差があるかどうかを調べるために、Aire-/-マ
ウスＴ細胞と Aire+/+マウスＴ細胞の Dsg3に
対する反応を比較した。 
①T細胞proliferation assay  
Aire-/-マウスおよびAire+/+マウスの脾細胞か
ら磁気ビーズを用いてT細胞を分離、in 
vitroで抗原提示細胞と共にDsg3タンパクを
負荷、T細胞の増殖をトリチウムの取り込み
により測定した。 
 
②Aire-/-マウスＴ細胞のDsg3-/-マウスB細
胞への抗Dsg3抗体産生誘導能の検証 
Dsg3で免疫した Dsg3-/-マウス T細胞を
Dsg3-/-マウスB細胞と共にRag2-/-マウスに移
入するとレシピエントマウス血清中に抗
Dsg3抗体を認めることから、Dsg3-/-マウスT
細胞はDsg3-/-マウスB細胞に対しヘルパー活
性を有し抗 Dsg3抗体産生を誘導することが
わかる。Aire-/-マウスＴ細胞とAire+/+マウス
Ｔ細胞のDsg3-/-マウスB細胞に対するヘルパ
ー活性を移入実験により調べた。 
Aire-/-、Aire+/+、Dsg3-/-マウス脾細胞からT
細胞を、Dsg3-/-マウスからB細胞を磁気ビー
ズを用いて分離する。各T細胞とDsg3-/-B細
胞を共にRag2-/-マウスに移入、レシピエント
マウスの観察、抗Dsg3抗体測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）胸腺Dsg3発現はAireに依存する。 
Aire+/+、Aire+/-、Aire-/-マウス胸腺の免疫

組織化学染色の結果から、Dsg3陽性細胞は

Aire-/-マウス胸腺にはほとんど認められず、

胸腺Dsg3発現がAireに依存することが強く

示唆された（図１）。 



 
図１ Aire+/+、Aire+/-、Aire-/-マウス 

胸腺Dsg3陽性細胞数 
 
 
 
（２）Aire-/-マウスの個体レベルでの Dsg3
に対する免疫寛容は保たれている。 
①Aire-/-マウスは Dsg3免疫により抗 Dsg3
抗体を産生しない。 
Dsg3で免疫後の Aire-/-マウス皮膚粘膜に
肉眼的、組織学的変化は無く、体重減少も認
めなかった。血清抗 Dsg3抗体は ELISA法で
は陰性、より鋭敏な方法として培養ケラチノ
サイトを用いた検出を行った。培養ケラチノ
サイトに血清を反応させた後に抗IgG抗体に
よる染色を行い、ケラチノサイトへのIgG沈
着を調べた。Dsg3免疫後のDsg3-/-マウス血清
がケラチノサイト細胞表面を染めたのに対
して Aire-/-マウス血清は反応を認めなかっ
た（図２a,b）。以上の結果からAire-/-マウス
はDsg3で免疫しても抗Dsg3抗体を産生しな
いことがわかった。 

 
②Dsg3で免疫した Aire-/-マウス脾細胞は
Rag2-/-マウスに移入しても抗 Dsg3抗体を産
生しない。 
Dsg3で免疫後の Dsg3-/-マウス脾細胞は
Rag2-/-マウスに移入後、レシピエントマウス
の持つ Dsg3に反応して天疱瘡の表現型；皮
膚粘膜びらん、体重減少、抗 Dsg3抗体産生
を誘導した。一方で Dsg3で免疫後の Aire-/-

マウス脾細胞は Rag2-/-マウスに移入して増
数させてもレシピエントマウスに天疱瘡の
いずれの表現型も誘導しなかった（図２c～
f）。 
以上の結果からAire-/-マウスにおいて、個
体レベルでは Dsg3に対する免疫寛容は保た
れていると考えられた。 

 
図２ 

a,b) Dsg3免疫マウスの抗Dsg3抗体産生の

検証 

Dsg3で免疫したAire-/-、Dsg3-/-マウス

の血清をケラチノサイトと反応させた。

(a)Aire-/-マウス血清は反応せず、

(b)Dsg3-/-マウス血清はケラチノサイト

細胞表面を染める。(bar = 50 µm)。 

 

c～f) Dsg3免疫マウス脾細胞の移入による

Rag2-/-マウスへの天疱瘡誘発 

(c) Aire-/-脾細胞移入では無症状、(d) 

Dsg3-/-脾細胞移入はレシピエントマウス

に皮膚粘膜びらんを起こす。 

Dsg3-/-群 で の み 体 重 減 少 (e)と 抗

Dsg3IgG抗体産生(f)を認める (e,f 実

線：Aire-/-、点線：Dsg3-/-移入群)。 
 
（３）Aire-/-マウスのＴ細胞レベルでのDsg3
に対する免疫寛容にはある程度の破綻があ
る。 
①Aire-/-T細胞のDsg3刺激による増殖は
proliferation assayでは検出し得なかった。 
in vitroのproliferation assayを複数の
条件下で行ったが、Aire-/-T細胞および
Aire+/+T細胞のDsg3負荷による増殖に有意な
差を認めなかった。Aire-/-マウスT細胞のう



ちDsg3反応性T細胞の頻度が小さすぎるた
めにこの方法では差を検出できない可能性
がある。今後は近年作製されたDsg3特異的T
細胞受容体トランスジェニックマウスを用
い、同マウスからAire-/-、Aire+/+マウスに骨
髄移植することによってDsg3反応性T細胞
の分画を増やした状態でproliferation 
assayを行うことを計画している。 
 
②Aire-/-マウスＴ細胞はDsg3-/-マウスB細
胞に抗Dsg3抗体産生を誘導できる。 
Dsg3-/- T細胞＋Dsg3-/- B細胞を移入した
Rag2-/-マウスには予想どおり天疱瘡の表現
型；皮膚粘膜びらん、体重減少、抗Dsg3 IgG
抗体産生が観察された。Aire-/- T細胞＋
Dsg3-/- B細胞移入群では皮膚粘膜びらんや体
重減少は認めなかったが、血清中抗Dsg3 IgG
抗体が軽度ながら検出された（図３）。Aire+/+ 

Ｔ細胞＋Dsg3-/- B細胞移入群およびDsg3-/- B
細胞のみの移入群では抗 Dsg3 IgG抗体産生
を含めすべての天疱瘡表現型を認めなかっ
た。これらの結果からAire-/-マウスＴ細胞は
Dsg3-/-マウスB細胞に対して抗Dsg3抗体産生
を誘導しうることが示唆された。 
 
本研究によって、Aire依存性の胸腺 Dsg3
発現が胸腺における Dsg3反応性Ｔ細胞のネ
ガティブセレクションに一定の影響を持つ
こと、またDsg3に対する免疫寛容機序にはT
細胞以外の因子、T細胞B細胞間作用やB細
胞側の因子も重要であることが示唆された。
今後は胸腺内除去をのがれた Dsg3反応性Ｔ
細胞の末梢における動向を研究する予定で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ Dsg3-/-、Aire-/-、Aire+/+の各マウスT
細胞＋Dsg3-/-マウス B細胞を移入した
Rag2-/-マウスの血清中抗Dsg3抗体 
Aire-/- T細胞＋Dsg3-/- B細胞群で軽度の 

抗Dsg3抗体産生を認める。 
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