
審査の結果の要旨 
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胸腺は抗原認識が可能でかつ⾃⼰寛容性を獲得した T 細胞の成熟の場であり、本研究
は、胸腺における T 細胞の選択に重要な役割を持つ⽪質胸腺上⽪細胞（cortical thymic 

epithelial cells: cTECs）および髄質胸腺上⽪細胞（medullary thymic epithelial cells: mTECs）
における T 細胞の選択に関わる新規分⼦を発⾒するために、トランスクリプトームおよび
プロテオームによる網羅的なタンパク質解析を⾏い、それぞれに特徴的な分⼦を多数同定
することを試みたものであり、下記の結果を得ている。 

 

1. K5D1 マウスの過形成胸腺内における成熟し⾃⼰寛容を獲得した T 細胞の産⽣ 

K5D1 マウスでは胸腺が過形成であり、cTEC および mTEC の細胞数は正常マウスと⽐較
して著しく増加していた。しかし K5D1 マウスにおける過形成胸腺の環境においても、正
常マウスと同様に抗原認識が可能で⾃⼰寛容を獲得した T 細胞の産⽣および選択が可能で
あることが明らかになった。K5D1 マウスの cTEC および mTEC は、胸腺における T 細胞
分化に関わるタンパク質の研究⽬的に耐えうると考えられた。 

 

2. K5D1 マウスの cTEC と mTEC の FACS による精製 

K5D1 マウス胸腺から B6 マウスと同様に、セルソーターを⽤いて cTEC と mTEC を純度
良く精製することが可能であった。しかしながら、表⾯分⼦マーカーを⽤いて cTEC を精
製する際には cTEC 内部に CD4+ CD8+胸腺細胞を包含する胸腺ナース細胞も同時に精製さ
れるため、cTEC から抽出した RNA およびタンパク質には CD4+ CD8+胸腺細胞に由来す
る RNA およびタンパク質が混⼊することが避けられない。実際に cTEC から抽出した
RNA およびタンパク質のうち 20〜27%の RNA および 3〜5%のタンパク質は CD4+ CD8+

胸腺細胞に由来すると推定された。⼀⽅ mTEC に関しては、胸腺細胞との複合体形成は⾒
られず、胸腺細胞の混⼊なしに精製することが可能であった。 

 

3. 精製した B6 マウスおよび K5D1 マウス cTEC と mTEC を⽤いた RNA-seq 

プロテオームによる cTEC と mTEC の⽐較に先⽴ち、B6 マウスおよび K5D1 マウス
cTEC と mTEC のトランスクリプトームによる⽐較を⾏ったところ、強制発現されている
Ccnd1 遺伝⼦および細胞周期に関連する遺伝⼦の発現を除けば、K5D1 マウス cTEC または
mTEC の全体的な遺伝⼦発現は B6 マウス cTEC または mTEC と同等であると⾒なせるこ
とが明らかとなった。また、cTEC と mTEC との間には遺伝⼦発現に⼤きな差があること
も確認された。 

 



4. 精製した K5D1 マウス cTEC と mTEC を⽤いた LC-MS/MS の結果、および RNA-seq の
結果とのトランスオミクス解析 

前項 3 の結果を鑑み、K5D1 マウス胸腺を B6 マウス胸腺の代替として⽤い精製した
cTEC と mTEC を⽤いてプロテオーム解析を⾏うこととし、精製した K5D1 マウス cTEC

および mTEC を LC-MS/MS（liquid chromatography-tandem mass spectrometry）での解析に供
した。その結果、K5D1 マウス cTEC または mTEC で発現されているタンパク質が計 5753

種類同定され、加えて cTEC と mTEC との間ではタンパク質の発現に明らかな差が⾒られ
た。特に cTEC の機能を特徴付ける分⼦である Cathepsin L、β5t、Tssp のタンパク質発現は
K5D1 マウス cTEC で⾼く、mTEC の機能を特徴付ける分⼦である Cathepsin S、Aire、
CD40 のタンパク質発現は K5D1 マウス mTEC で⾼かった。また cTEC のプロテオームで
の解析の結果は、トランスクリプトームの結果に⽐して CD4+ CD8+胸腺細胞の影響が少な
かった。トランスクリプトームとプロテオームの結果を統合することで、いずれの解析で
も cTEC または mTEC で有意に発現の⾼い分⼦を計 401 種類同定することができた。この
中には TEC での機能が未知の分⼦が多く含まれており、今後の研究のさらなる研究が期待
される。 

 

5. B6-β5tKO マウス、K5D1-β5tKO マウスの cTEC を⽤いた RNA-seq 

β5t は胸腺プロテアソームを構成するサブユニットの⼀つで cTEC に特異的に発現してお
り、この⽋損により胸腺プロテアソームは構成されなくなる。プロテオームの観点から胸
腺プロテアソームの⽋損が cTEC に及ぼす影響を明らかにすることを試みた。 

B6-β5tKO マウス cTEC および K5D1-β5tKO マウス cTEC の RNA-seq を⾏い、B6 マウス
cTEC・mTECや K5D1 マウス cTEC・mTEC のトランスクリプトームとの⽐較を⾏ったと
ころ、B6-β5tKO マウス cTEC と B6 マウス cTEC との間で全体的な遺伝⼦発現パターンは
近いことが予想された。また B6-β5tKO マウス cTEC と K5D1-β5tKO マウス cTEC の全体
的な遺伝⼦発現パターンも相似していると考えられた。 

 

6. K5D1-β5tKO マウス cTEC のプロテオームおよび β5tKO マウス cTEC におけるプロテア
ソームサブユニットのタンパク質発現量減少 

前項 5 の結果を鑑み、K5D1-β5tKO マウス cTEC と K5D1 マウス cTEC のプロテオームを
⽐較したところ、β5t タンパク質の発現が K5D1-β5tKO マウス cTEC で K5D1 マウス cTEC

に⽐べて減少してはいたが、K5D1-β5tKO マウス cTEC と K5D1 マウス cTEC の間での β5t

の fold change は 0.40 であり、本来 K5D1-β5tKO マウス cTEC では β5t が⽋損しているにし
ては⼤きい値であると考えられた。 

K5D1-β5tKO マウス cTEC と K5D1 マウス cTEC との間のタンパク質の発現パターンの差
は軽度なものにとどまっていた。しかしながら K5D1-β5tKO マウス cTEC においては
K5D1 マウス cTEC に⽐べて⼤部分のプロテアソームサブユニットは減少すること、⼀⽅



β5 および β5i は増加していた。またフローサイトメーターの実験では B6-β5tKO マウス
cTEC においても B6 マウス cTEC と⽐べてプロテアソームサブユニットの発現が低下して
おり、プロテアソームの量が減少していることが⽰唆された。 

 

7. β5tKO マウス cTEC におけるストレス応答反応やオートファジー、MHC class I の発現 

 前項 6 で β5tKO マウス cTEC ではコントロールマウス cTEC と⽐較してプロテアソーム
が減少することが明らかになったが、プロテアソームの活性には変化がなかった。また
β5tKO マウス cTEC でストレス応答反応やオートファジーが亢進するという結果は得られ
なかった。また β5tKO マウス cTEC ではコントロールマウス TEC と⽐較して MHC class I

の発現にも差が⾒られなかった。 

 

今回、K5D1 マウスを⽤いることで正常マウスと近い細胞学的特徴を⽰す TEC を⼤量に
精製することで TEC のタンパク質の網羅的解析が⽐較的少数の胸腺から⾏うことができ
た。トランスクリプトームとプロテオームを統合するることで、cTEC と mTEC に特徴的
な分⼦を多数同定できた。同定されたこれらの分⼦には TEC における機能が未知のものが
多く含まれており、今後 TEC における機能解明がさらに進むことが⼤いに期待される。ま
た、K5D1-β5tKO マウス cTEC のプロテオームからは、⼤部分のプロテアソームサブユニ
ットの発現が低下し β5 および β5i が上昇していることが判明した。しかしながら β5tKO

マウス cTEC において、ストレス応答反応やオートファジーの更新などはみられず、胸腺
プロテアソームは CD8 T 細胞の適切な選択を⾏うために必要な MHC class I に提⽰される
⾃⼰ペプチドを産⽣することに特化していることが考えられた。 

 

以上、本研究ではトランスクリプトームとプロテオームを組み合わせることで、cTEC

または mTEC で有意に発現の⾼い分⼦を多数同定した。本研究は今後、T 細胞の選択に寄
与する TEC の研究においてさらなる重要な貢献をなすと考えられ、学位の授与に値するも
のと考えられる。 

よって本論⽂は博⼠（医学）の学位請求論⽂として合格と認められる。 


