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AFE Anterior foregut endoderm 
APECED Autoimmune polyendocrinpathy-candidiasis-ectodermal dystrophy 
BMP Bone morphogenetic protein 
BSA Bovine serum albumin 
CHIR CHIR99021 
CIAP Calf intestinal alkaline phosphatase 
CMV Cytomegalo virus 
CTLA4-Ig Cytotoxic T lymphocyte antigen 4-immunoglobulin 
Cyc Cyclopamine 
DAPI 4’, 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 
DE Definitive endoderm 
DMEM Dulbecco's modified eagle medium 
EF1a Elongation factor 1a 
EGFP Enhanced green fluorescence protein 
ES Embryonic stem 
FBS Fetal bovine serum 
FGF8 Fibroblast growth factor 8 
FT Fetal thymus 
HLA Human leukocyte antigen 
iPS induced Pluripotent stem 
IRES Internal riposomal entry site 
KGF Keratinocyte growth factor 
LDN LDN193189 
LIF Human leukemia inhibitory factor 
MEF Mouse embryonic fibroblast 
MHC Major histocompatibility complex 
MST Median survival time 
NK Natural killer 
PD-L1 Programmed death-ligand 1 
PE Pharyngeal endoderm 
PEG Polyethylane glycole 
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PI Propidium iodide 
RA Retinoic acid 
rtTA Reverse tetracycline trans activator 
SB SB431542 
SCD Serum-containing differentiation medium 
SFD Serum-free differentiation medium 
TBS-T Tris-buffered seline-tween20 
TCR T-cell receptor 
TEC Thymic epithelial cell 
TRE Tetracycline responsive element 
UTR Untranslated region 
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マウス 
C57BL/6J（B6）、BALB/c、C3H/He（C3H）、129X1/SvJ Jms SLlc（129）およ
びBalb/cnu/nuは日本エスエルシーより購入した。C3129F1マウスはC3H雌と129
雄の交配により得た。また本研究における動物実験は、「国立大学法人北海道大学動
物実験に関する規程」のもと行った。（承認番号:17-0110） 
 
iPS/ES細胞培養 
マウスiPS細胞株は当研究室において樹立したものを用いた（Wada et al., 
2011）。iPS細胞の維持培養はラミニンiMatrix-511（ニッピ）をコートした細胞培
養ディッシュを用いて行った。iPS細胞の培養は、Non-feeder培養液を用いた。
Non-feeder培養液は、Advanced-DMEM（Adanced-Dulbecco's modified eagle 
medium、Thermo）とNutrient mixture F12 Ham（F12, SIGMA）を1:1の割合
で混合し、0.5×NeuroBrew21（Miltenyi）、0.5×N2サプリメント（富士フィルム
和光純薬）、L-Glutamineを0.6%（w/v）、非必須アミノ酸（ナカライテスク）を
0.1 mM、ピルビン酸ナトリウム（ナカライテスク）を1 mM 、ペニシリン（ナカ
ライテスク）を10 U/ml、ストレプトマイシン（ナカライテスク）を100 µg/mlの
濃度で添加し、2-メルカプトエタノール（ナカライテスク）を181 mMの最終濃度
となるように添加した。また細胞の未分化性維持のため、Recombinant human 
leukemia inhibitory factor （LIF）含有培養上清（当研究室で作製）を0.1%加え作
製した。 
MEFの培養液はDMEM（和光純薬工業） にFetal bovine serum（FBS） を10%
（v/v）、L-Glutamineを0.6%（w/v）、非必須アミノ酸を0.1 mM、ピルビン酸ナ
トリウムを1 mM 、ペニシリンを10 U/ml、ストレプトマイシンを100 µg/ml、
2-メルカプトエタノールを0.1 mM添加し作製した。いずれの細胞培養も、CO2イ
ンキュベータ （37 ℃, 5% CO2/95% air） 内で行った。 
培養細胞の継代は、次の手順で行った。まず培養液を除去し、PBSで洗浄した後、
Trypsin（0.5 g/l-Trypsin 0.53 mmol/l-EDTA Solution、ナカライ）を加え5分間
CO2インキュベータ内に静置した。その後培養液を加え酵素反応の中和、およびピペ
ッティングによる懸濁を行った。得られた細胞浮遊液を遠心用チューブへ回収し、
400gで5分間遠心した。遠心後に上清を除去し、培養液を加え細胞を再浮遊した。
この一部を細胞培養ディッシュに播種し再び培養を行った。 
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分化誘導培養 
分化誘導の基礎培地はSerum-free differentiation medium（SFD）およびSerum-
containing differentiation medium（SCD）を用いた。SFDはIscove’s Modified 
Dulbecco’s Medium（IMDM）とF12を3:1の割合で混合し、1×NeuroBrew21、
1×N2サプリメント、0.6%（w/v）L-Glutamine、0.1 mM NEAA、1 mM ピルビ
ン酸ナトリウム、10 U/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイシン、4.5×10-4 

M 1-Thioglycolateをそれぞれ示した最終濃度となるように加えて作製した。SCD
はSFDの組成のうちNeuroBrew21およびN2サプリメントの代替として2% Fetal 
bovine serumを加えて作製した。 
分化誘導は、下記の通り行なった。 
l 誘導０日目 
細胞培養ディッシュに0.5% ゼラチン水溶液を加えてインキュベータ内に30分
静置しコーティングを行った。その後、Trypsinを用いて剥離したESまたはiPS
細胞を SFD で懸濁し播種した（細胞播種濃度：8000 個/cm2）。培養液へは 10 
µM の最終濃度となるようにY-27632（Adooq）を加えた。 

l 誘導２日目 
培養上清を除去し、PBS で洗浄した後 SCD を加えた。培養液へは Activin A
（Biolegend）を50 ng/ml、CHIR99021（Adooq）を3 µMの最終濃度となる
ように添加した。 

l 誘導３日目および４日目 
培養上清を除去し、PBSで洗浄した後SFDを添加した。培養液へはActivin Aを
50 ng/ml、LDN193189（Adooq）を0.1 µMの最終濃度となるように添加した。 

l 誘導５日目 
培養上清を除去し、PBSで洗浄した後、Trypsinを用いて細胞を剥離し、1/3量
の細胞を SFD で懸濁しラミニンでコーティングを行った培養ディッシュへ播種
した。培養液へはFBSを0.5%、SB431542（Adooq）を10 µM、LDN193189
を0.1 µM、Y-27632を10 µMの最終濃度となるように添加した。またDEの
分化誘導効率を解析するため、一部の細胞をフローサイトメトリーに付した。ま
た遺伝子発現解析のため一部の細胞からRNA抽出を行った。 

l 誘導7日目、９日目および１１日目 
培養上清を除去し、PBSで洗浄した後、Trypsinを用いて細胞を剥離し、1/3量
の細胞を SFD で懸濁しラミニンでコーティングを行った培養ディッシュへ播種
した。培養液へは FBS を 0.5%、 Fibroblast growth factor 8（FGF8）を 50 
ng/ml、SB431542を10 µM、Retinoic acid（RA）を0.1 µM、Y-27632を10 
µMの最終濃度となるように添加した。遺伝子発現解析のため７日目、９日目、
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１１日目の細胞のうち一部からRNA抽出を行った。 
l 誘導14日目 
培養上清を除去し、PBSで洗浄した後、Trypsinを用いて細胞を剥離し、フロー
サイトメトリーによってTECの分化誘導効率を解析した。また、in vivoへの移
植実験においてはセルソーターを用いて目的細胞集団を分取した。 

その他詳細な分化誘導プロトコルの条件決定は結果にて示す。 
 
A 0 hK3 0
培養細胞からのRNA抽出はTriPure Isolation Reagent（Roche Diagnostics 
GmbH）を用いて行った。また、cDNA合成はReverTra Ace qPCR RT Master 
Mix（東洋紡）を用いて行った。 
 
IU P I P M 2AmX 2An

培養細胞から抽出したRNAをもとに合成したcDNAを用いて、下記の手法により
mRNAの発現を解析した。2×KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master Mix 
（KAPABIOSYSTEMS, Boston, MA） 、10 µM PCRプライマー（Forwardおよび
Reverse）、cDNA を混合し、PCR （Step One Real-Time PCR System, Applied 
Biosystems） を行った。95℃で10分間の変性反応後、95℃で15秒間の変性反
応、60℃で1分間の伸長反応を40サイクル行った。内部標準はGapdhを使用し
た。qPCRに用いたプライマーの塩基配列を下に示す（表１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

yiX 2A ３ k【
Gene Forward primer >5'→3'? Reverse primer >5'→3'? 

Foxa2  CATCCGACTGGAGCAGCTACTA  AGCGCCCACATAGGATGACAT 

Sox17  AGAAACTGCAGACCAGAAGCTATCA   GCTCATTGTATCCATGAGGTGACA 

Cer1  AGGAGGAAGCCAAGAGGTTC  CATTTGCCAAAGCAAAGGTT 

Oct4  CTCGAACCACATCCTTCTCT  GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 

Sox2  GAGTGGAAACTTTTGTCCGAGA  GAAGCGTGTACTTATCCTTCTTCAT 

Pax9  TGGAACGTGGGGAACATTCG  GCACGCAGTGAATGGATTGG 

Tbx1  CAAGGCTCCGGTGAAGAAGA  TGGAACGTGGGGAACATTCG 

Hoxa3  GTCTCTCCCCCTCAAAGTGC  AGATCTTGATCTGGCGCTCG 

Foxn1  CTTAAAGGTCAAAGAAGGAAAACACT  GGCTAACAAATAAGTTGGCTGAG 

Dll4  GGAAGTACTGTGACCAGCCTAT  CACCATTTCGACAGGGGTTG 

Ccl25  TGCAACCTACGTGCTGTGAG  CATCACCATCCTGGGATGACC 

Gapdh TCAAATGGGGTGAGGCCGGT TTGCTGACAATCTTGAGTGA 
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移植実験 
l 腎被膜下移植 
 1×105個のiPSC-TECと3×104個のMEFを2 µlのSFDで懸濁し、SFD上に浮遊させた
8 µmポアフィルター（ADVANTEC）上に添加し一晩培養を行った。形成された細
胞塊をマウス腎臓皮膜下に５個/片腎となるように両腎に移植した。初期T前駆細胞
を用いた実験では、1×103個のT前駆細胞を上記iPSC-TECおよびMEFと混合後2 µlの
SFDで懸濁し、SFD上に浮遊させた8 µmポアフィルター（ADVANTEC）上に添加
し一晩培養を行った。移植完了後、腹膜および皮膚は針付縫合糸を用いて閉創した。 
l 皮膚移植 
 ドナーマウス（B6、BALB/cまたはC3129F1）の耳介皮膚を移植片とした。移植
床はレシピエントマウスの背部皮膚を一部円形状に切除し作製した。 
 すべての移植実験は、レシピエントとなるマウスの十分な麻酔下にて行った。麻酔
は下記に示す三種混合薬を用いて行った。また麻酔下のマウスは体温が低下するた
め、処置後覚醒まで保温下においた。 
三種混合薬：3.5% ドミトール（日本全薬工業）、10% ミダゾラム（武田薬品）、
12.5% ベトルファール（明治製菓ファーマ）含有生理食塩水 
 
免疫蛍光染色 
培養細胞の染色は以下の方法で行った。培養上清を除去しPBSで洗浄した後、4%パ
ラホルムアルデヒドを用いて15分間室温で固定を行った。その後0.05% Tween20 /
トリス塩酸緩衝液（Tris-buffered seline-tween20、TBS-T）により２回洗浄を行っ
たのち、ブロッキング液（1% Bovine serum albumin（BSA）/1% Block Ace/TBS-
T）を用いてブロッキングを行った。１次抗体は抗体希釈液（1%BSA/TBS-T）を用
いて200倍に希釈して添加し、４℃で一晩反応させた。１次抗体反応後、TBS-Tを用
いて5分間×４回の洗浄を行った。抗体希釈液を用いて２次抗体を200倍希釈、核染
色に用いたDAPIを2 µg/mlの濃度になるように希釈してサンプルに滴下し、４℃遮
光下で60分間反応させた。２次抗体反応後、4回洗浄を行い、VECTASHIELD
（Vector Laboratories）を用いて封入を行った。蛍光観察は蛍光顕微鏡 Zeiss 
Observer Z1（Zeiss）を用いて行い、蛍光画像はAxioVisionソフトウェア（Zeiss）
を用いて撮影した。免疫蛍光染色に用いた抗体を表２に示す。 
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フローサイトメトリー 
フローサイトメトリーはCytomics FC500（Beckman Coulter、Brea、CA）または
FACS CantoⅡ（BD Bioscience）を用いて行った。セルソーティングはFACS Aria
Ⅱ（BD Bioscience）を用いて行った。得られたデータの解析にはFlowJo（Tree 
Star）を用いた。フローサイトメトリーおよびセルソーティングに用いた抗体を（表
2）に示す。死細胞染色はPropidium iodide（PI）または4’, 6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride（DAPI）を用いて行った。 
 
表２：免疫蛍光染色およびフローサイトメトリーで用いた抗体 
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CM U 5 U ± P B
l マウスFoxn1クローニング 
 Tet-OnによるFoxn1発現システムを構築するに当たり、以下２つのプラスミドを
Addgeneより入手した 
pTet-IRES-EGFP：Addgene Plasmid #64238 
pLenti CMV rtTA3 Blast（w756-1）：Addgene Plasmid #26429 
 初めに、pTet-IRES-EGFPへマウスFoxn1のクローニングを行った。pTet-IRES-
EGFPを下記の反応液組成において37℃で4時間制限酵素処理の後、フェノールク
ロロホルム抽出を行った。 

!�%�����.,-��8++*5>!�%���?� ��µ0� � �
 �0&61.)� ����µ0� >���µ,?� �
 �&1�X�>!�%���?� 	�µ0� � >	��82.76?� �
� � �#� 	����µ0� �� � �
�  ���µ0� � �
  
制限酵素処理を行ったプラスミドを下記の反応液組成において37℃で４５分間、
Calf intestinal alkaline phosphatase（CIAP）を用いて脱リン酸化処理の後、フェ
ノールクロロホルム抽出を行った。 

������8++*5�>!�%���?� ���µ0� � �
 �0&61.)�>4!*7?� ���µ0� � >���µ,?� �
 �����>!�%���?� ��µ0� � >��82.76?� �
� � �#� ���µ0� � � � �
�  ����µ0� � �
 
次にマウス胸腺cDNAからPCRによりFoxn1配列を増幅した（プライマー配列を
表３へ示す）。PCR産物は下記の反応液組成において37℃で60分間制限酵素処理
の後、フェノールクロロホルム抽出を行った。 

!�%�����.,-��8++*5� ��µ0� � �
 �&1�X� 	�µ0� � >	��82.76?� �
� � ����453)8(7� 
��µ0� � � >��	�µ,?� �
�  ���µ0� � �
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PCR産物およびレンチウイルスベクター作製用プラスミドのライゲーションは下記
の反応液組成において16℃で30分間行った。 

�.,&7.32�-.,-�9*5���>!�%���?� 	�µ0� � �
 ����453)8(7� ����µ0� � >����+130?� �
� � �0&61.)�>4!*7?� ����µ0� � � >���+130?� �
�  ��µ0� � �
 
ライゲーション産物はコンピテントセル DH5a e ü k

e5IZ 6MUM FWYMZZ SIZTPL ;DB P m n ３
Ø Foxn1配列の挿入は制限酵素処理による断片化DNA

のサイズおよびシーケンシングによって検出した（プライマー配列を表３へ示す）。
下記に作製したプラスミド（pTet-Foxn1-IRES-EGFP）の概略を示す。水色の部分が
Foxn1配列。プラスミドマップはSnapGene Viewer（GSL Biotech）を用いて作製
した。 

U	<HP=LQIRFK=JQKQIESVCDMOGN=TW@A�
Primer name Primer sequence >5' →	3'? �  

BamHI-Foxn1-F GCGGATCCAGCTGGCTTTCTTCGAGGC Cloning 

BamHI-Foxn1-R GCGGATCCCAATATGGGGCAGCCAGCTA Cloning 

Foxn1-F ACTCTTCCCAAAGCCCATCT Sequencing 

Foxn1-R AGCAATGGGGTCTTTCCTCT Sequencing 

pCEP-F AGAGCTCGTTTAGTGAACCG Sequencing 

IRES-R AACGCACACCGGCCTTATTC Sequencing 
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l レンチウイルスの作製 
レンチウイルスはpLenti CMV rtTA3 Blast（w756-1）および作製したpTet-
Foxn1-IRES-EGFPをLenti-X293T細胞株へトランスフェクションして作製した。
パッケージングプラスミドはpMD2.G（Addgene）およびpsPAX2（Addgene）を
用いた。トランスフェクション試薬の組成は下記に示す。 

4������ ����µ,� � �
 46��$�� 	�µ,� � �
 ".586��0&61.)� � ��µ,� � �
� � �30;*7-;0*2*.1.2*���$�>�30;6(.*2(*6?� 
��µ,� �� �
� �47.����>�.'(3?� ����µ0� � �
 
Lenti-X293Tへのトランスフェクション後２日目に培養上清を回収し、
Polyethylene glycol（PEG）溶液と3:1の割合で混合した。ウイルス:PEG混合液は
４℃で一晩静置し、1500gで30分間遠心した。上清を除去した後、再び1500gで
5分間遠心し、残っている培養上清を除去した。形成されたペレットは血清不含細胞
培養液を用いて懸濁し、細胞へ添加または-80℃で凍結保存した。 
l iPS細胞へのウイルス感染 
維持培養下のiPS細胞の培養上清を除去し、新たな培養上清を加えた。新鮮または解
凍済みウイルス懸濁液を添加した。ウイルス添加翌日に培養上清を除去し、新たな培
養液を加えた。ウイルス感染から11日後に4 µg/ml Doxycyclineを培養液に加え、
48時間培養後にEGFPの発現を解析した。 
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5 U ± P B
l マウスFoxn1クローニング 
マウス胸腺cDNAからPCRによりFoxn1配列を増幅した（プライマー配列を表３
へ示す）。PCR産物は下記の反応液組成において37℃で60分間制限酵素処理の
後、フェノールクロロホルム抽出を行った。（NEB: New England Biolab） 
 

 �87�61&57�'8++*5�>���?� ��µ0� � �
 �37X����>���?� ����µ0� >	��82.76?� �
 �6(X�>���?� ����µ0� � >���82.76?� �
� � ����453)8(7� 
��µ0� � � >���µ,?� �
�  ���µ0� � �
 
レンチウイルスベクター作製用プラスミドpLenti-EF1a-Myc-DDK-IRES-Puro
（Origene）は下記の反応液組成において37℃で60分間制限酵素処理の後、フェノ
ールクロロホルム抽出を行った。 
 

�87�61&57�'8++*5� ��µ0� � �
 �37X���� ��µ0� � >���µ,?� �
 �6(X� ��µ0� � >���82.76?� �
� � �*27.9.586�40&61.)� ���µ0� � � >���µ,?� �
�  ���µ0� � �
 
PCR産物およびレンチウイルスベクター作製用プラスミドのライゲーションは下記
の反応液組成において16℃で30分間行った。 

�.,&7.32�-.,-�9*5��� 	���µ0� � �
 ����453)8(7� ����µ0� � >����+130?� �
� � �*27.9.586�40&61.)� ����µ0� � � >���+130?� �
�  �µ0� � �
 
ライゲーション産物はコンピテントセル DH5a e ü k

e5IZ 6MUM FWYMZZ SIZTPL ;DB P m n ３
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Foxn1配列の挿入は制限酵素処理による断片化DNAのサイズおよびシーケンシン
グによって検出した（プライマー配列を表３へ示す）。 
下記に作製したプラスミド（pLenti-EF1α-Foxn1-IRES-Puro）の概略を示す。水色
の部分がFoxn1配列。プラスミドマップはSnapGene Viewer（GSL Biotech）を用
いて作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

U
<HP=LQIRFK=JQKQIESVCDMOGN=TW@B�
Primer name Primer sequence >5' →	3'? �  

Asc1-Foxn1-F GCCGGCGCGCCATGGTGTCGCTACTCCCTCCG Cloning 

Not1-Foxn1-R 
GCGACGCGGCCGCTCACGCGTTCAAGCCAGAG- 

CCAATGGCTTTGA 
Cloning 

EF1a-F AGGAGGAAGCCAAGAGGTTC Sequencing 

IRES-R AACGCACACCGGCCTTATTC Sequencing 
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l レンチウイルスの作製 
レンチウイルスはFoxn1レンチウイルス作製用プラスミドベクターをLenti-X293T
細胞株へトランスフェクションして作製した。パッケージングプラスミドは
pMD2.G（Addgene）およびpsPAX2（Addgene）を用いた。トランスフェクショ
ン試薬の組成は下記に示す。 

4������ ����µ,� � �
 46��$�� 	�µ,� � �
 ".586��0&61.)� � ��µ,� � �
� � �30;*7-;0*2*.1.2*���$� 
��µ,� �� �
� �47.���� ����µ0� � �
 
Lenti-X293Tへのトランスフェクション後２日目に培養上清を回収し、
Polyethylene glycol（PEG）溶液と3:1の割合で混合した。ウイルス:PEG混合液は
４℃で一晩静置し、1500gで30分間遠心した。上清を除去した後、再び1500gで
5分間遠心し、残っている培養上清を除去した。形成されたペレットは血清不含細胞
培養液を用いて懸濁し、細胞へ添加または-80℃で凍結保存した。 
l iPS細胞へのウイルス感染 
維持培養下のiPS細胞の培養上清を除去し、新たな培養上清を加えた。新鮮または解
凍済みウイルス懸濁液を添加した。ウイルス添加翌日に培養上清を除去し、新たな培
養液を加えた。Foxn1発現レンチウイルスベクター感染細胞は、感染後２日目から
Puromycinを最終濃度1 µg/mlとなるように培養液に添加し、安定発現株を選択し
た。 
 
C2A ２
脾臓T細胞のTCRVbレパトアはTCR Vb Screening Panel（BD Bioscience）を使
用し、CD4またはCD8陽性細胞中のTCR Vb 2, 3, 4, 5.1/5.2, 6, 7, 8.1/8.2, 8.3, 9, 10b, 11, 
12, 13, 14, 17aの存在比率を解析した。TCRレパトアの多様性はShannonのエントロ
ピーを用いて解析した（Hill, 1973; Morris et al., 2015）。エントロピー（H）を求
めた式は下記のとおりである。 

H ≡ #$
%

$&'
log+ #$ 

#$ ∶ Frequency	of	Vβ	repertoire	< 
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統計解析 
統計学的解析はJMP 14（SAS Institute Inc.）を用いて行った。本研究における有意
水準は5%とし、p値が5%を下回る場合に統計学的に有意差ありと判断した。各図
内には、p<0.05の場合にアスタリスク1つ（*）、p<0.01の場合にアスタリスク2
つ（**）を付与した。具体的な統計処理方法は各結果の欄に記載した。 
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図１５. Foxn1-iPSC由来TECの機能解析-3 

A) 実験概要図。B6マウス胎仔胸腺または iPSC-TECをヌードマウス腎臓被膜下
へ移植した。 

B) 野⽣型B6、BALB/cおよび移植されたヌードマウス脾臓中のCD4+または
CD8+ T細胞のTCR Vbレパトア解析（上段：CD4+T細胞、下段：CD8＋T細
胞）。グラフは平均値と標準誤差を⽰す（n=3）。 

C) B）で⽰したCD4+およびCD8+ T細胞のTCR Vbレパトアのエントロピー解
析。（B6：n=3、BALB/c：n=3、FT：n=3、iPSC-TCR：n=2）  
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