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研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュの優れたモデル生物としての特性を利用し、単一個体に存在する全
てのT細胞クローンを、T細胞受容体CDR3コード領域遺伝子配列の高速並行シーケンシングによって、網羅的かつ
半定量的に同定する技術を開発した。また同様の解析系のヒトへの応用可能性を検討し、抗原特異的免疫応答や
造血細胞移植後のT細胞再構築をシステムワイドに解析することが可能であることを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed methods enabling system-wide analysis of T 
cell receptor (TCR) repertoire at the individual level by taking advantage of a zebrafish model. We 
extended our analysis into human TCR repertoire and revealed that the immunodominant TCRs are shared
 by different individuals at least in the setting of anti-virus immune reaction and immune 
reconstitution after allogeneic hematopoietic cell transplantation. 

研究分野：血液免疫学

キーワード： ゼブラフィッシュ　免疫系　主要組織適合性複合体　造血細胞移植　次世代シーケンサー

  ４版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、獲得免疫系を構成する細胞群を個別に同定することは可能であったが、それらの個体全体におけるレパト
ワを網羅的に取得する方法は存在しなかった。本研究では小型実験動物であるゼブラフィッシュの特性を活用
し、システムワイドにゼブラフフィッシュの個体に存在するT細胞レパトワをα鎖、β鎖とも高頻度クローンか
ら微小クローンまで決定する新規技術を確立した。この成果は、免疫系全体の動態を鳥瞰することを可能とし、
今後、感染症や悪性腫瘍に対する免疫応答の解明や、免疫学的な機序により発生する病態の診断や治療法の開発
に大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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1. 研究開始当初の背景 
 
近年、高速シーケンサーによる T 細胞・B

細胞受容体レパトワの網羅的同定技術が開

発され、これらの技術を個体全体の免疫系

構成細胞の解析に応用することが可能であ

れば、獲得免疫系の個体発生や恒常性維持

など現在未解明の課題の解決に多くの新知

見が得られることが予測されている。しか

し、ヒトや小型哺乳動物では、全個体に由

来する検体を採取することが困難であるこ

とから、そのような解析の実現はほぼ不可

能である。ゼブラフィッシュは、全個体レ

ベルの生体情報を網羅的に収集することが

比較的容易である上に、食細胞・抗原提示

細胞・T細胞・B細胞など哺乳類とほぼ同様

の免疫担当細胞群を有している。また、遺

伝子改変が容易、多産で発生までの期間が

短い、胚子期から幼生期までは透明性が維

持されるため in vivoイメージングも可能、

など実験生物としてきわめて優れた特性を

有している。このような背景から、申請者

は、ゼブラフィッシュの一個体すべてに存

在する T 細胞・B 細胞を網羅的かつ鳥瞰的

に同定できる技術を開発するとともに、造

血細胞移植に適したトランスジェニック個

体を作成し、ゼブラフィッシュを用いてさ

まざまな免疫応答の全個体レベルでの解析

モデルを確立するための研究を着想するに

至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ゼブラフィッシュの単一個体

すべてに由来する T 細胞受容体(TCR)およ

び B 細胞受容体(BCR)のレパートリーを

個々のクローンの単位まで網羅的かつ半定

量的に同定可能とする技術を確立すること

を目標とした。さらに、主要組織適合性複

合体(major histocompatibility complex, MHC)

相同遺伝子の組み替え型個体や免疫不全形

質を有する個体を作成し、同種間における

whole kidney marrow(WKM)を用いた造血細

胞移植モデルを確立することを目指した。

また作成された移植モデルの利用により、

個体全体の T 細胞・B 細胞レパトリーの動

態を網羅的かつ可視的に解析することが可

能であることの検証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
野生型ゼブラフィッシュの WKM から total 

RNAを抽出し、adaptor ligation PCR法を用い

て半定量的に TCRおよび TCR遺伝子の

cDNA を増幅した後、イルミナ社 Mi-Seq を用

いて CDR3 領域の遺伝子配列を網羅的に同

定した。また、PCR-SBT法によってゼブラフィ

ッシュのMHCタイピングを行い、WKMを移植

片に用いて、以下の手順で MHC の異なる個

体間における同種造血細胞移植を実施した。

全ての体細胞が GFP を発現する Histone 

H2A:GFP トランスジェニック個体あるいは赤血

球のみで RFP を発現する Gata 1:RFP トランス

ジェニックをドナー、透明個体（Casper 株）をレ

シピエントとして、レシピエントに様々な線量の

全身放射線照射(total-body irradiation, TBI)を

実施後、ドナーのWKM由来造血細胞 1 x106

を心腔内に移植し、ライブイメージング法およ

びフローサイトメトリー法でドナー細胞の動態を

経時的に観察した。 
 
４．研究成果 
 

 複数の野生型ゼブラフィッシュの WKM に

存在する全てのT 細胞クローンに由来する

TCRα鎖、TCRβ鎖の CDR3 領域の配列を 1

個体ずつ網羅的に同定し、個体間における比

較を行ったところ（下図）、MHC の相違にも寄

らず、個体間において共有されているクロノタ

イプが存在することが明らかとなった。 

 



また、同様の手法で、ヒト末梢血に存在する

CD8+T細胞の、TCRβ鎖クロノタイプを同定し

たところ、HLA の異なる個人間において高頻

度に共有されているものが存在しており、それ

らは stem cell memory 分画に濃縮されてい

た。 

WKMの移植により、致死線量の TBI実施後

も一部の個体において、移植を行わなかった

群と比較して、生存期間の延長が得られること

が確認され、移植細胞がレシピエントの腎臓に

集積するとともに、造血機能の回復に伴い全

身血管に循環することを確認した。さらに、一

部の個体のMHCタイピングにおいて、従来報

告されていないクラス I 遺伝子ハプロタイプが

存在することが判明した。 
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