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研究成果の概要（和文）：免疫抑制性受容体LAG-3がどのような細胞のどのような機能を制御することによって
自己免疫疾患の発症を制御しているのかを明らかにする目的で、LAG-3陽性CD4 T細胞について、多検体単一細胞
半網羅的発現解析をもとに機能的分類を行い、特徴的な細胞集団を複数同定した。さらに、自己免疫疾患の発症
と関連して増減する、自己免疫疾患の発症に関与する可能性のある細胞集団を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：LAG-3 is an immuno-inhibitory receptor that plays a critical role in the 
prevention of autoimmunity. To understand cell population(s) and their role(s) on which LAG-3 
functions in the regulation of autoimmunity, we analyzed LAG-3 expressing CD4 T cells by single-cell
 gene expression analysis. We found that LAG-3 expressing cells were clustered into distinct cell 
populations and identified unique cell populations that may function in the suppression of 
autoimmunity.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 我々はこれまでに、免疫抑制性受容体
LAG-3 が自己免疫疾患の発症を抑制し、自
己免疫寛容の成立維持に必須の役割を果た
すことを明らかとしてきた。しかし、LAG-3
が実際にどのような細胞集団のどのような
機能を制御することによって自己免疫疾患
の発症を制御しているのかは不明であった。 
 LAG-3 は同じく抑制性免疫補助受容体で
ある PD-1 同様、定常状態の T細胞には発現
しておらず活性化により発現が誘導される
が、濾胞ヘルパーT 細胞における PD-1 や、
制御性T細胞におけるFoxP3やCTLA-4のよ
うに、特殊な機能性細胞集団では活性化マ
ーカーが常時発現し、その細胞の機能に重
要な役割を果たす場合がある。言い換えれ
ば、濾胞ヘルパーT細胞や制御性T細胞は、
何らかの要因により活性化状態が維持され
ている特殊な細胞集団と言える。我々は、
LAG-3 に対して極めて高い親和性を有する
モノクローナル抗体を作製することにより、
生体内で LAG-3 を発現する細胞を高感度に
検出することに成功している。LAG-3 欠損
により自己免疫疾患が惹起されることから、
これらの LAG-3 発現細胞が自己免疫疾患を
誘導し得る病原性の細胞集団である可能性、
LAG-3 を恒常的に発現し自己免疫疾患の制
御にかかわる特殊な機能を有している細胞
集団である可能性、あるいは両者が混在し
ている可能性が考えられる。さらに、単に
一過性に活性化された細胞集団も含まれる
と考えられる。他のグループにより、LAG-3
陽性細胞が抑制性機能を有することが報告
されているが、我々が独自に樹立した
LAG-3 機能不全マウスにおける自己免疫疾
患は、抑制性細胞集団の機能不全が原因で
はないことを明らかとしている。このよう
に一見矛盾する結果の一因として、機能や
状態の異なる細胞に LAG-3 が発現し、それ
らの機能を制御しているためであると考え
られる。すなわち、自己免疫疾患の発症に
直接関与している細胞集団は、上記細胞集
団とは異なる可能性が考えられる。実際、
CXCR5とPD-1といった細胞表面分子の発現
で定義される濾胞ヘルパーT 細胞について
も、B 細胞による抗体産生をむしろ抑制す
る集団が含まれていることも示されている
が、活性化により発現が変動する分子を用
いて細胞集団を定義する場合には、他の細
胞集団との分離が本質的に極めて困難であ
ると言える。 
 近年、マイクロ流路技術により、多検体

に対して多種類の遺伝子発現の定量を極め
て効率的に行うこと（多検体半網羅的発現
解析と呼ぶ）が可能となった。例えば 96
個のサンプルについて 96 種類の遺伝子の
発現量を定量するという 9,216 種類の反応
を、同時に行うことが出来る。単一細胞分
取と組み合わせることにより、多検体単一
細胞半網羅的発現解析を行えば、注目する
細胞集団に含まれる数％の細胞集団の特性
を、遺伝子発現を指標に正確に決定できる
可能性がある。 
 以上から、多検体単一細胞半網羅的発現
解析を用いて LAG-3 発現細胞に含まれる細
胞を機能的に分類して解析することにより、
LAG-3 が自己免疫疾患の発症を制御するメ
カニズムを明らかにできると考えられる。
また、特定の免疫応答を特異的に制御する、
未同定の細胞集団を同定できる可能性が期
待される。 
 
２．研究の目的 
 多検体単一細胞半網羅的発現解析を用い
てLAG-3陽性細胞を複数の細胞集団に分類
して各細胞集団の機能を解析することによ
り、LAG-3が実際にどのような細胞集団のど
のような機能を制御することによって自己
免疫疾患の発症を制御しているのかを明ら
かとすることを目的とした。この際、特定
の免疫応答を特異的に制御する、未同定の
細胞集団を同定できる可能性が期待される。
また、同様の手法を用いて、高親和性抗体
の産生において中心的な役割を果たす濾胞
ヘルパーT細胞の多様性を理解し、その機能
を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）マイクロアレイ解析 
 単離した細胞からtotal RNAを調製し、
Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent 
Technologies)を用いて逆転写、増幅、cRNA
の調製およびCy3標識化を行った。Cy3標識
cRNAをMouse SurePrint G3 8x60K (Agilent 
Technologies)にハイブリダイズさせ、洗浄
後、マイクロアレイスキャナー（Agilent 
Technologies）を用いてスキャンした。得
られたデータを、GeneSpring (Agilent 
Technologies)を用いて解析した。 
（２）単一細胞半網羅的遺伝子発現解析 
 Fluidigm社C1単一細胞分離システムおよ
びC1 Single-Cell Auto Prep Array for 
Pre-Amp (5-10 m)、Ambion Single Cell-to 
CT Kit (Life Technologies)を用いて、単



離した細胞から単一細胞を得て、各々の細
胞からcDNAを調製し、発現解析に用いるPCR
プライマーを用いてプレ増幅を行った。得
られたC1 ampliconを用いて、Fluidigm社
BioMark HDシステムおよび2X Sso Fast 
EvaGreen Supremix With ROX (Bio-Rad 
Laboratories)によりリアルタイムPCRを行
った。 
（３）統計解析 
 リアルタイムPCRにより得られた遺伝子
発現データを、統計解析言語 R上で
SingularTMツールセット（Fluidigm）およ
びPCA、t-SNE、ANOVA等の各種統計学的手法
を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）LAG-3陽性CD4 T細胞のマイクロアレ
イ解析 
 LAG-3 陽性 CD4 T 細胞および LAG-3 陰性
CD4 T 細胞における遺伝子発現をマイクロ
アレイ解析により比較した。LAG-3 陰性 CD4 
T 細胞と比較して LAG-3 陽性 CD4 T 細胞で
21.5倍（約 2.8 倍）以上発現が上昇してい
る遺伝子は、約 570-810 個であり、これは
アレイ全体の約 2.0-2.8%と、ごく限られて
いた。また、LAG-3 陰性 CD4 T 細胞と比較
して LAG-3 陽性 CD4 T 細胞で 21.5倍（約 2.8
倍）以上発現が低下している遺伝子は、約
440-480 個あった。 
  
（２）濾胞ヘルパーT 細胞のマイクロアレ
イ解析 
 これまでの知見から、B 細胞による長期
抗体産生応答を誘導する濾胞ヘルパーT 細
胞が CXCR5hiPD-1hiCD4 T 細胞に濃縮されて
いると考えられている。そこで、マウスの
腸管リンパ組織由来 CXCR5hiPD-1hiCD4 T 細
胞および CXCR5-PD-1-CD4 T 細胞における遺
伝子発現をマイクロアレイ解析により比較
した。CXCR5-PD-1-CD4 T 細胞と比較して
CXCR5hiPD-1hiCD4 T細胞で 21.5倍（約2.8倍）
以上発現が上昇している遺伝子は、約 910
個あり、これはアレイ全体の約 3.2%であっ
た。また、CXCR5-PD-1-CD4 T 細胞と比較し
て CXCR5hiPD-1hiCD4 T 細胞で 21.5倍（約 2.8
倍）以上発現が低下している遺伝子は、約
930 個あった。 
 
（３）LAG-3 陽性 CD4 T 細胞の単一細胞半
網羅的遺伝子発現解析 
 マイクロアレイ解析をもとに、注目する
細胞集団に含まれる細胞を機能的に分類す

るのに有用と思われる、ケモカイン受容体、
サイトカイン、転写因子、その他の遺伝子
を、後述の濾胞ヘルパーT 細胞の解析とあ
わせて 192 種類選定した。候補遺伝子の選
択にあたっては、主に以下の条件を重要視
した。①母集団において中程度に発現して
いる。②ナイーブ T細胞及び活性化 T細胞
には発現していない。③機能的な関連が疑
われる。④転写因子や機能未知の遺伝子を
優先した。外来抗原で免疫した野生型マウ
スの所属リンパ節由来の抗原特異的 LAG-3
陽性 CD4 T 細胞および自己免疫疾患を発症
したマウスのリンパ節由来の LAG-3 陽性
CD4 T 細胞を母集団とし、これらの LAG-3
陽性 CD4 T 細胞について、多検体単一細胞
半網羅的発現解析を行った。この解析によ
って明らかになった各遺伝子の発現パター
ンをもとに、階層的クラスタリング解析を
行い、LAG-3 陽性 CD4 T 細胞を機能や状態
が異なると考えられる複数の細胞集団に分
類した。特徴的な細胞集団が複数同定され、
さらに、各細胞集団は、①外来抗原免疫時
に見出される LAG-3 陽性 CD4 T 細胞が主に
構成する細胞集団、②自己免疫疾患発症マ
ウスに見出される LAG-3 陽性 CD4 T 細胞が
主に構成する細胞集団、③両者が均等に構
成する細胞集団に分類されることが明らか
となった。自己免疫疾患の発症と関連して
増加することから、②自己免疫疾患発症マ
ウスに見出される LAG-3 陽性 CD4 T 細胞が
主に構成する細胞集団は、自己免疫疾患の
発症に関与する可能性がある細胞集団であ
ると考えられる。 
 さらに、PCA、t-SNE、ANOVA 等の統計学
的手法を用いて、単一細胞半網羅的発現解
析の結果をより多角的にノンバイアスに解
析することにより、注目すべき細胞集団お
よび各細胞集団を規定する候補遺伝子の絞
り込みを行った。また、各細胞集団の分化
および機能に関連すると思われる遺伝子に
ついて、細胞集団間での発現量を比較し、
各細胞集団の機能を評価した。 
 今後、これらの細胞集団の生体内での機
能を解析することにより、自己免疫疾患発
症制御における LAG-3 陽性細胞の機能を明
らかにできるものと期待される。 
 
（４）濾胞ヘルパーT 細胞の単一細胞半網
羅的遺伝子発現解析 
 マイクロアレイ解析をもとに、注目する
細胞集団に含まれる細胞を機能的に分類す
るのに有用と思われる、ケモカイン受容体、



サイトカイン、転写因子、その他の遺伝子
を、前述の LAG-3 陽性 CD4 T 細胞の解析と
あわせて 192 種類選定し、多検体単一細胞
半網羅的発現解析を行った。この解析によ
って明らかになった各遺伝子の発現パター
ンをもとに、（３）と同様の手法を用いて、
CXCR5hiPD-1hiCD4 T 細胞を機能や状態が異
なると考えられる複数の細胞集団に分類し、
各細胞集団を規定する候補遺伝子を同定し
た。濾胞ヘルパーT 細胞について、これま
でに存在が指摘されている濾胞制御性 T細
胞を明確に同定することができた。また、
濾胞ヘルパーT 細胞には、濾胞制御性 T 細
胞以外にも特徴的ないくつかの細胞集団が
含まれていることが明らかとなった。 
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