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研究成果の概要（和文）：近年提唱されたT細胞分画のひとつである幹細胞様メモリー（記憶）T細胞（stem 
cell memory (SCM) T-cell）は、養子免疫T細胞療法に用いることで、より高い治療効果の得られるT細胞として
注目されている。我々は、サイトメガロウイルス抗原特異的T細胞を次世代シークエンサーによる網羅的解析
と、１細胞単離（シグルセルソーティング）解析よる1細胞毎のT細胞受容体のα、βのペアの情報を組み合わせ
て解析する技術を開発した。この技術を用いてサイトメガロウイルス抗原特異的T細胞を解析し、免疫学的に重
要な抗原特異的T細胞が、幹細胞様メモリーT細胞分画に濃縮されていることを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Recently, immunologic significance of stem cell memory (SCM) T-cell subset 
has been increasingly recognized, especially as original cell source for adoptive T-cell therapy. To
 comprehensively elucidate TCR clonotypes of SCM T-cells, we performed ultra-in-depth analysis of 
cytomegalovirus (CMV)-specific TCR repertoire in various functional T-cell subsets using next 
generation sequencing (NGS) and single cell cloning of TCRs. CMV pp65-specific T-cells in 
circulating blood of healthy donors were extremely oligoclonal and most of the dominant TCRs had 
higher affinity to pp65-tetramer. Intriguingly, these dominant CMV-specific TCR clonotypes were 
highly shared among different individuals and were also present in CMV-seronegative donors. Notably,
 TCR diversity of SCM T-cells was significantly lower than that of CM and EM T-cell repertoire. 
These results suggest that SCM T-cell subset functions as a reservoir of highly-shared and 
highly-functional memory T-cells. 

研究分野：血液内科学

キーワード： T細胞受容体　次世代シークエンサー　１細胞単離解析　幹細胞様メモリーT細胞

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究をとおして、T細胞を網羅的かつ、T細胞受容体のα、βのペアの情報を組み合わせて解析する技術を開発
することができた。この技術を用いて、幹細胞様メモリーT細胞に免疫学的に重要な抗原特異的T細胞が多く存在
することが明らかとなり、幹細胞様メモリーT細胞が単にナイーブT細胞からエフェクターT細胞へ向かう文化の
一段階ではなく、免疫学的により重要な分画であることを示唆する結果を得た。この技術を用いたかいせきによ
り、養子免疫療法への応用を見据えた、造血幹細胞移植後の再発を抑制するT細胞受容体、がん抗原特異的T細胞
受容体データベースの構築が進んでいる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
サイトメガロウイルス(CMV)感染症は同種造血幹細胞移植(allo-HCT)後の免疫抑制状態となった患者
において高頻度で見られる日和見感染症であり、移植片対宿主病 (graft-versus-host disease,GVHD)と
同様に、allo-HCTの成績に影響を与える重要な合併症である。近年、CMV感染症とGVHD・移植片対
白血病 (graft-versus-leukemia,GVL)効果は独立した現象ではなく、ドナー由来の免疫細胞を介して、相
互に関連していることを示唆する観察がなされており、それらがGVHDやGVL効果を惹起・増強する
という疫学的研究結果も報告されているが、その機序には不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
allo-HCT後のウイルス感染症に対する免疫応答がGVHDやGVLに関与するメカニズムを明らかにす
るために、ウイルス特異的 TCR、同種抗原特異的 TCRを網羅的かつ詳細に解析する免疫バイオインフ
ォマティクスの手法を確立することを目的とする。さたに、その手法を用いて、同種抗原特異的 T細胞
とウイルス特異的T細胞の関係を明らかにする前段階として、CMV特異的TCRの特徴を明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
サイトメガロウイルス抗原特異的T細胞を次世代シークエンサーによる網羅的解析と、１細胞単離（シ
グルセルソーティング）解析よる 1細胞毎の T 細胞受容体のα鎖、β鎖のペアの情報を組み合わせて解
析する免疫バイオインフォマティクスの手法を確立し、この手法を用いて5人の健常ドナー（V001 - V005）
の末梢血中のT細胞分画（エフェクターT細胞、エフェクターメモリーT細胞、セントラルメモリーT細
胞、ナイーブT細胞、幹細胞様メモリーT細胞）を網羅的に解析する。同時に、1細胞ごとのT細胞受容
体のα鎖、β鎖のペアの塩基配列を明らかにしてベクターに組み込み、抗原非特異的T細胞、あるいはT
細胞株（Jurkat）に遺伝子導入して、T細胞受容体の機能を解析する。 
 
４．研究成果 
（１）健常人末梢血T細胞の多様性、及びサイトメガロウイルス抗原特異的T細胞の多様性 
 
HLA-A2を持ち、サイトメガロウイルス抗体陽性の2人の健常ドナーの末梢血単核球から抽出したCD8陽
性T細胞を、HLA-A2 拘束性のサイトメガロウイルスpp65抗原エピトープであるNLVPMVATV (NLV) ペプ
チドで2回の刺激をおこなった。刺激前のT細胞、1回刺激後のT細胞、2回刺激後のT細胞をNLV特異
的テトラマーを用いてフローサイトメトリーで分離し、次世代シークエンサーで網羅的な解析を行った
ところ、NLV特異的T細胞レパトアは刺激の前後に関わらずおりゴクローナルであることがわかった（図
１）。 
 
 

 
また、これらのT細胞を1細胞ごとにフローサイトメトリーにて分離し、cDNAを抽出して1細胞内に存
在するTCRのα鎖とβ鎖の遺伝子配列をサンガーシークエンス法にて決定した。V-001では、ドミナント
な1つのT細胞クロノタイプと2つのサブドミナントなT細胞クロノタイプが明らかとなった。また、
V-004では、ドミナントな1つのT細胞クロノタイプと5つのサブドミナントなT細胞クロノタイプが明
らかとなった（図2）。 
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（２）サイトメガロウイルス特異的T細胞の存在頻度と抗原結合能 
（１）で明らかとなったCMV-NLV特異的T細胞受容体をベクターに組み込み、T細胞受容体欠損T細胞株
（Jurkat）に遺伝子導入を行った。CMV-NLV特異的T細胞受容体遺伝子導入JurkatをNLV特異的テトラ
マーで染色しその蛍光強度をフローサイトメトリーにて測定した。また、個々の CMV-NLV 特異的 T 細胞
のドナー末梢血中での存在頻度を次世代シークエンサーにて半定量的に測定した。X軸にCMV-NLV特異的
テトラマーの傾向強度を、Y軸にそのCMV-NLV特異的T細胞の存在頻度をプロットすると、CMV-NLV特異
的T細胞の存在頻度が高いほど、CMV-NLV特異的テトラマーへの結合能が高い傾向があることが明らかと
なった（図３）。 
 

 
 
（３）T細胞クロノタイプの存在頻度と個人間での共有 
５人の健常ドナーの末梢血T細胞をフローサイトメとリーにてエフェクターT細胞(EFF)、エフェクター
メモリーT細胞(EM)、セントラルメモリーT細胞(CM)、ナイーブT細胞(Naive)、幹細胞様メモリーT細胞
(SCM)に分離し、次世代シークエンサーにて解析を行った。X軸に個々のT細胞クロノタイプの存在頻度
の順位を、Y軸にそのT細胞クロノタイプの次世代イークエンサーでのリード数をプロットした。また個々
の T 細胞クロノタイプで個人間での共有が多いクロノタイプほどそのクロノタイプを示すバブルを大き
なバブルを用いてグラフ化した（バブルプロット：図４）。つまり、５人のドナー全ての末梢血に存在す
る T 細胞クロノタイプ（パブリッククロノタイプ）を一番大きなバブルで示し、他のドナーと共有のな
い T 細胞クロノタイプ（プライベートクロノタイプ）を一番小さなバブルで示した。結果として、統計
学的有意差を持って、多くのドナーで共有される T 細胞クロノタイプほど末梢血中での存在頻度が高い
ことが明らかとなった。CMV特異的T細胞での解析でも同様の結果であった（図5）。 
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（４）各T細胞分画におけるT細胞の多様性 
５人の健常ドナーの末梢血 T 細胞分画のを次世代シークエンサーで解析し、多様性インデックス
（Simpson's diversity index）を検討した。T細胞はナイーブT細胞からメモリー細胞を経てエッフェ
クターT細胞に分化すると考えられており、この順でT細胞クロノタイプの多様性が低くなると考えられ
ている。実際に今回の解析でも古典的なT細胞分画であるナイーブT細胞、セントラルメモリーT細胞、
エフェクターメモリーT細胞、エフェクターT細胞はこの順で多様性が低下していった。しかし近年新た
に提唱された幹細胞様メモリーT細胞では、細胞表面マーカーはナイーブT細胞に近く、また自己複製能
を持つにもかかわらず、その多様性は他のメモリーT細胞より低いことが明らかとなった（図６）。 
 

 
このように、本研究では次世代シークエンサーと１細胞単離の方法を駆使して、、T細胞レパトアを網羅
的かつ詳細に解析する免疫バイオインフォマティクスの手法を確立し、その方法を用いて、T細胞レパト
アの新たな特徴を明らかにした。引き続きこの手法を用いて、同種抗原特異的T細胞、ガン抗原特異的T
細胞の解析を進めている。 
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