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研究成果の概要（和文）：BD Rhapsodyをベースとした独自の正確性の高いscTCR-seq解析手法の確立に成功し
た。本手法により抗CD4抗体を投与したB16マウス皮下移植腫瘍モデルを解析したところ、遺伝子発現に基づき8
つの主要浸潤T細胞subsetが同定された。scTCR-seq情報と所属リンパ節 TCR-seq情報のoverlap解析により同定
されたoligoclonal/polyclonal T細胞画分のうち、前期疲弊T細胞・後期疲弊T細胞の割合は前者が10%:90%、後
者が30%:70%であった。加えて,後者は前者よりも前期疲弊T細胞の表現型に関与する遺伝子を有意に多く発現し
ていた。

研究成果の概要（英文）：We have succeeded in establishing a unique and highly accurate scTCR-seq 
analysis method based on BD Rhapsody. When a B16 mouse subcutaneous tumor model administered with 
anti-CD4 antibody was analyzed by this method, eight major infiltrating T cell subsets were 
identified based on gene expression. Of the oligoclonal / polyclonal T cell fractions identified by 
overlapping analysis of scTCR-seq information and regional lymph node TCR-seq information, the 
proportion of ealry-exhausted T cells and late-exhausted T cells was 10%: 90% for the former and the
 latter. Was 30%: 70%. In addition, the latter expressed significantly more genes involved in the 
phenotype of early-exhausted T cells than the former. 

研究分野：免疫学

キーワード： T細胞応答　TCRレパトワ解析　single-cell TCR-seq　single-cell RNA-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、腫瘍浸潤T細胞のうち、Oligoclonal画分ではなく、Polyclonal画分に分化・増殖ポテンシャルを
持つ前期疲弊T細胞が維持されていることが見出された。近年, 抗PD-1抗体を投与された皮膚基底細胞癌症例に
おいて, 後期疲弊T細胞からなる腫瘍浸潤T細胞クローンが治療前後で入れ替わっていることが報告されている。
本研究やこれらの報告を鑑みると、当該Polyclonal画分に属するT細胞クローンが, より反応性が高い
Oligoclonal画分のT細胞クローンを置換し, 新たな腫瘍反応性クローンとして機能し、チェックポイント阻害剤
はそれを増強しているという可能性が考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
遺伝子再構成による TCR の多様性創造と、抗原提示細胞に提示された抗原と TCR の親和性に基づく
T 細胞の clonal expansion は、獲得免疫応答のドグマの一つである。しかしながら、多様な T 細胞クロー
ンを細胞機能と結びつける方法は、現状個々の TCR の組を遺伝子導入して機能を評価し、認識抗原
を同定するなど極めて限られている。そのため、上記ドグマの基盤、すなわち生体内での同一クローン
中での機能的多様性の有無、クローンサイズや抗原受容体配列と細胞機能との関連性、炎症病態進
展に伴い誘導されるクローン特異的な機能的 signature の有無、相互作用しうる T 細胞サブセットのクロ
ーンとその機能的 signature の有無といった物事の理解は現状全く進んでいなかった。そこで本研究で
は、数千-数万の T 細胞が持つ抗原受容体と、数千の遺伝子発現情報を同時解析する新たな手法の
開発を通じ、がん免疫において多様な抗原特異的 T 細胞の応答を解明することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 
代表者らは、担がんマウスモデルにおける TCRレパト
ア解析を通じて, がん免疫療法の治療効果に寄与す
る TCR レパトアの特徴を明らかにすることを目指して
きた。同一個体の腫瘍と所属リンパ節の両方に存在
するT細胞クローンのレパトア (腫瘍-所属リンパ節間
重複レパトア、図１) には, 腫瘍反応性 T 細胞クロー
ンが濃縮されると考えられる. 代表者らは, 免疫チェ
ックポイント阻害剤を投与された担がんマウスでは, 
腫瘍-所属リンパ節間重複レパトアが増大すること, 
および, この増大は限られたクローンの増殖ではなく, 
重複レパトアに含まれる多様なクローンの増殖 
(clonal spreading) によることを明らかとした。しかし、
このような腫瘍-所属リンパ節間重複レパトアの clonal 
spreading に寄与するクローンが, 腫瘍内でどのような
免疫学的表現型を示すのかは不明であった。 
 
腫瘍中に浸潤している数千種の T 細胞クローンの表現型を網羅的に解析するためには、それぞれのク
ローンに属する各 T 細胞の遺伝子発現情報を 1 細胞レベルで取得し、その結果をクローンレベルで統
合する必要がある (single cell transcriptome / TCRseq: SCT/scTCRseq)。そのためには、腫瘍浸潤 T
細胞の TCR 配列情報と遺伝子発現情報とを 1 細胞レベルで取得することが求められる。BD Rhapsody 
System を用いた Mouse VDJ CDR3 Library Preparation Protocol は、1 回あたり最大 20,000 細胞から, 
TCR 配列情報と免疫応答に関与する約 400 遺伝子の発現プロファイルを, 1 細胞レベルで同時に取得
することを可能にする。代表者らは, 上記プロトコルを用い, 免疫チェックポイント治療を施した担がん
モデルマウスの腫瘍-所属リンパ節間重複クローンの表現型を網羅的に解析することを目的に、以下の
実験を行った。 
 
３．研究の方法 
 
抗 CD4 抗体治療を施した B16F10 メラノーマ担がんマウスの腫瘍から腫瘍浸潤白血球を回収し、セル
ソーターを用いて CD8+ T 細胞を精製した。その後, BD Rhapsody System を用い, BD 社の Mouse VDJ 
CDR3 Library Preparation Protocol に準じてシングルセル解析用のライブラリを作成した。 
 
次世代シークエンサーを用いたシークエンスの効率を向上させるため、上記プロトコルに対して以下の
ような改善を行った。 
・Pronex beads を用いて PCR 増幅産物を精製することで, 最終ライブラリ中の TCR 遺伝子産物の純度
を高めることに成功した。これにより, 少ないリード数で効率的に TCR 配列をシークエンスすることが可
能となった。 
・TCR 配列の増幅に用いるプライマーの設計箇所を調節することで、TCR 配列の同定に必要なシーク
エンスリード長を 100bp 程度短縮することに成功した。これにより、より低コストで single cell TCRseq 解
析を行うことが可能となった。 
 
これらに加えて、上記プロトコルで得られた TCR配列情報が, 同じ細胞の遺伝子発現情報と正しく対応
しているのか検証することも試みた。そのために、B16F10 メラノーマ担がんマウス由来の腫瘍浸潤Ｔ細
胞 (B16 TIL)に, 既知の TCR 配列を導入したトランスジェニックマウス (Pmel-1 mouse) に由来するＴ
細胞 (Pmel-1 T cell) を spike-in した. B16 TIL と Pmel-1 T cell は異なる Hash tag で標識することによ
り区別できるため, B16 TIL のうち Pmel-1 TCR を持つ細胞の割合を算出することで, TCR 配列情報の



対応が誤っている (ミスペアリング) 細胞の割合を評価した。 
 
上記のように腫瘍浸潤 T 細胞に対して SCT/scTCRseq 解析を行うのと同時に, 同一マウスの腫瘍所属
リンパ節から CD8+ CD44high 活性化 T 細胞を精製し、その TCR レパトアを解析した (Bulk TCRseq)。こ
の結果をもとに, scTCRseq で検出された腫瘍浸潤 T 細胞クローンから, 腫瘍-所属リンパ節間重複クロ
ーンを同定した（図２）. これら重複クローンのうち, 腫瘍内で頻度が上位 10 位以内であるものを重複レ
パトアの oligoclonal 画分に属する
クローン, 頻度が 11 位以下である
ものを重複レパトアの polyclonal 画
分に属するクローンと定義した。
oligoclonal 画分に属するクローンと
polyclonal 画分に属するクローンの
表現型を比較することを通じて , 
clonal spreading に寄与するクロー
ンの腫瘍内での表現型を明らかに
することを試みた。 
 
４．研究成果 
 
上記手法を用いて SCT/scTCRseq を行い, 11,831 細胞の腫瘍浸潤Ｔ細胞の TCR 配列情報と遺伝子
発現情報を解析した。TCR は a 鎖と b 鎖のペアからなり, 一般に scTCRseq の性能は a 鎖と b 鎖のペ
アで配列を得られた細胞の割合 (ペアリング効率) によって評価される. 本研究では, 解析した細胞の
85.7%にあたる 10,135 細胞で a 鎖と b 鎖のペアの情報を検出できており, このペアリング効率は先行研
究よりも高いものであった。加えて, B16 TIL のうち Pmel-1 TCR とミスペアリングしていた細胞の割合は
0.1%以下であり, 上記プロトコルの高い正確性を確認することができた。 
 
腫瘍反応性の CD8+ T 細胞は, 免疫抑制性の腫
瘍微小環境の中で疲弊 (exhausted)し, 反応性と
長期的生存能と徐々に失っていく。近年の先行研
究により、これら疲弊 T 細胞の中には、分裂能と腫
瘍内での持続能を持つ前期比幣 T 細胞 
(Progenitor exhausted T cell) と, 腫瘍反応性は高
いものの腫瘍内で長期生存することができない後
期疲弊 T 細胞 (Terminally exhausted T cell) が存
在していることが明らかになっている。加えて、免
疫チェックポイント阻害剤が治療効果を発揮する
には前期疲弊 T 細胞が必要であることが示されて
いる。 
 
SCT/scTCR解析を行った 11,831細胞を遺伝子発
現プロファイルに基づいてクラスタリングしたところ, 
これら B16 TIL を 8 つのクラスターに分類すること
ができた。その中には、腫瘍反応性が低いと考え
られるナイーブ様T細胞クラスターに加え, 前述の
前期疲弊 T 細胞クラスター、後期疲弊 T 細胞クラ
スターが含まれていた (図 3)。 
次に, 前述 (3. 研究の方法) のようにして同定された oligoclonal / polyclonal 画分に属するクローンに
おける, ナイーブ様 T 細胞, 前期疲弊 T 細胞, 後期疲弊 T 細胞の割合を計算した (次項図４)。その
結果, Oligoclonal 画分の約 90%, Polyclonal 画分の約 70%は後期疲弊 T 細胞によって構成されており, 
これら腫瘍-所属リンパ節間重複クローンが腫瘍反応性を持つことが示唆された。加えて, Polyclonal 画
分に占める前期疲弊 T 細胞の割合は約 30%と, Oligoclonal 画分中の前期疲弊 T 細胞の割合よりも高
かった。加えて, Polyclonal 画分は前期疲弊 T 細胞の表現型に関与する遺伝子 (Tcf7, Xcl1, Il7r など) 
を Oligoclonal 画分よりも有意に多く発現していた。 
 

以上の結果は、腫瘍-所属リンパ節間重複レパトアのOligoclonal画分の大部分が腫瘍反応性の高い後

期疲弊 T 細胞から構成されている一方, Polyclonal 画分には分化・増殖ポテンシャルを持つ前期疲弊

T 細胞が維持されていることを示すものである。近年, 抗 PD-1 抗体を投与された皮膚基底細胞癌症例

において, 後期疲弊 T 細胞からなる腫瘍浸潤 T 細胞クローンが治療前後で入れ替わっていることが報

告されている。この報告と当研究の結果を考え合わせると, 等研究で見出された腫瘍-所属リンパ節間

重複レパトアの Polyclonal 画分に属するクローンが, より反応性が高い Oligoclonal 画分のクローンを置

図２ bulk TCR-seq/scTCR-seq による

重複クローンの同定 



換し, 新たな腫瘍反応性クローンとして

機能することが示唆される。加えて、チ

ェックポイント阻害剤は, 疲弊が進行し

たクローンの”バックアップ要員”となる

多様な腫瘍反応性クローンを動員する

こと (clonal spreading) を通じて, 強力

かつ持続的な抗腫瘍効果をもたらして

いる, という可能性が考えられる。 
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