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研究成果の概要（和文）：IgEに依存しないアレルギー反応の補助診断法として、リンパ球刺激試験（LST）が有用であ
ることが知られているが、多くの採血量、長期の培養、不安定性など幾つかの欠点がある。本研究では、LST法を改善
し抗原特異的T細胞の存在・反応を短期間で検出する新規検査法の開発を目的とした。T細胞受容体のレパトアを次世代
シークエンシング解析した結果、24時間の抗原刺激により全体的にTCRのタイプがエンリッチする傾向がみられた。ま
た、発現アレイ解析により、いくつかの新規のマーカー遺伝子をスクリーニングした。これらのマーカーの発現量を定
量PCRで測定することにより、LSTの結果を高い精度で判別可能なことが示された。

研究成果の概要（英文）：The lymphocyte stimulation test (LST) has been reported as a useful diagnostic 
for non-IgE mediated gastrointestinal food allergies. However, this method has some disadvantages 
including taking time, instability and relative a large amount of samples necessity. In this study, we 
propose the new method that overcomes the disadvantages of the LST. T cell receptor repertoire diversity 
was analyzed using next generation sequencing against the PBMC stimulated with milk antigen. After 24 hrs 
stimulation with antigen, some part of TCR clonotypes enriched slightly. We also tried to identify novel 
marker for T cell response to antigen. Several marker genes that the RNA expression level were changed by 
antigen stimulation were screened by gene expression array. The RNA expression level were quantified 
using qPCR and then compared to diagnosis by LST stimulation index. Some of these markers showed 
excellent discriminating accuracy (AUC0.79-0.91) by ROC analysis.

研究分野：小児科学
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１．研究開始当初の背景 
 
アレルギー体外検査の一つであるリンパ球
刺激試験（LST: Lymphocyte Stimulation 
Test）は、患者末梢血由来のリンパ球を、試
験管内において抗原で刺激し、幼弱化反応
（細胞分裂）を指標に抗原特異的リンパ球の
存在を評価する試験である。LST 法は、近年
注目されつつある特異的IgE値上昇を伴わな
い乳児期の消化管アレルギーの補助的診断
として有用であることが知られている。しか
し、現行の LST 法は、7 日程度の培養が必要
なことや、検出する増殖細胞種が不明なこと、
抗原提示細胞の抗原取り込み効率が結果に
大きく影響すること、比較的採血量が多く乳
幼児では検査の負担が大きいことなどの問
題点が挙げられる。一方で、LST で増殖した
リンパ球のタイピングにより、免疫学的な解
析が得られるなど、大きな可能性のある検査
法であるといえる。例えば、Sampson ら（J 
Allergy Clin Immunol 2009）は、ミルクア
レルギー患者が寛解に至る際に、抗原特異的
制御性 T 細胞が増加することを、LST 法を用
いて明らかにしている。 
我々の研究室でも、従来法を改変し、増殖細
胞について、ラジオアイソトープを使用せず
に標識する新規手法や、増殖細胞のフローサ
イトメトリーや発現遺伝子の定量を用いた
タイピングを試みてきた。しかし、採血量を
減らし、効率よく病態を捉えた検査法とする
ためには、さらに大きく改変する必要がある
と考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
従来の LST 法の欠点を改善し、少ない材料を
利用しより短時間で、アレルゲンに対するＴ
細胞の反応を高感度で検出する手法を開発
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
【研究１】．LST 刺激培養で増殖する T細胞の
TCR 可変領域のシークエンス解析 
 
サンプル 
患者および健常コントロールボランティア
より、へパリン加末梢血を採取した。末梢血
単核球細胞(PBMC)の分離は比重分離法
(Lymphoprep: Axis-Shield Poc AS)を用いて
行った。 
 
抗原刺激および培養 
PBMC は、1x106 cells/mL の濃度で AIM-V 培地
（Lifetechnologies 社）に懸濁した。96 ウ
ェルプレートに、各ウェル 100μL ずつ分注
し、刺激培養に供した。全血を用いた刺激培
養は、末梢血を RPMI 培地（Lifetechnologies
社）で 4倍希釈した後、チューブあたり 400uL
分注して培養に用いた。 
抗原は、代表的なミルク抗原、αラクトアル
ブミン、βラクトグロブリン、αカゼイン、

κカゼイン（シグマ社）を混合し終濃度 100
μg/mL（各タンパク）になるように添加した。
対照は PHA-M(Roche Applied Science 社)を
10μg/mL 添加、および無添加を設定した。 
 
LST 
抗原刺激後 5 日目に BrdU((Roche Applied 
Science 社) 10μMを添加し、6時間後に検出
を行った。BrdU の測定は、BrdU 発色キット
（Roche Applied Science 社)のプロトコール
に従い行った。 
 
RNA 抽出 
AGPC 法 (ToTally RNA Isolation Kit: 
LifeTechnologies 社)を用いて Total RNA を
抽出した。逆転写反応は、High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kits （ Life 
Technologies）を用いて行った。 
 
TCR alpha V-J-CDR3 領域の増幅 
TCR profiling kit(iRepertoire 社)を用いて
V-J-CDR3 領域を PCR にて増幅した。増幅した
産物はサイズセレクションを行った後、次世
代シークエンスに供した。 
 
V-J-CDR3 領域の次世代シークエンシング解
析 
Miseq v3  2x300bp キット（illumina 社）を
用いてメーカープロトコールに従ってシー
クエンス解析を行った。 
 
V-J-CDR3 領域のレパトア解析 
シークエンスデータは、MiTCR(Bolotin DA., 
et al.2013)を用いて V-J-CDR3 領域のヌクレ
オチド、アミノ酸解析を行った。 
 
【研究 2】. LST において抗原特異的に反応
する新規マーカーの探索 
 
LST、刺激、培養、RNA 調整は実験１と同様に
行った。 
 
発現アレイ解析 
24 時間刺激培養後の RNA を、SurePrint G3 
Human GE マイクロアレイ 8x60K v2（Agilent 
Technologies 社）を用いて発現アレイ解析し
た。測定結果は、統計解析ソフト R(ver. 
R-3.1.0)の limmaパッケージ(Bioconductor)
を用いて、刺激-無刺激間で統計学的に有意
な差がみられる遺伝子を抽出した。 
 
新規マーカー遺伝子の定量解析 
定量 PCR は、Taqman プローブ法を用い、各
マーカー遺伝子の発現量を 18s rRNA 遺伝子
（Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control、
製品番号: 4319413E）でノーマライズした。 
 
 
 
 



４．研究成果 
【研究１】：LST 刺激培養で増殖する T細胞の
TCR 可変領域のシークエンス解析 
乳幼児消化管アレルギー患者4名から分離し
た末梢血単核細胞（PBMC）を、ミルク抗原タ
ンパクおよびヒト血清アルブミンで 24 時間
刺激培養し、RNAを抽出後、TCRalpha V-J-CDR3 
領域を増幅、シークエンシングを行った。 
各サンプルあたりのリード数は、686,265 
～1,385,215 であった（表１）。またシークエ
ンスのダイバーシティーは 6,978-45,965 で
あった（表１）。 
表１  
sample_id sex allergy count diversity 

Control M control 1,385,215 24,599 

Patient-1 Non F patient 1,366,661 27,944 

Patient-1 Antigen F patient 1,038,297 18,332 

Patient-2 Non F patient 1,328,254 45,965 

Patient-2 Antigen F patient 1,117,363 29,430 

Patient-3 Non M patient 1,043,224 23,287 

Patient-3 Antigen M patient 923,568 19,556 

Patient-4 Non F patient 686,265 10,420 

Patient-4 Antigen F patient 699,644 6,978 

 
抗原刺激培養による V-J-CDR3 ダイバーシテ
ィーの変化 
24 時間の抗原刺激により特定の V-J-CDR3 の
ポピュレーションに変化があるかを解析す
るために、クロナリティーの解析を行った
（図１）。刺激なし（A）に比較して抗原刺激
をした場合（B）ではほとんどのスポットの
大きさに変化は見られないが、一部のクロノ
タイプのポピュレーションが増加している
のがみられた。しかしながら、特定のスポッ
トが爆発的に大きくなる現象は見られなか
った。 
 
 
図１ V-J-CDR3 領域のプロファイル 
Patient4 における抗原刺激有（A）および抗
原刺激なし(B)培養後のV-J-CDR3のクロノタ
イプの TreePlot。 
（A） 
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さらにクロノタイプの出現頻度ごとの相対
的ポピュレーションを図２に示した。患者１，
２，４では、それぞれ出現頻度 Top10, 100、
1000 の占めるポピュレーションが抗原刺激
により増加していることが示された。 
 
図２ クロノタイプの出現頻度とのポピュ
レーションに占める割合 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
【研究 2】： LST において抗原特異的に反応
する新規マーカーの探索 
 
抗原刺激あり・なしの条件で 24 時間培養し
たサンプルの発現アレイ解析の結果を図３
に示した。3 人の患者サンプルを用いて共通
して発現が有意に上昇あるいは下降する遺
伝子を抽出し新規マーカー候補とした。 
 
図３ 発現アレイ解析 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



新規マーカー候補遺伝子の発現解析 
発現アレイ解析で見出したマーカー候補遺
伝子について、さらに定量的 PCR を用いて発
現量を定量した。LST 法により判定した陽
性・非陽性を基準としてROC分析を行った（図
４）。ここに示した 5 つの遺伝子では、高い
精度でLSTの結果を判別できることが示され
た（ROC 0.79 – 0.91）。 
 
 
図４ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
結論 
現行の LST法の欠点を改善する新規 LST法の
開発を行った。TCR のレパトア解析を行った
結果、24 時間の抗原刺激ではクロノタイプ全
体がエンリッチする傾向はみられたものの、
特定のタイプが爆発的に増加することはな
かった。発現アレイ解析により選定した 24
時間の刺激培養で発現の変動する新規マー
カー遺伝子のいくつかは、LST の結果を高い
精度で判別可能なことが示された。以上の結
果より、旧来の LST 法に比較して短時間の抗
原刺激培養（24 時間）で、同様の結果を得ら
れる新規手法開発の可能性が示された。 
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