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研究成果の概要（和文）：　原田病患者で疾患特異的に増加するT細胞クローンがあるか、T細胞受容体相補性決定領域
3のアミノ酸配列から検討を行った。治療前原田病17例中13例の末梢血CD4陽性T細胞で共通のクローン認められた。原
田病以外のぶどう膜炎、治療後ではこれは認められなかった。このクローンを検出する定量PCRを実施したところ、原
田病14例中8例（2010までには発症症例）で検出されたが、2011年以降に発症した症例では検出されなかった。今後は
他のCDR3クロノタイプの検討を進める必要がある。この結果は2015年日本眼科学会総会で報告した。

研究成果の概要（英文）：　We tried to identify specific T cell clone for Vogt-Koyanagi-Harada disease to 
establish diagnostic method. We found a clone which was seen in peripheral blood of 13 out of 17 VKH 
cases, while the clone was not seen in uveitis other than VKH and VKH after treatment. Though we 
performed qPCR detecting this clone to establish diagnostic methods, we could not detect the clone in VKH 
which developed after 2011. (We reported this results in the 119th annual meeting of the Japanese 
Ophthalmological Society, 2015.)

研究分野： 眼科

キーワード： フォークト・小柳・原田病　T細胞受容体
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1. 研究開始当初の背景 
 自己免疫疾患では液性免疫が主体となり

発症する疾患と細胞性免疫が主体となり発

症する疾患がる。前者は自己抗体の検索が

臨床応用されているが、後者での自己反応

性 T 細胞の検索は臨床応用できていない。 
 フォークト・小柳・原田病（原田病）は

メラノサイトに対する自己免疫と考えられ

ている全身疾患であり、眼・皮膚・内耳・

髄膜などに炎症を起こす。特徴的な漿液性

網膜剥離を伴うぶどう膜炎と、身体の随伴

症状を示した場合は容易に診断できるが、

典型的でない所見を呈したり、他のメラノ

サイトを有する臓器の症状を呈していなか

ったりした場合は診断が難しくなる。急性

後部多発性斑状色素上皮症や後部強膜炎な

ど、原田病との異同が問題とされている疾

患もある。また、眼所見を伴わず、原因不

明の内耳炎や髄膜炎とされている症例のな

かに原田病が混ざっている可能性があり、

診断法の確立が必須である。 
 原田病の患者のほとんどが HLA-DR4

（HLA-DRB1*0405）を有し、これに結合

した特定の自己抗原ペプチドが疾患発症に

関わっていると考えられる。つまり、

HLA-DR4 を有する原田病患者では、特定

の病因抗原ペプチドを結合した HLA-DR4

を認識する抗原特異的 CD4 陽性 T 細胞ク

ローンが増えていると推測される。 

  

 本研究は原田病を、増加している CD4
陽性T細胞クローンから診断できるように

するための研究である。この方法が確立さ

れれば、他の自己免疫疾患の診断法として

応用できる可能性がある。 
 

 
2. 研究の目的 
 原田病患者の末梢血で増えている CD4

陽性 T 細胞クローンを明らかにし、典型的

でない所見を呈する原田病の診断法として

確立をはかる。 
  
 
3. 研究の方法 
(1) cDNA の作成 

 原田病治療前後（治療前 17 例、そのうち

10 例の治療後）と原田病でないぶどう膜炎

患者（12 例：急性前部ぶどう膜炎 4 例；

サルコイドーシス 2 例；ベーチェット病 1

例；分類不能 5 例）の末梢血 10cc を採取

し、フィコール・コンレイ比重遠心法で単

核球を分離した。一部をCD4 Microbeads® 

(MACS)でCD4を発現する単核球として選

別した。単核球全体と CD4 陽性単核球そ

れぞれから RNA を抽出し、cDNA を作成

した（NucleoSpin®RNAII: 

Macherey-Nagel、Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit®: Roche を使

用）。 

 

(2) CD4 陽性単核球の T 細胞受容体の Vβ

サブタイプを網羅する 31 種ののプライマ

ーで PCR したものを各々GeneScan で分

析 

 T 細胞受容体 Vβ サブタイプを網羅する

31 種の PCR 用プライマーを作成した。

Reverse プライマーはひとつ C 領域の配列

から作成した。原田病患者３例の CD4 陽

性単核球からの cDNA を試料として、Vβ

サブタイプ各々のプライマーで PCR を実

施し、産物を GeneScan にかけた。 

 

(3) TRBV25-1 (IMGT 表記)と TRBV11-1, 

3(IMGT 表記)サブタイプで原田病の患者

末梢血で増加している CD4 陽性Ｔ細胞の

クローンを検討 

 GeneScan の結果、症例間で共通クロー

ンの疑わせるパターンのあったTRBV25-1 

と TRBV11-1, 3 で CDR3 領域のシークエ

ンスを検討した。FastStart High Fidelity 

PCR System®（Roche）を用いて、cDNA

サンプルから TRBV25-1 と TRBV11-1, 3

のプライマーとC領域のReverseプライマ

ーで PCR を行った。PCR 産物を 1.6% ア

ガロースゲルに流し精製した後、TOPO TA 



Cloning® Kits（Invitrogen）を用いベクタ

ーに組み込み、Jet Competent Cell

（BioDynaics Laboratory Inc.）に

Transform した。LB プレート培地にまき

培養後 48 個のコロニーを拾い、クローニ

ングされたベクターから FastStart High 

Fidelity PCR System, dNTPack®（Roche）

を用いてベクターに組み込んだ部分を

PCR で増幅した。サンプルをファスマック

シーケンスサービスに送付し、塩基配列を

決定した（図 1）。

 

図 1. CDR3 のアミノ酸配列の決定 

 

(4) 原田病で共通に見られた CDR3 領域の

配列からプライマーを作成し、定量 PCR 

 TRBV25-1 プライマーで増幅し CDR3

領域の塩基配列を決定したところ、治療前

原田病 13 例で共通で認められたクロノタ

イプが見つかった。このクロノタイプを特

異的に増やすプラマーを作成し、定量 PCR

行った（原田病治療前 14 例）。LightCycler 

480 Probes Master (Roche,4707494)を用

いてLightCycler® 480 リアルタイムPCR

システム(Roche)にて測定を行った。 

 

(5) Vβサブタイプを網羅的に増幅した検

討 

 原田病 5 例の治療前後の CD4 陽性 T 細

胞からの cDNA を使用し、Vβ領域の配列

から作成した degenerated primer で、Vβ

サブタイプを網羅的に PCR で増幅後、次

世代シークエンサーで解析した。 

 

4. 研究成果 

(1) genescan  

  Vβサブタイプ 31種のプライマーとC領

域のプライマーで PCR を行い、増幅した

それぞれの Vβ サブタイプのサンプルを

geneScan にかけた結果、TRBV25-1 と

TRBV11-1, 3で症例間に重複して増えてい

るようにみられるピークがみられた（図２）。 

  

図 2. geneScan (TRBV25-1 と TRBV11-1, 

3 のプライマーで PCR を行ったもの) 

 

(2) CD4 陽性単核球の T 細胞受容体β鎖の

CDR３のアミノ酸配列解析 

 TRBV25-1 と TRBV11-1, 3 のプライマ

ーで増幅した CD4 陽性単核球の T 細胞受

容体β鎖の塩基配列から CDR３のアミノ

酸配列を決定した。原田病患者 17 例中 13

例で TRBV25-1 プライマーを使い増幅し

た CDR３の配列で、共通なものが認められ

た（図 3、4、5）。この配列は治療後 10 例

と原田病以外のぶどう膜炎患者 12 例では

認められなかった。

TRBV11-1,3（緑） TRBV25-1（青） 



 

図 3. 原田病 17 例での CDR3 配列 

 

 

図 4. 症例間で重複してみられる CDR3 ク

ロノタイプの数 

 

 

図 5. 原田病 13 例で共通して認められた

CDR3 クロノタイプ 

 

 TRBV11-1, 3 のプライマーで増幅した

CDR３のアミノ酸配列では、治療前の原田

病患者 3 例以上に重複してみられる配列ク

ロノタイプはなかった。 

 

(3) 定量 PCR 

 原田病 13例で共通で認められたCDRク

ロノタイプの配列からプライマーを作成し

た。原田病患者 17 例のうち 14 例の CD4

陽性単核球からの cDNA を用いて、定量 

PCR で確認したところ、14 例中 8 例でこ

の配列が確認できた。確認された原田病症

例は 2010 年９月までに発症した 8 例で、

2011 年 2 月以降に発症した 7 例では検出

されなかった。 

  

  

(4) Vβサブタイプを網羅的に増幅した検

討 

 TRBV25-1以外のサブタイプでLSGTを

含む CDR3 クロノタイプは認められた。し

かし、治療前と治療後で明らかな差はなか

った（図 6）。

 

図 6. LSGT を含む CDR3 クロノタイプ 

 

(5) 本研究成果の位置づけ 

 本研究で 13 例の原田病で認めたクロノ

タイプが、定量 PCR では 2011 年以降に発

症した患者で証明できておらず、現在まで

のところ診断に応用できるものには至って

いない。しかし、細胞性免疫が主体と働く

自己免疫疾患でのT細胞クロノタイプの検

索という、新しい試みであり、技術的な改

善を行い検索すること事で、応用の可能性

はある。次世代シークエンサーの出現によ

り、Vβサブタイプを網羅的に効率的に検

討できるようになり、現在検討を進めてい



る。今後、疾患に関連する T 細胞クロノタ

イプ検討は、疾患の診断治療に繋げられる

可能性が高いので、加速されると思われる。 
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