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研究成果の概要（和文）：本研究ではT細胞レセプター(TCR)を手掛かりとした自己抗原特異的なT細胞免疫応答の解析
を目的とした。方法としては、次世代シークエンスを用いたRA患者末梢血と滑膜のCD4陽性T細胞のシングルセルトラン
スクリプトーム解析とTCRの配列解析により、増殖傾向の強いCD4陽性T細胞の表現型を解析した。その結果、RAの病勢
と関連のある細胞集団がCXCR4陽性のメモリーT細胞であり、CXCR3陰性CCR6陰性CXCR5陰性細胞に属するCD4陽性T細胞ク
ローンが、関節でCXCR4陽性で老化した表現型を取ることを明らかとした。本研究によりRAの病態に関与するT細胞クロ
ーンの動態の知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project is to analyze the kinetics of autoreactive T cells in 
autoimmunity using T cell receptor. We performed single-cell transcriptome analysis and TCR repertoire 
analysis using next-generation sequence in peripheral blood and synovium CD4+ T cells in rheumatoid 
arthritis (RA). Expanded clones in the joint belonged to CXCR3-CCR6-CXCR5- fraction in the peripheral 
blood, and they aquired CXCR4 expression and senescent phenotype in the synovium. In the multicolor 
flowcytometory-based clinical database revealed that CXCR4+ memory T cells are closely associated with 
disease activity in RA. This research clarified the previously unknown kinetics of pathgenic CD4+ T cell 
clone in RA.

研究分野：アレルギー・リウマチ学
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１．研究開始当初の背景 
ヒトの自己免疫疾患の解析は容易ではない。
その理由としては発症様式の多様さ、遺伝
的・環境的要因の不均一さ、侵襲を伴う詳細
な解析がしにくいこと、等が挙げられる。そ
こで従来は主にマウスモデルを用いた解析
が試みられてきた。関節リウマチ（RA）に対
する II 型コラーゲン誘発性関節炎（CIA）、
多発性硬化症（MS）に対する実験的自己免
疫性脳脊髄炎（EAE）、全身性エリテマトー
デス(SLE)に対するMRL/lprマウス、1型糖
尿病(T1D)に対するNODマウスなどである。
近年明らかとなった問題は、これまでマウス
モデルで報告された数多くの治療法の中で
ヒト疾患に応用できるものはごく一部しか
ないということである。その主な理由の一つ
は、ヒト疾患とモデルマウスの免疫学的発症
機構の差異である。この２つは最終的な障害
臓器の病理像はかなり類似しているが、そこ
に至る免疫学的経路は異なる。RAと CIAは
滑膜増殖と骨破壊は高い類似性を示すが、
CIA で重要な免疫抗原 II 型コラーゲンに対
する免疫応答は RAではごく一部の症例にし
か見られず、さらに CIA で関節に集積する
IL-17 産生細胞はT 細胞だが、この細胞は
RA関節では認められない。またヒト T1Dで
は イ ン ス リ ン 、 glutamic-acid 
decarboxylase(GAD)に対する自己抗体が出
現するが、これらの抗体は NODマウスでは
検出されない。ミエリン塩基性タンパク
（MBP）はマウス EAEを誘導する抗原だが、
MBP特異的 T細胞の数はMS患者と健常人
で差がみられない。これらの事実から、ヒト
自己免疫疾患の発症機構を解明し、より病態
に即した治療を開発するためには、ヒト自己
免疫疾患そのものの抗原特異的免疫応答に
迫る必要があると考えられる。これまで、ヒ
ト自己免疫疾患における抗原特異的免疫応
答はB細胞レベルつまり自己抗体のレベル
では解明されてきた。しかし自己抗体を産
生する自己反応性B細胞の分化を誘導して
いると考えられる自己反応性T細胞につい
ては、解析の困難さからあまり分かってい
なかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、その困難さからあまり手が
つけられていないヒト自己免疫疾患におけ
る自己抗原特異的 T細胞に着目して、疾患発
症に至る適応免疫応答を解明することであ
る。 
 

３．研究の方法 
 本研究では RA の抗原特異的免疫応答に着
目した。研究代表者は RA における自己抗原
BiP に特異的な CD4 の増殖を同定しており、
まず自己抗原 BiP に着目して HLA-DRB*10405
テトラマーによる解析を行った。RA の末梢血
CD4 陽性 T 細胞をシングルセルソーティング
により回収し、cDNA 合成後に TCR/鎖遺伝
子を同定した。同定した TCR 遺伝子をレトロ
ウイルスベクターにより末梢血 CD4陽性 T細
胞に遺伝子導入し、サイミジン取り込みによ
り特異性を検討した。 
 また RA の末梢血および関節の CD4 陽性 T
細胞の TCRレパトアを次世代シークエンサー
Ion PGMによるシークエンスにより解析した。
解析データは公開されているソフトウェア
MiTCR により解析した。また単一細胞の遺伝
子発現についても、同様に次世代シークエン
サーにより解析した。解析データは統計解析
ソフト R を基盤とする BioConductor を中心
に用いて解析した。 
 
４．研究成果 
 BiP テトラマーによるシングルセルソーテ
ィングにより 2種類の TCR を同定した。同定
した TCR を CD4 陽性 T 細胞に遺伝子導入し、
BiP エピトープに対する増殖を検討したが、
有意な増殖応答が見られず、抗原特異性を確
認できなかった。これは用いた TCR テトラマ
ーの抗原特異性に問題がある可能性が考え
られた。コントロールのテトラマーは非特異
的染色を示さなかったことから、BiP エピト
ープの何らかの性質が非特異的染色につな
がった可能性が考えられた。 
 そこで次に TCR 配列を手掛かりとした、抗
原特異的 T細胞の動態解析を試みた。ナイー
ブおよびメモリーT 細胞分画を対象に TCR 解
析を実施したその結果、RAではナイーブ T細
胞、メモリーT 細胞双方とも健常人よりも増
殖したクローンの集積が認められた。さらに
滑膜では末梢血で増殖を認めたクローンが、
さらに濃縮されていた。さらにシングルセル
ソーティング後の次世代シークエンスによ
り単一 T細胞の発現遺伝子を評価すると、関
節への遊走に必要な CXCR4 や Th1 細胞に特徴
的な遺伝子発現を認めた。さらに CD28 の発
現低下など、分裂を繰り返し老化した T細胞
に特徴的な遺伝子の発現パターンも認めら
れた。 
 次に増殖したT細胞クローンの末梢血での
表現型を調べるため、ケモカインレセプター
を用いて末梢血のナイーブ T 細胞、Th1 細胞



（CXCR3 陽性 CCR6 陰性 CXCR5 陰性）、Th17 細
胞（CXCR3 陰性 CCR6 陽性 CXCR5 陰性）、TFH
細胞（CXCR3 陰性 CCR6 陰性 CXCR5 陽性）、非
Th1/Th17 細胞（CXCR3 陰性 CCR6 陰性 CXCR5
陰性）を分類し、ソーティング後に TCR レパ
トアを解析した。すると関節で増殖している
クローンの多くは非 Th1/Th17 細胞（CXCR3 陰
性 CCR6 陰性 CXCR5 陰性）に属していた。 
 次に CD4 陽性 T 細胞サブセットと RA の病
勢の関連を検討するために、RA91 例、健常人
110 例でマルチカラー解析を行った。すると
通常の Th1, Th17, TFH, 非 Th1/Th17 細胞の
割合は病勢との関連を示さなかった。そこで
関節の CD4 陽性細胞が発現するとされ、今回
関節で増殖しているクローンが発現してい
る CXCR4 について検討した。するとメモリー
T 細胞中の CXCR4 の陽性率は疾患活動性と相
関を示した。このことは今回同定した増殖し
ているクローンの病態への関与を示唆して
いる。 
 今後さらなる増殖クローンの動態の検討、
TCR の多様性と疾患活動性との関連、抗原特
異性の検討、を行うことにより RA の病態、
ひいては自己免疫疾患の病態の解明につな
がることが期待される。 
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