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I. 要旨 

 新⽣児免疫寛容の免疫学的機序解明のため、正常新⽣児臍帯⾎と成⼈末梢⾎

の Naïve CD4+ T 細胞に対して、in vitro でスーパー抗原 TSST-1 などの刺激を

加える実験を⾏なった。臍帯⾎では制御性 T 細胞マスター転写因⼦の FOXP3

がより発現しやすいこと、再刺激に対して IL-2産⽣は低下することが確認され

た。また Molecular Signature Database登録の、胎児制御性 T 細胞で発現が多

いと報告されている遺伝⼦群が、刺激によって臍帯⾎では発現がより増加した

ことが RNA シーケンシングにて判明した。これらの結果から新⽣児免疫寛容の

機序の⼀つに制御性 T 細胞が関与していると考えられた。 

（３００⽂字） 
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II. 序⽂ 

重症感染症は新⽣児・乳児の死因の主要な原因の⼀つである。[1] 

⼀般的に年少の⼩児、特に新⽣児は他の年代と⽐較して重症感染症に罹患しや

すく、また罹患した際の進⾏が早いことから、免疫応答の弱さが推察される。し

かしその⼀⽅で、トキシックショック症候群 (TSS: toxic shock syndrome)と同じ

スーパー抗原を産⽣するブドウ球菌などにより引き起こされる新⽣児 TSS 様発

疹症 (NTED: neonatal TSS like exanthematous disease)や[2-5]、新型コロナウイルス

感染症など炎症性サイトカインが関わるある種の感染症では成⼈より重症化し

づらい傾向も知られている[6-9]。正常な妊娠期間中においても、胎児と⺟体は臍

帯を通して、抗原となりうる異物の暴露を互いに⾏いうるが、こういった抗原に

対する免疫寛容のシステムにも制御性 T 細胞の関与が指摘されている[10, 11]。

また、出⽣後に新⽣児は⾷物抗原や無害な常在菌など多くの抗原に晒されるた

め、免疫応答よりも免疫寛容傾向に調整されていることは⼦宮外環境に適応す

るのにおいて合理的な⽣体反応と⾔える[12]。更に、⾎液腫瘍などに対して⾏う、

臍帯⾎移植では⾻髄移植と⽐較すると拒絶反応が⽣じにくいことが知られてい

る[13, 14]。様々な原因が挙げられているが、これについても制御性 T 細胞の関

与を⽰す研究結果もある[15]。このように新⽣児や胎児は単に免疫応答が弱いの

ではなく、⽣理的に免疫寛容の傾向にあることを推察する報告がある[10, 16, 17]。
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細菌やウイルスなどの体外からの病原体や体内に発⽣する悪性腫瘍などの⾮⾃

⼰抗原を認識し排除するためには免疫応答があるが、⼀⽅でその働きを抑制し

てコントロールする免疫寛容も体内の恒常性を保つために⾮常に重要である 

免疫寛容については、CD4+T 細胞の⼀種である制御性 T 細胞(regulatory T cells: 

Treg)が⼤きな役割を担っている[18-20]。1995年に CD25+CD4+T 細胞に免疫応

答を抑制する働きを持つこと[18]、2003年に FOXP3 (forkhead box P3)が Tregの

マスター転写因⼦であることが報告されたことから[20]、Treg の研究は発展し

た。FOXP3 の機能低下はヒトにおいては、重症の複合⾃⼰免疫疾患である IPEX 

(immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, and X-linked)症候群

の原因となる[21]。Tregは natural Treg (nTreg)と peripheral Treg (pTreg)の⼆

つの集団から構成されている[22]。nTreg は胸腺で未熟な前駆細胞から分化し、

⾃⼰抗原に対する寛容性を維持する上で重要な役割を果たしている。pTreg は

体内では消化管や呼吸器など体外との境界において樹状細胞やマクロファージ

など抗原提⽰細胞によって Naïve T 細胞から分化する[23]。また in vitro でも

IL-2、TGF-β、レチノイン酸の存在下で Naïve T 細胞に TCR 刺激を加えるこ

とで inducible Treg (iTreg)が⽣成される[24]。Ikaros 転写因⼦ファミリーメン

バーの Helios は nTreg では⾼発現であるが、pTreg/iTreg では発現していない

[25]。Tregに特徴的な細胞マーカーとして、CD25（IL2受容体α鎖）や FOXP3
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のほか、低レベルの CD127（IL-7受容体α鎖）を発現している[26]。また、Treg

が抗原提⽰細胞による T 細胞の活性化能を下げるために Treg 細胞表⾯上の

CTLA-4（cytotoxic T-lymphocyte antigen 4）が必要である[27]。 

 今回の研究は、胎児・新⽣児の免疫寛容の仕組みを探究するため、臍帯⾎中の

CD4+ T 細胞の機能に注⽬した。T 細胞は⽩⾎球の主要分画のリンパ球の⼀種で

あり、主に細胞表⾯に CD4 を発現する CD4+ T 細胞（ヘルパーT 細胞）と CD8

を発現する CD8+ T 細胞（キラーT 細胞）、その他 γδT 細胞などに分類される。

このうち CD4+T 細胞は抗原提⽰によって活性化された Effector T 細胞、その後

に⼀部が保存される Memory T 細胞、活性化される前の Naïve T 細胞に分けられ

る。臍帯⾎と成⼈末梢⾎の CD4+ T 細胞の⼤きな違いは、この Naïve T 細胞、

Effector T 細胞、Memory T 細胞の割合にある[14]。 

図１は、臍帯⾎および成⼈末梢⾎の単核球中の CD4+T 細胞をフローサイトメ

トリーで⽐較した⾃検例であるが、臍帯⾎がほとんど Naïve T 細胞のみであるの

に対して、成⼈末梢⾎では Naïve T 細胞、Effector T 細胞、Memory T 細胞が混在

することがわかる。これは、成⼈が抗原の暴露により免疫応答を繰り返すことに

よりMemory T 細胞を蓄積したことによる[28]。 
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図１：臍帯⾎と成⼈末梢⾎の CD4+ T 細胞のフローサイトメトリー評価（⾃検例） 

Effector T 細胞はサイトカインの分泌能によって、Th1 細胞(Th1)、Th2 細胞(Th2)、

Th17 細胞(Th17)、Tfh 細胞（濾胞性 T 細胞）、制御性 T 細胞(Treg)などに分類さ

れる[29, 30]。図２のように、Th1 は IFN-γ、Th2 は IL-4、Th17 は IL-17、制御性

T 細胞は IL-10 などのサイトカインを産⽣するが、Naïve T 細胞(図２での Th0)が

どの Effector T 細胞に分化するかは、その細胞がおかれるサイトカインの環境に

左右される[29, 31, 32]。 

 
図２：Naïve T 細胞の分化とサイトカインの関係 

Naïve T 細胞 (Th 0)の分化はサイトカイン環境に依存している。細胞刺激を受けると、Effector 

T 細胞・Memory T 細胞が反応しサイトカイン分泌 Naïve T 細胞の分化に影響を与えうる。 
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図３：スーパー抗原が T 細胞を活性化させるメカニズム 

スーパー抗原は、T 細胞上の適合する T 細胞受容体と抗原提⽰細胞の MHC class II 受容体を架橋
して T 細胞を活性化させる。 

今回の研究で使⽤するスーパー抗原についても説明を⾏う。スーパー抗原とは、

⻩⾊ブドウ球菌や溶⾎性連鎖球菌が分泌する外毒素の⼀種である[33-35]。SEA 

(staphylococcus enterotoxin A)や SEB (staphylococcus enterotoxin B)、TSST-1 (toxin 

shock syndrome toxin-1)など複数の種類があるが、図３のように T 細胞上の T 細

胞受容体(T cell receptor : TCR)と抗原提⽰細胞などの細胞表⾯の MHC Class II受

容体 (Major Histocompatibility Complex; MHC)を架橋することにより、抗原提⽰

なしで T 細胞を活性化させる。スーパー抗原がどの T 細胞を活性化するかの選

択性は、T 細胞の TCR を構成する Vβ鎖の種類による。TSST-1 の場合は Vbeta2

である。通常抗原の場合は活性化させる T 細胞は全体の 100万分の 1程度であ

るが、スーパー抗原では数％から数⼗%にのぼり、これによりサイトカインスト

ームが引き起こされる[33-35]。 

本実験で参考とする先⾏研究がある[36]。図４に流れを⽰すが、この実験では
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in vitro で臍帯⾎及び成⼈末梢⾎由来の単核球を TSST-1 で刺激して活性化して

得られた芽球（TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞）を IL-2 で拡⼤培養ののち、再度 TSST-

1 で刺激したところ、臍帯⾎の場合でのみ培養上清中の IL-2 の産⽣が⾮常に低

く、臍帯⾎の未熟性のためにアナジー（免疫不応答性）が誘導されたと結論づけ

られた。この報告がなされたのは制御性 T 細胞など免疫寛容の研究が進む前[19, 

20]の 1995 年のことであり、臍帯⾎の CD4+ T 細胞の反応性の乏しさについて

は、免疫応答の未熟さと結論づけられた。しかし、臨床疾患として TSST-1 が新

⽣児において NTED の原因であることが判明し[2, 3]、その病態に IL-10 などの

抑制性サイトカインが関与していることが分かった[37]。この現象に新⽣児特有

の免疫寛容が関わっている可能性も考えられる[3]。 

今回の研究では、この報告にならい、in vitro での TSST-1 に対する臍帯⾎、成

⼈末梢⾎の CD4+T 細胞の変化を対象とすることとした。しかし、前述の通り、

臍帯⾎と成⼈末梢⾎では CD4+ T 細胞中の分画が⼤きく異なる。Effector T 細胞、

Memory T 細胞は Naïve T 細胞と刺激に対する反応が異なるばかりではなく、そ

れらが産⽣するサイトカインは Naïve T 細胞の変化に影響を与えると予想され

る。また、Naïve T 細胞は刺激によって活性化してからは Effector T 細胞、Memory 

T 細胞との区別は困難である。そのため、今回の実験では主として Naïve T 細胞

に注⽬して、in vitro での TSST-1 刺激に対する臍帯⾎と成⼈末梢⾎の差異を観察
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し、免疫寛容に関わる現象の有無について評価を⾏う⽅針とした。 

 

 

図４：先⾏研究[36]の実験流れ図（⽐較として図 5 も参照） 
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III. ⽅法 

1. 対象症例 

正期産の健常新⽣児を対象とした。出⽣⽅法は経腟分娩、帝王切開を問わない

が、実験スケジュールの都合上、⼤半は既往帝王切開、⾻盤位、⼦宮⼿術の既往

などに伴う選択的帝王切開例であった。⼊院後の出産前までに、全例ベッドサイ

ドで⺟（もしくは両親）に説明を⾏い、同意書を取得した。 

健康成⼈例をコントロールとし、基本的に可能な限り臍帯⾎と成⼈末梢⾎は同

時に⾏った。成⼈は⾃⼰免疫疾患などの免疫異常などの基礎疾患がないこと（花

粉症などの軽微なものは許容）、少なくとも直近３週間以内に感冒を含めた感染

症に罹患していないこと、直近３週間以内にワクチンの接種を受けていないこ

とを条件とし、東⼤病院⼩児科有志より協⼒を得た。 

除外基準は、内臓奇形・染⾊体異常合併例、Small for date もしくは Heavy for 

date 児、⺟体及び胎児の免疫機能に影響を与えることが懸念される例（⼦宮内感

染合併及び疑い例、⺟体⾃⼰免疫疾患合併例、⺟体免疫抑制剤内服例、妊娠⾼⾎

圧症候群合併例、妊娠糖尿病合併例）、⼀絨⽑膜⼆⽺膜双胎児、⼀絨⽑膜⼀⽺膜

双胎児である。 
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2. 細胞前処理 

2-1. 採⾎ 

臍帯⾎の採⾎は全例実験担当者（⼩児科 新⽣児専⾨医）が⾏った。臍帯及び

胎盤娩出後すぐに、臍帯静脈より臍帯⾎を採取し、ヘパリン⼊り真空採⾎管（テ

ルモ ベノジェクト II）に概ね 20 ml程度分注した。成⼈末梢⾎については、臍

帯⾎採取の前後に協⼒者より採取し、同種の真空採⾎管に分注した。採⾎後、可

能な限り速やかに（概ね３時間以内）実験を開始した。 

2-2. 単核球分離 

Lymphoprep (Abbott Diagnostics Technologies AS) 15 ml を充填した SepMate-50 

（STEMCELL Technologies）に 2 % ⾮動化 FBS（fetal bovine serum）⼊り PBS 

（STEMCELL Technologies）にて 2倍希釈した⾎液（元の⾎液量で 10-17 ml）を

液⾯が乱れないように重層し、（1200 G／20 分／室温／brake on）の条件で遠⼼

分離を⾏った。その後、単核球が豊富な buffy coat を含む上清を 50 mlコニカル

チューブに回収、（300 G ／10 分／室温／brake off）の条件で遠⼼し、ペレット

を回収した。15 ml コニカルチューブに移し、Easy Sep buffer (STEMCELL 

Technologies,  2 % ⾮動化 FBSおよび 1 mM EDTA⼊りの PBS)で Lymphoprepお

よび⾎⼩板を除去する⽬的で、（120 G／10 分／室温／brake off）の条件で３回洗

浄を⾏った。 
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最後の洗浄の前に適宜希釈した細胞懸濁液中の⽩⾎球濃度を、⾃動⾎球検査装

置（Microsemi LC-660, HORIBA）を⽤いて測定し、磁気ビーズ分離のための適切

な細胞濃度に調整した。 

2-3. 磁気ビーズによる⽬的細胞分離 

EasySep Human CD14 Positive Selection Kit II と EasySep Human Naive CD4+ T Cell 

Isolation kit II (いずれも STEMCELL Technologies)を⽤いた。単核球分離で得られ

た細胞懸濁液を公式プロトコルの⽅法に従って、単球（CD14+）と Naïve T 細胞

を得た。具体的には細胞懸濁液に抗体カクテルを添加し、５分間室温で静置。そ

の後、磁気ビーズ（Rapidsphere）を加えて、磁⽯に設置した。ポジティブセレク

ションである単球（CD14+ monocytes）の場合は、⽬的細胞に磁気ビーズが付着

しているため、上清を除去して、再度バッファーを加えて、洗浄を⾏うことを 6

回繰り返した。ネガティブセレクションである Naïve T 細胞の場合は、上清中に

⽬的細胞が含まれているので、磁⽯に付着した細胞を取り除き、⽬的細胞が含ま

れる上清から細胞を回収した。細胞カウントののちに、細胞培養⽤の細胞培養液

を⽤いて、⼀定の細胞濃度に調整した。磁気ビーズ分離後で得られた細胞の⼀部

を蛍光標識抗体で染⾊し、フローサイトメトリーで磁気ビーズ分離後の細胞の

純度の測定を⾏った。 
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3. 細胞刺激 

3-1. TSST-1 による細胞刺激（⼀次刺激もしくは 1st stimulus） 

L-グルタミン、フェノールレッド含有の RPMI1640 に、⾮動化した FBS（最終

濃度 10%）、硫酸ストレプトマイシン明治（明治製薬 最終濃度 0.1 mg/ml）、注

射⽤ペニシリン G カリウム明治（明治製薬 最終濃度 100 単位/ml）を混合し

たものを培養液として⽤いる（以降、単に培養液と称する）。96 well マイクロプ

レート U底（Falcon）を⽤い、1 wellあたりの培養液の液量は 200 μL とした。

TSST-1 は東京⼥⼦医科⼤学の微⽣物免疫学教室で購⼊・凍結保管のものを提供

いただいた。 

TSST-1 と T 細胞の反応のためには MHC Class II を発現した細胞が必要である

ので、同⼀検体より磁気ビーズ分離で得られた単球を⽤いた。磁気ビーズ分離で

得られた Naive T 細胞と単球を 3:1 で混合し、細胞濃度を 1x 10^6 cells/ml に培

養液で調整し、最終的に TSST-1 を 10 ng/ml になるように混合した。37℃, CO2

濃度は 5 %とし CO2 インキュベーター内で培養を開始した。 

なお、実験によっては陰性コントロールとして、TSST-1 を含まないものを⽤意

した。いくつかの実験ではコントロールとして、磁気ビーズ分離を⾏う前の単核

球全体に TSST-1 刺激を⾏った。最終的な⽩⾎球濃度を 1 x 10^6 cells/ml に調整

し、他は同条件で培養を⾏った。 
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3-2. recombinant IL-2（rIL-2）による拡⼤培養 

TSST-1 刺激を 3 ⽇間（72 時間）⾏い、ソーティングで回収した TCR Vbeta2+ 

CD4+ T cells を recombinant IL-2 ( R&D systems, 以下 rIL-2)で増殖させた。96 well

マイクロプレート平底を⽤い培養液中に rIL-2 を 100 IU/ml で混合して 1-2 x 10^5 

cells/ml、200 μL/well で 2⽇間を 2 サイクルの計４⽇間⾏った。 

3-3. anti CD3/CD28 beads による芽球刺激（⼆次刺激もしくは 2nd stimulus） 

計 4⽇間 rIL-2 で拡⼤培養した細胞を１回遠⼼（900 rpm／3 分 ※死細胞除去

のため低速遠⼼）した。5 x 10^4 cells/well, 200 μl/well、anti-CD3/CD28 beads を

cells : beads, 1 : 1、rIL-2 10 U/ml でインキュベーションを⾏なった。陰性コント

ロールとして、beads なしの状態の細胞を⽤意した。刺激開始後⼀定時間で培養

上清を回収したほか、刺激前後で細胞を RNA シーケンシング (RNA-seq)解析⽤

に Buffer RLT+に回収した。 

以上、本実験の流れを図 5 に⽰す。 
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図 5：本実験の流れ（序⽂ 図４も参照） 
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4. フローサイトメトリー 

フローサイトメトリーは、⻘・⾚・紫の３種レーザーを有する Moflo XDP 

(Beckman Coulter)を⽤いた。毎回本検査の前に、検体の⼀部を使⽤してコンペン

セーションを施⾏した。 

4-1. 細胞表⾯染⾊ 

フローサイトメトリーの細胞表⾯染⾊の際には、以下のプロトコルで染⾊を⾏

った。 

① 使⽤する蛍光標識抗体を予め混合。 

② 染⾊対象の細胞を回収する。 

③ 細胞懸濁液を wash buffer (1% FBSおよび 5mM EDTA⼊りの PBS) 50μL、細

胞数は約 1.0 x 10^6 cells に調整した。抗体ミックスを加えてピペッティング、

その後氷上に２０分間静置。 

④ wash buffer900μL を加えて、洗浄（1300rpm 5min遠⼼）。 

⑤ 7AAD による死細胞染⾊（室温暗所 10 分、その後同様に洗浄）。フローサイ

トメトリーによる解析・ソーティングを⾏う。 

4-2. CellTrace Violet による細胞増殖評価 

細胞増殖を評価する場合は、CellTrace Violet (Invitrogen)を⽤い、磁気ビーズ分

離後で CD14+Monocytes と混合を⾏う前の段階で、Naive CD4+ T cells のみに染
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⾊を⾏った。具体的には以下のプロトコルを⽤いた。 

① 5 mM で凍結保存している CellTrace Violet を PBS で 500 倍希釈し同じく

PBS で 2 x 10^7 cells に調整した細胞液と 1:1 で混合する（概ね 200μLず

つ。これにより最終濃度は 5 nMとなる）。 

② アルミホイルで遮光の上で、37℃に温めたヒートブロックで 10 分間インキ

ュベートする。 

③ 1 mlの培養液を加えて、３回洗浄する（300G 5 分間）。最終的に、前述の濃

度に調整し、単球と混合して TSST-1 での刺激を開始する。 

4-3. 細胞膜透過・固定処理 

FOXP3 の細胞内染⾊を⾏う場合は、eBioscience Foxp3 / Transcription Factor 

Staining buffer set (eBioscience) を⽤い、以下のプロトコルで染⾊を⾏った。 

① 染⾊対象の細胞を回収する。 

② 細胞懸濁液を PBS で 100μL、細胞数は約 3 x 10^5 cells に調整する。 

③ Zombie NIR 1μL を加えて死細胞染⾊を⾏う。wash buffer 900μL を加えて、

洗浄（1300rpm 5min遠⼼）。 

④ 50μL に調整して上記の⼿法で細胞表⾯染⾊を⾏う。 

⑤ 細胞表⾯染⾊を⾏った後に、遠⼼して上清を除去して細胞ペレットのみとし

たのち、Fixtation/Permeabilization working solution (concentration と diluent を
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1:3 で混合)を 100μL 加え、氷上に 30 分静置 

⑥ 400μL の Permeabilization buffer を加え洗浄する（1300 rpm 10 分遠⼼）。同

buffer で 100μL に調整 

⑦ 予め調整した Foxp3 と TCR Vbeta2 の蛍光標識抗体ミックスを加え、30 分氷

上静置する。 

⑧ 同 buffer 1000μL を⽤いて洗浄し（1300 rpm 10 分遠⼼）、wash buffer で調整

してフローサイトメトリーを⾏う。 

4-4. ソーティング（FACS: fluorescence-activated cell sorting） 

アナライズと同じく Moflo XDP®を⽤いた。回収する細胞はほとんどの場合は

TSST-1 刺激を加えた TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞もしくは刺激前・⾮刺激の同細

胞であった。具体的なソーティング⽅法については、結果の欄で予備実験・検証

結果も含めて記す。実際にソーティングを⾏う際には回収⽤の buffer として、

RNA-seq を⾏う際には RNeasy Plus Micro Kit (QIAGEN)の Buffer RLT+をマイク

ロチューブに⼊れて直接細胞を回収し、30 秒以上ボルテックスを加えて細胞を

ライセートして-80℃で保存した。その後に rIL-2 で増殖させる場合には rIL-2 100 

U/ml ⼊りの細胞培養液をチューブに⼊れて回収、1000 rpm, ３分間遠⼼分離を

⾏い、シース液が混⼊した培養液を除去して新たな rIL-2 100 U/ml⼊りの細胞培

養液を加えて、1-2 x 10^5 cells/ml に調整した。 
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4-5. データの解析 

FlowJo v10 (BD Biosciences)を⽤いてフローサイトメトリーデータの解析を⾏っ

た。主要な解析項⽬については、上記のアイソタイプコントロールを⽤いて、陰

性・陽性境界を決定し、陽性割合を主要な評価項⽬とした。臍帯⾎と成⼈末梢⾎

のデータについて R を⽤いてウェルチの t検定を⾏った。有意⽔準は 0.05 とし

た。 

4-6.使⽤した蛍光標識抗体 

アナライズおよびソーティングに使⽤した蛍光標識抗体の情報を表１および表

２に⽰す。 

 クローン メーカー   クローン メーカー 

FITC CD14 M5E2 BL  BV421 CD25 BC96 BL 

APC/Cy7 CD14 M5E2 BL  PE CD25 BC96 BL 

PE/Cy7 CD3 UCHT1 BL  APC CD45RA HI100 BL 

V500 CD4 RPA-T4 BD  BV421 CD45RO UCHL1 BL 

APC CD4 RPA-T4 BL  FITC CCR7 G043H7 BL 

PerCP CD4 SK7 BL  APC CTLA-4 L3D10 BL 

PE TCR Vbeta2 MPB2D5 BC  APC PD-1 EH12.2H7 BL 

FITC TCR Vbeta2 MPB2D5 BC  FITC CD28 CD28.2 BL 

PE FOXP3 PCH101 eBio  BV421 CD28 CD28.2 BL 

BC : Beckman Coulter,   eBio : eBioscience,   BL : Biolegend,   BD : BD bio medical 

表１：使⽤した蛍光標識抗体 
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 対象 クローン メーカー 

FITC Mouse IgG2a, κ Isotype Control FITC CCR7, CD28 MOPC-173 BL 

PE Rat IgG2a, κ Isotype Control PE FOXP3 R35-95 BD 

PE Mouse IgG1, κ Isotype Control PE CD25 MOPC-21 BL 

APC Mouse IgG1 κ Isotype Control APC CTLA-4, PD-1 MOPC-21 BL 

APC Mouse IgG2b, κ Isotype Control APC CD45RA MPC-11 BL 

BV421 Mouse IgG1 κ Isotype Control BV421 CD25 MOPC-21 BL 

BL : Biolegend,   BD : BD bio medical 

表２：使⽤したアイソタイプコントロール 

 

5. 培養上清中のサイトカイン測定 

5-1. 検体回収 

⼀次刺激及び⼆次刺激を⾏なった細胞および陰性コントロールに対して、⼀次

刺激の場合は、8時間、24時間、48時間、72時間に、⼆次刺激の場合は、4時

間、8時間、24時間、72時間で培養上清を回収し、−80℃で冷凍保存した。 

5-2. サイトカイン測定 

サイトカインの測定は Bio-plex 200 を⽤いた。対象のサイトカインは IL-2, IL-

4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A, IFN-γ, GM-CSF, TGFβ1 であり、各種サイトカインの

抗体ビーズ、検出抗体を混注するなどして測定を⾏った。 

TGF-β1 については測定前に上清の 1/5 量の 1N 塩酸を加えて 10 分間で活性化
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し、その後に同量の 1.2 N NaOH + HEPES で中和処理を⾏った。予備実験の結果

に基づき IL-2および GM-CSF は 10倍希釈, IFN-γについては培養上清を 80倍希

釈、TGF-β1 は活性化及び中和処理のために、1.4倍希釈、それ以外については希

釈なしで測定した。全ての検体は凍結融解後に遠⼼（5000 rpm／5 分／室温）し

て沈殿物を取り除き上清で測定を⾏った。 

5-3. サイトカインデータの解析 

Bio-plex 200 の解析により得られたデータについては、R (Ver 4.02)を使⽤し臍帯

⾎と成⼈末梢⾎の⼆群間⽐較についてウェルチの t検定⾏った。いずれのサイト

カインについても相乗平均の評価を⾏った。 

 

6. RNA シーケンシング 

6-1. RNA の抽出 

ソーティングで回収した細胞は同キットの Buffer RLT+に直接回収したのちに、

ボルテックスを 30秒以上かけて細胞をライセートし、-80℃で保存した。 

⼆次刺激の刺激前後の細胞を回収する際は PBS で細胞懸濁液を 96 well マイク

ロプレートのウェルから回収（刺激後の場合は anti CD3/CD28 beads を専⽤のマ

グネットで除去）、1 回遠⼼（300 G／5 分／4℃）して、上清を可能な限り除去、

その後は同様に Buffer RLT+で溶解して、ボルテックスで細胞をライセートし、



 25 

-80℃で保存した。凍結保存した細胞ライセートは溶解してから RNeasy Plus 

Micro Kit を⽤いて RNA を RNA free water に抽出した。抽出した RNA は 3μL

分を測定⽤に、残りを RNA シーケンシング⽤とし、-80℃で保存した。 

6-2. RNA の濃度及び純度の測定 

Agilent 2100バイオアナライザと Agilent RNA6000ピコキットを⽤い、RNA の濃

度及び純度の測定を⾏った。 

6-3. RNA シーケンシング（RNA-seq） 

抽出して RNA濃度・純度を測定した検体をタカラバイオ社に発送し、SMART-

Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for Sequencing、Nextera XT DNA Sample Preparation 

Kit を⽤いてライブラリを作成し、150 bp, pair end の条件で NovaSeq 6000 によっ

て次世代シークエンシングを⾏った。 

6-4. RNA-seqデータの解析 

タカラバイオ社より納品された fastq ファイルは、研究室内の PC (MacOS 10.15)

に新たに構築した RNA-seq の解析パイプラインにより処理され、最終的に各転

写物のカウントデータ を得た。fastq ファイルは fastqc によりリードの quality 

check が⾏われ、trim galore!により Nextera由来の配列を除去した。再度 fastqc に

より不要配列が適切に除去されたことを確認したのちに、STAR にて hg38 上へ

annotation を⾏い、その後 featurecount でカウントデータを取得した。 
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カウントデータ は R (Ver 4.02)及び GSEA software (Ver 4.10)で⼆次解析を⾏っ

た。発現変動遺伝⼦（DEG : differential expressed genes）の解析には R の edgeR

パッケージを、エンリッチメント解析と GSEA (gene set enrichment analysis)には

R の clusterProfiler パッケージを使⽤した。 
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IV. 結果 

結果 1-1. 予備実験「磁気ビーズ分離法の純度評価」 

＜まとめ＞ ⾼純度の Naïve T 細胞と単球が磁気ビーズ分離により得られた。 

臍帯⾎及び成⼈末梢⾎から⽐重遠⼼法で分離した単核球のプロファイルと、磁

気ビーズ分離後に得られた細胞のプロファイルを以下のフローサイトメトリー

のパネルを⽤いて解析した（表３）。 

FL1 FL2 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 FL9 

FITC 

CD14 

PE 

TCR Vbeta2 

7AAD PE-Cy7 

CD3 

APC 

CD8 

APC/Fire750 

CD45RA 

BV421 

CD45RO 

BV510 

CD4 

表３：予備実験１使⽤パネル 

臍帯⾎の代表的な磁気ビーズ分離前後のフローサイトメトリー解析の流れを図

６に⽰す。各細胞の定義については表４を参照。また、各１０例の解析結果は図

７のようになった。 

細胞     フローサイトメトリー上の定義 

CD14+ monocytes 

T cells 

CD4+ T cells 

CD8+ T cells 

CD4- CD8- T cells 

Other white blood cells 

Naïve CD4+ T cells 

E/M CD4+ T cells 

TCR Vbeta2+ CD4+ T cells 

(CD45RO+ or CD45RA+) 7AAD- CD14+ 

(CD45RO+ or CD45RA+) 7AAD- CD14- lymphocytes+ doublet- CD3+ 

CD4+ CD8- T cells 

CD4- CD8+ T cells 

CD4- CD8- T cells 

(CD45RO+ or CD45RA+) 7AAD- CD14- CD3- 

CD45RO- CD4+ T cells 

CD45RO+ CD4+ T cells 

TCR Vbeta2+ CD4+ T cells 

表４：図６における各細胞のフローサイトメトリー解析の際の定義 
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図６：臍帯⾎単核球 磁気ビーズ分離前後のフローサイトメトリー解析の評価代表例 
Naïve CD4+ T cells は EasySep Human Naive CD4+ T Cell Isolation kit II、CD14+ monocytes は
EasySep Human CD14 Positive Selection Kit II とでそれぞれ単核球より回収した。いずれも⾼純度
で⽬的細胞が分離されていることがわかる 
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図７：臍帯⾎及び成⼈末梢⾎単核球 磁気ビーズ分離前後のフローサイトメトリー解析まとめ 

中央のバーは平均値。エラーバーは標準偏差。p 値 * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 注釈なければ
以下同様。MC: 単核球、Naïve: Naïve CD4+ T 細胞磁気ビーズ分離後、CD14: CD14+monocytes 磁
気ビーズ分離後 C は臍帯⾎、A は成⼈末梢⾎。 

臍帯⾎・成⼈末梢⾎共に、Naïve ではほとんどが、Naïve CD4+ T 細胞となっていることが、CD14

ではほとんどが CD14+Monocytes となっていることがわかる。わずかながら混⼊している細胞は
CD4-CD8-T 細胞（γδT 細胞）の割合が多い。 

磁気ビーズ分離後は純度 95%以上と⼗分に⾼濃度の検体が得られた。また、磁

気ビーズ分離後は CD8+ T cells は⾮常に少なかったため、以降の本実験では磁

気ビーズ分離後の純度評価で CD8 の染⾊は⾏わず、より厳密な Naive CD4+ T 

cells の定義となるように CCR7 をパネルに組み⼊れた。 
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結果 1-2. 予備実験「TSST-1 刺激後の Vbeta2+ CD4+ T 細胞回収」 

＜まとめ＞ 新しく開発した⼿法により、刺激後の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞

は⾼純度で回収可能である。 

スーパー抗原刺激を受けた T 細胞では、細胞表⾯上の CD3 と TCR が複合体を

作り細胞内部に移⾏する[38, 39]。図８のように TSST-1 刺激数時間で TCR の発

現は弱くなり、12時間で⼤多数の細胞で陰性化する。図９のように 72時間の時

点では⼀部の細胞が再度陽性化しているが、⼤多数は依然陰性のままである。 

 

図８：成⼈単核球に TSST-1 刺激を⾏い記載の時間で回収・細胞透過及び固定処理を⾏わずに染
⾊を⾏った⾃検例。CD4+T 細胞の Vbeta2 染⾊。図 11 と同⼀例である。 

そのため、スーパー抗原を⽤いる実験で刺激を加えた細胞のみを評価するには、

特定の TCR Vbeta 鎖の蛍光標識抗体が細胞内に移⾏するように染⾊前に図９の

ようにホルムアルデヒドなどで細胞膜の固定・透過処理を⾏う必要がある[40]。 

 
図９：成⼈単核球 TSST-1 刺激後 72 時間 ⾃検例 CD4+T 細胞の Vbeta2 染⾊。 
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しかし、CD3 は TCR と複合体を形成して細胞表⾯から内部に移⾏するので[38, 

39]、図 11 で⽰す様に⼗分に分離可能な蛍光強度の標識抗体を⽤いれば、CD4陽

性細胞を CD3 と TCR Vbeta2 で展開することで、「本来の TCR Vbeta2陽性 CD4+ 

T 細胞」を単離することは可能である。 

 

図 10：図８と同⼀例。TSST-1 刺激後の CD4+T 細胞を CD3-Vbeta2 で展開した。 

これを利⽤して、本実験では図 11・12 のようなプロトコルを⽤いて、細胞のソ

ーティングや⾮固定での TCR Vbeta2陽性 CD4+ T 細胞の同定を⾏なっている。 

 
図 11：TSST-1 刺激前の段階での TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞の回収のソーティング⼿法。 

TCR および CD3 は細胞表⾯に存在するので通常の定義で回収可能である。 



 32 

 
図 12：TSST-1 刺激後の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞を回収するためのソート⼿法。 

CD4+T 細胞のうち、CD3 と Vbeta2 が陰転化しつつある細胞集団を回収した。単球も CD4 が弱
陽性であるので、CD14 で除外した。 

この⼿法は原理的に正しいと思われるが、調べた範囲で同様の実験⼿法は報告

されていない。そのため、実際にこの⼿法が適切なことを２つの⽅法で⽰す。 

１つ⽬は、フローサイトメトリーを⽤いる⽅法である。先述のように TSST-1

刺激 72時間の時点ではまだ TCRおよび CD3 は細胞表⾯に完全には再発現して

いないが、その時点でソーティングして IL-2 存在下で計４⽇間拡⼤培養を⾏う

と細胞表⾯に TCR/CD3 は再発現する。その時点で細胞を回収して再度

CD3/Vbeta2 で染⾊を⾏った。なお、ソーティング時点で使⽤した抗体は４⽇間

の拡⼤培養ののちには完全に陰性化することは確認している。図 13 のように臍

帯⾎、成⼈末梢⾎由来の細胞ともに、いずれも 99%前後とかなりの⾼純度で TCR 

Vbeta2陽性 CD4+ T 細胞であることがわかる。 
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図 13：死細胞除去、CD3陽性細胞を CD4-Vbeta2 で展開。新⼿法では 99%前後 TCR Vbeta2+ CD4+T

細胞であった。参考例では Vbeta2-や CD4- (CD8+)の T 細胞が確認される。 

２つ⽬は、RNA-seq の結果を⽤いた TCR Vbeta鎖レパトア解析である。TRBV20-

1 (TCR Vbeta2 の遺伝⼦名)と、その他の TRBV のリード数（リード⻑で補正後）

を⽐較して TRBV20-1 が TRBV全体に占める割合を計算した。 

 
図 14：RNA-seq を基にした TCR Vbeta鎖レパトア解析 

対象は各時点で臍帯⾎５検体、成⼈末梢⾎４検体の９検体ずつ。⿊ドットが平均値。 

新⼿法（06h+: 6 時間刺激及び 24h+: 24 時間刺激、緑）は、従来の⽅法（00h:刺激前、06h-: 6 時
間⾮刺激、24h-: 24 時間⾮刺激、灰⾊⽩）と遜⾊ない純度が得られている。 

この⼿法はあくまで CD4+T 細胞中の Vbeta2+の割合を推定するものだが、図 14

のように刺激前および⾮刺激のプロトコルと⽐較しても刺激後の%TRBV20-1

の割合は遜⾊ない結果であった。 

これらの予備実験の結果を踏まえて、実際の解析の結果を⽰していく。 
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結果 2-1. TSST-1 刺激後サンプル培養上清の IL-2 評価 

＜まとめ＞ Naïve CD4+ T 細胞に対する anti-CD3/CD28 ビーズによる⼆次刺激

でも CB の上清 IL-2低下が先⾏研究と同様に再現された。 

先⾏研究[36]と同様に臍帯⾎および成⼈末梢⾎由来の単核球に TSST-1 を加え

て incubation した。図 15 に培養上清中の IL-2 の経時的変化の結果を⽰す。 

  

図 15：⼀次刺激（左）および⼆次刺激（右）に対する臍帯⾎／成⼈末梢⾎由来単核球の培養上
清中の IL-2 時系列変化。⼀次刺激は N=5 ずつ。⼆次刺激については、臍帯⾎が N = 6, 成⼈末梢
⾎は N = 5 である。縦軸は対数軸であり、○は相乗平均。エラーバーは標準偏差。 

⼀次刺激では TSST-1 なしの陰性コントロールの測定を⾏ったが、いずれの場合も IL-2 は測定感
度未満であったため、グラフ上には記載していない。⼆次刺激では刺激群と陰性コントロールは
共に IL-2 を 10 U/μL (おおよそ 2000 pg/ml) 培養液に加えている。 

先⾏研究[36]とは同じ単核球の⽐較でも⼀次刺激後の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞

の回収⽅法と⼆次刺激の⽅法が異なる（TSST-1 と anti-CD3/CD28 beads）が、本

実験でも同様に⼆次刺激後に成⼈末梢⾎単核球由来の細胞では IL-2 が⾮常に⾼

値になるのに対して臍帯⾎由来の細胞で IL-2 の産⽣低下が⾒られた。測定を⾏

ったすべてのタイミングで、有意な差を認めた。 

続いて、単核球から磁気ビーズ分離で得られた Naïve CD4+ T 細胞を同様に分
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離した CD14+ monocytes の存在下で TSST-1 の刺激を⾏った結果を図 16 に⽰す

（以降、このような場合を単に Naïve T 細胞と記載するが、CD14+ monocytesも

混注している）。 

    
図 16：⼀次刺激（左）および⼆次刺激（右）に対する臍帯⾎／成⼈末梢⾎由来 Naïve T 細胞の
培養上清中の IL-2 時系列変化。⼀次刺激は N = 5 ずつ。⼆次刺激については、臍帯⾎が N = 

6、成⼈末梢⾎は N = 5 である。縦軸は対数軸であり、○は相乗平均。エラーバーは標準偏差。 

p < 0.05 の有意差が⾒られるのは 24時間以降だが（８時間の時点では p = 0.07）、

単核球に TSST-1 刺激を加えた場合と同様に、成⼈末梢⾎由来の細胞では IL-2 の

急激な上昇が⾒られるのに対して、臍帯⾎での上昇は⾼くはなかった。 

先⾏研究[36]でみられた⼆次刺激での臍帯⾎単核球の IL-2 産⽣能の低下という

現象は、⼆次刺激を TSST-1 から anti-CD3/CD28 beads に変更しても、また刺激

を受ける対象を単核球から Naïve T 細胞のみに変更しても、同様に再現された。

Naïve T 細胞⾃体がこの現象の原因となる臍帯⾎独⾃の性質を有しているものと

考えられる。 
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結果 2-2. 培養上清中のその他のサイトカイン 

＜まとめ＞ 抑制性サイトカインである IL-10や TGF-β1 は、刺激後の臍帯⾎

と成⼈末梢⾎の間で有意差は⾒られなかった。 

 測定のサンプルの対象は IL-2 の時系列変化と同じく、Naïve T cells 由来の細

胞と単核球由来の細胞である。「⽅法」であげた TGF-β1以外のサイトカインは

⼀次刺激の 72時間後、⼆次刺激の 24時間後、⼆次刺激の 72時間後に培養上清

の回収を⾏い、サイトカイン濃度の測定を⾏った。培養液中にウシ⾎清由来と思

われる 4565 pg/ml (duplicated の測定)と⽐較的⾼濃度の TGF-β1 が元より混⼊し

ていたため、TGF-β1 の結果には培養液の TGF-β1濃度もグラフ上に記載して、

時系列変化を⾮刺激サンプルとともに⽰している（次ページ図 17 、18）。 

TGF-β1 は元の培養液中に含まれることに加えて、⼀次刺激・⼆次刺激ともに

⾮刺激サンプルも培養液のベースよりも⾼値で、かつ時系列で増加傾向にある

ことから、TSST-1 の刺激がなしで分泌すると推測される。Naïve CD4+ T cells と

単核球のサンプルは⼀次刺激では⽩⾎球濃度が等しい（T 細胞は単核球の⽅が

少ない）が、単核球の⽅が⾼い傾向にある。測定バッチが異なるので確定はでき

ないが、Naïve T 細胞以外の細胞もベースで分泌しているものと推測される。 
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図 17：⼀次刺激での培養上清中の TGF-beta1 の時系列変化（左：Naïve T 細胞、右：単核球）サ
ンプル数は⼀次刺激については臍帯⾎ 6、成⼈末梢⾎由来 5 である。縦軸は対数軸であり、○
は相乗平均。エラーバーは標準偏差。 

  
図 18：⼆次刺激での培養上清中の TGF-beta1 の時系列変化（左：Naïve T 細胞、右：単核球）サ
ンプル数は⼆次刺激については臍帯⾎ 7、成⼈末梢⾎由来 6 である。縦軸は対数軸であり、○は
相乗平均。エラーバーは標準偏差。 

 TGF-β1以外のサイトカインでは、予備実験において⾮刺激サンプルの培養上

清および培養液中には測定下限以上の濃度のサイトカインは検出されなかった。

そのため、TSST-1 の刺激を加えたサンプルの結果（1st 72h, 2nd 24h, 2nd 72h）の

み図 19 に⽰す。⼆次刺激後の Naïve T 細胞同⼠の⽐較で CB/APB で有意な差が

⾒られたものは IL-2以外にほぼなかった（IL-17A, IL-6 などは有意差あるが濃度

⾃体⾮常に低い）。抑制性サイトカインの IL-10 についても有意差は⾒られなか

った。⼀⽅で、⼀次刺激後は IFN-γ、IL-10、GM-CSF などは CB が⾼かった。

単核球と Naïve T 細胞を⽐較すると、IL-17Aや IL-10 は成⼈単核球でいずれも⾼
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い傾向にあり、Effector T 細胞やMemory T 細胞がサイトカインを産⽣し、その

サイトカインが Naïve T 細胞の分化に影響を与えたことが考えられる。 

  

  

  

  
図 19：⼀次刺激７２時間・⼆次刺激２４時間・⼆次刺激７２時間における各種サイトカイン（IFN-

gamma, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A, GM-CSF）の培養上清濃度。 

C.N: 臍帯⾎由来の Naïve CD4+T 細胞(N = 7) ⾚の⽩抜き○、A.N: 成⼈末梢⾎由来の Naïve 

CD4+T 細胞 (N = 6 ) ⻘の⽩抜き○、C.M: 臍帯⾎由来の単核球(N = 7) ⾚の塗りつぶし●、
A.M: 成⼈末梢⾎由来の単核球 (N = 7) 、⻘の塗りつぶし● 

縦軸は対数軸であり、中央バーは相乗平均（算出不可は省略）。エラーバーは標準偏差。 
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結果 3-1. フローサイトメトリー①  

＜まとめ＞臍帯⾎では⼀次刺激後に制御性 T 細胞のマスター転写因⼦である

FOXP3 の発現亢進が⾒られる。また⼀次刺激後は臍帯⾎の⽅が増殖傾向にある。 

「⽅法」に記載したように、TSST-1 刺激前に細胞増殖評価を⽬的に、Naïve CD4+ 

T cells を Cell Trace Violet で染⾊を⾏ったのちに、TSST-1 刺激を⾏った（コント

ロールとしての単核球の評価はしていない）。使⽤したパネルは以下の通り。 

FL1 FL2 FL5 FL6 FL7 FL8 

FITC 

TCR Vbeta2 

PE 

FOXP3 

PerCP 

CD4 

APC 

CD25 / CTLA-4 

Zombie NIR (CellTrace Violet) 

表６：図 20、21 の解析に⽤いたフローサイトメトリーのパネル 

TSST-1 刺激前 (day 0)および、刺激後 16時間（day 1）、刺激後 40時間 (day 2)、

刺激後 64 時間 (day 3)のタイミングで細胞を回収し、固定処理と蛍光標識抗体

の染⾊（⽅法に記載のように、TCR Vbeta2 および FOXP3 については、固定処

理・細胞膜透過処理後に染⾊を⾏った）し、フローサイトメトリーでの解析を⾏

った。 

FOXP3、CD25、CTLA-4 については、それぞれの条件（TSST-1 刺激の有無、採

取時間）での TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞においての、蛍光標識抗体の同⼀アイソ

タイプのコントロールを⽤いて、陰性／陽性境界を決定している。そのため、条

件によって陰性／陽性境界が異なる場合がある（例えば、図 20 で⽰すように刺

激前と刺激 72時間後の FOXP3）。条件が同じであれば臍帯⾎および成⼈末梢⾎
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では、アイソタイプコントロールで規定される陰性／陽性境界は同⼀であるこ

とを確認し、同⼀条件では同じ陰性／陽性境界で定義している。 

以下に、代表例を⽤いて、TSST-1 刺激前と刺激後の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞

の展開までのフローサイトメトリーの流れ（図 20）と、臍帯⾎および成⼈末梢

⾎由来の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞のプロファイルの結果を⽰す。サンプル数は

それぞれ５ずつである（図 21、22）。 
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図 20：刺激前と刺激後 64 時間それぞれの代表例とフローサイトメトリーの解析の流れ 

灰⾊はアイソタイプコントロールを⽰す 
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図 21：フローサイトメトリーの解析結果① 

TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞上の表⾯抗原・FOXP3 の発現の時系列的フォロー 

 

 
図 22：フローサイトメトリーの解析結果② 
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TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞上の表⾯抗原・FOXP3 の発現の時系列的フォロー 

 

刺激後の FOXP3 の発現は臍帯⾎由来の Naïve CD4+ T 細胞で有意に⾼かった。

また、CD25 は臍帯⾎で早期に⾼くなる傾向はあった（16 時間、40 時間でそれ

ぞれ p = 0.13, 0.0504）。CTLA-4 の発現は成⼈末梢⾎で⾼い傾向があったものの

有意差は⾒られなかった（16時間では p = 0.07, 40および 64時間では p = 0.25）。 

また、細胞分裂の評価では、臍帯⾎由来の⽅が成⼈⾎よりも細胞分裂の開始が早

く、64時間の時点まで細胞分裂の回数も多いことがわかった。 

 なお、⼆次刺激前後も同様の評価を試みたが、CellTrace Violetおよび細胞固定

処理による細胞へのダメージが強く、評価はできなかった。 
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結果 3-2. フローサイトメトリー② 

＜まとめ＞表⾯染⾊では臍帯⾎の免疫寛容を⽰唆する結果は得られなかった。 

 表５に⽰す抗体パネルを⽤いて、TSST-1 刺激前後の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細

胞の評価を⾏なった。対象は Naïve CD4+ T 細胞と単核球であり、刺激前と刺激

72時間後、⾮刺激の 72時間後のサンプルを回収し解析した。 

FL1 FL2 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 FL9 

FITC 

CCR7 

PE 

TCR Vbeta2 

7AAD PE/Cy7 

CD3 

APC  

CD45RA 

APC/Cy-7 

CD14 

BV421 

CD45RO 

V500 

CD4 

 

FL1 FL2 FL4 FL5 FL6 FL7 FL8 FL9 

FITC 

CD28 

PE 

TCR Vbeta2 

7AAD PE/Cy7 

CD3 

APC  

PD-1 

APC/Cy-7 

CD14 

BV421 

CD25 

V500 

CD4 

表５：図 23 の解析に⽤いたフローサイトメトリーのパネル 

以下に、刺激前（⾮刺激も同様）と刺激後 72時間の代表例を⽤いて、TCR Vbeta2+ 

CD4+ T 細胞の展開までのフローサイトメトリーの流れを⽰す。 
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図 23：刺激前(Day 0)と刺激後 72 時間(Day 3)のフローサイトメトリー解析例（CB） 
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以下、解析の結果を⽰す。各グラフで Day0.C、Day3.C.+、Day3.C.-はそれぞれ CB

由来の刺激前・刺激後 72時間・⾮刺激 72時間である。Day0.A、Day3.A.+、Day3.A.-

は同様に APB由来である。各点が 1 サンプルの結果を⽰している。 

Naïve CD4+           Mononuclear cells 

       
図 24：CD4+ T 細胞中の%TCR Vbeta2+の割合 

横軸の C は臍帯⾎由来、A は成⼈末梢⾎由来であることを⽰す。Day0:刺激前、Day3 の+:刺激
後 72 時間、Day3 の-:⾮刺激 72 時間。中央バーは平均値、エラーバーは標準偏差。 

 
Naïve CD4+           Mononuclear cells 

      

        

図 25：TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞中の各細胞が占める割合 

図 22 と同様に横軸の C は臍帯⾎由来、A は成⼈末梢⾎由来。Day0:刺激前、Day3 の+:刺激後
72 時間、Day3 の-:⾮刺激 72 時間。中央バーは平均値、エラーバーは標準偏差。 
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Naïve CD4+           Mononuclear cells 

    

    

    

    

    
図 25続き 
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これらの結果から、臍帯⾎由来の細胞がより免疫寛容に関わる傾向を⽰すよう

なこと（例えば、制御性 CD4+T 細胞のマーカーである CD25 や PD-1 の発現が

⾼いなど）は⽰されなかった。⼀⽅で Vbeta2+ CD4+ T 細胞の表⾯抗原発現の評

価を縦覧すると、Day 0 の臍帯⾎ Naïve CD4+T 細胞、成⼈末梢⾎ Naïve CD4+T

細胞および臍帯⾎単核球は、どの表⾯抗原でもほぼ同じような値であることが

わかる。Day 3 (TSST-1 刺激後)の結果を⾒ると、臍帯⾎・成⼈末梢⾎の Naïve CD4+ 

T 細胞の表⾯抗原の発現は異なっており、成⼈末梢⾎の Naïve CD4+ T 細胞と単

核球は同様の傾向にあるように⾒える。つまり、「成⼈末梢⾎由来の Naïve CD4+ 

T 細胞は刺激前には臍帯⾎と同じような表⾯抗原の発現パターンであるが、

TSST-1 刺激後には成⼈末梢⾎単核球と同様のパターンとなる」ことが疑われる。

この妥当性を⽰すために、表⾯抗原の発現パターンをもとにした各時点でのク

ラスタリング解析の結果を⽰す。 

  

図 26：Day 0 でのクラスタリング解析（デンドログラムと主成分分析） 

主成分分析の軸の%はそれぞれ第⼀成分、第⼆成分の寄与度を⽰す） 

C：臍帯⾎由来、A：成⼈末梢⾎由来、N：Naïve T 細胞、M：単核球 （図 27 も同様） 
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図 27：Day 3 での刺激サンプルのクラスタリング解析（デンドログラムと主成分分析） 

Day 0および Day 3 で２つのクラスターに分けることの妥当性について、R のパ

ッケージの clusterboot を⽤いて Jacccard係数を算出した。Jacccard係数はクラス

ターの類似性を評価する指標であり、類似度が⾼いほど 1.0 に近づくが、 

Day 0および Day 3 をそれぞれ２つのクラスターに分けた場合の Jaccard係数は

それぞれ 0.0, 0.21 となり、Day 0 については２つのクラスター（成⼈末梢⾎由来

の単核球とそれ以外）に分けることについて⾮常に⾼い妥当性があり、Day 3 に

ついても２つのクラスター（臍帯⾎と成⼈末梢⾎それぞれ）に分けることに⽐較

的⾼い妥当性があることが⽰された。 

 あくまで今回評価した表⾯抗原の結果のみであるが、TSST-1 刺激による細胞

の変化はサンプルの由来（臍帯⾎か成⼈末梢⾎か）よりも、種類（Naïve T 細胞

か単核球か）による、と⾔える。 
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結果 4-1. RNA-seq のための細胞回収・RNA 抽出 

＜まとめ＞RNA-seq は２回に分けて⾏い、全ての RNA サンプルはシーケンシン

グを⾏うにあたり⼗分に⾼純度であった。 

RNA-seq の解析は２回に分けて⾏った。１回⽬（2020 年施⾏ 図 28）は Naïve 

T 細胞の⼀次刺激に対する早期の反応を観察する⽬的で、刺激前及び TSST-1 刺

激後 6 時間、刺激後 24 時間でフローサイトメトリーにより細胞回収を⾏った

（図 28）。⾮刺激（培養液に TSST-1 を加えない陰性コントロール）についても

同じタイミングで回収を⾏った。パネルとソート⼿法については予備実験の項

に記載の通りである。回収した細胞はいずれも TCR Vbeta2+ CD4+ T 細胞であ

る。臍帯⾎５⼈分と成⼈末梢⾎４⼈分、合計 45 サンプルの解析を⾏った。 

 
図 28：2020年施⾏の RNA-seq のサンプル（合計 45） 

２回⽬（2021年施⾏ 図 29）は⼀次刺激後の Naïve CD4+ T 細胞の分化と、⼆次

刺激に対する反応を観察する⽬的で、⼀次刺激後 72時間でフローサイトメトリ

ーにより細胞回収したものと、rIL-2 で４⽇間拡⼤培養ののち、⼆次刺激前と刺

激後 24 時間で細胞回収を⾏った。臍帯⾎・成⼈末梢⾎ともに⼀次刺激 72 時間
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後は３⼈分、⼆次刺激前後は４⼈分ずつ合計 22 サンプルの解析を⾏った。2020

年施⾏のものとはサンプルは同⼀⼈物由来のものではなく測定バッチも異なる

ので、直接の⽐較は⾏わない。 

 
図 29：2021年施⾏の RNA-seq のサンプル（合計 22） 

いずれも細胞融解を⾏って⼀度-80℃で凍結保存した。融解後に RNA 抽出を⾏

い、再度凍結保存した。⼀部の検体を⽤いて Bio-Analyzer Agilent2100 システム

で濃度及び純度の測定を⾏った（図 30）。純度(RIN値)は、2020年分は平均値 9.34

（最⼩ 7.9, 最⼤ 10.0）、2021年分は平均値 9.48（最⼩ 8.6, 最⼤ 10.0）であり、

いずれも RNA-seq の解析を⾏うにあたり⼗分に⾼純度であった。 

 
図 30：Bio-Analyzer Agilent2100 での RNA 純度及び濃度の評価の代表例 
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結果 4-2. RNA-seq: サンプルのクラスタリング 

＜まとめ＞ 2020年施⾏分については、CBか APB というサンプルの種類と、

TSST-1 刺激条件によって⽐較的明確にクラスタリングがなされている。2021年

施⾏分については、1 サンプルは明確に外れ値で以降除外する。 

⽅法に記載の通りに RNA-seq のカウントデータ を取得した。その後の解析に

ついて以降記載する。まずはクラスタリング解析を 2020年分、2021年分それぞ

れで⾏った。カウント数が⾮常に少ない転写物を除去したのち、RPKM補正（リ

ード数及びリード⻑での補正）を⾏った。その後、ウォード法を⽤いて、階層化

クラスタリングを⾏った。以降、臍帯⾎由来は CB、成⼈末梢⾎由来は APB と

記載する。 

まずは 2020年施⾏の結果について図 31 に⽰す。 

 

図 31：2020年施⾏の RNA-seq全サンプルのクラスタリング解析(ダイアグラム) 

サンプル名については、⼀⽂字⽬の C が CB、A は APB であることを⽰す。次の数字がサンプ
ルの通し番号である。続いての”数字 h”は刺激の時間を、最後の+/-は TSST-1 の刺激を加えた
か、刺激を⾏わなかったかを⽰す。0 h については、刺激前なので最後の+/-はついていない。 
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刺激を⾏ったグループ（6 時間及び 24 時間）と刺激を⾏っていないグループ

（刺激前及び⾮刺激）の２つに最初に分けられる。それ以下の階層をみると、刺

激を⾏ったグループでは刺激の経過時間、続いてサンプルの由来（CB か APB）

で明確に分けられる。⼀⽅、刺激を⾏っていないグループではまずは刺激前（0h）

と⾮刺激（6hおよび 24h）に分けられ、その後はサンプルの由来（CBか APB）

によって分けられる。 

続いて、同じく 2020 年施⾏分のサンプルの主成分分析 (PCA: principle 

component analysis)を⾏った（図 32）。同じく RPKM補正を⾏った。 

 
図 32：2020年施⾏の RNA-seq全サンプルの主成分分析 

各軸はそれぞれ第１成分から第６成分であり、パーセンテージはそれぞれの成分の寄与率であ
る。注釈で⽰すように、マークの⾊がサンプルの由来（⾚が CB、⻘が APB）を⽰し、マーク
の形が TSST-1 刺激の有無及び経過時間を⽰している。 

第１成分は全体の 91%と⾮常に⼤きな寄与率がある。概ね 24時間 TSST-1 刺激

を⾏ったサンプルとそれ以外（6時間刺激、刺激前および⾮刺激）を分けており、

次に⼤きな 4.1%の寄与率の第２成分は、刺激群（6 時間および２４時間）とそ

れ以外（刺激前と⾮刺激）を分けている。第３成分（1.3 %）により刺激時間、

第４成分（0.5 %）によりサンプルの由来（CBか APB）に分けられる。 
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続いて、2021年施⾏分でも同様の解析を⾏った（図 33 と図 34）。 

 

図 33：2021年施⾏の RNA-seq全サンプルのクラスタリング解析(ダイアグラム) 

サンプル名については、図 31 を参照。 

   

図 34：2021年施⾏の RNA-seq全サンプルの主成分分析 

軸、マークについては図 32 を参照 

こちらも概ね条件ごとに分けられたが、デンドログラムをみると、サンプル名

A23-1 24h+と C16-1 24h+については、条件と異なる分類となっている。C16-1 

24h+は PCA で⾒ると他の CB の同条件サンプルに近いが、A23-1 24h+について

は⼤きく同条件サンプルと外れているので、刺激前の A23-1 00h とともに以降の

解析では除外する。 

  



 55 

結果 4-3. RNA-seq: ⼆群間⽐較とエンリッチメント解析 

＜まとめ＞ ⼀次刺激・⼆次刺激ともに刺激前後の遺伝⼦発現の⼤きな変化は

臍帯⾎・成⼈末梢⾎で共通であり、刺激前後の発現変動遺伝⼦(DEG)は細胞増殖

に関わるものが多かった。⼀⽅で、同タイミングでの臍帯⾎・成⼈末梢⾎の DEG 

は免疫応答に関わるものが多かった。 

続いて⼀次刺激および⼆次刺激での変化を⾒るために、⼀次刺激での TSST-1

の刺激群と⾮刺激群の⼆群間⽐較（6時間および 24時間）、および⼆次刺激での

刺激前後の⼆群間⽐較を CB,APB それぞれで⾏った（図 35〜37）。 

発 現変動遺 伝 ⼦ (DEG : differentially expressed genes) の 定義は 、 FDR (false 

discovery ratio)が 0.05未満とした。Folding change (FC)については、刺激群で⾼い

場合に１より⼤きく、⾮刺激群で⾼い場合に１未満となるように設定した

（log2(FC)では基準が０となる）。主成分分析（A）、M-A plot と、Volcano plot の

結果（B）、（C）GO エンリッチメント解析の結果を⽰す[41]。また、CB と APB

の DEG のうち発現量が増加した遺伝⼦(log2(FC)>0）と、発現量が低下した遺伝

⼦(log2(FC)<0)の重複を⾒るために、ベン図で評価（D）を⾏った。なお、どの解

析においても、GO エンリッチメント解析ではほとんどの GO term のカテゴリー

は Biological process であった。 
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図 35：CB/APB 各々での⼀次刺激 6 時間と⾮刺激 6 時間の⼆群間⽐較 

(A) 主成分分析 ⾚⾊もしくは⻘⾊●が刺激あり、灰⾊▲が⾮刺激サンプルを⽰す  

(B) MA plot 及び Volcano plot ⾚(CB)もしくは⻘(APB)は刺激ありで上昇を認めた DEG 、灰⾊は
刺激ありで低下を認めた DEG を⽰す 

(C) GO エンリッチメント解析 adjusted p-value が少ない項⽬上位を⽰す。横軸はエンリッチさ
れた遺伝⼦数である。 

(D) CB と APB の DEG の⽐較 
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図 36：CB/APB 各々での⼀次刺激 24 時間と⾮刺激 24 時間の⼆群間⽐較 

(A) 主成分分析 ⾚⾊もしくは⻘⾊●が刺激あり、灰⾊▲が⾮刺激サンプルを⽰す  

(B) MA plot 及び Volcano plot ⾚(CB)もしくは⻘(APB)は刺激ありで上昇を認めた DEG 、灰⾊は
刺激ありで低下を認めた DEG を⽰す 

(C) GO エンリッチメント解析 adjusted p-value が少ない項⽬上位を⽰す。横軸はエンリッチさ
れた遺伝⼦数である。 

(D) CB と APB の DEG の⽐較 
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図 37：CB/APB 各々での⼆次刺激 24 時間と刺激前の⼆群間⽐較 

(A) 主成分分析 ⾚⾊もしくは⻘⾊●が刺激あり、灰⾊▲が⾮刺激サンプルを⽰す  

(B) MA plot 及び Volcano plot ⾚(CB)もしくは⻘(APB)は刺激ありで上昇を認めた DEG 、灰⾊は
刺激ありで低下を認めた DEG を⽰す 

(C) GO エンリッチメント解析 adjusted p-value が少ない項⽬上位を⽰す。横軸はエンリッチさ
れた遺伝⼦数である。 

(D) CB と APB の DEG の⽐較 
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⼀次刺激 6時間、⼀次刺激 24時間、⼆次刺激 24時間後時点において刺激群と

⾮刺激群（or 刺激前）の⼆群間⽐較で、CB と APB それぞれ DEG の評価を⾏

った。いずれの場合においても以下の現象が⾒られている。 

・主成分分析では⼤きな外れ値はなし 

・⾮常に多くの発現変動遺伝⼦がある 

・GO、KEGG、Reactome のいずれのエンリッチメント解析でも CB と APB の

上位にランクされる項⽬は共通したものが多い。 

・エンリッチメント解析で上位にランクされる項⽬は DNA、RNA、Cell Cycle

など細胞増殖に関わるものが多く、免疫機能関連も⼀部⾒られている。 

・発現が上昇の DEG、低下の DEG の⼤半は CB と APB で共通である。 

CB と APB では、各々のポイントで TSST-1や anti-CD3/CD28 beads に対する反

応は似ている点が多いと結論づけられる。 

続いて、各タイミング（1st 0h, 1st 6h, 1st 24h, 1st 72h, 2nd 0h, 2nd 24h）での CB

と APB の⼆群間⽐較を⾏った（図 38〜43）。DEG の定義は 2020 年施⾏分では

FDR <0.05, 2021年施⾏分では FDR <0.3 とした。また、CB で発現が⾼い場合に

logFC >0 となるように設定した。 
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図 38：⼀次刺激前 CB と APB の⼆群間⽐較（2020年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot (B)GO エンリッチメント解析 

 
 

 

図 39：⼀次刺激６時間 CB と APB の⼆群間⽐較（2020年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot (B)GO エンリッチメント解析 
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図 40：⼀次刺激２４時間 CB と APB の⼆群間⽐較（2020年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot (B)GO エンリッチメント解析 

 

 

 
図 41：⼀次刺激７２時間 CB と APB の⼆群間⽐較（2021年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot (B)GO エンリッチメント解析 
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図 42：⼆次刺激前 CB と APB の⼆群間⽐較（2021年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot (B)GO エンリッチメント解析 

 

 

 
図 43：⼆次刺激２４時間 CB と APB の⼆群間⽐較（2021年施⾏分） 

(A)DEG の MA plot, Volcano plot  (B)GO エンリッチメント解析 
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エンリッチされた項⽬のトップを⾒てみると、刺激／⾮刺激の⼆群間⽐較に対

して、同⼀条件での CB/APB の⼆群間⽐較は刺激後の場合(1st 6h, 1st 24h, 1st 72h, 

2nd 24h)には T 細胞の活性化、分化、サイトカインの分泌やシグナリングなど免

疫に関わる項⽬が⾮常に増えているのがわかる。⼀⽅で、刺激／⾮刺激の⼆群間

⽐較で上位を占めていた細胞増殖に関わる項⽬は上位には来ていない。 

免疫機能の違いは CB/APB の刺激に対する反応の差の主な要因であろうと予想

される。これを踏まえて、免疫機能を重点に RNA-seq の解析を進めていく。 
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結果 4-4. RNA-seq: 個々の遺伝⼦の発現の評価 

＜まとめ＞ IL2 は⼆次刺激後に臍帯⾎で発現が⾮常に低下している。FOXP3

をはじめ Treg 関連の遺伝⼦は刺激後に臍帯⾎で発現亢進が⾒られる。IKZF2 

(Helios)は Naïve T 細胞の時点から刺激後まで通して臍帯⾎で⾼発現である。 

図 38から図 43 で⽰した、各タイミング(1st 00h, 1st 06h, 1st 24h, 1st 72h, 2nd 

00h, 2nd 24h )での CBと APBの⼆群間⽐較のMA-plot の図上に主として Treg

やその他の CD4+ T 細胞が産⽣する主なサイトカイン（図 44）、転写因⼦と細

胞表⾯抗原（図 45）などの遺伝⼦の結果を表⽰する。 

サイトカインの発現変動を評価した図 44 と、上清サイトカインの結果は概ね

⼀致している。特に、⼀次刺激中は CBと APBで⼤きな差がなかった IL-2 が

⼆次刺激２４時間後には CBでの発現が⼤きく低下しており、⼆次刺激後の上

清 IL-2 の低値は細胞による消費のみならず、産⽣低下が⼤きな原因であるこ

とが分かる。図 45 では転写因⼦などを評価したが、FOXP3、IL2RA 

(CD25)、STAT5A、IKZF2 (Helios)、IKZF4 (Eos)など制御性 T 細胞に発現が

多い転写因⼦などは CBに多く発現しており、特に⼀次刺激前後の評価はフロ

ーサイトメトリーの結果と⼀致する点である。特に、IKZF2 は⼀次刺激前

（Naïve T 細胞）の段階から CBでは⾼発現であり、⼀次・⼆次刺激以降も引

き続き⾼いことが分かる。⼀⽅で、Tregのマーカーの⼀つであり、フローサイ
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トメトリーの評価では有意差は出なかったものの刺激後に APBで発現が⾼か

った CTLA4 は RNA-seq でも APBに⾼発現であった。 

 
図 44：サイトカイン関連の遺伝⼦プロットした各時点でのMA plot 

log2(FC) > 0の場合(臍帯⾎で⾼発現)は⾚いプロットで、log2(FC) < 0の場合は⻘いプロット
で⽰す。遺伝⼦名とタンパク質名が⼤きく異なる例については以下に記す。 
CXCL8: IL-8、TNF: TNFα、LTA: TNFβ、LTB: TNFγ、CSF2: GM-CSF 
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図 45：T細胞関連の遺伝⼦プロットした各時点でのMA plot 

log2(FC) > 0の場合(臍帯⾎で⾼発現)は⾚いプロットで、log2(FC) < 0の場合は⻘いプロット
で⽰す。遺伝⼦名とタンパク質名が⼤きく異なる例については以下に記す。 
IKZF2; Helios、IKZF4: Eos、IL7R: CD127、IL2RA: CD25、PDCD1: PD1、STAT5A: STAT5 
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結果 4-5. RNA-seq: GSEA (Gene set enrichment analysis)  

＜まとめ＞ GSEA を⾏ったところ、在胎 20週の胎児と成⼈の T 細胞を⽐較し

た⼀連の遺伝⼦セットに対してエンリッチが⾒られた。CB は胎児の遺伝⼦発現

と共通したパターンを認めたほか、細胞刺激によって Treg への分化が疑われる

結果であった。 

前述のエンリッチメント解析により、各ポイントにおいての CB と APB の差異

は免疫関連の遺伝⼦によるものが⼤きいと予想されたので、免疫関連の gene set

を⽤いて GSEA (gene set enrichment analysis)[42, 43]を⾏うこととした。 

使⽤する gene set のリストとして、Molecular Signature Database v7.4 (MSigDB) 

[44, 45]のカテゴリーC7: immunologic signature gene sets[46]を選択した。これは、

公開されているクオリティの⾼い免疫関連の RNA-seq やマイクロアレイの研究

データからキュレーターが重要な遺伝⼦を⼿作業でピックアップしてリストを

作成したものである。2021年 11⽉現在、合計 5219 の gene set が登録されてい

る 。 

MSigDB カテゴリーC7 の全 gene set を対象として GSEA ソフトウェアを⽤い

て、解析を⾏い、Normalized ES (NES), FDR q-value などで上位にランク付けされ

たなかで今回の実験と関連のありそうな項⽬を探した。胎児と成⼈末梢⾎の T

細胞の⽐較をしている研究報告[17]から得られた８つの gene set が、本研究の複
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数の時点でエンリッチが⾒られた。この研究報告はいずれも 18-22週のヒト胎児

と成⼈の Naïve T 細胞（CD3+CD4+CD45RA+CCR7+CD27+）及び制御性 T 細胞

（CD3+CD4+ CD25bright）を⽐較した、マイクロアレイの結果をもとにしたもの

である。 

⼀次刺激前から⼆次刺激 24 時間後までの６時点での、CB と APB の⼆群間⽐

較について TMM 正規化したカウントデータを使⽤し、NES は CB で優位なら

正に、APB で優位なら負になるように設定した。 NES と q-value の結果につい

て図 46 に⽰す。⼀次刺激前(1st 00h)、⼀次刺激後 24時間(1st 24h)、⼆次刺激前

(2nd 00h)、⼆次刺激後 24 時間(2nd 24h)については、個別に図 47 と図 48 に

Enrichment plot を⽰す。 

胎児と成⼈の TCONV (Naïve T 細胞 )を⽐較した下２⾏の遺伝⼦セット

FETAL_VS_ADULT_TCONV_(UP or DN)について、どの時点においても UP の

gene set が CB でエンリッチし、DN の gene set が APB でエンリッチしているこ

とが分かる。⼀次刺激前（1st 00h）は、Naïve T 細胞（gene set での TCONV）が

対象であり、APB と CB の TCONV を⽐較したものであるので、在胎 20週の胎

児と正期産の新⽣児の間で Naïve T 細胞は、成⼈末梢⾎と⽐較すると⾮常に似通

った遺伝⼦発現パターンを有しており、そのパターンは刺激後も続いているこ

とを⽰している。 
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⼀⽅、胎児と成⼈それぞれで、制御性 T 細胞（TREG）と Naïve T 細胞（TCONV）

を⽐較した上段の４⾏の遺伝⼦セットのうち、１⾏⽬と２⾏⽬（TREG_VS 

_TCONV_FETUS_UP 及び TREG_VS_TCONV_ADULT_UP）を⾒ると、刺激前の

段階ではエンリッチしていない状況から、⼀次刺激 24時間、72時間、⼆次刺激

24時間では、CB でエンリッチしている様⼦が⾒られる（ADULT の⼆次刺激 24

時間後は NOM.pvalue = 0.059 と有意⽔準を下回る）。胎児・成⼈⾎どちらの基準

においても、Treg に⾼発現の遺伝⼦が CB により多く発現していることを反映

しているものと思われる。 

以上、まとめると 

① CB と APB の Naïve T 細胞は遺伝⼦発現パターンが異なり、CB は在胎 20週

の胎児 Naïve T 細胞の特徴を有している。 

② CB は APB よりも細胞刺激によって Treg に分化する傾向が疑われる。CB の

Treg は胎児により近い性質である。 
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図 46：⽂献[17]の gene list を対象にした GSEA の結果 

各 gene list の名前はそのままその gene list を構成する遺伝⼦の説明である。
GSE25087_(A)_(B)_(C)_(UP or DN)は「(C)での⽐較において、(A)が(B)よりも発現が(UP もしく
は DOWN)している遺伝⼦のリストである」ことを⽰す。 

例えば、GSE25087_TREG_VS_TCONV_FETUS_UP は、「胎児の⽐較において、制御性 T 細胞
(TREG)が古典的 T 細胞(TCONV)より発現が上昇している遺伝⼦のリスト」である。 

NES の評価は各プロットの⾊で⽰す。⾚系の⾊（NES ０以上）は CB で gene list 中の遺伝⼦が
強く発現している傾向が⾼いこと、⻘系の⾊（NES ０以下）では APB で gene list 中の遺伝⼦
が強く発現している傾向が⾼いことを⽰す。右の注釈のように⾊はスペクトラムになってお
り、NES の値を⽰す。q-value は各プロットの⼤きさと内部の⾊で⽰す。 
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図 47：⼀次刺激前(1st 00h)、⼀次刺激後 24 時間(1st 24h)、⼆次刺激前(2nd 00h)、⼆次刺激後 24

時間(2nd 24h)でのそれぞれの gene set のエンリッチメントスコア波形 

初めは「胎児で TREG が TCONV より発現が上昇する gene list」は CB で少なく、「胎児で TREG

が TCONV より発現が低下する gene list」は CB で多かったが、実験の時間経過により前者が増
加、後者が減少していき、最終的に逆転する。同様の傾向は「成⼈⾎で TREG が TCONV より発
現が上昇（あるいは低下）する gene list」でも、その傾向はやや弱いが⾒られる。 
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図 48：⼀次刺激前(1st 00h)、⼀次刺激後 24 時間(1st 24h)、⼆次刺激前(2nd 00h)、⼆次刺激後 24

時間(2nd 24h)でのそれぞれの gene set のエンリッチメントスコア波形 

NOM.pvalue が有意⽔準 0.05未満の例については⾚枠（NES>0）もしくは⻘枠（NES<0）で⽰す。 

「胎児 TREG が成⼈⾎ TREG より発現が上昇する遺伝⼦リスト」の多くは当実験においても CB

で増加しており、「胎児 TREG が成⼈⾎ TREG より発現が低下する遺伝⼦リスト」の多くは CB
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で減少している。同様にすべての時点を通して、「胎児 TCONV が成⼈⾎ TCONV より発現が上
昇する遺伝⼦リスト」の多くは当実験においても CB で増加しており、「胎児 TCONV が成⼈⾎
TCONV より発現が低下する遺伝⼦リスト」の多くは CB で減少している。 
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V. 考察 

 今回の実験では、スーパー抗原 TSST-1 を⽤いて TCR への刺激を受けた臍帯

⾎の CD4+T 細胞は成⼈末梢⾎よりも、より制御性 T 細胞(Treg)に分化しやす

い可能性があることが推察された。特に、単核球から Effector T 細胞やMemory 

T 細胞、CD8+ T 細胞を除去した Naïve T 細胞のみとしても Tregに分化する傾

向が確認され、臍帯⾎の Naïve T 細胞⾃体が Tregへ分化しやすい性質を持つこ

とが推察された。また、RNA-seq の GSEA の結果から、臍帯⾎の Naïve T 細胞

が胎児の Naïve T 細胞と共通した遺伝⼦発現パターンを持つこと、TSST-1 刺激

を受けたのちは特に胎児の Tregと似た遺伝⼦発現パターンが⾒られることも分

かった。 

スーパー抗原の⼀種である TSST-1 は新⽣児医療の領域では NTED（新⽣児

TSS様発疹症）の原因として知られている[3-5]。同じく TSST-1 によって引き

起こされる TSS(Toxic shock syndrome)は、発疹などの⽪膚症状に留まらずサイ

トカインストームによる循環不全や多臓器障害などが引き起こされる[47]。⼀

⽅で、新⽣児の NTED は⽣後数⽇で発症し特徴的な発疹と軽微な活気低下、⾎

液検査上は CRP の中等度上昇と⾎⼩板数の低下が⾒られる程度で基本的に⾃然

寛解する疾患である[2, 3]。NTED の報告は TSST-1産⽣のMRSA(メチシリン

耐性⻩⾊ブドウ球菌  methicillin-resistant Staphylococcus aureus)が流⾏した
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1990 年代から 2000 年代初頭の⽇本で多かったが、⽇本⼈に特有の疾患という

わけではなく欧⽶でも報告例がある[48, 49]。基本的に⾃然寛解し症状も⾮特異

的なものが多いことから看過されている症例も多いかもしれない。 

このように TSST-1 は臨床上、新⽣児と成⼈では異なる免疫応答を引き起こす

こともあり、今回の研究では臍帯⾎ T 細胞の免疫寛容の機構を探索する in vitro

の実験の reagent として使⽤した。NTED が軽症であることのメカニズムを探

った研究[3]では、無症状のMRSAキャリアの新⽣児（おそらく TSST-1産⽣の

MRSA）の⾎液から分離した単核球に対して in vitro で TSST-1 刺激をしたとこ

ろ、IL-2 の産⽣が低下していた。おそらく単核球中の TCR Vbeta2+ CD4+ T 細

胞において今回の我々の実験や先⾏研究[36]と同様の機構が働いたと思われる。 

スーパー抗原はT細胞をin vitroで活性化させるreagentとして使われてきたが、

刺激後にT細胞表⾯より細胞内部へとTCRが移⾏するため、既報のスーパー抗

原を⽤いた実験では、刺激後のフローサイトメトリー評価は⾏われないことが

多く、⾏われる場合は単核球を刺激後に細胞膜固定・透過処理を⾏った後でフ

ローサイトメトリー解析のための染⾊を⾏う必要があった[40]。今回の実験の

独⾃性の⼀つは、TSST-1刺激後のTCR Vbeta2+ CD4+ T細胞のソーティング

での回収⽅法である。結果の予備実験の項で⽰したようにTSST-1の刺激を受け

たのちにTCRとCD3が複合体を形成して細胞内へ移⾏すること[38, 39]を利⽤
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し、⽣細胞を⾼純度で回収した。このことによりRNA-seqや⼆次刺激など以降

の実験を⾏うことが可能となった。先⾏研究では、⼆次刺激には⼈⼯的な抗原

提⽰細胞(APC)の存在下でTSST-1刺激を⽤いた。本研究では抗CD3/CD28ビ

ーズを⽤いて、先⾏研究と同様の現象、すなわち⼆次刺激で臍帯⾎のIL-2産⽣

低下が起こることが再現された。 

先⾏研究と同様の⽅法を⽤いなかった理由は、実務的な問題（APCの処理に対

する放射線照射など機器の問題など）で実施が難しかったことのほか、TSST-

1による再刺激は⼀般的な⼿法でないこと、同種異系反応のリスクがあること

などが挙げられる。抗CD3/CD28ビーズは近年T細胞のin vitroでの刺激に頓⽤

される⼿法である。抗原提⽰のいわば起点のTCRに直接的な刺激を加えるとい

う、体内での反応に近い先⾏研究の⼿法の⽅がより⽣理的な反応と⾔える。し

かし逆に⾔えば、臍帯⾎と成⼈末梢⾎Naive T細胞の差異はTCRではなく、そ

れ以降のメカニズムであることを今回の実験⼿法により⽰したとも⾔える。 

今回の研究の主たる⽬的は、ヒトの臍帯⾎と成⼈末梢⾎の免疫寛容機能を⽐較

することである。しかし、例えばマウスなどの実験動物の実験では、in vitro で

⽣成した細胞が制御性 T 細胞であるかを評価するには、同系のマウスに移⼊し

て反応を評価するなどの⽅法が考えられるが、ヒトの検体を⽤いた実験におい

ては当然ながらそのような⼿法をとることはできない。また、変化した細胞の中



 77 

には異なる複数の種類の細胞が混在している可能性もあるが、あくまで均⼀の

性状や機能を持った⼀様な細胞集団とみなして評価を⾏わざるを得ない部分も

ある。以上のことから、変化した細胞が Tregであると断⾔するのは困難で、あ

くまでも複数の結果から総合的に判断せざるを得ない。 

結果としては、フローサイトメトリーにて細胞内染⾊評価で⼀次刺激後に成⼈

末梢⾎よりも臍帯⾎で FOXP3 の発現が上昇することを⽰した。FOXP3 は制御

性 T 細胞のマスター転写因⼦であり[20]、TSST-1 の⼀次刺激後に Treg 様の変

化を起こしたことを反映しているものと考えられる。加えて、RNA-seq の GSEA

からも⼀次刺激 24時間以降は CBが APBよりも Tregに近い遺伝⼦パターンに

変化している（胎児・成⼈どちらの基準においても）ことが⽰された。フローサ

イトメトリーの結果では、TCR Vβ2+ CD4+ T 細胞の中では、Tregの機能分

⼦である CTLA-4+の細胞表⾯発現の割合が APB の⽅が⾼い傾向があり（有意

差は出ず）、RNA-seq でも⼀次刺激後においては CTLA4 の成⼈優位の発現であ

った。しかし、フローサイトメトリーにおいて FOXP3 と CTLA4 の共発現の割

合はほぼ差が⾒られず、APBでは CTLA4+の細胞は FOXP3-の細胞が多い結果

であった。 

⼆次刺激での変化もフローサイトメトリーで評価する予定で予備実験を数回

⾏ったが、rIL-2 による拡⼤培養を⾏なって以降は、細胞膜固定・透過処理に対
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する細胞のダメージが⾮常に強く評価困難であったため、RNA-seq での評価に

変えた。⼆次刺激前は臍帯⾎・成⼈末梢⾎の間に差異なく、⼆次刺激 24時間後

では臍帯⾎優位の FOXP3 の遺伝⼦発現が⾒られた。同様に、rIL-2拡⼤培養後

に CellTrace Violet染⾊を⾏ったところ、その後の⼆次刺激では明らかに細胞死

が増加した。濃度や反応時間などの条件を⼯夫するも安定した結果が⾒られず、

⼆次刺激の細胞増加をフローサイトメトリーで⾏うことを断念した経緯がある。

⼆次刺激後の細胞増殖については位相差顕微鏡を⽤いて増殖を⽐較したのみで

あるが、臍帯⾎よりも成⼈末梢⾎由来の細胞の増殖傾向が強い場合が多かった。 

免疫寛容の評価として培養上清中のサイトカインの評価も⾏った。抑制性サイ

トカインである IL-10や TGF-βの変動を予想していたが、それらのサイトカイ

ンが臍帯⾎で増加するような現象は今回の実験系では⾒られず、⼀番変動が⼤

きかったのは、先⾏研究[36]と同様に IL-2 であった。 

IL-2 は主として活性化した CD4+T 細胞から産⽣されるサイトカインであり、

当初 T 細胞増殖因⼦(T cell growth factor)として発⾒され[50]、in vitro で T 細

胞を増殖・活性化させるはたらきを⾒出された。IL-2 はこのような作⽤から免

疫応答を刺激させるが、⼀⽅で制御性 T 細胞の維持・増殖のためにも IL-2 が必

要である[51-54]。体内でも⾼濃度の IL-2 は T 細胞を活性化させて免疫刺激に

働くのに対して、低濃度の IL-2 は Treg の維持・拡⼤に関与して免疫を抑制す
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る働きがある[55]。近年では、⾃⼰免疫疾患に対する低⽤量 IL-2療法(Low-dose 

IL-2 therapy)として臨床上も応⽤されている[56-59]。 

 今回の我々の実験では、⼆次刺激後の IL-2 は CBで 2000-4000 pg/mlと⾮活

性のネガティブコントロールと⼤差ないレベルであったのに対して APB では

20000-50000 pg/ml程度と 10倍に近い濃度の差がみられた。今回の実験におい

ては、RNA-seq でも CBは APBに⽐べて⼆次刺激後に IL2 の発現が⾮常に低下

していた。Tregによる消費亢進もあったかもしれないが、上清中の IL-2 の低下

の最⼤の原因は、CB では Treg 様の分化が多かったことに伴う産⽣低下と考え

られる（Tregは IL-2 をほとんど産⽣しない）。しかし、IL-2 は前述のように低

濃度では免疫寛容に、⾼濃度では免疫刺激に作⽤するため、IL-2 の産⽣が CBで

抑えられているというのは、単に CBが Treg 様の変化を起こしたためという結

果のみならず、免疫寛容に関わる下流の応答に関わっている可能性も考えられ

る。 

 本研究では RNA-seq の GSEA により、既報の胎児の Naïve T 細胞、Tregと

の関連も⽰された[17]。 

 ヒト胎児の造⾎は胎⽣７週頃より卵⻩嚢で始まり、その後胎⽣ 10週ころに肝

臓に移り、その後胎⽣ 16 週（在胎 18 週）ころからは⾻髄での造⾎も開始され

るが、肝臓での造⾎も出⽣前後まで続く[60, 61]。胸腺での成熟期間も考慮する
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と、本研究の GSEA で取り上げた遺伝⼦セット[17]の元になった、胎児（在胎

18〜22週）の T 細胞の多くは肝臓造⾎由来と考えられる。 

ヒトの胎児・新⽣児の T 細胞の成熟について single cell RNA-seq (scRNA-seq)

などの⼿法を⽤いて調べた研究により[62]、臍帯⾎の Naïve T 細胞は胎児の T

細胞（肝臓造⾎）と成⼈の T 細胞（⾻髄造⾎）が混在したものではなく、個々

の細胞が胎児と成⼈の中間の遺伝⼦発現をもつ成熟途上の⽐較的⼀様な細胞集

団であることが判明した。我々の研究は単⼀細胞ではなくバルクの RNA-seq で

あり、個々の細胞の遺伝⼦発現について評価を⾏うことはできなかったが、

Naïve T 細胞（⼀次刺激前）の CBと APBの⼆群間⽐較の GSEA の結果から、

CBが APBより胎児 T 細胞に近い遺伝⼦発現パターンを持っていることは、既

報と照らし合わせると妥当な結果であったと考えられる。 

 また、胎児は Naïve T 細胞の段階で Treg 関連の遺伝⼦の発現が多く[17]、同

種抗原などの細胞刺激で Tregへの誘導傾向があることはさまざまな実験で⽰さ

れている[10]。本研究で⽤いた reagent はスーパー抗原の⼀種の TSST-1 で、

TCR を介して T 細胞の活性化を引き起こしており、⾔わば新⽣児の感染症モデ

ルと⾔える。新⽣児が感染症罹患時に免疫応答が不⼗分であったり、NTED な

どサイトカイン関連疾患でサイトカインストームが抑えられたりすることと、

⺟体と共存するための胎児期の⽣理的な免疫寛容は、同様の遺伝⼦発現変化が
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あることを今回の結果は⽰していると思われる。 

 胎児期の免疫寛容について重要な役割を担っていると指摘されているのが、

Helios (遺伝⼦名 IKZF2)である[63]。Helios は ikaros family分⼦の転写因⼦で

あり、Tregでの発現が報告されている[64]。この報告[63]ではヒト胎児では Treg

のみならず Naïve T 細胞の 60％が Helios を発現しており（成⼈ Naïve T 細胞は

ほぼ 0%）、サイトカイン（IL-2 / TGF-β）で Tregの誘導を⾏った場合にもHelios

の発現は胎児では 100%近く、成⼈より有意に⾼かった。 

また、同報告[63]では、Helios を阻害することで、Naïve T 細胞から Tregへの

誘導が抑制されること、Helios の発現のコントロールはエピジェネティックに

コントロールされていることが⽰されている。さらに、iTreg(induced Treg, in 

vitro で誘導された Treg)を PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate)で再刺激を

⾏ったところ、胎児の IL-2 の産⽣は成⼈よりも抑えられることが⽰されている。

この現象も Helios を阻害することにより、IL-2 産⽣増加が⾒られ、胎児 iTreg

の再刺激に対する IL-2 産⽣抑制にも Helios が関わっている可能性が⽰唆され

る。マウスを⽤いた報告では in vivo においてもHelios がエピジェネティックな

作⽤で IL-2 の産⽣抑制に関わることが⽰されている[65]。 

我々の今回の結果（図 45）でも、Helios (IKZF2)は Naïve T 細胞（⼀次刺激前）

から⼆次刺激２４時間後まで、継続して CB での⾼発現が確認された。また、
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TSST-1 の刺激を受けた細胞の遺伝⼦発現変化は胎児の Treg と同様のパターン

を⽰すこと、再刺激での IL-2 の産⽣低下がみられた。 

今回得られた結果からは不⼗分であるが、臍帯⾎でもHelios が免疫寛容に重要

な役割を果たしている可能性は⼗分に考えられる。 

今回の実験の限界として、前述のようにフローサイトメトリーでの評価（細胞

内染⾊・細胞増殖評価）⼆次刺激で⾏えなかったことのほかに以下のようなこと

が挙げられる。RNA-seq はコストとスケジュールの点からシーケンシングは２

回に分けて⾏ったため、⼀次刺激前と⼆次刺激後の直接的な⽐較を⾏えなかっ

た。評価のタイミングは結果的には適切であったと考えるが、採取ポイントを増

やしてタイミングの検討も⾏いたかった。もちろんシングルセルでなくバルク

の RNA-seq であり、細胞分化の評価には限界がある。 

また、in vitro の実験であり、体内で⽣じている反応をどこまで再現できている

かは不明である。特に、本来 Naïve CD4+ T 細胞はリンパ節内で樹状細胞より

抗原提⽰を受けて分化するのであり、同じく MHC class II を発⾔した単球を

APC として⽤いるのは単核球刺激の実験で頻⽤されている⼿法とはいえ、この

点は考慮すべきことである。 

しかし臍帯⾎の CD4+T 細胞と、胎児の Naïve T 細胞や Tregで発現増加が報

告されている遺伝⼦群との関連が⾒られたことは、胎児・新⽣児の免疫成熟を考
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える上で⾮常に興味深い。今回の実験結果はあくまで間接的な証拠にしかなら

ないが、新⽣児の免疫寛容は Naïve T 細胞に Helios が⾼発現であることが原因

の⼀つかもしれない。今後の研究対象として注⽬していきたい。 

新⽣児集中医療の⽔準が上がり重症児の救命率が向上した現在でも、細菌感染

は頻度が⾼く、児の予後への影響が⼤きい病態である。本研究を基にして、新⽣

児医療の発展のため新⽣児特有の免疫機能の特徴について更なる研究を進める

所存である。 

  



 84 

VI. 結論 

今回の研究では、まず in vitro でスーパー抗原 TSST-1 により活性化した

Vbeta2+ CD4+ T 細胞を、フローサイトメトリーを⽤いて⾼純度で回収する⼿

法を新たに開発した。 

それを⽤いて TSST-1 刺激を受けたヒトの臍帯⾎は再刺激により IL-2 の産⽣

能が低下することと、Naïve T 細胞⾃体にその原因があることを⽰した。 

フローサイトメトリーでの FOXP3 評価の結果や RNA-seq の解析から臍帯⾎

Naïve T 細胞は細胞刺激によって制御性 T 細胞様の変化を起こすことを⽰した。

また、RNA-seq の gene set enrichment analysis により臍帯⾎の Naïve T 細胞と

在胎 20 週前後の胎児の Naïve T 細胞の遺伝⼦発現パターンが共通しているこ

と、TSST-1 刺激及びその後の再刺激によって、胎児の制御性 T 細胞の遺伝⼦発

現と似た変化を起こすことを⽰した。 

新⽣児でみられる免疫寛容とみられる現象の⼀つに、今回の実験で⽰したよう

な制御性 T 細胞の関わりがあると思われる。 
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VII. 倫理⾯への配慮 

本研究は東京⼤学医学部附属病院の倫理委員会（審査番号 2018041NI）の承認

を得て⾏った。臍帯⾎の提供については、分娩前に⺟に（同席の場合は⽗にも）

⼩児科医より⾯談で説明したのちに、書⾯での同意を得た。 
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