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要旨 

次世代シークエンサーは網羅的で high through put な T細胞受容体（TCR）レパト

ワ解析を可能にした。今回、関節リウマチ(RA)患者と健常人の末梢血の TCR レパ

トワを CD4陽性ナイーブ・メモリーT細胞の双方で解析した。RAでは CD4陽性

ナイーブ・メモリーT細胞双方がクローナルに増殖し、その増殖は疾患活動性及

び shared epitopeアリル数と相関し、特定の自己抗原に対するクローナルな増殖の

RAの病態への関連を示唆した。一方、RAの病態に関連する炎症性サイトカイン

はこのクローナルな増殖と関連しないと考えうる結果を得た。抗サイトカイン療

法とは別機序の治療開発に重要な知見と考えられた。（300文字） 
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序文 

 

関節リウマチ（Rheumatoid Arthritis／以下 RA）は、末梢関節を中心とした多関節に

おける滑膜炎と、その進行に伴う関節破壊を特徴とする全身性の自己免疫疾患であ

る。その有病率は日本においては約１%程度と推定されており、common diseaseで

あるといえる[1]。進行例では、関節の高度な変形・強直をきたし、著しく患者の生

活の質（Quality of Life／以下 QOL）の低下をきたす。RA に対する治療としては、

従来、サラゾスルファピリジン・メトトレキセート（Methotrexate／以下 MTX）な

どの疾患修飾薬（Disease Modified Anti-Rheumatic Drugs／以下 DMARDs）や、グル

ココルチコイド、非ステロイド消炎鎮痛剤（Non Steroid Anti-Inflammatory Drugs／以

下 NSAIDs）を中心とした薬物療法がおこなわれてきたが、抗 TNF‐α 阻害薬、抗

IL-6阻害薬、T細胞受容体共刺激阻害薬等の生物学的製剤の出現により、寛解が現

実的な治療のゴールとなった。これらの生物学的製剤を積極的に用いた治療を行う

ことで、以前と比較して高い治療効果、並びに QOL の改善が達成可能となった[2-

4]。 

しかしながら、生物学的製剤を使用しても厳密な基準によれば寛解率は 15‐30%

程度とされており、十分に寛解に導くことができない症例もいまだ多い。また、現

時点における RA治療薬は非特異的に免疫を抑制する為、日和見感染症をはじめと

する各種感染症のリスクは高まる[1,5]。一方で、RAの病因・病態に即した、選択的
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な免疫抑制が理想であるが、RAの病因・病態について不明な点も多く、RAの免疫

異常に特異的な免疫抑制療法の開発には、更なる RAにおける臨床免疫研究が必要

とされている。 

RA の病因には遺伝的因子、環境的因子の両者が関与していると考えられている

[6,7]。遺伝的因子については、双生児において RA の発症一致率は一卵性双生児で

二卵性双生児と比して高いことが指摘されており[8,9]、RA において遺伝的因子の

関与が示唆される。さらに、GWAS 研究によって多数の RAの疾患感受性遺伝子座

が明らかになっている[10,11]。例えば、ヒトにおける主要組織適合抗原複合体（Major 

Histocompatiblity Antigen／以下 MHC）であるヒト白血球抗原（Human Leukocyte 

Antigen／以下 HLA）-DRB1 は現在わかっている中で最も寄与率が高い遺伝子であ

る[10]。一方で、環境的因子としては、微生物や[12,13]、喫煙が発症にかかわるとい

う疫学的報告もあるが十分な証明はなされていない[14,15]。 

また RAの発症には自己抗原に対する免疫学的寛容の破綻が関与すると考えられ

ている。複数の全身性自己抗原、関節抗原に対する自己抗体が知られているが[16-

18]、特にシトルリン化された抗原に対する自己抗体（anti-citrullinated-protein-

antibody／以下 ACPA）は RAにおいて特異度が高いことが知られており[17,18]、例

えば RA患者の血清中には関節炎発症前から自己抗体が検出されることが知られて

いる[16-18]。このことは関節炎発症に先立つ B細胞における免疫学的寛容の破綻を

示唆する。 
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一方 RAにおいては T細胞も病態の中心的な役割を果たす細胞のひとつであると

考えられている。例えば RA患者の炎症滑膜において、CD4陽性 T細胞が主に浸潤

していること[19]、また関節において CD4 陽性 T細胞のポリクローナルなクローン

集積が認められることから[19-22]、CD4 陽性の自己反応性 T細胞クローンが RAの

関節炎症において重要な働きをしていると考えられてきた[23]。また、ACPA に関

連する B細胞クローンの検討では、体細胞変異の重要性が示唆されており、自己反

応性 B細胞応答をヘルプする CD4陽性 T細胞の重要性も示唆される。[24]さらに、

GWAS 研究においても CD4 陽性 T 細胞に関連のある遺伝子の RA への寄与が示さ

れている。一方で、CD4 陽性 T細胞の T 細胞受容体（T-cell receptor／以下 TCR）が

認識する抗原やエピトープに関する情報はいまだ不十分であり[25,26]、このことが

RAの免疫異常に特異的な治療法の開発が達成できていない理由のひとつである。 

RAの疾患関連遺伝子座のうち最も寄与率が高いものは HLA-DRB1である。これ

に関連して、Shared Epitope（以下 SE）仮説が提唱されている[27]。SE仮説は、HLA-

DRB1において DRB1*0405、DRB1*0401 の 70-74番目のアミノ酸にみられる配列が

共通または極性が類似しているという仮説である[27]。最近では構造解析の結果よ

り、DRB1の 11・13・71・74番目におけるアミノ酸の shareを指摘するモデルがあ

り[11,28]これらのアミノ酸が P4 pocket を形成し、抗原提示するエピトープを規定

していると考えられている[29]。ACPA の対応抗原であるシトルリン化蛋白のシト

ルリンは SE の P4 pocket に提示されやすいとされており、SE 陽性症例では効率的
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に T細胞に対してシトルリン化抗原が提示されると考えられる[30]。以上のように、

シトルリン化抗原に対する免疫応答の研究より、RA における獲得免疫の異常が明

らかとなってきている。さらに GWAS 研究により、蛋白シトルリン化酵素である

PADI4遺伝子多型の RAへの寄与が指摘されていることもシトルリン化抗原の関与

を支持すると考えられる[10,11,31]。 

RA 患者における T 細胞がクローナルな増殖を示すことから、増殖しているクロ

ーンを解析する試みは古くから行われてきた[32]。例えば、フローサイトメーター

により解析により、RA の TCR において特定の V（または J）領域のうち特定の V

領域を持つクローンの増殖が報告されており、さらにその一部をシングルセル解析

によりクローニングし配列を同定した報告が複数ある[19,33-35]。しかし、こうした

系による TCR レパトワ解析は技術的に煩雑であるうえ、low throughput であるため、

解析は限定的であり、TCR レパトワの異常については十分な知見を得ることができ

なかった。 

近年の次世代シークエンサー（Next Generation Sequencer／以下 NGS）の開発によ

って、より簡便に網羅的な TCR レパトワの解析が行えるようになった。RAにおい

ても TCR のクローン増殖と TCR レパトワの多様性減少について報告されている

[36,37]。また、年齢に伴って TCR レパトワ多様性が減少することも知られている

[38]。これらの結果から、RAの免疫異常の成因のひとつとして、免疫学的な老化に

伴って胸腺からの T細胞アウトプットが減少し、それに伴って末梢において T細胞
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の homeostatic expansion が起こり、ナイーブ細胞における自己反応性クローンの増

殖を引き起こされているという仮説を Goronzyらは提唱している[19,39-41]。我々は

以前、4 名の RA 患者と 5 名の健常人サンプルを用いて NGS による TCR レパトワ

の解析を行い、CD4 陽性メモリー T細胞だけではなく、CD4 陽性ナイーブ T細胞

においても有意なクローン増殖を示すクローンが認められることを見出しており

[37]、抗原提示を受けた後の CD4 陽性メモリー T 細胞 TCR レパトワのみならず、

CD4 陽性ナイーブ T 細胞 TCR レパトワにおいても、RA において何らかの異常が

生じている可能性が高いと考えた。 

一方、NGS を用いることによって、頻度の少ないクローンを含む情報を得ること

が可能となり、TCR レパトワにおけるクローン分布の全体像が分かるようになって

きた[36,42-45]。一方で、NGS に伴う各種のバイアスをいかに排除して解析するか

という解析手法の選択が重要なものとなっている。特に全体像を解析する方法とし

て、エントロピーを用いて多様性指標を議論する方法は有効であるとされている。

[44-48]。さらに、エントロピーによる多様性指数としては Gini indexや Shannon index

などの特殊解より、これらの指標を含む一般化式である Renyi エントロピーを用い

たほうがより方法選択によるバイアスを減らし網羅的に解析することができるこ

とが指摘されている[49]。 

現時点でRAの疾患活動性およびサイトカインなどの免疫学的パラメータとCD4

陽性 T 細胞 TCR レパトワ多様性との関連を網羅的に比較した解析については既報
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がない。さらに CD4 陽性 T細胞 TCR レパトワが加齢に伴って多様性が減少するこ

とから、健常人コントロールとの比較をする場合に年齢をマッチさせたコントロー

ルを用いた検討が必須と考えられるが、この点でも十分な年齢マッチコントロール

群との比較が考慮された NGS による CD4 陽性 T 細胞 TCR レパトワ解析の報告は

ない。一方、エントロピーを用いた解析としても、既報では Gini index や Shannon 

Index などの特定の係数を用いた研究が多く、Renyi エントロピーを用いる方法に比

べて恣意性が否定できない。 

本研究は、RA における CD4 陽性 T 細胞の異常を明らかにするために、NGS を

用いて TCR レパトワの多様性の解析を網羅的に RA 患者で行い、臨床パラメータ

や生物学的マーカーとの関連を検討することで、RAにおける CD4陽性 T細胞異常

について病態とのかかわりを明らかにすることを目的として行った。 
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方法 

 

【臨床検体】 

東京大学医学部附属病院アレルギー・リウマチ内科に通院中の RA患者と、コン

トロールとして非RAである健常人ボランティア（Healthy Donor／以下HDと記す）

から十分な説明と文章による同意取得後、採血により検体を得た。また、サンプル

採取時に RA群では疾患活動性をはじめとする臨床情報を併せて記録した。参加者

の疾患活動性を含む臨床情報は(表１)および(表２)として治療内容は（表３）として

記す。この研究は、東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会の承認を受け

ている。（倫理委員会承認番号：G3582および 10154） 

【Fluorescence-activated cell sorting (FACS)】 

末梢血液検体は一部 HLA タイピングに使用し、さらにサイトカイン測定のため

一部を血清分離後保存し、残りを Ficoll-Paque（GEヘルスケア社）を用い、密度勾

配 遠 心 分 離 に よ り 末 梢 血 単 核 球 を 分 離 し た 。 そ の 後 、 FcR-binding-

inhibitor(eBioscience社)にて Fc受容体 blockingを行ったのち、次の抗体で染色した。

CD3-PECy7（clone:UCHT1,Biolegend 社）、CD4-BV421（clone:OKT4,BD社)、CD45RA-

V500（clone:HI100, Biolegend 社）。フローサイトメーターは MofloXDP（Beckman 

Coulter社／以下Moflo）を使用し、解析およびソートを行った。ソート時の細胞定

義は(図１)にて提示するように、CD4 陽性メモリー T 細胞は CD3 陽性 CD4 陽性
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CD45RA 陰性と、CD4 陽性ナイーブ T 細胞は CD3 陽性 CD4 陽性 CD45RA 陽性と

定義した。それぞれの分画は 50000細胞ずつ事前にRLT（QIAGEN RNeasy Micro kit）

350μl を分注したエッペンドルフチューブにソートし、十分に Voltex ミキサーにて

混和した後に‐80 度で冷凍保存した。 

【TCR 領域の次世代シークエンサー用ライブラリー作成】（図２） 

１）RNA精製 

RNeasy Micro Kit（QIAGEN社）推奨の方法に従い RLT Buffer に回収した各細胞

内の total RNAは最終的に 11μl の nuclease free water（以下精製水）に精製した。 

２）cDNAの合成 

 抽出した 11μl に対して、dNTP mix(2.5mM Takara 社)1μl および、(表４)に配列を

示した、TRAC,TRBC の gene specific primer である hTCR-CA-R2.2、hTCR-CB1-R3.2、

hTCR-CB2-R3（各 10μM）をそれぞれ 0.33μlずつ混合し、サーマルサイクラーにて

｛65℃5分→4℃冷却｝（以下サーマルサイクラー処理温度は｛｝内に示す）した後、

RNsin Plus RNase Inhibitor（Promega 社）1μl、Super Script Ⅲ(Invitrogen 社)1μｌ、

DTT(Invitrogen 社)1μｌ、5×First Strand Buffer（Promega 社）を混合し、｛54℃60 分

→85℃5分→4℃冷却｝とし cDNAを得た。その後、RNase H(Invitrogen 社)1μｌを混

合し｛37℃20分→4℃冷却｝として、RNAを分解した。得られた cDNAは QIAquick 

PCR purification kit(QIAGEN 社)にて精製。精製水 30μl に溶出し｛94℃3 分→4℃冷

却｝で処理した。 
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３）5’-RACE 法による TCRβ 鎖の PCR 増幅 

サンプルは 5’-RACE 法を用いた手順を一部改変して処理した[50]。精製水 30μl に

溶出された cDNA 全量に対して、Terminal deoxynucleotidyl transferase(Invtrogen 社／

以下 TdT)1μl、dATP(10mM に希釈したもの、Takara社)0.5μl、5×TdT buffer(Invitrogen

社)7.75μｌを混合し、｛37℃60分→65℃10 分→4℃冷却｝を行い、poly-A tailingを行

った。得られた、poly-A tail 付加後の産物は、2 回の PCR によって増幅した。まず

前半の PCR は確率論的影響によるバイアスを減らすため、9μｌずつ四等分したう

えで、9μｌのサンプルに対して、(表４)に配列を示した poly-A に相補的な poly-T配

列を持ちさらにその 5’側にアダプター配列を付けた primer である Oligo-dT-N0-

Adaptorと、TRACと TRBCにそれぞれ相補的な primerである hTCR-CA-R7と hTCR-

CB1-R9（いずれも 100μM）を 0.1μｌ、PCR酵素として Prime Star GXL（Takara社）

1μｌ、5×GXL Buffer 10μｌ、dNTP (2.5mM)4μｌ、精製水 26μl をよく混合し｛96℃2

分→（96℃15 秒→60℃15 秒→72℃90 秒）×3 サイクル→（96℃15 秒→57℃15 秒

→72℃90秒）×3サイクル→96℃15秒→54℃15秒→72℃90秒）×3サイクル→（96℃

15秒→51℃15秒→72℃90秒）×16サイクル→72℃7分→4℃冷却｝の計 25サイクル

のタッチダウン PCR を行った。得られた前半 PCR 後の 4 分されたサンプル全量を

十分混合し、そのうち 1μｌを後半の PCR に用いた。後半の PCR では 1μｌのサン

プルに対して、Oligo-dT-N0-adaptor primerのアダプター配列の 5’端よりも 3’側の一

部に相補的なプライマーAP2 と TRBC に相補的な primer TRBC-HTS（いずれも
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100mM）をそれぞれ 0.1μｌ、Prime Star GXL 1μｌ、5×GXL Buffer 10μｌ、dNTP4μｌ、

精製水 34μｌをよく混合し、｛96℃2 分→（96℃15 秒→63℃30 秒→72℃60 秒）×13

サイクル→72℃7 分→4℃冷却｝によって nested-PCR を行った。文中におけるプラ

イマーの配列情報は(表４)に示す。 

４）DNA断片化・シークエンス用アダプター配列の付加 

得られた PCR 産物はゲル電気泳動によって増幅を確認後、QIAquick PCR 

Purification kit（既出）を用いて 10分の１希釈 EB溶液 50μl に溶出し、全量を Covaris 

S1 にて 200bp を目標に断片化を行った。断片化後のサンプルを KAPA Library 

Preparation LP Kit for illumina（KAPA社)を用いて、末端を平滑化し、dA Tailing、

表４に示すアダプターをライゲーションし、PCR増幅｛98℃45秒→（98℃15秒→60℃

30秒→72℃30秒）×8サイクル→4℃冷却｝した。シークエンス用アダプターにはシ

ークエンスデータ内で各サンプル由来のデータを区別するため 24 種類の異なる

index 配列が含まれている。異なる index 配列をもつサンプル（最大 24 サンプル）

を等量混合し、PCR Purification Kit にて精製し、KAPA Library Quantification Kit にて

濃度を測定、Illumina 社の推奨に従い NaOH により変性後 20pM に調整した。使用

したアダプターの配列は(表４)に示す。 

【次世代シークエンサー・データ解析】 

１）シークエンシング 

Miseq（Illumina 社）を使用し、Miseq Reagent V2kit(2×150bp)により、paired-endの
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シークエンシングを行った。 

２）Quality control mapping 

得られたシークエンスデータ（各 Sample read 数：749702 read/sample（中央値）

（範囲：505832-918286 read/sample）は、Cutadapt[51]によりアダプター配列を除去

した後に、Fastx-Toolkit（http://hannonlab.cshl.edu/fastx-toolkit）を使用し Phred クオ

リティースコア 20 未満の末端をトリミングした。その後MiXCR[43,52]にて各リー

ドを TCR 領域に mapping し、CDR3 配列の同定を行った。CDR3 配列は coding 

potential を持つリードのみ採用し、総リード数が解析に与える影響を除くため

random re-samplingにより最終的に 1×105 read/sampleの CDR3 配列を TCR レパトワ

解析に使用した。 

３）TCR レパトワ解析 

Expanded clone（クローナルな増殖の程度の強いクローン）の割合は、expanded 

clone のリード数の合計が全リードの中で占拠する割合として計算した。NGS によ

る TCR レパトワ解析における expanded clone の一般的定義は存在しないため、本解

析では全リードの 0.2%または 0.5%以上の read 数を占める clone と定義した。同様

に、non- expanded clone（クローナルな増殖の程度が弱いクローン）の割合は、non- 

expanded clone のリード数の合計が全 read の中で占拠する割合として計算した。

Non- expanded clone は全 read の 0.01%または 0.02%以下の read 数を占める cloneと

定義した。 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx-toolkit）を使用しPhred%20クオリティースコア20
http://hannonlab.cshl.edu/fastx-toolkit）を使用しPhred%20クオリティースコア20
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TCR レパトワの多様性は（表５）に記す Renyi エントロピーを使用した。既報

[49] を参考とし、α を 0-5(0.1 間隔)の範囲で動かし、Renyi エントロピーを計算し

た。その結果、各サンプルの Renyi エントロピーは 51 次元のベクトルとして求め

られる。RA 群と HD 群との比較においては、α＝0,1,2,3,4,5 の 6 条件のみの値を使

用した。疾患活動性などの臨床パラメータ、血清サイトカイン濃度との相関は 51条

件の値を全て使用した。 

【サイトカイン濃度】 

サイトカイン濃度測定は RA群 18名中 8名、HD群の 21名中 13 名で行った。末

梢血は採取時一部を生化学検査用スピッツに分注し常温静置後、遠心分離し上清を

冷凍保存したものを解凍し使用した。RA 患者においてはリウマトイド因子が血清

中に高い titerで存在する症例もある。そうした症例においては、リウマトイド因子

が Fc 部位を阻害するため、解析に影響することが考えられる。そのため、血清は

Hetero Block にて自己抗体の影響を減じて行った。解析は Multiplex Cytokine Assay

用のキットである Milliplex Map human cytokine magnetic beads kit（Millipore社）を

使用した。 

【疾患活動性情報】 

患者の疾患活動性情報として、検体採取当日に、CRP（C-reactive protein）、ESR

（erythrocyte sedimentation rate）、罹病期間、腫脹関節、圧痛関節、全般 VAS（Visual 

Analog Scale）、医師 VAS、DAS28CRP（disease activity score）、DAS28ESR、CDAI
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（clinical disease activity index）、HAQ（health assessment questionnaire）以上の疾患活

動性パラメータを記録した。これらの詳細をまとめて(表６)に示す。また HLAタイ

ピングを外部測定業者（SRL社）により行った。リウマトイド因子は検体採取の 2

週間以内の採血データを用い、抗 CCP 抗体 titerは 1年以内のものを用いた。なお、

一部の解析にて RA 群を疾患活動性で 2 群に分けるため、既報[53]にならい寛解ま

たは低疾患活動性とされる症例を、低疾患活動性群（LDA群）として DAS28CRP＜

2.7、同勧奨において中疾患活動性または高疾患活動性とされる症例を、高疾患活動

性群（HDA群）として DAS28CRP≧2.7 と規定した。 

【統計学的手法】 

連続変数の二群間比較は Mann-Whitney U 検定を用いた。相関係数は Spearman 順

位相関係数を用いた。Biological replicate sample 間での Renyi entropy の相関解析の

み Pearson相関係数を採用した。これは Renyi エントロピーは降順に配置された 51

次元のベクトルであり、順位相関係数は全て 1となりサンプル間の差を議論できな

いためである。 
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結果 

 

【Renyi エントロピーによるシミュレーション TCR レパトワデータの評価】 

近年、TCR レパトワ構造を評価する指標としてエントロピーを用いることは標

準的解析手法になりつつある[44-48]。特に各クローンの頻度に重みを付けて解析

する Renyi エントロピーは TCR レパトワ構造を網羅的に評価できると考えられ

[49]、本研究でも採用した。しかしながら Renyi エントロピーの解釈は容易ではな

いため、シミュレーションによる TCR レパトワデータを作成し、解析した具体例

を（図３）に示す。 

ここでは合計 10000read を、5000read はクローナル増殖の程度の強いクローン

に、残り 5000read はクローナルな増殖の程度の弱いクローン代表するように割り

振ったデータを S1～S4の 4つ作成した。Renyi エントロピー は各クローンの頻度

が α乗されるため(表５)、αの値が小さい条件ではクローナルな増殖の程度の弱い

クローンを中心に、αの値が大きい条件では Renyi エントロピーはクローナルな増

殖の程度の強いクローンを中心に評価する。エントロピーは多様性の指標である

ため評価の中心となるクローンの個数が Renyi エントロピーの値に強く反映され

る。 

シミュレーションデータ S1～S4の Renyi エントロピーの大小関係は αの値に依

存して変わることが確認され、TCR レパトワ構造の全体を評価するためには αを
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固定せずに連続変数として扱う解析が重要であることが示された。 

また、特定の αのみを使用する Gini index や Shannon Index（表５）では TCR レ

パトワの構造を正確に評価できないことも確認された（図３、赤破線）。本データ

だけでなく、実データにおいても α>5 の条件では Renyi エントロピーの値はほぼ

一定となったため、本研究では以下 αを 0～5の範囲の変数とした。 

TCR レパトワ構造を評価するもう１つの指標として read数から計算されるクロ

ーナルな増殖の程度の強いクローンの割合がある。この指標の理解は容易である

が、Renyi エントロピーのように TCR レパトワ構造の全体像を捉えることはでき

ない。例えば、本シミュレーションデータで、クローナルな増殖の程度の強いク

ローンを全 readの 0.5%以上の readを占めるクローンと定義した場合、クローナル

な増殖の程度の強いクローンの割合が S1~S4で同一の値（＝0.5）をとるように作

成した本データセットにおいて、S1~S4 の違いを議論できない。 

なお、どの程度の αで、どの程度のクローナルな増殖をしたクローンの影響が強

いかを知ることはできない為、厳密な αの数値により議論を進めることは不適当で

ある。そのため、以下の結果では全体の傾向を知るため、大まかな αの範囲を記す。 

【Biological Replicate Sampleを用いた TCR レパトワ関連指標の再現性の評価】 

次に Renyi エントロピーによる TCR レパトワ解析の再現性について検討した。

biological replicate sample（同一 RA症例から同時に２組ソートしたサンプル）にお

ける cloneの一致率は replicate間での Clone の一致率は 2.1％と低かった(図４A)。
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また、一致したクローンが各 sampleで占める read数の相関係数も-0.347と低値で

あった。一方で、Renyi エントロピーを replicate群間で相関を検討するときわめて

強い相関が認められたため（図４B）、Renyi エントロピーについては再現性をもっ

て議論することが可能であると考えられた。 

【関節リウマチと健常人コントロールのレパトワの比較】（Renyi エントロピー） 

次に RA群における CD4陽性 T細胞の TCR レパトワ構造の特徴を捉えるため、

Renyi エントロピーを用いて HD群と RAの低疾患活動性群、高疾患活動性群にお

ける T細胞レパトワの多様性を比較した（図５）。その結果、α＞2の条件では

CD4陽性のメモリー T細胞とナイーブ T細胞はともに、高疾患活動性 RA群は

HD群に比して Renyi エントロピーが低いことが確認された（一部有意水準を満た

さなかった）。一方、αが小さい α＝0の条件では 3群に差を認めなかった。つま

り、高疾患活動性 RA群の CD4陽性 T細胞ではクローナルな増殖の程度の強いク

ローンの減少が顕著に認められると解釈される。 

【関節リウマチと健常人コントロールのレパトワの比較】（クローンの頻度） 

Renyi エントロピーによる議論に続き、同様の比較をクローンの頻度の視点から

再検討した（図６）。本指標は Renyi エントロピーに比して網羅性の点で劣るが、

RA 患者において CD４陽性 T 細胞の多様性を議論した報告では、我々の以前の報

告[37]を含め、この指標を用いて議論しており、結果の理解が容易である長所があ

る。また、Renyi エントロピーは多様性（クローンの個数）の指標であるのに対し
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て、本指標はクローナルな増殖の程度を直接評価できるため、補完的なデータが得

られると期待される。そこで今回の解析でも基礎的検討として HD 群と RAの低疾

患活動性群、高疾患活動性群とにおいて、CD４陽性のメモリー T 細胞およびナイ

ーブ T細胞について、expanded cloneの read 数が全 read数に占める割合を求めた。

CD４陽性のメモリー T 細胞およびナイーブ T 細胞のいずれでも高疾患活動性群

では HD 群と比して expanded clone の占める割合の増加する傾向が認められ、特に

ナイーブ群では HD と比して有意な増加を認めた。低疾患活動性群では expanded 

clone の占める割合は、有意差はないものの HD と比してより減少する傾向が認め

られた。（図６A） 

 さらに、全 read の 0.01%、0.02%以下のクローナルな増殖の程度が低いクローン

(non-expanded clone)の占める割合についても検討し、HD群、RA-LDA群、RA-HDA

群のいずれにおいても有意な差を認めなかった。（図６B） 

【関節リウマチ群における TCR レパトワと疾患関連パラメータとの関連】 

また、TCR レパトワの RA の病態における意義を検討するため、Renyi エントロ

ピーと RA の疾患活動性、臨床情報, HLA shared epitope のリスクアリル 数である

SE doseとの相関を解析した(図７A)。RAにおいては、CD４陽性メモリー T細胞の

みならず CD４陽性ナイーブ T 細胞においても、疾患活動性を示す DAS28CRP、

DAS28ESR、CDAI、HAQ、CRP、ESR と Renyi エントロピーの間に負の相関を認め、

CD４陽性メモリー T細胞では α＞１の条件でより強い負の相関を認めた。SE dose
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についても CD４陽性メモリー T細胞において Renyiエントロピーとの間に比較的

強い負の相関を認めたが、SE dose は CD４陽性メモリー T 細胞にて特に α＞１の

範囲で相関が強かった。 

一方で、CD４陽性ナイーブ T 細胞においては α=1～2 で疾患活動性とエントロ

ピーの間の負の相関に強い傾向を認め、メモリー T細胞と異なる傾向を示した。 

【TCR レパトワと血清サイトカイン濃度との関連】 

TCRレパトワ多様性とRAの病態に関与すると推定されている種々のサイトカイ

ンの血清濃度との関連を解析した[54-56]。RA 群では血清中サイトカインの多くで

Renyi エントロピーとの間に比較的強い相関を認めた（図８A）。また、CD４陽性の

メモリー T細胞よりナイーブ T細胞においてより相関は強い傾向が認められた。 

CD４陽性ナイーブ T 細胞では IL-10, -21 濃度は Reniy エントロピーと負の相関

を示し、α＜１の範囲で相関が強くなっていた。また、CD４陽性ナイーブ T細胞で

は IL-1β、IL-6、IL-7、IL-17A、IFN-γ、TNF-α、GM-CSF と Renyi エントロピーとの

間で、全体の傾向として概ね α=1～2の範囲で相関の正負が逆転し、α＞２の条件で

正の相関を示し、α＜0.5の条件では逆に負の相関を示した。特に、IL-1β、TNF-αに

ついては α が大きい範囲での正の相関が強かった。spg-130 については α の小さい

ところで弱い正の相関が、αが大きいと正の相関を示唆された。 

CD４陽性メモリー T細胞においては、IL-10と IL-21では負の相関を認め、IL-10

では α＞２の範囲で、IL-21 では α＜１相関が強い傾向があるが、ナイーブ T 細胞
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と比すると相関は弱かった。さらに、CD４陽性メモリー T 細胞では IL-1β、IL-6、

IL-7、IL-17A、IFN-γ、TNF-αで弱い正の相関が示唆された。IFN-γ、IL-17、GM-CSF

においては CD４陽性ナイーブ T 細胞と同様に α が小さいいところでは負の、α が

大きいところでは正の、相関が弱いが示唆された。  

HD群においては CD４陽性のメモリー T細胞、ナイーブ T 細胞のいずれにおい

ても RA と比べてサイトカイン濃度と Renyi エントロピーの相関が全体的に弱く相

関の向きを RA群と厳密に比較することは困難であった。（図９A）。 

TNF-αに関しては HD 群と RA群とで同様に CD４陽性メモリー T細胞、CD４陽

性ナイーブ T細胞ともに正の相関関係を認めた。(図８B・図９B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

 

考察 

 

TCR レパトワ解析は T 細胞の動態、特に抗原特異的免疫応答を間接的に評価で

きる解析手法である。今回、関節リウマチの病態を TCR レパトワの観点から評価

するため、18 名の RA 患者と 21 名の HD の CD4 陽性メモリー T 細胞およびナイ

ーブ T細胞の TCR レパトワを、次世代シークエンサーを用いて解析した。 

高疾患活動性 RA 群では CD4 陽性 T 細胞のクローナルな増殖の程度の強い

expanded cloneの多様性は減少しているにも関わらず(図５)、それらの expanded clone

のリード数の総和はむしろ増えており（図６）、少数のクローンのみがクローナル

に強度に増殖する免疫環境が存在することが確認された。この多様性減少は CD4陽

性 T 細胞において、抗原特異的に特定の抗原に反応する一部の TCR を持つクロー

ンが増殖している為と考えられる。RA 患者におけるクローナルな増殖は、CD4 陽

性メモリーT細胞、ナイーブ T細胞の双方において確認された。 

また、CD4 陽性 T 細胞の T 細胞受容体が物理的に会合し抗原の提示にかかわる

HLA classⅡの、shared epitope を有する risk allele数が多いほどクローナルな増殖が

増え多様性が減ることが確認された(図７)。この risk allele は GWAS によって指摘

されている遺伝子の中でもっとも寄与度が大きいとされることから[10,11,31]、HLA 

classⅡ上に提示させる特定の抗原を認識する CD4 陽性 T 細胞のクローナルな増殖

が病因にかかわっていると考えられる。 



23 

 

更に、RAの疾患活動性と CD4陽性 T 細胞のクローナルな増殖が相関しているこ

とが示され（図７）、クローナルに増殖している CD4陽性 T細胞が疾患活動性の維

持・増悪そのものに関与すると考えている。 

以上の考察とこれまでの知見を総合し、関節リウマチでは、shared epitopeを有す

る HLA により提示される特定の自己抗原に対して反応する T 細胞受容体を持つ

CD4陽性 T細胞が抗原特異的免疫反応によりクローナルに増殖し、その増殖した自

己反応性の CD4 陽性 T 細胞が病態を生み出すという仮説を立てている（図１０）。 

本研究では CD4 陽性 T 細胞をメモリーT 細胞とナイーブ T 細胞に分けて検討し

た。これはこの 2つの T細胞サブセットが抗原提示において質的に異なると考えた

ためである[57,58]。しかしながら RA 群における CD4 陽性ナイーブ T 細胞は CD4

陽性メモリーT 細胞と同様のクローナルに増殖した TCR レパトワの特徴を持つこ

とが確認された。ナイーブ T細胞がメモリーT細胞へと分化・増殖していく過程に

おいて、抗原提示による TCR 刺激が重要であることは既知であり、さらに一定の T

細胞数の維持に必要である homeostatic expansionにおいても TCR刺激が関与するこ

とが知られている[59-66]。そのため本研究で認められたように、質的に異なる 2サ

ブセットの TCR レパトワが類似した特徴を持つことは RA の病態の特徴である可

能性がある。Goronzyらは、胸腺からの T 細胞供給が免疫学的加齢に伴って減少し、

CD4陽性 T細胞において homeostatic expansion が起こることにより、自己抗原に反

応性を持つ CD4 陽性 T 細胞クローンが増加し、RA の病態に関与するという仮説
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[19,39-41]を提示しており、この仮説によれば、CD4陽性メモリーT細胞のみならず、

CD4 陽性ナイーブ T 細胞においても自己抗原の提示による TCR 刺激によりクロー

ナルな増殖をすることは説明可能であると考えられる。 

一方サイトカインと関節リウマチの関連はこれまでも議論されてきた[7,67]。特

に近年は生物学的製剤による抗サイトカイン療法が効果をあげており[2-4]、TNF-α、

IL-6 をはじめとした炎症性サイトカインが関節リウマチの病態と関連があること

は確かである。そのため、CD4陽性 T細胞がクローナルな増殖をし、RAの病態と

関連しているとしても、その増殖が抗原提示による TCR 刺激よりむしろ、サイト

カイン刺激により引き起こされている現象である可能性もある。しかし、今回の結

果では血清中の炎症性サイトカイン濃度とレパトワ多様性との間で、疾患活動性と

は逆の相関を示した（図８）。これは、炎症性サイトカインが抗原特異的なクローナ

ルな増殖に直接関与しないことを示唆している。逆に、炎症性サイトカインは抗原

特異的な反応とは関係なく、偏りのない CD4 陽性 T 細胞増殖を誘導し、レパトワ

多様性が増えるというモデルを考えている（図１０）。これまで RA において炎症

性サイトカインにより T 細胞レパトワ多様性の増減がどのように影響を受けるか

を示す報告はなく、今後の研究の進展が必要と考える。 

RA の病態に関与する自己抗原に特異的な免疫応答を抑制する治療は現時点では

存在しない。対応する自己抗原が未確定であるだけでなく、抗原は判明しても抗原

特異的な免疫抑制療法には確立したものがないのが現状である。本研究により、抗
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原特異的免疫応答を示唆する TCR レパトワ変化と TNF-α などの炎症性サイトカイ

ン濃度に明らかな関連を認めなかったことは、抗サイトカイン療法により十分な反

応性が得られない症例において自己抗原に特異的な免疫抑制療法が相補的な役割

を担う可能性が示唆され、今後の研究が強く期待される（図１０）。 

一方、本研究では種々の治療状態の症例を対象としており、高疾患活動性症例に

おいて強い免疫抑制療法が実施され炎症性サイトカイン濃度が下がるなどの治療

修飾の存在の可能性はある。しかしながら HD群においても TNF-α はクローナルな

増殖の程度の強いクローンの多様性の増加との正の相関関係を示唆したことから

(図９)、RA 群において正の相関を示した結果も治療の影響だけではないと推定さ

れた。 

また、一般に観測事象の多様性をエントロピーにより評価する際に、観測対象の

サンプル数と観測回数（本研究の場合、細胞数とリード数に相当する）はエントロ

ピー値に直接影響する要素である。今回、この点に留意し、各サンプルの細胞数は

5 万細胞に揃え、シーケンスデータは 1x105 リードをランダムに再回収した。エン

トロピーには複数の計算式が存在し（表５）、TCR レパトワ解析においても従来か

ら Gini index や Shannon Index などが使用されてきた[44-48]。Victor Greiffらによっ

てすでに指摘されているように[49]、Gini index や Shannon Index などの Renyi エン

トロピーの特殊解のみを用いて解析を進めることは、TCR レパトワの局所的な評価

に留まる危険性がある。このことはシミュレーションデータでも確認された。以上
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のような背景から本研究では Renyi エントロピーの α を連続変数として扱うこと

で、クローナルな増殖の程度の強弱に応じた網羅的な TCR レパトワ解析が適切に

実施されたと考えている。 

TCR レパトワの評価指標としてはエントロピーのような多様性指標以外に、クロ

ーナルな増殖の程度の強いクローンの割合がある（図６）。シミュレーションデー

タでも示したように多様性指標の方が TCR レパトワ全体を評価するのに優れてい

ると考えられる。しかし多様性指標単独では解析対象のクローンの多様性は分かる

が、クローナルな増殖の程度は分からない。クローナルな増殖の程度の強いクロー

ンの定義は恣意的な側面はあるが、複数の閾値（図６では 0.2%、0.5%を採用）を用

いることで TCR レパトワの特徴を理解するためには有用であり、多様性指標の欠

点を補完するものだと考えられる。 

一般的に NGS による TCR レパトワ解析の欠点として、biological replicate sample

間において検出されるクローンの配列情報の再現性が低いことがある[32,68,69]。

これには二つの要素が関与している。一つは TCR が非常に多様性に富むため、同

一症例由来のサンプルでもチューブ内に共通のクローンが回収される確率がそも

そも低いことである。もう一つは既存の NGS による TCR レパトワ評価手法では

PCR による増幅は必須であり、検出感度前後の頻度のクローンが検出に成功する

かは確率論的に決まるため、再現性が下がると考えられることである[70,71]。一方、

TCR レパトワの主な評価指標として使用した Renyi entropyは十分に高い再現性を
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持つことを biological replicate sample を用いて確認しており（図４）、本解析結果は

データのばらつきに影響されにくい安定したものだと考えらえる。 

また、本研究を含め、NGS による TCR レパトワ解析においては、実際の細胞数

ではなくクローナルな増殖を read 数で評価しているという限界がある[19,37,42-45]。

確率論的影響などで同定できていないクローンの存在については、推定モデルを使

用することで真のレパトワを予想する報告もあるが[72,73]、十分に手法が確立され

ている段階ではない。今後われわれは、既知の TCR 配列を有する T 細胞 cell line

を、任意の割合でサンプルに混合したうえで NGS による TCR レパトワ解析を実施

し、実際の read数と細胞数との間の関係を測定する実験を検討中である。 

また、RAの病因を明らかにする観点から、ごく初期の RA 患者や、ACPA陽性で

診断基準を満たさない症例において TCR レパトワを解析することで、発症に至る

多様性変化を追うことができると考えている。またその結果によっては未発症の症

例であっても予防的に介入をするタイミングを見出せる可能性もある。以上のよう

に本研究において示した RA の疾患に関連するパラメータと TCR レパトワの関連

を同一患者で時系列に追うなどの方法によって、RAの病勢の進展、ひいては RAの

発症までの免疫異常を検知し、病因の解明や発症を未然に防ぐ予防法の確立につな

がると考える。 

関節リウマチにおいてクローナルな CD4 陽性 T 細胞のクローナルな増殖がみら

れること、またそのレパトワ多様性が減じていることを指摘する報告はこれまでも
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ある[19,32-35]。本研究は、初めて、NGS によって得られた CD4 陽性ナイーブ T細

胞および CD4 陽性メモリーT 細胞の TCR レパトワ情報を、RA 患者と年齢・性別

をマッチさせた健常人コントロールとの間の差異、RA 患者における疾患活動性を

はじめとした疾患関連パラメータとの関連、抗原提示に関連すると考えられる

GWAS 遺伝子である shared epitope のリスクアリル数との関連、および炎症性サイ

トカインとの関連について検討した。また、恣意性を減ずるため Renyi エントロピ

ーを用いて解析を行った。その結果、CD4 陽性のナイーブ T 細胞とメモリー T細

胞の双方におけるレパトワ多様性が RAにおいて減少し、一部のクローンが極度に

増殖していること、またレパトワ多様性の減少と shared epitope リスクアリル数お

よび疾患活動性パラメータとが関連することから CD4 陽性 T 細胞が特定の自己抗

原と反応しクローナルに増殖することが RAの病因において重要であることを示し

た。さらにこの偏ったクローナルな増殖が炎症性サイトカインの影響とは独立した

免疫現象と考えられ、近年効果を上げている抗サイトカイン療法とは異なる、抗原

特異的な治療の開発の重要性を示唆する知見を得たと考える（図１０）。 
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図表 

 

【表１】ＲＡ群とＨＤ群の年齢・性別 

  RA群（18名） HD 群（21名） 

女性（%） 13名（72.2％） 19 名（90.4％） 

年齢（平均±標準偏差） 57.89±12.9 51.76±7.77 

 

群 女性 年齢 

LDA群（6名） 4名（66.7%） 50.3±10.6 

HDA群（12名） 8名（66.7%） 61.7±12.2 

 

表１：RA 群と HD 群間において性別及び年齢はそれぞれ p=0.15（chi-square test）、

p=0.07（Mann-Whitney‘s U test）で有意差を認めない。 

低疾患活動性 RA 群（low disease activity RA: LDA 群）と中～高疾患活動性 RA 群

（high disease activity RA: HDA 群）の性別・年齢。それぞれ p=1（chi-square test）、

p=0.11（Mann-Whitney‘s U test）で有意差を認めない 

（LDA：DAS28CRP＜2.7、HDA：DAS28CRP≧2.7と定義した） 

 

【表２】ＲＡ群の臨床的特徴 

  範囲（中央値） 

罹病期間(月) 2－420(35) 

圧痛関節 0-13(2) 

腫脹関節 0-24(2) 

全般 VAS 0-80(26) 

医師 VAS 0-70(22.5) 

DAS28CRP 1.15-5.21(3.39) 

DAS28ESR 1.74-5.99(1.74) 

CDAI 0-37(12.5) 

HAQ 0-2.75(0.5) 

ACPA titer(U/ml) 1.3-1170(79.4) 

RF titer(U/ml) 5-3250(56) 

CRP(mg/dl) 0.02-6.9(0.445) 

ESR(mm/h) 6-101(35) 
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【表３】ＲＡ群の治療内容 

治療内容 人数  

治療開始前 5名 

プレドニゾロン  （3-10mg/日） 8名 

メトトレキセート （4-12mg/週） 2名 

タクロリムス 1名 

サラゾスルファピリジン 3名 

アバタセプト 2名 

トシリズマブ 1名 

シクロフォスファミド（経静脈投与） 1名 
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【表４】プライマー配列およびシークエンシング用アダプター配列  

  Primer名 配列(5'→3’） 

RT-PCR 

hTCR-CA-R2.2 TCAGGCAGTGACAAGCAGCAATAAGGGAAC 

hTCR-CB-R3.2 CCATGACGGGTTAGAAGCTCCTAACTCC 

hTCR-CB2-R3 CTGGGATGGTTTTGGAGCTA 

1st PCR 

Oligo-dT-N0-

Adaptor 

ACAGCAGGTCAGTCAAGCAGTAGCAGCAGTTCG

ATAACATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 

hTCR-CA-R7 TCTCAGCTGGACCACAGCCGCAGCGTCA 

hTCR-CB-R9 VVGRAATCCTTTCTCTTGACCATGGCCATCA 

2nd PCR 
AP2 AGCAGTAGCAGCAGTTCGATAA 

TRBC-HTS CGACCTCGGGTGGGAACA 

IUPAC 標記に従う    V：A or C or G、 R：A or G、 N：A or T or C or G          

Illumina Adaptor 配列（5'→3'） 

TRSU 
ATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTAC

ACGACGCTCTTCCGATC*T 

TRSI-IndexNo. 
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC-（Index

配列）-ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTT*G 

*：ホスホロチオエート化 

IndexNo. Index 配列（5'→3'） IndexNo. Index 配列（5'→3'） 

1 ATCACG 13 AGTCAA 

2 CGATGT 14 AGTTCC 

3 TTAGGC 15 ATGTCA 

4 TGACCA 16 CCGTCC 

5 ACAGTG 18 GTCCGC 

6 GCCAAT 19 GTGAAA 

7 CAGATC 20 GTGGCC 

8 ACTTGA 21 GTTTCG 

9 GATCAG 22 CGTACG 

10 TAGCTT 23 GAGTGG 

11 GGCTAC 25 ACTGAT 

12 CTTGTA 27 ATTCCT 

 

最終 PCR用 配列 

TPC1 AATGATACGGCGACCACCGA*G 

TPC2 CAAGCAGAAGACGGCATACGA*G 

*：ホスホロチオエート化  
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【表５】エントロピー計算式 

方法 式 

Shannon index 

α=1 

 
 

Gini index 

α=2 

 
 

Renyi 

エントロピー 

αを変数として一般化 

 

 

 

 

表５ 

Shannon Index は α＝1 における Renyi エントロピーであり、Gini index は α＝2にお

ける Renyi エントロピー である。 
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【表６】疾患活動性パラメータ算出法 

VAS 10㎝の直線を用い、mm 単位で患者の状態を主観的に評価する。 

0‐100 で評価し、全く症状がない状態を 0、考えられる最大の

症状（痛み）を 100とする。 

DAS28-CRP 0.56×√(圧痛関節数)＋0.28×√(腫脹関節数)＋0.36×LN((CRP)×10)

＋0.0142×(VAS)＋0.96   LNは自然対数 

DAS28-ESR 0.56×√(圧痛関節数 )＋0.28×√(腫脹関節数 )＋0.7×LN (ESR)＋

0.014×(患者 VAS)     LNは自然対数 

CDAI 圧痛関節数 + 腫脹関節数 + 患者 VAS + 医師 VAS 

SDAI 圧痛関節数 + 腫脹関節数 + 患者 VAS + 医師 VAS + CRP 

HAQ  難なくできる(0点) / 少し難しい(1点) / かなり難しい(2点) / で

きない(3点)の 4段階で 8つのカテゴリーの質問に答え、すべて

のカテゴリーの最高点の単純平均を求める。 

 

HAQの質問内容 

衣類着脱 

身支度 

靴ひもを結びボタンをかけ自分で身支度ができますか？ 

自分で洗髪できますか？ 

起床 肘なし、背もたれの垂直な椅子から立ち上がれますか？ 

就寝、起床の動作ができますか？ 

食事 皿の肉を切ることができますか？ 

いっぱいに水の入っている茶碗やコップを口元まで運べますか？ 

新しい牛乳パックの口を開けられますか？ 

歩行 戸外の平坦な地面を歩けますか？ 

階段を 5段登れますか？ 

衛生 身体全体を洗い、タオルで拭くことができますか？ 

浴槽につかることができますか？ 

トイレに座ったり立ったりできますか？ 

伸展 頭上にある約 2.3㎏（5ポンド）の袋を手を伸ばして降ろせますか？ 

腰を曲げて床にある衣類を拾えますか？ 

握力 自動車のドアを開けられますか？ 

蛇口をひねって開けたり閉めたりできますか？ 

活動 用事や買い物で出かけることができますか？ 

車の乗り降りができますか？ 

掃除機をかけたり庭掃除など、家事ができますか？ 

表６：疾患活動性パラメータの定義や計算式 

大阪大学大学院医学系研究科 呼吸器・免疫アレルギー内科学免疫アレルギー内科

のWebページも参照 http://www.med.osaka-u.ac.jp/pub/imed3/lab_2/page4/page4-9.html 
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【図１】メモリー CD4陽性 T細胞とナイーブ CD4陽性 T細胞のソート 

 

 

図１ 

CD4 陽性メモリー T 細胞および CD4 陽性ナイーブ T 細胞は、CD3 陽性かつ CD4

陽性でリンパ球を Gateしたのち、CD45RA で展開し、CD45RA 陰性集団を CD4陽

性メモリー T細胞、CD45RA陽性集団をCD4陽性ナイーブ T細胞として各々50000

細胞ソートした。 
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【図２】ライブラリーの作成手順 

A 

 

B 

 

図２ 

ライブラリーは上記のように作成した 

A：5’RACE法による TCR‐β 鎖の PCR 増幅 

Gene Specific Primer による cDNA合成→poly-A Tailing→Adaptor 付加→PCR 増幅 

 

B：KAPA Library Prepataion Kit によるシークエンスアダプター付加 

Covaris による断片化→断片平滑化→A-tailing→アダプター付加 
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【図３】Renyi エントロピーによる TCRレパトワ評価（シミュレーションデータ） 

 

図３ 

A：シミュレーションデータの作成方法。合計 10000 リードのデータを 4 つ作成。

5000リードは clonal expansion（CE）の程度の強いクローンを、残り 5000リードは

CEの程度の弱いクローンを代表している。 

 

B：Aで作成した 4 つのシミュレーション TCR レパトワデータを Renyi エントロピ

ーを用いて評価した。α の値が低い条件では Renyi エントロピーは CE の程度の弱

いクローンを中心に評価するため 4 つのデータ間の差は小さい。一方、α の値が大

きい条件では Renyi エントロピーは CEの程度の強いクローンを中心に評価するた

め、4つのデータ間の差は広がる。評価の中心となる cloneの個数が少ない程、Renyi 

エントロピーは低い値をとる。参考として α＝1（Shannon index）、α＝２（Gini index）

の部分を破線で示した。 
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【図４】Biological replicate sample を用いた TCR レパトワ関連指標の再現性の評

価 

 

図４ 

A：Biological replicate sample 間の共通クローンにおける read数分布を表した。4組

（合計 8 個）の replicate sample から 1 組のデータを代表データとして選択した。

Biological replicate sample 間におけるクローンの一致率は 2.1%と低く、その一致し

たクローンが各 sampleで占める read 数の相関係数は-0.347（スピアマン順位相関係

数）であった。 

 

B：Biological replicate sample 間（4組、合計 8サンプル）での Renyi エントロピー

の相関係数と replicateとなっていない独立したサンプル間でのRenyi エントロピー

の相関係数の分布を示した。本解析においてのみ Pearson 相関係数を使用し、各サ

ンプルの総リード数のトリミングは 4×104 リードとした。 
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【図５】RA群と HD群における Renyi エントロピーの比較 

 

図５ 

低疾患活動性 RA群（low disease activity: LDA-RA）と中～高疾患活動性 RA群（high 

disease activity RA: HDA-RA）、HD群の 3群で比較した（LDA：DAS28CRP＜2.7、

HDA：DAS28CRP≧2.7と定義した）。それぞれの群について CD4 陽性のメモリー，

ナイーブ T細胞における Renyi エントロピーを α＝0, 1, 2, 3, 4, 5の条件で計算した

（*：p<0.05） 
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【図６】RA群と HD群における expanded clone と non-expanded clone の割合 

 

図６ 

低疾患活動性 RA群（low disease activity RA: LDA-RA）と中～高疾患活動性 RA群

（high disease activity RA: HDA-RA）、HD群の 3群で比較した（LDA：DAS28CRP＜

2.7、HDA：DAS28CRP≧2.7と定義した）。 

 

A：Expanded clone（クローナルな増殖の程度の強いクローン）のリード数の合計が

全リードの中で占拠する割合を CD4 陽性のメモリー，ナイーブ T 細胞において計

算した。Expanded cloneは全リードの 0.2%または 0.5%以上の read 数を占める clone

と定義した。 

 

B：Non-expanded clone（クローナルな増殖の程度が弱いクローン）のリード数の合

計が全リードの中で占拠する割合を CD4 陽性のメモリー，ナイーブ T 細胞におい

て計算した。Non-expanded clone は全リードの 0.01%または 0.02%以下の read 数を

占める cloneと定義した。 
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【図７】RA群における Renyi エントロピーと疾患関連パラメータとの相関 

 

図７ 

A：CD4 陽性のメモリー，ナイーブ T 細胞における Renyi エントロピーを α＝0～

5（0.1間隔）の条件で計算し，各種疾患関連パラメータとの相関係数をヒートマッ

プに示した（Spearman 順位相関係数）。 

 

B：DAS28CRP と Renyi エントロピー（α＝4）との散布図を示す（*：p<0.05）。 
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【図８】RA群における血清サイトカイン濃度と Renyi エントロピーとの相関 

 

 

図８ 

A：CD4 陽性のメモリー，ナイーブ T 細胞における Renyi エントロピーを α＝0～

5（0.1間隔）の条件で計算し，各種血清サイトカイン濃度との相関係数をヒートマ

ップに示した（Spearman 順位相関係数）。 

 

B：血清 TNF-α濃度と Renyi エントロピー（α＝4）との散布図を示す（*：p<0.05）。 
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【図９】HD群における血清サイトカイン濃度と Renyi エントロピーとの相関 

 

 

図９ 

A：CD4 陽性のメモリー、ナイーブ T 細胞における Renyi エントロピーを α＝0～

5（0.1間隔）の条件で計算し，各種血清サイトカイン濃度との相関係数をヒートマ

ップに示した（Spearman 順位相関係数）。 

 

B：血清 TNF-α濃度と Renyi エントロピー（α＝4）との散布図を示す（*：p<0.05）。 
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【図１０】RA における CD4 陽性 T 細胞レパトワ形成のモデルとその将来の治療

モデル 

 

 
図１０ 

A：関節リウマチにおける CD4陽性 T細胞のレパトワ形成におけるサイトカインお

よび抗原提示の様子を模式的に示した図 

 

B：関節リウマチにおける CD４陽性 T 細胞のレパトワ形成についての仮説により

今後検討されうる治療ターゲット 
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