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要旨 

 

関節リウマチの病態に自己反応性 CD4 陽性 T 細胞が重要な役割を担うことは

以前より知られていたが、T 細胞受容体の特徴には不明な点が多い。我々は、シング

ルセル解析と次世代シーケンサーとを併用し網羅的な T 細胞受容体レパトア解析方

法を確立し、関節リウマチ患者の末梢血にはクローナルな増殖を示す CD4 陽性 T 細

胞が多く存在し、その一部が関節内に浸潤していることを確認した。また、各 T 細胞

クローンの遺伝子発現解析を併用し関節炎の病態に関与する CD4 陽性 T 細胞の候補

を同定した。この実験手法を拡大することで関節リウマチの病態生理がより明確にな

り、最終的には関節炎に関与する自己抗原の同定に繋がり得ると考える。 
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序文 

 

関節リウマチ（rheumatoid arthritis、以下 RA）は手指を中心とした全身の滑膜

炎を呈し、骨破壊、関節変形を特徴とした慢性の炎症性疾患である[1]。病態生理には

不明な点が多く残るが、遺伝的要因と環境要因とが関与し発症すると考えられている

[2]。非ステロイド性抗炎症薬、グルココルチコイド、種々の疾患修飾性抗リウマチ薬

などの従来の治療薬に加えて近年は TNF-α、IL-6 などの分子を標的とした生物学的製

剤が併用される症例が急増しているが、その有効性は 7 割程度であり重篤な感染症な

どの副作用の報告も多く、新規治療薬の開発が期待されている[3-5]。 

山本らは RA 患者の末梢血、滑膜、滑液中の T 細胞受容体（T cell receptor、

以下 TCR）を single strand conformation polymorphism（SSCP）法を用いて解析し、滑

膜、滑液中の T 細胞クローンの集積を同定し、抗原特異的 T 細胞応答が RA の病態に

関与することを間接的に示した[6]。その他にも、多種の自己抗体や自己反応性 T 細胞

の存在を考慮して、RA が自己免疫疾患であることは広く受け入れられている。しか

し、現行の RA の治療薬はいずれも抗原非特異的な治療法であり、有効性、副作用の

観点からも不完全なものである。RA の病態に関与する主要な自己抗原を同定すれば、

抗原特異的な新規 RA 治療法の開発への糸口となる。また、自己抗原に対する免疫寛

容の破綻を未然に予防することや、免疫寛容の再獲得による RA の完治を目指すなど、

新たな治療目標を検討できる。 
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RA 患者の滑膜内、特に滑膜組織の新生された小血管の周囲には多くの CD4

陽性 T 細胞が浸潤していることから、病態に関与する細胞集団ということは以前から

認識されていた。また複数の関節炎のマウスモデルからも CD4 陽性 T 細胞の中心的

役割は確認されている [7-9]。また、候補遺伝子解析やゲノムワイド関連解析

（genome-wide association study、以下 GWAS）から Human Leukocyte Antigen–DR 鎖（以

下、HLA-DR 鎖）上の共通なエピトープ（shared epitope、以下 SE）が RA の発症に強

く関与することが示された[10]。GWAS で関連が指摘された遺伝子は疾患の発症、病

態に深く関わる原因遺伝子として考えられるため、SE を持つ HLA-DR 鎖に効率良く

結合する自己抗原とその抗原を認識する CD4 陽性 T 細胞が RA の発症の誘因である

と推測される。 

B 細胞レベルでの免疫寛容の破綻は自己抗体の存在から比較的容易に推測可

能である。RA 患者の血清にはガンマグロブリン、シトルリン化蛋白（フィブリン、

ビメンチン、α-エノラーゼ）、Ⅱ型コラーゲン、heat shock protein（以下、HSP）など

のストレス蛋白などに対する抗体が認められる[11-14]。特に抗シトルリン化蛋白抗体

（anti-citrullinated protein antibodies、以下 ACPAs）は近年 RA において注目されてい

る抗体である[15]。シトルリン化タンパクを合成する酵素の 1 つである PADI4 が

GWAS において RA の疾患感受性遺伝子として同定されていること、RA の関節内に

シトルリン化抗原が発現していること、ACPA は RA 発症前から認められること、

ACPA は RA に特異的であること、マウスモデルの検討で ACPA の投与により関節炎
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が増悪した結果などから ACPA は RA において重要な役割を担っていることが推測さ

れる[16, 17]。 

一方、自己免疫疾患における T 細胞レベルでの対応抗原を同定することは一

般に困難である。患者から得られた T 細胞を抗原提示細胞と伴に種々の候補抗原で刺

激し T 細胞の増殖やサイトカインの産生を確認する実験系や、主要組織適合遺伝子複

合体（major histocompatibility complex、以下 MHC）と候補抗原内のエピトープの結合

を予測するなどの手法が標準的な解析法である[18-20]。現在の技術では T 細胞の対応

抗原の検索を網羅的に行うことは不可能であり、何らかの仮説をもとに抗原の候補を

予め設定する必要がある。HLA-DR 鎖の SE には陽性荷電されたアミノ酸が多いため、

陰性荷電または中性の蛋白を効率良く結合する可能性がありシトルリン化蛋白はこ

の条件を満たす[21]。T 細胞レベルでも B 細胞同様にシトルリン化蛋白に対する免疫

寛容破綻の破綻が生じている可能性はあるが、RA では抗原の候補が多岐に渡るのみ

ならず、intermolecular epitope spreading により T 細胞レベルで寛容が破綻している抗

原が B 細胞のものと同一分子内であるかは自明のことではない[22]。 

RA における自己抗原の候補であるシトルリン化ビメンチンやシトルリン化

フィブリノゲンを基に作成されたMHC-ペプチドテトラマーを用いた研究報告による

と、RA の末梢血中のテトラマー陽性細胞の率は ex vivo における増殖を行わなければ

100,000 CD4 陽性 T 細胞につき 1～5 細胞と極めて低い[20]。一方で、我々は TCR の

レパトア解析をすることで RA 患者の末梢血、関節組織にて増殖傾向の強いメモリー
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CD4 陽性 T 細胞のクローンを複数同定した。他のグループの報告でも、同様の現象が

確認されている[23]。これらのクローンは既存のテトラマー陽性細胞に比して数的に

大きな集団を形成しており、異なる抗原を認識する細胞集団と考えられる。クローナ

ルな増殖の程度、関節への浸潤などから RA の病態に関与していることが推測される

が、集団としての表現型、対応抗原などの解明はなされていない。 

従来からTCR解析に使用されていたシングルセル解析はサンガー法によりシ

ーケンスしており、配列情報が正確であり α 鎖と β 鎖との対応情報も得られるが、多

様性に富む TCR レパトアについては部分的に評価するのが限界であった。一方、近

年登場した次世代シーケンサー技術（Next generation sequencing、以下 NGS）を応用

することで網羅的な TCR 解析が可能となったが、発展途上の技術であり解決すべき

問題点が複数存在する。解析前に PCR 増幅処置が必要となる場合があるが、PCR 増

幅効率の差によりレパトア情報が歪むリスクがある。また、サンガー法に比してエラ

ー率が高い。TCR は V-D-J recombination により理論的に 1015 の多様性が存在するが

[24]、マッピングするための参照配列がないため、エラー配列と稀な配列とを厳密に

区別することは不可能である。このように TCR レパトア解析をするうえで、シング

ルセル解析と NGS 解析はお互いに相補的な特徴を有する。 

近年、シングルセルレベルでの遺伝子発現解析の報告が増えている。2007 年

の Kurimoto 法に始まり[25]、多くの改良された解析方法が報告されている[26, 27]。他

の遺伝子発現解析に比して対象となる RNA（cDNA）量が 10pg 以下と微量であるた
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め解析前に相当数の PCR 増幅を要し、PCR 増幅に伴う確率論的影響、PCR 増幅効率

の差による影響などがあるものの、卵細胞、幹細胞、神経細胞、腫瘍細胞などで信頼

性の高いデータが得られている[25, 28-30]。クローナルな増殖傾向と相関する信頼で

きるマーカーは CD4 陽性 T 細胞では知られておらず、各クローンの増殖の程度を確

認する確実な方法は TCR レパトア解析である。そのため、クローナルな増殖を認め

る T 細胞の遺伝子発現解析をするためには、TCR 配列と遺伝子発現をシングルセル

レベルで並行して解析し、それらを集約的に解析する必要がある。TCR 解析から得ら

れる増殖の程度や炎症の局所である関節への集簇に関する情報だけでなく、各クロー

ンの遺伝子発現情報も併せて解析することで、RA の病態に関与する CD4 陽性 T 細胞

の候補をより確実に同定できると考えられるが、この主旨の報告は現時点では認めな

い。 

我々は RA の病態に関与する CD4 陽性 T 細胞を正確に同定することが、RA

の病態生理の解明、新規自己抗原の同定へと繋がり、最終的には新規治療の開発の一

助になると考えた。その目的を達成するには網羅的な TCR レパトア解析方法とシン

グルセルの遺伝子発現解析の系が必要と考え、実験を開始した。 
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方法 

 

臨床検体 

東大病院アレルギー・リウマチ内科、もしくは整形外科の外来に通院する RA

患者から 5 症例を選択した。各症例の臨床情報は健常人コントロール 5 名の情報と併

せて Table1 に記す。発症から 10 年以上経過した症例を 4 例、数ヶ月以内に発症し治

療開始前の早期 RA を 1 例認め、4 例から外科手術、もしくは関節穿刺の際に関節検

体を回収した。尚、本実験における RA 患者の末梢血、関節検体の使用は東京大学大

学院医学系研究科・医学部の倫理委員会にて承認を受けている。 
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Table1 臨床情報の要約 

 
A：5 名の RA 患者の臨床情報。B：5 名の健常人コントロールの情報。 
PtGA：patient global assessment、EGA：examiner global assessment、ESR：erythrocyte 
sedimentation rate、RF：rheumatoid factor、CCP：抗 cyclic citrullinated peptide 抗体（抗

CCP 抗体）、ETN：etanercept、mPSL：methylprednisolone、PSL：prednisolone、ND：

no data。 
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フローサイトメーターによる解析とソーティング 

シングルセル解析、NGS 解析用のサンプルは全てフローサイトメーターによ

るソーティングにより回収した。末梢血単核球（peripheral blood mononucleated cell、

以下 PBMC)の分離は Ficoll-Paque（GE Healthcare）による密度勾配遠心分離にて実施

した。滑膜検体からの単核球の分離は、メスにて検体を細断化した後、スチール製メ

ッシュとナイロン製メッシュ（70 µm）上で磨り潰し細胞懸濁液を作成し、末梢血と

同様に Ficoll-Paque による密度勾配遠心分離にて実施した。PBMC のフローサイトメ

ーター解析用の染色は、CXCR5-FITC（clone: RF8B2, BD Pharmingen）、CXCR3-PE

（clone: 1C6, BD Pharmingen）、CD4-PerCP-Cy5.5（clone: OKT4, Biolegend）、CD3-PE-Cy7

（clone: VCHT1, Biolegend）、CCR6-APC（clone: 11A9, BD Pharmingen）、

CD45RO-APC-Cy7（clone: UCHL1, BD Pharmingen）を用いて染色した。関節由来の単

核球の染色は、7-AAD、CD3-PE-Cy7、CD4-APC、CD45RO-APC-Cy7 を用いて染色し

た。フローサイトメーター解析、ソーティングは MoFlo XDP（Beckman Coulter）を用

いた。メモリーCD4 陽性 T 細胞は CD3+CD4+CD45RO+にて、ナイーブ CD4 陽性 T 細

胞は CD3+CD4+CD45RO-にて定義してソーティングした。PBMC 中の濾胞性ヘルパー

T 細胞（follicular helper T cell、以下 Tfh）、Th1、Th2 のソーティングに関しては Figure6A

を参照。NGS による TCR 解析用にソートした細胞数は Table2 にまとめて記載した。 
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Table2 NGS による TCR レパトア解析を実施した細胞数（×104細胞） 

 

FACS によるソーティングにて各サブセットを表記の細胞数だけ回収した。ND：no 
data。  
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シングルセル解析 

シングルセル解析におけるサンプルの調整方法の概要を Figure 1 に示し、シ

ングルセルソーティングした細胞数を Table3 に記載した。シングルセル解析は全般に

Kurimoto 法とほぼ同様の方法で実施した[25]。10×PCR buffer II（Applied Biosystems）

0.45μL、MgCl2（Applied Biosystems）0.27μL、NP40（5%）0.45μL、DTT（0.1M）0.225μL、

RNasin® Plus RNase Inhibitor（Promega）0.045μL、QIAGEN RNase Inhibitor 0.045μL

（Qiagen）、V1(dT)24 primer（10ng/μL）0.09μL、dNTP mix（2.5mM each, Takara）0.09μL、

nuclease free water 3.335μL を混合した細胞溶解バッファー（合計 5μL）を PCR チュー

ブ（200μL）に分注し各シングルセルをフローサイトメーターにて直接ソーティング

した。70℃90 秒にて細胞溶解と RNA の変性を行った後、SuperScriptIII（Invitrogen）

0.2μL、RNasin® Plus RNase Inhibitor 0.033μL、T4 gene 32 protein（Roche）0.067μL を各

チューブに加え、50℃50 分にて逆転写反応を行い、70℃10 分にて酵素の不活性化を

行った。逆転写の反応時間は原法では 5 分あったが、TCRβ 鎖の 3’側で cDNA 合成が

早期に終了してしまうことがあったため、反応時間を 5 分から 50 分に延長したとこ

ろ十分な cDNA の伸長が認められた。次に、10×exonuclease I buffer（Takara）0.1μL、

nuclease free water 0.8μL、Exonuclease I（Takara）0.1μL を加え、37℃30 分で余剰な逆

転写プライマーを分解し、80℃25 分で酵素の不活性化を行った。次に、10×PCR buffer 

II 0.6μL、MgCl2 0.36μL、ATP（100 mM, Roche）0.18μL、RNaseH（Invitrogen）0.3μL、

TdT（Invitrogen）0.3μL を加え、37℃15 分で cDNA の 3’側をポリアデニル化し、70℃
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10 分で酵素の不活性化を行った。次に、10×ExTaq buffer（Takara）7.6μL、dNTP mix 

7.6μL、V3(dT)24 primer（1μg/μL）1.52μL、nuclease free water 58.52μL、ExTaq Hot Start 

Version（Takara）0.76μL を混合し新しい PCR チューブ（200μL）4 本に 19μL ずつ分

注し、上記の cDNA を 3μL ずつ加え、95℃3 分→50℃2 分→72℃3 分で 1 サイクル反

応させた（cDNA の 2nd strand 合成）。次に、10×ExTaq buffer 7.6μL、dNTP mix 7.6μL、

V1(dT)24 primer（1μg/μL）1.52μL、nuclease free water 58.52μL、ExTaq Hot Start Version 

0.76μL を混合し 19μL ずつ各チューブに加え、95℃30 秒→67℃1 分→72℃3 分で 20 サ

イクルPCR反応させた後、PCR産物を精製した（QiaQuick PCR purification kit、Qiagen）。

微量サンプルからの PCR 増幅における確率論的影響を減らすため、最初の 20 サイク

ルの PCR 増幅は 1 細胞あたりの cDNA を 4 分割し、それぞれを鋳型として独立して

実施し、反応後の産物を混合している。ここで精製されたものを 1st PCR 産物として

保管し、以降の反応系で使用した。 

TCR 解析用のサンプルは、上記の 1st PCR 産物 0.5μL を鋳型とし、機能性の

TRBV 遺伝子を全て網羅するように設計されたフォワードプライマー

（“V_beta_common”で表記された 23 個のプライマー、各 100μM）と[31]、TRBC 内の

リバースプライマー(C_beta_332、100μM)を各 0.2μL、10×ExTaq buffer 5μL、dNTP mix 

4μL、nuclease free water 33.3μL、ExTaq Hot Start Version 0.5μL を混合し、95℃2 分、95℃

30 秒→60℃1 分→72℃1 分で 50 サイクルのマルチプレックス PCR を実施し、1.5%ア
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ガロースゲル上の電気泳動にて目的の PCR 産物（550bp 前後）を分離・精製した

（QiaQiuck gel extraction kit, Qiagen）。 

NGS を用いた網羅的なトランスクリプトーム解析は RNA sequencing（以下、

RNA-Seq）と表現されることが多い。RNA-Seq 用のサンプルも Kurimoto 法の原本に

基づき調整した。上記の 1st PCR 産物 0.63μL を鋳型とし、10×ExTaq buffer 5μL、dNTP 

mix 5μL、T7V1 primer（1μg/μL）1μL、V3(dT)24 primer（1μg/μL）1μL、nuclease free water 

36.87μL、ExTaq Hot Start Version 0.76μL を混合し、95℃5 分→64℃1 分→72℃5 分 18

秒で 1 サイクル反応させた後、95℃30 秒→67℃1 分→72℃5 分 18 秒で 8 サイクル PCR

反応させ、PCR 産物を精製後、2%アガロースゲル上の電気泳動にて 200bp 以上の目

的の PCR 産物を分離・精製した（QiaQuick PCR purification kit, QiaQiuck gel extraction 

kit）。原法ではこの段階で PCR 増幅を終了しているが、我々のサンプルでは RNA-Seq

を実施するために必要な DNA 量に至らず、更に 40cycle の PCR 増幅を要した。原法

で使用していたマウス由来の ES 細胞に比して我々が解析したヒトの CD4 陽性 T 細胞

内の mRNA の含有総量が少なく、mRNA の増幅効率が大幅に低下したことに起因す

ると考えた。 

リアルタイム PCR は上記の 1st PCR 産物 0.5μL を鋳型とし各遺伝子特異的プ

ライマーを用いて実施した（QuantiTect SYBR Green PCR Kits、Qiagen）。使用したプ

ライマー配列は Table4 にまとめて記した。 
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Fig 1 シングルセル解析におけるサンプル調整方法 
(1)：細胞溶解液に単細胞を直接ソーティングし細胞溶解する。(2)：逆転写反応液を

加えて逆転写反応を行う。(3)：TdT にて cDNA の 3’端に poly A を付加する。(4)：cDNA
を 4 分割しそれぞれ独立して PCR 反応（5, 6, 7）を行う。(5)：1 サイクルの PCR にて

cDNA を 2 本鎖にする。(6)：20 サイクルの PCR を行う。(7)：4 分割して行った PCR
産物を混合する。(8)：TCR レパトア解析用のプロトコル。(9)：Real-time PCR 用のプ

ロトコル。(10)：遺伝子発現解析用のプロトコル 
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Table3 シングルセル解析を実施した細胞数と効率 

 

シングルセルソーティングした細胞数（sorted cell count）、シングルセル解析において

TCRβ鎖を PCR 増幅できた細胞数（productive PCR）、シングルセル解析において TCR
β鎖を PCR 増幅しシーケンシングまで実施できた細胞数（successful sequencing）、を

各症例に分けて記載した。括弧内はソーティングした細胞数中の割合（％）。SM：

synovial membrane、SF：synovial fluid。
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Table4 プライマー配列 
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NGS による TCR 解析用のサンプル調整 

Figure 2 に概要を図示したように既報のプロトコルを一部改変して実施した

[32]。フローサイトメーターにてソートされた細胞から全 RNA を 11μL の nuclease free 

water で抽出し（RNeasy Micro kit、Qiagen）、dNTP mix 1μL、hTCR-CA-R2.2、

hTCR-CB1-R3.2、hTCR-CB2-R3（TRAC、TRBC に特異的なプライマー、10μM）各 0.33μL

を加え、65℃5 分で加熱し冷却後、RNasin® Plus RNase Inhibitor 1μL、SuperScriptIII 1μL、

DTT 1μL、5×FS buffer(Promega) 4μLを混合し 54℃60 分反応させ cDNA を合成し、85℃

5 分にて酵素を不活性化した。次に RNaseH 1μL を加え 37℃20 分にて RNA を分解し

た後、cDNAを精製し 30μLの nuclease free waterに抽出し（QiaQuick PCR purification kit, 

Qiagen）、94℃3 分で加熱し冷却し、全量に 10×TdT buffer(Invitrogen) 7.75μL、

dGTP(10mM, Takara) 0.5μL、TdT 1μL を加え、37℃60 分にて cDNA の 3’側をポリグ

アニル化し、65℃10 分にて酵素を不活性化した。次に行う PCR 増幅は前半、後半に

分かれるが、PCR 増幅における確率論的影響を減らすため前半の反応は cDNA を 4

分した 9μL を鋳型とし、100μM の Oligo dc-adaptor2（ポリグアニル酸領域に結合す

るフォワードプライマー）、hTCR-CA-R7、hTCR-CB1-R9（TRAC、TRBC に特異的な

リバースプライマー）を各 0.1μL、PrimeStarGXL（Takara）1μL、5×buffer 10μL、dNTP 

4μL、nuclease free water 26μL を混合し、96℃2 分、96℃15 秒→72℃2 分を 3 サイクル、

96℃15 秒→69℃15 秒→72℃1 分 30 秒を 3 サイクル、96℃15 秒→66℃15 秒→72℃1 分

30 秒を 3 サイクル、96℃15 秒→63℃15 秒→72℃1 分 30 秒を 16 サイクルにてタッチ
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ダウン PCR を行った。次に、4 分割して行った PCR 産物を混合し、nuclease free water

にて 20 倍希釈したものを 1μL 鋳型として使用し、100μM の AP2（前半の PCR 反応で

用いたプライマーの Oligo dc-adaptor2 領域に結合するフォワードプライマー）、

TRBC_HTS_3（TRBC に特異的なリバースプライマー）を各 0.1μL、PrimeStarGXL 1μL、

5×buffer 10μL、dNTP 4μL、nuclease free water 33μL を混合し、96℃2 分、96℃15 秒→

63℃30 秒→72℃1 分を 18 サイクルにて PCR 増幅し、PCR 産物を精製した（QiaQuick 

PCR purification kit）。 
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Fig 2 NGS による TCR レパトア解析用の PCR サンプル調整方法 
(1)：total RNA の精製を行う。(2)：C 領域に特異的なプライマーを用いて逆転写反応

を行い、cDNA の 3’端に poly-G を付加する。(3)：cDNA を 4 分割して以後の 1st PCR
をそれぞれ独立して行う。(4)：合計 25 サイクルの 1st PCR を行う。(5)：4 分割して

行った 1st PCR 産物を混合する。(6)：18 サイクルの 2nd PCR を行う。 
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TCR 配列解析 

TCR の complementarity-determining region 3（以下、CDR3）は V-D-J 遺伝子組

換えにより生じる高度に多様な領域であり、各 T 細胞クローンは CDR3 配列にて区別

できる。また、TCRは α鎖、β鎖から構成されるが、β鎖は α鎖より厳密な allelic exclusion

があるため、TCR 配列情報からクローナルな増殖の程度を評価するには β 鎖の CDR3

解析が妥当と考えた。シングルセル由来の TCR 解析用の PCR 産物はサンガー法にて

シーケンシングし（オペロンバイオテクノロジー株式会社に依頼）、TCRβ 鎖の CDR3

領域の配列を得た。IMGT（the international ImMunoGeneTics、http://www.imgt.org）は

免疫遺伝学に関するデータベースや、TCR 配列の解析ツールを公開している。本研究

ではTCRを構成する各遺伝子の分類、表記方法、CDR3などの領域の定義は全て IMGT

のデータベースに従った。シングルセル解析では IMGT/V-QUEST[33]を、NGS では

IMGT/HighV-QUEST[34]を用いて解析した。IMGT/HighV-QUEST では TCR 領域を認

識できなかったリードは”No results”、TRBV 領域のみにマッピングされ CDR3 が認識

されなかったリードは”unkown”、CDR3 領域内に終始コドンやフレームシフトを認め

たものを”unproductive”、CDR3 領域に終始コドンやフレームシフトを認めなかったも

のを”productive”に、CDR3 の機能性に基づき全リードが 4 群に分類される。我々

は”productive”に分類された機能性の CDR3 配列を含むリードだけを抽出し、解析に用

いた。 

次世代シーケンサー 

http://www.imgt.org/
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TCR 解析と RNA-Seq のサンプルは超音波細断し（Covaris S2）、400bp 用のラ

イブラリー調整キット、318 v2 chip を使用し Ion PGM（Applied Biosystems）にて解析

した。Quality value の低いリード（Phred quality score＜20）、アダプター配列、プライ

マー配列のトリミング、RNA-Seq におけるデータの標準化、レファレンスへのマッピ

ングは CLC Genomics Workbench （CLC bio）にて行った。マッピングのレファレン

スは Ensembl GRCh37.72 を使用した。 

統計 

リード数の 2 群間の比較、Gini 係数の比較は T test を使用した。リアルタイム

PCR の結果の比較は Mann–Whitney U test を用いた。アノテーションのタイトルの集

積は hypergeometric test にて解析した。Heat map の作図、Gini 係数の解析は

R(version3.0.2)を用いた。有意水準を 5%とした。 
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結果 

 

RA患者の末梢血中には特定のメモリーCD4陽性T細胞クローンが持続的に増殖して

いる 

RA の末梢血における CD4 陽性 T 細胞の TCR のレパトアに関しては不明な点

が多い。本解析の最終的目標が RA の病態に関与する CD4 陽性 T 細胞クローンを同

定することであり、該当する T 細胞クローンは抗原感作された CD4 陽性 CD45RO 陽

性のメモリー細胞分画に存在しクローナルな増殖傾向が強いと考え、この分画を本研

究の対象とした。最も信頼性の高い TCR レパトア解析による T 細胞のクローナリテ

ィの評価方法はシングルセル解析である。本研究のシングルセル解析では Table3 に示

したように対象細胞数は 100 細胞程度と比較的少数であるため、2 細胞以上で同一の

TCR 配列が確認された場合にクローナルな増殖傾向の強い T 細胞クローン（expanded 

clone、以下 EC）と定義した。 

我々は 2 名の RA 患者の末梢血を数ヶ月の間隔で各合計 3 回採取し、シング

ルセル解析による TCR 解析を繰り返し行った（RA1：Table5、RA2：Table6）。解析細

胞数は各症例合計 100 細胞以上で、TCR の CDR3 同定率は 8 割程度であり（Table3）、

EC の評価は可能だと考えた。検出された EC の TCRβ 鎖の配列情報を Table7 に示し

た。クローンの ID は”Cx.y”と表記し、x は患者 ID 番号、y はクローナルな増殖の

強い順の番号、とした（具体的には RA2 から得られたクローンはクローナルな増殖
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の強い順に C2.1、C2.2、C2.3 のように表記する）。これらの EC は約 6 ヶ月間持続的

に高頻度で認められた(Figure 3)。RA 患者の末梢血中には複数のメモリーCD4 陽性 T

細胞の EC が定常的に存在することが確認された。 

  



 

24 
 

Table5 シングルセル TCR 解析結果（RA1、PBMC） 

 
RA 患者（RA1）の末梢血由来の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞のシングルセル解析

結果。3 回実施したシングルセル解析のうち代表的な結果を示す。QV(quality value)：
CDR3 配列のシーケンシングにおける quality value。Dual：ダイターミネーター法によ

るシーケンシング波形データが TRBC 領域は単波形であったが、V 領域では 2 重に認

められた細胞。ND：TCRβ鎖の PCR は成功したが、PCR 産物のシーケンシングが解

析不能だった細胞。No band：TCRβ鎖の PCR が失敗した細胞。TRBV、TRBJ の遺伝

子名は IMGT の database を参考にした。増殖傾向を認めた T 細胞クローンを網枠で囲

った。  
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Table6 シングルセル TCR 解析結果（RA2、PBMC） 

 
RA 患者（RA2）の末梢血由来の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞のシングルセル解析

結果。3 回実施したシングルセル解析のうち代表的な結果を示す。解説は Table5 を参

照。  
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Table7 PBMC において増殖傾向の強いメモリーCD4 陽性 T 細胞クローン 

 

RA 患者 2 名（RA1、RA2）の末梢血中の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞をシングルセ

ル解析し複数の解析から検出された T 細胞の TCR の配列情報(TRBV、TRBJ の遺伝子

名、CDR3 のアミノ酸配列)を示した。クローンの ID は”Cx.y”と表記し、x は患者 ID
番号、y はクローナルな増殖の強い順の番号、とした（具体的には RA2 から得られた

クローンはクローナルな増殖の強い順に C2.1、C2.2、C2.3 のように表記する）。3 回

の解析のうち、各クローンの細胞数と全解析細胞数を示し、その割合を括弧内に記載

した。 
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Fig 3 RA 患者の PBMC には特定のメモリーCD4 陽性 T 細胞クローンが持続的に増

殖している 
RA 患者 2 名（RA1、RA2）の末梢血中の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞を 2～3 ヶ月

の間隔で各 3 回シングルセル解析し、クローナルな増殖傾向を示した T 細胞（clone ID
は Table7 と共通）の全ソート細胞中に占める頻度（％）を示した。  
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NGS による TCR レパトア解析の妥当性の検討 

近年、主に遺伝子発現解析、ゲノム解析の領域で NGS が頻繁に利用されるよ

うになっている。TCR レパトア解析に関しても、その膨大な多様性からハイスルー

プットの実験系が理想であり、NGS を使用した報告は急速に増えている[35-39]。NGS

の TCR レパトア解析において特に留意すべき点が、①解析前に実施する PCR 増幅に

よる影響、②エラー配列と稀な配列との区別が原則不可能であること、である。フロ

ーサイトメーターから得られる TCR の V 領域の使用頻度や CDR3 領域のスペクトラ

タイピング解析結果が NGS 解析の妥当性の判断材料となっていることが多いが[40]、

TCR レパトアを解析する際には CDR3 の配列や頻度が最も重要な要素であり、この

情報を提供できるのは現時点ではシングルセル解析だけである。 

まず、我々の NGS の解析系における CDR3 配列のエラー率の推定を行った。

TCRβ 鎖の TRBJ 遺伝子の FR4 領域[41]は VDJ 組換えにより影響されない領域で平均

30bp であり CDR3 と同程度の長さである。我々の解析系で得られたデータから各

TRBJ 遺伝子の配列を 1 万リード集めた場合、エラー率は 1.1～4.0%であった。また、

我々と同じ Ion PGM のプラットフォームを利用した TCR レパトア解析の報告では

CDR3 配列のエラー頻度は 3%程度と推定していた[42]。Ion PGM のプラットフォーム

におけるシーケンスエラーの多くは insertion や deletion と考えられているため[43]、

CDR3 解析においてはシーケンスエラーの多くはフレームシフトを生じ非機能性のア

ミノ酸配列を呈すると考えられる。我々は上述のように IMGT/HighV-QUEST に
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て”productive”に分類され CDR3 が機能性のアミノ酸配列を持つ配列のみを抽出する

ことでシーケンスエラーをある程度排除しているため、我々の CDR3 解析系における

エラー率はこれらの頻度よりは低いと思われるが、参考になると考えた。 

実際に 1 万リードの機能性の CDR3 配列を解析した際のアミノ酸配列の典型

例を Table8 に示す。1701 リード検出されたクローンはシングルセル解析でも検出さ

れたものである（クローン ID: C1.1）。このクローンの CDR3 アミノ酸配列と１ヶ所

だけ異なる固有の配列が合計 12 配列（15 リード）検出された。これらがエラーに起

因する配列か、真の稀な配列なのかを厳密に議論することは不可能であるが、上述の

推定を参考にすると全てエラーである可能性はある（エラー率 0.88％）。NGS の TCR

レパトア解析では種々のエラー補正方法が提唱されているが[39]、我々はエラー配列

と稀な配列の区別ができない状況ではエラー補正により実際のレパトア情報が歪む

リスクがあると考え、補正を行わなかった。 

次に TCR レパトア解析における適切なリード数の設定を検討した。リード数

が増加するに従いより低頻度のクローンが検出されるようになるが、一方でエラー配

列によるデータの歪みが生じ易くなる。TCR レパトアを考えるうえで固有の CDR3

配列数は重要な指標であるが、Table8 で示したように多くのエラー由来の CDR3 配列

は固有の配列で 1 リードであることが多い。Figure 4A はリード数の増加に伴う固有

の CDR3 配列数の増加率を示したものである。灰色の網掛けで示されたように 3 万配

列の近辺で、1 リードの増加あたり 0.03 個の固有な CDR3 配列数の増加（3%）が認



 

30 
 

められる。この割合がエラーの出現頻度に近く、3 万配列を超える辺りからエラーに

よる配列情報への影響が無視できなくなる。 

 次に 2 名の RA 患者の末梢血のメモリーCD4 陽性 T 細胞の TCR の NGS 解析

で得られた機能性の CDR3 配列をそれぞれランダムに再抽出し、CDR3 配列の一致率

を計測した（Figure 4B）。また、TCR の NGS 解析用のサンプルを別々にシーケンシン

グし、それぞれランダムに再抽出したデータ間の CDR3 配列の一致率も同様に解析し

た（Figure 4B）。リード数が増加するに従いより多くのクローンが含まれ一致率が増

加するが、リード数が更に増加するとエラー配列の割合が相対的に高くなり一致率が

減少する。約 1 万配列近傍でデータ間の一致率は最高値になった。Figure 4A と Figure 

4B の結果から、機能性の CDR3 配列をランダムに再抽出し 1 万配列のみを解析に用

いる方法が、CDR3 の配列や頻度などの情報を正確に評価できると考え、以降の解析

ではこの方法を採用した。 

 NGS 解析結果の正当性の評価としてまず、同一採血検体をフローサイトメー

ター、NGS により並行して評価し、TCRβ 鎖の TRBV 遺伝子の使用頻度を比較したと

ころ、有意に強い相関関係を認めた（Figure 4C）。また、同一採血検体をシングルセ

ル解析と NGS によって並行して評価し、共通して認められたクローンの全体に占め

る頻度を両解析間で比較したところ概ね同程度であり、有意に強い相関関係を認めた

（Figure4D）。以上より NGS による TCR レパトア解析の条件設定とその妥当性を実

証し、特に EC の評価ではシングルセル解析と相関することが確認された。 
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Table8 NGSによるTCRレパトア解析の具体例 

 
TCR の NGS 解析の具体例を提示する。RA1 から 1×105細胞のメモリーCD4 陽性 T
細胞を採取し、TCR の NGS 解析を実施し、1 万の機能性の CDR3 配列中（アミノ酸

配列）で最も高頻度で認められる配列を表の左に示した。この配列はシングルセル解

析にて確認されたものである。この配列と 1 アミノ酸だけ異なる CDR3 配列を全体

から抽出し右に示した。  
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Fig 4 NGS による TCR レパトア解析の妥当性の検討 
(A)：TCR の NGS 解析に用いるリード数と 1 リードの増加あたりの固有の CDR3 配列

の増加率をグラフ化した。CDR3 配列の増加率が 0.03 以下の領域（網掛け部分）では

エラー率が CDR3 配列の増加率を上回る可能性があり、TCR レパトアの全体像を評価

するには不適切と思われる。 
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(B)：2 名の RA 患者の末梢血の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞の TCR の NGS 解析で

得られた機能性の CDR3 配列をそれぞれランダムに再抽出し、CDR3 配列の一致率を

計測した(■、○)。また、1 名の RA 患者の末梢血の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞の

TCR の NGS 解析用のサンプルを別々にシーケンシングし、それぞれランダムに再抽

出したデータ間の CDR3 配列の一致率を計測した(△)。 
(C)-(D)：2 名の RA 患者の末梢血の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞（同一採血検体由

来）を用い、それぞれ FACS 解析、シングルセル解析、NGS による TCR 解析(機能性

の CDR3 配列をランダムに再抽出し 1 万リードを解析に使用した)を並行して実施し

た。 
(C)：NGS 解析で得られた TRBV 遺伝子の使用頻度と FACS で得られた各 TRBV 領域

の陽性頻度を比較し、ピアソンの相関係数を記載した。 
(D)：シングルセルと NGS の両解析で共通して認められたクローンの全体に占める頻

度を比較し、ピアソンの相関係数を記載した。 
*：p<0.05  
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RA 患者の PBMC ではメモリーCD4 陽性 T 細胞の EC が多く認められる 

Figure 3 では RA 患者の末梢血中に特定の CD4 陽性 T 細胞クローンが持続的

に増殖していることをシングルセル解析にて示したが、解析細胞数が 100 細胞程度で

あるため TCR レパトアの極一部の評価に留まり、健常人コントロールとの比較がな

かった。そこで NGS によるハイスループットの系にて TCR レパトアを網羅的に評価

し、健常人コントロールとの比較を行った（Figure 5）。TCR レパトアの比較方法は種々

の報告があるが、我々は既報を参考に①高頻度（0.1％以上）の CDR3 配列の配列数

とリード数の総和、②各 CDR3 配列を頻度順に並べ各配列のリード数を総和したプロ

ット図、③Gini 係数（各 CDR3 配列のリード数の分布の偏りを評価）を採用した[23, 44, 

45]。RA のメモリーCD4 陽性 T 細胞では健常人コントロールに比して高頻度の CDR3

配列が多く認められ、全リードに占める割合も高いことが確認され（Figure 5A,B）、

各 CDR3 配列のリード数の分布が大きく偏っていることが確認された（Figure 5C,D）。

以上より、RA 患者の PBMC 中のメモリーCD4 陽性 T 細胞には健常人コントロールに

比して、クローナルな増殖傾向を示す T 細胞クローンが多く含まれることが示唆され

た。 
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Fig 5 RA 患者の PBMC ではメモリーCD4 陽性 T 細胞の EC が多く認められる  
5 名の RA 患者と 5 名の健常人コントロールの末梢血の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細

胞、CD4 陽性 CD45RO 陰性 T 細胞を用いて NGS による TCR レパトア解析を行った。

機能性の CDR3 配列をランダムに再抽出し 1 万リードを解析に使用した。 
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(A)：高頻度（0.1％以上）で検出された CDR3 配列の配列数。 
(B)：高頻度（0.1％以上）で検出された CDR3 配列のリード数の総和。 
(C)：各 CDR3 配列を頻度順に並べ(X 軸)、リード数の総和を計測し(Y 軸)、プロット

した。プロットラインが上側にあるほど、高頻度の CDR3 配列を多く含むことを意味

する。 
(D)：各 CDR3 配列のリード数の分布の Gini 係数を計測した。Gini 係数は 0 に近いほ

ど均等に分布し、1 に近いほど偏った分布であることを意味する統計指標である。 
*：p<0.05  
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RA 患者の PBMC では Th1 と Th17 のクローナルな増殖傾向が強い 

近年、免疫学の分野ではメモリーCD4 陽性 T 細胞は更に細かく分類され議論

されるようになっている[46]。我々はメモリーCD4 陽性 T 細胞を更に細胞表面マーカ

ーにより Tfh、Th1、Th17 の 3 分画に分類し(Figure 6A)、NGS による TCR レパトア解

析を実施した。2 名の RA 患者のシングルセル解析にて検出された EC に注目し（Table 

7）、これらの EC が各分画で占められる割合を比較した（Figure 6B）。分画間を公平

に比較するため、各分画のリード数はその分画のメモリーCD4 陽性 T 細胞に占める割

合で補正した。具体的には Tfh がメモリーCD4 陽性細胞の 25％を占め特定の CDR3

配列が Tfh 分画に 100 リード検出されたときは、100×0.25＝25 リード、のように補

正している。ほぼ全ての EC は Th1、Th17 の順で多く検出され（C2.2 のみ Th17＞Th1）、

Tfh に認められるのは極一部のみであった。 

PBMC 中の EC が Th1 に偏っていることを別の手法で再確認するため、PBMC

中のC1.1とC2.1におけるTBX21の発現をシングルセル解析によるリアルタイムPCR

にて確認した（Figure 6C）。約 4 割の C1.1、約 7 割の C2.1 で TBX21 の発現が確認さ

れた。TBX21 は Th1 の調整因子として重要な遺伝子であることから、C1.1 と C2.1 は

Th1 型の表現型を持つことが予想される。 

各分画のクローナルな増殖の程度を Gini 係数を用いて評価したところ Th1 と

Th17 で高く、クローナルな増殖傾向が強いことが示唆された(Figure 6D)。 
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Fig 6 RA 患者の PBMC では Th1 と Th17 のクローナルな増殖傾向が強い 
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2 名の RA 患者（RA1、RA2）の末梢血中の CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞を Tfh、Th1、
Th17 の 3 分画に分類し、NGS による TCR レパトア解析を行った。各サンプル内で機

能性の CDR3 配列をランダムに再抽出し 1 万リードを解析に使用した。各分画のメモ

リーCD4 陽性 T 細胞における割合によりリード数を補正した。具体的には Tfh がメモ

リーCD4 陽性細胞の 25％を占め特定の CDR3 配列が Tfh 分画に 100 リード検出され

たときは、100×0.25＝25 リード、のように補正している。 
(A)：RA1 の FACS 解析結果を提示する。赤枠が 3 分画のソーティングゲートである。 
(B)：Table7 に示した EC が各分画で占められる割合を比較した。 
(C)：C1.1、C2.1 の各単細胞由来の cDNA を利用し、RT-PCR にて TBX21 遺伝子の発

現を解析した。内在性コントロール遺伝子として ACTB 遺伝子を用いた。下段に

TBX21 遺伝子発現の陽性率を記載した。 
(D)：各サブセットにおける各 CDR3 配列のリード数の分布の Gini 係数を計測した。  
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RA の滑膜組織には Th1 型の EC が浸潤する 

RA の病態に関与する CD4 陽性 T 細胞を正確に同定するためには、PBMC だ

けでなく炎症の局所である関節内での EC の同定とその EC の遺伝子発現解析が重要

だと考えた。現時点では EC の信頼できるマーカーがないため、EC の発現解析を行

うにはシングルセル解析での TCR のシーケンシング、遺伝子発現解析を並行して実

施する必要がある。 

関節検体（滑膜 3 例、滑液 1 例）から抽出されたメモリーCD4 陽性 T 細胞を

シングルセル解析し、TCR をシーケンシングした（Table 9）。RA1 の関節検体では

PBMC の解析で最もクローナルな増殖傾向の強かった EC（clone ID: C1.1）が 4/23 細

胞で検出され、もう１つの EC（clone ID: C1.2）も 1/23 細胞で検出された。RA3、RA5

の関節検体においても、PBMC の NGS 解析で認めた複数のクローンが関節組織から

も検出された（Table 9、点線枠）。これらは関節検体のシングルセル解析では 1 細胞

のみの検出であったが、解剖学的に離れた部位の独立した解析で同定されたためクロ

ーナルに増殖していると考えられる。 

 RA1 の滑膜検体を用いてシングルセルレベルでの遺伝子発現解析を行った。

C1.1 は 4 細胞で認めており EC1~4 のように各細胞に ID を付け区別して解析した。ま

ず、C1.1 から 2 細胞（EC1~2）を、クローナルな増殖の所見がない T 細胞から 3 細胞

（non-EC1~3）をランダムに選択し、合計 5 細胞検体の RNA-Seq を実施した。トリミ
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ング後に各サンプル平均 1,297,307 リードがレファレンス配列にマッピングされ、全

体で 4873 遺伝子が含まれていた。 

EC のうち 1 細胞（EC1）にて TNFSF14（LIGHT をコードする遺伝子）と

TNFSF14 と関連する遺伝子（BIRC2、CYFIP2）の発現が高く検出された（Figure 7B-1）

[47, 48]。LIGHT は活性化 T 細胞の膜上に発現し破骨細胞分化に重要であることが示

されており[49]、EC が関節破壊に関与する可能性が示唆された。EC のうち 1 細胞（EC2）

では TBX21 などの Th1 を制御する重要な遺伝子群の発現が高く（Figure 7B-2）、Th1

型の表現型を呈していると考えられ、PBMC のサブセット毎の TCR レパトア解析の

結果に合致する所見と考えた。この所見を強固に確認するため、EC 1~4、non-EC 1~9

の 13 個のシングルセルから得られた cDNA サンプルを用いて TBX21 の発現を real 

time PCR にて評価した。EC と non-EC における TBX21 の陽性率はそれぞれ 2/4 細胞、

1/9 細胞であり、EC は Th1 型に偏っていることが示唆された（Figure 7D）。一方、non-EC

では GATA3 の陽性率が高い傾向があった（Figure 7C、D）。EC と non-EC の遺伝子発

現の特徴を検討するため EC で発現がより高い遺伝子群（EC cluster）、non-EC で発現

がより高い遺伝子群（non-EC cluster）を抽出した（Figure 7B-3）。EC cluster では細胞

分裂の M 期に関連した遺伝子が集簇し、non-EC cluster ではアポトーシス抑制関連遺

伝子が集簇していた（Figure 7C）。CD5 は自己反応性 T 細胞で高発現するという報告

があり[50]、EC 群で特徴的に CD5 の発現亢進が認められたことからこれらの clone

は自己反応性の clone である可能性が示唆される（Figure 7C）。また CXCR4 は関節炎
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の発症と関連するケモカイン受容体であるが[51, 52]、EC 群で有意に発現が亢進して

いた（Figure 7E）。以上より、RA1 から検出された C1.1 は末梢血だけでなく関節内に

おいても高レベルの増殖傾向を示し、RA の病態に関与するクローンであることが示

唆された。 
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Table9 関節検体を用いたシングルセル解析結果 

 

RA 患者 4 名（RA1、RA3、RA4、RA5）から得られた関節検体を用いたシングルセル

解析結果。増殖傾向を認めた T 細胞クローンを枠で囲った。実線枠は複数細胞で検出

されたクローンであり本解析では EC と定義されている。点線枠は 1 細胞のみの検出

であったが、同一症例の PBMC の NGS 解析でも検出された配列である。Table5 の解

説も参照。  
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Fig 7  RA の滑膜組織には Th1 型の EC が浸潤する（次項に続く） 
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Fig 7  RA の滑膜組織には Th1 型の EC が浸潤する 
RA 患者 1 名の滑膜組織から抽出された CD4 陽性 CD45RO 陽性 T 細胞をシングルセ

ルソーティングし、各単細胞毎に TCR 解析と発現解析を並行して行った。 
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(A)：同一症例の PBMC と関節検体の FACS 解析結果を提示する。右側の赤枠がソー

ティングゲートである。 
(B)、(C)：C1.1 から 2 細胞（EC1~2）を、クローナルな増殖の所見がない T 細胞から

3 細胞（non-EC1~3）をランダムに選択し、合計 5 細胞検体の RNA-Seq を実施した。

標準化 log2(RPKM)を発現量の指標として用いた。 
(B)：B-1 と B-2 はそれぞれ EC1、EC2 のみに高発現であった遺伝子（標準化

log2(RPKM)>2）の一部をまとめた heat map。B-3 は EC 群と non-EC 群で発現の差が

明瞭な遺伝子をまとめた heat map。EC cluster は EC 群で 2 サンプル伴に標準化 log2
（RPKM）が 0 以上であり、かつ、non-EC 群で 3 サンプル伴に標準化 log2（RPKM）

が 0 未満である遺伝子をまとめた群。Non-EC cluster も同様に作成した。 
(C1-C2)：各遺伝子に Gene ontology による annotation を付加し、各 cluster において

hypergeometric test を実施した。有意に集簇している annotation のタイトルを表に示し

た。 
(C3)：各 cluster 内に分類された遺伝子のうち、免疫学的に特徴のある遺伝子を表にま

とめた。 
(D)、(E)： EC 4 細胞、non-EC 9 細胞の各単細胞由来の cDNA を利用し、RT-PCR にて

各遺伝子の発現を解析した。内在性コントロール遺伝子として ACTB 遺伝子を用いた。 
(D)：TBX21、RORA、GATA3、Foxp3 の発現を定性的に示した表。13 クローンの解

析で最も高い発現量の 1%以上の発現を認めたクローンを陽性（○）、1%以下のクロ

ーンを陰性（×）と表記した。赤字で示した細胞（EC1、EC2、non-EC1、non-EC2、
non-EC3）は(B)(C)の RNA-Seq の ID と共通である。 
(E)： CXCR4 の発現量。  
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考察 

 

我々はシングルセル解析とNGS解析という相補的な性質を持つ解析系を組み

合わせることで、網羅的な TCR レパトア解析の実験系を確立した。この手法により

RA 患者の末梢血中のメモリーCD4 陽性 T 細胞は健常人と比較してクローナルな増殖

傾向が強く、特に Th1 と Th17 の分画においてその傾向が強いことが示唆された。ま

た、RA1 から検出されたメモリーCD4 陽性 T 細胞のクローンである C1.1 は、末梢血

と関節組織内で強い増殖傾向を示し、TNFSF14、CD5、JAK3、Th1 のマーカー遺伝子、

CXCR4 などの発現が高い傾向にあることを示した。 

TNFSF14（LIGHT）は活性化 T 細胞の膜上に発現し破骨細胞分化に重要であ

ることが示されており[49]、CD5 は自己反応性 T 細胞で高発現するという報告があり

[50]、JAK3 阻害剤は近年 RA の新規治療として使用され始めている[53]。RA の関節

組織における CD4 陽性 T 細胞のサブセット解析を行うと多くは Th1 細胞であること

が報告されており[54, 55]、シトルリン化ビメンチン特異的 T 細胞は主に Th1 細胞で

あるとの報告もあり[20]、またインターフェロンガンマを抑制する治療が RA に有効

であったとする知見もあり[56]、RA の病態に中心的に関与する CD4 陽性 T 細胞は主

に Th1 である可能性が示唆され、今回の研究の結果とも合致する。また、ヒト滑膜中

の CD4 陽性 T 細胞の大半は CXCR4 陽性であり、CXCR4 のリガンドである stromal 

cell-derived factor (SDF)-1 はヒト滑膜内で発現が高くヒト滑膜 CD4 陽性 T 細胞の遊走
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を誘導し、CXCR4 阻害剤によりコラーゲン誘導関節炎モデルマウスの関節炎スコア

が抑制されることからCXCR4陽性CD4陽性T細胞は関節リウマチの病態形成に関与

すると考えられる[51, 57]。本解析にて関節内の EC（C1.1）で CXCR4 の発現が高か

ったことは興味深い。この知見より関節組織内では CXCR4 の発現が高い CD4 陽性 T

細胞内に EC が多く含まれる可能性がある。以上より RA1 から検出されたメモリー

CD4 陽性 T 細胞のクローンである C1.1 は関節内自己抗原に反応してクローナルな増

殖と活性化を起こしたと推測され、RA の病態に関与している可能性が高いと考えら

れる。 

関節炎モデルマウスの解析では関節内の EC が関節炎の病態に関与すること

が示唆されている[58]。本解析では 5 症例の RA の PBMC を用いて TCR レパトア解析

を実施し多くの EC を同定している。1 症例（RA1）のみの解析であるが、TCR レパ

トア解析と遺伝子発現解析を併用し EC の 1 つが RA の病態に関与していることが示

唆された。同様の解析を継続することで他の EC に関しても RA の病態形成への関与

を検証できると期待される。また、治療が EC にどのように影響するかは今後の解析

課題であるが、EC の頻度や遺伝子発現パターンの変化を解析することで EC の病態

への関与を間接的に検証することができると期待される。 

NGSを駆使したRA患者の末梢血中のTCRレパトア解析は既報があるが[23]、

CD4/CD8、Tfh/Th1/Th17 などのサブセットは区別せずに T 細胞全体を解析しており、

健常人との比較がなされていなかった。注目すべき点として健常人の一部の CD4 陽



 

49 
 

性細胞においても高いクローナリティが観察されたため、RA の CD4 陽性 T 細胞の

TCR レパトアを解析するうえで健常人コントロールの設定は重要である。また、CD8

陽性 T 細胞の方が CD4 陽性 T 細胞よりクローナルな増殖傾向が強いことは既に知ら

れており[44]、CD4 陽性 T 細胞の TCR レパトアを正確に評価するには CD4/CD8 を分

画することが必要である。また、メモリーCD4 陽性 T 細胞を更に 3 つに分画し TCR レ

パトア解析を実施した報告は RA では初である。増殖傾向の強い T 細胞クローンの大

半は Th1 に分類され、シングルセル遺伝子発現解析と合致する結果が得られた。 

 シングルセル解析と NGS を併用し TCR レパトアを評価した報告はあるもの

の、両実験系の解析結果の一致率、相違などは十分に議論されていなかった[42]。我々

の実験系では増殖傾向の強い T 細胞クローンに関しては両実験系で十分な相関があ

ることを示した。一方で、シングルセル解析では評価が困難な低い増殖率の T 細胞ク

ローンは参照配列が存在しないため、どの程度正確に NGS の TCR 解析に反映される

かを厳密に検証することは不可能である。現時点の NGS はどの機種や実験系を用い

ても TCR 解析するためには 20-40 cycle 程度の PCR 増幅が必要である。TCR 配列に依

存した増幅効率の差、単細胞内での TCR の mRNA の発現量の差、発現量の低い cDNA

分子の PCR 増幅の際の確率論的な影響などは、現在のところ技術的に回避不能であ

る。最終的には、増幅過程を要さない 1 分子シーケンシングや、1 細胞毎に異なった

タグを結合した逆転写プライマーを使用するデジタルシーケンシングなどの応用に

よりこれらの諸問題が解決すると期待される。 
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ヒトのT細胞をシングルセルソーティングしTCRレパトアを解析した報告は

少なく、特に CD4 陽性 T 細胞の報告は稀である[32, 59]。主にマウスの実験系である

がシングルセルの RNA から cDNA 合成、PCR 増幅し TCR 配列をシーケンスする方

法は、複数報告がある[60-62]。この中で、近年主流になっている手法が PCR による

増幅の step の前の精製過程を省くことである。つまり、sorting 後に RNA 精製をせず

に逆転写反応液中で細胞を溶解し、そのまま逆転写、PCR 増幅の過程に進み、その後

に精製をするという流れである。我々も複数のプロトコルで条件検討を行ったが現行

のプロトコルが最も効率的であり、シングルセルソーティングした細胞のうち約 8 割

の細胞で TCR の CDR3 配列を同定できた。この同定率は既報に比して十分高い数値

である。 

今後、本研究で同定した RA の病態に関与する可能性が高い T 細胞クローン

の対応抗原を検索する必要がある。長期的には pMX vector を用いて目的の TCR を

HLA-DRB1*0405 陽性患者の末梢血 CD4 陽性細胞に過剰発現させ[63, 64]、抗原提示細

胞との共培養下で関節抗原を含む種々の抗原を加え、対応抗原を検索する予定である。

また免疫不全マウスに RA 患者の滑膜組織を移植し SCID-HuRAg を作成し[65]、TCR

を過剰発現させた T 細胞を移入し、T 細胞の挙動、移植関節組織への浸潤、血清中の

炎症性サイトカインの測定なども検討している。これらの in vitro、in vivo の両方の研

究結果から、新たな対応抗原、T 細胞レベルでの免疫寛容破綻の機序、RA の病因に

関する新規知見などが得られると期待する。 
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対応自己抗原が明確に同定できた場合は抗原特異的治療への応用が期待され

る。Celiac 病は HLA class II との関連が遺伝学的に証明されており、RA と部分的に似

通った病態の自己免疫疾患であるが、T 細胞レベルでの自己抗原(gluten)が同定されて

いる[66]。対応抗原が明確であるため gluten free diet、gluten の oral tolerance などの治

療が考案され、臨床的効果が確認されている[67]。RA においても Celiac 病での成功

例を参考に抗原特異的な免疫寛容の再獲得を目指す治療が開発できる可能性はある。

抗原特異的治療は生物学的製剤を含めた現行の治療にはない要素であり、現行の治療

が奏功しない症例に有効である可能性はある。 

我々は NGS という新しい解析手法を TCR 解析とシングルセル遺伝子発現解

析に応用することで、RA の病態に関与するメモリーCD4 陽性 T 細胞のクローンの候

補を同定することに成功した。この手法は従来の実験系よりも仮説に依存しないもの

であり、新たな知見が得られる可能性はあると思われる。この実験系を拡大すること

で RA の病態生理の解明や、最終的には関節炎に関与する新規自己抗原の同定に繋が

り得ると考える。 
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