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研究成果の概要（和文）：従来の免疫担当細胞のFACSや定量PCRによる解析手法では，集団の「傾向」を見るに
とどまり，詳細なクローン組成や個々の細胞における定量情報は皆無であった．本研究では，DNAバーコード法
を改良・発展させ，T細胞受容体ペアのハイスループットかつバイアスのない検出を行う方法の確立を試みた．
本手法により，免疫がダイナミックに活性化されている大腸炎モデルにおいて，腸管浸潤T細胞のTCRレパトア解
析を実施した．

研究成果の概要（英文）：Conventional methods such as flow cytometry and quantitative PCR have 
limitation to analyze individual lymphocyte cells. Here we established single cell analysis method 
by taking advantage of DNA barcoding, and analyzed TCR repertoire in the gut of experimental colitis
 model. 

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
これまでの免疫学的解析手法では，マス

（全体）としてポピュレーションを解析する

ことで，集団の「傾向」を見るにとどまり，

クローン組成や１細胞での定量情報は得ら

れない．近年，シングルセル解析の技術によ

って T細胞受容体のレパトア解析が行われる
ようになってきた．TCRは α鎖と β鎖のペア
によって構成されているが，これまで行われ

てきた研究のほとんどは，TCRα および β 鎖
のどちらかを遺伝子組み換えによって１種

類に固定しておき，残りのペアのバリエーシ

ョンを調べるというものであり，より自然な

状態でのレパトア解析が求められている． 
DNA にタグをつけるバーコード法の登場

により，シークエンス解析から得られた複数

の遺伝子の読み取り情報を，タグ情報によっ

て個々の細胞へと帰属することが可能とな

っている．申請グループでは本手法を応用す

ることで，リンパ球の TCRペア情報を，個別
に，バイアスなく，そしてハイスループット

に検出することが可能にできると考えてい

る．クローンを個々のレベルで「観る」こと

で，マスとして同じに見える２つの集団から

全く異なる性質を読み取ることが可能と考

えられる． 
 

２．研究の目的 
本研究では，TCRペア情報を取得可能な

シングルセル解析手法の確立を試みた．本手

法を用いて，恒常的に免疫応答が誘導され，

ダイナミックに制御されている腸管免疫系

における T細胞のクローン解析を実施した． 
 
３．研究の方法 
（１）DNAバーコード法を利用した TCRレ
パトア配列同定法の構築 

Ｔ細胞受容体の α鎖と β鎖の配列のペア
を一細胞の分解能かつハイスループットで

決定する計測システムを確立するための検

討を行った。まず、細胞をよい状態で保存で

きると考えられる溶液をあらかじめウェル

にいれ、フローサイトメトリーを用いて、マ

ウスから採取した T細胞をプレート内の各ウ
ェルに１細胞ずつソートした。TCRα と β 用
のプライマーに工夫を加えて設計し、逆転写

反応と増幅反応を行った。増幅産物を電気泳

動で確認し、精製した後、シークエンスによ

り配列を決定した。これらにより、１細胞か

ら TCRを効率よく増幅することができるか、
ハイスループット化が可能か、などを検証し

た。 
（２） 実験的大腸炎モデルの誘導 

野生型 C57BL/6J マウスより脾臓を摘出
し，リンパ球を調整した後，表面マーカーの

染色を行った．その後，フローサイトメータ

ーにより CD45RBhighCD4+ T 細胞を分取し，
Rag1欠損マウスに尾静脈注射した．6週間後，
大腸炎を発症したレシピエントマウスの大

腸を摘出し，コラギナーゼ処理により細胞懸

濁液を得た．表面マーカーを染色後，メモリ

ーT 細胞をシングルセルトしてプレート上に
分取した． 
 
４．研究成果 
（１）DNAバーコード法を利用した TCRレ
パトア配列同定法の構築 

TCRは、5’末端に多様な配列を持つ。これ
らの配列によるバイアスが少なく、かつ簡易

的に作業できる増幅方法を開発した。この方

法はハイスループット化に有効だと考えら

える。この方法を用いて、１細胞から TCRα
と TCRβの同時増幅を試みた。現在、サンプ
ルなどに依存して検出効率が変わってしま

うということもあるが、本方法で１細胞から

TCR を検出できることを示せたことは重要
だと考えている。また、増幅産物にバーコー

ドを付加した。さらに、増幅産物に対して簡

易的な精製を行うことで、シークエンス解析

を行えることも示した。ハイスループット測

定に欠かせない次世代シークエンサーはサ

ンガーシークエンス法よりシークエンスの

エラー率が高いが、同じバーコードが結合し

た複数の cDNA をシークエンスすることで、
最終的なエラー率を劇的に減らせることを、

別の測定系で確認することができた。このよ

うに、バーコード法を利用した T細胞受容体
ペアのハイスループット計測における、基礎

技術を構築した。 
 
（２）クローン病病様慢性大腸炎の発症を担

うメモリーT細胞クローンの検出 
クローン病は原因不明の希少難治性疾患

であり，主として若年者において，消化管に

非連続的な炎症・潰瘍病変が生じ，腹痛や下

痢，血便，体重減少などを引き起こす．クロ

ーン病の発症原因は不明であるが，遺伝的背

景に加え，環境因子として腸内細菌の異常お

よびそれに伴い腸内細菌に対する腸管エフ

ェクターT 細胞の活性化が病態形成に関わる
ことが知られている．そこで，特定の TCR
を有する T細胞集団が病態の発症に関わる可



能性を検証するために，クローン病様病態を

発症する CD45RBhighCD4+ T 細胞移入による
慢性大腸炎モデルにおいて，研究項目 1で確
立した手法を用いて，colitogenic（腸炎原性）
T細胞の TCR解析を実施した． 
メモリー細胞画分をフローサイトメータ

ーにより分取し，シングルセル解析を実施し

た．その結果，今回解析した複数のクローン

のうち，かなり偏った TCR構成を示すことが
判明した． 

本研究ではシングルセルレベルで迅速

に RT-PCR を行う方法を開発できた．まだ効
率は高くないながらも、本方法を用いた１細

胞からの TCRαと TCRβの同時増幅が可能で
あることを示すことができた．現在，100-1000
細胞の細胞を一度に解析するプラットフォ

ームの構築を行っている．これより，

colitogenic T細胞がいくつかの特定の TCRを
有する細胞集団であることが示唆される．今

後は，解析をさらにハイスループット化して

解析数を増やし，ナイーブ T細胞集団とも比
較を行うことで，Colitogenic T細胞の TCRの
特性を明らかにする予定である． 
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