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1. 序 

リンパ球の一種である T 細胞は、多種多様な病原体由来の抗原を認識し、それ

ら病原体に感染された細胞を排除することで、強固な免疫応答の成立に寄与す

る。T 細胞の抗原認識は、細胞表面に様々な抗原を認識することができる多様

性に富んだ T 細胞受容体 (TCR) の“レパートリー”を持つことに起因する。

TCR の種類は 1015以上におよぶと言われており、理論上あらゆる抗原の認識が

可能である。TCR は α/βあるいは γ/δ複合体の 2 つのタンパク質鎖から構成さ

れている。TCR の多様性は、TCR 遺伝子座で起こる V, D, および J 遺伝子セグ

メントのランダムな組換えに由来する。また、多様性をさらに高めるため、組

換えが起きた後の各遺伝子セグメントの接合部位では、塩基配列がランダムに

欠損(P-ヌクレオチド)、および付加(N-ヌクレオチド)されることが知られてお

り、これらの現象は Artemis および terminal deoxynucleotidyl transferase 酵素によ

ってそれぞれ促進される。このようなランダムな塩基配列変異がおこる TCR

領域は complementarity determining region 3 (CDR3)と呼ばれ、TCR の多様性の大

部分を占めている。TCR が抗原提示受容体 MHC を介して抗原提示細胞から提

示された抗原と接触し、抗原特異的な適応免疫応答を可能にするのは、この超

可変 CDR3 である。 

 

近年の次世代シーケンス技術*の発展により、生理的および病的条件下における

TCR の配列郡 (TCR レパートリー) を網羅的に検出することが容易になった。

TCR レパートリーは疾患の進行と伴い組成が変化することが知られているた

め、TCR が疾患の進行を反映する指標、つまりバイオマーカーとしての可能性

を、これまで世界中複数の研究チームが検証して来た (Liu et al., 2019; Moore et 

al., 2020; Ye et al., 2020)。特に自己免疫疾患*は、症状が患者ごとに大きく異なる

など、極めて複雑な病態を示すことから、個別化診断手法の開発が喫緊の課題

である。例えば、全身性エリテマトーデスは、関節、皮膚、腎臓、心臓、造血

系、神経系など様々な臓器に影響を及ぼすことが知られているが、その臓器病

変は患者によって異なる。このような個人差は、自己免疫性多発性内分泌疾患

（APECED）患者にも認められる。APECED は胸腺において、胸腺上皮細胞が

自己応答性 T細胞を排除する際に T細胞に提示する自己抗原の発現誘導に必須

な AIRE 因子の変異に起因する (Anderson et al., 2002)。主に内分泌系の臓器に

炎症が見られるが、臓器によってその頻度は患者ごとに異なる。例えば、甲状

腺とすい臓は全体のうち約 2-12%の患者でしか症状はみられない(Betterle, 

Greggio, & Volpato, 1998; Perheentupa, 1996)。 

 

本研究では、APECED のマウスモデルである AIRE 欠損マウス(AIRE KO)を用

いて、自己免疫疾患の症状の重症度が、特定の TCR レパートリーの発現と相
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関するかを検証した。TCR レパートリーが自己免疫疾患の個体差を反映するか

を検証することで、バイオマーカーとして機能しうるかを調べた。具体的に

は、AIRE KO マウスおよび野生型マウス(AIRE WT)由来の血液と胃から T細胞

を抽出し、TCRαと β鎖の TCR シーケンスを行うことで、血液と胃の両方で検

出された TCR レパートリーが、胃の自己免疫症状の重症度と相関するかを評

価した（図 1）。 
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図１：研究目的 
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2. 実験方法 

動物実験 

 本実験では同腹の雌マウスのみを使用した。AIRE KO マウス(RBC03515: 

B6.Cg-Aire<tm2Mmat>/Rbrc)は理研 BRC から入手した。B6.129S7-Rag1tm1Mom/J 

(Rag1–/–)マウスは Jackson Laboratory から購入した。動物実験を実施する際は、

理化学研究所横浜支部の施設動物取扱委員会のガイドライン（2018-075）を遵守

した。 

フローサイトメトリー 

  30 週齢以上のマウス由来の血と胃を解析した。マウスから胃を採取した後

直ちに RPMI 培地で洗浄した。その後、1.0mg/mLコラゲナーゼで組織を 37℃で

分解し、細胞を含む上清を 40μm のフィルターに通した。血液は採取した後、

100uLあたり2mL赤血球溶解バッファーを加え、10-15分間インキュベートした。

TCRβ、CD4、CD8、CD44、CD62L に対する抗体を用いて、フローサイトメータ

ーによる解析と T 細胞のソーティングを行った。Fc 受容体に対するブロッキン

グ抗体を用いて、非特異的な抗体染色を防いだ。死細胞はアミノアクチノマイシ

ン Dにより染色し、除外した。 

TCR ライブラリ作成・次世代シーケンス 

  RNA は RNeasy Micro Kit (QIAGEN)を用いて精製した。RIN 値が 8以上の

サンプルを TCRレパートリー解析に使用した（WT マウスは 7 個、KO マウス

は 6 個）。SMARTer Mouse TCR a/b Profiling Kit を用いて、RNA から TCR の

cDNA を調整した。細胞数の違いを考慮するため、RNA 量を正規化した。Miseq

のペアエンドシーケンスを用いてシーケンスを行った。 

TCR データ解析 

  MiTCR ソフトウェアによりシーケンスデータのマッピングを行った 

(Bolotin et al., 2013)。その後、VDJtools を用いて TCR の多様性、クローン度、

CDR3 領域の長さなどの解析を行った (Shugay et al., 2015)。Jaccard index は共通

の TCR の数を全体の TCR の数で割った値である。TCR 配列のクラスタリング

は、pythonパッケージの tcrdist3により配列の類似度を定量化し (Dash et al., 2017)、

R パッケージの stats の hclust 関数により系統樹を作成した。 

免疫染色 

  Rag1-/-の凍結組織はクリオスタットで切開し、アセトンで十分固定した。

PBS で洗浄した後、10% normal goat serum を添加することでブロッキングを行っ

た。その後、血清を添加し、Alexa-488 色素が付いた二次抗体を添加することで、

血清に含まれる自己抗体の量を評価した。画像はすべて SP8 共焦点顕微鏡を用

いて撮影した。 
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3. 研究成果 

3.1 AIRE KO マウスの自己免疫表現型の個体差検討 

  本研究の目的は、マウスモデルを用いて自己免疫疾患症状の重症度と相関

して検出される TCR 配列郡を同定することである。自己免疫疾患のモデルとし

て、AIRE KO マウスの胃に着目した理由は以下の通りである:1)胃は TCR シー

ケンスを行うのに十分な数の T 細胞を採取可能であり、2)胃の自己免疫は AIRE 

KO マウスの個体間で不均一な症状を示すことが報告されている(Anderson et al., 

2002; Ramsey et al., 2002)。 

  まず、AIRE KO マウスの胃における自己免疫表現型の個体間の不均一性を

評価した。約 30 週齢 AIRE KO マウスと同腹野生型マウスを対称群として胃の

炎症を評価した。フローサイトメトリー解析の結果、AIRE KO マウスでは CD4+

および CD8+ T 細胞のうち、CD44hiCD62Llo 活性化エフェクターメモリーT 細胞
*(Teffs)の割合と細胞数はコントロールと比較して有意に増加しており、T 細胞

浸潤を伴う胃の炎症が見られた(図 1a, b)。 

  次に、AIRE KO マウスの胃組織に対する自己抗体の産生を評価するために、

RAG1 因子の欠損により抗体を産生できない RAG1 欠損マウス(RAG1-/-)の胃切

片に対する免疫染色を、AIRE KO マウスの血清を用いて行った。蛍光シグナル

を定量化した結果、胃に対する自己抗体値は、AIRE KO のマウスの血清で有意

に高いことが示され、先行研究と一致した結果となった(図 1c)。重要なことに、

CD4+ Teffs の細胞数と血清に含まれる胃に対する自己抗体化の標準偏差は、

AIRE KO マウスで著しく高いことが分かった(図 1c)。したがって、胃浸潤 T細

胞数と抗胃抗体値は AIRE KO マウスにおいて個体差が大きいことが判明した。

これらの結果から、本研究で使用した AIRE KO マウスの系統では、胃の症状に

大きな個体差があることが確認された。 

 

3.2 AIRE KO マウス由来の血中 T 細胞数と多様性は疾患の重症度と相関しない 

  実際に TCR シーケンスを行う前に、血中 T 細胞数が AIRE KO マウスにお

ける自己免疫の発症を反映しているかどうかを調べた。具体的には、フローサイ

トメトリーを用いて AIRE KO マウスと AIRE WT マウスの血液中の CD4+および

CD8+ Teffs を検出した。その結果、AIRE KO マウスと AIRE WT マウスでは、

CD4+ Teffs と CD8+ Teffs の割合と細胞数は同程度であった(図 2a,b)。したがっ

て、血中の Teffs の細胞数は AIRE KO マウスにおける自己免疫の発症を反映し

ないことが分かった。 

  さらに、血中および胃から CD4+ Teffs を単離し、TCR シーケンス解析を行

うためのライブラリー調製を行った。AIRE WT (Blood WT) と AIRE KO (Blood 

KO) の血液から約 5000〜15000 個の CD4+ Teffs を、フローサイトメトリーを用

いたセルソーティングにより単離した。同様に、AIRE KO マウスの胃臓器  
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図１：AIRE KO マウスの自己免疫表現型の個体差検討 
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(Stomach KO) に含まれる 2000〜40000 個全ての CD4+ Teffs (Stomach Teffs)を単 

離し解析を行った。AIRE WT マウスの胃由来の CD4+ Teffs は採取できる細胞数

が少なすぎるため、解析を見送った。単離された CD4+ Teffs のうち、6 匹の AIRE 

KO マウス (#1-6) と 7 匹の AIRE WT マウス (#7-13) から、TCR シーケンス解

析に十分な品質の RNA を調製することができた。重要なことに、胃の CD4+ Teffs

数と血中の自己抗体価を反映する胃の免疫染色の蛍光強度との間に弱い相関が

見られた(図 2d)。一方、血中 CD4+ Teffs 数、または CD8+ Teffs 数と胃の免疫染

色の蛍光強度との間には相関がなかった(図 2c)。 

  次に、CD4+ Teffs の TCRαと β鎖のシーケンス解析を行った。cDNA ライブ

ラリー調製の際に、個体間の細胞数の違いを考慮するため、各サンプルから抽出

した RNA 量を正規化した。TCR の多様性を評価するため、ユニークな TCR の

数(diversity)と増えた TCR の数を示す Shannon-entropy (clonality)を算出した。そ

の結果、Blood WT、Blood KO、Stomach KO の diversity は TCRα と βで同程度だ

った(図 2e)。一方、TCRα の clonality は Stomach KO で有意に増加したが、TCRβ

の clonality は全群で同程度であった(図 2e)。Clonality と同様に、TCR の超可変

領域である CDR3 領域の長さは、TCRα は Stomach KO で有意に減少し、TCRβ

は全群で同程度であった(図 2f)。Blood KO の diversity と clonality は Stomach KO

の多様性を反映していないため、これらの結果から AIRE KO の血中 T 細胞の多

様性は疾患の重症度と相関しないことが分かった。 

 

3.3 AIRE KO マウスの血液と胃の TCR レパートリー個体別類似性の評価 

  TCRα と β鎖の個々の配列に着目し、同一個体の AIRE KO マウスの血液と

胃で共通して検出される TCR が存在するかを検証した。具体的には、血液サン

プル(Blood #1-13)と胃サンプル(Stomach #1-6)の間で共通して検出される TCR 配

列の割合を、Jaccard指数*をもとにTCRαとβレパートリーの類似性を評価した。

その結果、Jaccard 指数の散布図とヒートマップから、Blood KO は対応する同一

個体の Stomach KO と相関していることが示唆された(図 3a,b)。また、同じ AIRE 

KO マウス由来の血液と胃の Jaccard 指数は、別々のマウス由来の血液と胃の

Jaccard 指数よりも、TCRα と β 共通して４倍高いことが分かった(図 3c)。した

がって、血液中の TCRレパートリーは同じ個体の胃の TCR レパートリーと相関

しており、その相関度合いには個体差があることが示された。興味深いことに、

同一個体の血液と胃の Jaccard 指数は、胃の症状の重症度を反映する Stomach Teff

数と相関することが判明した(図 3d)。つまり、胃の症状が重篤な AIRE KO マウ

スでは、血液と胃の TCR レパートリーがより共通している可能性が高い。これ

らの結果は、AIRE KO マウスの血液と胃に共通する TCR 配列を検出することに

より、胃の症状の重症度をモニタリングできる可能性を示唆するものである。 
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図２：AIRE KO マウス由来の血中 T 細胞数と多様性は疾患の重症度と

相関しない 
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図 3：AIRE KO マウスの血液と胃の TCR レパートリー個体別類似性の評価 
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3.4 AIRE KO マウスの疾患の重症度の指標になりうる候補 TCR 配列の同定 

  最後に、胃の症状の指標である Stomach Teff 数と相関して検出される TCR

レパートリーの同定に試みた。同定された配列は、バイオマーカーとして AIRE 

KO マウスにおける胃の症状の重症度をモニタリングできる可能性を秘めてい

る。具体的には、以下３つの条件を設けて、バイオマーカーになりうる TCR 配

列を探索した: 1)同一マウスの Blood KO と Stomach KO の両方で検出された配

列、2)少なくとも 2 匹以上の AIRE KO マウスで検出された配列、3)Blood WT に

は存在しない配列。次に、tcrdist3 パッケージを用いて、選択された TCR の CDR3

領域の配列情報をもとに TCR レパートリーのクラスタリングを行った (Dash et 

al., 2017)。その結果、TCRα については 4 つのクラスター (k-means = 4)、TCRβ

については 3 つのクラスター (k-means = 3)に分類された(図 4a,b)。 

  次に、選択された TCR レパートリーのクラスターのうち、胃の症状の指標

である Stomach Teff と相関するクラスターを探索した。その結果、TCRα の

Cluster3 に含まれる CDR3 配列、および TCRβの Cluster1 に含まれる CDR3 配列

（以下、それぞれを Cluster3/ TCRα および Cluster1/ TCRβと呼ぶ）頻度は、血液

と胃の両方で正の相関を示した(Rs > 0.5) (図 4c-f)。これらクラスターに含まれ

る TCR の胃での頻度は、最も重症度の高い 2匹のマウス(マウス#1とマウス#6)

をそれ以外のマウスから区別することができたが、血液の頻度ではそのような

傾向は見られなかった(図 4c,d)。そこで、Cluster3/ TCRα に着目し、Cluster3 を

Cluster3.1 と Cluster3.2 の２つのサブクラスターに分類した(図 4g)。その結果

Cluster3.2 の TCR の頻度は、血液(Rs = 0.64)と胃 (Rs = 0.64) の両方で、胃の症状

の指標である Stomach Teff 数と比較的高い正の相関が示された(図 4h)。 
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図 4：AIRE KO マウスの疾患の重症度の指標になりうる候補 TCR 配列の同定 
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4. 討論 

  本研究では、自己免疫疾患 APECED のモデルマウスである AIRE KO マウ

スを用いて、特定の TCR レパートリーが疾患の重症度の指標になりうるか検証

した。その結果、TCRα の Cluster3.2 に含まれる TCR レパートリーが、自己免疫

疾患の症状が重篤なマウスとそうでないマウスを区別できる可能性があること

が示唆された。したがって、本研究は、TCR レパートリーの自己免疫疾患の症

状をモニタリングするバイオマーカーとしての可能性を支持する結果となった。

しかし、特筆すべき点として、AIRE KO マウスで見られる CD4+ Teffs の細胞数

などの個体間のばらつきは、自己免疫とは関係のない、飼育環境や摂取した食べ

物などの単純な環境要因である可能性もある。この可能性を排除するには、今後

個体数を増やすことで、再現度の高い結果を得る必要があると考える。 

  これまで、自己免疫疾患における TCR レパートリー解析は、疾患の重症度、

いわば個体差のモニタリングでなく、疾患が発症するか否かをモニタリングす

るために行われて来た (Lu et al., 2022; Mitchell & Michels, 2020; Moore et al., 2020; 

Ye et al., 2020)。ほとんどの研究は、患者と健常者の単純に比較して、患者でより

多く検出されて TCR に着目していた。今回の研究にとどまらず、自己免疫疾患

症状の不均一性を、TCR レパートリーを介して解明するためには、さらなる研

究が必要となるであろう。 

  今回の研究で、胃の自己免疫症状の重症度の指標になりうる TCR レパート

リーを同定することに成功したが、実際にこれら TCR 配列が胃由来の抗原を認

識するかどうかは明らかでない。この問題を解決するには、これら TCR レパー

トリーの胃抗原に対する特異性を評価する必要がある。残念なことに、既知の

TCR 配列とそれが認識する抗原データを集めたデータベース VDJdb には、

Cluster3.2 の TCR 配列は含まれていなかった (Shugay et al., 2018)。これまで、

AIRE KO マウスにおける自己免疫の発症に関与する自己抗原として MUCIN6 が

報告されている(Jiang, Anderson, Bronson, Mathis, & Benoist, 2005)。したがって、

同定された TCR レパートリーが MUCIN6 に結合するかを評価する必要がある。

しかし、任意の TCR の抗原に対する特異性を評価する既存の実験系は非効率的

であるため、実験に時間を要する。そのため、TCR と抗原の結合を、機械学習

などを利用して高精度に予測するアリゴリズムの開発が今後必要になってくる

と予想される(Hudson, Fernandes, Basham, Ogg, & Koohy, 2023)。 
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5. まとめ 

1) AIRE KO マウスの自己免疫表現型は個体ごとにことなる。 

2) AIRE KO マウス由来の血中 T 細胞数と多様性は疾患の重症度と相関しな

い。 

3) 同一個体の AIRE KO マウスの血液と胃の TCR レパートリーは類似して

いる。 

4) Cluster3.2 に含まれる TCR レパートリーは、AIRE KO マウスの胃におけ

る自己免疫症状の重症度の指標になりうる。 
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8. 用語集 

自己免疫疾患 – 免疫細胞が自己の組織を誤って攻撃することで発症する炎症

性疾患である。 

 

次世代シーケンス – DNA バーコンディング技術を応用した、数千もの DNA を

同時に網羅的に配列決定する技術である。 

 

活性化エフェクターメモリーT 細胞 – 抗原の暴露により活性化し、抗原が排除

された後も一定の期間体内に生存することで、抗原に対する応答を「記憶」する

ことができる T細胞である。 

 

Jaccard 指数 – 集合の類似度を示す値であり、二つの集合に含まれる共通の要

素が占める割合を示す。 

 

 

 


