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緒　言

　自己免疫疾患の発症には多くの分子が関与するため，疾患成立機序の全貌を解明するためには，自己反応性細胞の活
性化を制御する複雑な機構を理解することが必要不可欠である．リンパ球は，特定の抗原に反応する抗原受容体を発現
しているが，特定の抗原と会合したからといってすぐに活性化されるわけではなく，免疫補助受容体と呼ばれる受容体
群からの刺激やサイトカイン等の有無によって活性化が厳密に制御されている．我々は，抑制性の免疫補助受容体の一
つである PD-1 (programmed cell death 1) が自己に対する不適切な免疫応答を制御することにより，自己免疫疾患の発
症を抑制することを明らかにしてきた 1)．さらに，PD-1 とは別の LAG-3 (lymphocyte activation gene 3) と呼ばれる免
疫補助受容体が PD-1 と協調的に自己反応性 T 細胞の活性化を抑制することにより，自己免疫疾患の発症を制御してい
ることを明らかにした 2)．
　PD-1 と LAG-3 は，共に定常状態のリンパ球には発現しておらず，リンパ球の活性化により発現が誘導される．リン
パ球の活性化が収束するとそれらの発現も下がるが，特定の条件下では発現が持続することがある．このように，定常
状態では発現し得ない分子を持続的に発現する細胞集団は，特別な機能を有する特別な細胞集団である可能性がある．
例えば，リンパ節のリンパ濾胞内にごくわずかに存在する，PD-1 を強発現する T リンパ球が，以前から概念的に提唱
されていた，抗原特異的な B 細胞の活性化や長期免疫記憶の形成を補助する濾胞ヘルパー T 細胞そのものであること
が，近年明らかとされた 3)．PD-1 を用いて濾胞ヘルパー T 細胞を分離できるようになったことにより，その後，濾胞
ヘルパー T 細胞に関する研究が飛躍的に進み，液性免疫の制御機構の解明が大きく発展した．LAG-3 を持続的に発現
する細胞については，いわゆる制御性 T 細胞のように，免疫応答を積極的に抑制するという報告もなされているが，
その詳細は不明であり，LAG-3 が，どのような細胞のどのような機能を選択的に抑制することにより自己免疫疾患を
抑制しているのか，また LAG-3 陽性細胞がどのような機能を担っているのかを解明することが極めて重要な課題とな
っている．
　我々はこれまでに，様々な条件下で LAG-3 発現細胞を探索することにより，腸管のリンパ組織，臓器特異的自己免
疫疾患を発症したマウスの標的臓器の所属リンパ節等，限られた場所および条件下において，LAG-3 が発現すること
を見出している．上述の通り LAG-3 の発現は細胞の活性化状態によって変化するため，発現の有無だけでは持続的な
発現と一過性の発現を区別できない．また，LAG-3 を持続的に発現する細胞の中に，異なる機能を有する細胞集団が
複数含まれる可能性があるため，LAG-3 陽性細胞を単離して解析するだけでは，本来の機能を見落とす危険性がある．
そこで本研究では，LAG-3 陽性細胞を対象に単一細胞半網羅的発現解析を行い，LAG-3 陽性細胞に含まれる新規の機
能的細胞亜集団を同定することを目的とした．

方法および結果

　近年，マイクロ流路技術により，多検体に対して多種類の遺伝子発現の定量を極めて効率的に行うことが可能となっ
た．本研究では，BioMark HD ジェネティックアナリシスシステム（Fluidigm 社）による定量的 PCR と，C1 Single-
Cell Auto Prep システム（Fluidigm 社）による単一細胞分取とを組み合わせることにより，多数の単一細胞について
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多数の遺伝子発現を定量すること（多検体単一細胞半網羅的発現解析と呼ぶ）を行った．これにより，注目する細胞集
団に含まれる数％の亜集団の特性を，遺伝子発現を指標に正確に決定することが可能であると考えた．
　正常マウスの脾臓やリンパ節においては LAG-3 の発現はほとんど認められないが，独自に樹立したモノクローナル
抗体を用いて様々な条件下で LAG-3 発現細胞を探索したところ，正常マウスの腸管リンパ組織，唾液腺炎を自然発症
した PD-1 欠損マウスの頸部リンパ節等において，LAG-3 を持続的に発現する細胞が存在することを見出した．そこで
まず，免疫をしていないマウスのパイエル板から，LAG-3 陽性 CD4 T 細胞をセルソーターにて分取し，LAG-3 陰性
CD4 T 細胞を比較対照としてマイクロアレイ解析を行って，LAG-3 陽性 CD4 T 細胞に発現している遺伝子群及び
LAG-3 陰性 CD4 T 細胞よりも発現が低下している遺伝子群を同定した．同定した遺伝子群の中から，LAG-3 陽性 CD4
T 細胞に含まれる亜集団の定義付けに有用と思われる，転写因子，ケモカイン受容体，サイトカイン受容体，細胞接着
分子，その他の膜受容体，その他の遺伝子を 192 個選定した．候補遺伝子の選定にあたっては，主に以下の条件を重要
視した．
　　　　（１）母集団において中程度に発現している．
　　　　（２）ナイーブ T 細胞及び活性化 T 細胞には発現していない．
　　　　（３）機能的な関連が疑われる．
　　　　（４）転写因子や機能未知の遺伝子を優先する．
　これをもとに，母集団である LAG-3 陽性 CD4 T 細胞について多検体単一細胞半網羅的発現解析を行った．具体的に
は，C1 Single-Cell Auto Prep システムを用いて母集団から単一細胞を分取し，各々の細胞から cDNA を調製した後，
BioMark HD ジェネティックアナリシスシステムを用いて，上述の 192 遺伝子について定量的発現解析を行った．同シ
ステムを用いることにより，コントロールを含めて 1 度の解析で 96 単一細胞 × 96 遺伝子 = 9,216 種類のアッセイを
行うことができるが，C1 Single-Cell Auto Prep システムを用いる際に工夫を加えることにより，192 遺伝子を対象に
定量的発現解析を行うことが可能な cDNA を調製した．従って，BioMark HD ジェネティックアナリシスシステムを
用いた定量的 PCR の操作を 2 回行うことにより，96 単一細胞 × 192 遺伝子 = 18,432 種類のアッセイを行うことがで
きた．得られた結果を，SINGuLARTM Analysis Toolset（Fluidigm 社）を用いて解析した．
　個々の単一細胞における発現量と，当該発現量を示す単一細胞の数（確率密度）をグラフ化したバイオリンプロット
の代表例を図 1 に示す．マーカーとして用いた 192 遺伝子のうち，約 31%の遺伝子は単一細胞のうちの 10%以下にし
か発現しておらず，約 16%の遺伝子は単一細胞のうちの 10〜20%にしか発現していなかった．また，約 20%の遺伝子
は単一細胞のうちの 90%以上の細胞に発現しており，約 10%の遺伝子は単一細胞のうちの 80〜90%に発現していた．
本研究では，注目する母集団から機能的細胞亜集団を同定することを目的としているが，機能解析の可否等を考える
と，母集団に占める割合が 20〜80%程度の細胞集団に着目することが有効と考えた．今回，選定した 192 遺伝子のう
ちの約 77%は，検討した単一細胞の 80%以上で発現あるいは無発現であった．すなわち，発現の有無だけを指標とす
る場合には，単一細胞間で不均一な発現を示した約 23%の遺伝子が，亜集団の分類に有用となり得る遺伝子であると
考えられた．また，母集団のマイクロアレイ解析において中程度に発現している遺伝子を単一細胞の発現解析の対象と
したが，実際に発現が認められた遺伝子のうちの大半は，ほぼ全ての単一細胞に中程度に発現しているものであり，残
りの遺伝子が，ごく限られた亜集団に高発現している遺伝子であったことになる．従って，母集団に中程度に発現して
いることだけでは，限られた亜集団にのみ発現している遺伝子を絞ることはできず，96 遺伝子ではなく，少なくとも
192 遺伝子を解析対象とすることが，目的とするマーカー分子を得る確率を高める上で，重要であると考えられる．
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図 1． バイオリンプロットによる発現量分布の可視化．
LAG-3 陽性 CD4 T 細胞から分取した 96 個の単一細胞に対して，192 遺伝子について定量的発現解析を行った．
個々の単一細胞における発現量 (log2) の分布をバイオリンプロットにより可視化した．縦軸に個々の単一細胞
における発現量 (log2) を，横軸に当該発現量を示す単一細胞の数（確率密度）を示すことにより，集団におけ
る発現量の分布パターンを容易に把握することができる．単一細胞のうちの例えば約 60%に発現している遺伝
子は，複数組み合わせることにより亜集団を規定できる可能性があり，例えば約 20％に発現している遺伝子は，
単独で亜集団を規定できる可能性がある．

　個々の単一細胞における各遺伝子の発現プロファイルをグローバル Z スコアのヒートマップ表示により可視化し，
単一細胞の階層的クラスタリング解析を行った．これにより，96 個の単一細胞を各遺伝子の発現パターンに基づいて
分類した．図 2 に示す通り，今回用いた LAG-3 陽性 CD4 T 細胞は，複数の亜集団に分類された．また，一部の細胞集
団に特徴的に発現する遺伝子が複数同定された．
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図 2． 単一細胞の階層的クラスタリング解析．
LAG-3 陽性 CD4 T 細胞から分取した 96 個の単一細胞に対して，192 遺伝子について定量的発現解析を行った．
個々の単一細胞における各遺伝子の発現プロファイルをグローバル Z スコアのヒートマップ表示により可視化
し，単一細胞の階層的クラスタリング解析を行った．これにより，LAG-3 陽性 CD4 T 細胞が複数の亜集団に分
類されることが明らかとなった．

考　察

　今回，LAG-3 発現細胞が複数の亜集団に分類されることを見出したが，今後，各亜集団を特徴付ける遺伝子の組合
せ等に基づいて，これらの亜集団の中から機能的に特に重要と予想される亜集団を特定し，解析を進める必要がある．
機能的に重要であると予測される細胞亜集団について，自己反応性を含めた抗原特異性，抗原特異性の多様性等や，細
胞亜集団が出現する時期，病態の進展による量的及び質的変化，また，当該細胞集団の除去が各種免疫応答に与える影
響等を解析することにより，当該細胞集団の機能を詳細に解析していく予定である．また，異なる組織や条件下で回収
した LAG-3 発現細胞を母集団として用いることや，階層的クラスタリング解析の際の条件を変えることにより，異な
る機能的細胞亜集団を特定できる可能性がある．また，今回マーカーとして使用した 192 遺伝子以外の遺伝子を追加す
ることにより，分類の精度が向上するものと期待される．最近，単一細胞の遺伝子発現解析に，RNA シーケンスが利
用されるようになってきた．我々が今回用いた手法と比べると，全トランスクリプトを網羅した発現解析が可能である
という利点を有するが，コストが高い，全トランスクリプトを増幅してから解析するためバイアスが生じやすいといっ
た欠点を有する．
　免疫細胞が体内を走り回るという特徴を有していることから，免疫学においては細胞を機能で分類することが特に重
要である．古くから新規細胞集団の同定が試みられてきているが，依然，濾胞ヘルパー T 細胞に加え，アレルギー疾
患の発症に重要なナチュラルヘルパー細胞等，新たに同定される細胞集団が後を絶たない．また，新たに同定された細
胞集団の解析が数多くの革新的な発見をもたらしている．本研究で注目している LAG-3 陽性細胞に含まれる細胞亜集
団についても，当該細胞集団の増減等を指標とした新規診断法の開発，および当該細胞集団の機能を制御することによ
る新規治療法の開発への応用が，大いに期待される．
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