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緒緒  言言  
 

1型糖尿病では、自己膵島抗原に反応するエフェクターT細胞の出現がその病態の本質と考えられている。自己膵島

抗原に反応する特有のT細胞受容体（TCR）を有するエフェクターT細胞が、モノクローナルに活性化していることが

想定されている。すなわち、1型糖尿病において病因となるTCR を有するT 細胞を同定し、除去することが予防およ

び治療法の確立につながる。TCRとの抗原結合部位は、遺伝子再構成により決定され、ヒトの体内では10１０オーダー

の多様性を獲得している。従来、これらの膨大な数に及ぶ抗原受容体のレパートリーの全容を知ることは困難であった

が、核酸シークエンス技術の飛躍的発展により、所望の細胞集団に発現されているTCR の遺伝子配列を個々のクロー

ンのレベルで同定することが可能となった。現在、このような網羅的免疫シークエンス技術が、免疫応答の in vivo モ

ニタリングや抗体医薬品・ワクチン・細胞医薬品等の創薬に応用されつつあり、今後もさまざまな医療の領域に大きな

革新をもたらすことが期待されている. 
本研究では日本人1 型糖尿病における特徴的な自己反応性T 細胞のTCR 配列をシングルセルVDJ シークエンスに

て明らかにするとともに同定した自己膵島反応性T細胞が膵β細胞に対して実際に免疫応答を行うことをex vivoで確

認する。これらの研究により1型糖尿病の予防法を開発する。 
 

方方  法法  
 
１１．．日日本本人人11型型糖糖尿尿病病ににおおけけるる特特徴徴的的なな自自己己反反応応性性TT細細胞胞ののTTCCRR配配列列のの同同定定（（22002211年年度度））  
我々のグループで実施している大規模糖尿病患者コホート・KAMOGAWA-DM コホート研究から日本人GAD 抗体

陽性1型糖尿病症例4例（ターゲット群：S1～4）、非1型糖尿病症例1例（コントロール群：S0）を選出した。 
シングルセル VDJ シークエンス：BD Rhapsody・VDJ シークエンス用アプリケーションにより単一細胞化し、分

子バーコード化 cDNA ライブラリーを作製した。作製した cDNA はマクロジェンに外注の上、次世代シークエンス

（NGS）を実施した。得られたシークエンスは BD パイプラインによりリードカウント情報のデータマトリックスを

取得し、SeqGeq にて解析した。T 細胞受容体（TCR）配列の多様性については相同性検索による V 領域、D 領域、  
J領域遺伝子の決定、アミノ酸変換、リード数集計を実施し、各群の多様性を比較した。 

 
22．．自自己己反反応応性性TT細細胞胞とと自自己己抗抗原原をを用用いいたたeexx  vviivvoo  aassssaayy（（22002222年年度度））  
特異的自己抗原の候補であるGAD65、IA-2、insulinのオーバーラップペプチドを末梢血白血球に投与、貪食させ、

抗原提示させた。オーバーラップペプチドライブラリーを用いた抗原特異的 T 細胞の活性化を単一細胞分析で解析   
した。 
シングルセルシークエンス：上記サイトカインアッセイを実施し、IFNγ産生細胞をCliniMACS® Cytokine Capture 

System にて収集した。オーバーラップペプチドライブラリーに反応し IFNγを産生する細胞及び抗原刺激前の細胞を

収集し、BD Rhapsodyにより単一細胞化した。BD Rhapsody™ T cell response mRNAパネル・BD Rhapsody™ TCR
プロファイリング・BD® AbSeqを、マルチプレックスキットを用いて適応し、分子バーコードの上 cDNAライブラリ
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ーを作製した。作製した cDNA はイルミナ™ 300 サイクルキットを使用して 75×225 ペアードエンドでNextSeq を

実施、FASTQファイルを得た。FASTQファイルはBD Seven Bridges™にアップロードし、アセンブル・マッピング

の上リードカウント情報に変換した。リードカウント情報をダウンロードし、SeqGeqにアプライすることで取得情報

の可視化を行った。 
 

結結  果果  
 
11．．日日本本人人11型型糖糖尿尿病病ににおおけけるる特特徴徴的的なな自自己己反反応応性性TT細細胞胞ののTTCCRR配配列列のの同同定定  
1）CD8＋T細胞およびFOXP3＋細胞のTCRクロノタイプ 

CD8＋T 細胞とFOXP3＋細胞におけるTRAV とTRAJ の遺伝子組換え、TRBV とTRBJ の遺伝子組換えを調べた。

CD8 ＋T 細胞の TRA と TRB の CDR3 は、S1 では AGAISNNDMR と ASSVGSGTDEQF、S2 では

VVRARPPWSGGADGLT と ASTPSPGYEQY、S3 では AFSGGYQKVT と ASSLAGEGSGTGELF、S4 では

VVSAFFSGGSYIPTとASSSSRDRGNYEQYと最も頻繁に観察できた。FOXP3＋細胞では、S1はAMRFKSGYNKLI
とASSPPTSGASYEQY、S2はALSSNDYKLSとASTLDGPGSPLH、S3はGFSSGSARQLTとASSFGRYEQY、
S4はAAGRGNNRLAとASSRTGGGYGYTであった。 
2）1型糖尿病患者の血液中におけるT細胞の遺伝子発現の特徴 

4つのサンプルのCD8＋T細胞またはFOXP3＋細胞において、健常者（S0）と比較して上昇した遺伝子発現を検討し

た。S0と比較した全遺伝子発現をヒートマップに示した。S1のCD8＋T細胞で発現が上昇している遺伝子はPRF1、
GZMH、ITGB2、NKG7、SELPLG、S2のそれはGZMH、ITGB2、PRF1、NKG7、GNLY、S3のそれは ITGB2、
GZMH、SELL、PRF1、SELPLG、S4のそれらはGZMH、CTSW、PRF1、ITGB2、CX3CR1であることがそれぞ

れ判明した。逆に、S1とS2のCD8＋T細胞で発現が低下した遺伝子は、それぞれCD7、CD4、CD5、CD27、CD69
であり、S3 とS4 のそれはCD7、CD4、CD5、CD27、TRAC であった。FOXP3＋細胞で発現が上昇した遺伝子は、

S1 では HLA-DMA、IL4R、LIF、TNFRSF4、IL31、HLA-DMA、IL4R、TRIB2、LIF、TNFRSF4、S3 では          
HLA-DMA、IL4R、TNFRSF4、LIF、PRDM1、S4では HLA-DMA、IL4R、TRIB2、LIF、TNFRSF4それぞれで

あった。S1のFOXP3＋細胞で発現低下している遺伝子はCD4、CD7、CD5、HLA-A、IL32であり、S2、S3、S4の

それはCD4、CD7、CD5、HLA-A、CD27であった。 
 

22．．自自己己反反応応性性TT細細胞胞とと自自己己抗抗原原をを用用いいたたeexx  vviivvoo  aassssaayy  
1）シングルセルシークエンスによるCD8＋、CD4＋T細胞の解析 

CD8＋および CD4＋T 細胞の数が、オーバーラップペプチドでの刺激によってどのように変化するかを、シングルセ

ルシークエンスによって調査した。図1AのNC、Insulin、IA-2、GAD群の全T細胞、CD8＋T細胞、CD4＋T細胞の

UMAPプロットである。NC群のCD4＋T細胞におけるCD8＋の比率は、オーバーラップするペプチド群のそれよりも

有意に低かった（図1B）。さらに、NC 群のTCR レパートリーのShannon index は、insulin 群、IA-2 群、GAD 群

のそれよりも有意に高かった（図 1C）。NC 群、insulin 群、IA-2 群、GAD 群のCDR3 長を図 1D にプロットした。

Insulin、IA-2、GAD群のCDR3長さのShannon指数は、NC群のそれよりも有意に低かった（図1E）。 
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図1．オーバーラップペプチドを投与した1型糖尿病患者由来CD8＋T細胞におけるTCRレパートリーの 

多様性の欠如 
A） NCの全T細胞、CD8＋T細胞、CD4＋T細胞を示すUMAPプロット。Insulin、IA-2、GAD群（全T細胞、

CD8＋T細胞、CD4＋T細胞はそれぞれグレー、赤、青）。 
B） CD8＋／CD4＋T細胞の比率を示す。 
C） CD8＋T細胞におけるTCRレパートリーのShannon指数。 
D） NC、insulin、IA-2、GAD群のCD8＋T細胞のCDR3長をプロットし、X軸にアミノ酸（aa）単位のCDR3

長、Y軸に頻度を示した（重なった曲線はNCと重なったペプチドで処理した群をそれぞれ赤と青で示す）。 
E） CD8＋T細胞におけるCDR3長のシャノン指数。 
データは、平均値±SD 値で示し、Holm-Šídák の多重比較検定による 1-way ANOVA で分析した（B、C、E）。   
*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.0001。 

 
2）CD8＋T細胞のクラスタリング解析 

SeqGeqのSeuratプラグインを用いて、1型糖尿病患者のCD8＋T細胞データをクラスター化した。 
その結果、免疫プロファイリング遺伝子397個の転写レベルでの発現から、ナイーブ、NK細胞様、制御性T細胞、

メモリー、エフェクター、エフェクターメモリー、セントラルメモリーの7つのCD8＋T細胞クラスターを得ることが

できた。さらに、7つのクラスターのうち、エフェクターメモリーCD8＋T細胞における遺伝子発現を検討した（図2A
およびB）。 
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図2．CD8＋T細胞の遺伝子発現 
A） NC群との遺伝子発現の比較を示すヒートマップ。 
B） ボルケーノプロットは、NC群との遺伝子発現の比較を、x軸に log2（Fold change）、

y軸に－log10（p-value）で示した。 
 

NC 群の遺伝子発現と比較して、Insulin 群と GAD 群は同様の遺伝子発現の変化を示したが、IA-2 は他の 2 群と   
異なる遺伝子発現の変化を示した（表1）。 
 
表1．エフェクターメモリーCD8＋T細胞においてNC群と比較して発現量が増加した上位20遺伝子 
  IInnssuulliinn  IIAA--22  GGAADD    IInnssuulliinn  IIAA--22  GGAADD  

11  AIM2 FASLG AIM2 1111 TNFRSF18 CCR5 GLG1 
22  CD70 BCL2 CD70 1122 CTLA4 CCR7 IL12RB2 
33  CD27 LTB CD27 1133 NINJ2 IFNG CD7 
44  CCNB1 GZMK CCNB1 1144 FASLG CD5 DUSP4 
55  CCR1 ICOS CCR1 1155 LTB OAS1 CD244 
66  BCL2 IL12RB2 BCL2 1166 PECAM1 SEMA7A ZNF683 
77  CD5 CD70 CD5 1177 CD7 CD3D MYC 
88  CD3G IL6 CD3G 1188 ZBTB16 BAX IL1R2 
99  CD4 CTLA4 LTA 1199 IL2RA BCL11B STAT1 
1100  IL12RB2 MYC CD4 2200 GLG1 IL7R PECAM1 

実際、AIM2、CD70、CD27、CCNB1、CCR1、BCL2、CD5、CD3G などの CD マーカーやケモカインに関する遺伝子発現は      
insulin群とGAD群で上昇し、FASLG、BCL2、LTB、GZMK、ICOS、IL12RB2、CD70、IL6などのサイトカインに関する遺伝

子発現は IA-2群で上昇した。 
 
次に、全てのエフェクターメモリ CD8＋T 細胞において、NC 群と比較して insulin 群および GAD 群で発現が上昇

した上位8遺伝子の陽性細胞の頻度を図3Aに示す。 
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図3．Insulin群、GAD群でNC群と比較して発現量が増加した上位8遺伝子 

AIM2、CD70、CD27、CCNB1、CCR1、BCL2、CD5、CD3Gを持つエフェクターメモリーCD8＋T細胞における

頻度。データは、平均値±SD値で示し、Holm-Šídákの多重比較検定による1-way ANOVAで分析した。*p＜0.05、
**p＜0.01、***p＜0.001、****p＜0.0001。 

 
考考  察察  

 
バイアスのないPCR 技術である adapter ligation-mediated PCR を使用したTCR レパートリー解析により本実験

は行われた。本研究では、4 人の 1 型糖尿病患者の TRA と TRB のレパートリーをクローンレベルで包括的に調査し

た。BD Rapsody を用いて1 型糖尿病患者のTRA とTRB のレパートリーを明らかにしたのは、本研究が初めてであ

る。さらに、この統合的な解析により、特定のTRVやTRJの優先的な利用を容易に検出することができ、今後実施予

定である抗原特異的T細胞による免疫応答の研究に有用であると考えられる。 
1型糖尿病患者のCD8＋T細胞で発現が増加している遺伝子は、主に細胞傷害性関連遺伝子（PRF1、GZMH、ITGB2、

NKG7、CTSW、CST7）であり、一方でCD4、CD7、CD5、HLA-A、CD27、IL-32の発現が減少していることが示

された。細胞傷害性CD8＋T細胞は、膵島浸潤におけるCD8＋T細胞の優位性［1，2］、およびCD8＋T細胞によるβ細

胞傷害に起因する1型糖尿病の動物モデルを用いた多くの研究［3，4］に基づいて、β細胞傷害の主要メディエイター

と考えられている。我々の知る限り、本研究は、1 型糖尿病患者の PBMC をオーバーラップペプチドで刺激し、細胞

系譜、TCR、遺伝子活性化に着目した単一細胞解析により膵島自己抗原反応性 T 細胞の質的異常を明らかにした最初

の研究である。 
 さらに、insulin、IA-2、GAD65といった代表的な1型糖尿病抗原のTCR に認識されうるペプチド断片を包含する

オーバーラッピングペプチドを作製した。本研究で使用したペプチドは、各抗原の配列をカバーする 11 アミノ酸のオ

ーバーラップした15 merの配列を中心とした凍結乾燥ペプチドのプールである。PepTivator®オーバーラップペプチ

ドは、主にSARS-CoV2関連の研究に使用されてきた［5，6］。本研究では、これらのオーバーラップペプチドで刺激

した免疫細胞において、TCRレパートリーや遺伝子発現に明らかな変化が観察された。Insulin、IA-2、GAD抗原がエ

フェクターCD8＋T 細胞における遺伝子発現を変化させることを明らかにした。興味深いことに、インスリン抗原と

GAD 抗原の刺激による CD8＋エフェクターT 細胞の遺伝子発現の変化は同様であり、多くの既報が本研究の結果を支

持している。本研究は、1 型糖尿病の病態をさらに解明するための手がかりになるとともに、1 型糖尿病治療のターゲ

ットとなりうる可能性を示している。 
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