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研究成果の概要（和文）：病原体感染に対する獲得免疫応答において、B細胞は抗体遺伝子の体細胞突然変異を
行うことが知られているが、その速度、および規則性は未だ明らかとなっていない。ヒト免疫応答による抗体親
和性変化のメカニズムを明らかにする目的で、病原体に反応する抗体の遺伝子変遷過程を分子生物学的に解析し
た。その結果、ヒトでのワクチン抗原、持続感染ウイルスに対して、病原体抗体産生細胞クローン数、および種
が同定された。ここで得られた結果は、持続感染ウイルスが常に再活性化、抗原供給し、液性免疫応答を誘導す
る可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Human acquired immune responses includes B cell differentiation in which 
immunoglobulin (Ig) genes undergo somatic mutations against pathogen infection. However, it has not 
been understood how fast and ordered Ig gene got mutations in response to the infections. To 
elucidate molecular mechanisms in which the human immune responses regulates Ig affinity, 
pathogen-induced Ig gene mutation was analyzed with molecular biological approach. As a result, we 
were able to identify the numbers and hot spots in the Ig gene mutations induced by vaccine 
components, and viral proteins derived from persistent infections. Collectively, the findings in 
this project indicate persistently viral infection always maintains the humoral immune responses 
through the continuous stimulation by viral proteins that the reactivation provides in human. 

研究分野：ウイルス学、免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトにおける感染に関する疫学的調査と、抗体遺伝子変異解析や抗体親和性解析といった、分子生物学的アプロ
ーチによってなされる融合研究である。一方、抗体遺伝子変異解析によって得られた知見を基に、規則性が見い
だせれば、環境応答と遺伝子変異の相関性といった生命科学に新たなパラダイムを生むこととなる。また病原体
にいつ感染したのかという予想が行えれば、本研究成果の発展型として、網羅的なIg遺伝子変異による「感染プ
ロファイル」が可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

  生物進化のストリームは遺伝子変異と環境適応によって形成されている。B 細胞や T 細胞と

いったリンパ球は、細菌、ウイルスといった外来抗原刺激により、細胞内遺伝子改変機構を活

性化した後、特異的な遺伝子変異イベントを開始する。とりわけ B 細胞は、抗体

（ Immunoglobulin: Ig ）遺伝子の遺伝子再構成、クラススイッチ、 SHM （ Somatic 

hypermutation:SHM）といった多様な遺伝子変異によって分化、成熟を遂げている。そして、Ig

遺伝子産物である抗体が、外来抗原との親和性を SHM により高め、最終的にこのメカニズムが

B 細胞の環境適応を規定している。一方、病原体側について、ヒトヘルペスウイルスであるサ

イトメガロウイルス（Cytomegalovirus:CMV）は、成人の約 90％以上に持続感染し、恒常的に

ウイルス蛋白を発現する。そのウイルス蛋白が多様な Ig 遺伝子を持った B細胞を分化誘導する

ことが知られている。 

 
２．研究の目的 

  CMV に対するヒトでの抗体産生について、CMV 粒子構成タンパクをはじめとする CMV 由来タン

パクは、ヒト免疫原性が高く、CMV 感染後、血清抗体価が速やかに上昇することが知られてい

る。そこで本研究課題では、健常人血清及び末梢血 B 細胞を用い、CMV 感染前後における CMV

特異的 B細胞 Ig遺伝子の SHM 変異、その抗体の抗原親和性を解析するとともに、SHM の導入速

度、及び規則性に対しての数理モデリングによって、最終的に Ig 遺伝子変異より病原体初感染

の時期予測、さらに、この感染モデルを一般化し、１）どのような病原体に、２）いつ頃感染

したかといった病原体感染における「既往履歴」の予測、遡及化を最終目標とする。 

 
３．研究の方法 

  CMV 陽性ヒト末梢血単核球を用いて、Epstein-Barr ウイルスを感染させることにより B細胞

を不死化した。細胞培養上清に産生された抗体について、CMV 感染細胞抽出液を用いた ELISA

を行うことにより、CMV 反応性 B 細胞クローンを検出した。一方、破傷風毒素に対する B 細胞

クローンの検出は、３種混合ワクチン接種者より得た末梢血単核球を用いた同様に行った。Ig

遺伝子配列の決定は、PCR にて H鎖遺伝子、L鎖遺伝子を増幅し、次世代シークエンサーにて行

った。さらにその遺伝子配列をもとに、リコンビナント抗体は HEK２９３細胞を用いて作成し、

解析に供した。 

 
４．研究成果 

    ヒト末梢血単核球（PBMC）を単離し、EB ウイルス、および TLR９リガンドによる PBMC 内 B

細胞集団の形質転換株を樹立した。1x107 個 PBMC あたり、形質転換細胞株を約 1000 クローン

の取得が可能であった。さらにヒト DPT３種混合ワクチンのコンポーネントである破傷風毒素

（TeNT）に対して ELISA を行った結果、１５クローンの抗 TeNT IgG/IgA を得た。次世代シーク

エンサー（NGS）を用いて Ig 遺伝子配列を決定した結果、ほとんどのクローンが IgG サブタイ

プであった。 

 一方、サイトメガロウイルス（CMV）に対する抗体クローンの Ig遺伝子解析を行うために、

先述と同様のスクリーニングを行った。CMV 感染細胞に反応する抗体クローンは、TeNT に対し

て約４倍の陽性数が認められた。 

 DPT 三種混合ワクチン接種者由来末梢血単核球中の TeNT 反応性抗体クローンは、被接種者に

比し、約４倍のクローン数の増大が認められた。抗体親和性についてもワクチン接種者抗体ク

ローンで上昇していていた。 

この結果は、CMV はヒト生体内において、常に再活性化することによって CMV 抗原を供給し、



液性免疫応答を誘導している可能性を強く示唆している。 

 本研究計画において、高効率でヒト由来 B細胞形質転換細胞株を取得する方法が確立できた。

また、NGS による包括的遺伝子解析により、短期間でのクローン同定が可能となった。 
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