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研究成果の概要（和文）：HBワクチンによる感染防止効果を規定する免疫・遺伝要因を解明することを目的とし
た。HBワクチンによるHBs抗体の獲得・維持には濾胞性ヘルパーT細胞-B細胞系列の活性化と接種前の免疫環境が
関与していた。乾燥濾紙血法（DBS）を用いて、カンボジアにおけるHBV母子感染状況とHBワクチン接種とワクチ
ンエスケープ変異との関連を明らかにした。DBS法を用いたゲノム解析によりカンボジアHBV感染患者のHLAタイ
ピングを実施し、疾患抵抗性と疾患感受性アリルを同定した。HBV母子感染児にワクチンエスケープ変異を検出
した。同家族の爪、毛髪、血液、乾燥臍帯からも血液と同じHBV遺伝子配列を同定した。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis B (HB) vaccine is a key for the prevention of mother-to-child 
transmission (MTCT) or horizontal transmission of HBV. We sought to clarify immunological, viral and
 host genomic factors for the response of HB vaccine in Japan and Cambodia. We showed that the 
activation of follicular helper T cells, B cells and IFN-g are involved in the acquisition and 
maintenance of anti-HBs in adults. In Cambodia, dried blood spots (DBS) were collected for the 
analysis on prevalence of HBV infection. Overall HBsAg seroprevalence was 4.39% in mothers and 0.56%
 in children. We identified vaccine escape mutant (VEM) of HBV, including G145R/A, in infants who 
was not given birth-dose HB vaccine. We established DBS-based haplotyping HLA. We found that 
HLA-DPB1*04:01 was associated with resistance, and HLA-DPB1*13:01 with susceptibility to HBV in 
Cambodians, respectively.  We found VEM in mothers and infants who failed to prevent MTCT, which was
 also detected in hair, nail and placental cord tissue. 

研究分野：肝臓病学、免疫学

キーワード： B型肝炎ワクチン　母子感染　水平感染　カンボジア　乾燥濾紙血法（DBS）　HLA　ワクチンエスケープ
変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBV感染者は世界的に増加する肝疾患関連死の原因であり、大きな健康問題である。HBVの母子感染・水平感染を
防止するためには、B型肝炎（HB）ワクチンの接種が推奨されているが、ワクチン応答性・不応答性の機序は未
だ明らかではない。本研究は、HBワクチン効果規定因子を、日本とカンボジアにおける成人・小児を対象として
免疫、遺伝要因、ウイルスゲノムの面から包括的に解析した。本研究によって、HBワクチン効果には免疫細胞活
性化（TFH、B細胞）、サイトカイン（IFN-γ）、HLA-DPアリル、ワクチンエスケープ遺伝子変異が関与すること
が明らかになり、HBV感染症の制御に繋がる重要な示唆が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

HBV による肝硬変、肝がん死を減少させるためには、１）HBV 感染防止、２）HBV 慢性化防

止、３）HBV排除による肝硬変・肝がんへの進展防止が対策として重要である。HBV高浸淫国

では、母子感染防止対策としてユニバーサルHBワクチンが実施されており、HBVキャリア率

の顕著な低下を認めている。本邦でも 2016 年からユニバーサル・HBワクチンが導入された。

HBワクチン効果には免疫系の活性化が重要である。HBワクチン不成功児ではワクチンエスケ

ープ変異株（VEM）の関与が想定されている。また、B 型慢性肝疾患の病態に特定の遺伝要因

（HLA等）の関与が報告されている。以上より、HBVキャリア化を阻止する戦略を構築するた

めには、様々なコホートを対象として、HB ワクチン応答性・不応答性、HBV 排除・非排除の

機序を免疫・ゲノム解析によって解明する必要がある。 

 

２． 研究の目的 

日本とカンボジアにおけるHBワクチン接種者（小児・成人）、B型肝炎患者（成人・小児）、母

子感染例（HBワクチン不成功例含む）における免疫応答とウイルスゲノム、ホストゲノムを包

括的に解析し、HBs 抗体獲得とHBV排除に関与する免疫・ゲノム因子を同定する。 

 

３． 研究の方法 

（１） HBワクチン応答性・不応答性の機序の解明： 

HB ワクチン接種者(健康成人)における HBs 抗体獲得、HBs 抗体価、HBs 抗体の維持に関与す

る臨床因子、免疫因子（免疫細胞・サイトカインの動態）を検討する。母子感染が成立した児に

おける HBV ゲノムを解析し、ワクチンエスケープ変異の有無、頻度、体内存在部位（髪、爪、

血液、臍帯）における相同性を検討する。成人 B 型急性肝炎、慢性肝炎患者の HBs 抗原消失、

HBs 抗体獲得に関与する臨床因子、免疫因子、遺伝要因を検討する。 

（２）カンボジアにおけるHBV母子感染状況の検討とウイルス・ホストゲノム解析 

カンボジア国において母親と子のペアで乾燥濾紙血法（DBS）を用いて血液を採取し、HBs 抗

原・抗体、HCV 抗体等の検出率を血清検体と比較し、血清疫学調査における DBS 法の有用性

を検討する。同DBS検体からホストゲノムDNAを抽出し、HBV感染者の病態に関与する遺伝

要因を解析する。 

 

４． 研究成果  

（１）HBワクチン応答性・HBs 抗体維持機構の解析（考藤 達哉） 
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S 大学保健管理センターにおける学生（3755 名）および再接種を行った職員（447 名）のワクチ

ン接種記録、新規接種者の PBMCを解析し、HBs 抗体獲得率、HBs 抗体維持率との関連を検討

した。また HBs 抗体消失例に対する Booster ワクチンの効果に関して検討した。初回 HB ワク

チン接種後に HBs 抗体を獲得した群（R）では、非獲得群（NR）に比較して濾胞性ヘルパーT

細胞（TFH）が増加していた（図 A）。獲得 HBs 抗体価の多寡には接種前免疫環境（IFN-γ、

CXCL9、CXCL10 高値）が関与していた（図B）。5年以上HBs 抗体価を維持している群では、

メモリーB細胞、抗体産生細胞が高値であった。初回と Booster 時とワクチン種別を変更した群

でHBs 抗体獲得率が向上した（図C）(1)。B型急性・慢性肝炎患者の免疫細胞の網羅的解析に

よって、HBs 抗原消失にはCXCL9, CXCL10、CXCL13、IL-21 の上昇と TFHの誘導が重要で

あることを明らかにした。TFH-B 細胞系列を効果的に活性化する免疫アジュバントのスクリー

ニング系を樹立した。TLR アゴニストによる形質細胞様樹状細胞の賦活が TFH 細胞誘導に重

要であり、ワクチンアジュバントとしても期待できることを明らかにした。 

（２）カンボジアにおけるDBS法を用いた感染状況調査（田中 純子） 

2016-2017 年にWHO WPRO、WHOカンボジア、カンボジア王国保健省、アメリカCDCと共

同で「カンボジア王国における全国調査」を実施し、4,541 人（5～7 歳児 2,518 人とその母親

2,023 人）を対象に乾燥濾紙血法（DBS）による血液採取を行った。本研究では、この調査によ

り得られた 4,541 検体について、HBVマーカー（HBs 抗原、HBc 抗体、HBs 抗体、HBV DNA）

を測定した。HBs 抗原陽性率は小児 0.5%、母親 4.7%であり、HBc 抗体陽性率は小児 3.3%、母

親 27.9%、HBs 抗体陽性率は小児 30.9%、母親 33.0%であった。また、4,541 人のうち 921 人

については、DBS 検体と同時に採血した血清検体のHBs 抗原検査結果と比較したところ、感度

92% (24/26)、特異度 100% (895/895)であった。HBV DNA陽性は 82 例であり、Sequence 解

析の結果、約 3.0kbp の塩基配列が得られた。HBs 抗原陽性かつ HBV DNA 陽性でありWA 領

域のシークエンスが可能であった母 70 名と児 12 名に関して系統樹解析を行ったところ、
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genotype C（80.49％）をカンボジア全体で認め、genotype B（19.51％）はベトナムとの国境近

傍に認めた。S gene 変異を伴う 17 名の母親から出生した児のうち、Hep-BD 接種既往がある

児 12 名には S gene 変異を認めず、Hep-BD接種既往がない児５名には S gene 変異を認めた。

また、本研究で同定されたα determinant region の S gene 変異は P120S、T/I126N、

P127S/T/A 、 T131I/N 、

M133T、F134、G145R/A で

あった(2)(Table)。 

 

（３）DBS法を用いたゲノム

解析基盤の確立（西田 奈央） 

乾燥濾紙血法 (DBS法)を用

いたゲノム解析の技術基盤

を開発した。DBS 法（Hema 

Spot、スマイテスト EX-

R&D）を用いて、カンボジア

人 HBV 感染患者 497 検体か

ら収集した DBS からゲノム

DNA を抽出した。DBS 抽出

ゲノムを用いた全ゲノム増

幅反応（WGA）と、ゲノム

DNA を 用 い た 場 合 の

TaqMan 法による SNP タイ

ピングの結果が 100％一致し

たことから、DBS 検体は WGA-DNA ゲノム解析に応用可能であることを確認した。カンボジ

ア人HBV感染患者497検体からDBS抽出ゲノムDNAを用いてHLA-DPB1タイピング（PCR-

Luminex 法）を実施し、疾患抵抗性 HLA-DPB1*04:01 と疾患感受性アリル HLA-DPB1*13:01

を明らかにした（表）。 

 

（４）HBワクチン不成功小児におけるHBVゲノム解析（小松 陽樹） 

HLA-DPB1
HBs-Ag Positive HBs-Ag Negative

OR(2n=180) (2n=516) P value (95% CI)
count % count % lower upper

01:01 5 2.8 12 2.3 7.35E-01 1.20 0.42 3.45 
02:01 17 9.4 47 9.1 8.93E-01 1.04 0.58 1.86 
02:02 5 2.8 29 5.6 1.28E-01 0.48 0.18 1.26 
03:01 20 11.1 71 13.8 3.64E-01 0.78 0.46 1.33 
04:01 8 4.4 101 19.6 1.52E-06 0.19 0.09 0.40 
04:02 6 3.3 19 3.7 8.29E-01 0.90 0.35 2.30 
05:01 32 17.8 50 9.7 3.75E-03 2.02 1.25 3.26 
13:01 52 28.9 84 16.3 2.39E-04 2.09 1.40 3.11 
14:01 8 4.4 26 5.0 7.50E-01 0.88 0.39 1.97 
17:01 2 1.1 9 1.7 5.58E-01 0.63 0.14 2.96 
21:01 10 5.6 21 4.1 4.05E-01 1.39 0.64 3.00 

105:01 2 1.1 9 1.7 5.58E-01 0.63 0.14 2.96 
296:01 6 3.3 19 3.7 8.29E-01 0.90 0.35 2.30 

others 7 3.9 19 3.7 9.00E-01 1.06 0.44 2.56 
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B 型肝炎母子感染予防不成功例において、S抗原変異株(ワクチンエスケープ株/G145R 等)の有

無をサンガー法と次世代シークエンス法を用いて検討した。Breakthrough infection で罹患した

児 25 例中、6 例にG145R ワクチン変異株(major クローン:2 例、minor クローン 4例)が検出さ

れた。Major クローンだけではなく minor クローンとして存在する S 抗原変異株も母子感染予

防不成功に関与している可能が示唆された。 

HBV 遺伝子変異の新たな病態解明を目的として、採

取の容易な爪や毛髪を用いた HBV 遺伝子解析を実

施した。80 名の HBV キャリアにおいて、HBV DNA

陽性率は爪が 90％、毛髪が約 80％であった。HBVキ

ャリアの約 60％では爪から HBsAg が検出され、免

疫染色でも陽性であった（図）。母子感染予防不成功

であった 4家族を対象に、爪、毛髪、血液を用いてHBV全遺伝配列を決定し、分子系統樹解析

を実施した。4家族の爪と毛髪のHBV 遺伝子配列は血液の配列とそれぞれ家族別に同じクラス

ターを形成した。母子感予防不成功 2 家族において、臍帯と爪からワクチンエスケープ変異株

を検出した。臍帯の minor クローンワクチン変異株は児で major クローンとはならず、そのま

ま minor クローンとして児で持続感染していた。ワクチン変異株は minor クローンのまま

breakthrough infection を生じさせると考えられた。HBVキャリア児に対するペグインターフェ

ロン療法において、著効例は非著効例と比べて血清中のCXCL9, 10, 11, 13 が治療開始 24 週ま

でに高い値を認めた。医療従事者に対するHBワクチン接種の国際基準（適切な抗体価）につい

て、英国とドイツの医師と検討し論文発表した(3)。 
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