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研究成果の概要（和文）：B型肝炎ワクチンに対する免疫応答を明らかにするため、5人の健常者を対象としてワ
クチン接種前後のT細胞受容体β鎖(TCRβ chain)およびB細胞受容体IgG重鎖(BCR IgG H chain)について解析を
行なった。ワクチン２回接種後のTCRβ chain、BCR IgG H chainレパトアの変化はHBs抗体獲得と関連している
と考えられた。TCRβ chain、BCR IgG H chainレパドアは同じ数のリード数が変化していた。HBワクチンに対す
る特異的なクローンは同定できなかった。
HBs抗体獲得後の免疫記憶の有効性の検討ではワクチン接種経験者の血液中に記憶B細胞が僅かに存在した。

研究成果の概要（英文）：To clarify an immune response for the hepatitis B (HB) vaccine, we conducted
 high-throughput sequencing of the T cell receptor (TCR) beta chain and B cell receptor (BCR) IgG 
heavy (H) chain complementary determining region 3 (CDR3) repertoires in 5 volunteers before and 
after the immunizations with the HB vaccine. The all 5 participants acquired HBs antibody. The TCR  
beta chain CDR3 repertoire diversity significantly increased, while the BCR IgG H chain CDR3 
repertoire diversity significantly decreased after the second vaccination. These diversity changes 
might be associated with a better response to the HB vaccine. It is possible that the TCR beta chain
 and BCR IgG H chain CDR3 repertoires may have changed within the same numbers of unique reads. Our 
data failed to identify the specific dominant clones that responded to the HB vaccine. 
As for our investigation of the memory immunity, the HB-vaccinated subjects had very low numbers of 
memory B cells in their peripheral blood.

研究分野： 肝臓
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HBワクチンに対する初期免疫応答について解析を行ない、HBs抗体獲得者において2回接種後のTCRβ chainレパ
トア、BCR IgG H chainレパトアの変化はHBs抗体獲得のサロゲートマーカーとなる可能性が示唆された。今後、
さらに解析をすすめることにより不応例への対策やワクチン回数を減らすための方策などに役立つと考えられ
た。
また、HBワクチン接種歴ある者ではmemory B細胞は末梢血中に僅かに存在している可能性があった。HBワクチン
のユニバーサルワクチネーションが施行されるようになりHBs抗体獲得後の免疫記憶の有効性を明らかにするこ
とは追加接種を減らすなどの有用性があると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
B 型肝炎ウイルス (hepatitis B virus：HBV)は血液もしくは血性体液を介して感染する肝炎

ウイルスであり、その感染性は極めて高く、通常、成人が HBV に感染すると、約 20～30％が急
性肝炎を発病するが、稀に劇症肝炎へと進展する場合がある。一方、母子感染や乳幼児期に HBV
感染を受けると約 90％が HBV キャリアとなり、成人になって肝炎、肝硬変、肝癌へと進展する
例がある。HBV キャリアの母親から生まれた子供に生後 B 型肝炎ワクチン (HB ワクチン)と抗
HBs 人免疫グロブリンを投与することで HBV 感染を防ぐことを目的とした母子感染防止事業が
1985 年から始まり、現在、乳幼児の HBs 抗原陽性率は 0.05％未満まで減少している。しかし、
①HBV は水平感染によっても伝播し、成人での HBV 感染は減少していないばかりでなく、約 10％
が慢性化するとされる Genotype A の B 型急性肝炎が増加している。②乳幼児期の感染は年少
児ほど持続感染へ移行する可能性が高い。③HBs 抗原陰性、HBs 抗体陽性といった臨床的治癒の
状態でも肝臓内で感染性のある HBV が産生され続け免疫が弱まると HBV の再活性化が起こる。
といった問題があるため HB ワクチン投与により HBV 感染を未然に防ぐことが望まれる。 
HB ワクチンは HBs 抗原を酵母で発現させた不活化ワクチンであり、予防のためには、0ヶ月、

1 ヶ月後、6 ヶ月後と 3 回接種が必要であるが、HB ワクチンに反応しない不応例も存在する。
一般に、HB ワクチン接種後、抗原が抗原提示細胞に取り込まれ分解産物と HLA が細胞表面に提
示され、CD4＋T 細胞が活性化される。また、抗原自体が B細胞受容体に認識され、初期には IgM
抗体が分泌されるが、その後、活性化 CD4＋T 細胞の補助を受けた活性化 B細胞が形質細胞に分
化し、IgG 抗体が産生されるとされているが、抗体獲得率は年齢が上がるほど低下するなど、
HBs 抗体を獲得するための免疫応答については不明な点も多い。また、抗体獲得後に HBs 抗体
価が低下する例に対して追加接種が必要であるかについても議論がある。 
 

２．研究の目的 
今回、HBワクチンに対する初期免疫応答の機序および HBs 抗体獲得後の免疫記憶の有効性を

明らかにすることを目的として本研究を行なった。 
 

３．研究の方法 
(1)HB ワクチンに対する初期免疫応答の検討 
初回 HBワクチン接種予定の健常者 5名（男性 5名、平均年齢 23.4 歳）を対象として HBワク

チン接種前、HB ワクチン 2 回接種後、HB ワクチン 3 回接種後に採血を行ない、HB ワクチン接
種前の HBs 抗原、HBs 抗体、HBc 抗体および HLA-DPB1、HLA-DQB1、HLA-DRB1 typing、HB ワクチ
ン 2回接種後、HBワクチン 3回接種後の HBs 抗体を測定するとともに、HB ワクチン接種前、HB
ワクチン 2回接種後、HBワクチン 3回接種後に T細胞受容体（TCR）/ B 細胞受容体(BCR) レパ
トア解析を行った。 
なお、HBs 抗原、HBs 抗体、HBc 抗体は CLIA 法、HLA-DPB1、HLA-DQB1、HLA-DRB1 typing は

SBT 法で測定を行ない、T 細胞受容体（TCR）/ B 細胞受容体(BCR) レパトアについては、末梢
血単核球(peripheral blood mononuclear cells; PBMCs)を分離し、RNeasy Mini Kit (Qiagen)
で RNA を抽出後、5’末端（多様性をもつ遺伝子の外側）にアダプターを結合し、アダプタープ
ライマーと（多様性のない）3’側の定常領域に設定したプライマーを用いて PCR を行い（非バ
イアス遺伝子増幅技術）、PCR 増幅された TCR や BCR 遺伝子を次世代シーケンサーで配列決定
後、解析を行なった。 
 
(2)HBs 抗体獲得後の免疫記憶の有効性の検討 
HB ワクチン接種歴のある健常者 16 名の末梢血を採取し、比重遠心法により PBMCs を分離し

た。CD19 磁気マイクロビーズを用いて PBMCs より CD19＋B 細胞を分離し分離された CD19＋B 細胞
に HBs 抗原結合マイクロビーズを加えた後、PE 標識 HBs 抗原、さらに、FITC 標識抗 CD27 抗体、
PreCP 標識抗 CD14 抗体、APC 標識抗 CD19 抗体を加え、HBs 抗原特異的 memory B 細胞をフロー
サイトメトリーで分析した。対照者として HBワクチン接種歴のない健常者 5名についても同様
の解析を行なった。 
 

４．研究成果 
（1）研究結果 
①HBワクチンに対する初期免疫応答の検討 
HB ワクチン接種後、抗原が抗原提示細胞に取り込まれ、分解産物と HLA classⅡが細胞表面

に提示され、CD4＋T 細胞の TCR により認識され CD4＋T 細胞が活性化するため、今回、次世代シ
ークエンサーを用いて T細胞受容体β鎖（TCRβ chain）について解析を行なった。また、抗原
自体が BCR に認識され、初期には IgM 抗体が分泌されるが、その後、活性化 CD4＋T 細胞の補助
を受けた活性化 B細胞が形質細胞に分化し、IgG 抗体が産生されるとされているため、同時に B
細胞受容体 IgG 重鎖（BCR IgG H chain）についても解析を行なった。その結果、 
A. HBs 抗体価は、HB ワクチン 2 回接種後 10mIU/mL 未満であったが、3 回接種後 10mIU/mL 以
上であり、5例全例が HBs 抗体を獲得した。 

B. 5 例全例が HBs 抗体を獲得したため、HLA-DPB1、HLA-DQB1、HLA-DRB1 との明らかな関係は
見いだせなかった。 



C. HB ワクチン 2回接種後に TCRβchain レパトアは上昇、BCR IgG H chain レパトアは低下し
ていた（Figure.1）。 

D. 上記 A,C より、HBs 抗体獲得者においては HB ワクチン 2 回接種後 HBs 抗体価は 10mIU/mL
未満ではあったが、TCRβ chain レパトア、BCR IgG H chain レパトアには変化があったため、
それの変化は HBs 抗体獲得のサロゲートマーカーとなる可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure.1 Diversity index の変化 
 
E. TCRβと BCR IgG H chain のリード数の分布は 50％以上が 1であり、個人間や HB ワクチン
接種前、HBワクチン 2回接種後、HB ワクチン 3回接種後で変化はなかった。 

F. TCRβおよび BCR IgG H chain レパトアの 3D image すなわち、TCRβ chain V  segment
と TCRβ chain J  segment、BCR IgG H chain V segment と BCR IgG H chain J segment に
おいても個人間や HBワクチン接種前、HB ワクチン２回接種後、HBワクチン 3回接種後で明
らかな変化はとらえられなかった。 

G. HBワクチン接種前とHBワクチン２回接種後、HBワクチン接種前とHBワクチン3回接種後、
HB ワクチン 2 回接種後と HB ワクチン 3 回接種後を比較して、最も変化に富む部位である
complementary determining region 3(CDR3)は TCRβで 0.69％-3.36%、BCR IgG H chain で 
0.21％-1.94％しか変化していなかったことより、ほとんどが変化していると考えられた。 

H. HB ワクチン接種前と HB ワクチン 2回接種後、HBワクチン接種前と HBワクチン 3回接種後
の比較では、増加した TCRβ と BCR IgG H chain のクローン Top 3 は、TCRβ chain におい
ては 5 人中 3 人に同一のクローンがみられたが、BCR IgG H chain においては同一なクロー
ンの増加はみられなかった。 

 
②HBs 抗体獲得後の免疫記憶の有効性の検討 
HB ワクチン 3回接種後の HBs 抗体価は、個人差があり、経時的に低下するが、HBs 抗原特異

的 memory B 細胞の機能と反応性が確認できれば、追加接種を減らすことが可能性となる。HB
ワクチン接種歴ある者と HB ワクチン接種歴のない者の PBMCs を分離後、マイクロビーズを用い
て分離した B 細胞に標識付 CD19, CD14, CD27 抗体を加え、さらに HBs 抗原および標識付 HBs
抗体を添加した前後でフローサイトメトリーを用いて解析を行なった。その結果、HB ワクチン
接種歴ある者では memory B 細胞は末梢血中に僅かに存在している可能性がある。 
 
（2）成果の位置づけ 
①HBワクチンに対する初期免疫応答の検討 
HB ワクチンに対する応答については年齢、HLA 遺伝子多型、サイトカイン受容体遺伝子、

Toll-like receptor などの報告があるが、今回、HB ワクチンに対する初期免疫応答関して、TCR
β chain、BCR IgG H chain について、次世代シークエンサーを用いて解析を行なった。HBs
抗体獲得者において HB ワクチン 2 回接種後 HBs 抗体価は 10mIU/mL 未満ではあったが、TCRβ 
chain レパトア、BCR IgG H chain レパトアに変化がみられたため、HB ワクチン 2 回接種後に
は HBs 抗体産生のための準備ができているものと考えられ、それらの変化は HBs 抗体獲得のサ
ロゲートマーカーとなる可能性が示唆された。 
 
②HBs 抗体獲得後の免疫記憶の有効性の検討 
 HB ワクチン接種歴ある者では memory B 細胞は末梢血中に僅かに存在している可能性があっ
た。HB ワクチンのユニバーサルワクチネーションが施行されるようになったが、追加接種
の必要性については議論がある。しかし、追加接種前に HBs 抗原特異的 memory B 細胞の発
現およびその反応性を確認できれば不必要な追加接種が減ることになるためさらに研究を
すすめることは有用であると考えられた。 
 
（3）今後の展望 
①HBワクチンに対する初期免疫応答の検討 
 今回の検討は少数例の検討であったため、症例数を増やして検討する必要がある。また、T
細胞のサブセットを含めた解析も今後の課題である。さらに、初期免疫応答の解析をすすめる
により、不応例への対策や、ワクチン回数を減らすための方策や混合接種の対策などに役立つ

 



と考えられる。 
 
②HBs 抗体獲得後の免疫記憶の有効性の検討 
今回の測定法では、はっきりした結果が得られなかったため、測定法を含め再考する必要が

ある。また、HBs 抗原特異的であるかの検討も必要であるため、新たな知見と新たな測定を追
加して研究をすすめてゆく必要があると考えられた。 
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