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「獲得免疫における高親和性抗体の産生機構と感染症防御への応用」 

 

１．研究実施の概要  

研究目的は獲得免疫応答における抗体の親和性亢進誘導の分子機構を明らかにし、そ

の破綻が引き起こす免疫難病の病態と発症原因を解明することにある。末梢のリンパ

組織で盛んに増殖する胚中心B細胞に選択的に発現上昇する分子GANPの機能を遺伝

子破壊マウス、過剰発現マウスを用いて解析している。その結果、GANP 分子は抗体

の親和性亢進に必要不可欠であること、それは遺伝子の変異誘導と高親和性抗体の選

別の２つのポイントで機能することを見いだした。また GANP 分子の発現異常がホジ

キン病の原因となることを初めて確認した。 

 

２．研究実施内容  

① 研究目的：本研究では「抗原に特異的な抗体の親和性の亢進による免疫効果の向

上」に焦点をあて、その機構を明らかにするとともに、リンパ細胞の高親和性抗体

産生機能の飛躍的な上昇を企図した新しい分子治療戦略への基礎研究を行う。本研

究の対象は我々の研究室で発見した胚中心 B細胞関連蛋白質で分子量 210-kDa の核

内蛋白質である。この分子は RNA プライマーゼドメインと DNA ヘリカーゼコンプ

レックスである MCM 複合体と直接結合する活性を有している。この新規分子の機

能を解析することによって免疫応答の分子解析に新しいパラダイムを切り開くこ

とが出来る。 

 

② 研究方法：⑴GANP 遺伝子欠損マウスの作製を conventional 遺伝子欠損と⑵

conditional gene-targeting の両法を並行して進めた。また遺伝子発現の局在を明示す

る⑶ganp 遺伝子座への GFP 遺伝子ノックインマウスを作製した。⑷ganp 遺伝子欠

損マウスで、分子の redundancy が存在するのか、それとも固有の機能を有するのか

を明らかにすることとした。⑸遺伝子を過剰発現するトランスジェニックマウスで

はどうかということを並行して解析した。⑹T 細胞依存性抗原 nitrophenyl-chicken 

γ-globulin（NP-CG）をアジュバントと共に注入し、NP-CG 免疫の場合には成熟胚



中心 B 細胞を純化して VH186.2 の H 鎖とλ鎖を用いて解析した。⑺抗体の親和性は

血清の抗体価を ELISA 法で測定し、VH186.2 の 33WL の点突然変異を測定して指標

とした。また、単クローン抗体を産生する⑻ハイブリドーマを樹立してそれぞれ高

親和性クローンの抗体を精製し、Biacore による NP 特異的抗体の親和性を KD値と

して測定した。GANPトランスジェニックマウスの高親和性抗体産生の能力は⑼HIV

ウイルスの V3 エピトープをモデルとして単クローン抗体を作製して調べた。GANP

欠損による V 領域遺伝子変異導入の差異に関して⑽V 領域遺伝子の DNA double 

strand breaks (DSBs)を Ligation mediated PCR 法によって解析した。B 細胞は抗原で

免疫後、胚中心 B 細胞の成熟分画を純化して行っている。⑾ganp 遺伝子の中央部分

に酵母の Sac3 相同な領域が存在する。この部分の機能としてもう一つの Sac3 相同

分子 SHD1 を見つけ、その遺伝子の導入による機能増強と、siRNA による遺伝子抑

制によって解析し、centrosome の複製に関連するかどうか電子顕微鏡解析によって

調べた。⑿GANP トランスジェニックマウスのホジキンリンパ腫の遺伝子解析、V

領域遺伝子の点突然変異、腫瘍細胞型の確定を行った。⒀ヒトの臨床検体における

解析は共同研究として行った。⒁その他の臨床検体に関しても共同研究で行った。

⒃GANP機能を解析するために細胞内で結合する分子をyeast two-hybridスクリーン

グと TAP ベクターを用いた蛋白質結合分子の MALDI-TOF-MAS によるプロテオミ

クス解析をおこなった。⒄蛋白質脱リン酸化酵素 PP2A と結合する分子 G5PR に関

して conditional targeting による遺伝子破壊マウスを作製した。 

 

③ 研究結果：  

1) 「抗原に特異的な抗体の親和性の亢進による免疫効果の向上」に焦点をあて、リ

ンパ細胞の高親和性抗体産生機能の飛躍的な上昇を企図した新しい分子治療戦略

への基礎研究を行った。胚中心 B 細胞で選択的に発現が上昇する分子 GANP が T

細胞依存性抗体産生における抗体の親和性亢進に及ぼす機能を明らかにした。

GANP は RNA-プライマーゼ活性を有し、MCM 複合体と結合する事から DNA 複製

に関わる新規の遺伝子修復機能分子である事が示唆された。（１）GANP 欠損によ

って高親和性抗体の産生が著しく低下すること（Kuwahara et al., 2004）、（２）GANP

過剰発現によるトランスジェニックマウスでは高親和性抗体の産生が著しく増加

することを示した(Sakaguchi et al., 2005)。また、免疫応答において V 領域遺伝子の

Double strand DNA breaks が高親和性抗体産生に必要な V 領域体細胞突然変異誘導

と密接に関連する事を明らかにした(Kawatani et al., 2005)。（３）この機構での作用

標的としてⅰ）V 領域突然変異誘導に positive に機能する、ⅱ）V 領域突然変異誘

導に補助的に作用する、ⅲ）V 領域突然変異の際の遺伝子障害を防ぐ、ⅳ）高親和

性 BCR 発現 B 細胞を選別する際に関与する、ⅴ）高親和性 BCR を発現する B 細胞

の生存、及び長期維持に必要である、等が考えられる。GANP に特異的に結合する



分子の探索を yeast two-hybrid 法によって行い、蛋白質脱リン酸化酵素 G5PR サブ

ユニットを見いだした（Kouno et al.2003）。遺伝子欠損マウスを作製したところ胎

生期に致死であった。B 細胞での conditional targeting を行い、B 細胞の BCR 特異的

な生存シグナルに重大な欠陥を示していること、BCR 選択的な生存信号を調節して

いることを明らかにした（Xing et al., 2005）。 

 

２）GANP 遺伝子導入による高親和性抗体産生技術の応用 

親和性の高い単クローン抗体を樹立する技術は世界でも類のないものである。この

技術を国際的な研究、医療技術、治療薬の開発等に向けて活用するべく基礎研究を

展開している。さらに新興、再興感染症に対する診断や予防薬としても活用可能で

あると期待できるので、その例を示すために国際共同研究を行って高親和性抗体作

製を行い有望なクローンを樹立している。 

 

３）GANP 遺伝子欠損による発ガンの分子機構の解析 

GANP の機能の異常はその構造上の特徴から遺伝子の障害や修復に大きく影響す

る事が予想された。GANP 遺伝子のヘテロ欠損や異常な持続発現亢進が様々な遺伝

子異常を惹起した。GANPトランスジェニックマウスでB細胞に過剰発現させると、

B 細胞の腫瘍化を来した。マウスのホジキンリンパ腫モデルと診断された。ヒトの

ホジキンリンパ腫においても GANP の異常な活性化が見られた (Fujimura et al., 

2005)。GANP 分子の中央部分が酵母の Sac3 分子と相同性が高い。Sac3 分子は RNA

の核外輸送に関わる分子であることが示唆され、この発現異常が遺伝子の相同組み

換えに異常を来たす。この遺伝子の組み換えの多発が遺伝子の不安定化につながり、

癌化に至る可能性が高いと考えられる。そこで、GANP のヘテロ欠損マウスから作

製した MEF 細胞の長期培養細胞を樹立した。この細胞は染色体転座の頻度が上昇

し、腫瘍化形質を獲得した。同時にマウスのもうひとつの Sac3相同分子として SHD1

をクローニングし、その機能を明らかにした。細胞分裂の際の centrosome 複製に関

与することを見出した（Sefat et al., 2004）。これらから GANP 分子の機能ががん抑

制効果を発揮することが明らかになった。 

 

３．研究実施体制 

「阪口」グループ 

①研究分担グループ長：阪口 薫雄（熊本大学、教授） 

②研究項目： 

(1)GANP 分子による高親和性抗体産生の分子機構の解析 

(2)GANP 遺伝子欠損による発ガンの分子機構の解析 

(3)GANP 遺伝子導入による高親和性抗体産生技術の応用 
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