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　　　　　　　　　　　　　　　　論文、内容の要旨

　キルモットを蛋白質抗原で免疫した揚州には，主としてIgGクラおの抗体が産生され，工gG抗体は，さ

らにサブクラスエgG1，　IgG2に分類される。両者は．生物学的な機能に関して著しく異った｛生質を示しモ特

’にIgG1抗体は工gEクラスの抗体と同様に，自己組織感作能を持つアレルギー性抗体であることが知られ

ている。生体防禦の立場から、この種の抗体が実際に果している役割，あるいは，’免疫応答におけるこれら

サブクラス抗体相互の関係は非常に重要な問題と思われるが，まだ充分な知見が得られていない。

　本論文は，これらの問題へのアプローチとして，．自己組織感作性抗体工gG1を中心に，　IgG2抗体と比較

しつつ，免疫応答における血中抗体の産生の様子，．特異抗体としての抗原との反応性，工gG1抗体産生の時

期とアレルギー性反応との関係について分子論的立場から研究を行った結果である。

　この二三における第一の問題点は，同じ抗原に対して血液中に産生される特異抗体のみについてそのサブ

クラスを分離定量しなければならないことである。このためには，，免疫原との抗原抗体反応による特異抗体

の定量を行うのと同時に，これらサブクラスを定量的に分離同定する必要があり，．そのためには試薬として

モルモットサブクラスエgGにそれぞれに特異的な抗体を用いるほかに方法がない。しかも生物学的活性の

みを示標とした解析と異り，物質的な分離を基盤とする本研究では，これらの試薬が完全なものでなければ1

、ならないbこうした理由のもとに，まずモルモット．IgG1，　IgG2を同定するための基準として用いうる高純

度標品の精製と，．これらのサブクラス抗体をそれぞれ分離定量するためρ試薬として．それぞれに特異的な

抗血清の調製を行った。

二β年A．で高度に免疫bたモルモット血清から，：．物珪化学的海海磁よつて，聖（摯逃去び課麟2を単離し騰二1み

れらを用いてそれぞれヤギを免疫して，抗．IgG1抗工gG2抗血清を得たqしかしながら，、これらの抗血清

は，相互の抗原と部分的な反応を示した。．・これは，．両者の共通抗原性と，物理学的方法のみでは｝完全な精

製が不可能であることを意味している。したがって，活性吸着法を利用して，相互に交叉的に吸収操作を繰

り返し，より純度の高い抗原を得て，これにより抗体の精製を，そしてこの精製抗体を用いてさらに抗原を

精製するといった方法で，免疫学的に相互に混入が認められない標品を調製することに成功した。ζれらを

用いることによって，モルモヅト血清中の微量のIgG1，工gG2抗体をそれぞれ分離定：量することが可能とな

り，第且，第斑章における研究の重要な基礎となっている。
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　第丑章においては，破傷風トキソイド免疫に溶ける血中抗毒素抗体に関する研究結果である。市販トキソ

イドの力颪検定には，モルモットの能動免疫での抗毒素産生能による方怯が用いられているが，一定の免疫

方法を用いても個体差があり，また抗体価の測定方法によっても変動が見られ，さらにアジュパンドの添加

条件も抗毒素価や，動物の感作状態に大きく影響することが知られている。

　この研究では，破傷風免疫モルモヅト血清中の主要抗体であるIgGに関して，それぞれの免疫の条件，

および異った時期における抗毒素抗体IgGエの実際の分離定量を行い，それぞれの抗毒素価，および抗原と

の反応性の測定とから，上記力価検定における諸問題および過敏症反応との関係の有無などを主体に検討を

行・た・そ嚇果御呼白鯨騨舞岬轡㌍・剛イド幽晦πも1や騨的出職，
エgG2抗体爵位に検出され，油滴行に伴ってエgG1抗体の急齢増加が見ちれ，　h二次あるいは離免

疫では，血中抗体価の約90％は，工gGユによって占められていることが示された。

　また，分離した転瞬鱗抗体価受身血球凝集反応マウスでの毒素中和反応によ獺哩定した結果工gGユ

と工gG2との間には，．これら一の抗体価の相対量に差が見出され，免疫の経過における工gG工抗体の優位な：産

生とから抗毒素価の変動は，これらのサブクラス抗体の相対量によるものであることを明らかにすることが

できた。・またin．vivoにおける中和反応ではサブクウス問に明らかな差が認められ，　IgG1のもつ自己組

’織感作能との関連が推論された。

　野壷章においては，BSAを抗原としたモルモット抗体について・免疫の極めて初期に観察さるる皮フお

よび全身性アナフィラキシー反応に工gG1抗体が実際に関与していることの証朔であり，得られた結果か

ら，この種の抗体の持つ生体防禦上での役割り，および，抗体産生におけるサブクラス抗体間の関連につい

七考察を行った。

　この研究を進めるに当っての第一の問題点は，従来の研究では生物学的活性が，各サブクラス抗体の実際

量として求められていない点であり，，第二の問題点は，もう一つの自己組織親臨性抗体である工gEの混入

である。

　最後の問題点は，生物学的反応が検出できる前後での微量抗体量の測定をしかもサ’プクラスごとに定量す

る方法の選択であった。

　このため第工面で得られた精製標品を用いてPCA反応，受動全身性アナフィラキシー反応を惹起するの

に必要なIgG1抗体の最小量の決定を行い従来示されていた値よりはるかに少量であること，　IgG2抗体の

共存の影響は，工gG1抗体の約20倍量でも無視し得ること，．また感作時間についても明らかな延長が見られ

ることなどを明らかにした，これらめデータをもとに，能動感作条件を抗原量を変えて求めた結果，BSA

・。o幽・7ル艀ウ鰯晦・ぐ’・ト珠噸腔嘩綴聖願？閲醜フ7≠r頭キシ7反応の感作茱

成立し，全身性ショックはこれよりも2～3日問おくてあらおれる結果が得ら遍1これらの様相は，．受動性

感作において観察されたと同じであった。この時期における血中抗体ρ測定は，放射免疫定量法を基本とし

たIgG1，工gG2抗体をそれぞれ分離定量できる間接法を用いて行い，その定量範囲はIgG1，　IgG2の：重量

にして1～20ng（10－9グラム）であることを確認した。測定結果は，アナフィラキシー反応の出現する時

期においてすでに両サブクラス抗体の産生が認められ，個体により異るが，血清のrπZ当りに換算して1～

晦9の抗体を含んでおり，この濃度は，精製IgGユ抗体による受動感作最少量と同じレベルであった。

　また，IgE抗体の関与を除外するために，加熱処理，持続時間，あるいはブドウ球菌の膜成分である
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Protein　Aによるアナフィラキシー反応の阻害などの効果等を検討し，免疫初期の反応がIgG1抗体によ

るものであることを証明することができた。

．，，．以上の実験結果は，免疫の極めて初期において，工gGエ，王gG2サブクラス撹体が平行して産生されている

ことを示すもので，これらの抗体産生を担当する細胞が，一つの抗原物質に対し独立に応答していることを

意味している。したがってモルモットの高度免疫血清中に見られるIgG1抗体の選択的産生は，制禦機構を

も含めた，免疫応答の二次的効果によるものと考えられ，またクラス間の抗体産生で知られているような二

次的な闘係は，サブクラス間には存在しないことを示すものと考えられる。

蕊驚雄蝶畳：ま錨瑳葛藤離無難欝馨隷諺繋
これらをもとに，その生体防禦上の意義および免疫応答の遺伝的背景についても考察を加えた。

　　　　　　　　　　　　　　論文審査の．結果の要旨

　ヒト免疫グロブリン（1孤muno910b威ロ：工9）のIgGク・ラスには，　IgG1，工gG2，　IgG3，　IgG4の4種の

サブクラスが存在し，構造上の違いに対応して補体結合能，細胞への親和性などの機能上の違いが知られて

いる。

　またモルモットでは，IgG工，　IgG2，の異った機能をもつサブクラスが報告されている。モルモットに結晶

BSA（ウシ血清アルブミン）を抗原として免疫したきわめて初期に産生されるこれらサブクラス抗体の分離

同定を行い，実際に単離精製した標品の特性検討から始め，破傷風トキソイド免疫において産生される抗体・

とアジュバント効策　またモルモットのIgGグラスの抗体の中で同一抗県に対して産生される自己組織感

作性（アレルギー性）抗体について，IgG1抗俸を実験のモデルとして，工gG2抗体の生物学的機能の違いを

分子論的立場から明らかにした。

　1．BSAで高度に免疫したモルモヅト血清から，塩析，イオン交換クロマトグラフ』イー，およびゲル1戸

過法を併用してIgG1，　IgG2；標品を分離した。これらを用い一（，それぞれヤギに免疫を行い，抗IgG1，抗

IgG2抗血清を作成したが1，明らかに相互の抗原と部秀的な反応が認められた。これらは，両抗原に共通抗

1原の存在することと，物理化学的方法のみでの精製が抗原的にみて完全でないことを意味している。

　モルモットエgG1，　IgG2，の生物学的機能に関する解析にあたっては，，その性質が対照的であるたあに，

相互の混入はある程度無視できるけ’れども，実際に，これらを物質的に分離し，その性質を調べるためにぱ

不都合である。したがって，この研究の基準となる標品および特異的試薬としてのヤギ抗体は，．活性吸着法

矧肌て興・套脚・無作癖り返・行い・．鞭面高・懸墜・て抗体2牌嫉た精熱

抗体を用いて，さらに抗原を精製する方法により免疫化学的に相互に混入が検出できない標品の調製に成功

し，これを用いて，モルモット血清中の工gG1，　IgG2抗体の分離定量法を確立した。

　2．以上の方法で破傷風トキソイド免疫において産生されるモルモッ』トの旗中高体量の分離同定を行った

ところ免疫の初期にはIgG2抗体，そして後期にはIgG1抗体の増加が見られ，　IgG2抗体は，免疫の期

間を通して，ほぼ一定の値を示した。

　また，・アジュバントとして使用した，アルミニウム沈澱と，百日咳菌内毒素の添加効果は抗体産生の時期

寵量的効果を高めているが，lgG型抗体のサブクラスに関しては両者の比率セこ大きな影響はみられなか
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つた。

　3．IgG1（アレルギー｛生）抗体の産生は，従来免疫の後卿『著し～・増卯を示すものとして知られており，

これは破傷風免疫においても同じ傾向を持つことを確認することができたが，免疫のきわめて早期において

も，IgG1抗体が工gG2抗体と別個に産生されていることを，　BSAを抗原とした免疫において見出すこと

ができた。

　精製した抗BSA　lgGI　IgG2抗体を使用した受動皮フ，および全身性アナフィラキシー反応の基礎的，

定量的な検討をはじめとして，放射能標識抗工gG1，抗IgG2特異抗血清を用いた放射免疫定量法による血’

清物微鮪体を直接測定する雛瀦紅…物方激した成観れた搬の初期での血中工gG・，　lgG2

抗体量に関する実験成績にもとづいて，アナフィラキシー反応と，サブクラス抗体の相互関係などについて

考察した。

　産生された工gGユ抗体が低い場合には皮フ反応のみが見られ，ある値をこえると全身性のショックが起き

るようになる。

　この現象は精製Ig臼1抗体を受動的に正常モルモットに投与した場合でも，まったく同様でありJgG1抗

・体の産生は，‘工gG2抗体の二次的産物ではなく，それ自身免疫応答の一次的産物であることを示唆してい

・る。

　以上の結果から，モルモットの免疫におけるアレルギー性抗体IgG1の産生は，　IgG2抗体とは独立し

ており互いに直接の関連を持たず，アルミニウムアジュバントの効果は，これらの血中抗体価を上昇させる

けれども，胡対比などの質的な影響を与えないこと，また，IgG1，工gG2，抗体が毒素の中和などの作用で異

った性質を示すことが結論できる。

　IgG1抗体が免疫のきわめて早期にIgG2と平行して出現すること，および血液中に抗体が検出できる時

期では皮フ反応が先行し，次いで全身性ショックが見られることは，工gG1を産生する細胞クローンは，

IgG2産生細胞クローンとは別個に存在し，抗原の投与によって両者カミ同時に活性化される可能性を示して

いる。

　以上IgGのサブクラスIgG1，．工gG2抗体の単離，精製による高純度物質が獲得できたこと．また得られ

た工gG1（アレルギー性）抗体とIgG2抗体との比較からそれぞれの性質と生物学的意義についての研究成

果は高く評些し，免疫化学の発展に期待するところがきわめて大なるζとから，本論文は獣医学博士の学位

を授与するに価するものと思考される。
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