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論文内容要旨

  ヒト血清中より分離r精製されたHBs抗原 (24μg) をAdjuvan七と共にBalb/cに免疫し4週後

 に良好なHBs抗体反応 (PHAで2の11管) を得た。 追加免疫3日後に脾細胞を分離しMyeloma

 細胞 (P3-U1) との間でポリエチ レングリ コール (PEG) 4000を用いて細胞融合を行った。

 HAT培地での選択後限界希釈を繰り返 してHBs抗体を産生するHybridoma13株を樹立 した。 こ

 のうち3種類 (8/6G9, γ1κ, 9/4C6, γ、κ, 9/3D4, μ, κ) を無血清培地で培養後

 その上清より硫酸ア ンモニウムを用 いて部分的 に精製 した。 HBs抗原に対する特異性については

 ELISA法による希釈曲線及び結合阻害試験, Ouchterlony法, 免疫組織化学的な肝組織HBs抗原

 染色により検討した。 Westem blot法及び2種類のHBs抗原サブタイプ (Adr及 びAdw) による

 結合阻害試験を行った。 これらの実験結果より 8/6G9, 9/4C6, 9/3D4 は各々HBs抗原

 の主要抗原決定部位を認識 していると考えられた。 次に8/6G9 をHorse raddish peroxidase

 (HRPO) で標識しヒ ト血清中のHBs抗体に対す る抗イ ディ オタイ プ抗体を測定 した。 抗イ ディ

 オタイ プ抗体の測定にはELISA法を用 いた。 すなわちイムロ ンnプレー トにヤギ抗ヒ HgG (10

 μg/ml), IgM (5 μg/ml) を結合させ, 1%牛血清アルブミ ンで余剰結合部位を飽和した後に,

 免疫複合体を除去す るためにPEG6000で予め処理 した血清を各ウェルに分注 し, HRPO標識 8/

 6G9 で抗イ ディオタイ プ抗体を検出 した。 このELISA法では血清中に存在するリウマチ因子,

 HBs抗原 とHBs抗体の免疫複合体な どが陽性の結果 を与える可能性があ るため, リウマチ 因子に

 ついてはRPDA法によりチェック しリウマチ因子が陽性の検体 は除外 した。 また前述のように,

 PEG6000を用 いた方法により免疫複合体を除去 して測定 を行った。 さ らに抗イ ディ オタイ プ抗

 体のHBs抗体 に対する特異性 は陽性コ ントロ 一一 ルの希釈試験とヤ ギHBs抗体によ る結合阻害試験

 を行って確認 した。 IgG型は10～160倍, IgM型は10～80倍の希釈倍率の聞でOD492nmが直線的

 に変化 し, さらにこの反応がヤ ギHBs抗体により阻害されることか ら, この結合 はHBs抗体に対

 する抗イ ディ オタイ プ抗体に特異的であると考え られた。 そこでHBs抗原及びHBs抗体ともに陰

 性の健常者10例の血清を測定し, 燐酸緩衝液のOD492nmとの間に統計学的有意差がないことを

 確認 し, この健常者血清を陰性コントロールと して抗イ ディオタイ プ抗体の判定を行った。 疾患

 対照と してHBs抗原及びHBs抗体共に陰性の肝疾患患者19例 (非A非B肝炎13例, 自己免疫生肝

 炎3例, 原発性胆汁性肝硬変2例, アルコール性肝疾患1例) より得られた血清について検討を

 行ったが, 全例lgG型, IgM型共に健常者血清との聞には差は見られず抗イ ディ オタイ プ抗体は

 陰性であり, 陰性コント ロールの設定は適切と考え られた。 そこ でHBs抗原キャリアー及 びB型

 慢性肝疾患患者血清について検討を行った。 対象は72例で男性50例, 女性22例で, 無症候性HBs
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 抗原キャリアー6例, 慢性肝炎59例, 肝硬変症7例であり, 検査した72例のうち10例 (13, 9%)

 に抗イ ディオタイ プ抗体が検出された。 この抗イ ディ オタイ プ抗体の陽性群と陰性群の間では肝

 組織学的診断や血清 トラ ンスアミナー ゼ値に は有意差 は見 られず, 抗イ ディ オタイ プ抗体の出現

 は肝臓の炎症の程度と は相関がないと考えられた。 その陽性 率 はHBe抗原 /HBe抗体系と は有意

 の相関 はなかったが, HBV特異的DNAポリメ ラーゼ活性との相関ではポ リメ ラー ゼ活性高値群

 で有意に陽性率が高かった。 また抗イ ディオタイ プ抗体陽性群では血清中のHBs抗原価が2の

 12. 8管と, 陰性群の2の8. 5管と比較して有意に高い結果であった。 これらの結果から抗イ ディ

 オタイ プ抗体陽性 の例ではB型肝炎ウイ ルス の増殖が陰性例より も活発であることが示唆された。

 次にHBワクチン接種者44例 (男性33例, 女性11例, 平均22. 6才) について検討した。 最終接種

 1ケ月 後のHBs抗体獲得率は85. 7%で良好な抗体反応が見 られ, 従来の報告とほぼ同様であった。

 ワクチ ン接種前の血清で抗イ ディオタイ プ抗体の陽性例が見 られた (24、 2%)。 接種前に抗イ ディ

 オタイ プ抗体が陽性 の例 は陰性例 に比較 してワクチ ン接種後のHBs抗体の獲得率及 び獲得 した

 HBs抗体の抗体価 が有意に低い結果であった。 従っ て末梢血中に見 られた抗イ ディ オタイ プ抗体

 はHBs抗体の産生に抑制的に働いている可能性 が示唆された。
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 審査結果の要旨

  本論文はB型肝炎ウイ ルス (HBウイルス) の表面抗原 (HBs抗原) に対するマウスモノクロナー

 ル抗体を作製 し, この抗体 を用 いてHBs抗体 に対す る抗イ ディ オタイ プ抗体を検出す る測定系を

 作り, 実際にB型肝炎患者血清あるいはHBワクチ ン接種者血清で抗イ ディオタイ プ抗体を測定し

 た結果をま とめたものであ る。

  従来マウスのフォスフォリルコリンに対する抗体産生において, イディ オタイプ・抗イ ディ オ

 タイプ・ネットワーク が抗体産生の増強あるいは抑制に関与することが報告されているが, この

 イディ オタイ プ・抗イ ディ オタイ プ・ネッ トワーク とHBウイ ルス に対す る免疫応答との関連を

 解明することが本論文の目的である。 そ の意味で免疫 不応状態 にあ るHBs抗原キャリアー とHB

 ワクチ ン接種者の血清を用いた事 は妥当であり, この結果 は生体内でのネットワーク の役割を理

 解す る上で重要であ る。

  HBs抗体 に対する抗イ ディオタイ プ抗体の測定にはHBs抗原 に対 して特異的な抗体と, 非特異

 的反応の少ない測定系が必要である。 著者が証明 しているように, ここで用いられたマウス・モ

 ノクローナ ル抗体 はHBs抗原 に特異的に反応 している と考えて良く, またペルオキシダー ゼ標識

 を行なった方法も妥当なものと思われる。 次に, 著者の採用 したキャプチャー・アッセイ は他の

 抗イ ディオタイ プ抗体の検出に も用いられている確立された方法であるが, HBs抗体 に対する抗

 イ ディ オタイ プ抗体 の他にHBs抗原 と抗体の免疫複合体, リウマチ因子などが陽性反応を与える

 可能性がある。 これらの点については充分に検討が加えられており, この測定系について は抗イ

 ディオタイ プ抗体に特異的な反応が把えられていると考え られる。 一方, HBs抗体と抗イ ディ オ

 タイ プ抗体などの免疫複合体が生体内 で形成されている場合 は本アッセイ 法でfalse nega七iveと

 なる可能性があ る。 今後さらに感度の良 い系を開発することにより, より詳細なネットワークの

 解明 が期待される。

  結果につ いては, HBs抗原キャリアーHBワクチ ン接種者においてHBウイ ルスあるい はHBs抗

 原に対する免疫応答の中でイ ディ オタイ プ・抗イ ディ オタイプ・ネッ トワーク の関与が示唆され

 る成績は, 非常に興味深い。 ただ し著者の主張するようなHBs抗原キャリアーでのウイ ルスに対

 する免疫監視機構の証明には今後さらに知見を加える必要があるものと思われる。 しか しHBs抗

 原に対する免疫応答の中でイ ディオタイ プ・抗イ ディ オタイ プ・ネットワーク が実際に働き, 免

 疫を制御する可能性を示 したこと は臨床的に意義深く, この論文 は臨床研究と して学位に値する

 内容 を持つ と思われる。
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