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抗原特異的抗体の免疫グロブリン

産生糸に与える影響

亀子文子1),上原良雄2)

Allgmentation of antibody response of immune complex-ingested mononlldeal･ cells

(MNC) by arLtigen specific antibody

Anti-S.勿/ogenes antibodies were examined for their effects on antibody production of

mononuclear cells (MNC) which were previously stimulated by the phagocytosis of specific

immune complexes. Freshly prepared lXIO6 MNC, without any stimulation, could pro-

duce 37ng polyclonal antibodies in the lml culture. Stimulation of MNC using immune

complexes formed in antigen excess slightly augmented the antibody production or had no

influence on production. On the other hand, immune complexes formed in antibody excess

il血ibited the antibody production and the amount of antibody produced was reduced to 9

ng. Despite this, the inhibitory activity was abrogated and the antibody production was

augmented by treatment of complex-ingested MNC with free specific antibody; 10 times

more antibodies were produced than that of the culture without the treatment. However,

this augmentation could not be observed when the treatment was performed within 60

minutes after phagocytosis. Amount of antibodies produced was proportional to the

amount of specific antibody used for the treatment. This augmentation was also perfor-

med by the use of anti-S.Iuyogenes lgG-F (ab′)2 instead of specific intact lgG. These results

indicate that antigen specific free antibody has potent immuno-regulatory properties and

these are probably performed via its binding to the degradated antigen presented on the

surface of antigen presenting cells.
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は　じ　め　に

Freeな状態にある抗原特異的な抗体の,特

異的免疫複合体で予め刺激されている末梢単

核球(MNC)の抗体産生応答に対する効果を

調べた｡ in vivoに投与された免疫複合体の,

抗体産生応答に与える影響については多くの

報告がある｡抗原過剰の免疫複合体の投与に

よって,抗体産生応答は活性化され,抗原特

異的抗体産生が増強される1)｡それに対して,

抗体過剰の複合体を投与した場合には,免疫

原性が失われるばかりでなく,抗体産生に対

してむしろ抑制的に働く2･3)｡免疫複合体はま

た,試験管内で単球に直接働いてIL-1β

mRNAの産生を促す｡我々が別の機会に報

告したとおり,抗体産生応答の第1段階と考

えられる抗原提示細胞レベルでも,抗原過剰

の免疫複合体による刺激によって,免疫系の

賦活物質と考えられるIL･1β mRNAの産生

が見られるが,抗体過剰の条件ではIL-1β

mRNAの産生はほとんど見られなくなって

しまう｡さらに興味のあることに,抗体過剰

の複合体を単球に会食させ, 1時間以上培養

したのち洗浄し, freeの特異抗体(F(ab′)2)

を10分間だけ作用させ洗浄し,培養を継続す

ると大量のIL･1β mRNAを産生するように

なる4)｡このことは,免疫複合体及びfreeの抗

体が,抗イディオタイプ抗体による抑制の惹

起5)とは別把,抗原提示細胞を通じて直接抗

体産生応答を制御する機構が存在することを

示唆するものである｡我々の興味は,抗原特

異的なフリーの抗体が,特異的複合体によっ

てあらかじめ刺激されたMNCの抗体産生

を制御するかどうか調べるところにあった｡

今回の実験では免疫複合体として,抗S.

｣紗ogenes/S.9yogenes複合体を用いたo粒子

状抗原を用いた理由は, 1つには作られた復

合体の抗原と抗体の比をうまく調整しやすい

ことであり,さらに,複合体を洗浄して未結

合の抗体を除きやすいからであるo　また, S.

pyogenes感染症は多いので,ヒト抗S.

i?yogenes抗体を入手しやすいというのも理

由の1つである6)0 MNCの12日間の培養に

よって,自発的にわずかの抗体産生が起こる｡

ところが,抗体過剰の免疫複合体を加えて刺

激した場合には抗体産生は抑制され,産生量

はもとの25%となった｡抗体過剰の複合体を

貴食させた後,洗浄してfreeの特異抗体を作

用させると抗体産生は抑制を受けた状態の場

合に比べ, 10倍も増加した｡添加した特異抗

体の作用時間を一定(10分間)にして,至適

添加時刻を経時的に調べると,食食後60分以

上経過した後に抗体を添加した場合のみ,抗

体産生量が増加した｡この60分という時間は

抗原提示細胞が抗原の食食の後,抗原を分解

して細胞表面に提示する時間と一致してい

る7)｡この抗体産生の増強はF(ab′)2でも可能

であった｡これらのことは, freeの特異抗体

が,免疫複合体を貴食した後のMNCの抗体

産生を,抗原提示細胞のレベルで,しかも,

Fcリセプターを介さずに制御することを示

している｡

材料及び方法

1. MNC

健康成人のうち, S勿/ogenesに免疫応答を

示すもの(ASO値が166Todd単位以上のも

の)の末棉血液から,比重遠心法によって

MNCを分離した｡

2. Streptococcus pyogenes

臨床分離の株を/､-トインフュージョン

ブイヨンで増菌培養したのち, 1%ホルマリ

ン加生食で1時間処理し,固定,滅菌した後,

生食で洗浄してから使用した｡この細菌浮遊
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液は4℃で1カ月以上安定していた｡細菌数

はブイヨンから一定量とり,血液寒天培地の

混釈培養で測定した｡

3.抗S.pyogenesモノクローナル抗体(mAb)

MAB 8631 monoclonal strep A. (コスモ

バイオ)を使用した｡

4.ヒト抗S.pyogenes抗体

ASO価の高い血清からプロテインA/セ

フアロース4Bカラムを用い, IgGを分離し

た｡大量に培養し, 1%ホルマリン生食で固

定したS.pyogenesを用い,バッチ法によって

77イニティークロマトグラムを行った0

0.58%酢酸/0.15M NaClで溶出し, PBSで

透析を行ったのち,抗体として使用した｡一

部はペプシンで消化し(1%ペプシン, 0.2M

酢酸ナトリウムバッファー,pH4.5　37℃,20

時間), Sephacryl S･300で精製後, IgG-F(ab′)2

として使用した｡

5.免疫複合体

ホルマリン固定のS.勿/ogenes lX106に

抗S.pyogenes mAbを1pl, 0.1jLl, 0.01jLl,

0.001FLl,またはOJLl加え,室温で5分間放置

後, PBSで洗浄して,抗体過剰から抗原過剰

までの免疫複合体を作成した｡

6. 1gGの定量

Stockerらの方法8)にしたがってELISA

法で定量した｡

7. MNCによる複合体の会食と培養

1mgの10%FCS加RPMI 1640培地に浮遊

した1×106のMNCに, 5×104個のS.

勿/ogenesを含む抗原過剰から抗体過剰まで

の複合体を加え, 1500rpm 5分遠心し, 37℃

に3分間インキュべ-トして複合体を貴食さ

せ, 37℃, 5 %CO2条件下で70分間培養した｡

一部はそのまま培養を継続し, 12日後に上清

のIgG量を定量した｡残りの各々の培養

チューブ中のMNCを培養液で洗浄後,種々

ll

の濃度のヒト抗S.勿′ogenes抗体,または抗S.

勿/ogenes mAbを加え,室温に10分間放置し

た後,培養液で2回洗浄し, 12日間培養を継

続した｡その後上清のIgG濃度を定量した｡

コントロールに,複合体で刺激しないMNC

の培養と,mAbそのものの抗原性について検

討した｡

8. Free特異抗体による処理の至通時刻の検

討

MNCに免疫複合体を会食させたあと, 20

分, 30分, 40分, 50分, 65分, 80分経過後洗

浄し, MNCIX106　あたり1plの抗S.

勿′ogenes mAbを10分間作用させ,洗浄,上記

と同じ条件で12日間培養後,上清のIgG濃度

を定量した｡

9.ノ-ザンプロッテイング

ヒト単球にS.｣紗ogenes複合体(細菌/抗体

〟J ; 106 : 1)を貴食させ培養し, 70分後培養液

で洗浄し,特異抗体1扉を加え10分間室温に

放置した｡培養液で洗浄後37℃, 5 %C02で

4時間培養した｡培養後Single step法

(guanidinium thiocyanate-phenol-

chloroform extraction)9)により, total RNA

を抽出した｡ RNAの変性はホルムアルデヒ

ド法を用い, 1レーンあたり20pgのtotal

RNAを入れ電気泳動し,ノーザンプロッ

テイングを行なった10).また一部は貴食後た

だちに5×10-5MのクP Pキンで1時間処理

し同様の操作を行なった｡コントロールに複

合体会食のみ, 10/Jg/mJのLPS添加, MNC

をクP Pキン処理後10〟g/mJ LPS添加の培

養についてもIL-1β mRNAの検出を行なっ

た｡

結　　　果

1.免疫複合体の免疫原性

10%FC S加RPMI 1640培地中で12日間
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培養したとき, MNCは試験管内で無刺激

(MNCのみ;細菌,抗体は加えない)でも自

発的に抗体を産生した｡その産生量は1×106

当たり, 37ng/mJであった｡この系に免疫複

合体を添加してMNCを刺激すると,抗体が

過剰の状態でつくられた複合体ほど,抗体産

生量が低下し,細菌(個数)/抗体(mAb : 〟J)

の比が106: 1とき, 9mg/mJとなって, MNC

の自発的抗体産生量の1/4に低下した｡抗体

産生量は細菌/抗体の比に比例して回復して

いき, 109: 1のときには45ng/mJとなって,

MNCの自発的産生の場合より僅かに上昇し

た｡この値が有意に増加しているのかどうか,

さらに例数を多くして検討中である｡しかし,

少なくとも抑制はされなかった｡それに対し

ng/mI

MNC自発的MNC l09:J JOB:J l07:l JOG:J

抗体産生

細菌(-)　細菌(+)免疫複合体構成:細菌数/mAb(〟l)

抗体(-)　抗体(-)

図l　種々の抗原,抗体構成比の複合体による

MNCの刺激とIgG産生:細菌細胞当たり1×10~9

FEl, 1×10~8jLl, 1×10-7pl, 1×1016plの特異抗体

を反応させて複合体を形成した｡各々の複合体を

MNCに会食させて, 12日間培養後IgGを定量し

た｡コントロールとして,特異抗体無添加,細菌

無添加(自発的抗体産生),および細菌のみ添加の

MNC培養を行った｡

て,抗体過剰の複合体の場合には明らかに抑

制された(図1)0 MNCのみで培養した場合

とMNCに抗体のみを添加した場合を比較

すると,抗体産生量の増加は認めず,抗体そ

のものはマイトジェニックには働かなかっ

た｡しかし,抗体の添加によりわずかに抑制

がみられた(n-4, P<0.01) (表1)｡複合体

による抑制が70%以上となるのに比べると

30%程度でありそれ程大きくはなかった｡

2. Freeの特異抗体による,複合体刺激MNC

の抗体産生の増強

図1に示したとおり,細菌/抗体比が106 :

1の複合体は, MNCの自発的抗体産生に対し

て抑制的に働いた｡これと同一の条件で刺激

したMNCを70分後に, freeの特異抗体で10

ng/ml

咽

刺

確

.Tt

120

一oo

80

60

40

15　20

0

0　　0.001　0.01　0.1　(.0

Free mAb　添加量(pJ)

図2　抗体過剰の複合体(細胞当たりlX10~6

〟/mAbと複合体を形成)を貴食したMNCに対す

る, freeの特異mAbの作用:抗体過剰の複合体

を貴食して70分後, freeのmAbを10分間のみ添

加,培養液で2回洗浄後培養し, IgGを定量した｡

表l　抗S.pyogenesモノクローナル抗体がMNCのIgG産生に及ぼす影響

抗体使用量(〟1)　　　　　　0　　1×10-3　1×10-2　1×10-1　1

IgG産生量(ng/ml)　　　37±5　　34±3　　32±3　　30±4　　　27±3

(平均±SD n-4)
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分間のみ再刺激すると,複合体による抑制状

態が解除されて,抗体の添加量に比例して抗

体産生量が増加した(図2)0

3. mAbの添加時刻と抗体産生量

上に示したとおり,抗体過剰の複合体を東

食して抑制状態にあるMNCに, freeの特異

抗体を添加して再刺激すると,添加抗体に対

してdose dependentに抗体産生が増強され

た｡この増強効果と抗体の添加時刻との関係

を調べるために,抗体添加のkinetic studyを

行った｡その際,抗体の作用時間は抗原抗体

反応を行うのに必要な最小限の時間(10分間)

にとどめた｡図3に示すように,抗体添加時

刻が貴食後60分未満では,抗体産生増強効果

はまったく認められなかった｡それに対して,

抗体の添加時刻が60分を越えると徐々に抗体

産生が増加していき, 85分では約10倍の増加

が観察された｡このことは,抗原提示細胞に

よる抗原の分解,あるいは提示と,抗体添加

の効果との間に密接な関係があることを強く

示唆している｡抗体産生増強効果が抗原の分

解と関係があるとしたら,その効果は,添加

ng/ml

lno-貴食トレ

iZ

ン一コロ 20　30405060　70　80　90分

Free mAb　添加時刻

図3　Freeの特異mAb添加至適時刻の検討:

MNCに抗体過剰の複合体を貴食させた後, free

の特異mAbを食食後20分から30分まで, 30分か

ら40分まで, 40分から50分まで, 50分から60分ま

で, 65分から75分まで, 80分から90分まで作用さ

せ,培養, IgGを定量した｡
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された抗体と抗原の分解産物が作る複合体に

由来するはずである｡この複合体がどの様に

MNCとinteractしているか調べるために,

添加抗体をペプシンで消化してFc部分を除

き, F(ab′) 2としたうえで実験を行った｡

4.ヒト抗S.pyogenes lgG･F(ab′)2による抗

体産生の増強

図4に示すように,添加抗体は必ずしも

intactなものである必要がなく, F(ab′)2でも

mAbと同様な効果をあげることができた｡こ

のことから,抗原分解産物と特異抗体のつく

る複合体が,抗体産生増強活性を発揮するた

めにはFc部分が必要ではないことがわかっ

た｡ところが,この複合体が提示細胞の周囲

に放出されたfreeの抗原分解産物とfreeの

特異抗体との間で作られたものであるとした

ら,この複合体自体freeな状態で存在してい

ることになる｡しかも複合体にはFc部分が

存在しないのであるから抗原提示細胞を会食

という形で再度刺激することはできない｡こ

れらのことから,この実験データは,後から

添加されたfreeの特異抗体が結合したのは,

口~ル　F(abり2

図4　ヒト抗S.pyogenes lgG･F(ab')2による,抗体

過剰複合体を合食したMNCの抗体産生の増強
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分解されてすでに提示されている抗原である

ことを示唆している｡

5. Northern blot法によるlLlβ mRNAの

検出

抗体過剰の複合体貴食によって,少量の

Ⅰし1β mRNAの産生が見られたが,複合体

貴食後freeの特異抗体(mAb)を加えると

IL-1β mRNAの産生は顕著に増加した｡し

かし,複合体貴食後5×10~5MのクP Pキン

で処理し,リソゾ-ムの抗原分解能を阻害す

ると, IL-1β mRNAの産生は完全に抑制さ

れ,特異抗体を加えてもmRNAの産生は増

加しなかった｡クP Pキンは可溶性抗原であ

るLPSの刺激能は阻害しなかったことか

ら,クPPキン処理によって貴食細胞のすべ

ての鹿能が損なわれたわけではなかった(図

(A)　(B)　　(C)　( D)

5)0 IL-1β mRNAの産生増強はヒト特異抗

体,ヒトIgG-F(ab′)2特異抗体を用いても同

様に見られた｡

考　　　察

この実験では,あらかじめ抗体過剰の免疫

複合体で刺激して抗体産生応答が抑制されて

いる状態のMNCに対する, freeの特異抗体

の作用について調べた｡生体に投与された抗

体は抗体産生応答を抑制する11,12)｡また,

Caulfieldら3)によれば,免疫複合体による抗

体産生の増強や抑制と,複合体の抗原と抗体

の比は密接に関係している｡抗原過剰な複合

体をin vivoに授与すれば,抗体産生は増強

され,逆に,抗体過剰の複合体の投与では抑

制された｡この実験結果は,我々のinvitroで

図5　Northern blot法によるlLIβ mRNAの検

出:ヒト単球にS.pyogenes/抗S.pyogenes　抗

体複合体(抗体過剰)を貴食させ, 70分後特異抗

体を10分間作用させた｡そのうちの一部には抗原

のプロセッシングを阻止するため,複合体貴食後

5×10~5Mのクロロキソを60分間作用させた｡

total RNAを分離し, ILlβ cDNAをプローブ

にしノーザンブロッテイングを行なった｡

lL-7β mRNA

18Sエチジウムブロマイド発色

(軸:複合体貴食後,特異抗体を作用

(B) :複合体貴食のみ

(C):複合体会食,クP Pキンで処理後,特異抗体

を作用

(D): 10JLg/ml LPSをMNCに添加(コントロ

ール)

(E):MNCをクP Pキンで処理後, 10pg/ml

LPS添加
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の実験結果とはば一致した｡これらの作用の

メカニズムについてはいくつか考えられる｡

例えば,この抑制効果は,抗イディオタイプ

抗体の誘発によるものであり5),あるいは,イ

ディオタイプ特異的な抑制性T細胞の活性化

によるものである13)｡これらの説明の一部は

正しいものと考えられる｡しかし,我々が示

したとおり,免疫複合体は,免疫応答の最後

のステップである抗体産生に影響を与える以

前に,免疫応答の入口にある抗原提示細胞に

直接働いて, IL-1産生を制御することができ

る4)0 IL-1産生が無げれば,免疫応答は進まな

い14,15)｡すなわち,複合体による抗体産生応答

の制御は,イディオタイプ抗体の誘発や,抑

制性T細胞の誘導以前に,少なくともその一

部は,直接抗原提示細胞レベルで行われてい

ることを示している｡　抗体過剰の複合体に

よる抑制はかなり効果的に行われるが,抗原

過剰の複合体による抗体産生増強の効果はそ

れほど大きくほない｡抗体過剰の特異的複合

体によって抗体産生を抑制されたMNCに,

freeの特異抗体を作用させると,抑制のか

かった状態に比べ, 10倍の抗体が産生される

ようになる｡しかし, freeの抗体が培養系に

存在できる時間を10分間に制限した場合,そ

の時問を会食直後から60分以上経過してから

とらなければ,抗体産生応答が増強されるこ

とはない｡抗原がプロセッシングを受けるの

に要する時間は60分･以上である7)｡このこと

から,新たに加えられた抗体は,プロセッシ

ングを受けて細胞外に放出された抗原となん

らかの相互関係を持つことがわかる｡またさ

らに,添加したfreeの抗体の作用は特異的で

あるoなぜなら, S.勿′ogenes複合体を会食し

たMNCにアフイニティー精製のヒト抗£

ZPyOgeneS抗体を添加するとIL-1活性の著し

い上昇をみるが,固定S.勿′ogenesで吸収した
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ヒトIgGを添加した場合にはIL-1活性の上

昇は認められなかった4)｡この相互関係につ

いてはいくつかの場合が考えられる｡第1の

可能性は,放出されたfreeの抗原とfreeの

特異抗体が, freeの複合体をつくり, Fcリセ

プターを介して抗原提示細胞を再刺激する場

合である｡しかし,この考えは正しいように

は考えられない｡なぜなら,こうしてできた

複合体は抗体過剰となり,抑制的に働くと考

えられるからである｡また,さらに重要なこ

とは, IgG-F(ab′)2を使った実験から,複合体

が抗体産生増強効果を発揮するためには,

IgGのFc部分は必要がないということであ

る｡ところが,このfreeの複合体は, IgGの

Fc部分を欠落しているという理由で抗原提

示細胞とは, Fcリセプターを介したinterac-

tionを行うことができない｡したがって,free

の複合体のFc部分でMNCを再刺激する

という仮説は非現実的である｡次に第2の可

能性は, MHCクラスⅠⅠ分子上に提示された

抗原に特異抗体が結合して, MHCクラスⅠⅠ

分子を介してなんらかのシグナルを抗原提示

細胞内に伝え,モノカインの産生を促すとい

うものである｡ Tredeらによれば,ある種の

抗Iaモノクローナル抗体や,黄色ブドウ球菌

のexotoxinなどのIa分子のリガンドほ,早

球にIL-1及びTNFを分泌させる16)｡これと

同様のメカニズムによって, freeの抗体が

MNCの抗体産生応答を増強したということ

は十分考えられる｡実際,過去の我々の実験

では125Ⅰラベルの抗S.pyogenes lgG-F(ab′)2

ほ,複合体を食食した単球表面に結合するこ

とができた4)0

以上の実験から, freeの特異抗体は,特異

的複合体を貴食したMNCの強力な免疫制

御物質となり得ることがわかった｡またこの

増強効果のメカニズムは,抗原提示細胞上に
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提示された抗原分解産物にfreeの特異抗体

が結合して, MHCクラスⅠⅠ分子を介したシ

グナル伝達が細胞内に向かって起こり,その

結果,免疫系の増強物質であるⅠし1などのモ

ノカインが産生されることによる,というの

が我々の仮説である｡現在この仮説を証明す

るための実験を行っている｡

ま　と　め

あらかじめ抗体過剰の免疫複合体で刺激す

ると, MNCの抗体産生応答は抑制された｡そ

のような抑制状態のMNCに70分後に, free

の特異抗体を添加すると,抗体産生応答は著

しく増強された｡この増強効果は抗原特異的

IgG-F(ab′)2でも起こることがわかった｡ま

た,抗体過剰の複合体が免疫応答に抑制的に

働く上記の事実を考慮すると,後から添加し

たfreeの特異抗体の作用は,貴食後分解され

て細胞外に放出された抗原と,特異抗体のつ

くる複合体によるMNCの再刺激ではない

ことが推察された｡以上の結果からfreeの抗

原特異的抗体は,抗体応答を制御することが

わかった｡
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