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学位論文内容の要旨

  免疫ネットワーク仮説によれば，生体の免疫反応の調節は，イディオタイプ（Id)一抗Idの

複雑な細胞間相互作用によって恒常性が維持されており，抗体のイディオトープがパラトープ内

にあった場合，これに対する抗Id抗体はパラトープと相補的構造を持ち，パラトープが特異的

に結合する抗原工ピトープと相同あるいは類似構造゛イ．ンターナルイメージ。を持っことになる

と考えられている。この仮説によれば，BおよびTリンパ球は抗Id抗体によって外来抗原を投

与することナょく病原微生物に対する免疫を誘導することを示唆しており，現在では， Id操作を

することによって細菌，原虫およびウイルスに対する液性・細胞性免疫を誘導することができる

という実験成績が報告されっっある。したがって，病原微生物の防御抗原に対する抗体によって

インターナルイメージを持つ抗Id抗体を誘導し得れば，抗原の代用として抗体分子を使用する

ことができ，安全性および特異性の高い新しいタイプのワクチンとして感染症予防に用いること

も可能と思われる。そこで，申請者は，新しいタイプのIdワクチンの開発を目的とし，抗Id

抗体による病原微生物に対する免疫誘導の検討を進めた。

  最初に，二ユーカッスル病ウイルス(NDV)の防御抗原であるヘマグルチニン―ノイラミニ

ダーゼ(HN)に対するモノク口ーナル抗体（MAb）を用いて抗Id抗体を誘導し，この抗Id

抗体による同系マウスとニワトりにおける抗・抗Id抗体（抗ウイルス抗体）を誘導することに

よって抗ウイルス病ワクチンの開発の可能性を検討した。まず，精製MAbとりポ多糖体（LPS)

を共重合し，マウスに免疫することにより抗Id抗体の誘導を試みた。その結果，接種量，接種

回数に比例し血清中の抗Id抗体価は上昇し，ウイルスとMAbの結合反応は，抗Id抗体によっ

てほぼ100％阻害された。また，抗Id抗体とMAbとの結合反応は，ウイルスとMAb結合反

応を阻害する活性を持っウサギ，二ワトりおよびマウスの抗NDV血清によって阻害された。

この結果から，抗Id抗体中にはNDV抗原のインターナルイメージが存在することが明らかと
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なった。さらに，精製ポリク口ナール抗Id抗体の免疫により抗・抗Id抗体の誘導を試みた。

その結果，誘導された抗・抗Id血清中には，NDVのへマグルニチン(HA）に対する抗体が

検出された。以上のように，MAb―LPS重合物の接種によって同系抗Id抗体を容易に誘導で

き，この抗Id抗体の免疫によって誘導された抗・抗Id抗体中には，抗NDV抗体が検出され

ることが明らかとなった。次に抗Id抗体で免疫したニワトりにおける防御効果を検討した。そ

の結果，5羽中3羽に抗NDV抗体（HI抗体）が検出され，これらの3羽のうち2羽が強毒

NDVの攻撃に対して防御した。このことから，抗Id抗体でNDVに対する免疫を誘導するこ

とにより防御効果が得られることが明らかとなった。

  次に，牛の小型ピロプラズマ病の病原寄生体であるTheileria sergenti（Fsergenti)膜表

面32キ口ダルトン蛋白質（P 32)に対するマウスMAbを用いてモノク口ーナル抗Id抗体を作

出し，マウス及び牛における抗Id抗体の免疫による抗・抗Id抗体（抗原虫抗体）の誘導と抗

原虫病ワクチン開発の可能性にっいて検討を行った。まず，細胞融合により，アsergenttのP32

に対するMAb（Ts―MAb）のパラトープに対するモノク口一ナル抗Id抗体産生ハイブリドー

マを得た。間接螢光抗体法（IFA)により3株のハイブリドーマ（1E1，4C4，4F11）の産生

する抗体が，丁．sergentL抗原に対するイン夕一ナルイメージを保持していることが確認された。

これらのハイブリドーマが産生する抗Id抗体は，FsergentiとTs―MAbの結合反応を100％

阻害した。また，抗Id抗体 とTs―MAbの結合反応は，FsergentiとTsーMAbとの結合反

応を阻害する活性を持っウシおよびマウスの抗r sergenti血清によって阻害された。この結果

から，これらの抗Id抗体中にはP32抗原のインターナルイメ―ジが存在することが明らかと

なった。また，精製抗Id抗体と油性アジュバン゛トを調製し，マウスに免疫することにより抗・抗

Id抗体の誘導を試みた。その結果，誘導された抗・抗Id抗体血清中には，Zsergentiに対す

る抗体が検出され，いずれの抗Id抗体においても接種回数に比例して抗・抗Id抗体価は上昇

することが明らかとなった。次に，精製Fab―fragment（1E1）抗体と油性アジュバントを調

製し，牛に免疫することにより抗・抗Id抗体の誘導を試みた。その結果，誘導された抗・抗Id

抗体血清中にはT． sergentiに対する抗体が検出され，接種回数に比例して抗・抗Id抗体価は

上昇することが明らかとなった。最も高い抗体価を示した1頭の牛に対し，アsergenti感染血

液を静脈内接種で攻撃したが十分な発症防御効果は認められなかった。以上のように，試作した

Idワクチンの防御効果能にっいては不十分であったが，細胞融合により作出されたモノク口ー

ナル抗Id抗体中にはインターナルイメージが含まれ，この抗体の免疫によって誘導された抗・

抗Id抗体中には，抗Fsergenti抗体が検出され，生体におけるId―抗Id反応による免
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疫ネッ卜ワークが働いていることが明らかとナょった。

  今回の実験は，ウイルス抗原や原虫抗原に対するMAbを用いて，抗Id抗体を誘導し，その

インターナルイメージを用いてId操作することによって病原微生物に対する抗体産生を誘導し

た。NDVの感染防御において，抗Id抗体で誘導した抗体で防御効果が得られることが明らか

となったが，F sergenti感染防御においては，誘導した抗体のみでは防御は困難であり，防御

には細胞性免疫の関与も示唆された。

  抗Id抗体を外来抗原の代用として使用するこ．の方法tま，今までにない全く新しいタイプのId

ワクチン開発の基礎的，実験的モデルとなりうるものであり，安全性および特異性の高いワクチ

ンとして病原微生物の感染防御機構の解明するうえでも，その有用性が明らかとなった。
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  免疫ネットワーク仮説によれば，生体の免疫反応の調節は，イディオタイプ（Id）一抗Idの

複雑な細胞間相互作用によって恒常性が維持されており，抗体のイディオトープがパラトープ内

にあった場合，これに対する抗Id抗体はパラトープと相補的構造を持ち，パラトープが特異的

に結合する抗原工ピ卜一プと相同あるいは類似の構造，インターナルイメ―ジを持っことになる

と考えられている。したがって，病原微生物の防御抗原に対する抗体の免疫によルイン夕―ナル

イメージを持つ抗Id抗体を誘導し得れば，抗原の代用として抗体分子を使用することができ，

安全でかつ特 異性の高い新しいタイプのワクチンとして用いることも可能である。

  申請者は，新しいタイプのIdワクチンの開発を目的とし，抗Id抗体による病原微生物に対

する免疫誘導を検討し，本論文にまとめた。本論文は英文48頁からなり，参考論文12編を付して

いる。

  最初に，ニュ一カッスル病ウイルス(NDV)の防御抗原であるへマグルチニン―ノイラミニ

ダーゼ蛋白に対するモノク口ーナル抗体(MAb）を用いて抗Id抗体を誘導し，この抗Id抗体
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による同系マウスとニワ卜りにおける抗・抗Id抗体（抗ウイルス抗体）を誘導することによっ

て抗ウイルス病ワクチンの開発の可能性を検討した。まず，精製MAbとりポ多糖体（LPS)

を共重合し，マウスに免疫することにより抗Id抗体の誘導を試みた。その結果，接種量，接種

回数に比例し血清中の抗Id抗体価は上昇し，ウイルスとMAbの結合反応は，抗Id抗体によっ

てほば100％阻害された。また，抗Id抗体とMAbとの結合反応は，ウイルスとMAb結合反

応を阻害する活性を持っウサギ，ニワトりおよびマウスの抗NDV血清によって阻害された。

この結果から，抗Id抗体中にはNDV抗原のインターナルイメ―ジが存在することが明らかと

ナよった。さらに，精製ポリクロナール抗Id抗体の面により抗・抗Id抗体の誘導を試みた。そ

の結果，誘導された抗・抗Id血清中には，NDVのヘマグルニチン（HA）に対する抗体が検

出された。以上のように，MAb―LPS重合物の接種によって抗Id抗体を容易に誘導でき，こ

の抗Id抗体の免疫によって誘導された抗・抗Id抗体中にtま，抗NDV抗体が検出されること

が明らかとなった。そこで抗Id抗体で免疫したニワトりにおける防御効果を検討した。その結

果，5羽中3羽に抗NDV抗体（HI抗体）が検出され，これらの3羽のうち2羽が強毒NDV

の攻撃に対して防御した。このことから，抗Id抗体でNDVに対する免疫を誘導することによ

り防御効果が得られることが明らかとなった。

  次に，牛の小型ピロプラズマ病の病原体であるTheileria sergenti（Fsergenti)を用い，

抗Id抗体による抗原虫病ワクチン開発の可能性にっいて検討を行った。まず，細胞融合により，

T． sergenti表面の32キ口ダルトン蛋白質（P32)に対するMAb (Ts―MAb）のパラトープに

対するモノク口―ナル抗Id抗体産生ハイブリドーマを得た。間接螢光抗体法により3株のハイ

ブリドーマ（1E1，4C4，4F11）の産生する抗体が，Fsergenti抗原に対するインターナルイ

メージを保持していることが確認された。これらのハイブリドーマが産生する抗Id抗体は，―

丁，sergentLとTs亠MAbの結合反応を100％阻害した。また，抗Id抗体とTs―MAbの結合

反応tま，アsergentLとTs―MAbとの結合反応を阻害する活性を持っウシおよびマウスの抗

r sergenti血清によって阻害された。この結果から，これらの抗Id抗体中にはP32抗原のイン

ターナルイメ―ジが存在することが明らかとなった。また，精製抗Id抗体と油性アジュバント

でマウスに免疫することにより抗・抗Id抗体の誘導された。誘導された誘導された抗・抗Id

抗体血清中には，F sergentiに対する抗体が検出され，抗・抗Id抗体価は，接種回数に比例し

て上昇した。精製Fab―fragment (1E1）抗体と油性アジュバントを調製し，牛に免疫したと

ころ，抗Id抗体が誘導され，その血清中にはFsergentiに対する抗体が検出された。抗Id抗

体価は，抗Id抗体の接種回数に比例して上昇した。最も高い抗体価を示した1頭のウシに対し，
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T． sergenti感染血液を静脈内接種で攻撃したが十分な発症防御効果は認められなかった。

T． sergenti感染防御試験においては，誘導した抗体のみでは防御は困難であり，防御には細胞

性免疫の関与も示唆された。

  以上の成績は，ウイルス抗原や原虫抗原に対するMAbを用いて，抗Id抗体を誘導し，その

イン夕―ナルイメージを用いてId操作することによって病原微生物に対する抗体産生を誘導で

きることを示している。この研究は，抗Id抗体を微生物抗原の代用として使用する全く新しい

タイプのIdワクチン開発にとって重要な知見を提供するものである。よって審査員一同は，田

中雅之氏が博士（獣医学）の 学位を受けるのに十分な資格を有するものと認めた。
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