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免 疫 グ ロ ブ リ ン製 剤 に 含 ま れ るIgG2の 好 中 球 オ プ ソ ニ ン作 用
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ヒ トIgGサ ブ ク ラ ス は構 造 的 に4種 類 に分 類 され,機 能 あ る い は抗 原へ の 選 択 性 が 異 な る 。

Streptococeus pneumoniaeの 臨 床 分離株 な らびにその莢膜 多糖体 に対す る ヒ ト静注用 免疫 グ ロブ リン製

剤(IVIG)のIgGサ ブ ク ラス抗体 価 を酵 素抗 体 法 に よ り測 定 した ところ,い ずれ もIgG2抗 体 価 が

IgG1,IgG3,IgG4に く らべ て高 か った。そ の中 で もっ ともIgG2へ の 選択性 が 高いS.pneumoniae

SP-23を 用 い て,IgG2の オ プ ソ ニ ン作 用 につ いて 検 討 した 。IgG2と ヒ ト好 中 球 との 結 合性 は

Fluorescein isothiocyanate標 識 した抗 ヒ トIgG2モ ノ クローナ ル抗 体 を作 用 させ るこ とで,フ ローサ

イ トメ トリーに よ り確 認 され,こ の結合 は抗FcγRIIIモ ノ クローナル抗体 に よ り阻害 され た。 さらに球

状 ピロ リン酸 マ グネ シウム カラム を用 いた カラム クロマ トグラフ ィに よ り,MGか らIgG2を4分 の1

以 下 に低 下 させ たIgG2欠 乏 フラ クシ ョン(IgG2-D)を 調 整 した。IVIGあ る い はIgG2-DのIgGフ ラ

クシ ョンをS.pneumoniae SP-23と30分 間,さ らに健 常人 の好 中球浮遊 液 と混合 して1時 間,37℃

で 作用 させ たの ちに,好 中球内 に取 り込 まれ た菌数 を光 学顕微 鏡下 で計測 した。IgG2-DはMGと 同

IgG濃 度 の比 較 において好 中球へ のオプ ソニ ン作用が低 か った。 次 に,上 記の いず れかのIgGフ ラ クシ

ョンをS.pneumoniae SP-23と1時 間作用 させ た後 に,ICRマ ウ スの静脈 内に接種 して,20分 後 の血

液 中の生菌数 を測 定 した。IgG2-DはIVIGと 同IgG濃 度 の比 較 においてマ ウス血液 中か らの菌体 の消

失 に対 す る作用 が低か った。IgG2は 一 般 的 にIgG1に 比 べ て細 胞結合性 が低 いな ど免疫機 能 との 関わ り

が不 明であ たが,今 回の結果 か ら,S.pneumoniaeに 対 す る感染 防御作 用 におけ るIgG2の 重 要性 が示

唆 された。
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乳幼 児期の反復性急性中耳炎 と下気道炎 はStreptecoccus

pneumoniaeやHaemophizus influenzaeな どの莢膜多糖体

を持つ細菌を起炎菌 とする感染症であ り,IgGサ ブ クラスの

うちIgG2の 欠 乏が原因と考 えられる1,2)。S.pneumoniaeは

一般的なグラム陽性細菌 と同じくペプチ ドグリカンとテイコ

酸を基本構造 とす る細胞壁 を有 しているが,こ の菌種ではそ

の外側に莢膜多糖体が覆っている。この莢膜多糖体は細菌側

の免疫機構 に対する防御因子,す なわち宿主に対 しては病原

因子 として作用 し,補 体活性化の第二経路の阻害鋤,古 典的

補体活性化経路の阻害5,6),貪 食 作用抵抗性7,8)に関与す るこ

とが報告 されている。

IgGは 重 鎖の構造的な多様性か ら4つ のサプクラスに分

類することができる。 これ らのIgGサ プ クラスはそれぞれ

異なった生物学的特性を示 し,IgG1は ウ イルスや蛋白性毒

素,IgG2は 細 菌の莢膜 などの多糖体,IgG4は ハ ウスダス

トに対する特異抗体 を多 く含むなど抗原の種類 によって抗体

が特有のIgGサ ブ クラスに偏 りを示す ことが明らかにされ

ている9,10)。こ のようなサブクラスに対すす る欠乏症 は,そ

れそれの疾患との因果関係が考えられる。新生児は母親の胎

盤 を通 して免疫 グロプリンを受け継いでいるが,1～2歳 ま

での時期はそれらを合成する能力が未熟であることから血 中

での値は低 く,種 々の微生物 に対 して易感染性 を示す ことが

多い1)。このような乳幼児期における感染症はIgG2欠 乏 症

の ような続発性の免疫不全状態を背景 にする場合には,抗 菌

化学療法の施行によりいったん除菌されたのちも反復性に感

染を引 き起 こす例が多い。静注用免疫 グロプリン製剤による

置換療法はこの ようなIgGサ ブ クラスの欠乏症 を短期 間に

改善する手段であ り,投 与直後か ら各IgGサ ブ クラスの血中

値および細菌への抗体価が上昇11,12)する ことが認め られてい

る。

In vitroで はオプソニン作用,す なわち抗体が細菌 と結合

す る こ とに よ る標 的細 菌 の 好 中球へ の 貪 食促 進作 用 は

S.pneumoniaeに 対 する感染防御の初期段 階において中心

的役割を示すことが知 られる13,14)。しかし,IgG2はIgG1に

くらべると補体結合性や細胞結合性が低 く,免 疫機構におけ

る役割は明確ではない10)。そ こでわれわれはIgG2欠 乏症に
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おけ る免疫グロブリンの細菌感染に対する作用機序を明 らか

にするために,免 疫 グロブリン製剤か らIgG2を 除 いたフラ

クションを調整 して,nativeな 製剤 と比較 しつつそのオプ

ソニン活性 などに対する作用 と比較検討した。

I. 材 料 と 方 法

1. ヒ ト免疫 グロブ リンお よび血清 アル ブ ミン

静注用 ヒ ト免 疫 グロブ リ ン(IVIG)は ヴ ェノグ ロブ

リン-IH(ミ ドリ十字)を 用 いた。 ヒ ト血清 アルブ ミン

は献血 アルブ ミン ミ ドリ,25%(ミ ドリ十字)を 用 い

た。

2. 細 菌

50%グ リセ リン中で-80℃ に保 存 したS.pneumoni-

aeお よ びEscherichia coli臨 床 分離株 を用 いた。細 菌

の培養 は羊 血液 寒天培 地(栄 研 化学)ま た はブ レイ ン

ハー トイ ンフユー ジ ョン寒 天培地(Difco Laboratories)

を 用 いた。抗 体価 の測 定 に用 いる菌株 は羊血 液寒 天培

地 に接種 して培 養 し,4℃ の0.5%ホ ルマ リンで処理 し

て,pH7.2に 調 整 したphosphate buffered saline

(PBS)に108 cells/mlと な るよ うに懸濁 した。

3. 動 物

ICRマ ウ ス(雄 性,5週 齢)は 日本 ク レアよ り購入

した。

4. 使 用 機器

好 中球細胞 数の カウ ン トにはCoulter MUITISIZER

II(Coulter Electronics),フ ロー サイ トメ トリー によ

る解析 はFACS Calibur(Becton Dikinson)を 用 いた。

光学顕微 鏡 はOPTIPHOT(ニ コ ン)を 用 いて100倍

の倍 率において観察 した。

5. サ ブ クラス抗 体価の測定

S.pneumoniaeに 対 す るIgGサ ブ ク ラス抗体価 は酵

素抗体 法のサ ン ドイ ッチ法 に よ り測定 した15)。0.5%ホ

ル マ リンで処理 したS.pneumoniae臨 床 分 離株 または

莢膜 多糖 体 か らな る肺 炎球 菌 ワ クチ ン(萬 有 製薬)を

ポ リ-L-リ ジ ン(MW:15,000～30 ,000)(和 光 純薬)

で 処理 して陽荷 電 を与 えた96ウ ェルマ イク ロプ レー ト

の各 ウェル に加 えて4℃ で 一夜 静置 して固相 化 した。

1%BSAと1%ヤ ギ血清 を含むPBS(200μl)を 各 ウ

ェルに加 えて,1時 間ブロ ッキ ングしたの ち,同 緩衝 液

で2倍 ずつ段 階希釈 したIVIGを100μlず つ加 えて室

温で2時 間反応 させた。次 に抗 ヒ トIgGサ ブ クラスに

対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(Zymed

Laboratories),さ らに二次抗体 と してア フ ィニテ ィ精

製 ヤ ギ 抗 マ ウ スIgGペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 体

(Bi0o-Source International)を 室 温 で2時 間ずつ順次

作用 させ た。 またそれぞれの反応後 に は0.9%NaClを

含 む0.05% Tween 20でAuto Washer EL403

(BIO-Tek Instrument)を 用 い て洗 浄 した。 さ らに

0-フ ェニ レ ンジア ミ ンを加 えて室温 にて発色 させ た

のち,2NH2SO4を 加 えて反応 を停止 させ て,490nm

に お け る 吸 光 度 をTermo Maxプ レ ー トリー ダー

(Molecular Device Inc.)を 用 いて測定 した。 それぞれ

の抗体価 はIrVIGを 加 えない ウェルの発 色 をブ ランク値

として,そ れよ りもそ れぞれ0.15ず つ 高い値 をエ ン ド

ポイ ン トとして,そ の ときのMGの 希釈 倍率 をその抗

体価 とした。

6. IgG2欠 乏 フ ラクシ ョンの調 整

IgG2欠 乏 フ ラ ク シ ョ ン(IgG2-D)の 調 整 は

Immuno Assist MG-PP(関 東 化学)を 充填 した カラム

を(bedvolume;4.5ml),10mMリ ン酸ナ トリウム緩

衝液(pH6.8)で 十分 平衡化 して,MGを ア プライ し

た。 さらに同緩 衝液で洗浄 した後,NaCl濃 度 によるス

テ ップ ワイズ グラジエ ン トで溶 出 した もの を3mlず つ

分取 し,280nmに お ける吸光 度 を測定 した。

7. サ ブ クラス比 率分析

IgGサ ブ ク ラス測定用ELISAキ ッ ト(ミ ドリ十字)

を 用 いて,IVIGお よ びIgG2-DのIgGサ ブ クラス比

率 を測定 した16)。

8. ヒ ト好中球 とIgG2の 結 合性

ヒ ト好中球上 のIgG2の 結 合性 をFluorescein isoth.

iocyanate(FITC)標 識 した抗 ヒ トIgG2モ ノ クローナ

ル抗体(Sigma Chemical Co.)を 用 いて,フ ローサ イ

トメ トリー に よ り解析 した。 好 中球 は健 常人 ボ ラ ンテ

ィアの末 梢血 か らモ ノポ リ分 離液(大 日本製 薬)を 用

いて,遠 心 操作 によ り分離 した。20mMヘ ペ ス緩衝 液

と0.1%ヒ ト血清 アルブ ミンを加 えたRPMI 1640培 地

(日水 製薬)で 希釈 したIVIG(1mglml)とS.pneu-

moniae SP-23ホ ル マ リン処理 菌体(1×107 cells/ml)

の混 合 液 を25℃ で1時 間イ ンキ ュベ ー トした。 この混

合 液 の0.2mlを と り,0.8mlの ヒ ト好 中球 浮 遊液

(1×106個)を 加 えて,4℃ で1時 問作用 させて遠心操

作 に よ り好 中球 を洗浄 した。 これ にFITC標 識 した抗

ヒ トIgG2モ ノ クローナル抗体 を加 えて4℃ で1時 間

作 用 させ たのち,IVIG中 に 含 まれるIgG2の 好 中球へ

の結 合性 を蛍 光 強度 を指標 と して フロー サ イ トメ トリ

ーで解 析 した
。 また,特 異 性 の確 認 のた め に,あ らか

じめ抗FcγRIIIモ ノ ク ローナ ル抗 体(Pharmingen)

を加 えて4℃ で1時 間作 用 させ た好中球 を用 いて同様

の操作 を行 った。

9. オ プ ソニ ン活性

S.pneumoniae SP-23は 羊 血 液 寒天 培地
,E.coli

5137は ブ レイ ンハ ー トイ ンフユー ジ ョン寒 天培地 で培

養 し,RPMI1640培 地 中 に1×107cfu/mlに な る よう

に懸濁 した。 また,ヒ ト血 清 アル ブ ミンを1%溶 液 に

な る ようにRPMI 1640培 地 で希 釈 し,IVIGお よ び

IgG2-Dを 希 釈 す るための溶 媒 と した。 各IgGフ ラ ク

シ ョンは同溶媒 で2mg/mlか ら0 .125mg/mlま で 段階

的 に2倍 ず つ希釈 した。 また溶媒 のみ を加 えた もの を

コ ン トロー ル とした。 ヒ ト好 中球 は コー ル ター カウ ン
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タ ー で細 胞 数 を計 測 し,2×107個/mlと な る よ うに

RPMI1640培 地 に浮遊 させ た。 菌液 とIgGフ ラ クシ ョ

ンを100μlず つ 混合 して振盪 しなが ら37℃ で30分

間 インキ ュベ ー トし,さ らに100μlの 好中球 液 を加 え

て60分 間 イ ンキュベ ー トした。 菌体 を取 り込 んだ好 中

球 はス ライ ドグラス に塗抹 して,S.pneumoniaeは ゲ

ンチ ャナ紫染色,E.coliは グ ラムハ ッカー染色 を行 い,

光学顕微鏡下 で10個 以上 の好 中球 を観 察 して,取 り込

まれた菌数 を計測 した。 上記 の一連 の操 作 につ いて,3

人 の健常 人 ボ ラ ンテ ィアか らそ れぞ れ分 離 した好 中球

につ いて 同様 に試験 を行い,1個 の好 中球 あ た りの取 り

込み菌数 の平 均値 を求めた。

10. マ ウ ス体 内か らの クリア ランス

S.pneumoniae SP-23を 羊 血液寒 天上 に培 養 し,翌

日に2白 金 耳 を か き と りPBSに 懸 濁 した。 一 方,

IVIGま た はIgG2-DをPBSで 希 釈 して(1.25～20

mg/ml),試 験 管 内 にお いて菌体 懸濁 液 と等量 ずつ 混合

して37℃ で1時 間 イ ンキ ュベ ー トした。 またPBSと

菌体 を混 合 した もの を コ ン トロー ル と した。 上 記 の よ

うにMGあ るいはIgG2-Dで 処 理 した菌体 をICRマ

ウスの尾静 脈 内に接種 した。各 試験群 は4な い し5匹

ずつのマ ウス を用 いた。菌体接 種か ら20分 後 に心 臓か

らヘパ リン採 血 し,一 定量 を生理 食塩 水 で希 釈 して ブ

レイ ンハ ー トインフユー ジ ョン寒天培 地 に混釈 し,2日

後に生 じた コ ロニ ー数 を測 定 した。 マ ウス の血 液 中の

菌数 を求 め るこ とに よ り,IVIGとIgG2-Dの 作 用 を比

較 した。

11. 統 計 学 的処 理

統計学 的有 意差 はIVIGとIgG2-Dの 同 一濃度 にお

いて対応の ないt-検 定 に よ り検 定 した。

II. 結 果

1. S.pneumoniaeに 対 す るIgGサ ブ クラス抗 体価

IVIGのS.pneumoniaeの 臨 床分離 株(18株)と 肺

炎球菌莢膜 多糖 体 に対す るそ れぞ れのIgGサ ブ クラス

抗体価 をTable 1に 示 す。 いず れに対 して もIgG2抗 体

価がその他 のIgGサ ブ ク ラス抗体 価 よ りも高 く,IgG1

はIgG3と ほ ぼ 同等かや や高 く,IgG4は 検 出限 界以下

であった。IgG1抗 体 価 は5株 において500倍 以 下であ

り,非 常 に抗 原性 の低 い グルー プが存在 した。IgG2は

IgG1に 比 べ て18株 中8株 が16倍 以 上反応性 が高 く,

特 にIgG1に 抗 原性 の低 い菌株 において両 者の違 いが顕

著 になる傾向 を示 した。

2.I gG2欠 乏 フラ クシ ョンの調 整

IVIG(50mg)を 原 料 と してImmuno Assist

MG-PPカ ラ ム を用 いてIgG2-D(27.7mg)を 調 製 し

た(Fig.1)。 こ のIgG2-DのIgGサ ブ ク ラス比率 は

Table 2に 示 す よ うに,IgG2の 比 率 が17.5%か ら4.3

%に 低 下 して お り,一 方で はIgG1の 比 率 が増加 した も

ので あ った。そ れ に伴 ってS.pneumoniaeSP-8に 対

Table 1. IgG-subclass antibody titers of IVIG to clinical iso-

lates and capsular polysaccharide of Streptococcus

pneumoniae

Fig. 1. Preparation of IgG2-D by Immuno Assist MG-
PP column chromatography.
Buffer: 10mM sodium phosphate buffer (pH 6.8)
Flow rate: 0.5 ml/min

Table 2. Comparison of WIG and IgG2-D in IgG

subclass contents

Table 3. Antibody titers of IVIG and IgG2-D

against Streptococcus pneumoniae

SP-8
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す るIgG2サ ブ クラス抗体価 は4分 の1以 下に低 下 し

た(Table 3)。 こ の ように して得 られたIgG2-Dを 用

いて,IgG2のS.pneumoniaeに 対 す る作用 を検 討 し

た。

3. ヒ ト好 中球 とIgG2の 結 合性

IVIGを 好 中球 に作 用 させ るこ とによ り,FITC標 識

抗IgG2モ ノ クローナル抗体 の結合に よる蛍光 強度が増

強 した(Fig.2)。 しか し,あ らか じめモ ノク ロー ナル

抗体 によ りFcγRIIIを ブ ロ ックす るこ とに よ り蛍光発

色が抑 え られ,こ の結合 がFcγRIIIを 介 した もの であ

ることが わか った。

4. オ プ ソニ ン作用

好中球 による菌体 の貪 食作用 に対す るIVIGと 同IgG

濃 度 のIgG2-Dを 加 えた場合 に1個 の好 中球 に取 り込

まれたS.pneumoniaeSP-23の 菌 数 を比較 した(Fig.

3)。IVIGを 加 えた場合 には,0.04～0.33mg/mlに お

いて濃 度依存 的に取 り込み菌 数が増加 し,0.33mg/ml

で は6.71個 までが取 り込 まれた。一方,IgG2-Dを 加

えた場 合 に は,0.17,0.33mg/mlに お い て同濃 度 の

IVIGよ りも好 中球 内へ の取 り込み菌数が有 意に少 なか

った。 同様 に して,IVIG作 用 させたE.coli 5137の 好

中球 内へ の取 り込み菌 数 をIgG2-Dと 比 較 した(Fig.

4)。IVIGとIgG2-Dは 同 濃度 にお いてほぼ同等の取 り

込み菌 数を示 し,有 意差が認 め られなか った。

5. マ ウス体 内か らの クリアラ ンスへ の影響

MGな らびにIgG2-Dと 試 験 管内でS.pneumoniae

SP-23を 等 量 ずつ混合 して,37℃ で1時 間反応 後 に

ICRマ ウ スの1静脈内 に接種 した(3.65×104cfu/mouse)。

菌 体接種か ら20分 後 のマ ウスの血液 中の菌数を比較 し

た(Fig.5)。MGで 処 理 した ときの血液 中菌体 数は同

Fig. 2. Binding of IgG2 to human neutrophils.

IgG濃 度のIgG2-Dの 場合に比べて少なく,最 終濃度

が2.5,5mgPmlの 場合において有意差が認められた。

すなわちS.pneumoniae菌 体の血液中か らの消失は,

IgG2の 作用によるものであることが明 らかとなった。

III. 考 察

細菌の細胞壁は一般的にペプチ ドグリカンとグラム

陰性細菌の場合には,そ の外側に リポポ リサ ッカライ

Fig. 3. Opsonic actiivity of IgG2 against Streptococcus

pneumoniae SP-23.

*:p<0 .05vs. IgG2-D(t-test)

Fig. 4. Opsonic acitivity of IgG2 against Escherichia coli

5137.
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Fig. 5. Bacterial clearance in blood after treatment with

WIG and IgG2-D.

ICR mice were inocculated with Streptococcus pneu-

moniae SP-23 incubated with IVIG or IgG2-D.An

aliqiot of bllod was plated on Brain-heart infusion

agar 20 minutes after inoculation.

**: p<0 .01, *: p<0.05 vs. IgG2-D (t-test)

ド(O抗 原)か ら構成されるが,こ れ らは抗体によ り

認識されやすい。 しか しH.influenzeやS.pneumo-

niaeは その外側 にポリサ ッカライ ドか らなる粘性 に富

んだ莢膜多糖体(K抗 原)を 産生 し,そ れ 自体はなん

ら毒性は示 さないが,菌 体表面 をマスクして異物認識

を起こ りに くくし,生 体 による補体活性化や貪食作用

からのエスケープ機構 として働いている3～8)。すなわち,

幼児や高齢者な どの免疫機能が低下 している宿主にと

ってはこのような構造を持つ細菌による難治性の疾患

を引き起こす ことがある。 このような莢膜 に対する特

異抗体は主にIgG2で あることが知 られている9,10)。ま

た乳幼児におけるIgG2欠 乏症は上記の葵膜産生性の菌

腫 によって急性 の中耳炎や下気道感染症 を引き起 こす

ことが多い。乳幼児では抗体産生能の他に好中球機能

も十分ではないことか ら17),抗生剤を使用 しても起炎菌

を完全 に除去できず に反復的に感染が続 くことが多い。

このようなIgG2欠 乏症は成長 とともに改善し,感 染 に

対 して抵抗性 を獲得するものの,難 治症例では難聴 な

どの異常を残すことがある。小児に対する抗菌化学療

法剤の使用 は安全性や薬剤耐性 の問題か ら限定 される

ことも多いが,免 疫 グロブリンは主要な治療方法の1

つ として有用性 も確認 されている3,18)。一方で,IgGサ

ブクラスのうちでIgG2補 体活性化 に対する作用や好中

球上の レセプターとの結合性 が低いこ とが知 られてお

り,そ の作用機序 についてはすべてが解明 されている

わけではない。 しか し,わ れわれは今回の検討におい

て,IgG2と ヒ ト好中球 とのFcγRIIIを 介 した結合性

やIgG2の 細菌特異抗体によるオプソニン作用を確認 し

た。すなわち,IgG2欠 乏症患者ではIgG2が 欠乏する

ことにより,S.pneumoniaeに 対す る抵抗性が低下 し

ていることが推察された。

この実験 で用 いたIgG2-DはIVIGを 材料 として

Immuno Assist MG-PPカ ラムクロマ トグラフィによ

り調整 したものである。充填剤は ピロリン酸マ グネシ

ウムを主成分 とす る多孔質の球状粒子であ り,異 なる

等電点の蛋 白質 に対 して静電的な相互作用 により保持

の強 さに変化を生 じることを原理 とした精製方法 であ

り,ヒ トIgGのIgMか らの分離19)やマウスの各IgG

サブクラスの精製20)に用い られている。 このIgG2-D

はMGに 比べてIgG2比 率が約4分 の1以 下に低下す

る一方でIgG1比 率が高 くなってお り,全 体 的なIgG

サブクラスの比率はIgG2欠 乏症の患者のものに近いと

考えられ20,23,24),一方でIVIGのIgGサ ブクラスの比率

は健常成人のものに相当している25)。IgG2-DとIVIG

のサブクラスの比率の変動はSepneumoniaeに 対する

このIgGサ ブクラス抗体価にほぼ一致することから蛋

白量あた りの抗体価は変わ らず,IgG2の みが効率 よく

除かれたものと推察 される。

生体 内では侵入 した細菌が免疫 グロブリンと接触す

ることでオプソニ ン化 されて除菌 されやす くなると考

え られることか ら,細 菌に対する感染防御 では特異抗

体の量が体 内か らの除菌の過程 に非常 に重要であ る。

S.pneumoniaeに 対する感染防御には特異抗体 とそれ

に関わるオプソニ ン作用が重要 な役割 を担 っているこ

とが基礎的あるいは臨床的な検討か ら明確 になってい

る13,14,24～26)。今回の検討では,MGはS.pneumoniae

の臨床分離株 に対 してはIgG1抗 体価が低 く,全 体の抗

原性の低い菌株の場合に,IgG2に 対する依存性が高い

傾向を示 した。S.pneamoniae SP-23は その中でも

IgG1抗 体価が もっとも低 く,IgG2に もっともdemi-

nantな 反応性 を示す代表的な菌株であ り,IgG2欠 乏

症 においては高い毒性を示すことが考 えられる。そこ

で,こ の菌株 を用いてin vitroに おけるオプソニン作用

と静脈内接種後の血液中か らの菌体消失の促進に対す

るIVIGの 作用をIgG2-Dと 比較検討 した。S.pnea-

moniaeは 副鼻腔や気道か らの分離頻度が高 く,急 性中

耳炎や下気道炎の起炎菌 として注 目されるが,IgGサ

ブクラスの中で もIgG2が 莢膜多糖体 との特異性が高

い。一方,E.coliは 腸内正常細菌フローラを形成 して

いるものであ り,尿 路感染 などの起炎菌 とな りうるが

副鼻腔や気道か らの検出はほ とんど認め られず,菌 種

に対する反応性の違 いも示唆 された。今回の試験 では

IgG2が 欠乏す ることにより好中球によるS.pneumo-

niaeの 貪食や生体内からの除菌が遅れ,IgG2の 特異的

な作用が明らかになった。免疫 グロブリン製剤は小児へ

の投与 により抗体濃度の上昇が認め られてお 根11,12,18),
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IgG2欠 乏症患者においてIgG2を 補充するための

MG置 換療法の臨床的有用性が期待される。
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Opsonic activity of IgG2 against Streptococcus pneumoniae
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Four subclasses of human IgG exhibit unique profiles and specific spectra against microbial

antigens. Antibody titers of human intravenous immunoglobulin preparation (IVIG) including IgG

subclasses against 18 clinical isolates of Streptococcus pneumoniae and pneumococcal polysaccha-

rides were determined by enzyme-immunoassay. IgG2 was predominantly reactive against each

antigen in comparison with IgGl, IgG3 and IgG4. Since S. pneumoniae SP-23 was an especially

representative strain that is most reactive to IgG2, the opsonic activity of IgG2 was studied by

using this strain. Binding of IgG2 to human neutrophils was recognized after incubation with

FITC conjugated monoclonal anti-human IgG2 by flow cytometry. This binding was inhibited by

the addition of anti-Fc ƒÁ RIII monoclonal antibody. Column chromatography using spherical adsor-

bent of magnesium pyrophosphate resulted in preparation of an IgG2-deficient fraction (IgG2-D)

and an approximately 4-fold decrease in IgG2 from native IVIG. Opsonic activities of the two

immunoglobulin preparations were subsequently compared after incubation with S. pneumoniae

SP-23 and human neutrophils at 37•Ž. Ingested bacteria in neutrophils were counted by

microscopy. IgG2-D showed lower opsonic activity against S. pneumoniae than IVIG at the same

IgG concentrations of 0.17 and 0.33 mg/ml. Each of the two immunoglobulin fractions was incu-

bated with S. pneumoniae SP-23 at 37•Ž for 1 h and inoculated into ICR mice intravenously.

Viable bacteria were counted 20 minutes after infection. IgG2-D showed less activity against bac-

terial clearance in mice than WIG at the same concentrations. It is suggested that phagocytosis

and subsequent intracellular killing of bacteria require the binding of IgG2 to S. pneumoniae,

namely opsonization.


