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Immunoelectrosyneresis法による抗DNA抗体
の検索

山田島、沢江義郎

Detection　of　Anti－DNA　Antibodies　by　Irnmunoelectrosyneresis

lwao　Yamada　and　Yoshiro　Sawae

　　　　　　は　　じ　　め　　に

　近年，抗核抗体（ANF）の検索は，全身性エ

リテマトーデス（S：LE）の診断のために必要欠

くことのできないものとなり，ルーチンワーク

として普及してきている。しかも．難病として

のSLEは，日常診療の上でもしはしば経験さ

れるものとなっている。

　われわれは過去に各種の検査方法を用いて，

ANF，抗DNA抗体，抗RNA抗体の検出を試み
　　10）11）

　　　　しかし，今日の臨床横査室では特異性，てきアこ。

鋭敏度ともに良好で，しかも技術的に簡単で，

短時間に多数の検体を処理可能な方法の出現が

望まれる。

　そこで，われわれはこれらの条件にかなう検

査方法としてImmunoelectrosyneresis法

（IES法）に着目し，　native　DNA（nDNA）

抗原とdenatured　DNA（dDNA）抗原を用

いて抗DNA抗体の検出を試み，体内でのlmm－

une　Complex形成に関連していると思われる

補体結合抗体の検出法（CF法）と比較すること

により，その有用性について検討したので報告

する。

　　　　　　対象および方法

　九州大学医学部附属病院検査部にANF検査

のため提出された62症例，75検体を用いた。

すなわち，SLE45症例，52検体，　SLE以外

の疾思群］7症例，23検体で，すべてANF

陽性の血清であった。SLE以外の疾患群は表2

に示すような疾患であった。

　性別では大部分が女性で，S：L：Eでは20才

表1　実験対象の疾患別，性別，年令別分布

　　（62例）

性

年　令

10　．v

16　．w

20　．．v

26　”v

30　．v

36　N
40　”v

46　一v

50　一v

56　N

60　N
　66　・v

　70　．一

　　　計

　別 SLE SLE以　の
ｾ　患　群

δ 9 ♀ ♀

15 1

】9 2 1

25 2 8 3

29 6 】

35 9

39 3

45 7 2

49 2 1 ］

55 3 1

59 1

65 」 2 3

69 1

75 1

2 43 4 ］3

表2　SLE以外の疾患群（17例）

リウマチ様関節炎

シェーグレン症候群

甲状腺疾患

皮膚筋炎

ルポイド肝炎

腎　疾　患

悪性リンパ挿

不　　明　　熱

そ　　の　　他

2例

2例

1例

1例

2例

3例

2例

1例

3例
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から39才の青壮年層が過半数を占め，S－LE

以外の疾患群では40才以上の高年層が多かっ

た。

　ANF：LE蛍光スライドキット（和光）を用

い，8倍からの被検血清の希釈列をつくり，抗

体価を測定した。

　CF法：Kolmerの少量法にしたがい？マイ

クロタイター法にて実施した。　DNA抗原

は生理食塩水に仔牛胸腺由来のDNA（Sigma

製）を，】Omg／dlの割合に溶解したものを

nDNA抗原として用いた。さらにこのn－

DNA抗原液を100℃で10分間煮沸後，氷水

中で急冷したものをdDNA抗原として用い
た？

　　　　　　　　　　　2）
　IES法：本聞らの方法を改良した方法で実

施した。すなわち，バルビタール緩衝液（pH

8．6イオン強度O，O　6）に】％の割合に溶解

したアガロースで寒天板を作成した。

　本間らの方法では直径3〃短の穴を30・mmの

間隔であけると述べているが，著者らは直径

3　mmの穴を7ππの間隔にあけた。陽極側の穴

に被検血清を，陰極側の穴にnDNA，　d－

DN　A抗原液をみたし，2mA／cmの定電流で

60分間通電後，沈降線の有無を観察した。

さらに陽性例については被検血清を希釈して

抗体価を測定した。

　補体価（CH50）：Mayerの50％溶血法5）

に従い．］／2。5量法にて測定した。

　　　　　　成　　　　　績

　】）SLEにおけるIES法による抗DNA

価とANF価（図］）

　IES法による抗dDNA抗体はSI、E　45

例中23例（51．1％）と高率に認められ，そ

の抗体価は1～4倍で．半数は1倍であった。

しかし，ANF価が］28倍以上の症例では，

】8例中17例（94．4％）と高頻度に検出さ

れ，しかも］1例（61．】％）では抗体価が2

倍以．ヒであった。

　抗nDNA抗体の出現頻度はSLE　45例
中］2例（26．7％）と低く，抗体価もすべて

1倍と低値であった。これら12例中の11

例（91．1％）のANF価は】28倍以上であっ
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図1　SLEにおけるIES法による抗DNA価

　　とANF価の相関

た。抗dDNA抗体：の方が，抗nDNA抗体
よりも約2倍陽性であった。

　2）SLE以外0）疾患群におけるIES法によ

る抗DNA価とANF価（図2）

　SLE以外の疾患群17例では，ルポイド肝炎

とシェーグレン症候群の各々】例と，腎疾患の

2｛列の計4例（23．6％）に，抗dDNA　抗体

価の1倍陽性がみられたが，抗nDNA抗体

は検出されなかった。しかも，ANF価ととく

に関係は認められなかった。
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図2　SLE以外の疾患群におけるIES法によ

　　る抗DNA価とAN　F価

　3）SLEにおけるIES法とCF法による抗

DNA価（図3）

　SLEの45例中26例（57．8％）は抗d－

DNAのCF価が4倍以上で，そのうちの23例

（88．5％）は1ES法による抗dDNA抗体も

陽性で，しかも12例（52．2％）は抗体価が2

倍以．ヒであった。しかし，CF価が8倍の2例

と4倍の］例がIES法では陰性であった。

　抗nDNA抗体は抗dDNA抗体価がIES
法で1倍以上，CF価が8倍以．ヒの23例中］2

例（52．2％）に検出され，抗dDNA抗体価



　IES後
rk　d　DNA価

4

2

1

o

olitn　DNA　（一）

．　FNn　DNA　（t）

ele．，）

eeeo　o“oeD　e

認　　…

山田巌，沢江義郎

〈4一　4　8　16　32　64
　　　　　　　　　　　　CF細

図3　SLEにおけるIES法とCF法による

　　抗DNA価の相関

のヒ昇にともない抗nDNA抗体の存在がみ

られた。また，抗dDNA抗体が陰性で，抗

nDNA抗体が陽性のものはみられなかったn

　4）IES法とCF法による抗nDNA抗体
価（図4）
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　SLE以外の疾患群ではCF価が4倍以ヒの

2例のうち，ルポイド肝炎の1例がIES法で

陽性となり，またGF価が4倍以下にもかかわ

らず，IES法で陽性を示した症例がシェーグ

レン症候群と腎疾患で1例ずつ認められた。

　6）IES法とCF法による抗DNA抗体の検

出率（表3）

表3　1ES法とCF法による抗DNA抗体の

　　門出率

　IEspak
荘nDNA価
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o go　o

ZTT4　8　16　　　　　　　CF価

図4　SLEI2例におけるIES法とCF法に

　　よる抗nDNA抗体価

　CF法が陽性にもかかわらず，　IES法が陰性

となった症例は】2例申3例（2　5．0％），　逆

にIES法が陽性にもかかわらず，　CF法が陰性

であった症例は1例（8．3％）で，計4例（33．3

％）が両反応の間に関連性がみられなかった。

　5）SI．E以外の疾患群におけるIES法とCF

法による抗DNA価（図5）
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図5　S：LE以外の疾患群におけるIES法と

　　CF法による抗DNA価
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　抗dI）NA抗体の検出率は，　IES法が

5Ll％，　CF法が57．8％であった。抗n－

DNA抗体の検出率は，　I　ES法が20．0％・CF

法が24．5％で．抗dDNA抗体陽性症例の

約25％に検出された。

　SI、Eの場合．　IES法とCF法の検出率には

有意の差は認められなかった。SLE以外の疾

患群の場合，抗補体性の】例を除き，IES法

陽性でCF法陰性の2例，　CF法陽性でIES

法陰性の1例に両反応の結果の不一致がみられ

た。

　7）SLEにおけるIES法による抗DNA抗

体価とCH50‘図6）

　抗dDNA抗体価が1倍以しの症例では，

CH　50が35以f；であり，とくにCH50が30

以Fの症例では抗dDNA抗体価が2倍以、ヒ
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図6　SLE25例における工FS法による抗

　　DNA抗体価とCH50

のものが多くみられ，しかも抗nDNA抗体も

検出された。　また，　これらはCF法による

抗dDNA，抗nDNA抗体も検出されてい
た。

　　　　　　　考　　　　　察

　SLEの活動性の血清学的診断法として，抗

DNA抗体の検出が有意義であるとされている。

とくに補体結合性の抗体については，その病因

的意義も明らかであると考えられる。

　ここでは，手技の簡便性という面からIES

法による抗DNA抗体価の測定を行い，　CF法に

よるものと対比を試みた。その際，抗原として

native　DNAとdenaturedDNAを用いた。

　抗dDNA抗体はSLEの場合IES涙で51．1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）n
％に，CF法で57．8％に検出され，奥出の（）u－

chterlony法では7．7％ないし8．6％，CF法で
は22．9％ないし30．8％，Kusabaら4）a）IES法

では25．4％，CF法では49．0％に比べると，著

者らの成績がもっとも高率であった。しかも両

反応の成績には他の報告にみられたような著明

な差はみられなかった。

　検出率については，SLEの活動性との関連が

あり，未治療の時期には陽性率が高くなってお

り，必ずしも一概に判断できないと考えられる。

いずれにしてもIES法による方法の方が，やや

陽性率が劣ると考えられる。

　抗nDNA，抗体はIES法では20．0％に，
　　　　　　　　　　　　　　　　6）O
CF法では2・4．5％に検出され，奥出のOu　c　hter　一’

lony法による5．8％および］1・4％より高率
に検出され，K。、ab。ら4）・）　IEs法によるj・6．ユ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
％よりもやや高率であった。CF法では奥出の

21．】％と差異はなかった。

　また，抗dDNA抗体が陰性で，抗nDNA
抗体が陽齢症例は奥岬1）K。、ab。轟獺

では数例認められているが，著者ら0）症例では

検出されず，今後さらに検討してみたい。

　一方，SLE以外の疾患群において　抗d－

DNA抗体がCF法で4倍以Fにもかかわらず，

IES法で陽性を・1ζした症例が2例認められたL）
　　　　　　　　1）
このことは青塚らが述べているように特異性に

問題があるのか下れない．さらに棚らρ横
　12）
張らが示峻しているように．抗体価が低値で定

量性に乏しいことも検査法として問題となるか

も知れない。また，Pincus8）によれはlfn清と

DNAとの反応は三三，綿衝液の種類，　pll，イ

オン強度，反応時間などに左右され，とくにイ

オン強弓とpHの低ド0）影響が大とされている。

どの程度これらの要囚が影響するか今後0．）検討

課題である。

　つぎに技術的な面からみた場合，CF法は関

与する反応因子が多く，手技が複雑であり，し

かも結果を得るまでに長時間を髪するなとの欠

点がある。しかし補体結合性抗体の存在はIr

rnune　Complexとして，　SLE腎症σ）発症と

密接な関係があると考えられており，この抗体

の検出は病因的意義をkするものと考えられる。

IES法の場合，技術的には容易で，一度に多

数の．牛刀が処理可能であり，しかも短時間で結

果を知り得るなどの特徴がある。

　したがって，IES法は三三およひ特異性に

やや問題があるが，スクリーニング検査法とし

て十分使用できると考えられる。

　　　　　　結　　　　　語

　IES法による抗DNA抗体の検出を試み，そ

の有用性について検討した結果，つぎの成績を

得た。

　］）IES法による抗DNA抗体検出率は，

S：LE45例申抗dDNA抗体が51，】％，抗

nDNA抗体が20．0％で，　CF法による抗体検

出率よりやや劣った。
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　2）SLE以外の疾患群では17例中IES法

による抗．dDNA抗体が23．6％に検出され，

CF法の成績との不一致例がみられた。

　3）IES法による抗DNA抗体検出法は，

CF法には劣るがスクリーニング検査として使

用することも可能かと考えられる。
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