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年光偏光解消法によるSLE患者の

Circulating　Immune　Complexの測定

山　田 巖＊，澤　江　義　郎＊＊

Studies　on　eirclllating　inllnune　compIexes

fluorescence　depolarization　method

in　SLE　by　the

Iwao　Yamada　and　Yoshiro　Sawa　e

は　じ　め　に

　最近，各種疾患における病因的意義としての

血清中免疫複合体：（CirculatingImmune

Complexes：CIC）の存在が注目されている。

とくに自己免疫疾患においてはCICの検出が

臨床診断ヒや治療経過を観察する上で有力な情

報を提供するといわれており，必要不可欠な検

査となってきている、、

　CICの測定方法にはクロマトグラフィーな

どを用いる物理化学的方法，補体成分や細胞レ

セプターなどを用いる免疫生物学的方法など，
　　　　　2）5）
数多くの方法が試みられているが，いずれも臨

床検査，とくにルーチン検査か法として一長一

短があり，未だ確立された方法は見当たらない、，

　今回，菩者らは理論的には1960年代に確

立されている蛍光偏光解消法による，坑原抗体反

応系の測定を利用したClq　binding　assay

（IBF）法によるCICの測定を試みた。ま

た，同時に測定したポリエチレングリコール沈

澱物補体消費試験（PEG－CC法）によるCI

C値と比較するとともに，抗DNA抗体，補体価

（CH50）との相関を検討したので報告する。

　　　　　実験対象および方法

　血清：全身性エリテマトーデス（SLE）の

患者血清159検体と，健康人血清として九大

短大部学生より採取した31検体を用いた。

＊・＊＊　九州大学医療技術短期大学部

　IBF－129システム（抗体化成工業製）

＝蛍光偏光解消法を用いて，Primary　Asso－

ciation　をブラウン運動の変化としてとら

えるものである1，すなわち，光源からの光は

490nmのフィルターを通過し，さらに偏光

子により直線偏光となり，これがサンプル中の

蛍光色素（FITC）を励起し，これより発せ

られた蛍光は回転偏光子および520nmのフ

ィルターを通過して蛍光偏光となり，光電増幅

管に入り電気信号に変換され，最終的には蛍光

偏光度値としてデジタル表示される。

　IBF法によるCICの測定方法：CIC定量

法は表｝のごとくPEG沈澱法とClq　bind　一

ing　assayの併用による方法にて実施した。

すなわち，被検∬艀青にEDTA溶液を加えて

37℃に30分間放置し，PEG溶液を加え4
0Cにて2時間反応後，遠心により得られた沈1澱

物をリン酸緩衝液（pH7．5）で溶解し，　FI

TC標識Clq試薬を加え4℃で30分間反
応後，CIqの結合する割合をみる。なお，標

準曲線は　aggragated　Ig　Gを0・100，250

500，750，1000ng／mlの濃度に希釈した

ものを同様に測定し作成した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　117）
　FITC標識Clq試薬：Yonemasuらの
方法に準じてヒト血清より精製したClqに，
　　　　　　10）
Marshallらの万法によりFITCを標識した

もので，三光純薬研究室で試作されたものを用

いた。
　　　　　　　　　　　　　3）
　PEG－CC法：Harkissらの方法に基づく，
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　　　　　　　　　　　　　　　．表1　1BF法によるCICの測定方法

Standard Sample

Sample
ra】ine

dDTA solution

St 0．4

|1．0

ml

高

SerUm 0．2

O．2

P．0

ml
高h

高P

Incubation　37　OC，　30　min．

Precipitative

oEG　solution
3．0 m】 3．0 m1

　　　　　　Incubation　4　℃，　2　hr・

Centrifugation　at　3500　rpm　20
　　　　　　　　　Precipitates

　　　　　　Incubation　37℃i，　10　min．

min．

Saline 0．2 m】 0．2 ml

Buffe　r

eITC
IClq

solution

0．1

O．1

ml
高P

0．］

O．1

ml
高h

Incubation　4　OC，　30　min・

iiiliE！＝　：
Keep　at　room　temperature　10　min．
Measurement　P　value　by．　IBF一一一129

表2 PEG－CC法によるCIcの測定が法

1）　O．3ml　sample，　50rd　1．　2　M　EDTA，50al　borate　buf　fer　and　OJml　12．5　per

　　　cent　PEG　are　mixed　and　incubated　at　4　℃　for　90　min・

2）　After　centrifugation　at　1700　G　for　90　min　at　4　OC，　the　precipitations　are

　　washed　in　LOml　2．5，per　cent　PEG（below　4　’C）．　Remove　the　supernatant

　　　by　centrifugation　at　1700丁目for　15min，　at　4　OC．

3）　The　precipitations　are　dissolved　in　30pt1　GVB　（370C）・　10u］　pooled　NHS

　　　are　added　and　incubation　carried　out　at　37　OC　for　30min．

4）　1．Oml　of　1．5×108　per　ml　EA　are　added　and　incubation　carried　out　for

　　　60min．　at　37　OC．

5）　6．5ml　saline（40C）　are　added　and　the　tubes　centrifuged．　The　supernatant

　　　fluid　s　are　estimated　for　haemoglobin　in　a　spectrophotometer　at　414nm・

6）　PEG一一CC　per　cent　is　calculated　as　follows・

PEG－CC％一 i1－1籠諜ll　ll器諾i下汐x1・・
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　　15）
手嶋らの方法で実施した。すなわち，被検血清

にEDTA溶液とホウ酸緩衝液を加えて撹絆し，

12．5％のPEGを加えて4℃で90分間反応
後，遠心により得られた沈澱物をゼラチンベロ

ナール緩衝液に溶解し，補体源として健康人血

清を加えて37℃で30分間反応させたのち，

感作赤血球を加えて残存補体：による溶血反応を

414nmO）吸光度で測定し，補体消費率を求

める。

　抗DNA抗体の検出方法：補体結合反応およ

び1㎜unoelectrosyneresis法にて齪し
　16）
た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11）
　CH50：Mayerの50％溶血法に従い，
1／2．5量法により測定した。

　　　　　成　　　　績

　1）IBF法によるCICの検出

　SLE患者血清と健康人血清のIBF法によ

るCIC値は図1のようになった。まず健康人
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図1　1BF法によるCICの検出

血清31検体のCIC値は0μg／inlから115
Pt、9／土nlの間に分布しており，平均値は45．2

±33．9であり，2標準偏差値を加えた上限値

113μ9／n】以下を正常値と設定した。一方，

SLE患者血清159検体における平均値は

112．4±125．5であり，113μg／｝n1以ヒのも

0）は50検体（31．40／・）あり，明らかに健康人

の値よりも高値を示すものが多かった。

　2）IBF法とPEG－CC法の相関
　S：LE患者血清53検体におけるIBF法と

PEG－CC法のCIC値を比較検討してみると

図2のようになり，両者間にはY＝14．85十

〇．13Xの相関式が得られ，相関係数0．62と比

較的良好な相関が存在した。IBF法で113

Pt　9／n1以上を示した18検体中13検体（72．2

・／。）は，PEG一・CC法の測定値が50％以上の

高値を示していた。また，113μg／n】以下

のものには50％以上のものは認められなかっ

た。一方，PEG一一CC法の測定値が50％以上

のものはすべてIBF法で113μg／in1以上で

あり，20％以上の23検体中21検体（9　1．3

％）はIBF法で113μg／nl以下で，2検体

が125μg／／m】と250Pt　g／面1といったやや

高値を示していた。また，PEG－CC値が20

～50％の間のものは，IBF法では14検体

（26・4％）が113μg／hl以下であり，なか

には750μ9／m1の高値のものが認められ
た。

　3）IBF法によるCIC値と抗DNA抗体
　IBF法によるSLE患者血清のCIC値と
補体結合反応およびlmmunoelectrosyne－

resis法による抗DNA抗体の有無を比較検

討してみると図3のようになった。抗DNA抗

体陰性の108検体のうち大部分は113μg／㎞1

以下で，6検体（5．6％）が113μg／in　1から

150μg／m1を示していた。抗DNA抗体の存

在が認められた51検体中45検体（8　8．20／・）

はCIC値が113μ9／nl以上であり，150

μg／n1以上のものは39検体（76，5％）であ

った。すなわち，抗DNA抗体陽性群は抗DN

A抗体陰性群に比べて明らかに高いCIC値を

示していた（P〈0．003）。
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図3　1BF法によるCIC値：と抗DNA抗体

　4）IBF法によるCIC｛直とCH50
　図4に示したように・CIC値が113μ9／n1

以下0）30検体中26検体（86．7％）ではCH

50が正常域か，または40以ヒであった。一

方，CIC値が113μg／’M】以ヒの35検体中

28検体（80％）はCH50が30以下であり，

低補体価のものに有意に高いCIC価が認め

られた（Pく0．003）。こ0）両者間にはYこ

41．1　一〇．O　5X，r・・　一〇．6　2　と比較的良好な逆

相関が認められた。

　　　　　　考　　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　2）5）
　現在，CICの測定には多数の方法が利用さ

れている。今回，菩者らは蛍光偏光解消法に基

づくIBF法によりCICの測定を試みた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13）
　蛍光偏光解消法は1920臼三代にPerrin

が最初に研究報告し，1950年代後半より
D。nd】ik。，1烽�?心としt、基納研究により胤

された方法であるが，この間操作の煩雑さをは
　　　　　　　　9）
じめ多くの問題点があり，実用化されなかった。

しかし，急速な電子工学の進歩により種々の問
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題点は改善され縞感度の測定方法とし㌔由良

ではいろいろの研究面に応用されはじめている。

　IBF法によるCIC値は健康人における平
均値が45．2μg乃nlであったのに対して，S：L

E患者では112．4μ9ノ／mlであり，この両者間

には明らかな差異が認められた。健康人の平均

値に2標準偏差値を加えた上限値113μ9／inl

以上を陽性とすると，S：LE患者血清159検体：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
中50検体（31．4％）が陽性となり，粕川らの
　　　　　　　　　　　　　15）
血小板凝集法での57％，手嶋らのPEG－CC法

での48．6％に比べるとやや低率であった。これ

らの数値はSLEの活動期とも関連しており，

一概にこの数値を比較することはできないと思

われる。そこで抗DNA抗体の有無，　CH50

との間の相関を調べた。

　SLE患者におけるCICはDNA・抗DN
A抗体複合体であり，これが本症の主要な原因
　　　　　　　　　　7）
であるとKofflerらはとなえている。著者

らの成績でも抗DNA抗体が検出された群では

IBF法によるCIC値が，抗DNA抗体が検
出されなかった群より明らかに高値を示してお

り，DNA・抗DNA抗体複合体の存在が示唆

された。しかし，一方でDNA・抗DNA抗体

複合体がCICに関与していることに否定的意
見を述べているものもいる9）

　SLEの活動性とCH50の間に関連のある

ことはよく知られており，活動性のSLEにお

いてはCH50が低下する。このCH50とC
ICとの相関について著者らの成績ではr＝

一〇．6　2とある程度の逆相関が認められた。粕川
魂逆相関が得られたと報告して、・る。鈴霧

の成績では有意の相関関係は認められなかった

ものの，CICの存在群では低CH50を示し
ていたと報告しており，この両者間には高度の

関連性があると思われる。

　IB　Fi法によるClq値と，これまでしばしば

使用されているPEG－GC法によるCIC値と

の間には，r＝　O．62と比較的良好な相関が認め

られた。IB：F法で113μg／iml以上のものは

大部分がPEG－CC法で50％以上であったが・

なかにPEG－CC値の低いものがあった。IIB

F法で113μ9／inl以下でありながらPEG－

CC法で20～50％を示した検体が53検体中

14検体（26．4％）もあり，この境界域のもの
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をPEG－C　C法で如何に取扱うものか明らかで

ない。この両反応ともPEGで沈澱させたCIC

に補体成分を反応させて，抗原．抗体複合体の存

在を知る方法である。IBF法ではヒト血清よ

り精製したClqのみを用いているので鋭敏に

CICをとらえることができる。しかしPEG

－CC法では健康人の血清を補体源として用いて

おり，このヒト血清中には補体源以外に各種蛋

白成分が含まれており，このような成分が反応

系に加えられる感作赤血球に影響を与えること

が十分考えられる。その点IBF法の方が特異

性が高くなると考えられる、，しかし，IBF法

における健康人のCIC値が45．2士33．9μg蔭n】

と広範囲に分布していることは，健康人の血清

中にもわずかなCICが存在しているのか，単

にClqと反応するものがあるのか悶題であり・

PEG－cc法でも20％前後のものがあるこ

とを考え合せて，今後更に検討を加える必要が

あろう。，

　以ヒ，IBF－129システムを用いてCIC

の測定を試みてきたが，表3にかかげるような
　　　　　　　　　　　　　12）
特徴，問題点が指摘されており，著者らも同様

のことを経験してきた。従って，IBF法によ

る検査法の特徴，問題点を考慮し，安定した試

薬の供給が可能であれば臨床検査方法として有

用と考えられる。

表3　1BF－129システムの特徴と問題点

特　徴

　1）試薬より発せられる蛍光のみを情報としてとらえるので反応物と非反応物を分離する必要がない。

　2）蛍光測定のため非常に高感度である。

　3）ラジオアイソトープの場合のようなわずらわしさがない。

　4）抗原抗体反応を1分間でとらえられる。

問題点

　1）反応進行中に沈澱物が析出したり，白濁により測定不可能の検体がみられる。

　2）専用の試薬と機器が必要である。

　3）試薬はより高い純度のものが要求される。

　4）CICの濃度が高い検体では蛋臼の影響をうけ易い。

結 語

　IBF法によりCICの測定を試み，つぎの

ような成績をえた。

　1）健康人におけるCICの平均値が45．2

±33．9μ9／n1であったのに対して・SLEで

は112．4士125．5μg／fn1であり明らかに高値

のものが多かった。

　2）IBF法によるCIC値とPEG　一CC
法によるCIC値との相関はr＝0．62と比較

的良好であった。

　3）抗DNA抗体陽性血清ではCIC値の

150Pt　9／n1以上のものが76．5％と多く，

DNA・抗DNA抗体複合体の存在が示唆され

た。

　4）IBF法によるCIC値とCH50の相
関はF－0．62と比較的良好な逆相関であっ

た。

　5）IBF法によるCICの測定は改善すべ
き問題点も残されているが，臨床検査法として

利用可能と考えられた。
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