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Summarg 　Antigenic　determinants　of　DNA 　that　 react 　with 　 anti・double・stranded （ds）and ／or

single ・stranded （ss ） DNA 　 antibodies 　 are 　 very 　heterogeneous．　 Radioimmunoassay　 using 　Farr’s
assay 　detects　only 　anti −dsDNA 　antlbodies 　with 　high　avidity ，　whereas 　enzyme 　immunoassay 　detects

both　anti・dsDNA 　antibodies 　and 　anti −ssDNA 　antibodies 　with 　a　wide 　range 　Qf　avidity ．　 Anti−ssDNA
antibodles 　detected　by　enzyme 　immunoassay　are 　not 　antibodies 　to　purine 　or 　pyrimidine 　bases，　but
they　might 　mostly 　be　anti −dsDNA 　antibodies 　reactlng 　with 　phosphate ・ribose 　backbones 　or　internal

depulex　 structures 　in　ssDNA 　 antigen ．　 Anti−dsDNA 　antibodies 　with 　high　 or 　intermediate　avidity
and 　 cationic 　 nature 　 may 　 play　 an 　 immunopathogenic 　 role 　 in　 producing 　 renal 　 inv〔〕lvement 　 of

systemlc 　lupus　erythematosus ．

Key ω ords ： anti ・double−stranded 　DNA 　antibodies ，　anti −single −stranded 　DNA 　antibodies ，　antibody
avidity ，　cationic 　anti 　DNA 　antibodies

L は じ め に

　抗 DNA 抗体 の 検 出は 全 身性 エ リ テ マ トーデ ス

（SLE ＞を 中心 と し た 各種膠原病の 診断や 鑑別診断 ，

経過観察上 で 不可欠の 検査法 と な り，広 く日常診療上

で応用さ れ る よ うに な っ た．し か し抗 DNA 抗体 の種

類 ， 検査法 ， 性状な ど に 関し て様々 な 誤解や 間違 っ た

解釈が な さ れ て い る の が現状で ある た め ， 以下 ， これ

ら の 整 理 を試み ， ま た 最近 の新た な 知見 を 加 え て み た

い ．

2． 測定方法 に よ る抗 DNA 抗体の 相違

　2．1 抗 1）NA 抗体の 定義

　抗 DNA 抗 体 は 二 本 鎖 DNA （double・stranded

DNA ， 以下 dsDNA ）に対す る抗体 （以 下抗 dsDNA

抗 体） と
一

本鎖 DNA （single −stranded 　DNA ， 以 下

ssDNA ）に 対す る抗体 （以 下抗 ssDNA 抗体） と に

分類 さ れ て い る
1｝．

　抗 dsDNA 抗体 は さ らに   dsDNA との み 反応 し，

dsDNA の 二 重ラ セ ン 構造 を エ ピ トープ と す る抗体 と ，

  dsDNA ，　 ssDNA の 両方 と 反応 し，　 DNA の 糖 一リ

ン 酸骨格を抗原 とす る抗体 の 2種類 に 分類 さ れ て い る．

  に 該当す る抗 dsDNA 抗体 は き わ め て 稀 に SLE の

み に発現 し ， 通常の 活動期 SLE で高値 ， 高率に発現

す る抗 dsDNA 抗体の 主体は   と さ れ て い る．
一

方，

抗 ssDNA 抗体は DNA の 塩 基 また は 塩基配列 と反応

す る抗体 と定義さ れ ， そ の発現 は各種の膠原病や 他の

自己免疫疾患 に 幅広 く分布す る が，高値陽性は SLE

に集中し て発現す る
2・　s 〕．

　 この 場合注意 す べ き こ と は ， 抗 ssDNA 抗体 の 疾患

分 布 と は ， 塩 基 ， 塩基 配 列 に 対 す る い わ ゆ る 抗

ssDNA 抗 体 の こ と を 意味 し て い る の で は な く ，

ssDNA に対す る抗体の 分布 を指 し て い る点で あ る．

す な わ ち こ の 抗体 に は塩基， 塩基配列に対す る抗体だ

け で な く， 上 記  に属す る抗 dsDNA 抗体が 含ま れ て

い る こ と に気づ か れ て い な い こ と が多 い ．また  に 属

す る抗 dsDNA 抗体 の 抗原 エ ピ トープ も よ り多様性 と

考え ら れ る が ， こ れ ら に関し て は後述 し た い ．

　 2．2 抗 DNA 抗体の 測定法

　抗 dsDNA 抗体 の 検出法 と し て は 放射免疫定量法

（radioimmunoassay ， 以 下 RIA ）が 古 くか ら 用 い ら

れ ，今日明ら か に さ れ て い る抗 DNA 抗体の臨床的意

義の解析 は RIA に よ っ て 確立 さ れ て きた．し か しア

イ ソ トープ装置を必要 と す る た め，よ り簡便 に 実施可

能な酵素免疫定量法 （enzyme 　 immunoassay，以下

EIA ）が 第
一

線 の 医療機関で 普及す る よ う に な っ て い
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る．

　 RIA は 50％飽和硫安法 （Farr 法）が 用 い ら れ て い

る． こ の方法 で抗 dsDNA 抗体 の 測定 は 可能 で あ るが ，

ssDNA を抗原 と した 場合 に は 50％飽和硫安下 に お い

て す べ て の ssDNA が 塩析す る た め ， 対応抗体の測定

は 不可 能 で あ る．一
方 EIA は，　 dsDNA を 固 相 化 し

た EIA （以下 dsDNA 　EIA） を抗 dsDNA 抗体 ， また

ssDNA を固相化した EIA （以下 ssDNA 　 EIA ）を抗

ssDNA 抗体 とお の お の命名し，
こ れ ら両 EIA の併用

が わ が 国 に お い て慣例化 し て い る．

　近年高度 に精製された dsDNA が使用 さ れ る よ う に

な り， RIA ま た は EIA に よ る 抗 dsDNA 抗体 の 検出

は感 度 ， 特異性 ともに E昇し，後述 す る検査法に よ る

抗体性状の相違や解離現象な ど を理 解 し て お け ば ， 大

き な 問 題 点 は 少 な く な っ て い る．こ れ に 対 し て

ssDNA 　 EIA に 関し て は ， 種々 の問題点 と誤解が 存在

す る た め別項 に 独 立 させ て 述 べ る．

　 こ の 他抗 DNA テ ス ト と称 し て 血 球凝集反応 に よ る

抗 DNA 抗体の 測定が 今な お 実施 さ れ て い る．こ の 方

法 は検査手技上 もっ と も簡便 と い う理 由だ け で継続さ

れ て い る ようで あ る が
， 感度 ， 特異性 と もに 著 し く劣

っ た 方 法 で あ る た め ， RIA ま た は EIA に よ る 抗

dsDNA 抗体の 測定に 切 り換え る べ きで あ る．

　2．3　検 出法 に よ る抗 DNA 抗体 の 性状の 差異
2 ）

　RIA に よ る Farr 法 は 反 応 液に 最終濃度が 50％ と

な る よ う に 飽 和硫 安 を加 え ， ア イ ソ ト ープ 標 識

dsDNA と結合した抗体を塩析沈殿 さ せ ， 抗体価 を測

定す る方法で あ る．こ の よ う な高塩濃度下に お い て は

親 和性 （aMnity ）の 低 い ，あ る い は結合 力 （avid −

ity） の 弱 い 抗体 は解離 す るた め，高親和性／結 合力 の

抗 dsDNA 抗体 を検出す る 結果 と な る．ま た 50％飽

和硫安下に お い て は IgG ，　 IgA ，　 IgM な ど の全免疫 グ

ロ ブ リ ン に 属 す る dsDNA 結合抗体が 沈殿 す る た め ，

RIA で 測 定す る抗 dsDNA 抗体 は 全免疫 グ ロ ブ リ ン

の 総和 と な る．

　 こ れ に 対 して EIA は等張塩濃 度下 で 反応 させ るた

め ， 低 よ り高親和性／結合力 の 抗体を幅広 く検 出す る

結果 とな る．また 2次抗体 に 抗 ヒ ト IgG抗 体 が用 い

られ て い る た め
，
IgG 型 の 抗 dsDNA 抗体 の み を検 出

す る こ ととな る．

　以上 の 検査法 に よ る抗体 親和性 と免疫 グ ロ ブ リン の

差異 を念頭 に 置 き，抗 DNA 抗体の 結果 の 解釈 を行 う

こ とが重要 で ある．

　2．4ssDNA 　EIA の 意味する とこ ろ

　今 日 わ が 国 に お い て は dsDNA 　 EIA と と も に

ssDNA 　 EIA が 同時 に 施行 され る こ とが慣行 とな っ て

い る．

　二 重螺旋構造 の dsDNA を 100℃ に 熱して 冷却する

と ， 塩 基 間 の 水 素結合が 切 断 さ れ ssDNA と な る． こ

れ を 固 相 化 し た EIA で 検 出 し た IgG 抗 体 を 抗

ssDNA 抗体 と呼称 す る こ と は か な ら ず し も間違 い で

はな い 。しか し こ の呼称 と塩基，塩基配列 と反応する

本来の抗 ssDNA 抗体 の 呼び名 と の 間 に は 大 き な隔 た

り が存在す る．は た し て ssDNA 　EIA で 検出す る抗体

は塩基 ， 塩基配列 と反応す る抗体 の み を検出 し て い る

の で あ ろ うか．

　図 1 に 自験各 種膠 原 病 454例 の dsDNA 　 EIA と

ssDNA 　 EIA の 相 関 図 を示す．両 EIA 値間 に は 有意

な相関が 認 め られ，  両 EIA が 陰 性 群，  ssDNA

EIA の み 陽性 群，  両 EIA が 陽性 で
， 両値 が 同 等 か

，

多 くは ssDNA 　 EIA の ほ うが高値を 示 す群，以上 の 3

群 に 分 か れ，dsDNA と の み 反 応 す る 血 清 や，

dsDNA と よ り強 く反 応す る 血清 は認 め られ な か っ た ．

　以上 の抗 DNA 抗体の反応性 は ssDNA 主導型 と な

っ て い る．こ うした反応性は 血清の DNA に よ る抑制

試験
3）

， す な わ ち両 EIA と 反応す る抗体 は dsDNA ，

ssDNA 両 抗 原 に よ っ て 吸 収 抑 制 さ れ ， と く に

ssDNA に よ る抑制率が よ り顕著で あっ た事実か ら も

明 ら か で あ る。
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　 　 図 1dsDNA 　EIA と ssDNA 　EIA との 相 関

● 両 法 陽性 ま た は陰性群，QssDNA 　EIA の み 陽性群．
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（：GG ⊂ GTT ⊂GTACTTAAATA τ GGAATG 　 A

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A

G ⊂CGCAAGCATGGC 丁TTTAA ⊂ ⊂ 丁 TAG 　C

　　　　　　 図 2　一
本鎖 DNA の 構遭

1

相 補 的塩 基 配 列 部 分 で ヘ ア ピ ン ル
ー

プ な ど の
一
二重 構 造 を 作

り， 折 りた た まれた形 を と りやす い ．

　な ぜ こ の よ うな ssDNA 主導型 の 反応性を 示 す の で

あ ろ うか ．従来 より抗原 dsDNA に 混 入 し た一本鎖部

分 に 起因す る現象 と考え られ て きた ．しか し こ れ だ け

で は ssDNA との み反応す る血清群 が 発現 す る こ との

説明 は 困 難 で あ り，ssDNA と dsDNA と の 抗 原構

造
4〕の 類似性で 説 明す るほ うが理 に適 っ て い る．

　 ssDNA に は 塩基 や 塩 基配 列 の 露出 の み な ら ず糖

リ ン 酸 骨格 も存 在 す る．ま た ssDNA は 柔 軟性 に 富

み
5），一

本鎖 の 随所 で ヘ ア ピ ン ル
ープ な ど の 二 重 螺旋

構造 （internal　duplex　structure ）を形成 しや す い
4・6｝

（図 2）．そ の 結 果，ssDNA 　EIA は 本 来 の 抗 ssDNA

抗体の み な らず，抗 dsDNA 抗体 と も 反応す る こ と と

な る．また抗 dsDNA 抗体 と反応 す る エ ピ ト
ープ は

ssDNA 抗原 の ほ うに 多 い た め
5〕，　 ssDNA 　EIA の ほ う

が抗 dsDNA 抗体 をよ り高感 度 に検 出 しやす い 結果 と

な る．抗 体親 和 性／結 合力 の 面 よ りみ れ ば，dsDNA

EIA が 比 較 的高親和性 の 抗 dsDNA 抗体 を検 出す る

の に 対 して ，よ り抗原性 に 富む ssDNA 　EIA は低親和

性か ら高親和性 ま で の抗 dsDNA 抗体 を幅広 く検出す

る
2L

こ の よ うな抗原構造の 類似性 と親和性 の差が 上

記 ssDNA 主導型 の 反応性 を
．
誘導 し て い る こ と が想定

さ れ る．

　以 上 の 抗 原構造 に し た が っ て 図 1 の 成績を再考す る

と，ssDNA 　EIA と の み 反応す る 血清群は塩基 ， 塩基

配列 に 対 す る 抗体 か ，ま た は 低親和性 の 抗 dsDNA 抗

体で あ る．ま た 両 EIA と反応 し ， 同等ま た は ssDNA

と よ り強 く反応 す る血清群は ， 塩基 ， 塩基配列 と反応

す る抗体 と抗 dsDNA 抗体 の 混在か ， また は 様 々 な親

和性 を も っ た抗 dsDNA 抗体で あ る こ とが考 え られ る．

し か し こ れ ら の 中で塩基 ， 塩基配列に対す る い わ ゆ る

抗 ssDNA 抗体の 存在は ， 動物実験 で の作製が可能で

あ っ て も， SLE な ど で 多発 す る確証は 少な く， 塩基，

塩基 配列 の み を 抗原 と し た EIA で再検討 し な い か ぎ

りそ の 実態は不明 で あ る．こ の よ うな抗体が ， あ る時

は単 独 に ， ま た あ る時 に は抗 dsDNA 抗体 と混 在 し て

発現 す る と解釈す る の は不自然で あ り ， む し ろ そ の 大

部分 は低親和性 の 抗 dsDNA 抗体で あ り，
こ れ ら を

ssDNA 　 EIA が 高感度 に 測定 し て い る現象 と解釈し た

ほ うが 正鵠を射て い る の で は な か ろ うか ．

　 こ の よ う な ssDNA の 抗原 構造 が 忘れ ら れ て，

ssDNA 　EIA で 検 出す る抗体を塩基，塩基配列 と反応

す る 抗体 の み と誤解 さ れ て い る の が 現状で あ る．こ う

し た 誤解は ， ssDNA を抗原 と した ア ッ セ イ系で検出

す る抗体 に 対 す る 「抗 ssDNA 抗体」 の 呼称 と ， 塩 基 ，

塩基配列 と反 応す る抗体 に対 し て命名 さ れ た本来の

「抗 ssDNA 抗体」 の 名称 と の 混 同に 由来 し て お り ，

実 は SLE を 始 め と し て 種々 の 疾 患 で 発 現 す る

ssDNA 　EIA の本体は抗 dsDNA 抗体 に他な ら な い
，

と い う結果 に な っ て し ま っ て い る こ と は再認識さ れ る

べ きで ある．

　 抗 DNA 抗体 の 反応性 か ら 見 る と DNA の 抗 原 エ ピ

ト
ープ は複雑で あ り， 最初 に 述 べ た抗 DNA 抗体の分

類 法 で は 説明 不能 な 現 象 が 多発 し て い る．ssDNA に

対 す る抗体 に関す る混乱や誤解を避 け，ま た ssDNA

と dsDNA の両抗原 と反応す る多彩な抗体の 抗原エ ピ

トープが 明 らか に さ れ た 新た な分類法の 出現が 待望さ

れ る．

　2．5ssDNA 　EIA の 臨床的意義の 再考

　今 日わ が 国 で ssDNA 　EIA と dsDNA 　EIA と が 同

時 に 実施 さ れ る よ う に な っ た 理 由 は，SLE の 活動期

に 先駆 け て まず抗 ssDNA 抗体が 上 昇 し ， 遅れ て 抗

dsDNA 抗体が ヒ昇 す る 現象を捉え て，　 SLE の 増悪 を

早期に把握す る手段 と し て の ssDNA 　EIA 有用性を強

調 した 報告
7） に基づ い て い る．

　 こ う し た現象は塩基，塩基配列 に 対す る抗体が まず

上昇し ， 遅れ て 抗 dsDNA 抗体が 発現す る の で は な く，

まず ssDNA 　EIA が 低力価 ， 低親和性 の 抗 dsDNA 抗

体を 最初に キ ャ ッ チ し ， そ の抗体価の 上 昇 と と もに

dsDNA 　EIA で の 測定が 可能 と な っ た 現象 と考え ら れ

る．か つ て仔牛胸腺由来の精製 dsDNA を抗原 と し ，

dsDNA 　EIA の感度 が著 し く劣 っ て い た 時代 に お い て

は ， 抗 dsDNA 抗 体 を よ り 鋭 敏 に 検 出す る ssDNA
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EIA の こ の よ う な利用法 も
…

考 に 値 し た で あ ろ う．

し か し そ の 後 dsDNA 　 EIA の 感 度 が 上 昇 し，　 RIA の

感 度 に 接 近 して き た 今 口，二 っ の EIA を同時 に 実施

す る 必 然性 は，検．査 上 の 煩雑性 か ら も ま た 経 済的 に も

き わ め て 乏 し くな っ て い る こ とが 想定さ れ る．

　 しか し ssDNA 　EIA が 高感度で あ る以 上，　 dsDNA

EIA に 先駆 け て ssI ）NA 　 EIA が 上 昇 す る 可 能性 は今

な お捨て きれ な い と す る論議 も残存す る．し か し図 1

に 示 す ssDNA 　EIA の み が 陽性 の 群 に は 非活動期 の

SLE と そ の 他 の 膠 原病群 が 集中 し て お り，ま た 時系

列 で 観察 し て も ssDNA 　EIA の み が 陽性 の 症 例が経過

と と も に 悪化 し て行 く現 象は確認 さ れ て い な い
3 ，．

　 ま た 二 つ の EIA を 同時施 行す る 場 合 に 残 さ れ て い

る大き な 未解決の課題は，両 EIA が 陽性で 両値が 同

等か ， 多くは ssDNAEIA の ほ う が 高値 を示 す rflL清が

頻発す る点 に あ る．二 つ の EIA を同時実施 す る 以上

は ，
こ の よ う な 両 EIA の 反応 の 差 に 関す る臨床的意

義 も十分 に 解明 さ れ て い て 然る べ き と考え ら れ る が ，

今な お意義不明 の ま ま放 置さ れ て い る．

　 こ の よ う な状況 下 で 両 EIA が 漫然 と同時実 施 さ れ

て い る慣習 は 早急 に 正 さ れ る べ き で あ り， 臨床 的 に は

RIA か EIA の い ず れ か に よ る 抗 dsDNA 抗体 の 検 出

の
一

本 に しぼ っ て 実施 す る こ とが望 ましい と 考える．

　2．6　RIA と EIA との デ ー
タ解離

　
一

施 設 に お い て 抗 dsDNA 抗体 を測 定 す る 際 に は

RIA ま た は EIA の い ず れ か一
方 が 用 い ら れ る の が 一

般的 で あ る．しか し RIA と dsDNA 　 EIA を 比 較 し て

み る と両法間 に はしば しば解離現 象 が 認 め ら れ る．

　図 3 に 各 種 膠 原 病 血 清 454例 の RIA と dsDNA

EIA の 関係 を示 す．両群 問 に は有 意 な相関 が 存 在す

る が ，完全 に は
一

致 し な い ．両法 陰性 ま た は陽「生血清

が存在 す る
・・

方 で ，RIA ま た は EIA の み 陽性 の 血清

が 存在 す る ．ま た 両 法陽性 血 清 に お い て も RIA ま た

は EIA の ほ うが お の お の 他方の 2〜3倍高値 を 示 す 血

清 も認 め ら れ る ．

　表 1に これ らの 血 清 の RIA ，　 dsDNA 　 EIA ，　 ssDNA

EIA の 結果 を ま とめ て 示 す ．1群 ： 3法 陽性血 清は 80

例 で ，そ の 多 くは SLE 血清で あ り，高値陽性群 に は

腎障害が 多く認 め ら れ ， 高親和性の抗 dsDNA 抗体が

所属 し て い る と 考 え ら れ る．2群 ： RIA が 陰 性 で

dsDNA 　EIA と ssDNA 　EIA が陽性の 血清が 29 例存

在 し ， ま た 3 群 ： ssDNAEIA の み が 陽性の 「航清 が 46

例認め られ た．2， 3 群に は い ず れ も非活動期 SLE と

そ の 他 の 膠原病 血 清 が 該 当し，RIA で は検出 し え な
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　 RIA 　（IU！m1）

100 1000

　　　　　 図 3RIA と d5DNA 　EIA との 相 関

　 ● rri4J法 陽 性 ま た は 陰 性 群，、RIA の み 陽 性 群，　 、dsDNA
EIA の み 陽性 群．

表 lRIA ，　 dsDNA 　EIA ，　 ssDNA 　EIA の 結 果 の 解離

RiAidsDNA

　E［Ai

ss．　DNAEIAs

SLE

強 皮症

皮 IN
’
，・，多発 筋 炎

RAMCTD

重 複症 候 群

シ ェ
ー

グ レ ン 症fl芙群
”

そ の 他

1君羊　2 君？　31洋　　1君羊　　5君羊　　6 ＃羊

←
　一

　

一

十

一

｝

†
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．
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＋

69　　　16　　20　　18　　　（）　　　23

e　　 l　　 Lt　　 l　　l　　 25

〔〕　　 1　　 1　　 U　　 l　　 Il

l 　211 　33100

75630 ．14

3　　 〔｝　　 1　　 0　　 （）　　　 9

0452 （） 47

0 〔） 【〕 〔｝ 05

計

146301712C

）

［
∂

38

「
O

ρ
O15

計 8〔〕　　 29　　　46　　 27　　　5　　267　 454

’
い ず れ も cut （，ffは IU 単位，　 s ＊

原発 性 シ ェ
ーグ レ ン症 候 群．

い 低親和性の 抗 dsDNA 抗体 の 集合体 で あ り， とくに

3 群に は も っ と も低親和性 の 抗 dsDNA 抗体 が 集中 し

て い る こ と が 推測 された．4 群 ：RIA と ssDNA 　 EIA

と が陽性で ， dsDNA 　EIA が陰性 の 血 清 が 27例存在

し ， RIA 高値 陽性例 に は 活動 期 SLE が 多 く認 め ら れ

た． こ の 群 に 所属 す る 血清 は反応時間 を長 くす る こ と

に よ っ て dsDNA 　EIA が 陽性 と な る こ と よ り，反 応
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性 が 遅 く，3 法 陽 性 の 1群 よ り も親 和 性 が 低 い 抗

dsDNA 抗体 （lgG）で あ る こ と が 考 え ら れ た．こ の

他 RIA の み 陽性の 血清が 少数例存在 し た が ，こ れ ら

は lgG 以 外 の 免疫グ ロ ブ リ ン に 属 す る抗 dsDNA 抗

体 と考え ら れ た。

　 この よ うに RIA ま た は EIA の い ずれ か を使用し て

抗 dsDNA 抗体を測定す る際 に は，両法間に解離が認

め ら れ る こ と を念頭に置 く必要が あ り ， ま た こ う し た

解離の解析 に は 高低両親和性抗体 を幅広 く検出す る

ssDNA 　EIA の 応用 が 有用 と考え ら れ た．

3． 塩濃度を上昇させた抗 DNA 抗体の

　　親和性 の 検討

　抗 DNA 抗 体 の 親 和 性／結 合 力 の 相 違 は RIA と

EIA に よ っ て 識別 可能 で あ る こ と は 上 述 し た ．よ り

精密 に観察 す る方法 として は反応系 の 塩濃度 を上昇 さ

せ て 抗体 の 解離 を観察す る 方法が古 くか ら用 い られ て

い る
8¶1° ｝．臨床的 に 親和性 が 問題 と な る の は，SLE に

お い て 抗 dsDNA 抗体 が 高値 を示 しな が ら，か な らず

し も腎障害な ど の 活動性所見 が 出現 し な い 症例が散見

さ れ る場合で あ る．こ う し た症例 に 対 し て 比較的簡便

な 方法 で親和性 の 検討 を試み た 結果 を RIA ，　 EIA 別

に 述 べ て み た い ．

　3．l　 RIA に よ る検討
11 ）

　RIA で 100　U ／ml （通常 DNA 結合率 60％）以 上 の

高値陽性 を呈 し た SLE 症例を対象 と した．

　通 常 の
1251

標 識 DNA 溶 液 （100　mM ）に 125　mM

の NaCl を加 え ， 血 清 と反 応後 ， 最終濃度が 5G％ と

な る よ うに飽和硫安を加え て遠心 ， 沈殿物の放射活性

を測定 し ， DNA 結合率 （高塩結合率）を算定 し た．

も と も と RIA は高親和性抗体 を検出す る方法で あ る

が，さ らに 反応塩濃度 を上昇 さ せ て ， よ り高親和性 の

抗体 を検出す る こ と を目的 とした方法 で あ る．

　そ の 結 果 （表 2）， 尿 蛋白 ， 尿 円柱 ， 腎不全 の 有無

別 に 比較 して み る と， 通常結合率 ， 高塩結合率 ともに

有意 に こ れ ら の 有 り群で 高値 を示 し た が
， 尿 蛋白 ， 尿

円柱 の 有無 で は高塩結合率 で の 有意差 の 方が顕著 で あ

っ た．また腎生検像で び i曼性増殖性腎炎像 を示 した群 ，

ネ フ ロ
ーゼ 型 腎症群，CH 　50，　 C　3，　 C　4 の 低値群 に お

い て は，い ずれ も高塩結合率 が 有意 に 高値 を示 した が，

通常 の 結合率 で は有意差は認め られ な か っ た．以 上 の

所見 は従来よ り報告 さ れ て い る 活動期 SLE や腎障害

表 2 抗 DNA 抗体 が異常高値
’を 示す全身性エ リテ マ トーデ ス に お け る 高親和性

DNA 結合率（Hi−A キ ッ ト，高塩結合率）と血 清補体価，腎障害 との 関係

検査所 見 　　 ．例数 通 常結 合率 （％） 高塩 結合率 （％）
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図 4 デ キ ス トラ ン 硫 酸 力 ラ ム （SELESORB ）に よ る抗 DNA 抗 体 の 吸着 （30歳，女性．　 SLE ）

に高親和性抗体が 関与す る と す る報告
8−1°1

に
一

致 して

い た ．一
方 ， 手指紅斑 ， 痙攣 ， 胸／心 膜 炎 の 有 り群 は ，

無 し群 と比較 して ， 高塩結合率が各々有意に低 い 傾向

が 認 め られ，過去 の CNS ル ープ ス に お け る低 親和性

抗体 の 関与 の 報告
’2）な どとも

一
致 した所見 と考 え ら

れ た ．

　経時的 に 観察す る と （図 4），通 常 の 抗 DNA 抗 体

価 の 動 き よ りも早期 に 高塩結合率が 変動 し ， 治療上 の

良 い 指標 とな る こ とが推測 され た．また SLE 以外で

抗体価 100U ／ml 以上 を示 し た MCTD の 4例 と SLE

と RA の 重複症 候群 の 1 例 は ， 高塩 結合率で は い ず

れ も 20％以 下 の 低値 を示 し て お り， 高塩 結合率の 疾

患鑑別 へ の 応用 を 示唆 し て い た．一
方 ， 抗 DNA 抗体

価が 100U ／ml （結合率 60％）未満 の 血清 で は ほ ぼ全

例で高塩結合率の 著明 な低下 が 認 め られ ， 高親和性抗

体 の 存在は確認で き な か っ た ．

　32 　EIA に よる検討 13）

　EIA は低 よ り高親和性 まで の 抗 DNA 抗体 を幅 広

日本ア フ ェ レ シ ス 学会 雑 誌 　16巻 2 号 （1997 ） 341

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society for Apheresis

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　for 　Apheresis

塩濃度 →

　 　 　 1400

1200

21000E

＼

∋ 80 ・

單

頓
600

く

Z
Ω 　 400

200

0

0，0MP

＝ 0．014

O

　●
0

　

8
−

3i

駟

●

・
．
O

●
　080

・●
8・・
8

匿　・
8
・

無 有
腎 障 害

0，1M 0，2M O．3M O．4M 0．5M
1000

800

600

400

200

0

p ＝ 0．014

○

○

　 ●
：
　 t

●
巳
●
O　
．

1
・

○
　・
OOO

　●O
●

1●
・●

無 有

腎 障 害

700

600

500

4QQ

300

200

tOO

0

p ＝ 0．039

，

●

・
1

●

●

o1

●
●

霧
O

置
●

無 有

腎 障 害

500

400

300

200

100

0

p＝ 0．075

OOO

聖

1

8
●
●
O

蒼O
ー
・

有

害

　

　

障

無

腎

300

250

200

150

100

50

0

p＝0．183

○

●　　　　　o

　 ：

●
○●
○
ー
0

　

81

・
・

o3

・●
68

馨

巳

無 有

腎 障 害

160

140

120

100

80

60

40

20

0

P＝O．402
　　 0

●　　　　　
・

O
■
　
O

　

■，
3，●
　，
・
鼕
　　
・

●

，
O
ε

○
曹
●
O●
　

■

　

1●
●

　
・

O

無 有

腎 障 害

図 5　腎障害 有無 間での EI．ISA に おけ る 抗原 抗体反応時の 塩濃度 を変化 させ た場合の 抗 DNA 抗体価の 比較

表 3　ELISA に お ける 反応塩濃度差別抗 DNA 抗体 価 と腎障害 との 関連性

ELISA

反 応液 巾 の 塩濃 度 （M ） 抗 DNA 抗体 価 （A − B）（U ／mD

A B
腎障害 有 り群 　　腎障害無 し群

　 （27壬列D　　　　　　　　　（23t歹J）

P 値
＊

（）．Oo

．00

，〔｝
0 ．eO

．0o

．1

0 ．10

．2

〔｝．30

．4

〔｝．50

．2

工78．7上 135．2

272．6 ＋ 211．7

310．6±240．6

331．0± 263．5
334 ．7± 284 ．〔1

93．9± 91．6

123．4± 82 ．1

161．3± ll5．9

174．1± 129．1

177．3土 139．7
171．1 ＝ 145．3

37．9 ：ヒ49．4

0．〔）8310
．0238

〔）．01470

．Ol210

．Ol25

＿ −131，9± 130 ．650 ．7± 67．8

O．0090

。、007翠
O．1　　　　　 　 0．4

0．1　　 　　　　 0．5

0．2　　 　　 　　 0．3

0．2　　 　　 　　 0．4

0．2　　 　　　　 0．5

0．3　　 　　 　　 0，4

〔1．3　　　　　　　0．5

0．4　　 　　　　 0．5

152．3± 160．5
156．0＝ 184．6

38．0± 46，5

58．5± 79．9

62．2± 106，6

20．5士 36．5

24．2± 62．1

3．7± 32．3

53．9士 82．1　　　　 0．0082
47．7⊥89．7　　　　　　0，0103

12．8± 20，8　　　　　0．0156
16．0± 35，8　　　　　　0．0177

　 9、8＋ 45．1　　　　 〔｝．〔］261

　 3．3± 16．9　　　　　0．0348
− 3．0± 26．1　　　　　　0．0461

一6．2±12．7 〔1．1513

RIA （IU〆ml ）

2G5．3⊥ 233．6　　　110、7：ヒ67．2 0．0536

＊

腎障害 有 り群 と無 し群 で 抗 DNA 抗 体 価 の 差 の 検 定 を行 っ た と きの ヵ値．

く検出 し， また RIA よ りも反応塩濃度を よ り き め細

か に 変 動 さ せ る こ と が 可能な 方法で あ る。そ こ で

EIA の 塩濃 度 を種々 上昇 さ せ ， 抗体親和性 を検討 し

た 結果 を以下 に 示 す。

　 RIA に て 抗 DNA 抗 休 が 高 値 を 示 す SLE 血 清

50 例 （平 均 抗 dsDNA 抗 体 価 161．81U／ml ，腎 障 害

有 り 27例，同無 し 23例）の 血清を対 象 と し た．S1

ヌ ク レ ア ーゼ処理精製仔牛胸腺 DNA を固相 化 した
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EIA を 用 い ，血 清希釈液 に NaCl を 0，0．1〜0．5M 濃

度 とな るように 加 え，各塩濃度 に お け る抗 dsDNA 抗

体価を測 定し た．

　 そ の結果 （図 5），抗原抗体反応時の塩濃度が O．2M

以 下 で は 腎障害有 り群 の ほ う が 有意 に 高い 抗 dsDNA

抗体価 を 示 し た が ， 0．3M 以上 で は有意差は認め ら れ

な か っ た ．こ の 塩濃度は 予想外 の 低濃度で あ っ た ．

　次に塩 濃度が （A ）M の と き の 抗体価か ら よ り高い 塩

濃度（B ＞M の 抗体価を減じた 抗 DNA 抗体価 は，塩濃

度（B ）M で は DNA と結合 で きな い が ，（A ）M で は結

合 で きる抗体 に 等 しい ，と い う仮説 を立 て て 分析 した．

そ の 結果 （表 3），腎障害有 り群 と無 し群 を比較す る

と ， 0．1M の 抗 体 価 よ り 0．3M の 抗 体 価 を 減 じ た

（0．1− 0 ．3）M で の 抗体 平均値 に お い て も っ と も強 い 有

意差が 認 め ら れ ， こ の 有意差 は ， 0，0M ， 0．1M ， 0．2

M 単独 EIA で 確認 さ れ た 有意差 よ り も よ り強 か っ た 。
一

方，（0．0− 0．1）M で の抗体平均値に は有意差は認め

ら れな か っ た．

　以 上 の 結 果，0．O　M ，〔）．1M ，0，2MEIA で の 抗 体

価は 腎障害 の 有無で有意差が 認め ら れ た もの の ，
こ れ

らの 中に は腎障害 との 関連性が 低 い 抗体，すなわ ち

O．3M 以上 の EIA で 検 出す る抗 体 と （0．0− 0，1）M の

抗体 が 含 まれ て い る こ とが 考 え られ
，

こ れ ら の 抗体 を

除外 した （O．1− O．3）M の 抗体が もっ と も腎障害 と関連

す る抗 DNA 抗体 で あ る こ と が 考 え られ た ．

　抗体親和性 の 面 か ら考察す る と，高，低親和性 の 定

義 が な い 今 口，0．IM 未満 の 塩濃度 で 測 定可能な抗体

を低親和性 と し，0 ．2M 以 上 を高親和性 と定義す れ ば

（0，1− 0．3）M 抗体 は高親和性 に 属す る抗体群 と な る．

しか しより高塩濃度 で 残存す る抗体 を高親和性 とす れ

ば， こ の 抗体群 は高，低親和性 の 中間 に 属 す る抗体 と

い う こ と が で きよ う．

4． 陽性荷 電抗 DNA 抗体

　以 一fl述 べ た抗 DNA 抗体 は ど の よ うな機序 で SLE

腎炎を惹起 す る の で あ ろ うか ． こ の 点 に 関 して は今 日

に お い て も免疫複合体 説 が 有力 で あ る．し か し循環 血

中の DNA 抗 DNA 抗体 複合 体 が腎 に 直接 沈 着す る

とい うか つ て の説 は否定さ れ ， 腎局所 in　 situ で の 免

疫 複合体形成説
14 ）が有力視 され て い る．す なわ ち陽

性 に 荷電 し た 抗 DNA 抗体 が 発現 し， こ れ が 腎糸球 体

基底膜 の ヘ パ ラ ン 硫酸 な どの 陰性荷電部位 に 静電的に

結合 し， こ れ に 抗原 DNA が 反応 し て 腎 炎 が 惹起 さ れ

る と い う説で あ る．

　 まず NZB ／NZW 　 F　1ル
ープ ス マ ウ ス に お い て は，

腎障害 を欠 く若齢時 に は抗 DNA 抗体 は低親和 性で ，

等電点も中性 で あ る が，腎炎を 発症す る 月齢 と な る と，

高親和性で 陽性に荷電 し た抗 DNA 抗体が 出現 す る こ

とが 明 ら か に さ れ て い る
’5・16 ）． こ の よ う な高親和性で

陽性 に荷電 し た抗 DNA 抗体の発現 は ， 免疫 グ ロ ブ リ

ン 遺伝子 で繰 り返 され る突然変異 に よ っ て ア ル ギニ ン ，

リ ジ ン な ど の塩基性 （陽1生荷電）の ア ミ ノ酸へ の 置換

が起 こ るた め と さ れ て い る．

　 ヒ ト SLE に お い て も腎障害 を有す る活動期 の SLE

に ヘ パ ラ ン 硫酸 と強 く結合する陽性荷電 の 抗 DNA 抗

体が 発現 し，治療 と と も に 消失す る こ と が 報告
’η さ

れ て い る。

5． 抗 DNA 抗体の 性状よりみ た

　　ア フ ェ レ シ ス の 適応

　近 年，デ キ ス トラ ン 硫酸カ ラ ム に よ っ て 選択的に抗

DNA 抗体 を除去す る こ と が 行わ れ る よ うに な っ た ．

デ キ ス トラ ン 硫酸は陰性荷電物質で あ る た め ， こ の カ

ラ ム を用 い て 高親和性で陽性荷電の抗 DNA 抗体 を吸

着，除去す る こ と は 理 に 適 っ た方法 と考え られ る．し

か し そ の 効果 は
一

時的 で あ り，吸着療法だ け で は短時

間 に 抗体価 は再 上 昇 す る．そ の た め 後療法 と し て ス テ

ロ イ ド剤の 併用 が 不可欠 と な る．

　図 4 は 抗 DNA 抗体 が 異常高値 を 示 し た一例で あ る．

パ ル ス 療法 を含む大量 の ス テ ロ イ ド剤の投与に よ っ て

抗体価 の 低下 が認め られ た が ， 抗体の再上 昇 と高親和

性抗体 の 残存が認め られ た た め，デ キ ス トラ ン 硫酸 カ

ラ ム に よ るア フ ェ レ シ ス を繰 り返 し た結果 ， 抗体価の

低下 と ス テ ロ イ ド剤 の 減量 に 成功 し た症例で あ る．

　抗 DNA 抗体が 陽性の場合，そ の 抗体価が 異 常高値

を示 し て い て も，大量 の ス テ ロ イ ド剤 （パ ル ス 療法 を

含む ）に よ っ て低下 す るの が 一般的で ある。し た が っ

て抗体価 が高 い か ら と い っ て無差別 に ア フ ェ レ シ ス を

行 う こ と に は問題が あ る．そ の 適用 と し て は大量の ス

テ ロ イ ド剤 を投与 して も抗体価，と くに 高親和 性抗体

の 低下 が遷延 す る場合や ，ス テ ロ イ ド剤の 大量投与を

回避 せ ざるをえな い 事態 が 発生 した場合な どが 考え ら

れ る．また ア フ ェ レ シ ス の 併用 は，抗 DNA 抗体 を い

ち早 く除去 して 組織障害 の 拡大 を抑制 し，か つ ス テ ロ

イ ドの 減 量 化 が 図 れ る 利点 な ど も考 え られ る が ， 今後

の さ ら な る検討を要す る と こ ろ で あ る．

　検査法 か ら ア フ ェ レ シ ス の 適応 を 考察 す る と，上述

し た RIA と EIA との 間に 生 じ る解離現象に は注意す
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べ き で あ り， 高親和性抗体を検出 し や す い RIA に よ

る抗 DNA 抗体価 を参考 に し て適応 を決 め る こ と が 重

要 と考え ら れ る．
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