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リコンビジェン抗DNAキットを用いた抗DNA抗体価測定の
　　　　　　　　　　　　基礎的ならびに臨床的検討

Fundamental　and　Clinical　Evaluation　in　Measurement　of　Anti－DNA

　　　　　　　Antibody　by　Recombigen　Anti－DNA　Kits
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1．緒　　言

　抗DNA抗体の検川はSLEの診断・疾患活動

性の評価に際して重要な手掛かりを与えてくれる

ものである1”5）が，従来その測定については感

度・特異性で種々の問題があった．radioimmuno－

assay（RIA）法による抗DNA抗体の測定は感度

の点で受身1血球凝集（PHA）法などに比し優れて

いる3’6・7）が，補体等の血清成分の影響を受けるこ

とs”11）から，非働化などの操作を必要とする煩雑

さがk・　・・た．主た，SLEの疾患特異性にっいて

も決して一十分といえる圭でには至っていない．今

回，われわれは遺伝子工学の手法により大腸菌由

来フ゜ラスミドから制限酵素にて切断することによ

り得られた高純度の1251－recombinant　DNAを用

いた抗DNA抗体RIAキットを使用し，その基

礎的ならびに臨床的検討を試みた．

H．測定方法

D　本キットの構成および内容

（1）　1251－DNA

（2）抗DNA抗体標準血清
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　61農度（o，5，lo，25，50，100　U／m’）の標準1血1吉

が用意されている．

　（3）抗DNA抗体コントロール

　2種類（1：低f直，2：高値）のコントロール血清

が月」意されている．

　（4）B／F分離剤（61％飽和硫酸アンモニウム

溶液）

　2）操作手順

　（1）検体（lllL清）または各濃度の標準」flL清25／tt

を，チューブに人れる．

　（2）1251－DNA　200　lt／を各チ．・一プに加えて混

和する．

　（3）37℃で2時間インキュベートする．

　（4）B／F分離剤を1．O　mlずつ加え混和する．

　（5）2，000×9で15分間遠心する．

　（6）各チューブから上清をデカントまたは吸

引にて完全に除去する．

　（7）チューブの放射能をガンマカウンターに

て1分間計測する．

　（8）　各標準1血清のB／T（°／。）から，標準曲線を

作成して検体の抗DNA抗体価を算出する．

III．実験方法および実験対象

　測定法に関する基礎的検討として，インキュベ

ー ション温度および時間の標準曲線に及ぼす影響，

　Key　words：　Recombinant，　DNA，　Double－stranded，

Antibody，　SLE．
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各種血清成分・抗凝固剤の影響，再現性，回収率，

56°C，30分間加熱による非働化の影響，測定さ

れた抗体の特異性などを検討した．

　臨床的有用性についての対象は健常成人92例，

全身性エリテマトーデス（SLE）52例，慢性関節

リウマチ（RA）38例，悪性関節リウマチ（malig・

nant　RA）1例，結節性動脈炎（PN）4例，進行性

強皮症（PSS）14例，多発性筋炎／皮膚筋炎（PM／

DM）および混合性結合織病（MCTD）各3例，

Sj6gren症候群9例，　Behget病6例，過敏性血管

炎および大動脈炎症候群各1例，自己免疫性甲状

腺疾患47例，糖尿病10例の計281例である．一

部の検体についてこれらの測定値とAmersham

社製抗DNA抗体キットによる測定値と比較検討

した．

　実験に使用した標準血清は日本DPCより供与

された同一一ロット血清を用いた．Cold　DNAとし

て大腸菌により産生され制限酵素にて切断した二

重鎖recombinant　DNA（dsDNA：M．W．7．84×105

Da）およびそれを100℃加熱急速冷却して作製し

た一重鎖DNA（ssDNA）を使用した．　Clqは米

増の方法12）により精製し，α2－macroglobulinは

Sigma社製，ヘパリンはノボ社製を用いた．

IV．結　　果
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　（1）Incubation時間，温度の影響

　　（Fig．1，Table　1）

　標準曲線に及ぼす，incubation時間と温度の影

響について検討した．incubation時間については

30分，1時間，2時間，4時間において標準曲線

に差が認められなかった．また，incubation温度

の検討では同じく，4°C，室温，37°Cのいずれに

おいても標準曲線には全く差を認めなかった

（Fig．1）．低結合率および高結合率を示す2検体

につき温度による影響をみると，その測定値は

Table　1に示したように，2検体とも温度の上昇

とともに測定値は高くなる傾向を示した．時間の

影響では2検体ともに時間とともに抗体価の上昇

を示したが，2時間でほぼ平衡状態に達した．

510

　　　　　　　　Ant卜ONA　entlbodv　｛U／mI）

Fig．1　Ef『ects　of　incubation　time　and　temperature．

Table　l　EffTects　of　incubation　time　and　temperature

　　　　on　the　measurements　of　serum　sample

l）　Temperature

　　Sample　　　　　　（A）

4C　　　　　　　　 8．2二土0．4　U／ml

Room　temperature　11．O±O．7

37〔C　　　　　　　　　　　　l3．6土0．3

　n－－3，　mean土SD

2）　Incubation　time

　　（B）

26．0土0．8U／m／

3L5止1．3

38．8ユ0．8

　Sample

　30min
　60　min
　1　20　min

　240min

n＝3，　mean土SD

　　（A）

9．2土0．6U／m／

11．3：LO．4

12．4士0．3

12．5土1．8

　　（B）

28．9±3．lU／m’

32．0：LO．1

38．5土1．1

42．0：1：3．6

　（2）血清成分による影響（Fig．2）

　次にRIA法による抗DNA抗体測定に影響す
ると報告・されているClq，α2－macro910bulin，　hep・

arin，および赤血球溶血の影響について検討した．

Clqおよびα2－macroglobulinについては，高力

価の抗DNA抗体を含む血清と低力価の抗DNA
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Fig．2　Effects　of　Clq，　alpha・2　macroglobulin，　heparin　and　packed　red　cell　on　the　binding

　　　of　anti・DNA　antibody　to　1251－DNA．

抗体を含む血清に，clqは最終濃度200，400　ng／

m1，α2－macro910bulinについては2．5，5mg／m1を

添加した．ヘパリン0．01～100U／ml，15または

30μ1の濃縮赤血球液添加の影響についても検討

した．いずれも無添加時の値を100％として比較

した．これら血清成分およびヘパリンは測定値に

有意な変化を及ぼさなかった．

　（3）再現性（Table　2）

　抗体価の異なる5検体を用い10回の測定を行

って得たintraassay　variationのCV値は2．1～

7．0％，同じく6検体につき6回測定して得た

interassay　variationはCV値1．1～6．1％でいずれ

も十分満足すべき値が得られた．

　（4）回収率・非働化の影響（Table　3）

　既知の18．75U／mtのサンプル血清に2．5～50

U／m1の標準血清を添加して得た回収率は予測値

の98．8～109．5％，mean土SD　103．1圭4．3％と良好

な結果が得られた．

　非働化の影響をみるため12検体につき未処理の

検体と非働化後の検体につき，それぞれ無処理と

非働化処理を行った標準血清により作製した標準

曲線から求めた値を比較した．標準血清を非働化

すると1251－DNAへの結合率は無処理の場合に比

Table　2　Precision　and　reproducibility　of　the　assay

1）　Intraassay　variation

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（U／m1）

No．（1） （2） （3） （4） （5）

n　　　　　10　　　10
mean　　　ll．8　　23．5

SD　　　　　O．63　　1．07

CV（％）　　5．4　　　4．5

10　　　10　　　10
40．5　　　　41．1　　　　72．0

0．86　　　　2．86　　　　3．37

2．1　　　　7．0　　　　4．7

2）　Interassay　variation

（U／m1）

No．（1）　　（2）　　（3）　　（4）　　（5）　　（6）

n　　　　　6　　　6　　　6　　　6　　　6　　　6

mean　　10．8　11．5　21．1　37．4　39．4　165．2

SD　　　　O．63　0．34　0．83　1．48　0．3410．3

CV（％）　　5．9　　3．0　　3．9　　4．0　　1．1　　6．1

較して，OU／m1で90土0％（mean±SD），5U／m1

87土6％，10U／ml　85土2％，25　U／m183土1％，50

U／m185士1％，100　U／m180土3％と軽度の結合

率低下を認めた．検体，標準血清ともに非働化し

た場合，非働化後の値は無処理の87．5～113．7％，

mean土SD　98．8土7．9％であった．また，両者の

測定値にはr＝0．99998の相関があった．一方，7

検体につき非働化処理を行った場合と行わなかっ

た場合につき，無処理の標準血清を用いて作成し
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Table　3　Recovery　study　and　the　effect　of　inactivation

1）　Recovery　study

Expected　Measured　Recovery
value　　value　　（％）

320・

　　　　　AddedSample
　　　　　sample

250

18．75　　　　　　　2．50

（U／m1）　5．00

　　　　　12．50

　　　　　25．00

　　　　　50．00

21．25

23．75

31．25

43．75

68．75

21．0

26．0

31．9

43．7

72．4

98．8

109．5

102．1

99．9

105．3

mean十SD　103．1＋4．3

2）　Effect　of　inactivation

　　　　　UntreatedSample
　　　　　　sample

Inactivated　　Recovery
　sample　　　　（％）

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
1
　
1

184．4

2，296．0

　36．1

　22．1

　21．6

　78．2

　18．4

　40．0

　40．6

　39．3

　53．5

　39．0

　193．2

2，300．0

　36．0

　21．5

　20．0

　69．7

　16．1

　39．5

　37．9

　44．7

　58．9

　38．8

104．8

100．2

99．7

96．8

92．6

89．1

87．5

98．8

93．3

113．7

110．1

99．5

　r＝0．99998　mean±SD　98．8±7．9

　p＜0．0001

た標準曲線から読み取った測定値の比較では非働

化後の値は非働化しなかった場合の73．5～91．7％，

mean±SD　82．2±6．8％であった．以上から，本

測定法では非働化により標準血清，検体ともに結

合率が約10～20％低下するが，両者の低下率は

ほぼ一致し，非働化の有無による差はほとんどな

いと考えられた．

　（5）他社製抗DNA抗体RIAキットとの相関
　　（Fig．3）

　同一検体における本法による抗DNA抗体価

とAmersham社製抗DNA抗体キットによる測
定値との相関をみるとr＝0．846と良好な相関を

示したが，一部に測定値の解離が認められた．

SLE以外の検体は全例本法による測定値が

Amersham社製抗DNA抗体による測定値より

低値を示した．一方，SLEの検体では本法のみ
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Fig．3　Correlation　between　anti－DNA　antibody　values

　　　by　Recombigen　anti・DNA　kit　and、　those　by

　　　Amersham　kit．（●）patients　with　SLE（○）

　　　control　subjects　and　patients　with　rheumatic

　　　diseases　other　than　SLE．

高値を示す例が，本法のみ低値を示す例よりやや

多かった．

　（6）正常者および各種疾患における抗DNA抗

　　体値（Fig．4）

　本測定法による正常者および各種疾患の抗

DNA抗体価を示す．健常成人92例のmean土SD

は5．16土2．33u／m1であり，mean÷2sDから求

めた正常値は9．81U／ml以下である．活動性の

SLE　32例では130．7士533．O　U／m1で69％（22／32）

が正常範囲を超えて有意に上昇がみられ（p＜

0．005），一方非活動性のSLE　20例では9．4土16・1

Ulmlで30％（6／20）が正常範囲を超えていた．活

動性および非活動性SLE間には有意な差が認め

られた（p＜0．01）．非活動性で抗DNA抗体価の

上昇がみられた6例はいずれも1年以上軽度の紅

斑，抗核抗体を認める以外，症状・所見とも異常

なく，プレドニゾロン1日量5mg以下にて維持
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Fig．4　Titers　of　anti・DNA　antibody　in　various　disorders．

されていた．しかし，2例はその後白血球減少，

血管炎によると思われる腹痛を生じプレドニゾロ

ンを増量した．RA　38例は平均7．6±23．O　U／ml

であり，2例（131．5，64．4U／m1）5．3％カミ正常範

囲以上であった．その他の疾患ではMRA（35．3

U／m1）およびMCTD（101．4　U／m1）の各1例ずつ

が正常範囲を超えて陽性であった．PN，　PSS，　Sj6・

gren症候群，　Behget病などの膠原病およびその

他の類縁疾患，さらに臓器特異的自己免疫疾患で

あり近年抗DNA抗体の陽性率が高いことが報告

されている自己免疫性甲状腺疾患および糖尿病は

全例低値であった．

　（7）抗DNA抗体特異性の検討（Fig．5，　Fig．6）

　SLE以外で抗DNA抗体価が上昇していたRA

の2例，MCTD，およびMRA各1例の血清に
0．1pmoleのrecombinant　dsDNAを添加し，1251一

recombinant　DNAとの結合をみた．対照として

8例の抗DNA抗体価高値のSLE血清を用いた．

Fig．5に示したように，いずれも33．0～68．3％の

inhibitionがみられた．　SLE以外の疾患では37．2％

から58．8％であり，一方SLEでは33．0％から

68．3％で両群間には差を認めず，いずれの検

体も少なくともdsDNAに特異的な抗体を含んで

いた．次に，このRAのNo．1とSLEのNo．12
の血清を用いて1251－recombinant　DNAとの結合

に対するcoldのrecombinant　DNA添加の影響

をみた．Fig．6に示したように，両血清とも

dsDNAおよびssDNAによりその結合は阻害を

受ける．最大結合の50％阻害を受けるmole濃

度をdsDNAを分子，　ssDNAを分母にとり比を

とると，RA　O．292，　SLE　O．386とややSLEで高い

が，ほぼ同程度の値を示した．inhibitionを示し始
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Fig．6　Displacement　curve　of　i251…DNA　binding　to　anti－DNA　antibody　by　recombinant

　　　DNA．

めるssDNAの最小mole濃度はそれぞれ0．06～

O．08　p　mole，0．11～0．15　p　moleとSLE血清の方

がやや高かった．

　（8）症　例（Fig．7）

　SLE　29　k女性で少量のプレドニゾロンにて寛

解状態にあったが，精神神経症状出現し1987年

12月当科に紹介入院した．大量のプレドニゾロ

ンおよびパルス療法により精神神経症状改善し，

同時に血清補体値も改善をみた．この間抗DNA

抗体も急速に低下し，精神症状および補体の正常

化とよく平行していた．

V．考　　察

　抗二本鎖DNA抗体はSLEに特異的に出現し，

疾患活動性とよく相関するといわれている1”’5）．

しかし，その測定法には種々の問題点が存在する．

RIA法は感度において優れている3・6・7）が，標識

DNAの純度13・14），標識DNAと抗体以外の血清

成分との結合15）等の問題点が報告されている．本

キットに用いられている1251－DNAは1251－dCTP

を大腸菌にDNA　polymeraseにより取り込ませ，

制限酵素により切断して得られた分子量1．1と
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Fig．7　Anti－DNA　antibody　in　a　patient　with　SLE．

1．2Kbpの非常に精製された1igandである．アガ

ロースゲル電気泳動，オートラジオグラフィーに

よる検討でも単一なbandとして検出される16）．

また，組み換えプラスミドから1251－DNAを得て

いるため，ロット間のばらつきが非常に少ないと

いわれている1？）．今回の検討でも測定間変動係数

は小さく再現性に優れていることが確かめられた．

さらにわれわれの検討でSLEに検出された抗体

と1251－DNAの結合はcoldのrecombinant　DNA

によりdisplaceされたことから本法で測定される

抗DNA抗体はdsDNAに特異的と考えられる．

高濃度のssDNAによってもdisplaceされたのは

SLE，　RA，　MRA，またはMCTD血中には抗

ssDNA，抗dsDNA両者と反応する抗体があるこ

と，抗dsDNA抗体とのcross－reactivity，さらに作

製したssDNAの一部が二本鎖となったいわゆる

anealingの部位と反応している18）などの可能性が

考えられる．しかしながら，本法で測定された抗

445

DNA抗体はSLEでは他のキットと同様に高い陽

性率を示したのに対し，他のいわゆる膠原病およ

び臓器特異的自己免疫疾患での陽性率が非常に低

く，ことに他の測定法を用いて報告されている甲

状腺疾患19），糖尿病20）での陽性例はなく，この点か

らも本法で測定した抗DNA抗体は疾患特異性が

高いと考えられる．他社キットと比較すると本キ

ットの測定値とよく相関したが，一部解離し，全

般に本キットでの測定値が低い傾向にあった．こ

の点からも本キットで測定した抗DNA抗体は

SLEに疾患特異性が高いことと関連していると考

えられた．しかし一部の検体は本キットの測定値

がより高く，その差異については1251－DNAとの

親和性が検体により異なるためと思われる．本キ

ットに使用されている標準血清は非常に平衡状態

に達するのが早く，incubation時間，温度の検討

では検討した範囲内では時間，温度に影響される

ことなく，標準曲線が一致したが，実際に症例の

血清を検討すると，時間・温度とともに結合率が

上昇するのでキットに添付されたマニュアルどお

り37°C，2時間のincubationが至適と考えられ

る．

　血清中の補体8），oc　2・macroglobulin9）等の蛋白が

1251－DNAと結合し，測定値に影響することが知

られている．本キットに用いられている1251－DNA

は抗原が純化されssDNAの混入がない16）ため，

これら蛋白との結合が低いと考えられる．実際

in　vitroでの検討でClq，α2－macroglobulin，ヘパ

リンは測定値にほとんど影響しなかった．また，

溶血により血球からDNAが溶出し，抗DNA抗

体測定に影響すると考えられるが，充填赤血球を

添加しても測定値は影響を受けなかった．非働化

操作により抗体の結合率は軽度低下するが，検体

と標準血清の低下は同じで，同様の処理をした標

準曲線での測定値は非働化操作をしなかった場合

の測定値とよく一致した．したがって，従来のキ

ットで行われていた非働化の必要がなく，操作が

容易で短時間に結果を得ることができる利点があ

る．

　SLEの活動性の比較では臨床的な症状・検査所
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見から活動性を評価しているため，他の報告14・21）

と同様，大部分は抗DNA抗体価と活動性・非活

動性の病態との間に関連性がみられたが，一部で

活動性と抗体価の間に差がみられた．今回検討し

た非活動性の症例で抗DNA抗体が高かった例は

測定の前後6か月以上臨床症状，他の検査成績に

変化がなく，治療によっても抗DNA抗体が低下

しなかったためとは考えにくい．むしろ臨床症状，

尿・血液生化学所見や血清補体値などに変化を生

じない範囲で主として抗DNA抗体産生のみが高

まっている症例と考えられ，より長期の臨床経過

との関連性をみる必要があると考えられた．さら

に，解離がみられた理由の1つには臨床的に寛

解・増悪に先行して抗DNA抗体が変動している

可能性が考えられる．このことは呈示した症例や

非活動性でありながら，抗体価が高かった2例が

その後急性増悪していることがこの可能性を示唆

している．

VI．まとめ

　1251－recombinant　DNAを用いた抗DNA抗体

測定についての基礎的ならびに臨床的検討につい

て報告した．本法は非働化の必要がなく，再現性

に富み，活動期SLEに高率に陽性化し，さら

にSLEに疾患特異的に検出されるので臨床的に

有用と考えられる．

謝辞　リコンビジェン抗DNA抗体キットならびに組

み換えDNAを提供いただきました日本DPCコーポレ
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