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報告

要旨

Abstract

抗 DFS70抗体を DFS70抗原で免疫吸収処理後に間接蛍光抗体法（IF法）を実施する検査を検討した。健
常人 247名を対象とし、抗核抗体陽性率を従来の IF法と本法を比較し、従来の IF法と本法による DFS型判
定と ELISA法による抗 DFS70抗体の有無を比較する。さらに、抗 DFS70抗体を吸収処理後の健常人の抗核
抗体陽性率を調べた。
抗核抗体の陽性率は従来の IF法、本法で、それぞれ 15.0%、19.8%であった。本法での免疫吸収未処理の陽
性例は 49例、免疫吸収処理後の陽性例は 38例と、抗核抗体陽性数が 11例減少した。DFS型出現頻度は従来
の IF法、本法で、それぞれ 9.7%、12.6%であった。しかし、免疫吸収処理後で DFS型を示した例があった。
本法は、DFS型の検出を抑制する点で IF法の検査法として有用であるが、DFS70抗原での吸収処理は不十
分であるかもしれない。

キーワード：抗核抗体、間接蛍光抗体法、抗DFS70抗体、吸収処理、健常人

We investigated a reagent kit for performing the indirect immunofluorescence assay (IF) on 

a sample after immunoabsorption of anti-DFS70 antibody with DFS70 antigen.

The positivity rate of antinuclear antibody (ANA) was compared between the conventional 

IF and this method in 247 healthy individuals(HI ), and the DFS pattern by the conventional 

IF and this method was compared with the presence of ant i -DFS70 ant ibody by enzyme-
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はじめに

抗核抗体検査は自己免疫疾患の診断や病態の把
握において重要な検査で、現在 HEp-2細胞（ヒト
喉頭癌由来培養細胞）を核材とした間接蛍光抗体
法（IF法）が広く使用されている 1）。

2014年に IF法による抗核抗体検査の染色型分類
国際的コンセンサス（ICAP）が提示され、通常の
染色型判定の Speckled型分類において Dense fine 

speckled型（DFS型）を個別に判定することが強
く推奨された 2）。しかし、抗 DFS70抗体の有無は
IF法の染色型で分類するのが一般的であるものの、
DFS型は典型的な染色型を除いて、他の抗核抗体
との共存により判定が難解な場合が多く 3）、臨床検
査室からの抗核抗体の染色型は、「DFS型」と判定
せず、「Homogeneous & speckled」として曖昧な
まま報告されることが多い 4,5）。
抗 DFS70抗体は健常人での陽性頻度が高く、実

際の臨床の場に混乱を招く一因になっている 6,7）。
また、抗 DFS70抗体陽性かつ膠原病に関連する自
己抗体が陰性であれば（抗 DFS70抗体単一陽性）、
膠原病の可能性が低いとするようなアルゴリズム
を推奨している 8）。抗 DFS70抗体を検出し、除外
して IF法を判定することは、これまで抗核抗体陽

性という所見だけで必要以上に膠原病を疑い、患
者に不必要な検査を強いることを回避できる点に
おいて重要である。
近年、DFS型の確認検査として、ELISA法、イ

ムノドット法、DFS70抗原をノックアウトした
HEp-2細胞による IF法および DFS70抗原吸収後
の IF法などの抗 DFS70抗体の検出法が開発され
ている 9,10）。前者 2法は抗 DFS70抗体の確認法で
あるのに対し、後者 2法は抗 DFS70抗体の有無と
同時に、IF法の特徴である染色型や抗体価が検査
できる点において有用である。
この度、抗 DFS70抗体を DFS70抗原で免疫吸
収処理した後に IF法を実施する検査を従来の IF

法と比較して、その有用性を評価するとともに、
抗 DFS70抗体を吸収処理した後の健常人の抗核抗
体陽性率を調べた。

材料および方法

1．対象
神戸大学病院職員健診で特に異常の認められ
なかった健常人 247例（年齢中央値 24歳 ; 範囲
21–62歳 ; 男性 123名 , 女性 124名）の血清を健常
人として使用した。試料は血清分離後、–40℃以下

l inked immunosorbent assay (ELISA) .  Furthermore , the ANA posit iv ity rate of HI a f ter 

immunoabsorption with anti-DFS70 antibody was examined.

The ANA positivity rate by the conventional IF and this method were 15.0% and 19.8%, 

respectively. Forty-nine cases were positive without immunoabsorption, and 38 cases were positive 

after immunoabsorption, with the number of ANA positives decreasing by 11 cases.

The frequency of the DFS pattern was 9.7% and 12 .6% in the conventional IF and this 

method, respectively. However, there were cases that showed DFS pattern after immunoabsorption.

Although this method is useful as an IF method that suppresses the detection of DFS 

pattern, immunoabsorption with the DFS70 antigen may not be sufficient.

Key words: antinuclear antibodies, immunofluorescence assay, DFS70, immunoabsorption, healthy 

individuals
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で保存した。なお、本研究は本学倫理委員会（承
認番号 :神常大研倫第 19-16号）および神戸大学
大学院医学研究科医学倫理委員会の承認（承認番
号 :1467）を得て実施した。

2．機器および試薬
抗 DFS70抗体を DFS70抗原で吸収処理した後に

IF法を実施する検査「INOVA Lite® HEp-2 Select® 

Kit with DAPI」（INOVA社、米国、以下本法）は、
DFS型に影響されずに染色型を判定できるとい
うコンセプトの元に開発されたキットである。本
法での免疫吸収未処理の検査は別販売されている
（「INOVA Lite® HEp-2 ANA kit」（INOVA社、米
国）と同一で、通常の IF法にあたる。
抗 DFS70抗体の確認検査は、昆虫細胞発現系蛋

白を抗原とした ELISA法による抗 DFS70抗体検
査「DFS70 ELISA Kit」（医学生物学研究所 :MBL

社、以下 ELISA法）を使用した 7,11）。従来の IF法
による抗核抗体の測定には、コンピューター支援
型顕微鏡システム EUROPattern （EUROIMMUN 

AG, ドイツ、以下 EPA）を使用し、試薬として
Premmune HEp20-10  FANA（EUROIMMUN AG, 

ドイツ、以下従来の IF法）を用いた 12,13）。

3．方法
健常人 247名を対象とし、従来の IF法と本法
で抗核抗体の陽性率を比較した。また、従来の IF

法による DFS型と本法および ELISA法による抗
DFS70抗体の有無を比較検討した。

A．検討試薬
本法は免疫吸収処理した試料に IF法を実施する
測定法であるが、今回は抗 DFS70抗体の有無を評
価するために、免疫吸収処理した試料と未処理の
試料での最終的に得られた蛍光輝度を画像処理用
プログラムで処理し、両者の輝度を比較した。
操作説明書に従って、①予め血清を免疫吸収処
理液（DFS70抗原を含む検体希釈液）で 1：80希

釈し、室温で 30分間インキュベートして DFS70抗
体を吸収させた試料および PBS緩衝液で 1：80希
釈した試料を用意した。②処理した試料を湿潤箱
で HEp-2細胞基質スライドと室温 30分間インキュ
ベートし、PBS緩衝液で洗浄し B/F分離した。③
FITC標識抗ヒト IgG抗体と室温 30分間インキュ
ベートした後に非結合 FITC標識抗ヒト IgG抗体
を洗い流した。④封入剤とともにカバーグラスで
封入し、蛍光顕微鏡 Eclipse 800（ニコン社、励起
フィルター：B2-A）で鏡検した（図 1）。目視判
定は 2人の検者で協力して同時に判定した。染色
型にかかわらず核内に蛍光を認めない場合を陰性、
認める場合を陽性と判定した。
添付文書の指示通りに、精度保証はアッセイ毎
に次のように実施し確認した。① ANA陽性コント
ロール、陰性コントロール、DFS70陽性コントロー
ル（免疫吸収処理液で処理した 1：80希釈試料お
よび PBS緩衝液で 1：80希釈した試料）を被検試
料と同時にアッセイした。②陰性コントロールは、
基質への反応が見られない。③ ANA陽性コント
ロールは、homogeneous型で輝度 3 +以上を示す。
④ PBS緩衝液で 1：80希釈した DFS70陽性コン
トロール試料は、DFS型で輝度 1+ ～ 2+を示す。
（間期核および分裂中期クロマチンの染色特徴の確
認）⑤免疫吸収処理液で処理した DFS70陽性コン
トロールは、基質への反応が見られない（陰性）。
今回の検討では⑤処理後陽性コントロールにお
いて、完全に陰性化していないアッセイもみられ
た。

1：80希釈試料において、陽性を示した検体に
ついては免疫吸収処理前後の試料の画像を次のよ
うに撮影し計測した。①顕微鏡に設置したデジタ
ル CCDカメラ C7780（浜松フォトニクス）で画
像を撮影した。②画像を画像解析ソフトウェア 

WinROOF2018（三谷商事）に取り込んだ。③免疫
吸収処理前と免疫吸収処理後の画像をRGB分離し、
緑色画像の間期核（10個）の平均輝度（ピクセル）
を計測した。④免疫吸収処理前後の平均輝度を比
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較した。

B．ELISA法
操作説明書に従って、用手法によって操作し、
吸光度は垂直透過型のマイクロプレート用分光光
度計を用い、index値 15以上を抗 DFS70抗体陽性
とした 11,13）。陽性例には ELISA法測定系の抗原に
よる抑制試験を実施した。

C．従来の IF 法
EPAは操作者に対する支援型顕微鏡システム

で、その染色型判定の正確さは以前報告したよう
に 55.3%であるため、判定能力のある技師によっ
て自動判定画像を確認する必要がある 13）。IF法は、
EPAの自動判定された画像を技師 2人で陰陽性の
判定（1:40希釈カットオフ）、染色型および抗体価
を確認し、EPAの自動判定が間違えていると判断
した場合は修正した 13）。基本的な染色型に加えて、
DFS型判定も行った。DFS型判定は、ICAPで示
された AC-2を参考とし、間期核全体的に観察され
る DFS型に特徴的なモザイク状の斑点染色（不均
一な斑点サイズ、不均一な輝度および不均一な密
度）を示し、有糸分裂核のクロマチン領域に同様

の染色（濃密で不均一な斑点）が見られる典型的
な染色像（図 2, 3）を DFS型とし（分類アルゴリ
ズムと代表的な画像はこのサイトで利用可能であ
る www.ANApatterns.org）、典型的でない染色像
は判定不能とした。

D．統計解析
カイ 2乗検定、比率の差の検定には StatFlex

（アーテック ,ver.7,日本）を用い、有意水準は p＜
0.05を有意とした。

結果

1．従来の IF 法による抗核抗体
従来の IF法による抗核抗体は 247例中 37例（男
性 8例、女性 29名）が陽性を示し、抗核抗体陽性
率は 15.0%であった（表 1）。

2．本法による抗核抗体
本法での免疫吸収未処理（通常の IF法にあたる）
が陽性を示した例は、247例中 49例（男性 15例、
女性 34名）で、抗核抗体陽性率は 19.8%であった
（表 1）。

図1　本法の操作手順を示す。
免疫吸収処理の操作手順（A）、通常の IF 法操作手順（B）。
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図3　健常人血清（抗DFS-70 抗体と他の染色型混在）による染色像の比較　吸収 IF 法（吸収前：c　吸収後：d）
cでは、間期核はモザイク状の染色、分裂核はクロマチン領域が染色される。
dでは、DFS型特有のモザイク状の染色が消え、Speckled 型染色像 (クロマチン領域 )が現れた。
※緑色の輝度強度を色別にWinROOFによる三次元解析で表示した。

表1　抗核抗体および抗DFS抗体の陽性数と陽性率の比較

図2　健常人血清（抗DFS-70 抗体単一陽性検体）による染色像の比較　吸収 IF 法（吸収前：a,　吸収後：b）
aでは、間期核はモザイク状の染色、分裂核はクロマチン領域が染色される。
bでは、間期核は染色されず、ほぼ陰性を示した。
※緑色の輝度強度を色別にWinROOFによる三次元解析で表示した。
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3．従来の IF 法によるDFS型出現頻度
従来の IF法による抗核抗体が陽性を示した 37

例のうち、染色型が DFS型を示した例は 24例（男
性 5例、女性 19名）であり、全体の DFS型出現
頻度は 9.7%（24/247）であった。なお、DFS型判
定不能例が 2例あり、2例とも ELISA法による抗
DFS70抗体は陽性であった（表 1）。

4．本法による抗DFS70抗体出現頻度
本法での免疫吸収未処理の陽性例は 49例、免疫

吸収処理後の陽性例は 38例と、抗核抗体陽性数
が 11例減少した。吸収が認められ抗核抗体が陰性
となった 11例は、すべて免疫吸収処理後の輝度に
10%以上の減少がみられ、ELISA法も陽性であっ
た。免疫吸収処理後で抗核抗体陽性を示した 38例
のうち、処理後の輝度に 10%以上の減少がみられ
たのは（他の ANA陽性 +DFS型）20例、輝度に
10%以上の減少がみられなかったのは 18例（他
の ANAのみ陽性）であった（図 4）。処理後の輝
度の減少がみられた 20例のうち、ELISA法陽性
が 17例、陰性が 3例であった。輝度に減少がみら
れなかった 18例のうち、ELISA法陽性が 3例あっ
たが、そのうちの１例（ELISA法 Index 109.0と高

抗体価）は試料を 20倍希釈して免疫吸収処理後の
輝度を測定すると、19.3%の輝度の減少がみられた
（表 1）。最終的に本法で吸収が認められた例（抗
DFS70抗体陽性）は 32例であったが、免疫吸収処
理後で抗核抗体陽性を示した 38例中、DFS型（染
色型）を示した例が 15例あった。

5．ELISA法による抗DFS70抗体出現頻度の比較
ELISA法による抗 DFS70抗体では、247例中 38

例（男性 15例、女性 23名）が陽性を示し、出現
頻度は 15.4%であった（表 1）。ELISA法陽性 38

例に抑制試験を実施したところ、全例で 50%以上
の阻害を示した。
従来の IF法 DFS型判定および本法の免疫吸収
処理前後で輝度に 10%以上の減少があった例を抗
DFS70抗体陽性とすると、ELISA法陽性 38例中、
従来の IF法では 24例、本法では 32例を捉えら
れ（20倍希釈で 10%以上の減少があった 1例を含
む）、その抗 DFS70抗体捕捉率は、それぞれ 63.2%

（24/38）、84.2%（32/38）であった（p=0.04）（表
2）。

考察

本法は、用手法による間接蛍光抗体法の操作を
実施した後に蛍光顕微鏡を使って目視で鏡検を
実施する方法および専用の自動蛍光顕微鏡システ
ム NOVA View®（Inova、米国）を使用して画像
解析から判定する方法がある 4,14）。今回は NOVA 

View®を使用できなかったため、用手法を実施し
て得られた蛍光顕微鏡画像を画像解析ソフトウェ
アに取り込み、免疫吸収処理前と比較して免疫吸
収処理後の輝度に 10%以上の減少がみとめられた
例を抗 DFS70抗体陽性として判定した。

ELISA法陽性例において抑制試験を実施したと
ころ、すべての検体で 50%以上の阻害が得られ
たことから、ELISA法をゴールドスタンダードと
して従来の IF法で得られた DFS型と本法での抗

図4　本法における吸収処理前後の症例数
赤字はELISA法陽性例を示す。
＊試料の 20倍希釈により免疫吸収処理後の輝度の減少
がみられた1例を含む。
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表2　本法、従来の IF 法および ELISA法におけるデータの比較

抗核抗体染色型　Ho：homogeneous型 , Sp：speckled 型 , Gra：granular型
従来の IF法は染色型（DFS型）により判定し、本法は輝度に 10％以上の減少がみられた例を
抗 DFS70抗体陽性とした。
＊試料の 20倍希釈により免疫吸収処理後の輝度の減少がみられた 1例
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DFS70抗体を比較した。
本邦における一般的な検査室で行われている IF

法による抗核抗体検査は、蛍光顕微鏡での検鏡時
に減光フィルターを使用するなどして、従来から
検査室毎に感度の調整が行われてきた 4,13）。今回使
用した EPAシステムは、本邦導入時に ANA標準
血清（66/233 NIBSC英国）を使って、感度およ
び陰陽性一致性の確認が行われ、一般的な検査室
の感度に合わせられている 13）。本法での蛍光顕微
鏡への取り込みには、減光フィルターを使用せず、
目視と同様の画像が取り込めるように設定した。
今回の従来の IF法と本法の比較検討において、こ
の画像取り込みの感度差のバイアスがあることを
考えなければならない。従来の IF法による抗核抗
体陽性率は 15.0%と比較して本法での抗核抗体陽
性率の 19.8%と高率となった原因と考えられる。

IF法による抗核抗体陽性率は、従来の IF法（1：
40希釈カットオフ）で抗体陽性率は 15.0%で、本
法（1：80希釈カットオフ）での免疫吸収未処
理（通常の IF法にあたる）での抗核抗体陽性率は
19.8%であった（表 1）。Tanらは、世界中の 15の
機関の健常人における IF法による抗核抗体の基準
範囲を調査し、ラボ内およびラボ間でばらつきが
あったものの 31.7%（1：40希釈カットオフ）を報
告している 15）。我々が報告した IF法による日本人
健常人での抗核抗体陽性率は 26.8%（132/492）で
あり 16）、ラボ間、HEp-2細胞の固定法など基質の
違いおよび蛍光顕微鏡の設定の違いによって、抗
核抗体陽性率は大きく異なる。
本法は、DFS70抗原で吸収処理した後に IF法
を実施できる特徴があり、抗 DFS70抗体の存在に
影響されずに染色型を判定できるコンセプトの元
で開発されたキットである。C Bentowらは本試
薬の開発時に基本的染色型 4種類を示す検体に抗
DFS70抗体陽性検体を段階的に混合した試料を免
疫吸収処理前後で比較し、混合前の染色型にもどる
こと、他施設から集めた検体（n=99）は吸収によ
り輝度が低下すること（中央値の減少 87.0 vs. 14.0 

LIU; p<0.0001）を確認している 9）。ただし、健常
人は 11例しか使用していない。本検討は病院職員
247名を健常人として使用し、吸収前後での抗核抗
体の陽性率を示している点で評価できる。
本法での免疫吸収処理後に DFS型（染色型）を
示したものが 15例あったこと（データは示してい
ない）、吸収されなかった試料１例（ELISA法高抗
体価）をさらに希釈した試料で吸収が確認されたこ
とから、本法の DFS70抗原での吸収処理は、不十
分であるかもしれない。また、ELISA法高抗体価
で、吸収されなかった試料 2例（No.86と No.206）
は、さらに希釈した試料で再検すれば、吸収した
可能性がある。一方、本法陽性で ELISA法陰性の
3例（No.10と No.119と No.231）は、輝度減少率
が 10～ 20%と低率であったが、本法の偽陽性であ
る可能性が高い。
しかし、吸収処理が完全でないとしても、吸収
処理後で抗核抗体陽性が 11例減少し、抗核抗体陽
性が 38例になり、抗核抗体陽性率 15.4%と低率に
抑えられている点は有用であると考えられる。こ
れは本法の操作説明書に書かれている本法（用手
法）での抗核抗体陽性率 15.7%（13/83）とほぼ一
致していた 17）。
さらに、ELISA 法の感度が IF 法より高く、

ELISA法による抗 DFS70抗体陽性の 38例のうち、
従来の IF法で捕捉できなかった例が 12例、判定
不能 2例、本法で捕捉できなかった例は 7例であっ
たが、従来の IF法 63.2%（24/38）と比較して、本
法が、84.2%（32/38）と抗 DFS70抗体捕捉率が高
率の結果であった。
膠原病患者では多数の疾患特異的抗体が存在し、
高抗体価の検体が存在することから、その存在下
で本法の吸収処理が影響を受けるのかは興味深い。
今後、本法での免疫吸収処理後で吸収が得られな
かった試料の希釈再検および他の疾患特異的抗体
が高抗体価の膠原病患者検体でのさらなる検討を
行いたい。
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