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慢性関節リ ウ マ チ患者 血 清中の 抗工I 型

コ ラ ー

ゲ ン 抗体 に つ い て の 研究

金沢大学医学部整形外科学講座 く主任 二 野村 進鍬 軌

相 良 光 貞

く昭 和63 年 9 月3 0 日受付J

非特異的反応 を最小 限 に 抑制 した e n z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y くE L I S A l 法 を用 い て

，

慢性関節リ ウ マ チ くrh e u m a t o id a rth riti s
，
R A l 患者血 清中の 抗工I 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体 を検出 し
，
さ ら に 関

節軟骨表 面の 抗工1 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体 を抽出測定 して
，

こ の抗体の 病 因的 意義 に つ い て 検 討 を 加 え た ．

E L I S A 法 に つ い て は
，

ヒ ト血清 中の Ig G の プ ラス チ ッ ク表面 へ の非特 異的 吸 着 を阻止 す る た め に
，

1 0 0 ％濃度 の正 常家兎血清 を ブ ロ ッ キ ン グ剤と して使用 す る こ と
，

ヒ ト血 清 を50 倍 以上 に 希釈す る こ
．

と
，

およ び C o st a r pl a t e を用 い る こ と な どの 改良 を加 えて
， 特 異性 の 高 い E LI S A 法 を確立 し た ． その 方法

を用い96 例の R A 患者血 清 中の 抗 H 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体価 を測定 した と こ ろ ，
15 ．6 ％が 陽性で あ っ た ．

一

方 ， 従来 よ り言われ て い る抗 工型 コ ラ ー ゲ ン抗体 は こ れ ら患者血清中 に 見出さ れ な か っ た ． ま た
，

ヒ ト

抗王I 塾コ ラ ー

ゲ ン抗体陽性血清 は
，

ニ ワ トリ
，

ウ シ H 塾 コ ラ
ー

ゲ ン と も 交 叉 反応性 を示 した ， 従 っ て

本抗体 は王工型 コ ラ ー ゲン 分子 上 の 共通 エ ピ ト ー プ を認識 し て い る も の と 推察 され た ．

一 方
，

R A 患者軟

骨に は57 ． 1 ％と 高率 に 抗Il 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体 が 認め られ た が
，

O S t e O a r th riti s くO Al 患者 や正 常 人 で は

見ら れ な か っ た ． 抗工I 塾 コ ラ ー ゲ ン 抗体 と R A の St a g e
，

Cl a s s と の 因果関係 は認 め られ な か っ た が
，

血沈値 と抗体価 と の間 に は相関が 認め ら れ ， 本抗体が R A の活動性 に関与 して い る 可能性 が 注 目 さ れ

た ■ また
．
d o u bl e filt r a ti o n pl a s m a ph e r e si s に よ る抗体除去は

N

時的に 有効 で あるが
， 長期に わ た っ て

は効果 の少な い こ とが 判明 した ．

K e y w o rd s e n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ，
rh e u m a t oid a r t h ritis

，

a n ti －

t y p e II c oll a g e n a n tib o d y ，
n O r m al r a b bit s e r u m ， d o u bl e

filt r a ti o n p l a s m a p h e r e sis ．

ヒ トの慢性関節リ ウ マ チ くrh e u m a t oid a r th riti s
，

R Aフ が 自己免疫疾患と考 え ら れ る よ う に な っ て 久 し

い が
，

そ の自己 抗原 に 関 して は 未だ 明 らか で な い ． し

か し
， 近年 ， 軟骨の 主成分 で あるII 型 コ ラ ー ゲ ン

II

を

ラ ッ ト
抑

，
マ ウ ス

榔

．
さ ら に は サ ル

8，
に 免疫す る こ と に

よ り R A に よ く似 た多発性 の関節炎 ， す な わ ち コ ラ
ー

ゲ ン 関節炎
乃朗

が惹起さ れ る こ と か ら
，

に わ か に H 型 コ

ラ
ー

ゲ ン の自己 抗原 と して の 可能性 が注目 さ れ る よう

に な っ た ■ さ ら に T e r a t o ら
幼

は ，
コ ラ

ー

ゲ ン 関節炎発

症 マ ウ ス を 用 い
，

Il 型 コ ラ ー ゲ ン の c y a n o g e n

A b b r e vi a ti o n s ニ B I
，
b o v in e t y p e I c oll a g e n

t y p e I工 c oll a g e n ニ C B
，

C y a n O g e n b r o mi d e ニ C R P
，

b r o mi d e くC B l －

p e ptid e l l 上 に 関 節 炎 惹 起 抗 原

くa rth rit o g e n i c e pit o p e sl が存在 し
，

そ の 抗原 は
，

ニ

ワ トリ
，

マ ウ ス
，

ラ ッ ト
，

ウ シ さ ら に は と 卜に 共通の

抗原 で あ る 可能性 を示 唆 し た ． こ の よ う に
，

動物モ デ

ル の 研 究か ら ヒ ト R A に お い て も
， 自己 抗原 と して の

H 型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る関心が 高ま っ た が
，

ヒ ト血清

中の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を正 確に 測定す る 方法 が技術的

に 確立 さ れ ず
，

未 だ に
一

致 し た 見 解 は え ら れ て い な

い ． す なわ ち， 受 身赤血球凝集反応
10 刷

，
ラ ジ オイ ム ノ

ア ッ セ イ
12 卜 川

， 蛍光免 疫法 卵 1

，
さ ら に は酵 素免疫法

B II
，
b o v in e t y p e II c oll a g e n ニ C II

，
C hic k

C － r e a C tiv e p r o t ei n ニ D F P
，
d o u b le filt r ati o n

pl a s m a p h e r sis 三 E L IS A ， e n Z y m e －1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s a a y 三 E S R
，

e r y t h r o c y t e



ヒ ト慢性 関節 リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体

e n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y くE L I S Al
l n l B，

な

ど多く の 異 な っ た方法 に よ り
，

ヒ ト血 清中の 抗体 の 検

出が 試み られ て 来た ． し か し ，
い ず れ の 方法に お い て

も血 清中の 抗体価が 低い こ とと
， そ れ 以 上 に 非特異 的

反応が強 い こ と な どか ら
， 抗体陽性率や 抗体 の 特異性

に 関し て
， 研究者 に よ り 不

一 致 な 点 が 多く 認 め ら れ

る ．

一 方 ，
T e r a t o ら

19J

は正 常家兎血清 を E LI S A 法 に

お け る非特異的反応 の ブ ロ
ッ キ ン グ 剤と して 用 い る こ

とに よ り
，

ヒ ト血清 中の 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体 を特異的 に

測定可能 で あ る と報 告し た ．

そ こ で
， 著者は 正 常家兎血 清 をブ ロ ッ キ ン グ剤と し

て用 い た E LI S A 法 に つ い て の 基礎的検討 を行 い
，

さ

らに 改良 を加 えた 方法で R A 患者血 清 中の 抗 コ ラ ー

ゲ ン抗体価 を測定 し ，
R A に お ける 抗H 型 コ ラ ー ゲ ン

抗体の 病因的意 義に つ い て考察 した ．

材料 お よ び方法

王
．

R A 患者血 清

金沢大整形外 科及 び関連病 院の 外 来及 び入 院患者の

う ち
，

R A 9 6 症 例 くe a rl y l O 例 ， P r O b a bl e 4 例 ，

d efi ni t e 3 9例 ，
Cl a s si c a 1 4 3 例l よ り血 清 を分離し

， 使

用 まで － 20
0

C で保存 し た ． ま た
，

血 祭交換療法 を施 行

した R A 患者10例 に つ き ， そ の 血 祭交換療法前後の 血

清と排液を 同様 に 保存 し用 い た ．

対照 と し て
， 健康診断受診者 の う ち

，
明 らか に 関節

炎症 状の な い 健康人100 例に つ き血 清 を保存 し用 い た ．

工工 ． コ ラ ー

ゲ ン

ニ ワ ト リお よ び ヒ トII 型コ ラ ー

ゲ ン くchi c k t y p e II

C Oll a g e n
，
C II お よび h u m a n t y p e II c o ll a g e n

，
H II l

は エ ー ザイ 筑波研究 所
， 寺戸博士 よ り 供与さ れ た標品

を用 い た ■ ま た
，

ヒ ト I 型 コ ラ
ー

ゲ ン n u m a n t y p e I

C Oll a g e n
，
H I l は

，
コ ラ ー

ゲ ン 技術研修会 くコ ス モ バ

イ オ
， 東京ン よ り購入 し た ．

コ ラ
ー

ゲ ン は 4 m gノm l とな る よ う に
， 0 ． 0 5 M 酢酸

に 4
0

C で
，

三 昼 夜攫拝溶解後 ， －20
0

c に 凍結 し保存 し

た ．

III ． E L工S A 用 プ レ ー

ト

材質及 び メ ー カ ー

の 異 な る以 下の 三 種類の プ レ ー ト

を 剛 ユ
， 非特異的反 応の 強弱及 び 感度等に つ き検討 を

加えた ．

1 ． N u n c U II C P o l y st y r e n e 製1 くN u n c
，
R o s k ild e

，

D a n e m a r k l

9 43

2 ■ F a l c o n 3 9 1 0 くP ol y s ty r e n e 製l くB e c t o n

D i c k i n s o n
，
O x n a rd

，
U S A 1

3 ． C o st a r 2 7 97 くP ol y vi n yl c h l o rid e 製l くC o s ．

t a r
，
C a m b rid g e

，
U S A I

IV ． 正 常家 兎血 清

62
0

C
，
2 0 分非動化処理 を ほ ど こ した n o m al r a b b it

S e ru m くN R S H p e r ． F r e e z e
くRり は

，
B i o l o gi c al s 社

くR o g e r s
，
A rk

．
，
U S A l よ り購入 し

，
粉末の T ri s 及 び

N a C l を 最終濃度が 各々 0 ．1 M
，
0 ． 1 5 M と な る よう に

加 え
，

6 N H C l で p H 8 ．0 に あ わ せ て用 い た く康衝化

N R SI ．

V ． 抗 ヒ ト I g G 抗体

ペ ロ キ シ ダ
ー

ゼ標 識 ウ サ ギ 及 び ヤ ギ の 抗 ヒ ト 工g G

くF c 特 異 的1 抗 体 は C a p p el L a b ． く01 g a n o n

T e k n ik a
，
W ill s o n

，
U S A l の 3 20 ト01 2 2 及び32 0 1

－

0 1 2 1

を用 い た ．

Vl ． 基質溶液

0 －

ph e n yl e n e di a m i n e くO P Dl は Si g m a 社 製 くS t

L o u i s
，
U S A l を 用 い た ． 0 ． 1 M ク エ ン 酸 と 0 ． 2 M

N a 2 H P O ． さ ら に H 2 0 を使用 直前に 1 ニ 1 こ 2 と な

るよ う に 混 合し
，

こ の 緩衝 液 に O P D が0 ． 0 5 ％ ，
H 2

0 2 が 0 ． 0 1 8 ％と な る よう 溶解 し
，
E L IS A 用 基 質溶液

と した ．

W I ． 血 清抗体 価の 測 定

E LI S A で T e r a t o ら
19，

の 方法 に 従 っ て測定 した ．

各 コ ラ ー ゲ ン溶液 は 5 〆 gノm l と な る よ う イ オ ン 強

度0 ． 4 の リ ン 酸旗衝液 ， p H 7 － 5
，

で希釈 し ， その 1
．
0 0

JL l を E L I S A プ レ
ー

トの 各 ウ エ ル に 加 え ，
4

C

C で
一

昼 夜放置し プ レ ー ト を コ
ー

ト した ． プ レ
ー

ト は使用 直

前 に 0 － 0 5 ％ T w e e n 2 0 を 含む 生 理 食 塩液 くs ali n e－

T w e e nl で 洗浄 し
，

10 0 JL l の 緩衝化 N RS を加 え
， 室

温 に て30 分放 置 し た くプ レ ー ト の 前処理1 ． 次 い で

S a li n e
． T w e e n で再度洗浄 し E u S A に 用 い た ．

ヒ ト血 清 は緩衝化 N R S で 通常50 倍 に希釈 し
， そ の

10 0 JJ l を前処理 し た E LIS A プ レ
ー

トに 加 え
， 室 温 に

て 2 時間反応 させ た ． 次い で
，

S ali n e － T w e e n で 洗浄

後 ，
0 ． 1 M T ri s

－ H Cl 緩衝液
， p H 8 ． 0

， く25 ％ N R S お

よ び 0 ． 1 5 M N a C l を含むJ で200 0 倍希釈し た ペ ロ キ シ

タ
ー

ゼ標識 ウサ ギ抗 ヒ トI g G を加え た ． 室温 に て 2 時

間反 応後 ， 再度 s al in e
－ T w e e n で プ レ

ー

ト を十分 洗浄

後 ，
O P D 溶液 10 0 ノノ1 を加 え

，
室温 に て 1 時間反 応さ

せ
， 発色後更に 50ノバ の 2 ．5 N H 2 S O 4 を加 え ， 反応

S ed i m e n t a ti o n r a t e ニ H I
，
h u m a n t y p e I c oll a g e n i H II

，
h u m a n t y p e II c oll a g e n 三 K S C N ，

p o t a s si u m t hi o c y a n at e ニ N R S
，

n O r m al r ab bit s e r u 町 O A
，

O St e O a rt h riti s ニ O D
，

O p ti c al

d e n sit y ニ O P D
，

0 －

p h e n y le n e di a m i n e i R A
，

rh e u m at oid a rth ritis ．
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を停止 した ． 発 色 の強 さ は オ
ー

ト マ チ ッ ク マ イ ク ロ

フ ォ ト メ ー

タ
ー T y p e M T P 2 2 くコ ロ ナ社 ， 茨城l を

用 い て
，
4 9 2 n m に お ける o pti c a l d e n sity くO D l を測

定 し た ．

Y軋 イ ン ヒ ビシ ョ ン 試験

抗体 の特異性を確認す る た め
， 各々 の コ ラ

ー

ゲ ン に

よ るイ ン ヒ ビ シ ョ ン試験 を行っ た ． 患者血清 はイ ン ヒ

ピ シ ョ ン用 コ ラ
ー

ゲ ン 50 JL gノm l を含む緩 衝化 N R S

に5 0倍 に 希釈 し ， 室温 に て30分放 置 し ， 以下 ， 上 述 し

た E LI S A 法に て同様に 測定 し た ．

5 0 ％以上 イ ン ヒ ビン ョ ン を 受 け た 時 を抗体 陽性 と 判

定 し
，

そ れ以下の 時を陰性と判 定 した ．

状 ． 軟 骨表面 の 抗工I 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体の 抽出

人 工膝 関節置換術 を施行 し た 7 例 の R A 患者 と 7

例の O A 患者 ，
更に 2 例の 関節症の な い 大腿 骨頸部骨

折 患者の 関節 軟 骨 を カ ミ ソ リ で 薄 切 り し ，
0 ． 1 M

T ri s
－ H Cl 緩衝液

， p H 7 ． 5
，

で 3 回 洗浄 した ． 次い で
，

そ の 約 500 m g を 採 取 し
，

2 倍 量 くW J V l の 3 M

p o t a s si u m thi o c y a n a t e くK S C N l を含 む上 記綬衝液を

加 え
，
室温 で 1 時間擾押 して軟骨表面 に 結合 し た抗体

を抽 出 した ． 抽 出液 は 0 ． 2 2 声 m の フ ィ ル タ
ー

で 濾過

し ，
コ ラ

ー

ゲ ン 等の 細 か い 組織 くず を除去 し た後
，

直

ち に 0 ． 1 M T r i s
－ H C l 綬衝液 p H 7 ． 5 く0 ． 1 5 M N a Cl

，

0 ．0 5 ％ a zid e を 含む1 に 透析 して
，

K S C N を除去し
，

使 用 時ま で 4
0

C で保存 し た ． こ の 抽 出物 中の 抗体価測

定 は ， 0 ． 1 M T ri s － H C l 緩 衝 液
， p H 7 ． 5 く0 ． 1 5 M

N a C l
，
0 ． 0 5 ％ T w e e n 2 01 で 1 ニ 2 か ら 1 ニ10 に 希釈

し
，
E L工S A 法に よ り測 定 した ． こ の 方 法 に よ り軟骨

表 面に 吸 着 した 抗体 の 回 収率 は 92 ． 8 士 9 ． 1 ％で あ っ

た ．

X
． 血 紫交換 療法

ダブ ル フ ィ ル ト レ ー

シ ョ ン モ ニ タ ー K M 8 5 0 0 くクラ

レ
， 大阪I を 用 い て

，
d o u bl e filt r a ti o n pl a s m a ph e ．

r e si s くD F Pl
2 01

を1 0 例の R A 患者 に 施行 した ． D F P

は毎週 2 回 を ， 平 均 して 8 週間施行 し
， 施行 前後の 血

清 と
， 施行時 に 回収 した 排液 を

－

2 0
0

C で 凍結保存 し，

F i g ■
1 ． H y d r o p h o b i c ab s o r p ti o n o f s e r u m I g G c o m p o n e n t s o n th e pl a s ti c s u r f a c e s

O f c o m m e r ci a ll y a v a il a bl e E L I S A pl a t e s ． S e r a f r o m a p a ti e n t wi th R A
，

a

n o r m a l c o n t r o l a n d f r o m a n o r m al r a b b i t dil u ti e d t o l ニ 1 0 w ith O ． 1 M

T ri s
－ H CI b uf f e r

， p H 7 ． 5
，

C O n t ai ni n g O ． 1 5 M N a C I w e r e a d d e d t o th e w e ll s o f

N u n c
，
F al c o n o r C o st a r E L I S A pl a t e i n l O O JL l a li q u o t s － I g G s a d s o r b e d o n

pl a sti c s u rf a c e s w e r e d e t e r mi n e d b y p e r o x id a s e
－

C O nj u g a t e d g o a t a n ti － h u m a n I g G

くF c s p e cifi cJ a n tib o d i e s a s d e s c rib ed i n t e x t ．

N
，
N u n c U II くp o l y s t y r e n eナ三 F

，
F al c o n 3 91 0 くp ol y s t y r e n eJ ニ C ， C o st a r S e r o cl u st e r

U くp ol y vi n yl l c h l o rid eJ ．

董
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抗 コ ラ ー ゲ ン抗体値 を E LI S A 法 を用 い て 測定し た ．

なお 第2 フィ ル タ ー は E V A －4 A を用 い
，
流 速 100 m l

，
l

M
，

1 日 交換宣 2 50 0 m l と し た ．

刀 ． 統 計学的 検討

2 変量の 相関お よ び回 帰分析 に は
，
P e a r s o n 積率相

関係数 く り を求め 一

次 回帰式 を求め た ． 相関係数 の

有意性の 検定 は t 分 布に よ っ た ． p く0 ． 0 5 を有 意 と し

た ．

成 績

工 ．
ヒ ト血清 工g G の E L I S A プ レ ー ト へ の 吸 着

各種 E L IS A プ レ
ー ト へ の ヒ トI g G 成 分の 非特異的

吸着に つ き ． 方法の 項 に 示 した E LI S A 法 に 準 じて 測

定し た ． す な わ ち
，
N R S

，
正 常人 及 び R A 患者血 清を

0 ． 1 M T ri s
－ H C l 綬衝幸軋 p H 8 ．0 く含0 ． 1 5 M N a Cり に

10 ％とな る よ う希釈 し ， その 1 0 0 JL l を E u S A プ レ ー

トに加え
，

室温 で2 時間反 応 さ せ た ． 次 い で ， ウ サ ギ

1g G と も 交叉反 応 を示 す ペ ロ キ シ ダ ー ゼ標識 ヤギ 抗 ヒ

ト Ig G 抗 体 を 0 ． 1 M T ri s
－ H Cl 緩 衝 液 く0 ． 1 5 M

N a C l 及 び 0 ． 0 5 ％ T w e e n 201 くT ris ． T w e e nl で200 0倍

希釈 した も の 1 00 月1 を加 え ， 室温 で 2 時間反 応後 ，

B l a n k N R S N o r m a l R A

9 45

O P D を加 え ，
その 発色を比 較 した く図 い ．

そ の 結 果 ，
N u n c プ レ

ー

ト は N R S
，

正 常人 及 び

R A 患者血 清中の I g G 成分 を強く 吸着 して い る こ とが

明 らか で あ っ た ■ こ れ に 対し て
， 同じ p ol y s ty r e n e 製

の F a l c o n プ レ
ー

ト は N R S 及 び 正 常人 血 清 中 の

Ig G 成分の 吸 着は ご くわ ずか で
，
R A 血 清中の Ig G の

みが 著明 に 吸 着さ れ て い る こ と が 示 さ れ た ． ま た ，

C o s t a r の p o l y v i n yl c h l o rid e 製 プ レ ー

ト はい ずれ の

血 清に 対 し て も
，

N u n c と F al c o n の 中間的な 吸着能

を有し て い た ． 以 上の こ とか ら
，

E u S A 用 プ レ ー

ト

の 選択は結果 を左右す る 重要な 因子 で ある と と も に
，

R A 血 清 中に は正 常人 と比 較 して ， か な り プ ラ ス チ ッ

ク に 非特異的 に 結合す る 1g G 成分量 が 多 い こ と が わ

か っ た ，

工工 ．
ペ ロ キシ ダ

ー

ゼ 標識抗 ヒ ト Ig G 抗体 の 選択

緩衝化 N R S を ヒ ト I g G の プ ラ ス チ ッ ク 表面 へ の 吸

着防止 剤と して 用 い る以 上
，

ペ ロ キ シ ダ
ー

ゼ 標識 第二

抗体 は N R S 中の I g G と 交叉 反 応 を呈 し ない こ と が必

須条件で あ る ． そ こ で 第二 抗体と して
，

ペ ロ キ シ ダ ー

ゼ標識ヤ ギ及 び ウサ ギ の 抗 ヒ ト I g G げc 特異的1 抗

体 に つ い て
，

こ の 特異性を比 較 した ．

8 1 a n k N R S N o r m a l R A

S q u m G r o u p s

F i g － 2 ． D e m o n st r a ti o n o f n o c r o s s－r e a C ti vi ty o f r a b bi t a n ti －h u m a n I g G wi th

n o r m a l r a b bit s e r u m u s e d a s a bl o c k i n g a g e n t i n th i s E LI S A s y st e m ． T h e

dil u t e d s e r a d e s c rib e d i n F i g － 1 w a s a d d e d t o N u n c pl a te a n d th e I g G a d s o rb e d

O n th e pl a sti c pl a t e w e r e d e t e r m i n e d b y p e r o x id a s e
－

C O nj u g a t e d r a b b it くal o r

g o a t くbJ a n ti －h u m a n I g G くF c s p e cifi cl a s d e s c rib ed i n F i g ． 1 ．
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方法 は前述 した と 同様 ，
N u n c プ レ

ー

トに N R S
，
正

常人及 び R A 血 清を吸 着さ せ
， 第 二 抗体は200 0 倍希 釈

し て用い た く図2 a ， bI ． 両抗体 と も ヒ ト工g G と よ く反

応 し た ．

一 方 ， 予想 され た ごと く
，

ヤ ギ由来 の 抗体 は

N R S 中の 工g G と 強い 交叉 反 応性 を示 し た の に 対 し

て
，

ウサ ギ由来の 抗体 は ま っ た く N R S と は 反 応 せ

ず
，

その O D 値は ブ ラ ン ク値 と差 は な か っ た ．

m ．
ペ ロ キシ ダ

ー

ゼ標 識 ウサ ギ抗 ヒ ト I g G くF り 抗

体の 希釈 倍率の 検討

第 二 抗体 の 貴通濃度を決定 す る た め
，
N R S

，
正 常人

及 び R A 血清 を前述 し たと 同様 に 結合さ せ た C o s t a r

及 び F al c o n プ レ ー ト を 用 い 検討 し た ． 第 二 抗体 は

T ri s
－ T w e e n で1 0 00 へ 1 6 0 0 0 倍 に 希釈 し

， そ の 10 0 JL l

を各 ウ エ ル に 加 え
，
室温 で 2 時 間反応 さ せ た の ち

，

O P D を加 え発色 を比 較し た く図 3 a
，
bう ．

その 結果 ，
C o st a r 及 び F a l c o n の プ レ ー ト の 間に は

本質的な差 はな く ， 第二 抗体の 濃度 が高 い ほ ど R A も

正 常人血清 も高い 値 を示 した ． し か し
，
1 0 0 0 倍希釈で

は C o st a r プ レ ー

トで い く 分 バ ッ ク グラ ウ ン ド億 が 高

くな る傾 向が 見 られ
，
感度 も考慮 す る と200 0 倍希釈が

最適濃 度と 決定 し た く図3 a
，
bI ．

1 V ．
N R S に よ る と 卜血 清 I g G の E L I S A プ レ ー

ト

へ の 吸着 阻害効果

ヒ ト血 清中の I g G 成分の E LI S A プ レ
ー

ト ヘ の 非特

異的吸 着に 対す る N R S の 阻害効果 を前述 し た R A 患

者血 清を用 い 検 討 した ． R A 患者血清 は種 々 の 濃度の

緩衝化 N R S く0 へ 1 0 0 ％う に て1 0 倍 に 希釈 し ， その

1 0 0 JL l を N u n c
，
F a l c o n 及 び C o s t a r プ レ

ー

ト に 加

え ， 室温で 2 時間放 置し た ． 次い で ペ ロ キ シ ダ ー

ゼ棲

識 ウサ ギ 抗 ヒ ト 工g G 抗体 く2 00 0 倍希釈う を加 え ， さ ら

に 室 温で 2 時間反応 さ せ
， 各プ レ ー

トに 吸着 し た と 卜

工g G 量 を比較 し た く図 4 う． そ の 結果
，

い ずれ の プ

レ ー

ト に お い て も ，
N R S の 濃度 に 比 例 し

，
ヒ ト I g G

の プ ラ ス チ ッ ク 表面 へ の 吸着は著明 に 阻 害さ れ た ． し

か し
，

N R S 濃度 1 へ 5 0 ％ で は ヒ ト I g G の吸 着防止 は

十分で は な く
，
T e r a t o ら の 報告 して い る ごと く ，

10 0 ％

漉度の N R S が 必 要 で あ る こ と が 確認 さ れ た ． しか

し
，

1 0 0 ％濃度の N R S で ヒ ト血清 を10 倍 に 希釈 した

場合で も ，
N u n c プ レ ー

ト で は と 卜I g G の 明 らか な吸

着が 認 め られ
，

バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド値 よ り も有 意に 高い

1 2 4 8
Z空椚

1 2 4 8 1

亨x 甘－
3
ぅ

C o n c e n t r a ti o n of A n t トh u m a n Jg G

F i g ． 3 ． E ff e c t o f dil u ti o n r a t e o f p e r o x id a s e ． c o nj u g a t e d r a b b it a n ti ． h u m a n I g G o n

th e a s s a y s e n si ti v it y ． T h e d il u t e d s e r a d e s c rib e d i n F i g ． 1 w e r e a d d e d t o

C o s t a r くaI a n d F al c o n くbl pl a t e a n d th e I g G b o u n d t o th e pl a s ti c w e r e

d e t e r m i n e d b y p e r o x i d a s e
．

c o nj u g a t e d r a b b i t a n ti －h u m a n I g G s e ri a ll y dil u t e d t o

l こ1 0 0 0 旬 1 ニ 1 6 0 0 0 wi t h T ri s
－ T w e e n ． ■

，
R A s e r u m i A

，
n O m a l c o n t r oI

S e r u m i J
，

n O m al r a b b it s e r u m ．
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Fi g ．
4 ． B l o c k i n g eff e ct o f N R S o n h y d r o ph o b i c

a d s o r p ti o n o f h u m a n I g G s o n t o th e pl a s ti c

S u rf a c e o f E L I S A pl a t e s ． S e r u m f r o m a

P a ti e n t w ith R A w a s dil u t e d t o l ニ1 0 w ith

O ． 1 M T ri s
－ H CI b u ff e r

， P H 7 ． 5
，

C O n t a i ni n g

O ． 1 5 M N a C l a n d v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f

N R S ． T h e dil u e n t w a s a d d e d t o E L I S A

pl a t e s i n l O O JL l a li q u o t a n d r e a c t e d f o r 2 h r

a t r o o m t e m p e r a t u r e ． T h e a m o u n t o f I g G s

a d s o rb e d o n th e s u r f a c e d w a s d e t e r m i n ed b y

E LI S A u sl n g p e r O X id a s e
－

C O nj u g a t e d r a b b it

a n ti －h u m a n I g G くF cl a s d e s c rib e d i n t e x t ．

A
，

N u n c U II くp o l y s ty r e n eJ ニJH ，
F al c o n 3 9 1 0

くp o l y s t y r e n el ニ ー
，

C o s t a r S e r o cl u s t e r U

くp o l y v i n yl c h l o ri d el ．

R e cip ro c als of s e r u m d 仙ti o n

Fi g － 5 ． d il u ti o n e ff e c t of h u m a n s e r a o n a n ti －

t y p e H c o11 a g e n a n tib o d y tit e r s ．

A
，

R A s e r u m l N u n c U II ニ A
，

N o r m al s e r u m l
N u n c U II 三 ＋

．
R A s e ru m ノF al c o n 3 91 0 ニ 0

，

N o m a l s e r u m l F a l c o n 3 9 1 0 ．

9 4 7

O D 値 が観察 され た ．

V ． ヒ ト血 清の 希釈倍率の 検討

R A 患者血清 は正 常人血 清よ りも E LI S A プ レ ー

ト

の プ ラ ス チ ッ ク表面に 吸 着す る 工g G 成 分量 が 著 明 に

多 い こ と
，

そ の 吸 着 防止 に は1 0 0 ％ 濃度 の 緩 衝 化

N RS が 必要な こ とが 今 まで の 検討結果よ り 推察 さ れ

た ． しか し，
E L I S A 法 に お け る非特異 的反 応 を 除外

し， 特異 的に 抗体 を測定す る た め に は
．
試料血清の希

釈倍率 も当然重 要 な 因子 と な る こ と が 推 察 さ れ る ．

よ っ て
，

R A 患者血 清を最低何倍 ま で希釈す べ き か を

I g G 吸着能 の 最も 高い N u n c プ レ ー

トと
，
最も 低 い

F al c o n プ レ ー トを 用 い 検討 した く図 51 ． そ の結 果
，

R A 患者血清 を100 ％緩衝化 N R S で4 0 倍以 上 に希 釈

す れ ば
，
F a l c o n プ レ ー トで は と 卜I g G の 吸 着 は無視

で きる ま で に 抑制 さ れ た ． 同様 の 傾 向が
，

N u n c プ

0 ．01
島0 4 0 20 10 5 2 ．5

R e cip ro c als of s e r u m d 札相 即 くX 川
－1
ン

F i g ． 6 ． C o m p a ri s o n o f t h e s e n si ti v ity f o r th e

a s s a y o f c oll a g e n a n ti b o d i e s i n th r e e d iff e r e n t

E L I S A pl a t e s ． S e r u m f r o m a p a ti e n t wi th R A

W e r e a S S a y e d f o r th e a n tib o d y tit e r s u s l n g H II

くc l o s ed si m b o I sl o r C II くo p e n si m b oI sシー

C O a t e d

E L I S A pl a t e s ．

A 8 t ム
，

N u n c U II i 中8 t O ，
C o st a r S e r o c l u s t e r

U ニ ■ ，
F al c o n 3 9 10 ．
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くa I

0 ．1 8

0 ．1 6

0 ．り

0 ．1 2

0 ．川

0 ．0 8
I－ －■

占
0 ．06

d o ．04

0 ．02

0

－0 ．02

N O R M A L

相 長

ー0 ．04 － 0 ．0 2 0

くb I

0 ．1 6

0 ．1 1

0 ．1 2

0 ．10

0 ．0 8

6

一
1

0

0

■

t

O

O

目

エ

d
d

N O R M A L

0 ．0 2 0 ．0 4 0 ． 06 0 ． 08 0 ．1 0 0 ．1 2 0 ．1 4 0 ．16

q n N O N E

－ 0 ．04 － 0 ．0 2 0 0 ．0 2 0 ．0 4 0 ．06 0 ． 0 8 0 ．川 0 ．1 2 0 ．1 4 0 ．1 6

q n N O N E

F i g ． 7 ． R e g r e s si o n a n al y si s of th e tit e r s a g a i n s t u n c o a t e d
，

H ト o r H rI －

C O a t e d

Pl a sti c s u rf a c e i n E LI S A f o r n o r m al s e r a ． O n e h u n d r e d n o r m a l s e r a d il u t e d
t o l ニ 5 0 wi th b u ff e r e d N R S w e r e r e a c t e d wi th u n c o a t e d くN O N E J H IT O r

H II － C O a t e d w ell s o f C o st a r p o l y v i n yl ch l o rid e m i c r o tit e r pl a t e s a s d e s c ri b e d i n

F i g ． 4 ■ R el a ti o n sh i p s b e t w e e n tit e r s N O N E a n d tit e r s H I くal a n d b e t w e e n

tit e r s N O N E a n d ti te r s H I H b トw e r e s h o w n b y r e g r e s si o n li n e s ．

くal Y ニ こ 0 ， 9 7 3 X 十0 － 0 1 3 C r ニ 0 1 9 3 1
， p く0 ． 0 11 くbナY ニ 0 ． 9 1 6 X ＋ 0 ．0 2 3 くr ニ 0 ．8 8 1

，

p く0 ． 0 1コ
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ー

ゲ ン抗体

レ
ー トで も 認め ら れ た が

，

こ の 場合は1 60 倍 以 上 の 希

釈が必要 で あ っ た ． 同様 に 正 常 人 血 清 で 検 討 し た 結

軋 F al c o n で は 5 倍以上
，

N u n c で は40倍 以上 の 希釈

倍率で 王g G の 吸 着は 無視で き る程度 に 抑制さ れ た ．

VI ．
E l ノIS A プ レ ー

トの 感度の 比較

ニ ワ トリ H 型 コ ラ ー ゲ ン くC m を免 疫 し 関節 炎 を

発症 した カ ニ クイ ザ ル の 血清 を用 い
，

三 種 の プ レ
ー

ト

の測定感度を比 較 し た ． 各々 の プ レ
ー

ト に
，
H H また

は CII を 5 JL gl m l コ ー ト し
，

R A 血 清 を 緩 衝 化

N R S で2 5
へ

8 0 0 倍 に 希釈 して 用 い た ． ま た
， 第 二 抗体

はウサ ギの 抗 ヒ ト 工g G 抗体が サ ル 王g G と十分 に 交叉

反応 を示 した の で
．

ヒ ト 工g G 測定 の 場 合と 同様 に

200 0 倍希釈 し て用 い た く図6 上 そ の 結果
，

N u n c と

C o st a r プ レ ー トで は
，

ヒ ト R A 血清 は25 旬 8 0 0倍希釈

範囲 で
，

H H お よ び C 王1 に 対 す る O D 値 は直線性 を

示 し
，
両者 に は大き な 差は認 め られ なか っ た ． こ れ に
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対し F a l c o n プ レ ー ト で は前2 者 に 比べ て
，

O D 値は

約113 で あ っ た ． す なわ ち
，
N u n c と C o s t a r プ レ ー

ト

は と 卜I g G の 吸着能 に 著明な差異が ある も の の
，
王工型

コ ラ ー

ゲ ン の 吸着能 に は ほ とん ど善 が ない も の と推察

さ れ た ．

一 方
，
F al c o n プ レ ー

トは前2 者に 比 べ て
，

ヒ

ト 工g G の み で な く工工型コ ラ
ー

ゲ ン の 吸着 能 も著 し く

低 い こ とが 明 らか と な っ た ．

VII ． 個々 の 血 清の 与 え る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値

正 常人 血清100 例を用 い て
，
C o s t a r プ レ ー

トを用い

た場合の 非特異的反応 に よ る バ ッ ク グラ ウ ン ド の 実測

値 の ば ら つ き の 範囲に つ い て検討 した ． 正 常人血滞 は

す べ て横 衝化 N R S で50 倍 に 希釈 し
， 方法 の項 に述 べ

た E LI S A 法に よ り測定 した ． ま た
，
C o st a r プ レ ー

ト

に は
．
H l ま た は E 工工を コ ー ト した もの 及び

， 抗原溶

解 に 用い た リ ン 酸緩衝液の み を加 えた も の の 三 種類 を

用 い
，

そ れ ぞ れ に 対 す る O D 値 くO D H l
，

O D H I 工
，

T a b l e l ． I n ci d e n c e of a n tib o d i e s H E
，
C E

I
B I

，
H 工 an d B I i n s e r a f r o m p a ti e n ts

wi th r h e u m a t oid a r th ri ti s ．

O p ti c al D e n sity a t 4 9 2 n m
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R A s e r a dil u t e d t o l ニ 5 0 w ith b u ff e r e d N R S w e r e a s s a y e d f o r a n ti b o d i e s a g a i n st

H E
，
C I

，
B T

，
H I a n d B I b y E u S A a s d e s c rib e d i n t e x t ． S e r a s h o wi n g O D v al u e s
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O D N O N Eう を比較 した 結果 く図7 a
，
bフ， 実測値 の 平 均

士 S D 値 は O D N O N E ニ 0 ． 0 1 8 0 士 0 ． 0 3 3 7
，

O D H ト
ニ

0 ． 0 30 5 士0 ． 0 3 5 2
，

O D 甘 H
ニ 0 ． 0 3 9 0 士0 ． 0 3 5 0 で 各 々 の

O D 値 は 図 に 示 し た ご と く O D N O N E と O D 臥

O D N O N E と O D H II ，
O D H I と O D H H は各 々 相 関関係 r

が0 ． 9 3 1 くp く0 ．0 い ，
0 ．8 81 くp く0 ，0心 ，

お よ び0 ． 9 5 8

くp く 0 ． 0 い で 有 意 な 相 関 を 示 し た ． す な わ ち
，

E L工S A に お け る個々 の 血 清の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド債 は
，

血 清中の t g G 成 分の プラ ス チ ッ ク表面 へ の 非特 異的

吸着に よる こ とが 明ら か と な っ た ． 言い 換え る と
，

ヒ

ト血清中の 抗 コ ラ ー ゲ ン抗体価 を判定す る場合 ， 個 々

の 血清は個々 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド値 を与 え る た め
，

各々 の血清 に つ き ブ ラ ン ク億 を正 確 に 判定す る こ とが

重要で ある こ とが明 らか と な っ た ．

用 ．
R A 患者血清 中の 杭I工型 コ ラ

ー

ゲ ン抗体価 の 陽

性 率に つ い て

R A 患者血 清96 例 に つ き ， 同様 に
，

ヒ ト くH
一 っ

，
ニ

ワ トリ くC
－ 1 ，

ウシ くb o v i n e
，
B

－

1 の I お よ びII 塾

コ ラ
ー

ゲ ン に 対 す る抗体価 を
，

C o s t a r プ レ
ー

ト を 用

い て ，
N R S を ブ ロ ッ キ ン グ剤 とす る E LI S A 法 に よ り

判定 した ． 各々 の ブ ラ ン ク億 を 差 し引い た値 を表 1 に

示 した ． 吸光度 くO D 償う が0 ， 1 以上 を陽性 と し
，
さ ら

に 抗体の特異性 を確認 す る た め に イ ン ヒ ビ シ ョ ン テ ス

トを行い
，
5 0 ％以上イ ン ヒ ビ シ ョ ン を受 けた 時 を陽性

と判定 し た ． そ の 結果
．

H II ， C Il ，
お よ び b o v i n e

t y p e II c o11 a g e n くB IIl に 対 す る R A 患者 の抗体陽性

率 は各々 15ノ9 6 く15 ． 6 ％う，
8ノ96 く8 ． 3 ％う， 1 5ノ96

つ
ム

ー

ハ
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ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

ハ

U

ハ

U

l

王
d
d

0 ．1

く1 5 ． 6 ％1 で
，

B I に 対し て は
，
4ノ96 く4 ． 2 ％う で あ っ

た ． し か し
，

H I に 対す る 抗体 は全例陰性 で あ っ た ■

R A 患 者の 抗 H H 抗 体 陽性1 5 例 中
，

6 例 は C 工l
，

B H の 両者 に も陽性 を示 し
，
さ らに B 工I だ け に 陽性を

示 す もの は 6 例 ，
C H だ けに 陽性 を 示 す も の は 1 例で

あ っ た ． す な わ ち ， 抗 H 工I 抗体 陽性1 5 例 中の1 3 例

く86 ． 7 ％つ が ，
C 軋 B工I また はそ の 両者 に 陽性 を 示

し
，
異種 H 型 コ ラ ー ゲ ン分子 上 の 共通抗原部分が主 に

認識さ れ て い る こ と が推 察さ れ た ． 臨床的 に は
，
H 軋

C II
．

B II に 陽 性 を 示 す 群 に は
，

血 沈 ．
c

－

r e a Cti v e

p r o t e i n くC R Pl の 冗進 した d e fi n it e
へ

C l a s si c al R A 例

が 多く
，

一 方
，

H 工I
，

B H に 陽性 を示 す 6 例中3 例は ，

e a rl y R A の 症例で あ っ た ．

一 方
，
抗体 陽性例 に お い て

，
R A の St a g e

，
Cl a s s と

の 直接 的な 因果関係 は明 らか と はな ら な かっ た － しか

し
，
抗 H l工抗体 陽性例 で は

， 抗体価 と 血 沈値 く2 時間

値う と の 間に は
，

r ニ 0 ． 5 0 6 くp く0 ． 0 5う の 相関が認め

られ
， 抗 H 工工 抗体が R A の活動性 に 関与 して い る こ

とが 推察 され た く図 8 ト

胱 ． 軟骨表面 の 抗工I 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 の 陽性 率

R A 7 例 よ り ，
上 述 した 方法 で 軟骨表面 の 抗体 を抽

出 し
，

E L I S A 法 に よ り測定 した く表2 1 － R A 患者7

例中4 例 く57 ． 1 ％I に 陽性が存在 し た くO D 値0 ． 2 4 1 へ

6 ． 6 0 2う ．

一 方
，

対照と して 7 例の 変形性膝関節症 患者

と
，

2 例の 関節 症の な い 大腿骨頸部骨折患者の 関節軟

骨 を用 い
， 同様 の 方法 で 測定 し た が ， 陽性検 体 はな

か っ た ．

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0

E S R

1 4 0 1 6 0

l m 吋2 hI

Fi g ． 8 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n a n ti b o d y tit e r s t o H II a n d E S R v al u e s i n R A

p a ti e n t s
．

Y ニ 0 ．0 03 2 2 X ＋0 ． 16 4 くr ニ 0 ． 5 0 6
， p く0 ． 0 51



ヒ ト慢性関節 リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体

T a bl e 2 ．
I n c id e n c e o f a n tib o d i e s a g a i n s t H n

O n C a r til a g e f r o m p a ti e n t s w i th r h e u
－

m a t oi d a r th riti s
，

O S t e O a r th ri ti s a n d f r o m

n o r r n al c o n tr o I s ．

O D v a l u e s m o r e th a n O ．1 w e r e p o si ti v e ．

O A
，

O St e O a r th riti s ニ R A
，

r h e u m a t oi d a r
－

th riti s ．

Z 1 6 I 肌 血 相

9 51

X ． D F P 施行患者血 清 と排液中の 抗体価

D F P 施 行 の R A 患者10 例 の う ち cl a s si c al R A の

3 例の み が 抗体陽性 で あ り
，

その 1 例 は H 軋 C 工王．

B 工工 に
， 1 例 は H l工 と B H に ． もう 1 例 は B 工 の み

に 対 し抗 体陽性 であ っ た ． D F P 施行 前後 の 血 中の 抗

体価 を比 較す る と
， 施行 後 で は 抗体価 は 約3 0 ％ 減少

し
， 逆に そ の 排液 中は

，
そ の 分濃縮さ れ て い た ． し か

し
， 血中抗体価 は 3 卑 4 週間 で元 の値近 く に 復帰 して

お り
，
D F P で は 一 時的 な抗体 の 除去 はで き るが

， 約8

週間の 長 期に わ た っ て は
． 血 中抗体価 の 抑制 は認め ら

れ な か っ た ．

一 方 C H
，

B H は ， 血中 ， 排液 中と も
，

ほぼ 同 一

の 経過 を示 した く図 9 a
，
b

，
CI ． ま た ， 従 来か

ら言われ て い る血清学的諸検査は
一

時的に 改善 す る も

の
， 長期 に わ た っ て は リ バ ウ ン ド現象 を呈 し

， 再 び悪

化傾 向を示 し てい た ． 臨床的 に も ， 関節症状 の軽度の

改善 はあ る もの の
， 著明 なも の で はな か っ た ．

考 察

ヒ ト血 清中の抗 H 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体に 関す る 報告は

こ の数年数多く な され て い る ． しか し
，
R A に お け る

陽性率は0 ． 3 へ 95 ％と
，
報告者に よ っ て 著 し く 異 な る

18 H 8－
． ま た

，
R A 患者血 清中の 抗体の特異性 に 関 して

も
，

廿型 コ ラ ー ゲ ン に の み特異的で あ る と す る報告
均

と ， I
，
工工

，
皿

，
工Y 型 コ ラ ー ゲ ン す べ て に対 して 反応

する 抗体 を有 し て い る と す る報告
川
も あ る ． さ ら に 変

性 した H 型 コ ラ ー ゲ ン に 対 す る 抗体価 は
， 未変性 コ

2 l 6 8 鵬 e k s
4 6 8 W モ モ k

T i m e
－ C O U r S e OI t h e l止a s m a 匝 r e sis

F i g ． 9 ． T i m e － C O u r S e O f th e s e r u m l e v el s of a n ti b o d i e s a g ai n st H H
，
C II

，
B II a n d

B I i n th r e e R A p a ti e n ts くa
，

b
，

Cl b ef o r e a n d a f t e r t r e a t m e n t of d o u b l e

fil tr a ti o n pl a s m a p h e r e si s ．

書8 t O
．

H II くw a st e
，

S e r u m l ニLb 8 t ロ ， C II くw a s t e
，

S e r u m l こ ．A ． 8t ム
，

B II くw a st e
，

S e r u m l i 十8 t 宙
，

B I くW a S t e
，

S e r u m l ．
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ラ ー ゲ ン に 対す る抗体価 より 高く ， 従 っ て ， 慢性 炎症

の 二 次 的な結果 と して 抗 H 塾 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体 が 産生さ

れ る と の報 告
1明

も あ り ，
R A に お け る抗王I 型 コ ラ ー ゲ

ン 抗体の病 因的意義 はま っ た く不明 と言 っ て よい ．

今 まで 報告さ れ た デ
ー

タ
ー

の不 一 致点 は
， 抗体 の測

定 シ ス テ ム の速 い だ けで な く ．
す べ て の 測定系 に 含 ま

れ る非特異的な 反応に 起因す る と考 え た － そ こ で最近

報告さ れ た N R S を非特異的反応 の 防止 剤と して 用 い

た E LIS A 法の 基礎的な検討 を行 っ た ． そ の結果 ， 今

ま で述 べ て 来た ご とく
， 非特異的反応 を ほぼ 完全 に 除

去 した特異性の 高い 抗工1 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体 の測定法 を

確 立 す る こ と が で き た ． す な わ ち ，
ヒ ト血 清 中 の

工g G の プ ラ ス チ ッ ク 表面 へ の 非特異 的吸着 をウ サ ギ血

清 の ご と き 異種 血 清 で ブ ロ ッ ク し
，

感 度 の 高 い

C o st a r プ レ
ー

ト を使 用し
， 各々 の 血 清 に 応 じた バ

ッ

ク グラ ウ ン ド値 を正 しく差 し引く こ とで ， 非特異的反

応 を ほぼ 除去 し た E L工S A 法が 完成 した ．

こ の 方法に よ り
，

R A 患者血 清中の15 ．6 ％に H H コ

ラ
ー ゲン に 対す る特異的抗体 が認 め られ

，
さ ら に C H

コ ラ
ー ゲ ン に 対 して は8 ． 3 ％

，
B 工I コ ラ

ー

ゲ ン に 対 し

て は15 ． 6 ％の 陽性率 を示 した ． し か し
，

H l に対 す る

抗体 は ま っ た く認 め られ ず ， 従来の 多く の 報告
21I

と は

異な っ た 結果が得 ら れ た ． また ，
R A 患者血 清中の抗

H 工1 抗体 は
，

C工工
，
B 工I ま た は その 両者と 交叉 反 応性

を示 す こ とか ら
， 従来 よ り動物の コ ラ ー ゲ ン 関節炎モ

デ ル で明 らか と な っ て い る よ う に
， 本 抗体 も H 型 コ

ラ
ー ゲ ン分子 上の種 を越 え た共通抗原 を認識 して い る

もの と推察 され る ． す な わ ち
，

R A の発症 に は H 型 コ

ラ
ー

ゲンの抗原としての特 異性が 関与 して い る可能性 も

あり
， 今後の 研究 の発展が期待 さ れ る ．

臨床的 に は R A の St a g e や cl a s s と抗工I 型 コ ラ
ー

ゲ

ン抗体 との 因果関係 は認め ら れ な か っ た が
，
血沈 と の

相関が 認 めら れ る こ と から ， 本抗体が R A の 病 因の 一

つ 七 し て
，

その 活動性 に 関与 して い る 可能性も 考え ら

れ る ．

N 方
，

最近 d o u bl e filt r a ti o n pl a s m a p h e r e
－

Si s
22 ト 飢I

の有効性 に つ い て論議 され て い るが
，
今回 の 測

定で は ，

一 時的な 抗体 の除去 は可能 で あ るが ， 長期に

わ た っ て は抗体価の 変動は少 な く ，
も し H 型 コ ラ ー ゲ

ン 抗体が 病因の
一

つ と考え られ る な ら
，

D F P は効 果

的な治療法に な り得 ない と推察 さ れ る ．

以 上 の 結果
，

一 部の R A に お い て 工I 型 コ ラ
ー

ゲ ン が

自己抗体と して何 ら か の 病 因的意義 を有し て い る可能

性が 示唆 され た ． し か し
， 抗体 の 陽性率は 当初予想 し

た よ り著 しく 低か っ た ， こ の 理 由 と し て
，

E L王S A に

お ける非特異的反応を十分除去す る ため
，

血 清を50 倍

以上 に 希釈 す る必要があ り ， 測定感度が 不 充分で ある

こ とが 考 え ら れ る ．

一 方
，
患者 に お ける 抗体産 生部位

に つ い て も
，

関節 局所 ， す な わ ち滑膜上 の リ ン パ ろ胞

の よ う な 局所を仮 定す れ ば 当然血 中抗体価 の 低 さや頻

度の 低 さも 説明で き る ． す な わ ち
，
II 型 コ ラ ー ゲ ン は

不溶性の 結合組織成分 で あ り
， 関節 局所 で産 生され た

抗体 は軟骨表面 に 蓄積 され
，
血液中に は そ の

一

部しか

流 出し て こ な い こ とが 考 え られ
，

こ の こ と は
，

R A 患

者 の 軟骨 の60 ％以 上 に H 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体の 結合が見

ら れ た と の J a si n ら の 報告
25I

か らも 推察さ れ
，
今後の

重要な 問題で あ る ． そ こ で ， 我 々 は 小 数例 で は あ る

が
，

R A 及 び o s t e o a rth riti s くO A l 患者軟骨上 に 抗体

が 存在す るか 否 か を検 討 し た ． そ の 結 果 ，
た し か に

R A の み に 特異的 に 軟骨表面に 高濃度に 抗体 が結合し

て い る こ とが 明 ら か と な り ，
上 記の 仮説 を支持す る結

果 が認 め ら れ た ． 従 っ て
， 今後 は ア ク テ ィ ブ な R A 患

者の 関節軟骨表面 の抗 H 型 コ ラ
ー

ゲ ン 抗体の 陽性率
，

血 中抗体価 と の 関係
，
I g G の S u b cl a s s

，
II 型 コ ラ ー

ゲ

ン 分子 上 の 認識 エ ピ ト
ー プ な どに つ き ， 詳 し く研究す

る必要が あ る ． そ れ に よ っ て ，
R A に お け る工工型 コ

ラ
ー ゲ ン の 自己 抗原と して の 可能性 ，

さ ら に は抗工I 型

コ ラ ー ゲ ン抗体 の 慢性 関節炎 に お け る病因的意義がさ

らに 明 ら か に で き る も の と考 え る ．

結 論

特異性の 高 い E LI S A 法 を確 立 し
，

そ の 方法 に よ

り
，

R A 患者血清中の 抗 H 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体 と軟骨表

面上 の抗体 を測定 し
，

R A に お け る抗 H 型 コ ラ
ー

ゲ ン

抗体 の 病 因的意義 を検討 した ．

1 ． E L工S A に よ る と 卜血 清中の抗体 測定 に み ら れ

る非特異 的反応 は
，

主 に ヒ ト血 清中 の 工g G の プ ラ ス

チ ッ ク表面 へ の 非特異的な 吸着に よ る こ と ． 及 びそ の

吸着量 は プ ラ ス チ ッ クの 材質で 著 しく異 な る こ とが明

ら か と な っ た ．

2 ． 上 記非特異的反応 は ， ウサ ギ血 清の ごと き異種

血 清を ヒ ト 1 g G 吸着 の ブ ロ ッ キ ン グ剤 と し て 用 い る

こ と に よ り十分 除去 で き る こ と が 明 ら か と な っ た ．

3 ． ブ ロ ッ キ ン グ剤 と し て1 0 0 ％濃度 の N R S を 用

い
，

ヒ ト血清 を50 倍以 上 に 希釈す る こ と に よ り特異 的

に 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体が 測定 で き た ．

4 ． 測定用 プ レ
ー トと し て は

， 感度の 高さ と非特異

的反応 の 低 さ か ら
，

C o st a r プ レ ー ト が 適 し て い る こ

と が 明 らか と な っ た ．

5 ． 本測 定法 を用 い
，
9 6 例の R A 患者血 清 中の 抗ヒ

ト 廿型 お よ び 工 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗体 を測 定 し た 結果 ，

R A の み に 特異 的 に 抗 ヒ ト1I 型 コ ラ ー ゲ ン 抗体が ，

1 5 ． 6 ％に 見 い 出 され た ．



ヒ ト慢性関節リ ウ マ チ患者の 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体

6 ．
ヒ トI 塾 コ ラ

ー

ゲ ン に 対 す る抗体 は ま っ た く認

め られ ず ， 従来 の 報告と は異な っ た結果が 得 られ た ．

7 ． 抗 ヒ トH 型 コ ラ ー

ゲ ン抗体陽性血 清 は ．
ニ ワ ト

リ ，
ウシ H 型 コ ラ ー ゲ ン と も 交叉 反 応性 を示 し ， 本 抗

体は 汀型 コ ラ ー ゲ ン 分子 上 の 共通抗原 を認 識 して い る

可能性が 示 さ れ た ．

8 ． 抗Il 型 コ ラ ー

ゲ ン 抗 体 は R A 軟 骨 表 面 に も

57 ． 1 ％の 頻度 で 認 め られ
， 本 抗体が 関節炎症の 病因的

な役割を 有 して い る可能性が 示唆 さ れ た ．

9 ． 血栄交換療法 で は
，

一

時的に 抗体 の 除去 は可能

で ある が ， 長期 に は血 中抗体価 の変動 は見 られ ず
，

も

し上 記抗体が病 因と して第 一 義的役割 を有 して い る と

す る な ら ， 本 治療法 は
，

R A に と っ て効果 の な い も の

と推察さ れ た ．
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－
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，
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，
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2 4ナ D w o s h
，
I ． L ， 鹿 G il e s

，
A ． L ． ニ P l a s m a p h e r e si s

th e r a p y i n r h e u m a t oid a rth riti s
，

a C O n t r Oll e d
，
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，
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，
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，
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2 5I J a si n
，

H ． E ． ニ A u t o a n ti b o d y s p e cifi c iti e s of

i m m u n e c o m pl e x e d s e q u e s t e r e d i n a rti c ul a r
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，
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，
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E x p e ri m e n t al S t u di e s o n A n t i － T y p e II C oll a g e n A n tib o di e s i n S e r a of P a ti e n t s

w i t h R h e u m a t oi d A r t h r it i s M i t u s a d a S a g a r a
，
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r h e u m a t oi d a r th ri ti s
，

a n ti －

t y p e 正

c o11 a g e n a n tib o d y ，
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，
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A n e n zy m e
－ 1i n k e d i m m u n o s o rb e nt a ss a y くE LI S A I f o r th e d e te c ti o n of th e a n ti － ty p e 正

c olla g e n a n tib o d y w a s e st a blis h e d ． T h e u s e of th e C o s t a r p l a te c o a t e d w ith th e u n d ilu t ed
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，

th e as s a y p r o v i d e d m o r e a c c u r a t e
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r
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，

th e a n ti － t y p e 正 c o11 ag e n a n ti b o d y l e v el s i n s e r a o f p a ti e n ts w i th r h e u m a t o i d

a r ．th riti s くR 刃 w e r e m e a s u r e d
，

a n d th e i n ci d e n c e o f p o si ti v e s e ru m W a S e V a l u a te d ． T h e
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a n ti － ty pe E c o ll a g e n a n tib o d ie s e x tr a c te d f r o m th e r h e u m at o id a rtic u l a r c ar til a g e w e re al s o

d e te r m i n e d b y u si n g th e n o v el E L I S A m e th o d ． O ut of 9 6 p a tie n ts w ith R A
，
1 5 く15 ．6 ％1

g a v e a p o siti v e re a c ti o n f o r th e a n ti － ty p e I c o ll a g e n a n tib o d y ，
b u t n o a p p r e ci a bl e l e v el o f

a n ti b o d i e s a g ai n s t ty p e I c o11 a g e n w a s d e t e c t e d ． T h e p o si ti v e s e r a f o r th e h u m a n

a n ti
－
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II c o 11 a g e n s
， S u g g e S ti n g th a t th e r e a r e th e c o m m o n e p i t o p e s o n th e s e ty p e lI c o ll a g e n

m o l e c u le s r e c o g n i z e d b y th e a n ti － h u m a n t y p e lI c oll a g e n a n tib o d y ． I n c o n tr a s t t o th e R A

S e r a ，
W h e n th e o c c u r r e n c e o f th e a n ti － ty P e 正 c o 11 a g e n a n ti b o d y o n th e a r tic ul a r c a rtil a g e

O b t ai n e d a t t h e ti m e o f o p e r a ti o n w a s e x a m i n e d
，
4 く5 7 ． 1 ％1 o u t of 7 p a ti e n ts w i th R A

S h o w e d p o siti v e r e a cti o n f o r th e a n ti － ty p e 正 c oll a g e n a n tib ．o die s
，
b u t n eit h e r th e 9 c a s e s of

a r th r o sis d ef o r m a n s n o r th e n o r m al s u bj e c ts e x a m i n e d s h o w e d s u ch re a cti o n s ． T h e

O C C u rr e n C e a n d tite r of th e a n ti －

ty p e II c oll a g e n a n tib o di es i n R A s e r a w a s w e11 c o r rel at e d

W i t h e l e v a ti o n o f e r y th r o c y t e s e d i m e n t a ti o n r a t e o f t h e p a ti e n t s
，
b u t n o c a u s a ti v e r e l a ti o n s

W e r e d e t e c te d b e t w e e n t h e a n ti b o d y l e v el a n d th e s t a g e a n dl o r cl a s s o f th e di s e a s e
，

S u g g e S ti n g th a t th e o c c u r r e n c e of a n ti －

C Oll a g e n a n tib o die s mi g h t b e a s s o ci a te d w ith th e

a c ti vity of R A ． T r e a t m e n t of R A p a tie n ts wi th d o u ble filtr a ti o n pl a s m a p h e r esis w as

S u C C e S Sf u l i n re d u ci n g th e pl a s m a le v e1 0f th e a n ti － ty p e 正 c oll a g e n a ntib o d y i n th e

p a ti e n t s ． H o w e v e r
，
t h e efE e c t o f th i s tr e a t m e n t w a s t r a n si e n t a n d th e ti t e r s o f th e a n ti b o d y

W a S S h o w n t o r e t u r n t o th e i n i ti al l e v el w ith i n se v e r al w e e k s
，
i n d i c ati n g t h e li mi te d effi c a c y

O f t h e tr e a t m e n t ．


