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[Summary]

Objective: To investigate the autoimmune responses against SS-A/B antigens by double 

immunodiffusion (DID) and western blotting (WB) in primary and secondary Sjogren's 

syndrome (SS).

Patients: Forty-nine patients with primary SS (PSS), 28 patients with secondary SS 

(SSS) and control group that couldn't be diagnosed as SS were included in this study. 

Results: In DID analysis, Anti-SS-A antibody was detected in 69% of PSS and 86% of 

SSS, and anti-SS-B antibody was found in 22% of PSS and 39% of SSS. No significant 

difference could be demonstrated between PSS and SSS concerning anti-SS-A/B antibodies. 

Conversely, WB studies disclosed evidences that 18% of PSS and no SSS reacted only with 

the 52 kD protein, and there was significantly increased in PSS. Sera reacting with the 60 

kD antigen were found in 37% of PSS, 71% of SSS, and 75% of SSS with SLE, 63% of SSS 

with RA. The ratio of SSS, and SSS with SLE were particularly significantly higher than 

PSS. 

 Conclusion: Our results revealed data that there are the difference of reactivity against 

SS-A/B antigens in WB between PSS and SSS.

順天堂大学医学部膠原病内科(2003・2・17受 理)
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【概 要】

目的と方法:原 発性 シェーグ レン症候群(primary Sjogren's syndrome: PSS)49例,二 次性SS(secon

dary SS: SSS)28例 で,二 重免疫拡散法(double immunodiffusion: DID)と ウ ェスタ ンブロッ ト法(west.

 ern blotting: WB)を 用 いて抗SS-A/B抗 体 の反応性 を検討 した.

結果: DID法 で は,抗SS-A抗 体 の陽性率はPSS69%, SSS86%で,抗SS-B抗 体 の陽性率 はPSS22%,

 SSS39%で あ り, PSSとSSSの 間 でいずれ も有意差はなかった. WB法 で は,抗52kD-SS-A抗 体 単独 陽性

の比率 はPSS18%で, SSSに は1例 もな く, PSSで 有 意 に高率 であった.抗60kD-SS-A抗 体 の陽性 率 は

PSS37%, SSS71%で, SSSの 中 で はSLEに 伴 うSSSが75%, RAに 伴 うSSSが63%で, PSSに 比 し,

 SSS特 に, SLEに 伴 うSSSで 有意 に高率であった.

結論: PSSとSSSに お いて, DID法 におけるSS-A/B抗 原 に対する反応性 は差 はなかったが, WB法 におけ

る各分子に対する反応性は異なることが証明された.

I.緒 言

シェーグ レン症候群(SjSgren's syndrome: SS)

は慢性唾液腺炎 と乾燥性角結膜炎を主徴 とし,全 身の

外分泌腺および多臓器 における機能障害 を呈する慢性

自己免疫疾患で ある.本 症 は原因不明 であるが,涙

腺,唾 液腺などの外分泌腺の巣状 リンパ球浸潤が重要

な特徴 として あげ られ る.抗SS-A抗 体 お よび抗

SS-B抗 体 はSSで 高率 に検出 され, SSの 診 断や出現

する病態の推 定 に有 用 な 自己抗体 と考 え られ て い

る1)-抗SS-A抗 体 の対応抗原 は細胞質に認め られる

urdine-rich RNAhY(hY1, hY3, hY5)と52kD

お よび60kD蛋 白 との複合体である.一 方, SS-B抗

原は48kDの 核 蛋白で, RNAポ リメラーゼIIIの初 期

転写産物 と複合体を形成す ることが知 られている.

両抗体の出現 は特定の病態 と関連 していることが知

られてい る.例 えば,抗SS-A抗 体 陽性例 で は,乾

燥症状,高 γ-グ ロブ リン血症,リ ウマ トイ ド因子

(rheumatoid factor: RF)陽 性,新 生児ループスな

どが,ま た,抗SS-B抗 体 陽性例では,乾 燥症状,再

発性環状紅斑 が高率 に出現 す る2, 3).抗SS-A抗 体 を

有するSLEで は,光 線過敏, RF陽 性, SSを 伴 うこ

とが報告 されている3, 4).さ らに最近我々は, SSの 各

種診断基準の検討 において,抗SS-A/B抗 体 の検 索

がSSの 診断の感度 と特異度の向上 に関連す ることも

示 している5).

抗SS-A/B抗 体 の測定は二重免疫拡散法(double

 immunodiffusion: DID)が ス ク リーニングで使用 さ

れ るが,そ の他 に酵素 免疫抗体 法(enzyme-linked

 immunosorbent assay: ELISA)や ウ エスタ ンブロ

ッ ト法(western blotting: WB)が 挙 げ られ る.こ

れ らの測定法 には一長一短が ある.WB法 あ るいは

ELISA法 で は抗SS-A抗 体 が52kD, 60kD分 子 と

の反応性からい くつかのサブタイプに分類 されること

が判 明 してい る.前 述 の抗SS-A/B抗 体 と病像 との

関連 はDID法 を用いた結果であ るが,近 年, WB法

あ るいはELISA法 で測定 され るサブユニ ットと病像

との関連 も報 告されてきている.例 えば,抗52kD-

SS-A抗 体 陽性例,あ るいは抗52kD-SS-A抗 体 と抗

SS-B抗 体 共存例から生 まれた児に先天性完全房室ブ

ロックが よ り高率 に発症6, 7),我 々 もこれ らの抗体 の

検査が治療上重要である と報告 して きた8).し か しな

が ら,こ れまでの報告は特定の一つの測定法 と病像を

比較 した ものが多 く,各 測定法の疾患による差異,特

に原発性SS(primary SS: PSS)と 二 次性SS(sec

ondary SS: SSS)で の有用性 を比較 した報告 は少な

い.そ こで,今 回我々は, PSSとSSSに お い て 抗

SS-A/B抗 体 をDID法 とWB法 で測定 し,比 較検討

してみた.
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II.症 例および方法

1. 検討 症例 と背景因子

1981年12月 よ り2001年8月 まで の間 に,順 天堂

大 学 膠 原 病 内 科 を 受 診 し, Daniels-Tala1基 準

(1987) 9),ヨ ー ロ ッ パ 基 準(1993) 10),中 国 基 準

(1996) 11)と 日本厚生省改訂基準(1999) 12)の4基 準の

うち2基 準以 上 を満たす77例 をSS症 例 とした. 77

例 のSS症 例 に は, PSS49例 とSSS28例 が 含 まれ

た. SSSの 基 礎疾患の内訳 は,全 身性エ リテマ トー

デ ス(SLE)12例,関 節 リウマチ(RA)8例,強 皮

症3例, SLE+RAl例,リ ウマ チ性 多 発 筋 痛症2

例,混 合性結合組織病1例,多 発性筋炎/皮 膚筋 炎1

例 であつた.一 方, 1991年3月 より2001年8月 まで

の間 に当院膠原病内科 を受診 しSSが 疑われて,上 記

4基 準 をすべて満 たさない16例 をコン トロール症例

とした5).

2. 自 己抗体の測定方法

1) 抗 核抗体(antinuclear antibodies: ANA)

ANAの 測 定はフルオロヘパナ(f1uoro HEPANA

 test)ス ラ イド(MBL社,名 古屋)を 用いて行 つた.

 20倍 希 釈 した血 清を用 いて,核 内に蛍光 が認 められ

た場合,陽 性 と判定 した.

2) RF

ラテ ックス凝集法(1atexfixation test: LFT)で,

ヒ トIgG被 覆 ラテ ックスの凝集 を比濁法 で定量測定

し, 20IU/ml以 上 を陽性 とした.

3) 抗SS-A抗 体 および抗SS-B抗 体

DID法: ウ サ ギ胸腺 アセ トン抽 出物 を リン酸緩衝

液で可溶化 した もの を抗原 とし,寒 天内での患者血清

との沈降線 を判定 した13).

WB法: MOLT-4細 胞 か ら可溶性抗原 を抽 出 し,

 Laemmliら の 方 法 に準 じ てSDS-PAGE(sodium

 dodecyl sulfatepoly-acrylamide gel electrophoresis)

お よびニ トロセルロース膜への転写 を行った14, 15).ニ

トロセルロース膜 と患者血清を反応 させた後,ア ルカ

リフォス ファターゼによる発色で反応性 を確認 した.

3. 検 討 方法

DID法 とWB法 に お ける抗SS-A抗 体 お よび 抗

SS-B抗 体 の陽性率 と抗体価 を比較 し, PSSとSSS

にお ける抗体 の反応性 および病 態 との関連 を検討 し

た.統 計解析 は ｘ2検 定,マ ンーホイ ッ トニー検定 を

使用した.

III.結 果

1. DID法 とws法 に おける抗SS-A/B抗 体 の陽

性率

まず, DID法 を用いて測定 した抗SS-A抗 体 およ

び抗SS-B抗 体 の陽性率 を表1に 示 す.抗SS-A抗

体 の陽性率はSS全 体75%で,う ちPSS69%, SSS

86%で あ った. SSSの う ち, SLEに 伴 うSSSで は

100%, RAに 伴 うSSSで は63%が 陽 性 で あ った.

一 方
,抗SS-B抗 体 の陽性 率 はSS全 体29%で,う

ちPSS22%, SSS39%で あ った. SSSの うち, SLE

に伴 うSSSで は42%, RAに 伴 うSSSで は25%が

陽性であった.抗SS-B抗 体 陽性例 はPSSとSSSと

も全例抗SS-A抗 体 を有 していた.こ のように, PSS

とSSSの 間 でDID法 に よる抗SS-A/B抗 体 で は,

陽性率の差 はみられなかった.ま た, PSSとSSSで

DID法 に よる両抗体の抗体 価 も検 討 したが,そ れぞ

れ差は認め られなかつた.

次 に, WB法 で両抗体 の検討 を行 った(表1). 52

kD, 60kDのSS-A抗 原 の うち少な くとも一 方 と反

応 す る血 清 はSS全 体 の64%で,う ちPSS59%,

 SSS71%で あ った. SSSの う ち, SLEに 伴 うSSS

で は75%, RAに 伴 うSSSで は63%が 陽 性 であ つ

た.一 方,抗SS-B抗 体 の陽性率 はSS全 体23%で,

うちPSS20%, SSS29%で あ つた. SSSの うち,

 SLEに 伴 うSSSで は42%, RAに 伴 うSSSで は

13%が 陽性 であつた. DID法 で みられた結果 と同様,

WB法 に お い て も,抗SS-B抗 体 陽 性例 は全 例 抗

SS-A抗 体 陽性であつた.こ の ように,WB法 におい

て も,両 抗体の陽性率はPSSとSSSの 間 で差が認め

られなか った.

2. WB法 に お けるSS-A/B抗 原 の個々の サブユ

ニ ッ トに対する反応性(表2)

まず,抗52kD-SS-A抗 体 の陽性率は, SS全 体 で

は57%で,う ちPSS55%, SSS60%で あ つた.

 SSSの う ち, SLEに 伴 うSSSで は67%, RAで は

50%が 陽性 で,こ れ らの各群 間で差 はなかった.こ

の 抗52kD-SS-A抗 体 陽 性 の症 例 群 に は, 60kD-

SS-Aあ るいはSS-B抗 原 に対す る抗体 も陽性 の症例

が含 まれて いた が,こ の群 を除 いた抗52kD-SS-A

抗 体 単独 陽性 の症 例 はSS12%で, PSSで は18%

で, SSSで は0%と, PSSでSSSに 比 し有意 に高率
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表1　 DID法 とWB法 における抗SS-A/B抗 体の陽性症例数および陽性率

表2　 WB法 でSS-A/B抗 原 のサブユニ ットに反応する症例数 と陽性率

PSS vs SSS, ▲: p<0.05 ★: p<0.005

表3　 DID法 における抗体価とWB法 における陽性率 との比較

NS-not significant

であった.

次 に,抗60kD-SS-A抗 体 の 陽 性 率 はSS全 体

49%,う ちPSS37%, SSS71%で, SSSでPSSに

比 し有意 に高率であつた. SSSに お ける同抗体の陽

性率を基礎疾患別 に比較 すると, SLEに 伴 うSSSで

は75%, RAで は63%が 陽 性 で, SLEに 伴 うSSS

での陽性率がPSSに 比 し有意 に高か つた.抗60kD-

SS-A抗 体 単 独 陽性 率 はSS全 体6%で,う ちPSS

4%,SSS11%で,各 群間で有意差 はなかつた.

一 方
,抗52kDお よび60kD-SS-A抗 体 両 方 を認

める陽性率 はSSで は22%で,う ちPSSl6%, SSS

31%で あ つたが,有 意差はみ られなか つた. SSSの

うち, SLEに 伴 うSSSで は25%, RAに 伴 うSSS

で は38%で あ った. 52kDお よ びSS-B抗 原 に対 す

る抗体をいずれも陽性の比率 はSSで は3%で,う ち

PSS4%で, SSS0%で, PSSとSSSい ずれ も頻度

が低か つた. 52kD, 60kD-SS-Aお よ びSS-B抗 原

に対す る抗体の3者 を認 める陽性率 はSSで は21%

で,う ちPSS16%で, SSS29%で, PSSとSSSの

間 では有意差が認め られなかった.し かし,基 礎疾患

について比較す ると, SLEに 伴 うSSSで の陽性率 は

42%, RAに 伴 うSSSで の 陽性率は13%で, SLEに

伴 うSSSでPSSに 比 し有意 に高率であった.

な お,コ ン トロール症例ではDID法 とWB法 と と

もにすべて陰性であった.
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表4　 WB法 における反応性とDID法 における陽性

率との比較

3. DID法 とWB法 における反応性の相違

さらに, DID法 で の抗体価 とWB法 にお ける反応

性 との関連 を比 較 した(表3). DID法 で, 8倍 以 上

の抗SS-A抗 体 の力価 を認 める群 は4倍 以下 の群 に

比 し, PSSとSSSと と もに, WB法 にお ける陽性例

が有意 に多 く認 められた.一 方,抗SS-B抗 体 に関 し

てはDID法 の抗体価 でWB法 の陽性率の差 は認め ら

れなかった.

次 に, WB法 で の抗SS-A/B抗 体 が陽性 の症例 で

DID法 にお ける陽性率 を検討 した結果 を表4に 示す.

 WB法 に おける抗SS-A抗 体 陽性例はPSSとSSSと

もにDID法 で はすべて陽性で あった.一 方,抗SS-

B抗 体 陽性のPSS10例 中2例 およびSSS8例 中4例

がDID法 で陰性 であった.

IV.考 察

Ben-Chetritら16)はPSS60例 とSLE90例 の 血 清

を用 いてWB法 によるSS-A抗 原 に対す る反応性 を

検 討 し,抗52kD-SS-A抗 体 単 独 陽性 と抗60kD

SS-A抗 体 単独陽性 はそれぞれPSSとSLEに 特異的

で あつた と報告 している.こ のよ うに,WB法 に お

けるSS-A抗 原 のサブタイプに対す る反応性 は疾患

による差 がある可能性が指摘 されてきたが,本 研究で

はSSをPSSお よびSSSと い う観点か ら抗SS-A/B

抗体 の反応様式の相違 をDID法. WB法 両者 を用 い

て比較検 討 した.そ の結果, DID法 を用 いた場合 で

は,抗SS-A抗 体 お よび抗SS-B抗 体 の陽性 率 と抗

体価 はPSS・SSS間 で 差 が認 め られ なか った が,

 WB法 で は, PSSで の抗52kD. SS-A抗 体 単独陽性

例お よびSSSで の抗60kD-SS-A抗 体 陽性例が有意

に多 くみ られ,同 じ抗SS-A抗 体 で も, 52kDと60

kDの 反応性がPSS・SSSで 異 なることが明 らか にな

つた.こ れ までPSS・SSSで 比 較 した報告が ないだ

けにこの結果 は興味 深い.臨 床 の現場 で は, SSSを

合併 したSLEとPSSと の鑑別 に苦慮す る場合 によく

遭遇す るが,今 日の結果 はWB法 による抗SS-A抗

体 の反応性の検討が両者の鑑別に有用可能性 を示唆し

ていると思われた.

なお, DID法 に おける抗体価 とWB法 で の反応性

を比較検討 する と,抗SS-A抗 体 に関 して はDID法

にて低 力価 で陽性 とされ て も, WB法 で陰性 と判 定

され る可能 性 があ る こ とが示 唆 され た. WB法 が

DID法 に比 し低感度で あるこ とに加 え,WB法 で は

抗原調整 の過程でい くつかのエ ピ トープが変性するこ

とも原因 として考 えられた17).一 方,抗SS-B抗 体 に

関 しては, WB法 で陽性の い くつかの血 清がDID法

で 陰性 と判 定 され,抗SS-A抗 体 と逆の傾 向を示 し

た.こ の ように,検 査 法 によ り, SS-A/B抗 原 に対

す る反応様式の相違 も明 らかにな り,抗SS-A/B抗

体 の結果 の解釈の上で注意が必要 と思われた.

抗SS-A/B抗 体 の測定 はDID法 が ルチー ンに行 わ

れてきたが,本 研究の結果で もスクリーニングはこの

方 法 で十 分 と思 わ れ た.た だ し,抗SS-A抗 体 の

WB法 がPSS・SSSの 鑑 別に有用であ る点 および抗

SS-B抗 体 が陰性で もWB法 で検 出可能で ある症例

が存在する点 は, SSの 診 療 をす る上 で,こ のWB法

を必要に応 じて利用することが重要であることを示 し

ていると思われた.

V.結 語

PSSとSSSの 血 清 を用 いてDID法 とWB法 で の

SS-A/B抗 原 に対 する反応性 を比較 した. DID法 で

はPSSとSSSの 間 に差 はなか ったが, WB法 で の検

討では, PSSに お ける抗52kD-SS-A抗 体 単独 陽性

例(18%)とSSSに お け る抗60kD-SS-A抗 体 陽性

例(71%)が 有意 に多 く認められ,こ れ らの反応性 を

検討す ることは,明 確な目的意識 をもって,SSを 診

断する上で有用 と思われた.
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