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Phadia EliA ENA와 Euroimmun line immunoassay의 일치도 분석; 
ENA 항체 검출 능력을 평가하기 위한 두 검사법의 비교
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Objectives: The purpose of this study is to compare newly developed assay for identification of ENA antibody, Phadia EliA
ENA with Euroimmun line immunoassay by analyzing the degree of agreement and the individual antibodies between two
methods.
Methods: A total of 82 patient samples were used. Indirect immunofluorescence assay using Hep-2 cell was performed
to screen the antinuclear antibody (ANA). Euroimmun line immunoassay (LIA) and Phadia EliA ENA assay were tested to
identify the antibodies against extractable nuclear antigens (ENAs). Kappa statistics was used to evaluate the degree of agreement.
Results: Mean age of patients was 41.0 (8-79), and the M:F ratio was 21:61. ANA was positive in 74 samples, and negative
were 8 samples. Kappa analysis of the 82 tested samples showed a moderate strength of agreement (k = 0.521, P = 0.000).
There were differences in the order of identified individual antibodies between two methods (Ro > La = RNP > Centromere
> Sm > Scl-70 in Phadia EliA ENA, Ro > RNP > Sm > La > Scl-70 > Centromere=Jo-1 in Euroimmun LIA). Ro antibody 
was most frequently identified in Phadia EliA ENA negative-Euroimmun LIA positive specimens (Ro > RNP = Jo-1 > La =
Sm = Centromere > Scl-70).
Conclusions: A moderate strength of agreement was observed between the Phadia EliA ENA and the Euroimmun LIA. There
seemed to be a significant difference in the ratio of individual antibodies, especially in the anti-Ro and Sm antibodies.
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일반적으로 extractable nuclear antigen (ENA)에 대

한 항체 검사는 antinuclear antibody (ANA) 양성인 경우 

시행된다. 즉, 간접면역형광염색법을 이용한 ANA 선별 

검사에서 homogenous pattern, speckled pattern 등의 

Hep-2 cell의 염색 형태에 따라 추가적으로 구체적인 

ENA 항체 검사가 선택되어 시행된다.

  ENA 항체의 동정은 자가면역 질환의 진단에 결정적인 

역할을 하기 때문에 정확한 항체의 검출이 임상적으로 

매우 중요하다.1-3 Passive hemagglutination (HA), 

double immunodiffusion (DID), enzyme-linked im-

munosorbent assay (ELISA) 및 luminex-based assay와 

같은 다양한 방법에 의한 ENA 항체 검출이 가능하다.4-6 
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자가면역 질환에서 이들 ENA항체의 검출에 있어 검사 

방법에 따른 차이가 있기 때문에 질환의 진단에 대한 민감

도와 특이도에 차이가 발생한다.

  근래에 Phadia EliA ENA (Phadia, Uppsala, Sweden)

가 소개되었으나 아직 널리 사용되지 않고 또한 기존의 

검사법과 비교된 자료가 없다. 따라서 본 연구에서는 

ENA 항체를 검출하기 위한 Phadia EliA ENA와 현재 

널리 사용되고 있는 Euroimmun line immunoassay 

(EUROIMMUN, Lübeck, Germany)를 비교함으로써 두 

검사법 간의 대체 가능성을 가늠해 보고 개별 항체 검출 

능력의 차이를 평가하고자 하였다.

연구대상과 방법

  2010년 6월부터 2011년 6월까지 ANA 선별 검사와 

ENA에 대한 항체 검사를 시행한 환자 중 무작위로 추출

된 총 82명의 환자 검체를 사용하였다.

  Fluoro HEPANA test (MBL, Nagoya, Japan)를 사용

하였으며 제조자의 지시대로 시험하였다. 실험방법을 간

략히 설명하면, HEp-2 세포를 기질로 사용하는 슬라이드

에 환자의 혈청을 1:20으로 희석하여 떨어뜨린 후 실온에

서 20분간 반응시키고 세척 후 FITC 형광물질이 부착된 

2차 항체를 다시 반응시킨다. 실온에서 20분간 반응시키

고 세척한 다음 암실에서 형광현미경으로 HEp-2 세포에 

염색된 형광의 강도와 형태를 관찰한다.

  EUROLINE (EUROIMMUN, Germany)를 사용하였

으며 제조자의 지시대로 시험하였다. 실험 방법을 간략히 

설명하면, 모두 15개의 자가항체(RNP, Sm, SS-A, Ro- 

52, SS-B, Scl-70, PM-Scel, Jo-1, Centromere, PCNA, 

ds DNA, Nucleosome, Histone, Ribosomal protein 및 

AMA-M2)에 대한 항원이 부착된 직사각형의 기다란 막 

스트립에 관찰하고자 하는 혈청을 떨어뜨린다. 5분간 반

응을 시킨 후, 혈청을 흡인해 내고 다시 혈청으로 30분간 

반응 시키고 세척해 낸 후 효소기질 반응을 위한 효소를 

떨어뜨린다. 효소의 항체 부착 반응을 위해 30분간 반응 

시킨 후 3회 연속 세척한다. 색소원이 부착된 기질을 떨어

뜨려 효소기질 반응을 유발시킨다. 10분간 반응 시킨 후 

증류수로 세척하고 물기를 흡인해 낸다. 항체가 부착된 

밴드에 색소가 염색된 것이 관찰되며 스캐너와 판독 프로

그램을 이용하여 판독한다. 검사를 시행한 15개 항체 중 

Sm, RNP, Ro, La, Scl-70, Centromere 및 Jo-1 항체 

검사 결과를 사용하였다.

  환자의 혈청을 사용하여 7종류의 자가항체(Sm, U1RNP, 

Ro, La, Scl-70, Centromere, 및 Jo-1) 검사를 자동화된 

면역검사 장비인 Phadia 250 (Phadia, Uppsala, Sweden)

에서 시행하였고 Euroimmun LIA 결과와 비교하였다.

  두 검사법 간의 일치도(degree of agreement)를 분석하

기 위하여 kappa 통계를 사용하였다. 각 통계적 분석에서 

유의확률 P 값이 0.05 미만인 경우 통계적으로 유의한 

것으로 판단하였다. 통계적 분석을 위해 SPSS Statistics 

17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하였다.

결 과

  총 82명의 환자 검체를 사용하였으며 남녀 비율은 M:F

= 21:61이었고 평균 연령은 41.0세(8-79)였다. 74명의 

환자 검체가 ANA 양성이었고 8명의 검체는 음성이었다. 

Hep-2 세포의 염색 형태에 따른 분류에서는 homo-

genous pattern이 30검체, speckled pattern이 17검체, 

mixed pattern 이 8검체, discrete speckled pattern이 

3검체, nucleolar pattern이 3검체, 그리고 cytoplasmin 
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Phadia EliA ENA
Total

Positive Equivocal Negative

Euroimmun LIA Positive 43 0  9 52

Trace  2 2  8 12

Negative  0 2 16 18

Total 　 45 4 33 82

Table 1. Concordance between Phadia EliA ENA and Euroimmun LIA

ENA
Phadia EliA ENA

Total %
Positive Equivocal

Ro 36 2 38 53.5

La 11 2 13 18.3

U1RNP 12 1 13 18.3

Sm  1 1  2  2.8

Centromere  3 1  4  5.6

Scl-70  1 0  1  1.4

Total 64 7 71 100

Table 2. Indivisual antibodies in Phadia EliA ENA

ENA
Euroimmun LIA

Total %
Positive Trace

Ro 44  9  53 35.8
La 13  6  19 12.8
RNP 18  3  21 14.2
Sm  7 13  20 13.5
Centromere 10  1  11  7.4
Scl-70  3 10  13  8.8
Jo-1  7  4  11  7.4
Total 102 46 148 100

Table 3. Indivisual antibodies in Euroimmun LIA

pattern이 13검체였다.

  비교 평가할 7개의 개별 항체에 대해 Phadia EliA ENA 

와 Euroimmun LIA 두 검사법에서 각각 양성, 음성으로 

판정된 검체를 비교하였다. 이때 Euroimmun LIA에서 

trace로 판정된 경우는 양성으로 간주하였고 Phadia EliA 

ENA에서 판독불가(equivocal)로 판정된 경우는 양성 혹

은 음성 어떤 범주에도 포함시키지 않았다. 이러한 기준으

로 비교하였을 때 74.39%에서 두 검사법의 결과값이 일치

하였다(Table 1). Kappa 통계를 이용한 일치도 분석에서 

중등도의 일치도를 나타내었다(k = 0.521, P = 0.000).

  두 검사법에서 개별 항체 검사 결과가 일치하는 경우는 

82검체 중에 65검체(양성, 45검체; 음성, 16검체)였고 두 

검사법에서 모두 양성(Phadia EliA ENA 양성-Euroimmun 

LIA trace 이상 양성)인 45검체에서 개별 항체가 일치하

지 않는 경우는 2검체였다. 여기서 한 검체에서는 Phadia 

EliA ENA에서는 U1RNP 항체가 Euroimmun LIA에서

는 Ro 항체가 검출되었고 나머지 한 검체에서는 U1RNP, 

centromere, Ro, La, Scl-70이 Phadia EliA ENA에서 

Ro 항체가 Euroimmun LIA에서 각각 검출되었다.

  각 검사에서 개별 항체의 분포를 조사하였을 때 Phadia 

EliA ENA에서는 Ro 항체가 53.5%로 가장 높았고 La와 

RNP가 18.3%로 두 번째로 많이 검출되었으며 나머지는 

centromere, Sm 및 Scl-70 순서로 검출되었다(Table 2). 

Euroimmun LIA에서는 Ro가 35.8%로 가장 높았으나 

Phadia EliA ENA와 달리 RNP (14.2%) 다음으로 Sm 

(13.5%)이 검출되었으며 La, Scl-70 순으로 그리고 

Centromere와 Jo-1이 가장 낮게 검출되었다(Table 3).

  Phadia EliA ENA에서는 음성이었으나 Euroimmun 

LIA 검사에서는 trace 이상인 17검체에서 개별 항체의 

분포를 조사하였다(Fig. 1). 7개의 개별 항체의 검출 횟수

는 중복을 허용하여 총 46회였다. 한 검체에서 여러 항체

가 한꺼번에 검출되는 경우가 많았으며 Ro 항체가 11회

(23.9%)로 가장 빈번히 검출되었고 RNP와 Jo-1이 7회

(15.2%), La, Sm 및 Centromere 항체가 6회(13.0%), 그

리고 Scl-70이 3회(6.5%) 검출되었다.
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Fig. 1. Individual antibodies in Phadia EliA negative- Euroim-
mun LIA positive or trace

고 찰

  검사실에서 ENA 개별 항체의 동정은 자가면역질환의 

진단에 매우 중요하다. 임상적으로 흔히 동정되는 항체인 

Ro 항체의 경우 쇼그렌 증후군과 같은 질환의 진단과 

밀접하게 연관되고,7 간혹 간접면역형광법을 이용한 

ANA는 음성이나 ENA는 양성인 경우가 있으며 간접면

역형광법을 사용하는 경우 드물게 관찰된다.8-10 본 연구

에서도 ANA 검사 결과 음성인 8검체 중 7검체에서 ENA 

항체가 검출되었다. 따라서 개별항체의 동정 능력이 환자

의 예후에 매우 중요하게 작용할 수 있다.

  ENA 항체를 검출에 Immunodiffusion assay를 사용할 

경우 특이도가 떨어지는 단점이 지적되었고 ELISA는 검

사 시간이 길고 노동 집약적인 단점이 있다.4,11,12 그래서 

최근에는 이러한 단점을 극복하고자 luminex-based 

assay와 같은 자동화된 검사법들이 소개되고 있다.13 이러

한 검사법들을 검사실에 도입할 때 가장 중요한 고려점 

중 하나가 기존 검사법과의 일치도다. 즉, 노동력 해소와 

재현성을 높이기 위해 자동화를 원하지만 검사 결과가 

기존의 검사법과 의미있는 차이가 있다면 실제 사용하기

는 어렵다.

  Table 1에서 Phadia EliA ENA와 Euroimmun LIA 

두 검사법이 74.4%에서 일치하였지만 kappa 통계를 이용

한 일치도 분석에서는 중등도의 일치도를 나타내었다(k

= 0.521, P = 0.000). 따라서 두 검사법을 혼용하는데 큰 

무리는 없어 보이나 17검체에서 Euroimmun LIA에서 

양성이나 Phadia EliA ENA에서는 음성이었다. 동정된 

총 항체의 검출 횟수를 보면 Phadia EliA ENA의 경우 

71회였으나 Euroimmun LIA의 경우 148회로 모든 개별 

항체가 높은 횟수로 검출되어 후자의 검사가 좀 더 민감해 

보였다(Table 2, 3).

  Fig. 1에서 Phadia EliA ENA에서는 음성이나 Euroim-

mun LIA에서는 양성인 항체로는 Ro 항체가 23.9%로 

가장 높았다. Ro 자가 항체는 Ro60 혹은 Ro52 항원과 

반응하는 항체의 결과물이며 반응 항원의 구성은 제조사

에 따라 다르다. Phadia EliA ENA는 비록 52 kDa과 

60 kDA 두 항원으로 구성되어 있다고 하지만 Euroim-

mun LIA처럼 Ro60과 Ro52를 각각 독립된 밴드에서 검

출하고 있는 경우보다 검출력이 상대적으로 떨어져 보였

다. 또한 ANA 선별 검사가 음성인 경우 Ro60은 음성이지

만 Ro52는 양성인 경우가 있기 때문에 임상적으로 Ro52

와 연관된 자가면역질환이 의심되는 경우에 ANA 선별 

검사의 결과와 관계없이 Ro 자가항체 검사의 결과가 상대

적으로 매우 중요하게 된다.14 따라서 Ro 항체의 검출 

능력이 쇼그렌 증후군과 같이 Ro 항체와 밀접하게 연관된 

질환의 진단에 매우 중요하다.

  RNP의 경우 Phadia EliA ENA에서 두 번째로 많이 검출

되기는 하였으나 Phadia EliA ENA 음성이고 Euroim-

mun LIA 양성인 검체에서도 두 번째로 많아 두 검사법에

서 차이가 있어 보였다. Sm 항체가 있는 경우 거의 모든 

경우에서 RNP 항체가 함께 존재한다.15 또한 RNP 항체가 

높은 역가로 있으면서 Sm 항체가 없는 경우가 종종 

mixed connective tissue disease (MCTD)에서 관찰된

다.16,17 따라서 RNP 항체와 Sm 항체의 정확한 검출은 

진단에 매우 중요하다.

  대략 40%의 RNP 항체는 U1 RNP에 결합하며,18 RNP 

항체는 U1 snRNP-specific polypeptides (68K, A, 및 

C 항원)와 반응하는데 68K U1 RNP가 MCTD RNP 항원

의 주요 구성 성분이며,19 U1 RNP A와 C는 Sm 항원과 

유사하다.20 Euroimmun LIA에서 21검체에서 RNP가 양
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성이었으며 이들 검체 중 17검체에서 Sm 항체도 검출되

었다(81.0%). 반면에 Phadia EliA ENA에서는 U1 RNP 

양성인 13검체 중 2검체에서만 Sm이 함께 검출되었다

(15.4%). 따라서 두 검사법에서 RNP와 Sm 항체 비율의 

차이는 두 검사법에 사용된 RNP 항원의 구성에 따른 효과

로 사료된다.

  결론적으로 Phadia EliA ENA를 사용하여 개별 항체를 

동정하는 경우 Euroimmun LIA 검사법과 비교하였을 

때 개별 항체의 검출에 있어 일부 항체의 차이가 있으나 

전반적인 일치도를 감안할 때 두 방법 간에 의미있는 차이

는 없었다. 다만, Ro 항체 및 RNP/Sm 항체 간의 비율을 

포함하는 일부 ENA 항체의 검출에 차이가 있는 부분에 

대해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료되었다.
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