
抗ラ氏島抗体 (ICA)陽性長期罷病インスリン

依存型糖尿病患者における64KD抗体

川崎 英二 瀧野 博文

高尾 幸男 横田 厚

魚谷 茂雄 奥野信一郎

赤津 昭一 長瀧 重信

要約 :インスリン依存型糖尿病 (IDDM)発症後5年以上経過した48例について,抗ラ氏島抗体

(ICA)および64KD抗体を測定し,ICA陽性長期羅病IDDM患者における64KD抗体を検討し

た.対象48例中17例 (35.4%)が ICA陽性であった.ICA陽性 IDDM は,発症年齢が28.1±

13.5歳とICA陰性 IDDM (17.3±10.6歳)に比べ有意に高かった (p<0.05).ICA陽性 IDDM

17例中12例が抗マイクロゾーム抗体陽性で,ICA陰性IDDM (31例中10例)に比べ有意に多く,

またICA陽性 IDDM は自己免疫性甲状腺疾患 (AITD)の合併がICA陰性 IDDM に比べ有意に

多かった (17例中12例 vs31例中8例 ;p<0.01).対象46例において 64KD抗体を測定した.

ICA陽性IDDM15例中15例,ICA陰性IDDM31例中3例に64KD抗体を認め,その陽性率は

ICA陽性IDDM に有意に高かった (p<0.001).また,ICAの抗体価の高い症例ほど64KD抗体の

レベルも高い傾向を示した.ICA陽性長期擢病IDDM は64KD抗体も陽性を示しており,IDDM

のひとつのサブタイプを形成すると考えられる.
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④ 長期履病 ⑤ 自己免疫性甲状腺疾患 (AITD)
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緒 言

インスリン依存型糖尿病 (IDDM)は,鰐ラ氏島

β細胞の特異的破壊によるインスリンの絶対的不

足に基づいて発症し,その過程には自己免疫機序

が強く関与していることが示唆されている1～4).

IDDM の発症早期には,高率に聯ラ氏島構成成分

に対する自己抗体が検出され,そのうち抗ラ氏島

抗体 (ICA)の検出率は,内因性鰐 β細胞機能の

消失に伴い IDDM 発症後 2-3年以内に急速に低

下する1)2)4)5).一万,64KD抗体は,勝ラ氏島の分

子量64,000の蛋白に対する自己抗体で,近年その

対応抗原が GABA 合成酵素である glutamic

aciddecarboxylase (GAD)であると報告され

た6).64KD抗体のIDDM発症早期における検討

は多く認められるが7ト 11),長い羅病期間をもつ症

例で検討した報告はみられない.今回我々は,栄

症後 5年以上経過したIDDM 患者において ICA

および 64KD抗体を検討した.

対象と方法

1.対象

対象は,1982年から1990年までに長崎大学第

-内科を受診した日本人 IDDM 患者のなかで,栄

症後5年以上を経過していた48例である.男性
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14例,女性34例で年齢は8-68(33.5±11.4)

(Mean±SD)読,躍病期間は5-33(12.0±7.1)

年であった.IDDM の診断は,発症時のケトアシ

ドーシスの存在,食後血中Cペプチド値,24時間

尿中Cペプチド排推量,グルカゴン負荷に対する

血中Cペプチドの反応を参考にして行なった.ま

た,Graves病または橋本病を自己免疫性甲状腺

疾患 (AITD)とし,その診断は,臨床症状,甲状

腺腫の有無,甲状腺機能検査および抗甲状腺抗体

の上昇,甲状腺シンチ,甲状腺の病理学的検査に

より行なった.

2.ICA測定法

ヒト鰐 (血液型0型)新鮮凍結切片と,ペルオ

キシダーゼ標識プロテインAを用いた酵素抗体

法5)にて測定し,抗体価をJDFunitsに換算して

表わし,2.5JDFunits以上を陽性とした.我々は

この方法を用いて Immunology and Diabetes

Workshop (IDW)における ICA Proficiency

Testに参加しており,第4回のICAProficiency

Testにおける我々の成績は Labvalidity,Lab

consistency,Labsensitivity,Labspecificityは

それぞれ97%,95%,94%,100%であった.

3.64KD抗体測定法

Wistarラット (雄 ;250-300g)よりコラゲ

ナーゼ法にて勝ラ氏島を単離し,PRMI1640培養

液 (FBS10%)にて37oC,CO2 5%の条件下で

培養した.数日後,単離ラ氏島をmethionine-free

RPMII640培地にて2回洗浄し,1時間 meth-

ionine-free RPMI 1640培地にて培養後,0.5

mCi/mJの[35S]methionine(Amershamlnterna-

tional,Amersham,UK;>500Ci/mmol)を加
え,さらに4時間培養した.標識されたラ氏島は,

0.5mM methionineを含んだ RPMI1640培養液

にて2回,TNMB液 (20mMTris/HCl,pH7.4,

150mM NaCl,0.5mM methionine,10mM ben-

zamidine/HCl)にて1回洗浄後,1% TritonX

-114,1% Trasylol,5mM EDTA,0.1mM p

-chloromercuribenzenesulfonicacidを含 む

TNMB液にて氷上に2時間貯置し可溶化した.

可溶化蛋白を 100,000×g,4oCにて30分間遠心

して得られた上清に,血清を10JJJ加え4oCにて

一晩貯置した.免疫複合体を100FElのproteinA

ーSepharoseCL-4B(Pham aciaFineChemicals,

Uppsala,Sweden) にて沈降させ,8% SDS-

PAGE により分離 し,Amplify (Amersham

lntemational)を用いてフルオログラフイーを行

なった.64KD のバンドの有無にて判定を行な

い,バンドの強さはデンシトメーターにて定量化

し,各 assay に 64KD抗体強陽性の発症早期

IDDM 患者血清を陽性コントロールとして使用

し,その血清の64KDのバンドに対するパーセン

トとして表わした.デンシ トメーターによる

intraassayおよびinterassayのcoeffic主entvari-

ationはそれぞれ7.9%,15.3%であった.

4.他の自己抗体の測定

抗マイクロゾーム抗体 (ATMA)と抗サイログ

ロブリン抗体 (ATGA)を赤血球凝集反応 (SER-

ODIA AMC,SERODIA-ATG;FUJIREBIO,

Tokyo,Japan)にて測定し,抗体価 102以上を陽

性とした.

5.膝 β細胞機能

食後2時間の血中Cペプチド値と,グルカゴン

負荷テストによって評価した.グルカゴン負荷テ

ス トは,早朝空腹時にグルカゴン(Novo Coワ

TableI ClinicalcharacteristicsofICApositive
andICAnegativeIDDMpatients

ICA(+) ICA(-)
IDDM IDDM

Number(M/F) 17(7/10) 31(7/24)
Age(yrs) 37.5士14.3 31.3j:13.4
Ageatonset(yrs) 28.1±13.5' 17.3±10.6
DurationofDM(yrs)
ATGApositive
ATMApositive
AITD
Graves
Hashimoto

PostprandialCPR
(<0.3ng/mD

9.8±4.7
3(17.6%)
12(70.6%)**
12(70.6%)=
7(41.2%)
5(29.4%)
15(88.2%)

13.5±7.8
5(16.1%)
10(32.3%)
8(25.8%)
4(12.9%)
4(12.9%)
25(80.6%)

(Mean±SD)
I:significantdifferencebetweentwogroups(p<0.05)
‥:significantdifferencebetweentwogroups(p<
0.01)
ATGA:anti-thyroglobulinantibodies
ATMA:antトーhyroidalmicrosomalantibodies
AITD:autoimmunethyroiddisease
CPR:C-peptideimmunoreactivity
Graves:Graves'disease

Hashimoto:Hashimoto'S血yroiditis
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1 2
MrX10-3

-200

Flg.1FluorographofSDSIPAGEofim-

TluPOpreCipitatesof[35S]meth-
10nlnelabeledratisletcelllysates.
lane 1:64K antibody-positive
IDDMsera,lane2:64Kantibody
-negativeIDDMsera

LTD.,Copenhagen,Denmark)1mgを静注し,

前,3分,5分,10分,15分,30分と採血,血中

Cペプチドの反応をあた.Cペプチドはラジオイ

ムノアッセイ(C-peptide RIA-DAIICHI RI,

Tokyo,Japan;測定範囲 0.3-30ng/mDにて測

定した.

6.統計解析

x2検定とMann-Whitneytestにより行ない,

p<0.05を有意と判定した.数値はMean±SDで

示した.また,相関についての有意差検定は

Spearman'sRhotestにより行なった.

結 果

対象48例中17例 (35.4%)がICA陽性であっ

た.ICA陽性 IDDM の臨床的特徴はTablelに

示すように,ICA陰性 IDDM に比べ発症年齢が

28.1±13.5歳と有意に高 く,また,抗マイクロ

ゾーム抗体陽性例および自己免疫性甲状腺疾患

(AITD)合併例が17例中12例 (70.6%)と有意

に多かった.性比,羅病期間,血中Cペプチド測

定感度以下の症例の割合は両群間において差を認

めなかった.

64KD抗体は対象48例中46例について測定

した.Fig.1に 64KD抗体の測定結果を示す.

レーン1は 64KD抗体陽性,レーン2は 64KD

抗体陰性である.46例のIDDM 患者 (ICA陽性

15例,ICA陰性31例)において,18例 (38.1%)

が 64KD抗体陽性であった.さらに,ICA陽性

および陰性IDDMでみると,ICA陽性IDDMで

は15例全例に,また,ICA陰性 IDDM では31

例中3例に 64KD 抗体を認め,その陽性率は,

ICA陽性 IDDM に有意に高かった (p<0.001).

Table2に64KD抗体陽性18例の臨床的特徴お

よびICAの抗体価と64KD抗体のレベルの関係

を示す.ICA陽性 ･64KD抗体陽性例 15例中12

例にAITDの合併を認めたが,ICA陰性･64KD

抗体陽性例 3例はいずれもAITD の合併を認め

なかった.ICAの抗体価と64KD抗体のレベル

の関係では,64KD抗体のレベルの高いものほど

ICAの抗体価も高い傾向を示し,両者の間には弱

い相関関係を認めた (r-0.59,p<0.001;Spear-

man'sRhotest).しかし,ICAの抗体価が20JDF

units以下の低 ICA抗体価の症例においても 64

KD抗体は明確に認められ,1例は156%control

と非常に高いレベルであった.64KD抗体のレベ

ルと羅病期間,さらに血中Cペプチド値とは相関

を認めなかった.

考 察

ICAの IDDM 患者における検出率は,発症直

後には100%近く羅病期間が長くなるにつれ急速

に低下するが,5年以上にわたって持続陽性を示

す症例も認められる5)12).今回我々は,ICA陽性長

期羅病 IDDM 患者における64KD抗体を検討す

るために,5年以上の羅病期間を有するIDpM患

者においてまず ICA を測定した.ICA陽性長期

羅病IDDM は,ICA陰性IDDM と比べ臨床的に

次の2つの特徴を認めた.
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Table2 Clinicalcharacteristicsandcorrelationbetweenlevelsof64K

antibodiesandICAtitersin64Kantibody-positivepatients
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C-peptidevaluesmeasuredat5minafterinjectionof1mgglucagon

CPR:C-peptideirrmunoreactivity
ICA:isletcellantibodies

64KA:64Kantibodies

AITD:autoimmunethyroiddisease
Graves:Graves'disease

Hashimoto:Hashimoto'sthyroiditis

一つは発症年齢が有意に高いということであ

り,もう一つは抗マイクロゾーム抗体陽性例およ

び AITD合併例が有意に多いということである.

IDDM の発症年齢は10-14歳の間にピークがあ

り,ほとんどは20歳未満に発症することが知られ

ている13).今回の我々の検討の結果,ICA陰性

IDDM の発症年齢は平均 17.3歳であるのに対

し,ICA陽性 IDDM では平均 28.1歳であった.

さらに,ICA 陽性長期羅病 IDDM は70.6%の症

例において,抗マイクロゾーム抗体陽性であり,

さらにそれら患者はAITDを合併していた.この

ことは,不均一な IDDM において,ICA 陽性長

期履病 IDDM は,免疫異常が強 く関連 した

IDDM のひとつのサブタイプを形成するものと

考えられる.

64KD抗体は,豚β細胞の分子量 64,000の蛋

白に対する自己抗体で,近年その対応抗原が抑制

性神経伝達物質 GABAの合成酵素である

glutamicaciddecarboxylaseであると報告され

た6).64KD抗体 は,IDDM の発症早期 には

70-90%に検出され,さらに IDDM 発症前より

ICA よりも早期から出現すると報告されてい

る7)~11).今回5年以上の羅病期間をもつ IDDM 患

者において 64KD 抗体を測定した.その結果,

ICA 陰性 IDDM では31例中3例 (9.7%)が陽

性であったのに対し,ICA陽性 IDDM では15例

全例 (100%)に64KD抗体が検出され,その陽

性率は ICA 陽性例に有意 (p<0.001)に高かっ

た.さらに,ICA の抗体価と 64KD抗体レベル

の関係について検討したところ,両者の間には弱

い相関関係を認めた.

今日 ICA 測定の感度および特異性には研究室

間でかなりのバラツキが認められるため,そのバ

ラツキを小さくする目的で IDW において ICA

Proficiency Test が行なわれている.第4回の

ProficiencyTestにおける測定結果の解析では,
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陰性コントロール血清を測定したときの全研究室

における平均の ICA 抗体価は 0-18JDFunits

であり,また低抗体価におけるICAの判定が非常

に困難であることが報告されている14).今回の

我々の成績では,20JDFunits以下の低抗体価を

示す ICA 陽性 IDDMにおいても64KD抗体は
明瞭に検出されており,このことは低抗体価の

ICAを示す症例においては,64KD抗体の方がⅠ

型糖尿病のより良いマーカーであることを示して

いる.さらに注目すべきことは,ICA陰性IDDM
においても3例に 64KD 抗体を認めたことであ

る.これら3例は,全例AITDは合併しておらず
臨床的には他の ICA 陰性 IDDM と差を認めな
かった.このことは,ラ氏島蛋白をmetabolicに

標識して免疫沈降法によって測定する 64KD抗

体測定法が間接酵素抗体法にて検出する ICA 測

定法よりもーより感度が良いということを示してい

るのかも知れない.または,ICAの対応抗原につ

いて以前より報告されているように15~18),ヲ氏島

の minorcomponentである 64KD蛋白が ICA

の対応抗原とは異なるものであるとも考えられ

る.

今回の我々の症例において,内因性鰐β細胞機

能を反映する血中Cペプ≠ド値は,ICA陽性,陰

性にかかわらずほとんどの症例で測定感度以下で

あった.Cペプチドが,残存する抗原としての勝

β細胞の量を反映するものであるとすると,ICA

または 64KD抗体陽性例ではそれぞれの抗体産

生が何らかの要因で元進していることが推測され

る.我々は,ICA 陰性 IDDM患者のBリンパ球
をEBvirusでtransfom することにより高率に
ICA が検出されることを報告しており19),また

AITDにおいて高率に抗インスリン自己抗体が
検出され自己抗体のpolyclonalな産生が報告さ

れている20).

今回の我々の検討にて,ICA陽性長期羅病

IDDMにおいて全例に 64KD抗体が検出され,
高率にAITDを合併していたことは,AITDに
おける自己免疫異常がこれら自己抗体の産生を促

進させている可能性が推測される.
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抗ラ氏島抗体 (ICA)陽性長期羅病 IDDM患者における64KD抗体

Abstract

Autoantibodiesto64KD IsletCellProteininLong-Standing
IDDM PatientswithPositiveICA

EijiKawasaki,HirofumiTakino,ShigeoUotani,ShinichiroOkuno,YukioTakao,

AtsushiYokota,ShoichiAkazawa,ShigenobuNagataki

FirstDepartmentoflntemalMedicine,NagasakiUniversitySchoolofMedicine,

Sakamot0-machi7-1,Nagasaki852,Japan

Toinvestigatetheclinicalsignificanceofautoantibodiesto64,000-Mrisletcellprotein(64K

antibodies)inpatientswithlong-standinginsulin-dependentdiabetesmellitus(IDDM)wi也positive

isletcellantibodies(ICA),ICAand64Kantibodieswereassayedin48IDDM patientswi仇 a

diseasedurationofmorethan5years.ICAweredetectedin17(35.4%)of48IDDMpatients.Ages

atonsetofICApositiveIDDM (28.1±13.5y.0.)WeresignificantlyhigherthanthoseofICAnegative

patients(17.3±10.3y.0.).Theprevalenceofautoim unethyroiddisease(AITD)inICApositive

patientswassignificantlyhigherthanthatinICAnegativepatients(12/17vs8/31;p<0.01).64氏

antibodiesweredetectedin15of15ICApositivepatientsand3of31ICAnegativepatients,andthe

prevalenceofpatientspositivefor64KantibodieswassignificantlyhigherinICApositivepatients

(p<0.001).InICApositivepatients,thehigherlevelsof64Kantibodieswereobservedinpatients

whohadhigherICAtiter.Theseresultsdemonstratethatlong-StandingIDDM patientswith

positiveICAwerealsopositivefor64氏antibodies,and仙ispatientgroupmaycomposeasubtype
ofIDDM.
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Abstract

Autoantibodies to 64 KD Islet Cell Protein in Long-Standing
IDDM Patients with Positive ICA

Eiji Kawasaki, Hirofumi Takino, Shigeo Uotani, Shinichiro Okuno, Yukio Takao,

Atsushi Yokota, Shoichi Akazawa, Shigenobu N agataki

First Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medicine,
Sakamoto-machi 7-1, Nagasaki 852, Japan

To investigate the clinical significance of autoantibodies to 64,000--'Mr islet cell protein (64 K

antibodies) in patients with long-standing insulin-dependent diabetes mellitus (IDDM) with positive

islet cell antibodies (ICA), ICA and 64 K antibodies were assayed in 48 IDDM patients with a

disease duration of more than 5 years. ICA were detected in 17 (35.4%) of 48 IDDM patients. Ages
at onset of ICA positive IDDM (28.1 ± 13.5 y.o.) were significantly higher than those of ICA negative

patients (17.3±10.3 y.o.). The prevalence of autoimmune thyroid disease (AITD) in ICA positive
patients was significantly higher than that in ICA negative patients (12/17 vs 8/31 ; p < 0.01). 64 K

antibodies were detected in 15 of 15 ICA positive patients and 3 of 31 ICA negative patients, and the

prevalence of patients positive for 64 K antibodies was significantly higher in ICA positive patients
(p<O.OOl). In ICA positive patients, the higher levels of 64 K antibodies were observed in patients

who had higher ICA titer. These results demonstrate that long-standing IDDM patients with

positive ICA were also positive for 64 K antibodies, and this patient group may compose a subtype
of IDDM.
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