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要約 :64KD抗体陽性インスリン依存型糖尿病 (IDDM)患者 10例 (男性4例,女性6例)におい

て,64KD抗体とその対応抗原と言われている GABA 合成酵素 glutamicaciddecarboxylase

(GAD)との反応性を 35S-methionine標識 ratisletを用いた免疫沈降法における吸収試験によっ

て検討した.GADは,2つの isoform (GAD65,GAD67) を含む ratbrainGADとrecombinant

ratGAD67 を用いた.10例中7例 (70.0%)において64kDaのバンドはrecombinantratGAD67

では吸収されず,ratbrainGADで完全に吸収された.また,1例(10.0%)においてrecombinant

ratGAD67でのみ若干の吸収を認め,2例 (20.0%)ではrecombinantratGAD67,ratbrainGAD

のいずれにおいても吸収されなかった.IDDM患者血中に存在する64KD抗体は,ほとんどの症例

においてGAD65 を認識することが示唆されるが,GADを認識しない症例も認められ,このことは

64KD抗体が不均一であることを示している.
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緒 言

インスリン依存型糖尿病 (IDDM)は,自己免疫

機序に基づ く揮 β細胞の特異的破壊の結果発症

すると考えられている.IDDM 患者血中には,抗

ラ氏島抗体 (ICA)やインスリン自己抗体 (IAA)

などの鰐ラ氏島構成成分に対する自己抗体が発症

前より検出される.鰐ラ氏島の分子量 64,000の蛋

白に対する自己抗体 (64KD抗体)もそのひとつ

であり,IDDM の発症早期には70-80%に検出さ

れる1,2),近年,この自己抗体の対応抗原が脳およ

びラ氏 島β細胞 に存在 す る GABA 合成酵素

glutamicaciddecarboxylase(GAD)であると報

告され3),さらに GADには GAD65,GAD67 とい

う2つの isoform が存在することが知 られてい

る4,5).今回我々は,IDDM 患者血清中の 64KD抗

体の GAD に対する反応性を ratbrainGAD と

recombinantratGAD67 を用いて検討した.
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Table1 ClinicalcharacteristicsonIDDMsubjects
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ratbrainGAD67CDNA,1782bp

Fig.1CloningstrategyforobtainingratbrainGAD67CDNA

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

一内科を受診した IDDM 患者のうち,35S-meth-

ionine標識 ratisletを用いた免疫沈降法によっ

て 64KD抗体陽性と確認されている10例 (男性

4例,女性 6例)で,IDDM の発症年齢 は 9

-53(32.9±12.8) (Mean±SD)歳,躍病期間

は0.2-19(10.1±6.7)年であった.対象 10例の

臨床的特徴をTablelに示す.IDDM の診断は発

症時のケトアシドーシスの存在,インスリン必要

量,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.

2.64KD抗体測定法

ラット単離ラ氏島を 35S-methionineにて標識

し,TritonX-114にて可溶化した後 IDDM 血清

と proteinA-Sepharoseを用いた免疫沈降法に

よって測定した.64KD抗体のレベルをデンシト

メーターにて定量化し,64KD抗体強陽性の発症

早期 IDDM 患者血清の 64kDaのバンドに対す

るパーセントとして表わした6).

3.recombinant rat GAD67 および rat

brainGAD の作製

recombinantratGAD67 は,逆転写 PCR法を

用いて ratGAD67の cDNA を作製し大腸菌発現

系により作製した.すなわち,Julien7)らによって

発表されたratbrainGAD67の塩基配列より数個

の oligonucleotideprimerを作製し,ratbrain

から抽出した totalRNA と M-MLV r占verse

transcriptase(GIBCOBRL,LifeTechnologies,

Inc.) を用いて逆転写 PCR 法にて2つの frag-

mentFIR3および F3R5を増幅した.そして,

制限酵素 AflII部位にて2つのfragmentをliga-

tion L,完全鎖長の ratGAD67 cDNA を得た

(Fig.1).得 られた cDNA は,発現ベ クター

PUEX-2へ組み込み,大腸菌 JM109へtranSfor-

mation後,recombinant rat GAD67 を β
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Fig.2WestemblottingofrecombinantratGAD67andratbrainGAD
brainGAD:ratbrainGAD
r.GAD67:recombinantratGAD67
anti-GAD67:anti-catGAD67antisemm
GAD-6:GAD-6monoclonalantibody

一galactosidase の融合蛋白として作製した.rat

brainGAD は,部分精製の ratbrainGADを抗

原 として作製された GAD-1モノクローナル抗体

(American TypeCultureCollection)の im一

munoaffinitycolumnを用いた,Gottliebらの方

法8)に準じて,ratbrainの homogenateより精

製したものを使用した.これら2種の GADは,

recombinantcatbrainGAD を抗原 として作製

された,GAD67を特異的に認識する抗 GAD67抗

血清 (ChemiconInternationallnc.)および rat

brainGAD を抗原 として作製された,GAD65を

特異的に認識する GAD-6 モノクローナル抗体

(Universityoflowa)を用いてWesternblotting

法を行ない,その抗原性を確認した.

4.recombimamtratGAD67,ratbraiIIGAD

による吸収試験

抗 GAD67抗血清 10JLlと recombinantrat

GAD67lug,10JLgまたはratbrainGAD0.1jLg,

1ノJg,および64KD抗体陽性 IDDM血清 10/JJと

recombinantratGAD675ノJgまたは ratbrain

GADl〟gを室温にて 1時間 preincubationL,

その後 35S-methionineで標識 した ratisletの可

溶化蛋白100/JJと4oCにて一晩反応させた.その

後,生じた免疫複合体を 100JLlの protein A-

Sepharoseにて沈降させ,sodiumdodecylsulfate

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS

-PAGE)を行い,fluorographyによって64kDa

のバンドの有無を検索した.さらに,バンドの強

さをデンシトメーターにて定量化 し,64KD 抗体

測定法に用いた陽性コントロールに対するパーセ

ントとして表わした.

5.recombinant rat GAD67 および rat

brainGAI)のWestern blotting

recombinantratGAD673′上g,ratbrainGAD

250ngを Laemmlibuffer9)(62.5mM Tris-HCl,

pH6.8,2% SDS,10% glycerol,5% 2-mer-

Captoethan01,0.001%bromophenolblue)に溶解

し8%SDS-PAGE後,ニ トロセルロース膜へ 4
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GAD67+

recombinant
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Fig.3Immunoadsorptiontestforanti-cat
GAD67(A)andratbrainGAD(B)

時間 electro-blottingを行った.ニ トロセルロー

ス膜は,0.1%Tween20を含む5%スキムミルク

溶液によって4oCで一晩 blockingL,抗 GAD67

抗血清 (1:1000)および GAD-6(1:1000)を

一次抗体に,抗ウサギIgG(Fab')2 (1:1000),抗

マウスIgG抗体 (1:1000)をそれぞれ二次抗体

として ECLウェスタンブロッティングシステム

(Amersham)によって検出した.

6.ICA測定法

ヒト障 (血液型0垂)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10)

にて測定し,抗体価をJDFunitsに換算して表わ

した.

結 果

1.recombimant rat GAD67 および rat

brainGAD を用いた Westernblotting

(Fig.2)

Fig.2に示すように recombinantratGAD67

は,抗 GAD67抗血清でのみ β一galactosidaseと

の融合蛋白である分子量約 18万のバンドが検出

されたが,ratbrainGADは抗 GAD67抗血清に

て分子量約 60,000のバンドが,またGAD-6モノ

クローナル抗体にて分子量約 60,000と65,000の

バンドが検出され,ratbrainGADには GAD65,

GAD67の2つの isoform が含まれることが確認

された.

Mrx10-3

- 69

GAD67antiserumusingrecombinantrat

2.recombinant rat GAD67 および rat

brainGAD による抗 GAD67抗血清の吸

収試験 (Fig.3)

Fig.3-A,B に示すように recombinantrat

GAD67,ratbrainGAD のいずれにおいても 64

kDaのバンドはそれぞれの蛋白の用量依存性に

吸収された.

3.recombinant rat GAI)67 および rat

brainGAD による IDDAI患者血清中の

64KI)抗体の吸収試験 (Fig.4)

Table2に示すように,対象 10例中7例におい

ては35S一methionine標識 ratisletの可溶化蛋白

によって検出される 64kDaのバンドは recom-

binantratGAD67では吸収されず,ratbrain

GADによって完全に吸収された.しかし,1例で

はrecombinantratGAD67で若干の吸収を認め,

2例においては recombinantratGAD67,rat

brainGAD のいずれにも吸収されなかった.な

浴,recombinantratGAD67で若干吸収された1

例においてはさらに大量の GAD67にて吸収した

が吸収の程度は変らなかった.また,全 く吸収さ

れなかった血清において,さらに大量の抗原にて

吸収したが,それでも64kDaのバンドは全 く吸

収されなかった.Fig.4にその代表例 として症例

1,および症例 2の結果を示している.lane2お

よび5は recombinantratGAD67にて吸収して

いるが,64kDaのバンドは吸収されていない.し

かし,lane3 および6に示すように ratbrain

GAD では 64kDaのバンドは完全に吸収されて
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patiemt1 patient2

1 2 3 4 5 6

64Kー

MrxlO-3

recombjnant

ratGAD67 - + - 1 + -

ratbrainGAD 一 一 十 一 一 +`
Fig.41m unoadsorptiontestfor64K antibody-postiveIDDM sera

usingrecombinantratGAD67andratbrainGAD
lanes1,4;;notadsorbed,lanes2,5;preadsorbedwith5JfgOf
recombinantratGAD67,lanes3,6:preadsorbedwith1JLgOfrat
brainGAD,lanes1-3;patient1,lanes4-6;patient2.64K
antibodiesinbothsew wereimmunoadsorbedonlybyratbrain
GAD.

Table2 Resultsofimmunoadsorptiontestusing
recombinantratGAD67andratbrain
GAD

64KA*

No･(%control)

64KAlevelafterimmunoadsorption
(% control)

r.GAD67 b.GAD

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

7

0
3

5
8

8

8

2
3
6

1

1

64KA:64K antibodies,r.GAD67:recombinantrat

GAD67,b.GAD:ratbrainGAD.

+levelsof64Kantibodiesbeforeimmunoadsorption.

いる.64kDaのバンドの吸収の有無 と64KD抗

体の強さ,ICA 抗体価,HLA-DR タイプとは無

関係であった.

考 案

64KD抗体は IDDM の発症前より検出され,

ICA とともに IDDM の予知マーカーとして重要

な自己抗体である.近年,この自己抗体の対応抗

原が GAD であると報告され3),また GAD には

GAD65,GAD67という異なった遺伝子にコードさ

れた2つの isofom が存在することが知 られて

いる4･5).そこで今回我々は,recombinant rat

brainGAD67,および ratbrainよりimmunoaf-

finitycolumnにより精製した GAD を用いて,

IDDM 患者血清中の 64KD抗体の対応抗原につ

いて,35S-methionine標識 ratisletを用いた免

疫沈降における吸収試験によって検討した.それ

ぞれの GADは GAD67のみを認識する抗 GAD67

抗血清,およびGAD65のみを認識するGAD-6モ

ノクローナル抗体 により Westem blotting を

行った結果,recombinantratGAD67は GAD67

のみを,ratbrainGADはGAD65,GAD67の両方

を含んでいることが確認された.また,それぞれ

の GAD は抗 GAD67抗血清を用量依存性に吸収

した.なお,Fig.2の ratbrainGAD において,
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抗 GAD67抗血清,GAD-6の両者で分子量約

60,000のバンドが検出されているが,これはここ

には示していないが ratbrainGAD 精製後,時

間とともに増加することより GAD65,GAD67が

degradationをきたしたものと考えられる.

これらの GAD を用いて 10例の IDDM 患者血

清中の 64KD抗体を吸収したところ,64kDaの

バンドは7例において ratbrainGAD でのみ,

1例では recombinantGAD67でのみ吸収され,

他の 2例ではどちらの GAD においても全 く吸収

されなかった.このことは,IDDM 患者の 64KD

抗体の対応抗原はほとんどの症例で GAD65であ

ることを示唆しており,Kaufmanll)らの報告と一

致する.しかし,64KD抗体の対応抗原が GAD65

であることを証明するためには,ヒト藤ラ氏島由

来の GAD65を用いた抗 GAD 抗体の測定が必要

である.最近,Karlsen ら12)は,ヒト鰐ラ氏島に

は GAD の 2うの isoform のうち GAD65のみが

発現していると報告している.今回,我々の結果

においてratbrainGADでは64kDaのバンドが

吸収されず,recombinantratGAD67にて若干吸

収された症例がみられた.この症例における 64

KD抗体の対応抗原は,GAD65とはhomologyが

なく,GAD67とhomologyのある分子量 64kDa

のラ氏島蛋白であると考えられるが,humanislet

にもやはり ratisletや humanbrain と同様に

GAD67が存在し,それが 64KD 抗体の対応抗原

となっている可能性 も否定で きない.一方,

recombinantratGAD67および ratbrainGAD

のいずれにおいても 64KD 抗体が吸収されない

例では,GAD 以外の分子量 64kDaのラ氏島蛋

白を対応抗原としていると考えられ,これらの結

果は 64KD 抗体が不均一であることを示唆して

いる.また,今回の検討において 64KD 抗体の

GADによる吸収の有無 とICAの抗体価 との間に

は相関関係 を見出す ことがで きなかったが,

IDDM において ICA と64KD抗体の抗体価は弱

い相関関係があると報告されてお り2,6),さらに

我々の preliminaryな検討において,ICAの染色

性が GAD によって blockされる ICA も見出さ

れている.このことは,ICA と 64KD 抗体の関

係を考える上で非常に興味深いことである.

今後,human islet由来の GAD を用いた抗

GAD 抗体の測定法が開発されることにより,64

KD 抗体の不均一性がさらに明らかになるものと

思われる.
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Abstract

Relationship between 64 K Antibodies and Glutamic Acid
Decarboxylase in Insulin-Dependent Diabetes

Eiji Kawasaki*I, Motoo Watanabe*I,*2, Kazuko Saitoh*I,*2, Mayumi Yano*I,
Hirofumi Takino*I, Shigeo Uotani*I, Kazunari Matsumoto*I, Shinichiro OkunO*I,
Yukio Takao*I, Atsushi Yokota*I, Yoshihiko Yamaguchi*I, Shoichi Akazawa*I

and Shigenobu Nagataki*I

*1 The First Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medicine,

Nagasaki, Japan

*2 Mitsubishi Petrochemical Co., LTD., Tsukuba Research Center, Ibaraki, Japan

In 10 of 64 K antibody-positive sera from patients with insulin-dependent diabetes mellitus

(IDDM) , we examined the relationship between 64 K antibodies and glutamic acid decarboxylase
(GAD), which is the target antigen of these autoantibodies, with an immunoadsorption test using

immunoprecipitation of 35S-methionine-labeled rat islet protein. Rat brain GAD containing two

isoforms of GAD (GAD65 and GAD67 ), and recombinant rat GAD67 , were studied. Of these 10

individuals, 7 (70%) showed completely blocked immunoadsorption of the 64 K autoantigen only by

rat brain GAD, 1 (10%) partial blockage with recombinant rat GAD67 and 2 (20%) showed no

blockage with either GAD. These results suggest that most 64 K antibody-positive IDDM recognize

GAD65 and that there is heterogeneity of 64 K antibodies.

J. Japan Diab. Soc. 36(7) : 507~513, 1993
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