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要約 :1型糖尿病における新しい藤島自己抗体として発見されたICA512/lA-2抗体の一般臨床で

の測定を目的としたキット(RIA法)が開発された.今回われわれは,キットの判定の正確さを明ら

かにするために,1型糖尿病患者72例.2型糖尿病患者 127例および健常人71例の血清を用い

て,従来使用されている高感度のradio=gandbinding assay法 (RBA法)と,その l型糖尿病

におlj-る疾患感度および特異性を比較検討した.RIA法およびRBA法によるICA512/lA-2抗体

の陽性率は,1型糖尿病で43.1%と48.6%,2型糖尿病で3.9%と2.4%であり,健常者にお

いては検出されなかった (特異性 100%).両測定法の抗体価は有意な相関 (｢=0.744,p<

0.0001)を示したが,RBA法での抗体価が低くなるにしたがいRIA法で陰性となる血清が多く認

められた.Standarddeviationscoreを用いた検討では,RBA法で高抗体価であるにもかかわら
ずRIA法で低抗体価である血清がみられた.本ICA512/lA-2抗体測定キットは特異性には優れて

いるが,疾患感度はRBA法にやや劣るため,RIA法で陰性の場合には高感度法での再検や,他の藤

島自己抗体との組み合わせが必要と考えられた.
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緒 言

1型糖尿病は,インスリン分泌細胞である障ラ氏島

β細胞の破壊によって発症する自己免疫疾患であり,

血中には種々の勝島自己抗体が1型糖尿病の発症前か

ら高率に検出される.したがって,勝島自己抗体は1

型糖尿病の発症予知あるいは診断において重要なマー

カーである1).1974年,最初に発見された勝島自己抗

体ICAは測定に正常障組織切片を要し,判定にも主

観が入りやすく,国際的ワークショップにても測定施

設により結果が異なるといった様々な問題点を有して

いた2).分子生物学的手法の進歩に伴い,1980年代後

半にはICAの対応抗原の同定を目的とした研究が盛

んになり,1990年代にグルタミン酸脱炭酸酵素

(GAD),ICA69,カルボキシペプチダーゼH,ICA

512/IA-2などの自己抗原が発見された3).測定法もリ

コンビナント蛋白を用いた免疫沈降法,EuSA法,RIA

法など種々の自己抗体測定法が開発され,その感度,

特異性が国際的ワークショップにおいて比較検討され

た4).その結果,RIA法が感度,特異性とも優れてい

ることが明らかとなり,中でも自己抗原のcDNAとin

vitro transcription/translation法 を利用 したRadil

oligandbindingassay(RBA)法が簡便かつ高感度で

あるため,GAD抗体およびICA512/IA12抗体測定の

主流となっている.またGAD抗体測定系では,1型

糖尿病患者のGAD抗体のほとんどがGADの立体構

造を認識するためE.coli由来の7)コンビナント蛋白を

抗原に用いると著しく感度が低下することが知られて

いるが5･6),ICA512/IA-2抗体については報告がない.

今回われわれは,E.coliにて作成したリコンビナント

蛋白を使用した新規ICA512/IA-2抗体測定法の1型

糖尿病における疾患感度および特異性を従来使用され

ているRBA法と比較検討した.
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TableI PrevalenceofICA512/IA-2autoantibodiesindiabeticpatientsandhealthysubjects

ICA512/IA-2autoantibodies

RIA RBA

n (%) n (%)

'rypeIdiabetes

≦lyear

2-5years

≧6years

Type2diabetes

lnsulin-treated

Diet/0HA-treated

Heal血ysubjects

2

8

7

7

7

2

5

1

7

2

1

2

2

1

1

7

31(43.10/a)'

16(57.10/a)"

7(41.2%)

8(29.6%)

5(3.9%)

o(0%)
5(4.3%)

o(0%)

35(48.6%)I

17(60.7%)**

10(58.8%)

8(29.6%)

3(2.4%)

2(16.7%)'''

1(0.9%)

o(0%)

*p<0.0001vs.type2diabetesandhealthysubjects;★★p<0.05vs.≧6years

.''p<0.05vs.diet/OHA-treated.

対象と方法

1.対象

対象は,1型糖尿病患者72例 (M:F-25:47,平

均発症年齢21.3±17.0歳,平均雁病期間4.0±3.6年),

2型糖尿病患者127例 (M:F-67:60,平均発症年齢

52.9±11.3歳,平均雁病期間8.5±6.6年),健常人71

例 (M:F-37:34,平均年齢30.2±6.7歳)である.

2型糖尿病患者のうち12例はインスリン治療者,115

例は食事 ･経口血糖降下剤治療者である.糖尿病の診

断と分類は1999年日本糖尿病学会の分類と診断基準7)

に準じて行った.

2.E.coli由来リコンビナント蛋白を用いた新規

RIA法によるICA512/lA-2抗体の測定

E.coliにて作成したリコンビナントICA512/IA-2を

抗原として用いているコスミック社のIA-2抗体測定

キットを使用し,以下のように測定した.pGEX12T

vector(pharmacia)に組み込んだIA12 cDNA (アミ

ノ酸604-979)を用いてE.coliにてn-2のGST (Glu-

tathione S Transferase)の融合蛋 白を作成 し,

Glutathione Sepharoseカラムにて精製後,thrombin

にてGSTを切 り離 した リコンビナ ン トIA-2を

chloramine T法にて125Ⅰ標識したものを抗原として用

いた.50ulの125I標識IA-2(30,000-40,000 cpm)を

含むアッセイ緩衝液 (50mM TriS,pH8.0,150mM

NaCl,0.1%BSA,1%Tweenl20)と血清20LLlをシ

オノギチューブにて混和し,4℃で一晩静置後,固相

proteinA溶液を50ulずつ加えた.さらに冷却したア

ッセイ緩衝液を1mgずつ加え,4℃ にて1時間反応

させた.アッセイチューブを4℃,1500Ⅹgで30分遠

心した後,上清を吸引除去LYカウンターにて放射活

性を測定した.各アッセイに0,0.75,2,10および50

U/mlの標準血清と2種類の陽性コントロール血清を

使用し,標準血清より得られたtotalcount(cpm)に

対する結合率 (B/T%)とIA12抗体価 (U/ml)から

作成した標準曲線より未知検体のIA-2抗体価を算出

した.健常者114例より得られた抗体価の平均+3SD

である0.4U/ml以上を陽性とした8).

3.RadioLigandbindingassay法によるICA512/

lA-2抗体の測定

PCR法にて増幅したICA512/IA-2(アミノ酸601-

979)のcDNAをpGEM-Tvector(Promega,Madison,

Wl)に組み込み,invit710 transcription/translation法

にてICA512/IA-2蛋白を35S-methionineで標識した.

TBST(20mMTriS,pH7.4,150mMNaCl,0.1%BSA,

0.15%Tween-20)50トLlにて希釈LfL-35S標識ICA512/

IA-2(20,000cpm)と血清2い.tを4℃ にて一晩反応さ

せ,生じた免疫複合体をMultiScreen 丘ltration plate

(Millipore,Bedford,MA)においてProteinAISepharose

で沈降させ,TBSTにて洗浄後,96穴プレー ト用β
カウンター (MLC-2001,ALOKACO.,I:TD.,Tokyo,

Japan)にて放射活性を測定した9).各測定時にICA512

/Ⅰ&2抗体の陽性コントロール血清と陰性コントロー

ル血清を使用し,抗体価 (index)を以下のように計

算した.Index-(未知検体のcpm-陰性コントロール

のcpm)/(陽性コントロールのcpm一陰性コントロール

のcpm).健常人204例におけるindexの99パーセン

タイル値0.018をCut-ofE値とした.本測定法の第3

回IAl2抗体proficiencyProgram における感度および

特異性は,いずれも100% であった.

4.統計解析

測定法の感度を1型糖尿病患者における抗体陽性者

の頻度,特異性を健常者における抗体陰性者の頻度と

定義した.データは平均±SDで示し,各群間の比較

はnon-parame廿icMann-Wh itneyUtestで,抗体の陽

性率はx2検定にて評価した-.また抗体価の相関関係

は直線回帰分析により検討した.Standard deviadon

score(SDS)を各々の1型糖尿病患者血清について

次のように計算 し,RIA法およびRBA法の比較を
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Table2 PrevalenceofICA512/IAl2autoantibodiesinpatientswithtype1diabetes
basedonautoantibodylevelsmeasuredbyradioligandbindingassay

ICA512/IA12autoantibody IA-2autoantibodRIA

indexbyRBA positive Negative Positiv吋

Posi也ve

l.2> ≧0.4

0.4> ≧0.1

0.1> ≧0.018

Negative

O.018>

15 0 100%

7 1 87.5%

7 5 58.3%

2 35 5.4%

ThecutoffindexforRBAis0.018.

Wilcoxonsigned-ranktestにより行った.SDS-(検体

の抗体価一健常人の平均抗体価)/健常人における抗体
価の標準偏差.SDSは異なるタイプの測定法により

測定された同一検体での抗体価を,それぞれの測定法

独自の計算法により求められた値ではなく,cut-ofE値

の設定に使用した健常人の抗体価からの偏位として標

準化して示すことのできる値で,異なる測定法により

測定された検体の値を同じ尺度で比較するのに有用で

ある10).p<0.05を有意と判定した.

結 果

E.coli由来リコンビナントICA512/IA12を用いた

RIA法によるICA512/IA12抗体の陽性率は,1型糖尿

病72例中31例 (感度43.1%),2型糖尿病で127例

中5例 (3.9%)であり,健常人71例においては検出

されなかった (特異性100%)(Tablel).発症1年以

下の1型糖尿病患者における陽性率は57.1% (28例

中16例)で,雁病期間とともに減少し,発症6年以

上の症例では29.6% (27例中8例)と有意に減少し

た (p<0.05).一方RBA法では1型糖尿病の72例中

35例 (感度48.6%),2型糖尿病の127例中3例 (2,4

%)にICA512/Ⅰん2抗体を認め,健常人71例ではす

べて陰性であった (特異性 100%)(Tablel).

1型糖尿病における両測定法の一致率はTable2に

示すように88.9% (64/72)で,抗体価はr-0.744,p

<0.0001と有意な正の相関関係を認めた (Fig.1).

RBA法のみ陽性の血清は6例にみられたが,これら

の抗体価 (index)は0.020-0.137(平均0.052±0.044)

と比較的低抗体価であった (Table2).RIA法での陽

性率をRBA法の抗体価別に検討すると,index≧0.4

の高抗体価群では100% (15例中15例),0.4>hdex

≧0.1の中抗体価群で87.5%(8例中7例),0.1>index

≧0.018の低抗体価群で58.3% (12例中7例)と低抗

体価群において不一致例が多かった.しかし,RBA

法で陰性(Index<0.018)と判定された37例中2例(5.4

%)においてRIA法でICA512/1A-2抗体価がCut-off

億である0.4U/mlを超えていた (Table2).
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Fig.2 Comparisonofstandarddeviationscorebetween
twoassaysinICA512/IA12autoantibody-posi也ve
patientswithtype1diabetes.

異なった測定系でのICA512/IAl2抗体価を同じス

ケールで評価するため,各々の1型糖尿病患者血清に

ついて,Cut-off値の決定に使用した健常人血清の平

均値からのdeviationを示すStandarddevia丘onscore

(SDS)を両測定法においてそれぞれ計算し,測定法

の違いによる抗体価を比較した (Fig.2).ICA512/IAl

2抗体陽性例における平均SDSはRIA法で104.5±
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116.2(4.1-366.3),RBA法で99.9±98.6(3.5-279.8)

であり,両測定法間に有意差を認めなかった (p-

0.36).しかし,RIA法におけるICA512/IA12抗体価

<10U/ml(SDS<100)の中～低抗体価群において

はRBA法のSDSがRIA法のSDSよりも有意に高値

を示した (p-0.015).

考 察

ICA512/IA-2は,豚ラ氏島β細胞のインスリン分泌

願粒膜に存在し979個のアミノ酸からなる膜貫通型チ

ロシンフォスフアタ-ゼ類似蛋白で,ICA512/IA12抗

体は発症早期1型糖尿病の60-70% に検出される11).

われわれはこれまでにICA512/IA12抗体の主エピト

ープが,アミノ酸601-979番のcytoplasmicdomainに

存在することを解明しており12),本研究に使用した新

規ICA512/IA-2抗体RIA法およびRBA法にはその部

位のfragment ICA512/IA-2を使用した.1型糖尿病

の主要な勝島自己抗体として知られているGAD抗体

の場合,抗原としてE.coliにて作成したrecombinant

GADを用いると測定感度が著しく低下することが報

告されている5･6).その理由として,E.coli由来のGAD

では1塑糖尿病患者のGAD抗体が認識するエピトー

プの立体構造が変化しているためであると推測されて

いる.今回のICA512/IA-2抗体RIA法にはE.coli由

来のrecombinant蛋白を用いているが,その感度およ

び特異性はRBA法に劣らないことより,ICA512/IA-

2抗体測定においてはE.coli由来の蛋白も抗原として

使用可能であることが明らかとなった.E.coli由来の

recombinant蛋白を使用できることは,真核細胞や

baculoviruS系を利用 して抗原を調整するのに比較

し,短時間で抗原を作成でき,また容易かつ安価であ

ること,さらには一度に大量の抗原を調整することが

できるという利点がある.

Invitrotranscripdon/ translation法を用いた ICA

512/IA12抗体の測定法 (RBA法)は,操作が簡便で

測定感度および特異性にも優れているため研究室レベ

ルでは頻用されている.しかし, 35Sや3Hを標識抗原

として用いるこの方法は,125Ⅰ標識抗原を用いる場合

と異なり特別な測定機器やこれらの核種を使用するた

めの使用施設許可が必要で,一般臨床に応用するため

の検査センターでの測定は困難である.そこで今回キ

ット化された125Ⅰ標識IA12抗体測定法が一般臨床で応

用されるにあたり,われわれはその感度および特異性

を従来使用されているRBA法と比較検討した.その

結果,健常人における特異性は優れた検査であること

が明らかとなった.しかし,1型糖尿病において両測

定法は抗体価に有意な相関 (r-0.744,p<0.0001)を

認めるものの,RBA法で高抗体価にもかかわらずRIA

法では低抗体価である血清がみられた.また,RBA

法で陽性と判定された血清の約6分の1がRn 法で

は陰性であった.さらに,SDSを用いた検討から中

～低抗体価群においてRBA法のSDSが有意にRIA法

よりも高値を示した.SDSは測定した検体の抗体価

が健常人の抗体価からどの程度掛け離れているかを示

す値で,高sDSを示す測定系ほどnoise-signal比が大

きく優れた測定系であることを意味する.これまでの

ICA512/IA12抗体エピトープ解析の研究から,同一血

清においてlinearepitopeを認識する抗体とconforma-

tionalepitopeを認識する抗体が混在していることが知

られている12).このconfomadonal epitopeを認識す

る抗体がE.coli由来のICA512/IA-2を使用している

RIA法における低抗体価に関与している可能性があ

る.その他,抗原の精製度や125Ⅰでの標識効率なども

関係していることも推測される.1塑糖尿病の診断 ･

発症予知にはインスリン自己抗体,GAD抗体,ICA512

/IA-2抗体など複数の勝島自己抗体を組み合わせて解
析することが非常に有用であることが知られてい

る13).したがって,新規ICA512/IA-2抗体RLA法で

陰性であるが1型糖尿病が強く疑われる症例において

1A型糖尿病か否かを評価する場合,より高感度の測

定法(例えばRBA法)により確認する,他の勝島自己

抗体と組み合わせて評価するなどの必要性があると考

えられる.
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Abstract

Clinical Evaluation of New Radioimmunoassay for ICA 512/IA-2 Autoantibodies
- Comparative Analysis with Radioligand BindingAssay-

Eiji Kawasaki, Yasunori Sera, Naruhiro Fujita, Takahiro Abe, Mikako Yamauchi, Masako Ozaki,
Haruko Miyazoe, Kenichi Yamakawa, Shigeo Uotani, Hirofumi Takino, Hironori Yamasaki,

Yoshihiko Yamaguchi and Katsumi Eguchi

The First Department of Internal Medicine, Nagasaki University School of Medicine, Nagasaki, Japan

To determine the assay accuracy of a newly developed radioimmunoassay (RIA) kit for ICA 512/IA-2
autoantibodies, we analyzed kit disease sensitivity and specificity compared to highly sensitive radioligand
binding assay (REA) using sera from 72 patients with type 1 diabetes, 127 patients with type 2 diabetes, and 71

healthy subjects. The prevalence of ICA 512/IA-2 autoantibodies by RIA and REA were 43.1% and 48.6% in
type 1 diabetics, and 3.9% and 2.4% in type 2 diabetics. No healthy subjects were positive in either assay
(specificity 100%). Although ICA 512/IA-2 autoantibody levels correlated significantly between RIA and REA,
some sera showed negative results in RIA but positive in REA in a low titer range. With analysis using the
standard deviation score (SDS) in each serum from patients with type 1 diabetes, we observed some sera with
high SDS by REA but low SDS by RIA even though all were positive. The newly developed RIA has high
specificity but lower disease sensitivity than REA. Re-evaluation of the sera using the assay with higher
sensitivity or combined analysis with other islet-autoantibodies required in type 1 diabetic patients negative for

ICA 512/IA-2 autoantibodies measured by this RIA.
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- 1056-


