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慶慮医学 ・81(D:Tl1～T26,2004

学 位 論 文

1型 糖尿病の発症予知に関する研究:動 物モデルを用 いた基礎 的検討

慶慮義塾大学医学部内科学教蜜

　　(指導=猿 田享男教授)

　 　 やぽ　　 　ご　　　　　　ひとる

　　 山　田　　　悟

(T成15年9月25日 受 付)
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　且型糖尿病は,「膵D細 胞の破壊的病変でインスリン

の欠乏が生 じることによって起こる糖尿病」と定義され

ている`'.多 くの1型 糖尿病では,自 己免疫学的な機序

により膵 β細胞周囲に リンパ球 を中心とする炎症性細

胞浸潤がまず生 じ,そ の後膵p細 胞が破壊されて糖尿

病を発症する.最 終的にインスリン依存状態に陥ること

が多 く,か つてはインス リン依存型糖尿病(insulin-

dependent　 diabetes　mellitus:IDDM)と 呼ばれ,実

際,且920年 代のインスリンの発見まで1型 糖尿病を発

症 した小児の多くは数週間で死に至っていた.1922年

のインスリンの臨床応用開始後,生 命予後は一般健常児

なみになることが期待されたが,1965年 か ら1979年

に診断された各国の1型 糖尿病患児の20年 間の累積死

亡率を調べた長期予後の報告によれば,欧 米で も1型

糖尿病患児の死亡率は一般人口と比較 して2～7倍 も高

く,日 本においては14倍 も死亡率が高か7A21.こ の

ような日本における予後の悪さは,医 療体制の改善とと

もに急性合併症や腎症による死亡が減少 したことでほぼ

欧米なみ(5倍 程度)に まで改普されてはいるが3》,そ

れで も今なお生命予後は悪い.ま た,30歳 以上の1型

糖尿病患者においては,心 血管疾患による死亡が増加 し,

死亡 リスクは一般人口の10倍 以上になるとされてい

るω,加 えて,最 近では生命予後の改善に伴って慢性的

な高血糖による多くの合併症が問題になりつつある.よ っ

て,今 後,1型 糖尿病の予防は,き わめて璽要な課題

であると考えられる.

　適切かつ効率的に発症を予防するためには,発 症を正

確に予知する必要がある.こ れまで,発 症予知マーカー

としては,遭 伝子(ヒ ト白血球抗原,イ ンス リン)51.x.

膵 β細胞を標的とした自己抗体(豚 島関巡 自己抗体)61

が提唱 されている.し か し,1型 糖尿病は患者の一卵

性双生児でもio一一sa%程 度 しか発症せずr.a>,遺伝因子

のみによる発症予知は不可能である.ま た,1型 糖尿病

患者の近親者(遺 伝子がある程度限定 された桀団)の 中

で,膵 島関連自己抗体が陽性の集団を対 象にすれば1

型糖尿病発症予知 は可能 であ6こ とが示 されつつあ

るApoiが,1型 糖尿病患者のほとんどが家族歴をもたな

いことを考えると,一 般集団 を対象に1型 糖尿病 発症

予知 ・予防を考えるには,別 途の予知マーカーが必要で

あることが示唆 される.

　新たな予知マーカーを検索 し,有 効な予防法を確立す

るためには,1型 糖尿病における膵 β細胞破壊の進行過

程の理解が不可欠 と考え られる.1型 穂尿病は,膵 β

細胞容積が本来の65^一90%程 度を失 ってか ら発症する

とされてきたがn.im,現 在まで糖尿屑発症前のi型 糖尿

病における膵P細 胞の変化 にっいては2つ の仮説が提

唱されており,未 だ結論が出ていない.1っ は,か なり

早期に成立す る膵 ランゲルハンス氏島(ラ 氏島)へ の リ

ンパ球浸潤(膵 島炎)の 出現直後か ら徐々にP細 胞の

数は滅少 し,90%程 度が消失 したところで糖尿病が発

症す るという説13'であり,も う1っ は膵島炎の成立後 も

R細 胞は保持され,あ る時点で(お そらくは)Thelper

1(ThD/T　 helper　2(Th2)ノ くランスの変化を伴 う免

疫状態の変化に僕 って急激 にβ細胞が減少 し,そ の直

　 本 諭 文 は,Yamada　 S,　Irie　J,　Shimada　 A,　 Kodama　 K,　Morimoto　 J,Suzuki　 R,　Oikawa　 Y,　 Saruta　 T:Aueument　 of　 beta

cell　 mass　 and　 oxidative　 peritoneal　 exudate　 cells　 in　 marine　 type　 l　 diabetes　 using　 adoptive　 transfer　 system.

Autoimmunity　 36:63-70,2003の 一 部 を 含 む.
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膵島炎の発症

　　　1

糖尿病の発症

鰹
帥
留
羅
Q
縫

1.綴 徐 2.急 激

1

時閲経過

鋪1図 　 1型 糖尿病 発症 過程 におけ る膵P細 胞容 稜に関す

　 る2っ の仮説,1,膵 島炎の発症直後 よ り徐 々に減少 し,

　 65^一90%の 容稿が失われ ると籔尿 病が発症 する,2.膵

　 島炎の 発症後 も容穣は し催 らく保持 されるが.Thl(Th2

　 バ ラ ンスの変 化を契 機に急激に容 穣が滅少 し.糖 尿病 に

　 歪 る。NODマ ウスにお いては,4週 齢頃 に膵島炎が成立

　 し,12週 齢以降 に糖尿痛 が発疲 しは じめ、雌性 で は30

　 週齢頃 までr70%程 度 の発疲率 を示す.

後に糖尿病が発疲するという説側である(第1図).も

し.前 者が正 しいのならば,発 症予防は可能な限り早期

か ら開始す る必要があり,場 合によっては β細胞の再

生を俸わせなければならない.逆 に後者が正 しいのであ

れば,糖 尿病発症の直荊に1型 糖尿病の発症過程にブ

レーキをかければ,糖 尿nvを 予防することができるはず

である.

　 そこで,今 回著者は,将 来の 且型糖尿病の予知マー

カーや有効な予防法の確立につなげることを目的 として.

1型 糖尿弱における膵P細 胞破壊の進展過程の検討とそ

の過程の中で変動する因子の検索を行 った.

1.　 1型 塘尿病モデルマウスにおける膵 β細胞容積の減

　 少過程の検討

　 1型 糖尿病の病因解明のためのモデル動物の一っと

して,non・obese　 diabetic(NOD)マ ウスが繁用 され

ている.NODマ ウスは,ヒ ト且型糖尿病に類似 した性

質を数多くもっ優れたモデル動物であり,生 後4週 齢

頃より膵島炎(膵 ランゲルハンス島(膵 島)へ の リンパ

球浸潤)を 認め,生 後!2週 齢以降に顕性糖尿病を発症

する.累 繊発症率 は雌性では30週 齢ころまでで約70

%で ある.本 研究では,遺 伝的には均一でありながら,

どの個体が糖尿病を発症するのか予知することができな

い,こ のNODマ ウスをモデル動物として用いることと

した.

　 また,免 疫 担 当 細 胞 のin　 VIUOに お け る役 割 を 検 討 す

る方 法 と して 「細 胞 移 入 」 の 系 が あ り,NODマ ウ スに

お い て も数 多 くの 移 入実 験 の報 告 が あ るISO'xi.今 回,著

者 は細 胞 移 入 の 系 を用 い る こ と と し,1型 糖 尿 病 モ デ

ル で あ るNODマ ウ ス を ドナ ー と し,遺 伝 的 な背 景 は

NODマ ウ ス と 同 様 で あ り なが ら有 効 な リ ンパ 球 を 欠 如

す るNOD・scld　 (severe　 combined　 immuno・

deficiency)マ ウ スを レ シ ピエ ン トと して,　NODマ ウ

ス の 膵 β細 胞 容 積 を 検 討 しっ っ,そ の 脾 細 胞(リ ンパ

球)をNOD・scidマ ウ スに移 入 す る こと で糖 尿 病 の 発症

しや す さを 調 べ,両 者 の 関 係 を 検 討 した.

2。　 1型 糖 尿 病 モ デ ルマ ウ スを 用 い た膵P細 胞 破 壊 と と

もに 変動 す る因 子 にっ い て の検 討

　 上記 の細 胞 移 入 の 系 を 利 用 し,ド ナ ー のNODマ ウ ス

の 免疫 担 当細 胞 の 機能 や細 胞 表面 マ ー カ ー な どを検 討 し,

レ シ ピエ ン トのNOD-scidマ ウ ス の発 症 ま で の週 数 に示

され る発 症 の しや す さ との 関係 を調 べ る こ とに よ って,

膵 β細 胞 の 破 壊 過 程 と と もに 変 動 す る因 子 を 明 らか に

す る こ と と し た.こ う し た因 子 の 変 動 が 膵P細 胞 の 破

壊 に対 して 原 因 と して 働 い て い な い と して も,と もに 変

動 す る因 子 が 明 らか と なれ ば,予 知 マ ー カ ーや 予 防 法 の

確 立の 糸 口 に な る もの と期 待 され る.

対象と方法

1.NODマ ウ ス か らNOD・scidマ ウ ス へ の 牌 細 胞 移 入

　 実 験 を用 い た1型 塘 尿 病 発 症 前 の膵 ρ細 胞 容 稜 の 変

　 化 の 推 測

　 1)動 物

　 雌 　 NOD　 vウ ス と雌$f:NOD・scidマ ウ ス を 日本 ク レ

ア(東 京)よ り購 入 し,慶 慮 義 塾 大 学 医 掌 部 動 物 実験 セ

ンター 内で 特定 屑 原 体葬感 染(specific　 pathogen-free;

SPF)環 境 下 に て 飼 育 した.飼 育 及 び実 験 処 置 に あ た っ

て は,慶 晒 義 塾 大 学 実 験 動物 取 扱 マ ニ ュ ア ル に準 拠 した.

ま た,本 実 験 は 倫 理 委 員 会 の 承 認 を 得 た(承 認 番 号

021017　 (2002年))、

　 2)脾 細 胞 の準 備

　 糖 尿 病 未 発 症 の16^18週 齢 のNODマ ウ ス も し くは

発 症 直 後 の 且8週 齢 のNODマ ウ スを 頚 推 脱 臼 に よ り無

痛 的 に 屠 殺 した 後,脾 脇 を取 り出 し,2%の 仔 牛 胎 児 血

清(fetal　calf　serum;FCS)(JRH　 Bioscience,,ア メ リ

カ)を 含 ん だRPMI・1640液(Gibca　 BRL.ア メ リカ)

(以 下2%FCS・RPMI)に 人 れ,75　 Nmフ ィ ル タ ー

〔Corning,ア メ1'カ)を 使 用 して 単細 胞 浮 遊 液 を 作 成

し た.エ チ レ ン ジ ア ミ'ンテ ト ラ 四 酢 酸 ナ ト リ ウ ム

一T12一
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第2図 　 膵島炎の評価.a)grade　 O,膵 島周囲 に炎症性細胞 のｻIA91がない　 b}grade　 i,膵 島 周囲に炎症性 細胞の浸

　 潤 はあるが膵島内 には詔 めない.c)grade2,膵 島内 に炎症性細胞 の浸 測 はあるが.膵 島内の面 積の:/2は 越え ない

　 範囲 に留ま っている　d)grade3.膵 島内 の面raの1/2を 越xる 面 橘に炎症性細胞の浸 潤を詔め る.す べての膵島 に

　 対 して膵島炎の評価 を行い,そ のΨ均鯨をその個体の膵島炎の評価 と した

(2Na・EDTA)0045　 g,塩 化 ア ノ モ ニ ウ ム(NH.CI)

834g,量 炭 酸 ナ ト リウ ム(NaHCO,)10gを1000　 m1

の水 に溶 解 して 作 成 した 液 を用 い て赤 血球 を 溶 血 させ た

後,3回2%FCS　 RPMlで 洗 浄 し,細 胞 移 入実 験 な どの

Ol'の段 階 まで 数 分 か ら数時 間 氷 上 に て 静 置 した.

　 3)細 胞 移 入

　 単 離 した 脾 細 胞 を2%FCS・RPMIか ら7ノ 酸 緩 衝 液

(PBS)に 移 し,1XlO咽/mtの 齪 度 に調 整 し,1匹 の

NODマ ウ ス あ た り3匹 ず つ の5週 齢 雌 性NOD　 scidマ

ウ ス に02m/(2×106個/匹)ず つ腹 腔 内 投 与 した

　 4)穂 尿 病 発 症 の モ ニ タ リン グ

　 脾 細 胞 の 移 入 を受 け たNOD-scidマ ウ ス に対 して,週

2回 テ ス テ ー プ(Eli　 Ldly,ア メ リカ)を 用 い て 尿 糖 を

チtノ ク した　 尿糖 が陽 性 で あ った マ ウ ス に対 して は尾

静 脈 よ り採 血 し,グ ル テ ス トエ ー ス(Arkray,日 本)

を 用 いて 血 糖 を 調 べ た 　 2回 続 け て 血 糖 が250mg/d量

以Lで あ っ た マ ウス は 糖 尿 病 と診 断 した　 レ ノ ピェ ノ ト

で あ るNOD　 sc1dマ ウ スの 個 体 差 に よ る 影 響 を 排 除 す る

た め に3匹 の レ ノ ピエ ノ トの う ち1匹 で も発 症 した場

合,ド ナ ーのNODマ ウ ス は 糖 尿 病 発 症 性 を も って い る

と判 断 し,3匹 の レ ノ ピエ ン トの う ち最 も早 く発 症 し た

個 体 の 週 数 を も って,ド ナ ーのNODマ ウ ス の 糖 尿 病 発

症 性 の 強 さ と した　 一 方,3匹 の レ/ビ エ ノ トが 移 入 後

14週 ま で に1匹 も発症 しな か った場 合,ド ナ ーのNOD

マ ウ ス に は 塘 尿 病 発 症 性 が な い と判 断 した　 M週 ま で

に 発症 しな か ったNOD　 sadマ ウ ス は解 剖 に賦 し,胸 腺

腫 が な いか ど うか を 検 討 した.NOD　 scudマ ウ ス は胸 腺

腫 を 発 症 しや す い こ と か 知 られ て お り,40週 齢 まて の

累 積 発症 率 は雌 性 で約80%,雄 挫 でX130%に 及 ぶ こ と

が 知 られ て い る18).NOD　 sc且dマ ウ ス に お け る胸 腺 腫 は

一T且3一
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ほ と ん どが20週 齢 以 降 に 発症 す るが,ま れ に20週 齢

以 前 に も胸 腺 腫 が 発症 し,胸 腺 腫 が あ る場 合,1」 ンパ 球

移 入 の 系 が 成 立 しな く な る.こ の た め,移 入 後14週

(19週 齢)で 糖 尿 病 を発 症 しなか ったNOD・scidマ ウ ス

の う ち,胸 腺 瞳 を 認 め た もの は,本 研 究 の その 後 の 検 討

に 利 用 しな い こ と と した.

　 5)膵 臓 の組 織学 的 検 討

　 NODマ ウ ス か ら脾 臓 を 摘 出 す る際 に,同 時 に膵 臓 も

摘 出 した.摘 出 され た膵 臓 を半 分 に 分 割 し,う ち半 分 を

10%ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに て 固 定 し た.こ の 固 定 さ れ た

膵 臓 を 後 に パ ラ フ ィ ンに 包 埋 し,50Nmの 距 離 を開 け

て,少 な く と も3切 片 以 上 の プ レパ ラー トを 作 成 し,

ヘ マ トキ シ リ ンー エ オ ジ ン染色 を 施 した.膵 島 炎 の 評 価

に お い て は,下 記 の よ う な分 類 を行 った,grade　 O;膵

島 周 囲 に 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 が な い.grade　 1;膵 島 周 囲

に 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 は あ るが 膵 島 内 に は 認 め な い.

grade　 2;膵 島 内 に 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 は あ るが,膵 島 内

の 面穣 の1/2を 越 え ない範 囲 に留 ま ってい る.grade　 3;

膵 島 内 の面 積 の1/2を 越 え る面 積 に 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤

を 認 め る(第2図).3枚 以 上 の プ レパ ラ ー トの 全 て の

膵 島 に対 して 膵 島 炎 の 評 価 を行 い,そ の 平 均 値 を その 個

体 の膵 島炎 の評 価 と した.

　 膵 臓 の残 る半 分 は イ ンス リン含 有 凪 の 計 測 に供 した.

　 6)膵 臓 イ ン ス リ ンの 抽 出

　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 固定 しtoか った騨 臓 の半 分 を,重

億 の 測 定後 に酸 エ タ ノー ル 液(6規 定 塩 酸:水:純 エ タ

ノー ル を容 穣 比1.8:232=75.0で 混 和 した 液)中 で す

り潰 した.そ の 後4℃ 下 で48時 間 柵 搾 を続 け,イ ンス

リンを 抽 出 した.

　 7)マ ウス イ ン ス リンの測 定

　 上 記 の 膵 臓 よ りの抽 出 に 用 い た 酸 工 タ ノ ー ル 液 のpH

を 謁 節 した 後,RIA法 にて イ ン ス リ ンを 測 定 した.す

なわ ち,コ ン トロ ー ル検 体 とサ ンプ ル検 体 に1251で 標 識

した イ ンス リ ン(Linco　 Research,ア メ リカ)を 加 え 。

そ こ に モ ル モ ッ ト由 来 の 抗 イ ン ス1,ン 抗 体(Linco

Research;)を 加 え,4℃ 下 で24時 間 静置 す る.翌 日,

ヤ ギ 由 来 の 抗 モ ル モ ッ ト免 疫 グ ロ ブ リ ン抗 体(Linco

Research)を 加 え,4℃ 一ド で20分 静 置 し,

2.000～3.000gに て 遠 心 して 免 疫 復 合 体 を 回 収 し,そ

の放 射 活 性 を測 定 した.コ ン トロ ー ル検 体 か ら得 られ る

検量 線 か ら サ ンプ ル濃 度 を得 た.

2,　 NODマ ウスからNOD・scidマ ウスへの脾細胞移入

実験を用いた膵p細 胞破壊の進展 とともに変動する因

子の検討

　 1)動 物 及 び脾 細 胞 の 移 入

　 本研 究 で も11の 実 験 と同 様.未 発症 の16～18週 齢

の雌 性NODマ ウ ス も し くは 発 症 直 後 の18週 齢 の 雌 性

NODマ ウ ス か ら脾 細 胞 を 取 り 出 し,5週 齢 の 雌 性

NOD・scidマ ウ ス1:.2x10`個/匹 ず っ 腹 腔 内 投 与 した.

　 2)脾 細 胞 に 対 す る抗 原 非 特 異 的 な刺 激 と抗 原 特 異 的

な刺 激 に よ るサ イ トカ イ ンの 分 泌 及 び そ の 回 収

　 レシ ピエ ン トに 移 入 しな か った 脾 細胞 浮 遊 液 の 一 部 に

磁 性 マ イ ク ロ ビ ー ズ の 付 着 した 抗CD4抗 体 を 加 え,

MiniMACS　 system(Miltenyi　 Biotech,ド イ ツ)を 用

いてCD4陽 性 細 胞 を 分 離 した.　CD4陽 性 細 胞 を除 い た

脾 細 胞 浮 遊 液 に3000radの 放 射 線 を 照 射 して,リ ンパ

球 の 増 殖 を 抑制 して抗 原 提 示活 性 のみ を 残 した,さ き に

分 離 したCD4陽 性 細 胞3x10'1L1と 放 射 線 照 射 細 胞6x

iaｰ個 と を10%FCS・RPMIの 中 で 混 じ,さ ら に抗CD3

抗 体10Ng/m!(clone　 145.X11,　 PharMingen,ア メ

iカ)を 加 え て 最 終 液 量250μ'と し,96穴 丸底 細 胞 培

養 プ レ ー ト(Corning,ア メ リカ)に て48時 間(37℃,

5%CO2)培 養 した.培 養 後,上 清 を回 収 し,サ イ トカ

イ ン計 測 ま で数 日間 一20℃ で冷 凍 保 存 した.

　 また,こ れ と同 様 の 実 験 を,抗CD3抗 体 に替 え て,

ヒ トGAD(RSR,イ ギ リス),　 ヒ トイ ン ス り ン　(Novo ,

デ ンマ ー ク),ま た は卵 白 ア ル ブ ミ ン(Sigma,ア メ リ

カ)を 刺 激 と して施 行 した.抗CD3抗 体 と同 様,　 各 々

の 刺 激 物 をtoｵe/ml加 え て 最 終 液 皿 を250μ'と し,

96穴 丸 底 細 胞 培 養 プ レ ー ト上 で48時 間(37℃,5%

CO,)培 養 した.培 養 後,上 清 を 回 収 し,サ イ トカ イ ン

計測 ま で数 日間 一20℃ で冷 凍保 存 した.

　 3)サ イ トカ イ ンの計 測

　 一ヒ清 巾 の サ イ ト カ イ ンの 計 測 に はenzyme-linked

immunosorbent　 assay(EUSA)法 を 周 い た.す な わ

ち平底 の96穴 プ レ ー トに各 種 抗 体(抗 イ ン ター フ ェ ロ

ン　(interferon;IFN)・Y(clone　 R4・6A2),抗 イ ン ター

ロ イキ ン(inter)且eukin;亘L)・2(JES6・1A12),抗IL-4

(BVD4.1D11),も し くは 抗1L・10(JES5・2A5)抗 体)

(全 てPharMingen)をPBSに 溶 か して4℃ で一 夜 静 置

し,翌 日,採 取 され た上 清 も し くは 各 サ イ トカ イ ンの ス

タ ン ダ ー ド検 体 を 加 え て2時 間 室 温 で 静 齪 した.0.1%

Tween　 20(BioRad、 ア メ リカ)を 加 え たPBSで 洗 浄

した後,ビ オ チ ン化 した各 種抗 体(抗IFN・ γ(XMG　 l.2),

抗1L・2(JES6・5H4),抗IL・4(BVD　 6・24G),も し く

は 抗Ilし・10(SXC1.2)抗 体)(全 てPharMingen)を 加

え さ ら に1時 間 室 温 で 静 置 した.そ の 後AB溶 液(Vect

astain,ア メ1」カ)を 加 え て30分 静 置 した後,2,2'一azi

nobis-3-ethylbenz-thiazolinesulfonic　 acid　 (ABTS)

一T14一



lll田　 1型 踏尿病 の発症予知に関 す る研究

(Sigma)を 加 え て405nmで の 発 色 をELISA　 reader

(Titertek　 Multiskan,ア メ リカ)に て 調 べ た.本 研 究

で は検 体 を す べ て 二 重 に計 測 し,ス ク ン ダー ド検 体 よ り

得 られ た ス タ ン ダー ドカ ー ブ よ り各樋 サ イ トカ イ ンの 濃

度 を求 め た,

　 4)RNAの 抽 出 とcDNAの 合 成

　 NODマ ウ スか ら得 られ た 脾 臓 の 一 部 をRNA　 later

RNA　 stabilization　 reagent(QiaBen,ア メ リカ)中 で

ホモ ジ ナ イ ズ し,得 られ た検 体 に エ タノ ー ル を添 加 した

後 に,シ リカゲ ル膜 の っ い た ス ピ ンカ ラ ム に 移 し,遠 心

にてRNAを 膜 に 桔 合 させ た 俊,膜 に 水 を通 して.濃 縮

され たRNAを 揚 た.

　 RNAを 抽 出 後,70℃10分 間 の 処 置 を し,　RNAの

高次 構 造 を 破壊 した。 そ の 後,ア デ ニ ン(A)の 配 列 が

続 く ポ リAの 構 造 を もつmRNAの 樵 質 を 利 用 し,オ

リ ゴdTプ ラ イ マ ー を 用 いて42℃ の 環 境 下 で逆 転 写 反

応 を 生 じさ せ,フ ァー ス トス トラ ン ドcDNAを 作 成 し

た.

　 5)PCRに よ る サ イ トカ イ ンの 発 現 解 析

　 脾 細 胞 か ら得 ら れ た フ ァ ー ス トス トラ ン ドcDNAを

鋳 型 に して,D一 ア ク チ ン,　IFN・γ,　IL4,1レ10に っ い て

PCRを 施 行 した.各 々の5'プ ライ マ ー及 び3'プ ライ マ ー

の 配 列 は β・ア ク チ ンAGAGGGAAATCGTGCGTGAC

及 びCAATAGTGATGACCTGGCCvGT.　 IFN-yTCA

AGTGGCATAGATGTGGAAGAA及 びAGGCTCTG

CAGGATTTTCATG,　 IL-4　 ACAGGAGAAGGGACG

CCAT及 びGAAGCCCTACAGACGAGCTCA,　 IL・10

GGTTGCCAAGCCTTATCGGA及 びACCTGCTCC

ACTGCCTTGCTで あ った.各 々 の反 応 は脱 重 合(デ ィ

ネ イチ ャ ー)に94℃40秒,ブ ライ マ ー の重 合(ア ニ ー

リ ング)に61℃40秒,伸 長 反 応(エ ク ス テ ン シ ョ ン)

に72℃40秒 の 条 件 を 用 い,35サ イ ク ル の反 応 を 行 っ

た.各 々 のPCR産 物 を3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル上 で電 気 泳

動 し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド液(コ ンチ ネ ン タル ラボ ラ

ト リー プ ロ ダ ク ッ,米 国)に 浸 した 後,ト ラ ンス イ ル ミ

ネ ー タ ー(UVP,米 国)上 で紫 外 線 を 照 射 して 各 糧遺 伝

子 の 発現 の有 無 を検 討 した.

　 6)定 量 的PCRに よ る サ イ トカ イ ン ・ケ モ カ イ ン受

Q体 の 発現 解 析

　 Perkin　 Elmer　 7700　 PCR　 quantification　 system

(Perkin　 Elmer　 Corp./Applied　 Biosystems.ア メ リカ)

を 用 い て,脾 細 胞 か ら得 られ た フ ァ ー ス トス トラ ン ド

cDNAを β・ア ク チ ン,　IFN・γ,　IL・10,　CXCケ モ カ イ ン

受 容 体3(CXC　 chemokine　 receptor　 3;CXCR3)に

つ い て 定 量 的PCRに 供 した.5)に お い て 実 施 した 予

備 実 験 で 発 現 を 確02で き な か った1L・4に っ い て は 検 討

しなか った。 ま ず,5'プ ラ イ マー,3'プ ラ イ マ ー,及 び

そ の間 に2っ の 蛍 光 色 素 を 持 った オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

ブo一 ブ(TaqManブ ロ ー ブ)を 重 合 さ せ る.こ の2

っ の色 素 はTaqManプ ロ ー ブに 結 合 して い る間 は 発 光

しな い.し か し,そ の 後DNAポ リメ ラー ゼ活 性 と5●・3'

エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を あ わ せ もっTaqポ リメ ラー

ゼ に よ っ て プ ラ イ マ ー か らの 伸 長 反 応 が 生 じTagMan

ブ ロー ブ が 分 解 され る と,TaqManブO一 ブ に精 合 し

て い た 蛍 光 色 素 は 強 い 発 光 を 生 じ る よ う に な る.

Perkin　 Elmer　 7700　 PCR　 quantification　 syste【nで は,

この 蛍 光 を検 出 す る こ とに よ って 目的 遺 伝 子 の 増 幅 の 程

度 を リア ル タ イ ム に 定aで き る の で あ る.各 々 の5'プ

ラ イマ ー,3'プ ラ イ マ ー,TaqManプ ロ ー ブ は 第1表

に 示 した.各 々 の 反!c;f3脱 重 合(デ ィネ イ チ ャ ー)に

第1衷 　 各種 遺 伝 子 のpolymerase　 chain　 reactionの た め のprimerの 配 列.制 隈 酵 素 の 種 類,　TagMan

　 　 　　 probeの 配 列

遭伝子名 5'ブ ラ イ マ ー 3'ブ ラ イ マ ー TaqManブ ロ ー ブ

P一'アク チ ン
5'・

CAACGTCACACT

TCATGATGGA・3'

5'・

TCCAGCCTTCCT

TCTTGGGTA・3●

5●・

TGTAGTTTCATGGAT

GCCACAGGATTCC・3'

IFNry 5●・

CAATGAACGCTA

CACACTGCAT3'

5'・

TGGCAGTAACAG

CCAGAAACA3'

50・

TTGGCTTTGCAGCTC

TTCCTCATGG・3'

1レ 且0 5'一

CACAAAGCAGCC

TTGCAGA3'

5'.

GTAAGAGCAGGC

AGCATAGCA・3'

5'・

AAGAGAGCTCCATCA

TGCCTGGCTCA-3'

CXCR3 6'一

ATCAGCGCTTCA

ATGCCAC-3'

5㌔

TGGCTTTCTCGA

CCACAGTT-3'

5'・

ATGCCCATATCCTAG

CTGTTCTGCTGGTC-3'
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累

95℃30秒,プ ラ イ マ ーの 重 合(ア ニ ー リ ン グ)と 伸

長 反 応(エ ク ス テ ン シ ョ ン)に59℃60秒 の 条 件 を 用

い 二 重 に 施 行 され た.

　 7)フ ロー サ イ トメ ー ター を 用 い たT細 胞 受 容 体(T

cell　receptor:TCR)α/β 陽 性CD4陰 性CD8陰 性 細

胞 の発 現 の 解 析

　 レ シ ピエ ン トに移 入 しなか った 脾 細 胞 浮遊 液 の 残 りの

一 部 は フ ロ ー サ イ トメ ー ター によ る解 析 に 供 した
.脾 細

胞 を2%FCS-RPMIか ら2%のFCSを 混 じ たPBS(以

下2%FCS・PBS)に 移 し,　Cy・Chrome・conlugated抗

CD4抗 体(clone　 H　129.is),　 Cy・Chrome・conlugated

抗CD8抗 体(53-6.7)(PharMingen),　 FITC・

conjugated抗TCRα/p抗 体(H57-597)Gmmuno・

tech,フ ラ ンス)に よ り染 色 した.各 々 の 染 色 は4℃20

分 間 の 静 躍 に よ って 行 い,2%FCS・PBSに よ り洗 浄 後,

10'一10'個 の 細 胞 を フO一 サ イ トメ ー ター(EPICS　 XL

(Beckman　 Cou且ter,ア メ1」カ))に よ り解trし た.

　 8)フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー を 用 い た腹 腔 浸 出 細 胞

(peritoneal　 exudate　 ce且1s(PEC))の グ ル タチ オ ン レ

ベ ルの 検 討

　 屠 殺 直 後 の20匹 のNODマ ウス に 対 して,脾 臓 や膵

臓 の 摘 出 に 先 ん じて,5m!のPBSで 腹 腔 内 を 無 菌 的 に

洗 浄 し,そ れ を回 収 した.こ の 洗 浄 液 中 に 含 まれ る 細 胞

)a

)b

1

/W

の す べ て を 腹 腔 浸 出 細 胞(peritonea且exudate　 ce1】5

(PEC))と した.

　 40mmo1/'の 濃 度 でmonochlorobimane(MBCI)

(Clontech.ア メ リカ)を 純 工 タ ノー ル(和 光 純 薬,大

阪)に 溶 か し,PBSで500倍 に希 釈 した.希 釈 さ れ た

MBC1溶 液5mlをPECを 含 む5m1のPBSと 混 じて

(最 終 濃 度40Nmo]/')室 温 一ド,5分 間 静 置 した.そ の

後 直 ち にEPICS　 ALTRA　 system(Beckman　 Coulter)

を 用 い て,20mWの 紫 外 線 を照 射 下 で の グ ル タチ オ ン.

MBCIに よ る蛍 光 を抽 出 した,こ の 系 にお い て は。 グ ル

タチ オ ン レベ ル の高 い 細 胞 集団 を 還 元 型PEC.グ ル タ

チ オ ン レベ ルの 低 い 細 胞 集 団 を酸 化 型PECと 定 義 した

(第3図).

　 9)統 計 学 的 解 析

　 マ ウ スの 群 間 の比 較 に つ い て は,Student　 t　testを 用

い て パ ラ メ ト リ ・7クに.あ る い{3Mann-Whitney's　 U

testを 用 い て ノ ンパ ラ メ ト リックに 解 析 した また .指

標 間 の 相 関 に っ い て は,Spearman　 rank　 correlation

coefficientを 用 い て ノ ンパ ラメ ト リッ クに 検 討 した .

MBC1濃 度

第3図 腹 腔 浸 潤 細 胞 のmomchlorobimane漉 度 に っ い

　 て の代 表 的 フ ロ ーサ イ トメ ー タ ーの デ ー タ,a)染 色前,

　 b)染 色後=b)に お け る下 線 部 を グ ル タ チ オ ン レペ ルが

　 低 い と判 断 し.酸 化 型 と定 義 した.(Yamada　 S　e[a1:

　 Autoimmunity　 36:63-70,2003のFig　 1を 許 可 を 得

　 て転 載)

結　　果

1.NODマ ウ スか らNOD・scidマ ウ スへ の 脾 細 胞 移 入

実 験 を 用 い た1型 穂 尿 病 発症 前 の 膵 β細 胞 容 積 の 変 化

の 推 測

　 D細 胞 移 入 の 結 果

　 本 研 究 で は 合 計 で16一 一18週 齢 の 雄 性NODマ ウ ス

(n=41)の 脾 細 胞2xlo6個 を5週 齢 の 雌 性NoD・scid

マ ウ ス(n=123)に 腹 腔 内 投与 した .41匹 の ドナ ーの

うち,4匹 は細 胞 移 入 の 直 前 に 塘尿 病 を 発 症 して い た .

こ の糖 尿 病 発症 済 み ドナ ーの 脾 細 胞 を 移 入 さ れ たNOD・

scidレ シ ピエ ン トはす べ て移 入 後3～6週 に 発症 した.

胸 腺 腫 の レ シ ピ エ ン ト3匹 を 除 く と,izo匹 の レ シ ピ

エ ン トの う ち60匹(50%)が 踏 尿 病 を 発 症 し,こ れ ら

の レ シ ピエ ン トに 対 す る ドナ ー は29匹 で あ う た.す な

わ ち,発 症 済 みNODマ ウ ス4匹 と未 発 症NODマ ウ

ス25匹 が 糖 尿 病 発 症 性 を も うて お り,残 る12匹 の 未

発 症NODマ ウ ス は 塘 尿 病 発 症 性 を も って い な か っ た

(第4図).

　 2)ド ナ ーの 膵 臓 と レ シ ピエ ン トが 塘 尿 病 を 発 症 す る

まで の 期 間 の関 係

　 細 胞 移 入 の 系 に お い て,着 週 齢 のNODマ ウ スか ら脾

細 胞 を 移 入 され たNOD・scidレ シ ピエ ン トは 移 入 後,糖

尿 病 発 症 まで に時 間 が か か り。 発 症 直 前 の 時 期 のNOD

マ ウ スか ら脾 細 胞 を移 入 さ れ たNOD・scidレ シ ピエ ン ト
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第4図NODマ ウ ス の脾 細 胞 を移 入 され たNOD・scidマ ウ

　 ス の徳 尿病 累積 発 症 串.(Yamada　 S　et　al:Autoimmun・

　 ity　36;63-70,2003のFig　 2を 許 可 をi5て 転 載)
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は移 入 後,す み や か に糖 尿 病 を 発 症 す る191こ と よ り,

NODマ ウ スの 塘 尿 病 発 症 性 は,そ の 脾 細 胞 を 移 入 され

た レ シ ピエ ン トが 移 入 後 に糖 尿 病 を 発症 す る まで の 期 間

で 評 価 す る こ とが で き る と考 え られ て い る,

　 も し.膵R細 胞 が膵 島 炎 を 発 症 後.徐 々 にp細 胞 数

を減 らす の で あれ ば,ド ナ ーの膵 臓 の イ ン ス リ ン含 有 量

あ る い は膵 島 炎 ス コ ア と レシ ピエ ン トの 移 入 後 発 症 まで

の週 数 は直 線 相 関 す る はず で あ る.そ の よ う な観 点 に た

ち,椹 関 関 係 を調 べ た が,ド ナ ーの 膵 イ ンス リン含 有 量,

膵 島 炎 ス コア と も レ シ ピエ ン トの 発 症 まで の 週 数 とは相

関 が な か った.

　 逆 に膵P細 胞 容 積 は 発症 直 前 まで は あ る程 度 保 た れ.

発 症 直前 に激 減 す る とい う観 点 にた って 観 察 した と ころ,

レ シ ピエ ン トが 発 症 す る の に7週 か かr,た ドナ ー の 膵

イ ンス リ ン含 有 量 は,一 匹 の レ シ ピエ ン トも発 症 させ な

か っ た ドナ ーの 膵 イ ンス リ ン含有 量 と同等 で あ り,ま た,

レ シ ピエ ン トが6週 以 下 しか か け ず に 糖 尿 病 を 発 症 し

た ドナ ー の膵 イ ンス リ ン含 有 猛 は,糖 尿 病 を 発 症 済 み の

ドナ ーの膵 イ ンス リン含 有飛 と同等 で あ った(第5a図).

　 膵 イ ンス リン含 有 量 と膵 島 炎 ス コ アの 関 係 を 検 討 す る

と,有 意 な 負 の 相 関 関 係 が 存 在 し た(r=一 〇ss,

p〈0.0001)(第6図).そ こ で,膵 島 炎 ス コ ア と レ シ ピ

エ ン トが発 症 す るま での 週 数 との 関 係 を求 め た.す る と,

レ シ ピエ ン トの 発 症 に7週 以 上 か か っ た ドナ ー の 膵 島

炎 は,レ シ ピエ ン トを 発 症 さ せ なか った ドナ ー の膵 島 炎

と同 等 で あ り,レ シ ピエ ン トの 発 症 に6週 以 下 しか か

か らなか った ドナ ーの 膵 島 炎 は 発症 済 み の ドナ ー の 膵 島

炎 と同 等 で あ った(第5b図).
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第5図NODマ ウ ス にお け る膵P細 胞 容 積 の 時間 経 過 に伴

　 う変 化.a)膵 β細 胞 容 積 を膵 臓 イ ン ス リ ン含 有 鼠 で 検 討

　 した 図(n=20),b)膵p細 胞 容 横 を 膵 島 炎 ス コ ア で 評

　 価 し た図(n=32):a)に お い て は.糖 尿 腐 発 症 済 み の

　 NODマ ウ ス の イ ン ス7ン 含 皿 は す べ てioｵa/g　 pam

　 creas未 満 で あ り,そ の 脾 細 胞 の レ シ ピ エ ン トは 移 入 後

　 3～6週 に13　 1尿病 を 発 症 した(closed　 square),レ シ ピ

　 エ ン トが6週 以 内 に 発 症 し た 糖 尿 肩 未 発 症NODマ ウ ス

　 の イ ン ス リ ン 含 有 量 もiovs/g　 pancreas未 満 で あ り

　 (open　 square),踏 尿 病 発 症 済 み のNODマ ウ ス と同3で

　 あ った.こ れ に 対 して レ シ ピ エ ン トが 発症 に7週 以 上 要

　 し た 糖 尿 病 未 発 症 マ ウ ス の イ ン ス リ ン 含 　 t3　toNa/6

　 pancreas以 上 で あ り(ocen　 circle).こ れ は1匹 の レ シ

　 ピ エ ン ト も 発 症 さ せ る こ と が で き な か っ た ド ナ ー

　 (c1〔応ed　circle)と 同 等 で あ っ た.　b)は 膵 島 炎 ス コ ア を 示

　 す.膵p細 胞 容 頓 の 大 き い もの をY紬 の 上 方 に と る べ く、

　 この 図 の み 膵 髄 炎 ス コ アの 低 い もの(膵 島 炎 の 軽 い も の)

　 を上 方 に 示 した.膵 鴎 炎 ス コ ア1こて も膵 臓 イ ン ス リ ン含

　 有 量 と 同 様 の 結 果 を 示 した.(a)に つ い てt3　Yamada　 S

　 e[al=Autoimmunily　 36163-70,2003のFig　 3を 許

　 可 を 得 て 転 載)
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第6図 膵島 炎 スコアと膵臓 イ ンス リン含有恥 の相関.膵

　島 炎 と膵臓 イ ンス リン含 有量 は強 く櫓関 して いた(r=

　 一〇ss.　p<o,ooou.

14　　　　　　　 7

　　時間経過(週)

第7図 　 レシピエ ン トの 発症性 に基づ くドナ ーの分 類.A

　群;レ シピエ ン トに糖尿病 を発症 させないNODマ ウス,

　B群;レ シ ビェ ン トに塘尿絹を発症 させ るが7週 以 上要

　するNODマ ウス,　C群;6週 以内 に レシピエ ントに穂尿

　病 を発症 させるNODマ ウス　 に分頬す ることと した.

　このことは,レ シピエントの発症にわずか1～2週 の

差 しかない ドナーの間で膵イ ンスリン含有量(膵 β細

胞容積),膵 島への細胞浸潤の程度にっいては大きな差

が存在することを示唆 している,

2.NoDマ ウスからNoD-scidマ ウスへの脾細胞移入

実験を用いた膵p細 胞破壊の進展 とともに変動する因

子の険討

　上記の実験結果に鑑み,膵 β細胞破壊の進展ととも

に変動する因子の検討においては,　 ドナーのNODマ

ウスを以下の3群 に分類 した.A群;レ シピエントが

発症 しない,B群;レ シピエントが発症するが,発 症ま

でに移入後7週 以上かかる,C群;レ シピエ ントが移

入褒6週 以内に発症する(第7図).そ して,以 下の検

討項 目について群間での比較を行 った.検 討項目が発症

直前であるC群 において他群より有意に高値(も しく

は低値)で あれば,そ の項目は破壊過程の進展とともに

変動 していると判断することとした.

　1)CD4陽 性脾細胞の抗原非特異的な刺激に対するサ

イ トカイン反応

　NODマ ウスのCD4陽 性脾細胞に対して抗CD3抗 体

による刺激を加えて48時 間培養し,上 清を回収 して上

清中の サイ トカイン濃度を計測 した.そ の結果,]L-2.

IFNryに ついてはA,　B,　C群 の群間で差異を認めなか っ

た(第8図).IL・10,　 IL-4に ついてはいずれのマウスに

おいても検出できなか った.
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第8図 　CD4T細 胞 と抗原提示細胞 を抗CD3抗 体刺激下 で

　48時 間共培養 した後の1:iti中のサ イ トカイ ン.　a)1レ2,

　b)量FNqを 示す.3群 問 での有意差 は認 め られなか った,

　(AC{n=5,　 B群n旨9.C群n=6)
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　 2)脾 細 胞 の膵 島 抗 原 特 異的 な 刺 激 に 対 す る サ イ トカ

イ ン反 応

　 NODマ ウ ス の脾 細 胞 に 対 して ヒ トGADあ る い は ヒ

トイ ンス リ ンに よ る刺 激 を 加 え て48時 間 培 養 し,上 清

を回 収 して上 清 中 の サ イ トカ イ ン濃度 の 計 測 を 試 み た.

ま た,そ れ ら と比 較 す るた め卵 白 ア ル ブ ミンに て も同 様

の培 養 上清 を回 収 し,サ イ トカ イ ン濃度 の 計 測 を試 み た.

しか し.　 IL・2,1FN-x　 IL-4,1L40の い ず れ も,ほ とん

ど 検 出 で きず,こ の 点 で はA,B.　 C群 の 群 間 で 差 異 を

認 め なか っ た.

　 3)脾 細 胞 のmRNA定 趾 によ るサ イ トカ イ ンの 検 出

　 蛋 白 レベ ルで は サ イ トカ イ ンの 発現 に 差 異 を み る こ と

が で き な か0た た め,NODマ ウ スの 脾 臓 か らRNAを

描 出 し,cDNAを 作 成 して 定 最 的PCRに よ り そ の 発現

量 を 検 討 しf,.エ チ ジ ウム プ ロマ イF'を 用 い た 予 備 実験

にお い てIL・4の 検 出 が 困 難 で あ った た め,検 討 す る サ

イ トカ イ ンと して[FN・YとIL・10を 選 び,両 者 の比 を 検

討 した.IFN・ γとIL-10を 用 い たmRNAの 検 討 の 有 用

性 はKolhら よ り 確 認 さ れ て い る 　 (The　 4th

Immunology　 of　Diabetes　 Society　 Congress,イ タ リ

デ,1999年)が,今 回 の 著者 の 検 討 で はA,B,　 C群 の

群 間 で 差 異 を認 め なか った(第9図).
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第9図 脾 臓 のmRNAの 竈 罰 的RT・PCRに お け るIFN-y

　/IL・10比.　 b)3群 問 で の 有 意 差 は躍 め ら れljか っ た.
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　 4)脾 細 胞 のmRNA定 量 によ るCXCR3の 検 討

　 次 にThl細 胞 の比 率 を サ イ トカ イ ンの 検 出 以 外 の 方

法 で 検 討 す る こ と を 考 え,Thl細 胞 浅 面 に 発現 す る と

さ れ て い る'a"'CXCR3の 発 現 の 程 度 をmRNAの 定 量

的PCRに て 検 討 し.　P一ア ク チ ンと の 比 を 調 べ た,そ の

C

第io図 　 脾 臓 のmRNAの 定 量 的RT・PCRに お け る

　CXCR3発 現.有 意 差 は なか っ た が,　C群 が 高ｫ.で あ る

　 傾向 を認 め た(B・C群 間P=4.06).(A群n=5.B群n=

　 9,C群n=3)

結 果,C群 に お い てA,　 B群 よ り もCXCR3のmRNA

の 発現 が 高 い傾 向 が あ ったが,統 計学 的 に有意 で はな か っ

た　 (B～C群 間 差p=0.06,Man"・Whitney's　 U　test)

(第10図).

　 5)脾 細 胞 に お け るTCRα/β 陽 性CD4陰 性CD8陰

性 細 胞 の 比 率

　 Th1/Th2バ ラ ン スを サ イ トカ イ ン以 外 の もの で さ ら

に 検 討 す る た め の 方 法 と して,著 者 は さ ら にNKT細 胞

　

　

4

2

0

8

6

4

2

0

　

　

■1　　1
　　1

(
訳
)冊

封

虚
£
組

2
躍

弱
坦

匪

Q
＼
δ

匡
り
↑

聖

馬
組
幽

o⊃
O
り
製
鯉
噂
O
O
遡
匪

q
＼
ご

匡
り
」.

A B C

第II園 　脾 臓 のTCRa/β 陽 性 細 胞 にlliめ るTCRα/P陽 性

　 CD4陰 性CD8陰 性 細 胞 の比:#..3群 問 にr,意 蓋 は1jか う

　 た、(A群n=5,B群n=9.　 C群n=6)
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の 検 討 を試 み た.T細 胞,　B細 胞,　NK細 胞 に つ ぐ第4

の リ ンパ 球 築 団 と して知 られ るNKT細 胞 は,免 疫 系 の

調 節 を 司 って い る こ とが 知 られ,1型 糖 尿 病 に お い て も

そ の関 与 が 報 告 され て い る22剰.実 際,NKT細 胞 の 性

質 がTh]/Th2バ ラ ンス を 決 定 し,そ の 後 の1型 糖 尿

病 の 発 症 を 左 右 ず る と い う説 が 提 唱 さ れ て お り23).

NKT細 胞 の 検 討 に よ りTh1/Th2バ ラ ン スの 把 握 や 発

症 予知 に つ な が る可能 性 が あ る。

　 NK1.i分 子 が 欠 如 して い るNODマ ウ ス25}にお い て は

NKT細 胞 を定 義 す る こ とが 困 難 で あ るが,著 者 は 本研

究 に お い て はTCRa/P陽 性CD4陰 煙CD8陰 性 細 胞 を

も ってNKT細 胞 様 細 胞 と考 えM:,　TCRa/p陽 性 細 胞 に

対 す る 比 率 を 検 討 した.し か し,A,　 B,¢ 群 の 群 間 で 差
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第13図 　 膵 島 炎 ス コ ア と酸 化型 胆 腔 浸 出細 胞 の比 率 と の関

　 係.膵 島 炎 ス コ ア と酸 化 型 腫 腔 浸 出 細 胞 の 比 率 は 棺 関 し

　 て た(ρ=一 〇.50,p<a.as).(Yamada　 S　et　al:Autoi.

　 mmunity36:63-70,2003のFig　 4を 許 可 をf9て 転 載)

A B C

第12図 　 全 腹腔 浸 出細 胞 中 にLIめ る酸 化 型腹 腔 浸 出細 胞 の

　比 率.a)棒 グ ラ フで 示 した もの,　b)分 布 図 に て示 した

　 もの;A群 で は全 て の,B群 でa3　isと ん ど の ドナ ーの 酸

　 化 型 腹腔 浸 出 細 胞 は10%以 上 で あ り.C群 で は全 て のF

　 ナ ー の 酸 化 型 腹 腔 浸 出 細 胞 が10%未 満 で あ っ た.

　'pく0.05(8)に つ い て はYamada　 S　et　al:Autoimmu-

　oily　36:63-70.2003のFig　 5を 許 可 を得 て 転 載)

異 を認 め なか った(第1且 図).

　 6)酸 化 型腹 腔 浸 出 細 胞(PEC)の 比 率

　 最 近,抗 原 提 示 細 胞,特 に マ ク ロ フ ァー ジに お け る グ

ル タ チ オ ンの レベ ルがThl〆Th2バ ラ ンス と関 係 が あ る

と報 沓が な され て いるm　 そ こで個 体に おけ るマ クロ フ7一

ジの グ ル タチ オ ンレベ ル を検 討 す る べ く,腹 腔 浸 出細 胞

(PEC)をMBC1に て 染 色 した.　MBCIの 染 色 レベ ルの

低 い細 胞 を酸 化 型PECと 定 義 して そ の 比 率 を 検討 した

と こ ろ,A,　 B群 に 比 し てC群 で は明 らか に そ の比 率 が

低 か った(第12a図).実 際,す べ て のA群(穂 尿 病

発症 性 を もた な いNODマ ウ ス)の 酸 化 型PECは10%

を超 え,す べ て のC群(レ シ ピ エ ン トを6週 以 内 に 発

症 さ せ るNODマ ウ ス)の 酸 化 型PECは10%を 下 回 っ

て い た(第12b図).

　 さ らice,酸 化 型PECが 本 当 に 病 勢 を 反 映 す る指 標 か

ど う か を 検 討 す る た め に,酸 化 型PECと 膵 イ ン ス り ン

含{p　 あ るい は膵 島 炎 ス コ アとの 相 関 を 検 討 した.そ の

継 果,膵 島 炎 ス コ ア と 有 意 な 負 の 相 関 を認 め た(p=

一〇.50,pく0.05)(第13図).

　 これ らの デ ー9に 基 づ き,酸 化 型PEC　 10%未 満 を 糖

尿 病 発症 の 予 知 マ ー カ ー と した と こ ろ,相 対 危 険 度 は

1.714(95%信 頼 区 間1.062-2.765 ,感 度50%,特 異 度

100%)で あ った ゆ,

考　　察

　現在,生 活習慣の変化に伴い2型 麟尿病患者の数が

爆発的に増加 している.こ れに比 し,軽 度ではあるが1

一T20一



山 田:1型 糖 尿病 の発症 予畑に関 す る研究

型 塘 尿 病 患 者 も世 界 的 に 増 加 しつ っ あ るη}.1型 糖 尿 病

も2型 糖 尿 病 も,遺 伝 因 子 と 環 境 因 子 が 発 症 に 関 与 す

る が,環 境 因 子 の ほ とん ど を食 習 慣 と運 動 習 慣 が しめ て

い る2型 糖 尿 病 と畏 な り,1型 糖 尿病 で は どん な 環境 因

子 が 発症 に関 与 して い るか が 不 明 で あ る.こ の た め,食

習慣 や巡 動 習慣 の改 善 な ど に よ り予 防 が 可能 で あ る こ と

が 証 明 され た2型 糖 尿 病3。uと 異 な り,且 型糖 尿 病 で は

予 防 法 が 確 立 で きて い な い 鵡'.Diabetes　 Prevention

Traial・Type　 l　Diabetes(DPT。1)鋤 で は イ ンス リ ン投

与 に よ り,　 European　 Nicotinamide　 Diabetes

Intervention　 Tria且(ENDIT)NIで は 乙 コ チ ナ ミ ドに よ

り,且 型 糖 尿 病 発症 の 予 防 を 図 っ たが,い ず れ も有 効 で

は なか っ た.そ こで,本 研究 で は,新 た な予 防 対 象 の選

定 法 や予 防 法 を 見 い だ す べ く,1型 糖 尿 痛 の 進 展 過 程 を

検 討 し,そ れ と と もに 変 動 す る因 子 の 探;fを 行 った.

　 1型 糖 尿 病患 者 の 遺 伝 因 子 と して,す で に ヒ ト白血 球

抗 原(human　 leukocyte　 antigen:HLA))SIと イ ンス リ

ン遺 伝 子 上 流 の 繰 り返 し配 列 の 繰 り返 し数(variable

number　 of　tandem　 repeat:VNTR)9fi)-s確 立 さ れ て い

るが,日 本 人 に 限 る と イ ン ス リ ンVNTRに つ い て は 関

与 を 否 定 す る報 告 が 多 く距 翻,関 与 す る に して も微 弱 な

関 係 に す ぎな い.mも の と思 わ れ る.よ っ て,確 実 に関 与

す る こ と が判 明 して い る の はHLAの み で あ る.　HLA

の 中 で 一 番 強 く 日 本 人1型 糖 尿 病 と関 与 す る の はDR

遺 伝 子 で あ り,DR4及 びDR9が 糖 尿 病 発 症 に 関 与 す る

と され て い るxi.axi.そ のφ で もよ り強 く発 症 に 関 与 す る

のがDR4で あ るが,　DR4は,健 常 者 の3割 程 度 に認 め

られ る.nた め,単 独 で は 発 症 率1.5～2.5人/10万 人ノ年

と され る 且型 槍 尿 病 の 予 防 対 象 の 選 定 に は ほ ど遠 い.

DPT・iで は,且 型 糖 尿 病 患 者 の近 親 者 の 中 で,膵 島 関

連 自 己抗 体 が陽 性 の集 団 を対 象 に し.経 静脈 的 ぶ ど う糖

負 荷試 験 に お け る イ ンス リン分 泌 反 応 を み れ ば,発 症 高

リス ク集 団(5年 間 で60%が 発 症)や 中 等 度 リス ク集

団(5年 間 で35%が 発 症)を 見 出 せ る.す な わ ち 発 症

予 知 が 可 能 で あ る こ と を明 らか に した33〕.し か し,1型

糖 尿 病 患 者 の ほ とん どが 家族 歴 を もた な い こ とを 考 え る

と,一 般 的 に は1型 塘 尿 偶 発 症 予 知 ・予 防 は 依 然 不 可

能 で あ る.一 般 人 ロを 対 象 に した 発 症 予 防 を考 え る と,

1型 糖 尿 屑 の 進 展 を 十 分 に理 解 し,膵 β細 胞 破 壊 の 過 程

を反 映 す る よ うな予 知 マ ー カ ーを 用 い な けれ ば,不 必 要

な症 例 に も予 防 介 入 を して しま った り,逆 に必 要 な症 例

に予 防 介 入 を しなか った りす る可能 性 が あ ろ う.そ こで,

著 者 は,NODマ ウ ス か らNOD-scidマ ウ ス へ の 細 胞 移

入 の実 験 を施 行 し,1型 糖尿 病 の 進 展 過 程 を 明 らか に し,

発 症予 知 マ ー カ ーの 発 見 に っ なが るよ う な因 子 の検 討 を

試 み る こ と と した.

　 本 来.こ う した 検 討 に お い て は,NODマ ウ ス に侵 襲

を 与 え ず に膵 臓 や そ れ 以 外 の因 子 を 評 価 す る こ とが 望 ま

しいが,現 実 的 に は そ れ は不 可 能 で あ る.そ こで,本 研

究 で 採 用 したの が 細 胞 移 入 の系 で あ る.細 胞 移 入 の 系 に

よ り ドナ ーの 糖 尿 病 発 症 性 が レ シ ピエ ン トに 再 現 され る

こ と は,Rohaneら に よ り報 告 さ れ て い る19i.本 研 究 で

は,NODマ ウ ス の 膵 臓 や 脾 細 胞 そ の 他 の 状 態 を 評 価 し

っ っ,そ の 糖 尿 屑 発症 性 をNOD・scidマ ウ スへ の 脾 細 胞

の 移 入 に よ って 再 現 す る こ と を 試 み た の で あ る.NOD

マ ウ ス は4週 齢 頃 よ り膵 島 炎 と呼 ば れ る 膵 島 へ の 炎 症

細 胞浸 潤 を 認 め るが,す べ て の 個体 が 発 症 す るわ け で は

な く,12週 齢 頃 か ら30週 齢 ま で の問 に雌 牲 で70・80%,

雄 性 で20-30%根 度 の 個 体 しか 糖 尿 病 を 発 症 しな い.

そ して,ど の 個 体 が 発症 す る か を 予 知 す る こと は 現 在 ま

で 不 可 能 で あ る.ヒ ト1型 糖 尿 病 の 予 知 の た め に は,

まず,本 モ デ ル マ ウ ス に お い て 発 疲 予 知 が 可 能 とな る必

要 が あ る と思 わ れ る.ま た,本 研 究 で は ドナ ー のNOD

マ ウ スを16～18週 齢 と した.こ れ は,Watanabeら に

よ り,18週 齢 前 後 のNODマ ウ ス の 胸 腺 は 他 の 週 齢 に

比 して,germinal　 centerが 大 き く.ま た,個 体 差 も大

き い こ と が 報 告 さ れ て い 一r.ai,18週 齢 前 後 のNODマ

ウ スで は,今 後 糖 尿 病 を 発 症 す る個 体 と糖 尿 病 を 発症 し

な い マ ウ ス と が混 在 す る と考 え られ た か らで あ る.

　 ま た,レ シ ピエ ン トは 有 効 なT.Bリ ンパ 球 は 存 在 し

な い もの の 他 の 免 疫 担 当細 胞 は 存 在 す るNOD・scidマ ウ

ス で あ り,そ の 個 体 差 を 最 小 化 す る ため に 本研 究 で は ド

ナ ー1匹 あ た りの レ シ ピ エ ン トを3匹 と し,3匹 の レシ

ピエ ン トの う ち 匠匹 で も糖 尿 病 を 発 症 す れ ば ドナ ーを"

糖 尿 病 発 症 性 あ り●',と 判 断 した,ま た,NOD-scidマ

ウ スに は胸 腺 腫 を 発 症 す る個 体 が あ りixi,胸 腺 腫 例 で は

そ の 存 在 の た め に細 胞 移 入 に て も糖 尿 病 を 発 症 しな い た

め,こ う した個 体 は検 討 か ら除 外 した.

　 まず,本 研 究 で はR細 胞 容 積 減 少 の 過 提 を 明 らか に

す る こ と を試 み た 。 これ ま で,1型 踏 尿 病 発症 前 のP細

胞 容 積 減 少 の 過 緩 に っ い て は2っ の 仮 説 が 提 唱 され て

い て結 論 を 見 て い な い.且 っ は,β 細 胞 容 積 は膵 島 炎 の

成 立 後,徐 々 に(直 線 的 に)減 少 して い くと い う考 え 方

で あ り1エ",,も う1っ は,a細 胞 容 積 は膵 島 炎 成 立 後 も

しば ら くは そ の ま ま に保 持 さ れ,発 症 の 直 前 に 激 減 す る

とい う考 え 方 で あ るN.MI.ヒ ト 玉型 糖 尿 病 患 者 の 三 つ 子

の非 罹 患 同 胞 が 糖 尿 病 を 発症 す る まで の 経 静 脈 的 ブ ドウ

糖 負 荷 試 験 の デ ー タか らEisenbarthが まず 前 者 を 提 唱

し13',Sreenanら は 各 週 齢 のNODマ ウ スのP細 胞 容 積

を直 接 測 定 す る こ と で こ の 説 を 支 持 した...し か し,
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Eisenbarthの デ ー タは例 数 が乏 しい とい う欠点 が あ り,

Sreenanら の デ ー タで は 且2週 齢 で 発 症 率 が30%,18

週 齢 で80%と い う特 殊 なNOD家 系 で,か つ8な い し

9週 齢 以 後 の デ ー ク しか 提 示 され て い な い た め,発 症 直

前(3週 前 程 度)か ら膵 β細 胞 容 積 が減 少 して い る とす

れ ば 後 者 の 説 で も,Sreenanら の デ ー タ は説 明 が 可 能

で あ り,結 論 を導 くこ とが で きな い の で あ る.

　 これ に対 し,Shimadaら はNODマ ウ スのCD4陽 惟

CD45RB'ｰ"細 胞 の サ イ トカ イ ン反 応 が 発 症 の 時 期 を 境

に1L4優 位 か ら1FN・ γ優 位 に な る こ とを 示 し紛,1型

糖 尿 病 がMasmannら の 提 唱 し たTh1/Th2バ ラ ン ス

理 論m1`合 致 す る こ とを証 明 す る と と もに,β 細 胞 の 破

壊 が 自 己 免 疫 過 程 の 後 期 の 現 象 で あ る こ と を 提 唱 し

た 監4,,さ らに,Gazdaら はNODマ ウス にNOD-scidマ

ウ ス由 来の 膵 島 を 移櫃 す る系 を 通 じて,且 型 糖 尿 病 の 発

症 に 至 る まで の病 勢 に は,自 己 免 疫 反 応 は存 在 して も膵

P細 胞 の 破 壊 は ほ とん ど生 じて い な い 「良 性 期」 と,膵

P細 胞 の 破 壊 が 生 じて い る 「悪 性 期 」 が あ り,悪 性 期 に

な って は じめ て 膵 β糊 胞 が 減 少 しは じめ,そ の約3週

後 に糖 尿 病 が 発症 す る とい うこ とを 報 告 したBSI.し か し,

Shimadaら の 報 告 で は 直 接 膵P細 胞 容 積 の 観 察 は して

お らず,Gazdaら の 報 告 で は膵 島 移 櫨 や 全 身 麻 酔 に よ

る侵 襲 が 糖 尿 病 発 症 に 影 響 を与 え た 可能 性 を 否定 で き な

か った.

　 こ う した論 議 に結 論 を だ す べ く,本 研 究 で は ドナ ー の

NODマ ウ スの 膵 β細 胞 容 稜 を 直 接 観 察 した 上 で,そ の

糖 尿 病 発 症 性 を レシ ピエ ン トのNOD・scidマ ウ ス に 再

現 して,レ シ ピエ ン トに お け る脾 細 胞 移 入後 の 発症 まで

の 期 間 と ドナ ー に お け る 膵p細 胞 容raと の 関 係 を 検 討

す る こ と と した.

　 著 者 に よ る検 討 の結 果 と して,ド ナ ーの 膵 イ ンス リ ン

含 有 皿 や膵 島 炎 ス コア と レ シ ピエ ン トの 発 症 ま での 時 間

の 関 係 に は 直 線 相 関 は認 め られ な か うた.こ の こ とは

NODマ ウ ス の膵P細 胞 容 稿 が 徐 々 に(直 線 的 に)減 少

す る と い うEisenbarth"'やSreenan"'の 説 と は 一 致 し

な い もの で あ った.逆 に,本 研 究 の 結 果 で は,レ シ ピエ

ン トの 発 症 に7週 か か っ た ドナ ー の膵 イ ン ス リ ン含 有

血 や 膵 島 炎 ス コア は,レ シ ピエ ン トを ま っ た く発 症 させ

なか った ドナ ー の膵 イ ンス リン含 有flや 膵 島 炎 ス コア と

同 等 で あ り,レ シ ピエ ン トの 発 症 に6週 以 下 しか か か

らな か うた ドナ ーの 膵 イ ンス リ ン含 有 皿 や 膵 島 炎 ス コァ

は,す で に 穂 尿 病 を 発 症 して い るNODマ ウ ス の膵 イ ン

ス リ ン含有 量 や膵 島 炎 ス コ ア と同 等 で あ った.こ の こと

は.わ ず か1-2週 の 違 い で も膵p細 胞 容fol.大 き な 差

異 が 存 在 す る可 能 性 を示 して お り,糖 尿 病 発 症 の 直 前 に

膵 β 細 胞 容 秘 が 激 減 す る と す るShimada"'ら や

Gazda'ｰ'ら の 説 と一 致 す る もの で あ った(第5図) .最

近,Ryuら は,す で に 糖 尿病 を 発 症 して しま ったNOD

マ ウ スで も 自己 免 疫 機 序 を抑 制 させ る こ とで 内 因 性 の β

細 胞 機 能 が 復 活 す る こ とを 示 したltllこ う した こ とか ら,

Pa且merは 且型 糖 尿 病 の過 程 に お い て 穂 尿 病 発 症 直 後 で

す らあ る程 度 の 膵 β細 胞 容 秘 が 保 持 さ れ て い る 可能 性

が あ る こ とを 提 唱 して い るELI.本 研 究 を 含 む,こ う した

報 告 を 合 わ せ て 考 え る と,1型 糖尿 病 に お け る膵 β細胞

容 績 保 持 の た め の 介 入 は 糖尿 病 発症 の 直 前(あ る い は直

後)で も可能 で あ る こ とが 示 唆 され る.

　 次 に,著 者 は,新 た な発 症 予 知 マ ー カ ーの 発 見 にっ な

げ るべ く,p細 胞 破壊 の 進 展 と と も に変 動 す る因 子 の 検

索 を試 み た.こ れ まで,発 症 予 知 の 方 法 と して,遺 伝 子

や 膵 島 関 連 自 己 抗 体 を 用 い る 方 法 が 握 唱 さ れ て い るR..

しか し,最 近 で はNODマ ウスにお ける発 症 予知 マ ー カー

の 候 補 で あ る イ ンス リ ン目己 抗 体(IAA)が50',糖 尿 病

を 発 症 しな いNORマ ウ ス511や イ ン ス1,ンB鎖B9・23

ペ プ チ ドで 免疫 づ け さ れ たBalb/cマ ウ スuに も認 め ら

れ,そ の発 症 予 知 マ ー カ ー と して の有 用 性 が 否定 され つ

っ あ る.自 己抗 体 の 存 在 が 発症 予知 マ ー カー にな りに く

い こ と は,GAD抗 体 の 褄 在 が必 ず しも そ の 時 点 で の膵

P細 胞 の 欠 乏 を 意 味 しな い 緩 徐 進 行 型1型 糖 尿 病 の 存

在即か ら も明 らか で あ る.こ う した こ とを ふ まえ,本 研

究 で は,脾 細 胞 のThl/Th2バ ラ ン ス,　NKT細 胞 様 細

胞 の 比 率,酸 化 型PECの 比 率 な ど の 状 態 が ど の よ う に

穂 尿 病 発 症 に関 与 す るか を 検 討 した,実 際 に は,先 の 実

験 に お い て 膵 β細 胞 容 積 が 発 症 直 前 に 激 減 す る こ とが

明 らか に な った こ とを 踏 まえ.こ れ らの 因 子 が レシ ピエ

ン トが 穂 尿 病 を 発症 す る の に7週 以 上 か か ったNOD

ドナ ー(B群)と6週 以 下 であ ったNODド ナ ー(C群)

との 問 で有 意 差 を もっ か を検 討 した.

　 ま ず,著 者 は脾 細 胞 の サ イ トカ イ ン反 応 を 検 討 した.

Shimadaら に よ れば,抗CD3抗 体 に よ る 抗 原 非 特 異 的

な 刺 激 に 対 して,着 週 齢 のNODマ ウ ス のCD4陽 性

CD45RB'ｰ"脾 細 胞 はIL・9優 位 に,糖 尿 病 発 症 後 の

NODマ ウ ス のCD4陽 性CD45RB"`脾 細 胞 はIFN・ γ優

位 に 反 応 す る.6i.こ れ はMosmamら の 概 念4,のTh2

か らTh1へ の シフ トを意 味 す る.発 症 に 先 ん じて この

Th2か らTh　 1へ の変 化 が 生 じて い るの で あれ ば,こ れ

を 発症 の予 知 に 用 い られ る はず で あ る.し か し,今 回 の

検 討 で は,抗CD3抗 体 刺 激 に 対 してCD4陽 性 脾 細 胞

か らIL-4を 検 出 で きた 個 体 は な く,　IL・4と な らぶTh2

サ イ トカ イ ンで あ るIL・10やThlサ イ トカ イ ンで あ る

lFNッ で の検 討 に お いて も,発 症 予 知 へ の応 用 は 困 難 で
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あ った(第8図).

　 そ こで,抗 原 非 特 異 的 な反 応 で は な く,膵 島 抗 原 特 異

的 な 反 応 を 検 討 す るべ く,GADあ る い は イ ンス リ ンの

刺 激 下 で の サ イ トカイ ン反 応 を検 討 した.し か し,こ の

検 討 で もlL・4は ど の個 体 か ら も検 出 で きず,　 IL・10と

IFN・γにつ いて も.特 異 的 反 応 の 検 出 は困 難 で あ った。

　 そ こで,in　 vitroで 刺 激 を加 え る こ と が,生 体 内 で の

現 象 に修 飾 を与 え て しま う可 能 性 を考 慮 し,無 処 置 の ま

ま脾 臓 か らmRNAを 抽 出 してin　 vivoに お け る サ イ ト

カ ィ ン発 現 を 類 推 す る こ と を試 み た.し か し,こ の 検 討

で もIFN・R[L・10の 両者 と も特 徴 的 な所 見 を示 さ なか っ

た(第9図).

　 Mosmannら がThl/Th2の 概 念 を提 唱 した の は,同

じヘ ルパ ーT細 胞 の 中 に も機 能 的rc　 な る2っ の 亜 群

が あ る,と い う こ とか らで あ った.n.よ って,本 来,

Th1/Th2の 分類 は産 生 され る サ イ トカ イ ン反 応 で み る

の が 正 当 で あ る.し か し,本 研 究 で は,産 生 さ れ る サ イ

トカ イ ンで は 特 徴 的 な 結 果 が 得 られ な か っ た た め,

Th1/Th2に 関与 す る と考 え られて い る細 胞 表面 マ ー カー

に着 目す る こ とに した.こ こで は,特 に ケ モ カ イ ン受 容

体 で あ るCXCR3に 注 目 し た,最 近 の 報 告 で は,　 Thl

細 胞 は そ の 表 面 にCXCR3やCCケ モ カ イ ン受 容 体5

(CCR5)を 発 現 し,　Th2はCCR4な ど を発 現 す る と考

え られ て い る鳳2".ま た,Shimadaら に よ れ ば,日 本

人1型 糖 尿 病 患 者 の 血 清 中 にお い てCXCケ モ カ イ ン リ

ガ ン ド(CXCL)10が 高 値 で あ る 謝.　 CXCR3は

CXCL10の 受 容 体 で あ り,　Thl細 胞 の 表 面 マ ー カ ー と

され て い る職た め,発 症 予 知 に使 用 で き る可 能 性 が 考 え

られ た,著 者 らの検 討 で は,発 症 後 時 間 の 経 過 した 日 本

人1型 糖 尿 病 患 者 の 末 梢 血 に お け るCXCR3陽 性 細 胞

は増 加 して い た の だ が(unpublished　 observation).

Lohmannら に よ る と ドイ ッ人1型 糖 尿 病 患 者 の 末 梢1血

に お け るCXCR3陽 性 細 胞 の比 率 は,発 症 直 後 にお い て

の み 有 意 に 低 下 し,発 症 後 時 間 の経 過 した 症 例 で は コ ン

トロー ル 群 と有 意 差 を認 め て い な か った鋤.こ の ため,

本 研究 に お い て も発 症 後 時 間 の 経過 した マ ウ スを 除 き,

C群 と して未 発症 のNODマ ウス に 限 定 して 検 討 す る こ

と と した.そ の結 果,統 計 学 的 な 有 意 差 は な い もの の,

C群 に お いて 高 値 の 傾 向 が認 め られ た(第io図),

　 サ イ トカ イ ン反 応 で は差 が 認 め られ ない も の の,Th1

細 胞 の 表面 マ ー カー で は差 異 の傾 向 が 見 られ た ことか ら,

Th1〆Th2バ ラ ンス の よ り上 流 の反 応 を 調 べ る こ との 有

用 性 が 考 え ら れ た.Th1/Th2バ ラ ン ス の 上 流 に は,

NKT細 胞 や マ ク ロ フ ァー ジの 存 在 が 提 唱 され て い る.

　 1型 穂 尿 病 患 者 のVa24JaQ　 T細 胞 は,数 が 少 な く.

ま た サ イ トカ イ ン反 応 で はIFN一 γ産 生 に 偏 って い る こ と

が 報 告 さ れ て い るηレ.し か し,日 本 人1型 糖 尿 病 に お い

て は 逆 にVα24VβUT細 胞 の 数 が 多 くza,1型 糖 尿 病

発 症 に お け るNKT細 胞 の 役 割 は 未 だ 不 明 で あ る,

NODマ ウ ス に お い て は,　NK1.1の 発 現 が な く,　NKT

細 胞 を定 義 す る こ とが 難 しい251.そ こで,今 回,著 者 は

T細 胞 受 容 体(Tcell　 receptor;TCR)a/p陽 性CD4

陰 性CD8陰 性 細 胞 をNKT細 胞 様 細 胞 と定 義 しzsi,そ

のTCRa/β 陽 性 細 胞 に 対 す る比 率 を 検 討 した,そ の 結

果,NKT細 胞 様 細 胞 は 群 間 で は 差 異 を 認 め な か った

(第11図).

　 そ こで,著 者 は マ ク ロ フ ァ ー ジに 着 目 した.Millsら

はThl優 位 のC57BL6マ ウ ス とTh2優 位 のBalb/cマ

ウ ス とで そ の マ ク ロ フ ァー ジの 機 能 が 異 な る こと を示 し,

Th]を 誘 導 す る マ ク ロ フ ァ ー ジをM-1,　 Th2を 誘 導 す

る マ ク ロ フ ァ ー ジをM・2と 呼 ぶ こ と を 提 唱 した がSll,

そ れ 以 前 よ りPetersonら は抗 原 提 示 細 胞 中 の グ ル タチ

オ ン レベ ルがTh1〆Th2バ ラ ンス に 影 響 を 与 え る こ とを

報 告 し て い たm,こ の た め,マ ク ロ フ7一 ジ の

Th1/Th2バ ラ ンス に 対 す る影 響 の指 標 と して,別 の 言

い方 をす れ ば,M-1/M・2状 態 の 指 標 と して,そ の グ ル

タチ オ ン レベ ル の 検 討 が 有 用 と い う こ とが 提 唱 さ れつ っ

あ る凪59,.グ ル タチ オ ンは レ ド ッ ク ス制 御 に よ る細 胞 周

期 や 遺 伝 子 発 現 の コ ン トロ ー ル に お い て 重 要 な 役 割 を果

たす 小 分 子 で あ り,酸 化 ス トレス に反 応 して グ ル タチ オ

ン ジス ル7イ ドを形 成 す る.こ う した こ とか ら本 研 究 で

は,グ ル タチ オ ンに乏 し くグ ル タチ オ ン ジ スル フ ィ ドの

多 い酸 化 型PECが 総PECに 占 め る比 率 が 全 身 に お け

るM・2あ る い はTh2へ の 指 向 性 を表 現 す る と い う仮 説

を 立 て,こ れ を 検証 した,そ の結 果,酸 化 型PECに よ っ

てC群 をA群(糖 尿 病 発 症 性 の な いNODド ナ ー)や

B群 か ら区 別 す る こ とが で き た鋤.す な わ ち,す べ て の

C群 の マ ウ ス は酸 化 型PECが ユ0%未 満(平 均6.6%)

で あ り,す べ て のA群 の マ ウ ス とB群 の マ ウ ス の ほ と

ん ど が10%以 上 で あ っ た(平 均15.9%,14.7%)(第12

図).こ れ らの デ ー タは膵 β細 胞 容 積 の 減 少 に 同 期 して

酸 化 型PECが 減 少 す る こ と を示 唆 して お り,そ の 評 価

に よ って糖 尿 病 発症 を 予 知 で き る可 能 性 を 示 して い る.

　 さ ら に酸 化 型PECと 膵 島 炎 ス コ ア と の 関 係 を検 討 し

た と こ ろ,両 者 は逆 相 関 し,酸 化 型PECが 膵 島 局 所 の

病 態 を反 映 して い る可 能 性 が 考 え られ た(第13図).

　 今 後,こ の知 見 を臨 床 に生 か す 場 合,現 実 的 に は,ヒ

トの 腹 腔 浸 出細 胞 を 検 査 す る こと は困 難 で あ り,腹 腔 浸

出 細 胞 に替 わ って評 価 可能 な 末 梢 血 巾 マ ー カ ー を さ らに

検 索 して い く必 要 が あ る と思 わ れ た.
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総　　括

　 L型 栖 尿 病 の モ デ ル 動 物 で あ るnon-obesediabe[ic

(NOD)マ ウ ス の脾 細 胞 を.遺 伝 的 な背 景 はNODマ ウ

ス と 同 様 な が ら 有 効 な1,ン パ 球 を 欠 如 す る1¥OD-scid

(severe　 combined　 immuno・deficiency)マ ウス に移 入

して,レ シ ピエ ン トが 糖 尿 病 を 発 症 す る まで の週 数 を検

討 す る こ と に よ って,ド ナ ーのNODマ ウ スの穂 尿 病 発

症 まで の 期 間 を 類推 した.ま た,そ の 際 に ドナ ーの 膵 β

細 胞 容 積 や その 他の 因 子 を調 べ,糖 尿病 発 症 まで の期 間

との関 係 を 検討 す る こと によ り,以.ド の 結 果 お よ び結 論

を 得 た.

　 i.1型 糖 尿 病 発 症 の 直 前 まで 膵 β細 胞 容 積 は 保 持 さ

れ て い る こ とを 見出 した.

　 2,そ の 膵p細 胞 容 穂 の 減 少 に 同 期 して 酸 化 型 腹 腔 浸

出細 胞(酸 化 型PEC)が 減 少す る こ と を明 らか に した.

　 3.膵 β細 胞 容 被 の 減 少 に同 期 して,脾 細 胞 の サ イ ト

カ イ ン反 応,NKT細 胞 数,　CXC　 chemokine　 receptor

3(CXCR3)陽 性 細 胞 数 が 変 化 す る こ と は確 認 で き な

か った.

　 以 上 の こ と か ら1型 麟 尿 病 モ デ ル マ ウ ス に お い て 酸

化 型PECの 評 価 に よ って 塘 尿 病 発 症 を 予 知 で き る 可能

性 が 見 出 さ れ た.今 後,ヒFl型 糖尿 病 予 防 法 の 確 立

の た め に,酸 化 型PECに か わ っ て ヒ トに お い て検 討 可

能 な予 知 マ ー カ ーを さ らに検索 す るべ きで あ る と考 え ら

れ た.

　本橋を終えるにあたり,ご 指導,ご 校閲を賜りました慶

慮義塾大学医学部内w学 教室蜜田享男教授に深甚なる謝意

を表します.本 研究に際し,直 接ご指導,ご 校閲をいただ

きました慶縣義塾大学医学部内科学教室島田朗先生に深謝

いたします.ま た,本 研究に終始ご櫓導,ご 協力いただい

た埼玉社会保険属院内科丸山太郎先生に感謝いたします.

また,マ ウスCXCR3用 のブライマーをご提供くださった

稟京大学大学院医学研究科分子予防医学教室成見正作先生

に深謝いたします.

　 なお.本 研究のうち.NKT細 胞の検討については慶雁

義塾大学医学部内科学教室及川洋一先生が,酸 化型PEC

の検討については慶鰹義塾大学医学部内科学教室入江潤一

郎先生が著者と1司等の貢献者である.
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