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慶題医学 。82(D:TI1-T26,2005

学 位 論 文

1型 糖尿病の発症機序の解明に関する研究

一動 物 モ デ ル を 用 い た1型 糖 尿 病 にお け るIL-18の 役 割 一

慶脛義塾人学医学部内科学教室

　　(指導:猿 田享男教授)

　 　 おい　　かり　　　よう　　 いち

　　 及　川　洋　一

(平 成16年6月25日 受f・f)

Key　 Wards:type　 l　diabetes　 mellitus,　 interleukin-18,　 insulitis,　 nonobese　 diabetic　 mouse

　 且型 糖 尿 病 は 膵6細 胞 の 破 壊 に よ る イ ンス リ ン欠 乏

を 成 因 とす る糖 尿 病 で あ り",イ ンス リ ン依 存 状 態 に あ

る 典型 例 で は絶 対 的 イ ンス リン欠乏 状 態 に対 して適 切 な

イ ン ス リ ン治 療 を行 わ な い と著明 なiuilhlR4dR1や ケ トア

シ ドー シス な ど の代 謝 失 調 に いた り しば しば致 命 的 とな

る,比 較 的 若 齢 に お け る発症 が 多 い た め に 発rx早 期 の 若

齢 期か らイ ンス リン治療 に依 存 した生 活 を強 い られ る ケー

スが 多 く,ま た糖 尿 病性 腎 症,網 膜 症 や神 経 障 害 な ど の

合 併 に よ り患 者 のquality　 of　lite〔QOL)が 著 し く損 な

わ れail神 的 な 苦痛 を 伴 うこ と も しほ しば 見受 け られ る.

現 在,強 化 イ ン ス リン療 法 を基 本 と した適 切 な 血 糖 菅 理

や 糖 尿 病 合 併 症 へ の迅 速 な 対応 が 医 療 体 制 の改 善 と と も

に普 及 し,腎 症 や急 性 合 併症 に よ る1型 糖 尿 橘 患 者 の 死

亡 は大 輻 に減 少 して い るが,そ れ で も今 な お 生 命 予 後 は

悪 い2'.し た が って1型 簡 尿 痛 の病 態 解 明 な ら び に そ れ

にrつ く発 症 予 防 や 疾患 の 根治 が.可能 な 治 療 法 の 開 発 が

急 携 で あ る.

　 且型 糖 尿 病 の病 態 に 関 す る研 究 は,こ の20年 余 りの

聞 に 飛 躍 的 な 進 歩 を 遂 げ た が,そ の 大 き な 要 因 と して

1980年 に 日本 で 確 立 され たnonobese　 diabetic)NOD)

マ ウ ス3の 存 在 が 挙 げ られ る.本 マ ウ スで は,最 も強 力

な1型 糖 尿 病 疾 患 感 受 性 遺 伝 子/dd!の 候 補 遺 伝 子 で あ

る主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体major　 histocompatibili・

Iy　complex{MHC)class　 II領 域 の1・A分 子,1・E分 子

に特 徴 が み られ るが4'5},ヒ ト1型 糖 尿 病 患 者 に お い て

も1・A分 子,1・E分 子 に そ れ ぞ れ 対 応 す るHuman

Leukocyte　 Antigen(HLA)・DQ,　 HLA・DR領 域 に 疾 患

特 異 的 な特 徴 が認 め られ て お がri,　 NODマ ウ ス と ヒ ト

1型 糖 尿 病 患 者 との 間 に遺 伝 的 背 景 ・免 疫 学 的 背 景 に お

け る類 似 悔 が認 め られ る.さ ら にNODマ ウ スは 自然 発

症 モ デ ル動 物 で あ る こ とな どか ら。1型 糖 尿 病 にお け る

自然 経 過,特 に膵 島 炎 の 出 現 ・進 展 や 糖 尿 繍 の 発 症 機 序

な ど にっ い て研 究 す る.ヒで 極 め て優 れ た 動 物 モ デ ル で あ

る こ とが 知 られ て い る.

　 このNODマ ウ スを 用 い た研 究 か ら,1型 構 尿 病 の 多

くはThelper　 I(Th11タ イプの 自己 免 疫 疾 患 と考 え られ

て い る].6HI,　 NODマ ウ スで は4週 齢 頃 か ら樹 状 細 胞 や

マ ク ロ フY一 ジが 膵 島 に 浸 潤 しは じめ,続 い て膵 島 周 囲

を 巾 心 にT細 胞 の 浸 潤(膵 島 周 囲 炎)が み られ るw-u.

(本 稿 で は 膵 島 関 連 の 免 疫 反 応 と と もに 膵 島 炎 が 出 現 し

は じめ る4週 齢 前 後 の 時 期 を"膵 島 炎 進 展 初 期 段 階 胃 と

表 記 す る).そ の 後16週 齢 頃 か ら.r:にT細 胞 を 介 した

膵 β細 胞 の 破 壊 が 始 ま り(破 壊 個i膵島 炎),顕 性 糖 尿 病

を 発 症 す る協,騨 島 炎 の 出 現 や 進 展 に 直 接 寄 与 す る自 己

抗原 は現 在 も明 らかで はな いが,イ ンス リ ソ5幽IR)熱 ショ ッ

ク蛋 内(heat　 shock　 protein)v-roe,グ ル タ ミ ン酸 脱 炭

酸 酵 素(glutamic　 acid　decarboxylase:GAD):a』21な

どの 自己 抗 原 に 対 す る免 疫 応 答 がNODマ ウ ス に お い て

観 察 され て お り,こ れ らの抗 原 をNODマ ウ ス に 免疫 す

る こ とに よ って 糖 尿 病 発 症 の 抑 制 を み た報 告 が 多 くみ ら

れ るx:一se,.こ れ ま で の 報 告 か ら,　NODマ ウ ス に お け る

糖 尿 病 の 発{産に はTh且 ノTh2バ ラ ンスの 不均 衡 が 関 与 し

て い るが:m-oxi.実 際 にTh1/Th2バ ラ ン ス に 直接 影 響 を

及 ぼ す とnえ られ て い るCD28/B7副 刺 激 経 路 の 機 能 異

常,す なわ ちT細 胞 表 面 上 の 副 刺 激 分 子CD28と 抗 原

提 示 細 胞 表 面 上 の 副 刺 激 分 子B7と の 問 に お け る相 互 作

用 の 異常 がNODマ ウ ス に お い て 報 借 さ れ て お り晒,糖

尿 病 発 症 に寄 与 す る因 子 の1っ と推 測 さ れ て い る.
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Interleukin・18{IL・ 且81はinterfer・n〔IFN)・ 了産 生 を

誘 導 す るinterferon・gamma・inducing　 factor(TGIF)と

してOkamuraら に よ って 発 見 さ れ た分 子 量18kDaの

サ イ トカ イ ンで あ り,IL-12と 同 様,　Thlタ イ プ の 免疫

応 答 に 関 与 して い る3`〕.1L・18は1L・12の 共 存 下 で 活 性

化 マ ク ロ フ ァー ジを 介 してThl反 応 を 惹 起 し,　T細 胞

やnatural　 ki]】er{NK)細 胞 か らのIFN-y産 生 を 促 進 す

る静 脚.と こ ろが 近 年,IL・18はIL-12の 非 共 存下 でT

細 胞 やNK細 胞 か らTh2タ イプ の サ イ トカ イ ンで あ る

1し 且3の 産 生 を 誘 導 す る こ とが 明 らか に な った博;.更 に

IL・4,　IL-io,1L-5と い っ た他 のTh2サ イ トカ イ ンや.

immunoglobulin(1g}Eお よ びIgGlの 産 生 に も関 与 し

て い る こと が報 告 さ れ個3,,現 在1L・18は1L・12存 在 の

有 無 に 依 存 して,Thl作 用 とTh2作 用 の 両 面 性 を持 つ

サ イ トカイ ンと考 え られ て い る鱒.

　 IL・18遺 伝 子 はNODマ ウ ス にお け る 糖 尿 病 の疾 患 感

受 性 遺 伝 子 の1っ で あ るIdd2の 近 傍 に局 在 して お りJ51,

1L・18はNODマ ウ ス に お いて 糖 尿 病 の 発 症 に関 係 して

い る と 考 え られ て い る.実 際,シ ク ロ ボ ス フ ァ ミ ド

(cyclophosphamide:CY)に よ って糖 尿 病 発症 を 誘 発

さ せ た 系 で は,塘 尿 病 の 発 症 直 前 に 膵 局 所 のIL-12

mRNAの 発 現 が 増 強 す る が,そ れ に 追 随 してIL-18

mRNAの 発 現 も経 時 的 に増 強 す るX61.し か しな が ら,

CYに よ る糖 尿 病 発 症 誘 発 モ デ ル さ らに は 自然 発 症 の 系

に お い て,10週 齢 以 降 にIL・18をNODマ ウ スに 連U

{pctす る と糖 尿 病 発 症 が 強 力 に 抑 制 され るG7'!0.こ の よ

うにIL-18と 糖 尿 病 発症 との関 係 は報 告 に よ って大 き く

vtな り,　IL-18の 投 与 時 期 や投 与 法,投 与 量 な どが これ

らの 違 いに 大 き く寄 与 して い る 可能 性が あ る.

　 一 方 。 自然 経 過 に お け る膵 島 炎 の 出現 ・進 展 と外 因 性

IL・18と の 関 係 は これ ま で 報 告 され て い な い.実 際 に 若

齢 か ら数 週 に わ た って1レisを 生 体 に投 与 す る こ とは動

物 へ の侵 襲 も強 く,コ ス トもか か り現実 的 で はな い た め

と考 え られ る.近 年 。Aiharaら に よ って,遺 伝 子 発現

プ ラ ス ミ ドDNAの 筋 肉 内 注 射(筋 注)法 にin　 viva

electroporation{電 気 穿 孔 法1を 併 用 した 画 期 的 な遺 伝

子 導 入 法 が 開 発 さ れ たX91.本 法 は 且回 の プ ラ ス ミ ド

DNA筋 注 に 電 気 刺 激 を組 みnOわ せ る こ と に よ り,極 め

て 効率 よ く目的 の遺 伝 子 が長 期 閻 にわ た って 筋 注 部 位 で

発現 さ れ,発 現 蛋 白が 全 身性 に高 濃 度 に供 給 され る有 用

な 遺 伝 子 導 入 シ ス テ ムで あ る.本 研 究 で は マ ウスIL・is

発 現 プ ラ ス ミ ドDNAを 用 い て若 週 齢 のNODマ ウ スに

IL・18を 全 身 性 に投 与 し,　IL-18が 膵 島 炎 の 進 展 や 糖 尿

病 発 症 に どの よ うな影 響 を 与え るか 検 討 した.

対象と方法

1,動 物

　 4週 齢 の 雌 性NODマ ウス を 日 本 ク レ ア(東 京)よ り

購 入 し,動 物 室 に て 特 定 病 原 体 非 感 染(specific　 patho・

gen-free:SPF)環 境 下 にて 飼 育 した,本 実 験 は,慶 磨

義 塾 大.<r一医 学 部 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 得 て 実 施 した

(承 忽 番 号:012039).飼 育 及 び実 験 処 置 に あ た って は,

慶慮 義 塾 大学 実 験動 物 取 扱 マ　 3ア ル に準 拠 した.8週

齢 よ り週1回 の割 合 で テ ス テ ー ブ(Eli　 Lilly社,米 国)

を 用 い て 尿 糖 を 定性 的 に 確認 した.尿 糖 陽 性 時 に グル テ

ス トエ ー ス(三 和 化学,東 京)を 用 いてlm塘 値 を 測定 し,

ll【1糖値250　 mg/dl以 、is時に糖 尿 病 と判 定 した.用 い た

NODマ ウ スの 最 終 糖 尿 病 発 症 率 は40週 齢 の 時 点 で 約

70%で あ った,

2.IL・18発 現 ベ ク タ ーの作 成 。精 製

　 本 研 究 で は,哺 乳 類 細 胞 で強 い 発 現 力 を 呈 す るCAG

プ ロ モ ー ター を組 み 合 わ せ た 発 現 プ ラ ス ミ ドpCAGGS

(サ イ トメ ガ ロ ウ イル ス エ ンハ ンサ ー と ニ ワ トリ β・ア ク

チ ンプ ロ モ ー ター を 結 合 し.さ ら に ウ サ ギp・ グ ロ ビ ン

遺 伝 子 の ポ リAシ グ ナ ル を結 合 した もの:第i図)を

発 現 ベ ク タ ー と して 利 用 し た,マ ウ ス 成 熟 型IL・18

cDNAをpCAGGSのCAGプ ロモ ー タ ー と ウサ ギD一グ

ロ ビ ン遺 伝 子 の ポ リAシ グ ナ ル と の 間 に 存 在 す る

EcoRl部 位 に 組 み 込 ん でIL48発 現 ベ ク タ ー

(pCAGGS・IL-18)を 作成 した(第1図).1L・18cDNA

に はIL・18の 細 胞 外 分 泌 に必 要 な シグ ナ ル ペ プ チ ドが 薄

在 しな い た め,そ の 代 用 と して ヒ トprepro　 PTH遺 伝

子 の り一 ダー シー クエ ンスを成 熟 型 マ ウ ス1L・18cDNA

の 上 流 に あ らか じめ 組 み込 ん で お き,IL・18の 細 胞 外 分

泌 の 効 率 上 昇 を 図 っ たaoi.作 成 し た 発 現 ベ ク タ ーiv

Escherichia　 coli(BHIOB)を 用 い て 増 や した あ と,プ

ラ ス ミ ド精 製 カ ラ ム(Qiagen　 xt,ド イツ)を 用 い て 精

製 し.さ らに 塩 化 セ シウ ム平 衡密 度 勾 配遠 心 法 に て 精製

を 繰 り返 した、

3.発 現 ベ ク タ ー 筋 肉 内 症 射 法 お よ びin　 vivo

electr。poration俺 気 穿 孔 法)

　 4週 齢 のNODマ ウ スをベ ン トパ ル ビ ター ル で麻 酔 し,

50ｵ8のpCAGGS-IL・18を 両 側 の 前 脛 骨 筋 に27ゲ ー

ジ針 を 用 いて 計100μg筋 注 した 後,同 部 位 に電 気 刺 激

パ ル ス(in　 vivo　e且ectroporation:電 気 穿 孔 法)を 加 え

た.す な わ ち,DNA筋 注部 位 を 挟 む よ う に2本 の 電 極

針 を筋 肉 内 に 刺 入 し,電 気 刺 激 パ ル スを 加 え た.至 適 条
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第1図 　 pCAGGS-IL-18の 構 造.マ ウ ス 成 熟 型1レ18

　cDNAをpCAGGSのCAGプ ロ モ ー タ ー と ウ サ ギ β・グ

　 ロ ビ ン遺 伝 子 の ポ リAシ グ ナ ル と の 問 に 存 在 す る

　EcoRI部 位 に組 み 込 ん でIL・18発 現 ベ ク ターを 作 成 した.

　】L・18cDNAに は1L・18の 細 胞 外 分 泌 に 必 　 toシ グ ナ ル

　 ペ プ チ ドが 存 在 しな い た め,そ の 代 用 と して ヒ トprepro

　PTH遺 伝 子 のIj一 ダー シ ー クエ ン ス を威 熟 型 マ ウ ス 【L・

　 18cDNAの 上 流 にあ らか じめ組 み込 ん で お き,　IL・18の

　細 胞 外 分 泌 の 効 率 上 昇 を 図 った.(Oikawa　 Y　et　al=」

　】mmunol　 l7且;5865-5875.2003のFiglを 許 可 を 得 て

　転 載)

RNaseを 失 活 さ せ,細 胞 の タ ンパ ク質 を 可 溶 化 した,

続 い て 液 性 を酸 性 に 保 ちな が ら フxノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル

ム処 理 を 行 い,水 層(GTC層)に 分 離 したRNAを ア

ル コ ー ル で 塩 析 し抽 出 した.次 に,ア デ ニ ン(A)の 連

続 配 列 で あ る ポ リAン グ ナ ル を 有 す るmRNAの 性 質

を利 用 して,オqゴdTプ ライ マ ー を 用 い た逆 転 写 反 応

に てcDNAを 作成 した.最 後 に,得 られ たcDNAを 鋳

型 と してTaq　 polymerase/Takara杜,大 津)に て

Polymerase　 Chain　 Reaction(PCR)を 行 っ た.1L-18

お よ びhypoxanthine・guanine　 phosphoribosyl-trans・

ferase(HPRT:内 部 標 準 と して 使 用)に 対 す るPCR用

プ ラ イ マ ー は1L・ 且85'プ ライ マ ー:5'一TCT　 GAC　 TGA

CCG　 CGT　 TAC　 TC-3',　 IL-183'ブ ラ イ マ ー:5'一CTG

CGGTTGTACAGTGAAGT・3㌧HPRT5'プ ライマー:

5㌧CTC　 GAA　 GTG　 TTG　 GAT　 ACA　 GG・3㌔ 　HPRT　 3'

ブ ライ マ ー=5'一TGG　 CCT　 ATA　 GGC　 TCA　 TAG　 TG・3'

で あ った.設 計 した ブ ラ イマ ー は ゲ ノ ム.t:の イ ン トロ ン

配 列 を 挟 む 形 で,連 続 す る2っ の エ ク ソ ン.1:に設 計 され

て お り,目 的 のPCR産 物 と'混在 し た ゲ ノ ムDNA由 来

の 座 物 と の 区 別 が 電 気 泳 動 ヒ可能 と な って い る.PCR

反 応 は94℃x2分 の 熱 変 性 処 理 後,94℃Xl5秒(熱 変

性)一・55℃ ×15秒(ア ニ ー リ ング 〉一72℃x30秒(伸

長 反 応)を 量サ イ ク ル と して30サ イ クル 施 行 し.最 後

に72℃xis分 間 の 伸 長 反 応 を 行 った,　 PCR産 物 は2

%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用 い て電 気 泳 動 法 に よ り分 離 し,エ

チ ジウ ム ブ ロマ イ ド液 に浸 した後 。 トラ ン ス イ ル ミネ ー

ターisで 紫 外 線 を照 射 して 各 鍾 遣 伝 子 発現 の 有 無 を 険討

した.

件 と して1パ ル ス あ た り100Vで 持 続 時 間 を50ミ リ秒

と し,i秒 ご と に計6回 の電 気 刺 激 パ ル ス を加 え た191.

同 様 な 方 法 で コ ン トロ ー ル 群 に は 空 ベ ク タ ー で あ る

pCAGGSを 筋 注 しin　vivo　electroporationを 施 行 した.

pCAGGS一IL-18お よ びpCAGGS投 与 の両 群 と も,同 一

の 操 作 を6週 齢 時 に 繰 り返 し行 った.

4.pCAGGS-IL・18筋 肉 内 注 射 部 位 に お け る1レ18

mRNA発 現 の 確 認

　 pCAGGS-IL・18ま たはpCAGGS筋 注 後2a目 に 局 所

の筋 肉 を採 取 し,液 体窒 素 でill!g'd後RNAの 抽 出 まで 一80

℃ で保 存 した.RNAの 抽 出 は酸性 グア ニ ジ ンチオ シアネー

トー フ2ノ ー ル/ク ロ ロ ホ ル ム 法(acid　 guanidinium

thiocyanate-pheno1-chloroform:AGPC)法 で 行 っ た.

す な わ ち,グ ア ニ ジ ンチ オ シア ネ ー ト(guanidinium

thiocyanate:GTC)溶 液 巾 で 組 織 を ホ モ ジ ェナ イ ズ し,

5.組 織 学 的 検 討

　 採 取 した 膵 臓 は10%ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで 周 定 し,パ

ラ フ ィ ンに包 埋 し た.100ｵm以.isの 悶 隔 を あ け た非 連

続 切 片 に て ヘ マ トキ シ リ ン ・エ オ ジ ン(HE)染 色 標 本

を 作成 し,膵 島 炎 の 程度(膵 島 へ の 炎症 細 胞 浸潤)を 以

ドの よ う に ス コ ア 化 し,各 膵 臓 にお け る膵 島 炎 ス コ アの

平 均 値 を 算 出 した.な お,1膵 臓 あ た り25個 以.1=の 膵

島 を観 察 した.

　 grade　 O=炎 症 細 胞 浸 潤 を 膵 島 に 認 め な い.

　 grade　 l　l炎 症 細 胞 浸 潤 領 域 が 膵 島 而 積 の25%未 満,

　 grade　 2:炎 症 細 胞 浸 潤 領 域 が 膵 島 而 檀 の25%以 一ヒ

　 　 　 　 　 　 50%未 満.

　 grade　 3:炎 症 細 胞 浸 潤 領 域 が 膵 島 面raの50%以..is

　 　 　 　 　 　 75%未 満.

　 grade　 4:炎 症 細 胞 浸 潤 領 域 が 膵 島i酊積 の75%以 上

　 　 　 　 　 　 ま た は退 縮 した 膵 島 炎.
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6.ポ リク ロ ー ナ ル な リ ンパ 球 刺 激 に よ るサ イ トカ イ ン

反 応 の検 討

　 各 マ ウ ス よ り採 取 した脾 臓 お よ び 膵 局所 リンパ節 を ナ

イ ロ ン ・メ ッ シ ュ(Becしon　 Dickinson社,米 国)に て

無 菌 的 に細 胞 分 散 し,エ チ レン ジア ミンテ トラ四酢 酸 ナ

ト リウ ム(2Na・EDTA)0.045　 g,塩 化 ア ンモ ニ ウ ム

(NH.CI)8.348.重 炭 酸 ナ トリウ ム(NaHCO,)1.O　 g

を1000m1の 水 に溶 解 して 作 成 した 液 を 用 い て 赤do球

を 溶 血 させ た 後 に。 ペ ニ シ リ ン/ス トレプ トマ イ シ ンお

よ び10%仔 牛 胎 児 血 清(fetal　 calf　serum=FCS)

(JRH　 Bioscience社,米 国)を 含 むRPMn640

(GibcoBRL#t,米 国 〕(以.ド10%FCS・RPM11640)に

浮 遊 さ せ た.こ の 細 胞 浮 遊 液 を5×io^個/mlに 調 整 し

96穴U底 マ イ ク ロ プ レーr(Cornig社,米 国)の 各

ウ ェ ル に200ｵ1ず つ加 え た後,最 終 濃 度 が5ｵ8/mlに

な る よ うに 抗CD3抗 体(145.X11,　 Pharmingen社,

米 国)を 添 加 し,リ ンパ 球 にtリ ク ロー ナ ル な刺 激 を加

え た.コ ン トロ ー ル の ウiル に は 何 も加 え な か う た.

5%CO:・37℃ の 条 件 下 で72時 間 培 養 した 後 上 清 を 回

収 し,サ イ トカ イ ン濃 度 測 定 まで 。80℃ に て 凍 結 保 存 し

た.

7.ELISA法 に よ るサ イ トカ イ ンの測 定

　 サ イ トカ イ ン(IFN-y,,　 IL・4)の 定 鰍 はEnzyme-Link-

ed　Immunosorbent　 Assay(ELISA)法 に よ って 測 定 し

たSli.す な わ ち,96穴 平底 マ イ ク ロ プ レー ト 〔Cornig

社,米 国)の 各 ウFル を 抗IFNry抗 体(XMGL2.

Pharmingen社)ま た は 抗[L-9抗 体(BVp4-1D11.

Pharminsen社)で コ ー テ ィ ング し,9℃ で48時 間 静

置 し た.続 い て,上 清 あ る いは 標 準 溶 液(組 換 え マ ウス

IFN・Y,同1L・4,以 上Pharmingen社)を 各 ウ ェ ル に

加 え2時 間 室 温 に 静 置 し た.0.1%Tween20〔BioRad

#t,米 国)を 加 え た1,ン 酸 緩 衝 生 理 食塩 水(phosphate

buffered　 saline;PBS)(以 下0」%Tween20-PBS)で

洗 浄 俵,ビ オ チ ン化 抗 マ ウ スIFN・ γ抗 体(XMGL3,

Pharmingen社)あ る い は ビオ チ ン化 抗 マ ウ ス1L-4抗

体(BVD6-29G2,　 Pharmingen社)を 加 え.さ ら に

!時 間 室 温 で 静 置 し た.続 い て0,1%Tween20・PBSで

洗 浄 し た の ち,AB溶 液(Vector　 Laboratories社,米

国)を 加 え30分 間 静 躍 した,最 後 に 発 色 試 薬2,2'・

azinobis-3-ethylbenz-thiazolinesultonic　 acid　CASTS,

Sigma社,米 国}を 加 え,　 ELISAり 一 ダ ー(BioRad

社,米 国)に て吸 光 度(A、a)を 測 定 して 各 サ イ トカ イ

ンを検 出 した.サ イ トカ イ ン濃 度 は,標 準 溶 液 を 利 用 し

て 作 成 した 標 準 曲 線 か ら算 出 した(検 出 感 度120pg/

mU.本 法 の 日差 再 現 性 試 験 お よ び 同 時 再 現 性 試 験 に お

け る変 動 係 数(coefficient　 of　variation値:C .V植)

は,そ れ ぞ れ3%お よ びA%で あ っ た.マ ウ スfilm　lL・

18農 度 も同 様 な方 法 で 測 定 した.す な わ ち,抗 マ ウ ス

IL・18モ ノ ク ロー ナ ル抗 体(clone7A,　 MBL社,名 古

屋)を コー テ ィ ン グ した96穴 マ イ ク ロプ レ ー トの ウ ェ

ルに 血ri1を 添 加 し,抗 原 一 抗 体 反 応 させ た.洗 浄 後,ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ標 識 抗 マ ウ ス1し・18モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体

(clone93-IOc,　 MBL社)を 添 加 して反 応 さ せ,抗 体 一

抗 原 一 標 識 抗 体 の 複 合 物 を 形 成 させ た.洗 浄 後,テ トラ

メチ ルベ ン チ ジ ンと過 酸 化 水 素 の 溶 解 液 を 基 質 溶 液 と し

て 添 加 し,ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ り発 色 させ,吸 光 度

(A塒)を 測 定 して マ ウ スIL・18を 検 出 した.日 差 再 現

性 試 験 お よ び 同 時 再 現 性 試 験 に お け るC.V.{j$は,そ れ

ぞ れ6%お よ び9%で あ り.検 出 感 度 は12.5pg/mlで

あ うた.

8。 各 種 サ イ トカ イ ン,IP-10/CXCL10お よ びCD86

mRNAの 定 量 的 リア ル タイ ムPCR分 祈

　 各 マ ウ ス ご とに膵 臓,騨 局 所 リンパ節 お よ び脾 臓 か ら

AGPC法 に てRNAを 抽 出 し,　Dnase　 i(タ カ ラバ イ オ

社.大 津)を 用 いて ゲ ノ ムDNAの 分 解 処 理 を行 っ た.

続 い て,ポ リAシ グ ナ ル を有 す るmRNAの 性 質 を 利

用 し て,オ リ ゴdTプ ラ イ マ ー で あ るNo【1・d(T)18を

用 い た 逆 転 写 反 応 に よ りcDNAを 作 成 し た.得 られ た

cDNAは,定 量 的 リ ア ル タイ ムPCR分 析 まで 一80℃ で

保 存 した.IFN-y,　 IL・4,　IL-121p40},　 Interferon・induci・

ble　 protein-10/CXC　 chemokine　 IigandlO　 (IP-IO/

CXCL10/.　 CD86お よ び β一ア クチ ン(内 部 標 準 と して 使

用)の?4mRNA発 現 レベ ル は,　ABI　 Prism　 7700　 sequ・

ence　detector(PE　 Applied　 Biosyslems　 kf,米 国)を 利

用 して リアル タイ ムPCR法 にて 定n的 に測 定 したSRI.利

用 した プ ロ ー ブの5'側 は蛍 光7:r:一 ター の6-carboxyl-

fluorescein(FAM)で,3'側 は クエ ンチ ャー(消 光 分 子)

のcarboxytetramethylrhodamine(TAMRA)で 修 飾

さ れ て い る(TaqManプ ロ ー ブ).　TaqManプ ロ ー ブ

isに 結 合 し て い るFAMは3● 側 の ク エ ン チ ャ ー

TAMRAの 影 響 に よ り蛍 光 を 発 しな い,し か し,そ の

後DNAポ リメ ラー ゼ活 牲 と5'・3'エ キ ソ ヌ ク レア ーゼ活

yl:をあ わ せ もっTaq:r'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プ ロー ブが 分 解 さ れ

る と,TaqManプ ロ ー ブ か ら遊 離 した 蛍 光9ポ ー ター

FAMはTAMRAの 影 響 を 受 け な くな り蛍 光 を 発 す る

よ うに な る.リ ア ル タ イ ムPCR法 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
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第1表 　 定 騒 的PCR解 析 に利 用 した ブ ラ イマ ー 対 お よtf　TagManプ ロー ブ

遺伝子 5'プ ラ イ マ ー 3● プ ラ イ マ ー TagManブ ロ ー ブ

IFNry

IL・4

1L・iz{p40}

IPdO/CXCLIO

CD86

o一アクチ ン

　5'一CAGCAACAGC

　 AAGGCGAAA-3'

5'一TCTCATGGAGC

TGCAGAGACTCT3'

5'一TCCTGAAGTGT

GAAGCACCAAAT3'

　 5'一CGTCATTTTC

TGCCTCATCCT3'

5'・TGGTTCTGTACG

AGCACTATTTGG・3'

5㌧CAACGTCACAC

TTCACGATGGA・3'

　5'一GCTTCCTGAG

　GCTGGATTCC3'

5'一GCTCTTTACGC

TTTCCAGGAAGT-3'

5'・CTTCAAGTCCA

TGTTTCTTTGCA-3'

5'一TGGTCTTAGAT

TCCGGATTCAG・30

5'・CATGTCCTTGAT

CTGAACATTGTG・3'

　5㌔TCCAGCCTTC

CTTCTTGGGTA・3'

　5'一AGGTCAACAACC

CACAGGTCCAGCG-3'

5'一CTGCACCATGAATG

AGTCCAAGTCCACA・3'

　 5'一ACTCCGGACGG

　TTCACGTGCTCA-3'

5'ニ4AGCTTGAAATCA

　 TCCCTGCGAGCC-3'

5'一CCGCACGAGCTTT

GACAGGAACAACT・3'

5'一TGTAGTTTCATGGA

TGCCACAGGATTCG3'

ム に定 量 で き る シス テ ムで あ る.本 研 究 で 使 用 した ブ ラ

イマ ー とTaqManプ ロ ー ブ は第1表 に 示 した.リ ア ル

4イ ムPCR反 応 は,反 応 溶 液 と し てTagMan

Universal　 Masterblix(PE　 App【ied　 Biosys[ems社1を

用 い て 行 わ れ た.サ ンプ ル にお け る 各mRNA発 現 レベ

ルは,同 一 サ ンプ ルか ら増 幅 され た β・ア クチ ンPCR産

物 に 対 す る相 対 的 な量 と して 算 出 した.

9.抗 原 特 異 的 な細 胞 内 サ イ トカ イ ン産 生 細 胞 数 の測 定

　 GADあ るい は イ ンス リ ンに 対 して 反 応 燥 を 示 す リ ン

パ 球の サ イ トカ イ ン産 生 ブ ロ フT一 ルを フ ローサ イ トメー

クー にて 同 定 し,そ の 細 胞 数 をr?ilし たU..す な わ ち,

各 マ ウ スか ら採 取 した脾 臓 あ る い は騨 局所1,ン パ 節 を 無

菌 的 に細 胞 分 散 して 溶 血 した 後 に,ペ ニ シ リ ン/ス トレ

プ トマ イ シ ン添 加10%FCS・RPM!1640に 浮遊 さぜ た.

こ の 細 胞 浮 遊 液 を5×10δ 個/mlに 調 整 し,96穴U底

マ イ ク ロ プ レー トの 各 ウ ェ ル に200μ1ず つ 加 え た.各

ウ ェル に は速 効 型 イ ン スiン(NoΨo　 Nordisk　 Pharma

社,デ ンマ ー ク)あ る いは 酵 母 菌 で 発 現 させ 精 製 した組

換 えGAD65(RSR社,英 国1を 最 終 濃 度 がsus/mlに

な る よ うに調 整 して 加 え た.な お.紐 換 えGAD65の 内

雌 素 レ ベ ル は,10ｵC/m1のGAD65に 対 して0』

EU/m1以 下 で あ った(比 色 法)ユ 亀'.コ ン トロー ル の ウ ー

ル に は 何 も添 加 しな か った.5%CO3・37℃ 条 件 下 で72

時 間 培 餐 し,終 了4時 間 前 にBre(cldin　 A(Sigma社,

rx終 濃 度10　 NS/m】}を 各 ウ ェ ル に 加 え,産 生 サ イ トカ

イ ンの 細 胞 外 分 泌 を防 止 した.培 養 終 了 後,サ ンプ ル

150N且 を5mlポ 「」ス チ レ ン チ3一 ブ(Becton

Dickinson#f)に 移 し,　phycoerythrin〆cyanine5(Cy・

chrome)標 識 抗 マ ウ スCDA抗 体(ttizs.19.

Pharmingen#t.;)5ｵ1を 加 え た.15分 間 室 温 静 置 後,

FACS　 Iysing　 solution(Becton　 Dickinson　 ateを4ml

加 え,室 温 で10分 間.静 置 した.続 い て サ ンプ ル を0,1

%ウ シ血 滑 ア ル ブ ミン(bovine　 serum　 albumin:BSA,

Sigma社)・PBS{以 下0.1%BSA・PBS}で 洗 浄 して遠 沈

(1600rpm　 x　5分 間)し,上 清 を 除 去 して か らFACS

permeabilizing　 solution〔Becton　 Dickinson社)4m】

を 加 え,室 温 で10分 間 静 置 した.0.1%BSA-PBSで 洗

浄 後,fluorescein　 isothiocyanate　 cr!TC)標 識 抗 マ ウ

ス1FN・Y抗 体(1gGl,　 Pharmingen社)3μ1　 nよ び

phycoerythrin(PE)標 識 抗 マ ウ ス1L-4抗 体(1gG2b,

Pharmingen　 tt)3ｵ1を 加 え 室 温 で30分 間 静 置 した.

な お,FITC標 識1gG1お よ びPE標 　 IgG2b(以 上

Pharmingen社)を ア イ ソ タ イ プ コ ン トロ ー ル と して

加 え た サ ンプ ル を 別 に 準 備 し,FACS分 析 の 際 の カ ッ

トオ フ ライ ンの 決 定 に利 用 した.最 後 にo.i%BSA-PBS

で 洗 灘 しサ ンプ ル調 整 の 終 了 した 細 胞 浮 遊 液 を フ ロ ーサ

イFメ ー ター(Epics　 Altra,　 Couller#t,米 国)で 分

折 した.な お,こ の 細 胞 内 サ イ トカ イ ン蛍 光 標識 シ ス テ

ム が 機 能 して い る こ と を 確 認 す る た め にovalbumin

(OVA)反 応 性 サ イ トカ イ ン産 生 細 胞 の 検 出 を あ ら か じ

め 試 み た.す な わ ち,10週 齢C57BL/6マ ウ ス をin・

complete　 Freund's　 Adjuvant　 pFA,　 Sigma社)と 共

にOVAで 免 疫 した 後14日 目 に脾 職 を 無 菌 的 に採 取 し,

ペ ニ シ リ ン/ス ト レ プ ト マ イ シ ン 添 加10%FCS・

RPMI1640に 浮 遊 させ た.こ の 細 胞 浮 遊 液 を マ イ ク ロ

プ レー トの ウ ェ ル に分 注 し,OVAを 添 加 後(最 終 濃 度:

]0ｵg/mD　 72時 間 培 養 した.得 られ た サ ンプ ルを 先 述

の細 胞 内 サ イ トカ イ ン蛍 光 標 識 シ ス テ ム に趨 用 し,本 シ

ステ ムが 機能 して い る こ とを確 認 した.'本 研 究 に お い て,
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抗 原 未 投 与 時 の1FNマ お よ びIL4産 生CD4細 胞 は検 出

感 度(細 胞 数50,000個 あ た り5個)以 下 で あ った.

is.続 計処 理

　 結 果 はす べ て 平 均 値 ±標 準誤 差 で表 示 した.糖 尿 病 累

穂 発 症 率 の 比 較 に はX'検 定 を行 った.Ifi清1L・18濃 度,

IL・12(p40)お よ びCD86　 mRNA発 現 レ ベ ル の経 時 的 な

変 化 に 関 して は.一 元 配 謎 分 散 分 折 に よ るF検 定 で 解

折 した.そ の 他 のmRNA発 現 レベ ル.膵 島 炎 ス コ ア,

サ イ トカ イ ン産 生 騒 お よ びGAD反 応 性 サ イ トカ イ ン産

生CD4細 胞 数 の 比 較 は,　 Mann-Whitney　 U検 定 で 解

祈 し た.膵 局 所IP-10/CXCL10　 mRNA発 現 レベ ル と

膵 局 所IFN一 γmRNA発 現 レ ベ ル,膵 局 所1P・

10/CXCLIOmRNA発 現 レベ ル と膵 島 炎 ス コ ア,さ ら

に膵 局 所IFN一 γmRNA発 現 レベ ル と膵 島 炎 ス コァ の 櫓

互 関 係 につ い て は,Pearsonの 櫓 関 係 数(pp)を 算 出

し評 価 した.ま た,GAD反 応 性IFN・Y産 生CD4細 胞

数 と膵 島 炎 ス コ ア の相 互 関 係,お よ び 同 細 胞 数 と膵 局所

IFN・Y　mRNA発 現 レベ ル の 相.8.関 係 は,　Speamanの

相 関 係 数(ps)を 算 出 し評 価 した.　pく0.05を 統 計 学 的

に有 意 差 が あ る と判 定 した.

a
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成　　績
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L.pCAGGS一lL-18筋 肉 内 注 射 部 位 に お け るIL-18

mRNA発 現 の 確 認

　 pCAGGS・IL・18筋 注 部 傭 にお け るIL-18mRNAの 発

現 をRT・PCRに て 確 認 し た.　 IL・18　 mRNAは,

pCAGGS・1L-18筋 注 部 位 の み に 確 認 され(第2a図,

第4レ ー ン),pCAGGS筋 注 部 位 で は確認 され な か った

(第2aluL　 第3レ ー ン).

2.pCAGGS・IL・18筋 肉 内 注 射 後 のlhlrii　IL-is濃 度

　 pCAGGS・IL・18筋 注 後,全 身 牲 にIL-18が 供 給 さ れ

て い る か否 か を評 価 す る ため に,50NSのpCAGGS・IL・

18ま た はpCAGGSを6週 齢雌 性NODマ ウ スの 両 側 前

脛 骨 筋 に 計 且00ｵ8ず っ 注 射 し,同 部 位 にin　 viva

electropora[ionを 施 行 して遺 伝 子 発現 レベ ル の増 強 を

図 った.血 清IL・18渡 度 は,ベ ク ター筋 注 後2日 目,7

日 目 お よ び14日 目 にiturを 採 取 し,　ELISA法 で 測 定

し た.そ の 結 果,pCAGCS-IL・ 且8筋 注 群 に お け る[1皿清

lL・18i9度 は,筋 注 後2日 目 で ピー クに達 しその 後 徐 々

に低 下 したが,2週 間 以.t:に わ た ってIL・isが 全 身 性 に

供 給 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た(第3図).一 方,

pCAGGS筋 注 群 お よ び 未 処 置 群 で は 検 出 感 度(12.5

CAG　 promotｮr IL-18　 cDNA

第2図 　 pCAGGS-1L・18筋 注 部 位 に お け るIL・18　 mRNA

　 の 発 現,pCAGGS・IL・i8ま た はpCAGGS筋 注 後2日 目

　 に 局 所 の 筋 肉 を採 取 し,RNqを 抽 出 した.そ の 後,逆

　 転 写 反 応 に てcDNAを 作 成 しPCRを 行 っ た.1L・18

　 mRNAは 、　pCAGGS・IL・18筋 注部 位 の みに 確認 され(a;

　 第nレ ー ン),pCAGGS筋 注 部 位 で は確 忽 され な か った

　 (a;第3レ ー ン).IL-18の5'プ ライ マーf3　CAGプ ロ モー

　 9一 の 転 写 開 始 部 位 下 流 の 配 列 を 認 識 す る よ う にnorさ

　れ て い る た め(b),pCAGGS-IL-18由 来 の1L・18cDNA

　の み が 増 幅 され,内 因 性 【L48遺 伝'fは 増 幅 さ れ な い.

　PCR　 r'物 は2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て電 気 泳 動 法 に よ

　 1)分 離 した.Mレ ー ン:分 子 蹴 マ ー カ ー　(Oikawa　 Y

cl　al:Jlmmunol　 17]:5865-5875.2003のFig　 3を

　..r可を 得 て転 載)
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第3図 　 プ ラ ス ミ ドDNA筋 注 径 の 血清IL48濃 度 の 経 時

　的 変`ヒ.　6週 齢 のNODマ ウ スに,　pCAGGS・IL-ISま た

　 はpCAGGSを 計100　 NSず っ 筋 注 し,　in　VIW　 electm・

　porationを 行 った,筋 荘 畿2H目,7日 日お よ び14日

　 目に 血liiを 撮 取 し,　ELISA法 で 測 定 し た.　pCAGGS・IL・

　 18筋 注 後2日 目 に血 清 且L48濃 度 が ピー クに 達 しその 後

　徐 々 に低.ド した が.2igC11以t:+=わ た って1L・18が 全身

　性 に 供 給 され た.一 次 元 配idY分 散 分 析 に よ るF検 定 を 行

　い,血ra】L・!8濃 度 のL昇 に/3　fifi性(pく0.000Dが あ

　 る こ とを確 認 した,(Oikawa　 Y　et　a且:J】mmunol　 17]=

　5865-5875,2003のFixAを 許 可 を 得 て 転 載)
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第4図 プ ラ ス ミ ドDNA筋 注 後 の 糖 尿 癖 累 横 発症 串,8卜

　 ioa　NSのpCACGS・1L-18(以 下 【L・18群;n=28)ま た

　 はpCAGGS(以.ド コ ン トq一 ル 群;nn3且)を4週 齢 時

　 に 筋 注 し,in　 VIVO　eleclroporalionを 行 っ た.さ ら`二2

　週 鍛(6週 齢)に 同 様 な 処 澱 を 繰 り返 し た 後,8週 齢 よ

　 り週1回 の 割 合 で 糖 尿 病 発症 のfii無 を確 認 した.22、27

　 週 齢 にお け る 糖 尿 屑 の 累 檀 発 生 浄;は,コ ン トロ ー ル群 お

　 よ び未 処 置 群(n"20)と 比 較 して 】L-18群 に お い てff意

　 に 高値 と な った.●,pく0.05　 vs　control　 group.萱;p<0.05

　 VS　untreated　 group〔X'検 定 に よ り 解 析 〕(Oikawa　 Y

　et　al=Jlmmunol　 171=5865-5875.2003のFig　 2を

　 許 可 を 碍 て 転 載)

P9/mU以 ドで あ った.

3.pCAGGS一IL・18筋 肉 内 注射 後 の穂 尿 病 累 積 発症 率

　最 初 に,so　 NsのpCAGGS・1L・18(以..ドIL・18群:n=

28)ま た はpCAGGS(以.ド コ ン トロ ー ル 群:n=31)

を,4週 齢 雌 性NODマ ウ ス の 両 側 前 脛 骨 筋 に計100

μg注 射 し,同 部 位 にin　uiao　eleclroporationを 行 った.

さ らに2週 後(6週 齢)に,同 様 な処 置 を繰 り返 した.

そ の 結 果,22週 齢 以 降 に お け る糖 尿 病 の 累 積 発蛋 率 は,

コ ン トロー ル 群 お よ び未 処 置 欝(n=20)と 比 較 してIL・

18群 に お いて 有 意 に高 値 と な った(第4図),し か し,

28週 齢 以 降 は コ ン トロ ー ル 群 や 未 処 置 群 に お け る糖 尿

病 発 症 も進 み,IL-18群 との 差 はみ られ な く な った.一

方,コ ン トロー ル群 にお け る糖 尿病 の 累 積 発症 翠 は.未

処 置 群 と有 意 差 が 認 め ら れ ず,pCAGGS投 与 そ の もの

が 糖尿 病 発症 に影 響 しな い こ とが 示 唆 され た,

　 この糖 尿 病 発症 促 進 効 果が 発現 ベ ク ター の 投 与 週 齢 の

差 に よ って 異 な る か評 価 す る ため に,同 様 な 処 置 を8週

齢 時 お よ び10週 齢 時 に繰 り返 し雌 性NODマ ウ スに行 っ

たが,IL・iatit与 群 と コ ン トロー ル群 との 間 に 糖 尿 病 累

秘発症率に差は認められなかった.

4.全 身性IL-18fit1}が 膵 島 炎 の 進 展 に与 え る影 響

　 pCAGGS-IL・18筋 注 に よ る 全 身 性IL・18投 与 が 膵 島

炎 の 進 展 に 与 え る影 響 を評 価 す る た め に,IL-18#3よ び

コ ン トロ ー ルの 各 群 に お け る膵 隠 炎 の 程 度 を スコ ア 化 し

て 経 時 的 に検 討 した,第5図 に 示 す よ うに.亘L48群 で

は,糖 尿 病 発 症 前191の8-17週 齢 に お け る膵 島 炎 の 進 展

が 確 認 さ れ た.一 方,30週 齢 に お け る膵 島 炎 ス コ ア は

両 鮮 で 差 を 認 め ず,第4図 で 示 した糖 尿 病 累 積 発 症 翠 を

反 映 す る 結 果 と な った.以 上 よ りpCAGGS・IL・18筋 注

に よ る膵 島 局 所 へ の 著 しい 炎 症 紬 胞 浸 潤 が 示 さ れ,全 身

性IL48投 与 は 穂 尿 病 原 性 り ンパ 球 に よ る 膵 β細 胞 の

破 壊 を 促 進 す る 可能 性 が 示 唆 され た.

5.pCAGGS・IL・18筋 肉 内 注 躬 に よ る 全 身 性 お よ び 膵

局 所 サ イ トカ イ ンバ ラ ンスの 評 価

　 全身 性Thl/Th2サ イ トカ イ ンパ ラ ンス に対 す る外 因
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第5図 　 プ ラ ス ミ ドDNA筋 注 後 の 膵 島 炎 の 進 展.且L48

　 群(pCAGGS-IL一 ・is)お よび コ ン トロ ー ル群(pCAGGS)

　 に お け る膵 島 炎 の 程 匿 を週 齢 別 に ス コ ア化 して 検 討 し た,

　 lL-18　C1で は,棚 尿 病 発 症 前 期(8-17iEJ齢)に お け る膵

　 島 炎 の進 展 が 確 忽 され た.亀,p《0.05(Mann-Whitney　 U

　 検 定 に よ り解 析}.8週 齢(IL・18群,　 n=7;コ ン ト ロ ー

　 ル 群,n=5),12,17お よ び30週 齢(IL-i8群,　 n=5;

　 コ ン トロ ー ノレ群.　 n=5)　 (Oikawa　 Y　et　a1;JImmunol

　 !71:5865-5875.,2003のFig　 5を 許 可 を 禍 て 転 載)

性1L・18の 影 響 を評 価 す る た め に,抗CD3抗 体 刺 激 に

よ って観 察 され る脾 細 胞 の サ イ トカ イ ン反 応 を検 討 した.

なお.1L・18お よ び コ ン トロー ル の 両sprayに お いて,脾

臓 の リ ンパ 球 分 画 中 に お け るCD9お よ びCD8細 胞 の

組 成 に有 意 差 は 認 め て い な い(IL48雛:CD4細 胞 。

32.4±L1%,　 CD8細 胞,17.2±0.8%;コ ン トロー ル

群:CD4細 胞,29.5±2,2%,　 CD8細 胞 、14.6ｱL.9%),

そ の 結 果,IFN・ γ産 生 量 が コ ン トロ ー ル 群 と比 較 して

IL・18群 で 噌 加 して お り(8週 齢 時:pく0.05,12週 齢

時:p〈o.ou,全 身 性 サ イ トカ イ ンパ ラ ン ス はTh且 優

位 な 状 態 で あ っ た(第6a図).ま た,膵 局 所 リ ンパ節

に お け る 検 討 で も同 様 の 傾 向 が認 め られ た(第6b図).

た だ し,コ ン トロー ル 群 お よ び未 処 置群 の 両 群 問 で は,

全 身 性 サ イ トカ イ ンバ ラ ンス に差 を認 めず,今 回 使 用 し

た ベ ク タ ー(pCAGGS)そ の も の が サ イ トカ イ ン反 応

に直 接 影 響 を 及 ぼ さな い ことが 確aさ れ た.さ らに,抗

CD3抗 体 未 刺 激 に よ る 脾 細 胞 か らのnサ イ トカ イ ンの

産 生 量 は,ELISA法 の検 出感度(20　 pg/ml)以 下 で あ っ

た.

　 続 い て,膵 局 所 の サ イ トカ イ ンバ ラ ン ス に対 す る 外因
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第6図 　脾 臓 お よ び膵 局 所 リ ンパ節 に お け る リ ンパ 球 の サ

　 イ ト カ イ ン産 生 鼠.IL・18群(pCAGGS・IL・18)お よ び

　 コ ン トロ ー ル 群(pCAGGS)か ら脾 臓(a)あ る い は膵

　 局 所 リ ンパ 節(b)を 採 取 し.遍 齢 別 に 抗CD3抗 体 刺 激

　 に よ る リ ンパ 球 の サ イ トカ イ ン産 生 母 をEしISA法 に て

　 検 討 した.リ ンパ 節 に っ い て は採 取 した リ ンパ球 を 各 週

　 齢 ご と に プ ー ル し,1回 の 測 定 で 評 価 し た.脾 臓 お よ び

　 膵 局 所1,ン パ 節 の い ず れ も,1レ18群 で13&h尿 病 発 症 前

　 期(8-17週 齢)に お い てIFN・Y産 坐 の1{,ltが 認 め られ

　 た.㌦pく0.05;・,pく0.01(Mann-Whitney　 U検 定 に よ

　 り解 書斤〕.　8遅1齢(】L・18群.n=7;コ ン トロ ー ル群 曾n=

　 5)。 且2,17お よび30週 齢(IL-18群,　 n-5;コ ン トロ ー

　 ル群,n=5)(Oikawa　 Y　e[al:JImmunol　 171:5865-

　 5875,2003のFig　 6を 許 可 を 得 て転 載)
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性IL・18の 影 響 を 評 価 す るた め に,膵 臓 に お け るIFN・ γ

お よ び1L・4のmRNA発 現 レ ベ ル を定5ti的1♪ ア ル タイ

ムPCR分 析 に て 検 討 した,第7a図 に 示 す よ う に,【L・

且8群 に お け る膵 臓 の[FN・ γmRNA発 現 レ ベ ル は 糖 尿

病 発症 前 期 にお い て コ ン トロー ル群 よ り有 意 に高rnで あ っ

た が(8週 齢 時:p<0.05,17週 齢 時:pく0.OI),1L-4

mRNA発 現 レベ ル は2群 間 で 有 意 差 が 認 め られ な か っ

た.し たが って,膵 后}所に お け る サ イ トカ イ ンバ ラ ンス

は,lL・18群 に お い てThl優 位 な状 態 で あ る こ と が 示

唆 され た.1司 様 な傾 向 が膵 局 所 リ ンパ 節 に お い て も観 察

され た(第7b図).さ らに,糖 尿 病 発 症 前 期 に お い て

膵 臓 の1FN一 γmRNA発 現 レベ ル と膵 島 炎 ス コア の 間 に

正 の順 位 柑 関 が あ っ た(pp=0.563;pく0.001).こ れ ら

の 所 見か ら,蒲 齢NODマ ウ スへ の 全 身 性IL・18投 与が

免 疫 制 御 性 のTh2細 胞 で は な く,鰭 尿 病[甜'll　Thl細 胞

の 膵 島 浸 潤 を 促 進 し.膵 β細 胞 の 破 壊 に 関 わ る 可 能 煙

が 示 唆 され た.
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第7図 膵 臓 お よ び 膵 局 所 リ ンパ 節 に お け る サ イ トカ イ ン

　mRNA建 現 レペ ル。　IL-181;}(pCAGGS・IL・18)お よ び

　 コ ン トロー ル群 　(pCAGGS)か ら膵 脇(a)あ る い は 膵

　局 所 リ ンパ 節(b)を 採 取 し,週 齢 別 に サ イ ト カ イ ン

　mRNA発 現 レベ ル を定 鼠 的 リア ル タ イ ムPCR法 に て 検

討 した.1∫ ンパ節 に っ い て は採 取 した リ ンパ 球 を 各週 齢

　 ごと に プ ー ル し,1回 の 測 定 で 評 価 した.膵 臓 お よ び膵

　局 所 リ ンパ 節 の い ず れ も,1L・ 量8群 で はR4尿 病 発 症 前 期

　(8-17週 齢)に お い てIFNy　 mRNA発 現 レ(:ル が 増 強

　 して いた.。.pく0.05;r.　 Pくα01〔Mann-Whitney【 ノ検 定

に よ り解 棚.8週 齢(1レ18群.n=7:コ ン トロー ル群 ,

n=5),12,17お よ び30週 齢(IL・18群 .　n=5;コ ン ト

　ロー ル 群.n=5)(Oikawa　 Y　et　al:JImmunol　 17】:

5865-5875,2003のFlg　 7を 許 可 を得 て転 載)

6.pCAGGS-IL-18筋 肉 内 注 射 に お け る 膵 局 所 のIP・

10/CXCUOmRNA発 現 レベ ルの 検 討

　 lP・10/CXCL10はrF4k化Thl細 胞 の 遊 走 を 促 進 す る

ケ モ カ イ ン罰嚇 で あ り。 自己 免 疫 性 疾wの 繍 因 との 関連

が 複 数 綴 告 され て い る51M。 外 因 性IL-18に よ る 膵 局 所

のIP・10/CXCL10発 現 レベ ル の 変 化 や 膵 島 炎 と の関 係

を 蕗 価 す る た め に,;fｧt的 リア ル タ イ ムPCR　 r1:にて 膵

臓 に お け るIP・10/CXCLIO　 mRNA発 現 レ ベ ル を 詫 価

した.第8図 に 示 す よ う にIL・18群 で は,膵 局 所 の 【P・

10/CXCLIOmRNA発 現 レベ ルが,糖 尿 病 発 症 前 期 に

お い て 顕 著 に増 加 して い た(8週 齢 時;pくo.oi,17週

齢 時:p〈0,05).さ ら に,膵 局 所 のIP・10/CXCLIO

mRNA発 現 レ ベ ル は,膵 島 炎 ス コ ア(PP=4.517;

pく0.01)や 膵 局 所 の[FN・ γmRNA発 現 レベ ル(ρp=

0.510;p(0.ODとrの 相 関 が あ っ た.こ れ らの 所 見か

ら.外 囚 性IL-18が 膵 局 所 に お け るIP-10/CXCUO発

現 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 。 膵 島 へ の 糖 尿 病 原 性

Thl細 胞 の 浸 潤 に よ る膵 島 炎 の 進 展 を 促 進 す る 可 能 性

が 示 唆 され た.

7.pCAGGS・1L・18筋 肉 内 注 射 に お け るGAD反 応 性

IFN-y　 生CD4細 胞 数 の 検 討

　 i身 姓IL一 且8投 与 に よ る膵 島 関連 自 己杭 原 反 応性 リ ン

パ球 へ の影 響 を 評 価 す る た め に,フ ロ ー サ イ トメ ト リー

に よ る 細 胞 内 サ イ トカ イ ン検 出 シ ス テ ム を 利mし て

GADお よ び イ ン ス1,ン 反 応1生IFN・Yな ら び にIL-4産

'LcDc細 胞 数 を 検 討 した.第9a図 に 示 す よ うに,塘
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第8図 膵 臓 に お け るIP・10/CXCL10　 mRNA発 現 レベ ル.

　 iL・18群(pCAGGS・lL-18)お よ び コ ン ト ロ ー ル 群

　 (pCAGGS)か ら 膵 臓 を 操 取 し 。 週 齢 別 にIP・10/

　 CXCWO　 mRNA発 現 レベ ル を定 鰍 的 リア ル タイ ムPCR

　 法 に て 検 討 した.IL・18群 で は 鮪 尿Ni!E6EGPIIAI(8一17

　 週 齢)に お いて1P-10/CXCLIO　 mRNA発 現 レベ ルが 増

　 強 して い た.'.Pく0.05:†,　 pく0.m【Mann・W轍neyひ 検

　 定1こ よ り解1斤1.　 8週 齢 　(ILdB群,　 n=7:コ ン トロ ー ル

　 群,n=5),12.,17お よ び30週 齢(IL・ 且8群,　 n=5;コ

　 ン トロ ー ル 群,n=5)(Oikawa　 Y　e吐al:JImmunol

　 l7i:5865.5875,2003のFig　 8を 許 可 をisて 転 載)

尿 病 発 症 前 期 に お い て,IL・18群 で は脾 細 胞 中 のGAD

反 応 性IFNッ 塵 生CD9細 胞 が 有 意 に増 加 して い た(8

お よ び17週 齢 時=pく0.05,12週 齢 時:pく0.of).膵 局

所 リ ンパ 節 に お い て も同 様 な 傾 向 が 認 め られ た(第9b

図)。 さ らに,糖 尿 病 発 症 前 期 に お け るGAD反 応 姓

IFN・γ産 坐CD4細 胞 数 は,膵 島 炎 ス コ ア(ps=0.510;

pくo.oi),膵 局 所 の1FN・ γmRNA発 現 レベ ル(ps=

0.429;pく0.03)お よ び膵 局 所IP・10/CXCLIO　 mRNA

発現 レベ ル(ps目0.479:pく0.01)と 有 意 な 正 の 相 関 を

示 した.し か し,GAD反 応 性 【L-4産 生CD4細 胞 数

(第9a図)あ るい は イ ンス リ ン反k;VF:[FN-yま た は1L・

4産 生CD4細 胞 数 は,2群 問 に差 が 認 め られ な か った.

以 上 の 結 果 か ら全 身 性1L-18投 与 は,　GAD反4G性Thl

細 胞 の 増加 を促 し,破 壊 性 膵 島 炎 の促 進 に寄 与 す る可 能

性 が 示 唆 さ れ た.
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第9図 　 脾 膿 お よ びAB63所 リ ンパ 節 に お け るGAD反 応 性

　 サ イ ト カ イ ン 慶 坐CD4細 胞 数 の 検 討.:L・18群

　 (pCAGGS・IL・18)お よ び コ ン トロ ー ル 群 　(pCAGGS)

　 か ら脾 臓(a)あ る い は 膵 局 所 リ ンパ節(b)を 採 取 し,

　 GAD65刺 激 後 のGAD反 応 性 サ イ トカ イ ン壷 生CD4細

　 胞 数を フ ロー サ イ トメ ー ク ー にて 検 討 した.リ ンパ 節 に

　 っ いて は採 取 した リ ンパ 球 を各 週 齢 ご とに プ ー ル し,且

　 回 の測 定 で 評 価 した.脾 臓 お よ び 膵 局所 リ ンパ 節 の い ず

　 れ も,IL一18群 で は 糖 尿 病 発 症 前 期(8-17週 齢)に お

　 い てGAD反 応 性1FN・ γ産 生CD4細 胞が 増 加 し て い た.

　 ●,pく0.05†.　 pく0.01{Mam・Whitneyσ 検定 に よ り解 折1.

　 8週 齢(IL-18群 。　 n=7:コ ン トロー ル 群,　n=5).12,

　 17お よ び30i9齢(IL・18群,　 n=5;コ ン トロ ー ルar,

　 n=5)(Oikawa　 Y　et　al:JImmunol　 171=5865-5875,

　 2003のFig　 9を 許 可 を 得 て転 載)
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第10図 膵 局 所 リンパ節 に お け るIL・12(p40}お よ びCD86

　 mRNA発 現 レベ ル.計100μgのpCAGGSdL-18(以 下

　 :L・18群:n=13)ま た はpCAGGS(以 下 コ ン ト ロ ー ル

　 群;n=10)を4週 齢 時 に 筋 注 し,in擁m　 eiectro・

　 porationを 行 った.さ らに2週 後(6週 齢)に,同 嵌 な

　 処 罎 を 繰 り返 した.4,6。7お よ び8週 齢 時 に膵 局 所

　 1,ン パ 節 を 回 収 し.IL-12(pAD)qa,お よ びCD86(bl

　 mRNA発 現 レベ ルを 定 量 的 ■,アル タ イ ムPCR法 に て 検

　 討 した.IL-18群 で は筋 注 後 か ら経 時 的 にIL-121P40/3s

　 よ びCD86　 mRNA発 現 レ ベ ル が}帥強 し た.　 リ ンパ 節 に

　 つ い て は採 取 した リ ンパ球 を 各 週 齢 ご と に プ ー ル し,1

　 回 の 測 定 で 評 価 し た.(Oikawa　 Y　et　a1:」 量mmunol

　 171:5865-5875,2003のFig　 11を 許 可 を得 て転 載)

第11図 　脾 臓 に お け るlL-12〔p40,お よ びCDBfi　 mRNA発

　現 レベ ル.計100pgのpCAGGS・1L・18(以 ド 【L・18P,t;

　n・B)ま た はpCAGGS(以 下 コ ン トロ ー ル群;n=10)

　 を4週 齢 時 に 筋 注 し,to　 vice　electroporationを 行 った.

　 さ らに2週 後(6週 齢)に,同 様 な 処7tを 繰 り返 した.

　 21IIIIIの 筋 注 前,筋 注 後2日 目,7卜lllお よ びinH目

　 に牌 臓 を 回 収 し,IL421p4011alfsよ びCD86〔b)mRNd

　 発 現 レ ベ ル を定 鼠 的 リア ル タ イ ムPCR法 に て 検 討 した.

　1し・18群 で はpCAGGS一IL-18筋 注 鍛71.311を ピ ー クと し

　 て 一 過 性 にIIニ12〔p40〕 お よ びCD86　 mRNA発 現 レ ベ ル

　が 増 強 した,一 次 元 配 麗 分 散 分tliに よ るF検 定 を行 い,

　両Yの 増 強 に は 有意 性(pく0,000i)が あ る こ と を確 躍 し

　 た.(Oikawa　 Y　et　al:JImmunol　 171:5865-5875.

　2003のFig　 mを 許 可 を 得 て 転 載)
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8.pCAGGS・IL-18筋 肉 内 注 躬 に お け る 末 梢1L一

12(p40)お よ びCD86　 mRNA発 現 レベ ルの 検 討

　 近 年,未 分 化CD4細 胞 のThlま た はTh2細 胞 へ の

分 化 に,抗 原 提 示 細 胞(antigen　 presenting　 cell:

APC)とT細 胞 との 間 の 適 切 なCD28/B7副 刺 激 経 路

が重 要 な役 割 を担 って い る こ とが 報 告 され て い る.同 様

な こ とがNODマ ウ ス で も報 告 さ れ て お り,同 マ ウ ス に

お け るCD28とB7分 子 の1つ で あ るCD86を 介 した副

刺激 経路 の 機能 障 害 が 自 己 免疫 性 糖 尿 梼 の 発症 と関 連 し

て い る と考 え られ て い るy'.さ ら に膵 局 所 リ ンパ 節 に お

け る 未 分 化 糖 尿 病 原 性T細 胞 の 活 性 化 が,膵 島 周 囲 炎

の 出 現 に密 接 に関 連 が あ る こ と も報 告 さ れ て い るiY,そ

こ でAPCの 機 能 に対 す る1L・18の 効 果 を 評 価 す る た め

に,膵 局 所 リ ンパ 節 お よ び 脾 臓 に お け る1L・12{p40)お

よ びCD86　 mRNA発 現 レ ベ ル を 定 壁 的 リア ル タ イ ム

PCR法 を 用 い て 検討 した.

　 第10図 お よ び第 〉〉図 で 示 す よ う に,膵 局 所 リ ンパ

節 お よ び脾 臓 に お け る1L・12{p40,お よ びCD86　 mRNA

発現 レベ ル は,コ ン トロ ー ル群 と比 較 してIL・is群 にお

い て 増 加 して い た.さ らにIL・18群 で は,膵 局 所1∫ ンパ

節 に お け るlL-12(p40)お よ びCD86　 mRNA発 現 レベ ル

が4週 齢 か ら8週 齢 まで 直 線 的 に増 加 した(第IOa図

お よ び第IOb図)の に対 し,脾 臓 に お け るIL・12(pAO)

お よ びCD86　 mRNA発 現 レベ ル はpCAGGS・IL-18筋

注 後7日 目 に ピ ー ク に達 した の ち,14日 目 ま で に 徐 々

に 基 礎 レベ ル に 低 下 して い う た(第lla図 お よ び 第

Ilb図 〉.こ のIL・18群 に お け る脾 臓 のIL・12〔p40}お よ

びCD86　 mRNA発 現 レベ ルの 経 時 的 な変 化 は,同 群 に

お け る1血清1L-18濃 度(第3図)の 経 時 的 変 化 とほぼ 平

行 して い た.こ れ らの 所 見 は,全 身 牲1L・ 且8投 与 が 若齢

NODマ ウ スの 末 梢 お よ び膵 局 所 リ ンパ 節 にお け るAPC

機 能,す な わ ち 且L・12産 生 やCD28/CD86扇ll刺 激 系 に

何 らか の 影 響 を与 え て い る可能 性 を 示 唆 す る もの で あ り.

結 果 的 にGAD反 応性IFNy　 生CD4細 胞 の 増 加(第

9図)や 他 の 糖 尿 病 原 性Th】 細 胞 の 分 化 促 進 に寄 与 し

た 可 能 性 が あ る.

考　　察

　 　本 研究 で は,若 齢(4週 齢)NODマ ウ スへ の 全 身

性1L・18投 与 に よ り糖 尿 病 発 症 の 促 進 が 観 察 さ れ た.

1L48はTh1お よびTh2作 用 の 両 面性 を 持 った サ イ ト

カ イ ンで あ りJJI,こ れ ま で に 筆 者 らの グ ル ー プ はion

齢 のNODマ ウ スへ の1L・18のau　 内投 与 に よ り全 身 憾

サ イ トカ イ ンバ ラ ンス がTh2優 位 に な り,　CY投 与 に

よ る糖尿 病 発症 が 抑制 さ れ る こ とを 報告 しだ7脚.同 様 に.

Rotheら はio週 齢 のNODマ ウ ス にIL・18を 連 日腹 腔

内 投 与 し続 けた と ころ,糖 尿 病 の 累 積 自 然 発 症 が 低 下 し

た こ と を 報 告 して い る18'.彼 らの 報 告 で も,IL-IS投 与

NODマ ウ ス の 膵 局 所 に お け るIL-q　 mRNA発 現 レペ ル

が コ ン トロ ー ル 群 に 比 し.L昇 して お り,1L・18投 与 が 膵

kuに 浸 潤 して い るTh　 1細 胞 をTh2細 胞 へ 変 化 させ た可

能 性 を提 唱 して い る.

　 しか し,こ れ まで の 報 告 とは 　 faり,本 研 究 で は若 齢

NODマ ウ スへ の 全 身 性IL-18tSt1iに よ る糖 尿 病 発 症 促

進 効 梁 が 観 察 さ れ た(第4図 お よ び 第5図).全 身 性 お

よ び膵 局 所 の サ イ トカ イ ンパ ラ ンス はIL・18群 に お いて

Th1優 位 な状 態 に シ フ ト して お り(第6図 お よ び 第7

図),こ の 所 見 はIL・18のThlサ イ トカ イ ンと して の 元

来 のf'1[2T'と 一 致 す る もの で あ った,本 研 究 と これ まで

の 外 来哲ilL・18の 糖尿 病 抑 制 作 用 を 示 した 報 告`7'/Bと の

棚 違 は。 次 の3点,す な わ ちIL・18投 与 法,血lid　 lL・18

漁 度 お よ び1L・18投 与 週 齢 の 途 い に起 因 して い る と考 え

た,

　 IL・18投 与 法 に関 して,本 研 究 で は1L・18発 現 プ ラ ス

ミ ドDNA筋 注 法 を 利 用 した.ウ ィル ス な ど を利 用 した

他 の ベ ク ター榔 碕1を用 い た遺 伝導 入 シ ステ ム と比 較 して,

このDNA筋 注 法 は簡 単 で 安 価 で あ り,か っ安 全 な方 法

で あ る こ とが 知 られ て い る.し か し,こ の 方 法 で は,遺

伝 子 の 発現 レベ ルが比 較 的 低 い と い う短 所 が あ っf`fi3.6J'.

近 年,Aiharaら は,　 DNA筋 注 法 にfηviva　 electro・

porationを 組 み 合 わ せ る こ と に よ って.非 常 に 高 レベ

ルの サ イ トカ イ ン遺 伝 子 発現 が 観 察 さ れ,サ イ トカ イ ン

の 安 定 した長 期 的 全身 供給 を 可能 に した"1.第3図 で 示

す よ うに,i回 のpCAGGS一!L・18筋 注 に よ り,血 清IL・

18レ ベ ル は筋 注 後2日 目に ピ ー ク　(約130pg/m】)に

連 し,2週 以 上 に わ た り1L・18が 全身 性 に供 給 され た,

一 方 ,こ れ ま で の報 告ar..niで 行 わ れ て い たIL・18(0.3

N6/マ ウ ス)の 腹 腔 内連 日投 与 で はa=均150,000　 pg/m1

と い う極 め て 高 い 血 清IL・18濃 度 に 達 して お り副,こ の

こ とが 糖 尿 病 発 症 に対 す るTh2作 用 の 誘 因 に な って い

た 可 能 性 が あ る.実 際,こ れ ま で にIL・18のTh2作 用

はin　 vitroの 系39.　X31のほか,　 in　vivaの 系 で は 大 量IL-

ie'。..,,の 生 体 内 投 与 やlL・18ト ラ ン ス ジ ェニ ッ ク マ

ウ ス`5,を用 い た 検討 で観 察 され て きた.す なわ ち こ れ ら

す べ て の 報 告 が 非 生 理 的 なIL・18レ ベ ル に お いて の検 討

で あ り,そ の よ う な高ILdBレ ベ ル で は 本 来 の生 理 的 な

IL-18の 作 用 で は な く非 生 理 的 な 作用 を観 察 して しま う

ll∫能 性 が あ る.筆 者 は実 際 にpCAGGS」L・isを8週 齢,

10週 齢 と続 けてNODマ ウ ス に 筋 注 した が,従 来 の 報
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告.r..ai十`みられて い た穂尿病 発症 の 抑制 は観 察 され なか っ

た.そ れ ゆ え に,外 因 性IL48に よ るNODマ ウ スの 糖

尿病 発症 抑 制 効 果 は,お そ ら く血 清IL一18濃 度 の 極端 な

高 値 に起 因 して い た と考 え て い る.

　 本研 究 で は,IL48投 与 に よ り全 身 性 お よ び 膵 局 所 の

サ イ トカ イ ンバ ラ ン スがThl優 位 な 状 態 に シ フ ト し

(第6図 お よ び第7図),さ らにGAD反 応 性IFN・Y産 生

CD4細 胞 の 増 加 も観 察 さ れ た(第9図)."膵 島 炎 進 展

初 期 段 階00で は,膵 島 関 連 自 己抗 原 に 反 応 性 を示 す 未 分

化T細 胞 が 抗,r',i提ポ 細 胞 に よ って 刺 激 を受 け,　IL・12の

存 在 下 で は 糖 尿病 原 性 のThl細 胞 へ,一 方IL一・4の 存 在

下 で は 免 疫 制 御 性 のTh2.細 胞 へ 分 化 す る こ とが 想 像 さ

れ る.し た が って,第10a図 お よ び第Ua図 で 示 した

APCか らのIL・12の 睦 生 充 進 を 考 慮 す る と,"膵 島 炎

進 展 初 期 段 階"に お け るIL-18の 全 身 性 投 与 はThl細

胞 へ の 分 化 の 補助 因 子 あ るい は促 進 因 子 と して 働 い て い

る もの と描測 さ れ る.こ れ まで の と こ ろ外 因 悦IL・ 且8が

内因 性1レ12の 哩 生 を誘 導 す ると い う報 告 はな く,今 後,

両 者 の 関 係 を 解 明 す る必 要 が あ る.

　 pCAGGS-IL一 且8筋 減 に よ るThl作 用 が 筋 注 時 の週 齢

に よ って 異 な るか 否 か 評 価 す る た め に,8週 齢 お よ び

10週 齢 と続 け てNODマ ウ スにpCAGGS・IL・18の 筋 注

お よ びin　 vivo　electroporationを 施 行 した.し か し.

全身 性 お よ び膵局 所 のThl/Th2サ イ トカ イ ンバ ラ ンス,

お よ びGADま た は イ ン スiン 反 応 性IFN-rな ら び に

且L・9産生CD4細 胞 数 は,　 pCAGGSの み を 筋 注 した コ

ン トロ ー ル群 とIL・ 且8群 との間 に明 らか な 差 が み られ な

か った.す なわ ち,全 身性1レ18投 与 に よ る糖 尿 病 発 症

促 進 は 週 齢 に 依 存 して み られ る現 象 で あ り,"膵 島 炎 進

展 初 期 段 階"で はIL-18が 膵 島 炎 の 進 展 過 程 上,免 疫学

的 に 重 要 な役 割 を損 って い るuJ能 性 が 示 唆 され た.

　 こ れ まで に 策 者 らの 研 究 室 で は,IP・10/CXCLIOが

NODマ ウ ス の膵 島 炎 に お いて 発現 して い る こ と を 確 認

し.CY誘 発性 棚 尿 病 モ デ ル の 系 で 抗IP・10/CXCL10

抗 体 をNODマ ウ スに腹 腔 内投 与 す る と糖 尿 病 発 症 が 抑

制 さ れ る こと を 報告 した枷,さ ら に ヒ トで も1型 糖 尿 病

患 者 で1漁1清IP-10/CXCL10越 力`高 く,疾 患 活 動 性 と

帽関 して い る こと を 報 告 した鋤.以 上 よ り,膵 局 所 に お

け るiP-10/CXCLIO発 現 は 自 己 免 疫 性 膵 島 炎 の 病 因 お

よ び膵 島 炎 の活 動 性 と関 述 が あ る と考 え ら れ る.本 研究

で は.膵 局 所 のIP-10/CXCL10　 mRNA発 現 レベ ル が

コ ン トロ ー ル群 と比 較 して 。IL・18群 で 増 加 して い る こ

と を 示 し た(第8図).さ ら に,膵 局 所 の1P・

10/CXCL10mRNA発 現 レベ ル は,膵 島 炎 ス コ ア お よ

び膵 局 所 のIFN・ γmRNA発 現 レ ベ ル との 間 に正 の 相 関

を認 め た.こ れ ら の所 見 は 外 因性IL・18が 膵 島 に お け る

IP・10/CXCLId発 現 を 増 加 さ せ る 可 能 性 を 示 唆 す る も

の で あ り。 膵 島 炎 へ の 糖 尿 病 原性Th且 糊 胞 の 遊 走 や,

そ の 後 の 膵o細 胞 破 壊 を 促 進 す る可 能 性 を 示 唆 して い

る.し か し,IL・18とIP・10/CXCLIOと の 直 接 的 な 関

係 につ いて は こ れ ま で 報 告 され て い な い た め,両 者 の 関

係 につ い て 今後 詳 細 に 検 討 を 行 う必 要 が あ る と考 え る.

　 NODマ ウ スで はAPCの 分 化 異 常 や 機 能 異常 が 報 告

され て お り,こ の こ とが 糖 尿 病 原 性 のTh1タ イ プCD4

細 胞 お よ びCD8細 胞 の 分 化 ・成 熟 に寄 与 して い る と考

え られ て い7acr一:m.実 際,　 NODマ ウ ス に お け る マ ク ロ

フ ァー ジで は1レ12の 高 い座 生 。分泌 能 が観 察 され て お

り,他 の非 自 己 免 疫 種 の マ ウ ス と比 較 して,Th1細 胞

あ る い は紬 胞 障 害 性T細 胞 へ の 優 先 的 な分 化 促 進 が 観

察 さ れ るfill.さ らに,　CD28/B7経 路 を 介 した ナ イ ー ブ

T細 胞 の 活 姓 化 に っ いて も,自 己 免疫 性 糖 尿病 を 含 む 自

己 免疫 疾 患 で 検 討 さ れ て きた33'.本 研 究 で は,末 梢 に お

け るIL・12{p40〕 お よ びCD86のmRNA発 現 レベ ルが,

IL・且8群 に お い て 一 過 屑…に 増 強 す る こ と を 示 した(第

11a図 お よ び第llb図).そ こ でGAD反 応 性IFN-Y産

生CD4細 胞 がIL-18E'Eに お い て 増 加 した(第9図)こ

とを 考 慮 す る と,外 因 性IL-18に よ るAPC　 isのCD86

発 現 増 強 とIL・ 且2産 生1L　 が,結 果 的 に膵 β細 胞 反 応

性CD4細 胞 のTh1細 胞 へ の 分化 促進 に寄 与 した もの と

考 え られ た.

　 CD86に 関 す る こ れ らの 所 見 は,　NODマ ウ ス を 用 い

た諸 報 告 と一 致 す るv'..た とえ ばSalomonら は,　CD86

ノ ッ ク ア ウ トNODマ ウ ス を 作 成 し.同 マ ウ スで は破 壊

性膵 島 炎 に い た らず 膵 馬 周 囲 炎 で と ど ま る ため,糖 尿 病

発 症 が 観 察 さ れ な か っ た と 報 告 して い る7D.ま た,

Lenschowら13,2週 齢 か ら7週 齢 まで のNODマ ウ ス

で は,抗CD86#n体 をf4t1rし てCD86経 路 を 遮 断 す る

と糖 尿 病 発 症 が 抑 制 さ れ るが,10週 齢 以 降 のNODマ

ウ ス に 投 与 す る と 抗CD86抗 体 に よ る糖 尿 病 発 症 抑 制

効 果 はみ られ な くな る と 報 告 して い るni.こ れ らの2つ

の 報 告 は,CD28/CD86副 刺 激 系 の 活 性 化 が"膵 島 炎 進

展 初 期 段 階 ●'にお け る糖 尿 病 原 性 リ ンパ 球 の 分 化 ・成 熟

に お い て 戴 要 な 役 割 を 拠 って い る こと を 示唆 して い る33レ.

　 Hoglundら は,'o膵 島 炎進 展 初期 段 階"に お け るナ イ ー

ブ膵P細 胞 反 応 性T細 胞 が 膵 島 で は な く膵 局 所 リ ンパ

節 のApcに よ ってrE@4化 さ れ る こ とを 見 出 し,そ の 後,

膵 島 局 所 へ 同細 胞 が 遊 走 し膵 島 周囲 炎 を 形 成 して い く こ

と を報 告 したv9:.実 際 に,騨 局 所7ン パ 節 でIL・12(p90)

お よ びCD86　 mRNAの 発 現 レベ ル がIL・18群 に お い て

著 し く増 加 した こ と(第IOa　 lお よ び 第 且Ob図)を 考
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えれば,"膵 島炎進展初期段階"における外因性1し一18投

与が膵局所 りンパ節におけるAPC機 能に影響を与え,

瘡尿病原性 リンパ球の分化 ・成熟に寄与 した可能性が推

測された.

　以上より,膵 島炎の進展初期の段階において1レ18が

Thlタ イプの免疫促進因子 として膵島炎の進展に関与

し,結 果的に塘尿病の発症促進に寄与 し得る可能牲が示

された.今 後,1L・18ノ ックアウ トモデルの作戚によっ

て,1型 糖尿病におけるIL-18の 役割に関するより詳細

な検討が可能 になると考えられる.そ して,IL・18の 重

要性をさらに明確化することによって,IL-18を 夕一ゲッ

トとした1型 糖尿病の発症予防や治療法の開発が進むも

の と期待され る.一 方,こ れまでにNODマ ウスへの

IL-18投 与による糖尿病発症抑制効果が示され,将 米的

に1レisが1型 糖尿病の発症予防に有用である可能tが

報告 されて きた細。 しかし,IL・18の 投与法や血清IL・

18濃 度,IL-18の 投与時期によって,逆 に糖尿病の発

症を促進 させて しまう可能性があることを本研究は示 し

ており,ヒ トへのIL・18投 与の適用に関 しては更なる慎

重 な検討が必要であることをここで強調 しておきたい.

総　　括

　 1型 糖 尿 病 の 多 くはThe且per　 1(ThDタ イ プ の 臼

己免 疫 性 疾 患 と考 え られ て い るが,膵 島炎 の 出現 や そ の

進 展 に お け るIL-18の 役 割 を 検 討 す る 目 的 で,若 齢

NODマ ウ ス(1型 糖 尿 病 モ デ ル動 物)にIL-18を 全 身

性 に投 与 し,膵 島 炎 な らび に糖 尿病 の 発症 にお よ ぼ す影

饗 を検 討 したw.

i.1L・18発 現 ベ ク ター(pCAGGS・IL-18)を 作 成 し,

9週 齢,6週 齢 と続 けてNODマ ウス の前 脛 骨 筋 に筋 肉

内 注 射 した,さ ら に 同 部 位 にin　 viva　electroporation

を 施 行 し て 遺 伝 子 発 現 の 増 強 を 図 っ た.　 1回 の

pCAGGS・1L・18筋 肉 内 注 射 で2週 間 以 上 に わ た って 全

身 性 にIL・18が 供 給 され た.

2.pCAGGS-IL-IB筋 肉 内 注 射 群(以 下IL・18群 と略

す)で は,22週 齢 以 降 に お け る糖 尿 病 累 積 発 症 率 が 有

意 に 高 値 とな っ た.し か し,28週 齢 以 降 はpCAGGS

筋 肉 内 注 射 群(以 下 コ ン トロー ル群 と略 す)や 未処 置 群

に お け る糖 尿病 発 症 も進 み,IL・is群 との 差 は な く な っ

た.

3.IL-18群 で は糖 尿 病 発症 前 期(8-17週 齢)に お い

て膵 島炎 が 有 意 に進 展 して い た.

4.全 身 性 サ イ トカ イ ンバ ラ ンス、 膵 臓 や膵 局 所 リ ンパ

節 に お け る サ イ トカ イ ンバ ラ ンス は い ず れ もlL・18群 に

お い てTh1優 位 で あ った.

5,IL・18群 で は,膵 局 所 に お け る1P・10/CXCL10

(Thlタ イ プ の ケ モ カ イ ン)mRNA発 現 レベ ル が 増 強

し て お り,外 因 性IL・18が 膵 島 に お け るIP・10/

CXCL10発 現 を 増 加 させ る可能 性 が 示唆 され た.

6,膵 島 関 速 自 己抗 原 の1つ で あ る グ ル タ ミン酸 脱 炭 酸

酵 素(glutamic　 acid　decarboxylase:GAD)に 対 して

反 応 性 を 示 すIFN・ γ産 生CD4細 胞 がIL・18群 の 脾 細 胞

お いて 有 意 に増 加 して い た.

7.IL・18鮮 で は,膵 局 所 リンパ 節 あ る い は脾 臓 に お け

るIL・12(p40)お よびCD86　 mRNA発 現 レベ ルが い ず れ

も増 強 して お り,外 因性IL・isが 抗 原 提 示 細 胞 に影 響 を

与 え る可能 性 が 示唆 され た.

　 以 上 よ り,膵 島 炎 の進 展 初 期 の段 階 に お い て,1L-18

はTh1タ イ プ の 免 疫 応 答 を 介 した膵 島 炎 の 進 展 促 進 に

寄 与 し,結 果的 に糖 尿 病 の 発症 を促 進 す る こ とが 示 唆 さ

れ た.

　本稿を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜りました
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