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慶應 医学 ・82(2):T155～T167,2005

学 位 論 文

イ ンス リン非依存糖尿病 と自己免疫

～膵島関連自己抗体陽性者における細胞性免疫異常～

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:猿 田享男教授)

  鈴 木 竜 司

(平成16年11月24日 受付)

Key Words:diabetes mellitus, slowly progressive type l diabetes, latent autoimmune diabetes in adults

      (LADA), glutamic acid decarboxylase(GAD), CXC chemokine ligand-10(CXCL-10)/interferon-

      inducible protein-10(IP-10)

 現在,日 本における糖尿病患者は,740万 人にまで増

加 し,40歳 以上の国民の6人 に1人 といわれており,

大きな社会問題になっている.糖 尿病患者のうち,1型

糖尿病患者の占める割合は,か っては約1%と かなり少

な く,小 児領域を中心とするものとされてきた.し か し,

1996年 に膵島関連 自己抗体の1つ である抗GAD65抗

体(以 下,GAD65Ab;anti-glutamic acid decarboxy-

lase 65 antibody)の 測定が保険適用になって以来,2

型糖尿病 と診断 された患者の約10%でGAD65Abが 陽

性とする報告が出されてお り,従 来考え られてきたより

もはるかに多 くの1型 糖尿病患者が存在 していることが

認識されてきた.こ のような患者では,食 事療法が守 ら

れたとして も血糖コントロールが困難なことが多 く,経

口血糖降下薬であるスルポニル尿素薬を増量 して も二次

無効の状態となり,進 行性にインスリン依存状態に陥 る

ことが多い.結 果として,イ ンスリンが必要になった時

点ですでに合併症が進行 している例 も少なくない.一 方

で,GAD65Abが 陽性で もインス リン非依存状態のま

ま経過す る患者 も存在 し,GAD65Ab陽 性の糖尿病患

者をすべて1型 糖尿病患者として扱 うべきなのかは結論

が出ていない.し たがって,GAD65Ab陽 性の糖尿病

患者か らインスリン依存に進行する緩徐進行1型 糖尿病

患者を早期にしっか りと診断 し,的 確に対応す ることが

必要である.

 1型 糖尿病は,膵ﾟ細 胞破壊 によるインス リンの欠

乏を成因 とする糖尿病 と定義され,最 終的にインス リン

依存状態に陥ることが多 く,か ってはインス リン依存型

糖 尿 病(IDDM;insulin-dependent diabetes melli-

tus)と 呼 ばれて いた.大 多数 は膵 β細胞 を標的 とす る

自己免疫疾 患で あ り,特 にT細 胞 を主 体 とす る細胞性

免疫異常 が成 因 として重要 と考 え られてい る.1型 糖 尿

病患者 の  ・1%に 膵 島細胞抗体(ICA;islet cell anti-

body), GAD65Ab,イ ンス リン自己抗体(以 下, IAA;

insulin autoantibody),抗IA-2抗 体(以 下, IA-2A;

insulinoma associated protein-2 antibody)な ど の膵

島 関 連 自 己 抗 体 が み られ る1)z).前 述 した よ うに

GAD65Abは,一 般 臨床 の場 で測定 可能 で あ り,診 断

に有用なマーカー とな ってい る.一 方,1型 糖 尿病は,

膵 β細胞 破壊 の速 度 の差,す なわ ちイ ンス リン依存 状

態 に至 るまでの期 間によ る発症形式 の違 いで,劇 症型3),

急 性 発症典型例(典 型例),緩 徐 進行型 の3っ の亜型 に

分類 され る.糖 尿病発症 か らイ ンス リン依存状態 に至 る

まで の期 間は,劇 症型 が1週 間前後,典 型例 が2-3ヵ

月 程度,緩 徐進行型 は6ヵ 月以上で,数 年にわた ること

もあ り,緩 徐進行型 はslowly progressive IDDM(も

し くはslowly progressive type l diabetes)4)あ る い

はlatent autoimmune diabetes in adults(LADA)5)

と呼 ばれてい る.緩 徐進 行型 は,日 本人 に比較 的多い と

され,イ ンス リン非依 存状態であ る期間 に将来のイ ンス

リン依存状態への進行を予知で きれば,早 期か らのイ ン

ス リン治療 な どによ り,残 存 す る膵 β細胞機 能 を保 持

で きる可能性 が報告 されてお り6),そ の 予知 は重要 な意

味があ る.

 緩 徐 進行1型 糖尿病 の早 期診 断,す なわち発症 よ り6
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ヵ月以上 イ ンス リン治療を必要 と しない糖 尿病(以 下,

本 論文で は,糖 尿病発症よ り6ヵ 月以上 イ ンス リン治療

を必要 とせず,臨 床的 に2型 糖尿病 と考 え られ る糖尿病

をNIDDM;non-insulin-dependent diabetes mellitus

と呼 ぶ)に お いて,イ ンス リン依存状 態への進行 を予知

す るた めに は,GAD65Abの 測 定 が最 も重要 と考 え ら

れ て い る.日 本 人 で は,NIDDM患 者 の2.4-9.7%が

GAD65Ab陽 性 と報告 されてい る7-'o).し か しなが ら,

全 て のGAD65Ab陽 性 例が イ ンス リン依存状 態 へ進行

す るわ けで はな く,GAD65Ab陽 性NIDDMの う ち,

GAD65抗 体 価が10 U/m1以 上(正 常1.3 U/ml未 満)

の 高抗体価の患者(高 抗体価群)に おいて は高率 にイ ン

ス リン治 療が必要 に なるが,1.3-9.9U/mlの 低 抗 体価

の患者(低 抗体価群)は イ ンス リン治療 が必 要 にな るこ

とが少 ないと報告 されて いる'o).ま た,GAD65Ab陽 性

NIDDM患 者 にお いて,実 際 に組織 学的 に膵ﾟ細 胞 破壊

を起 こす と考え られ る膵島炎(膵 ランゲルハ ンス島へ の

リンパ球浸潤)の 存在 も証明 されたが,こ れ も,高 抗体

価群の症例で あったll).現 状 で は, GAD65Abが 陽 性 な

らば一般 に1型 糖尿病 と診断 され ることが多 いが,低 抗

体価群 は1型 として扱 うべ きなのか疑問が残 る報告であ っ

た.し か しなが ら,高 抗体価群 と低 抗体 価群 との間 に病

態の違いが あるかど うか は全 く報告がない.今 回著者 は,

この両群間の病態の違いを明 らかにす るため,1型 糖 尿

病 の成 因がT細 胞機能 異常 であ るとされて い る ことか

ら,両 群 のT細 胞 を中心 とす る種 々の細胞性 免疫 指標

の差異を,1,2,3,の 方 法 で検討 した.

1.末 梢 血 リンパ球(PBMC;peripheral blood mono-

nuclear cells)の ポ リクローナルな刺激 に対す るサイ ト

カイ ン分泌能 の検討

 典 型 例の1型 糖尿病 の発症 に,Thelper 1(Th1)/T

helper 2(Th2)バ ラ ンスの不均衡が関与 してい ること

が,ヒ ト12-'4)およ びマ ウス15)'16)にお いて,こ こ数年来報

告 されて きた.い ずれ も,PBMCの ポ リク ローナル な

刺激 に対 して,Th2タ イ プの サイ トカイ ンの低下 また

はTh 1タ イ プの サイ トカ イ ンの上昇 を示す ことが特徴

とされた.今 回,高 抗 体価群 と低抗 体価群 において,

PBMCの 抗CD3抗 体 で刺激 した際のサ イ トカイ ン分泌

能を検討 した.

2.血 清CXC chemokine ligand-10(CXCL-10)/

interferon-inducible protein-10(IP-10)(以 下IP-10

と略 す)の 検討

 最 近,活 性化 され たTh 1細 胞 の局所へ の遊走 を促 進

させ るケモカイ ンで あるIP-10の 血 中 レベルが典型例 の

1型 糖 尿病 患者 にお いて上昇 して い る ことが報 告 され

た'7).今 回,高 抗体 価群 と低抗 体価群 にお いて,,血 清

IP-10値 を検討 した.

3.膵ﾟ細 胞抗原特異的刺激に反応する末梢血CD4陽

性細胞数の検討

 膵ﾟ細 胞抗原に対す るT細 胞の特異的な反応 を評価

するために,GAD65刺 激に反応する末梢血CD4陽 性

細胞数を測定 し,高 抗体価群 と低抗体価群で比較検討 し

た.

第1表 GAD65Ab陽 性NIDDM患 者(高 抗体価群,低 抗体価群),

 陰性 が確認された2型 糖尿病患者のそれぞれの特徴

典型例1型 糖尿病患者,GAD抗 体

高抗体価群 低抗体価群 典型例1型 糖尿病 2型糖尿病

人数

性別(男/女)

年 齢(歳)

罹病期間(年)

C一ペプチ ド(ng/ml)

GAD65Ab(U/ml)

IA-2A陽 性者

DR4保 有者

DR9保 有者

DR40r DR9保 有者

A24保 有者

インスリン治療者

  36

 19/17a

51.6±2.6a,b

7.1±1.1e.c

 1.0±0.2b.`

913.8±545.6

  46%

  58�

  54%

  85%

  46%

  81%

 48

14/34c

58.9±2.1b

12.0±1.3b

1.3±O.lb

3.4±0.3

 28%

 44

 44

 81%

 43%

 54

  36

 11/25c

 37.3±2.4`

 6.6±1.1`

 0.6±0.7`

1934±1722.2

  37%

  59%

  52%

  96%

 測 定 せ ず

  100%

 47

30/17

57.8±2.2

13.0±1.4

2.0±0.3

 <1.3

測 定 せず

測 定 せず

測 定 せず

測 定 せず

測定 せ ず

 68%

平 均 値 ±標 準 誤 差 で 示 した.a:P<0.05(低 抗 体 価 群 に対 して), b:

して),c:p<0.05(2型 糖 尿 病 患 者 に対 して)

C一ペ フ.チ ド:空 腹 時血 清Cパ プ チ ド,GAD65Ab:抗GAD65抗 体,

p〈0.05(典 型例1型 糖尿病患者に対

IA-2A:抗IA-2抗 体
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対象と方法

鈴木:GAD抗 体陽性NIDDMのT細 胞機能

1.末 梢 血 リンパ球(PBMC)の ポ リクローナル な刺激

に対す るサ イ トカイ ン分泌能の検討

1)対 象 患者(第1表)

 糖 尿 病診断か ら6ヵ 月以上 イ ンス リン治療を必要 と し

なか ったGAD65Ab陽 性NIDDM患 者84名 を対 象 と

し,診 断時 のGAD65抗 体 価 が10 U/ml以 上 の高抗 体

価群(n=36,51.6±2.6歳,男 女比19/17,罹 病 期間

7.1±1.1年,空 腹 時血 清Cペ プチ ド1.0±0.2ng/ml)

と,1.3-9.9U/mlの 低 抗体価群(n=48,58.9±2.1歳,

男 女 比14/34,罹 病 期 間12.0±1.3年,空 腹 時血 清C

ペ プチ ド1 .3±0.1ng/m1)に 分 けた.ま た対 照 と して,

急 性発症典型例 のGAD65Ab陽 性1型 糖尿病患者(n;

36,37.3±2.4歳,男 女比11/25,罹 病 期 間6.6±1.1

年,空 腹 時 血 清Cペ プ チ ド0.6±0.7ng/ml)と

GAD65Ab陰 性2型 糖尿病患者(n=47,57.8±2.2歳,

男 女比30/17,罹 病 期 間13.0±1.4年,空 腹時血 清C

ペ プチ ド2.0±0.3ng/ml)を 加 えた .高 抗体価群 と低

抗 体価群 で,抗IA-2抗 体(IA-2A)の 陽 性 率(46 vs.

28%),日 本 人1型 糖尿病 で多 いとされ るHLA DR4ま

た はDR9'8)の 保 有率(85 vs.81%),イ ンス リン依存へ

の進 行が速 い とされ るHLA A243)・19)の 保 有率(46 vs.

43%)と もすべ て有意差 は なか った.そ の他,イ ンス

リン治療者 の割合 など,4群 の 特徴 は第1表 に示 した.

患 者 は,慶 鷹義塾大学病院,埼 玉社会保険病院,済 生会

中央病院 の通院者 で同意 の得 られ た者 と した.

2)PBMCの 抗CD3抗 体 によ る刺激

 各 患 者 か ら10mlの 末 梢血 を採 取 し, Ficoll-Paque

PLUS(Pharmacia, Sweden)を 用 いてPBMCを 分 離

した.2%の 熱 処理非活化仔牛胎 児血 清(fetal bovine

serum;FBS)(JRH Biosciences, USA)と1%ペ ニ シ

リンース トレプ トマイ シン(Life Technologies, USA)

を 含 ん だL一 グ ル タ ミ ン添 加RPMI-1640液(Life

Technologies, USA)を 培 養 液(以 下,2%FBS-

RPMI)と し,1×106個 のPBMCを96穴 丸 底細胞 培

養 プ レー ト(Beckton Dickinson, USA)上 で100ｵ1

の2%FBS-RPMI中 に浮遊 させ た.抗CD3抗 体(HIT

3a;PharMingen, USA)を2%FBS-RPMI中 に10

ｵ1/m1の 濃 度 で調製 し,100ｵ1ず っ 加 えた.最 終液 量

200ｵ1の2%FBS-RPMI中 に1×106個 のPBMC,抗

CD3抗 体 濃度 は5ｵg/mlと した.37。C,5%CO、 下 で

40-48時 間 培 養 し,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)PBMCのCD4, CD8, CD45RO陽 性 細胞分画 の評

価

 各 患 者 か ら分 離 したPBMC 1×106個 を,2%の

FBSを 含 ん だ リン酸緩 衝生理食塩水(PBS)(以 下,2

%FBS-PBS)100ｵ1に 浮 遊 させ,抗CD4-FITC抗 体

(Becton Dickinson)と 抗CD8-PE抗 体(Becton

Dickinson)を 加 えて,4℃ で10分 間 静置 させ染色 し

た 後,フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー(EPICS ALTRA;

Coulter, USA)を 用 いて解析 した.ま た同様 の方法で,

抗CD4-FITC抗 体 と 抗CD45RO-PE抗 体(Phar・

Mingen)で 染 色 して,解 析 した.

4)サ イ トカイ ンの計 測

 Th 1タ イ プの サイ トカイ ンと して イ ンター フェロ ン

(IFN)-y, Th2タ イ プの サイ トカイ ンと して イ ンター ロ

イキ ン(IL)-10を 計 測 した.上 清中 のサ イ トカ イ ンの

計 測 に はenzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)法 を 用 いた.す なわち,平 底96穴 プ レー ト

(Nunc, Denmark)に, PBSに 溶 か して10ｵg/mlの

濃 度 と した各 モノク ローナル抗体(抗IFN一 γ抗体(NIB

42;PharMingen),抗IL・10抗 体(JES3-9D7;Phar

Mingen))を,各 ウ ェルに50ｵ1ず っ 加 えて,4。Cで

一 晩 静 置 しコ ーテ ィ ングを した .0.1%のTween20

(BioRad, USA)を 加 えたPBS(以 下,0.1%Tween20-

PBS)で 洗 浄 した後,1%の 仔 牛 血清 アル ブ ミン(bo・

vine serum albumin;BSA)(Sigma, USA)を 含 ん

だPBS(以 下,1%BSA-PBS)を 各 ウェル に100ｵ1

ず っ 加え,37。Cで1時 間静置 しブロ ッキ ングを した.

0.1%Tween20-PBSで 洗 浄後,採 取 された上清 また は

各 サイ トカイ ンのス タンダー ド検 体(PharMingen)を

各 ウ ェルに50ｵ1ず っ加 えて,2時 間 室温で静置 した.

0.1%Tween20-PBSで 洗 浄後,ビ オ チ ン化 した各 抗体

(抗IFN一 γ抗体(4S-B3;PharMingen),抗IL-10抗 体

(JES3-12G8;PharMingen))を1%BSA-PBSに 溶 か

して5ｵg/mlの 濃 度 と し,各 ウェル に50ｵ1ず っ 加え

て,室 温 で1時 間 静 置 し た.そ の 後,AB溶 液

(Vectastain ABC kit;Vector, USA)を 各 ウェルに50

ｵ1ず つ 加 えて30分 静 置 した後,2,2'-azinobis-3-ethyl

benz-thiazoline-6-sulfonic acidてABTS;Sigma)を

各 ウ ェル に100ｵ1ず っ 加 え て,405nmで の 発 色 を

ELISAリ ー ダー(BIO-RAD;Richmond, USA)で 調

べた.検 体 はすべて二重 に計測 し,ス タ ンダー ド検体 よ

り得 られたス タ ンダー ドカーブより各サ イ トカイ ンの濃

度 を求 め た.IFN一 γとIL-10の 検 出感 度 は それぞ れ40

pg/ml,30 pg/mlで あ った.同 様 の方法 で, Th2タ イ
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プ の サ イ トカ イ ン と してIL-4も 計 測 した が,こ の

ELISAシ ス テムで は大部分 の検体 が検出感度以 下 とな

り検討で きなか った.

5)自 己抗体 の測定

 GAD65抗 体 価 は, recombinant human GAD65

(RSR Ltd, UK)を 用 い たGAD65 Ab kitに よ り測定

した.こ の測定法で は,陽 性 は1.3U/m1以 上(健 常人

の平均+3× 標 準偏差)と 定義 され,感 度,特 異度 と も

100%で あ る(国 際糖尿病免疫 ワーク シ ョップ,実 験室

ID番 号305).陽 性 結 果 は,ヒ ト膵GAD65を コ ー ドす

るcDNA(pEx 9,ワ シ ン トン大学Ake Lernmark教

授 よ り提 供)よ り作製 した[35S]-GAD65を 用 いた,

後 述 のIA-2Aの 測 定 と同様 のradioligand binding法

(イ ンデ ックス0.020以 上 が陽性)7)で も確認 した.

 IA-2Aの 測 定 はradioligand binding法 を用 いた20).

す な わ ち,ヒ ト膵IA-2のC末 側 の主要 な エ ピ トー プ

を有 す るcDNA(ICA 512.bdc,コ ロ ラ ド大学George

SEisenbarth教 授 よ り提供)をpc DNA II(Invitro-

gen, USA)に 組 み込 み, in vitro transcription/trans-

lation system(Promega, USA)を 用 いて[3H]-IA-2

を作 製 した.20,000cpmの 標 識蛋 白を,反 応溶液(20

mM Tris hydroxymethyl aminomethan,150 mM

NaCI,0.15%Tween 20,0.1%Aprotinin,10mM

benzamidine)中 で25倍 希 釈 した患者血清 と4℃ で一

晩反応 させ た.免 疫 複合体 を50ｵ1の50%プ ロ テイ ン

A一セ ファロース ビーズ(Pierce, USA)で 沈 降 させた後,

multiscreen assay system(Millipore, USA)を 用 い

て反応溶液で洗浄後,セ ファロース ビーズを回収 し,ト ッ

プ カウ ン ト(Packard, USA)で 放 射活性を測定 した.

測 定値 は陽性お よび陰性 コ ン トロール血清を用いて,イ

ンデ ックスと して下式 の ご とく計算 した.IA-2抗 体 イ

ンデ ックス=(未 知 検体 のカ ウ ン トー陰性 コ ン トロール

のカ ウ ン ト)/(陽 性 コン トロールのカ ウ ン トー陰性 コ ン

トロールのカ ウ ン ト)

正 常人 にお けるイ ンデ ックスの分布によ りイ ンデ ックス

0.010以 上 を陽性 と した.

2.血 清IP-10値 の検討

 血 清IP-10濃 度 はELISA法 に よ り測 定 した21).す な

わ ち,平 底96穴 プ レー トに,抗IP-10抗 体(αhlPb)

をPBSに 溶 か して20ｵg/mlの 濃 度 と して,各 ウェル

に50ｵ1ず っ 加 えて,4℃ で一晩静 置 しコーテ ィ ングを

した.0.05%Tween20-PBSで 洗 浄後,ブ ロックエ ース

を各 ウェル に100ｵ1ず っ 加 え,室 温 で2時 間静 置 しブ

ロ ッキ ングを した .0.05%Tween20-PBSで 洗 浄後,患

者血 清 また はIP-10の ス タ ンダー ド検体 を各 ウェル に

50ｵ1ず つ 加 え て,1時 間 室 温 で静 置 した.0.05%

Tween20-PBSで 洗 浄 後,ビ オ チ ン化 抗IP-10抗 体

(αhlPd)を1%BSA-PBSに 溶 か して0.3ｵg/m1の 濃

度 と して,各 ウェルに50ｵ1ず っ加 えて,室 温で1時 間

静 置 した.0.05%Tween20-PBSで 洗 浄後, streptavi-

din-conjugatedﾟ一D-galactosideを 各 ウェルに50ｵ1ず

つ加 えて1時 問静 置 した.0.05%Tween20-PBSで 洗 浄

後,0.01%4-methyl-umbelliferyl一ﾟ一D-galactosideを

各 ウ ェル に50ｵ1ず つ 加 えて10分 間 震 盈 し,2mol/1

の 炭 酸塩 を各 ウェル に100ｵ1ず っ 加 え反 応 を停止 させ

た 後,460nmで の 発 色 をELISAリ ー ダ ー

(Fluorascan II;Labsystems, UK)で 調 べ た.ス タ ン

ダー ド検体 よ り得 られたス タンダー ドカーブよ りIP-10

濃度 を求あた.検 出感度 は10pg/mlで あ った.健 常人

の血 清IP-10濃 度 の平均値 は,41.5 pg/mlで あ った17).

3.膵ﾟ細 胞抗 原特異 的刺激 に反応 す る末 梢血CD4陽

性 細胞数 の検 討

 抗 原 特 異 的 な サ イ トカ イ ン反 応 を 調 べ るた め,

GAD65刺 激 に反 応 す る末梢血CD4陽 性 細胞数 を計測

した.患 者 の全血500ｵ1を5mlポ リスチ レン丸底 チュー

ブ(Beckton Dickinson)に 入 れ,10%FBSと1%ペ

ニ シ リンース トレプ トマイ シンを含ん だ レ グル タ ミン添

加RPMI-1640液 を 培 養 液(10%FBS-RPMI)と して

500ｵ1加 え,さ らに1ｵgの 抗CD28抗 体(L293;

Beckton Dickinson)を 副 刺激 と して加 え た もの を2

本 用 意 し,1本 に は リコ ン ビナ ン トGAD65(RSR,

UK)を5ｵg/ml加 え た.撹 拝後,370C,5%CO2下 で

72時 間 培養 し,最 後 の4時 間 は10ｵg/mlの ブ レフェ

ル ジンA(Sigma)を 加 え た.培 養後,そ れぞれ300ｵ1

ず つ 別 の チ ュー ブ に分 け,20ｵ1の 抗CD4-PC5抗 体

(Coulter, France)を 加 え撹 搾 し,室 温 で15分 間 静置

した. 4m1のFACS lysing solution (Beckton

Dickinson)を 加 え撹拝 し,室 温 で10分 間 静置 した.

1600回 転 で5分 間 遠 心 後,上 清 を 捨 て,細 胞 を

0.1%BSA-PBSで 洗 浄 し,1.5 m1のFACS permeabili-

zing solution(Beckton Dickinson)を 加 えi撹搾 し,

暗 室温で10分 間静 置 した.0.1%BSA-PBSで 洗 浄後,

一 方 に20ｵ1の 混 合抗体(抗IFN 一γ一FITC抗 体 と抗IL-4-

PE抗 体;Beckton Dickinson)と 一一方 に20ｵ1の 混 合

アイ ソ タイプ コ ン トロー ル(抗IgG2a-FITC抗 体 と抗

IgG1-PE抗 体;Beckton Dickinson)を 加 え撹 搾 し,

暗 室温 で30分 間静 置 した.洗 浄後,フ ローサ イ トメー
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ター(EPICS ALTRA)を 用 いて解析 した。

4.統 計 学的解析

 サ イ トカイ ン濃度 の群 間の比較 は,正 規分布 を示 した

ためunpaired t-testを 用 いて解析 した.成 績 は平均値

±標準誤差 で示 した.血 清IP-10値 あ るいはGAD65反

応 性IFN一 γ産生CD4陽 性 細 胞数 の群間 の比較 は,正 規

分布 を示 さない ためMann-Whitney U-testを 用 いて解

析 した.血 清IP-10値 とGAD65反 応 性IFN-y産 生CD4

陽 性 細胞 数 の相 関 は,Spearmanの 順 位相 関 を使用 し

た.

結 果

1.末 梢 血 リンパ球(PBMC)の ポ リクローナルな刺激

に対 す るサイ トカイ ン分泌能 の検討

 は じめに,ポ リク ロー ナルなT細 胞 の反 応を比較 す

るため,PBMCの 抗CD3抗 体 刺激(5ｵg/ml)に 対 す

るサイ トカイ ン分泌能(Th2タ イ プのサ イ トカイ ンと

してIL-10, Th1タ イ プのサイ トカイ ンとしてIFN一 γ)

を4群 で比較 した.第1図 に示す よ うに,IL-10産 生 能

は,高 抗体 価群(n=36,0.46±0.05ng/ml)が 低 抗

体価群( .・,0.68±0.06ng/ml)と2型 糖 尿病(n=

47,0.65±0.06ng/ml)に 比 して,有 意 に低値 を示 し

た(そ れ ぞれ,p<0.05, p<0.05). IFN-y産 生 能 は,
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第2図 性別,年 齢,罹 病期間のGAD65Ab陽 性NIDDM

 (高抗体価群(a),低 抗体価群(b))に お けるサイトカ

 イ ン産生能への影響.PBMCを 抗CD3抗 体 で刺激 した

 際 のサイ トカイン(IL-10, IFN一γ)産 生量を示す. M:男

 性,F:女 性, young:年 齢平均値よりも若年, old:年

 齢平均値よりも高齢,duration:罹 病期間,<5:5年

 未満,5<:5年 以上,高 抗体価群,低 抗体価群各々に

 おいて,性 別,年 齢,罹 病期間は,IL-10お よびIFN一γ

 産生量に有意な影響を与えなかった.
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第1図 PBMCの 抗CD3抗 体 刺激 に対するIL-10(a),

 IFN一γ(b)の 産 生能の4群 間の比較. Hi(n=36):GA

 D65Ab陽 性NIDDM(高 抗体価群), Lo(n=48):GA

 D65Ab陽 性NIDDM(低 抗体価群), T1(n=36):典 型

 例1型 糖尿病患者,T2(n=47) :2型 糖 尿病患者.

 *p<0.05.IL-10産 生能は,高 抗体価群が低抗体価群と

 2型 糖尿病患者に比 して有意に低値を示 した.IFNッ 産

 生能は,高 抗体価群 と低抗体価群に有意差はなかった.

高 抗体価群 と低抗体価群 に有意差 はなか った(両 群 とも

2型 糖尿病 に比 して有意 に低値 を示 した).

 第1表 に示す よ うに,4群 間 において,性 別,年 齢,

罹 病期間 に差異が存在 したため,こ れ らが高抗体価群,

低 抗体価群各 々においてポ リクローナルな刺激 に対す る

T細 胞 のサイ トカイ ン分泌能 に影響 を与 えないかど うか

確認 した.第2図 に示 すよ うに,男 女差 については,高

抗体 価群 で,IL-10産 生 能 は男性0.53 ng/mlに 対 して

女 性0.37ng/ml, IFN一γ産 生能 は男 性42.1 ng/mlに

対 して女 性31.1ng/ml,低 抗 体 価群 で, IL-10産 生 能

は男性0.74ng/mlに 対 して女性0.65 ng/ml, IFN-y

産 生 能 は男 性39.2ng/mlに 対 して女 性39.4 ng/mlと

有 意差 を認 めなか った.年 齢差 にっ いて は各群の年齢平

均値 よ り若年か高齢 かで比較 した ところ,高 抗体価群で,

IL-10産 生 能 は若 年0.49 ng/mlに 対 して高 齢0.44

ng/ml, IFN一γ産 生能 は若 年30.3 ng/mlに 対 して高 齢
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a)高 抗体価群 b)低 抗体価群

第3図 GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗体価群(a),低 抗体価群(b))に お ける末梢血T細 胞分

 画(CD4陽 性細胞, CD8陽 性細胞, CD45RO陽 性CD4陽 性 細胞)の 検討. CD4+:CD4陽 性 細

 胞,CD8+:CD8陽 性細胞, CD45RO+CD4+:CD45RO陽 性CD4陽 性細胞.高 抗体価群と低抗

 体価群で,末 梢血T細 胞分画に有意差はなかった.
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第4図 PBMCの 抗CD3抗 体 刺激 に対するIL-10(a),

 IFN-y(b)の 産 生能のインス リン治療前 と2週 間後の変

 化 の検討(2週 間後の値/治 療前の値).T1(n=13):

 典型例1型 糖尿病患者,T2(n=20):2型 糖尿病患者,

 Control(n=9):イ ンスリン治療をせずに2週 間の間隔

 を開けて同様 に検討 した健常者.*p〈0.05.典 型例1型

 糖尿病患者,2型 糖尿病患者 ともに,イ ンスリン治療に

 よ ってIL-10お よびIFN一γ産生能が充進 した.

第5図 PBMCの 抗CD3抗 体 刺 激 に 対 す るIL・10(a),

 IFN一γ(b)の 産 生 能 の4群 間 の比 較(イ ンス リ ン治 療 者

 の み).Hi(n=29):GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗 体

 価 群),Lo(n=26):GAD65Ab陽 性NIDDM(低 抗 体

 価 群),T1(n=36):典 型 例1型 糖 尿 病 患 者, T2(n=

 30):2型 糖 尿 病 患 者.**p<0.Ol. IL-10産 生 能 は,高

 抗 体 価 群 が 低 抗 体 価 群 と2型 糖 尿 病 患 者 に 比 して有 意 に

 低 値 を 示 した.IFN-y産 生 能 は,高 抗 体 価 群 と低 抗 体 価

 群 に有 意 差 はな か っ た.

 (Suzuki R et al:JAutoimmun 20:83-90,2003の

 Fig.1よ り許 可 を 得 て転 載)

43.4ng/ml,低 抗 体価 群で, IL-10産 生 能 は若 年0.68

ng/mlに 対 して高 齢0.59 ng/m1, IFN一γ産生能 は若年

50.7ng/mlに 対 して高 齢30.O ng/mlと や は り有 意差

を認あ なか った.罹 病期間 にっ いて は5年 未満か5年 以

上か で比較 したと ころ,高 抗体価群で,1レ10産 生 能 は

5年 未 満0.57ng/mlに 対 して5年 以 上0.39 ng/ml,

IFN-y産 生 能 は5年 未満25.6 ng/mlに 対 して5年 以上

46.3ng/ml,低 抗 体 価群 で, IL-10産 生 能 は5年 未満
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0.69ng/mlに 対 して5年 以上0.67 ng/ml, IFN一γ産生

能 は5年 未 満44.1ng/mlに 対 して5年 以 上37.4

ng/mlと 同 様 に有意差 を認 めなか った.

 さ らに,抗CD3抗 体 刺激 で はT細 胞 すべてが刺激 さ

れ るため,サ イ トカイ ン分泌 能 を検 討す る際 に はT細

胞 のCD4, CD8の 占 める割 合 に差 がない ことが前 提 と

なる ことを考慮 し,末 梢血T細 胞分 画 にっ き検討 した.

そ の結 果,第3図 に示す よ うに,高 抗体価群 と低抗体価

群 で,CD4陽 性 細胞(高 抗体価群25.7%に 対 して低抗

体 価群27.8%),CD8陽 性 細胞(高 抗体 価群20.9%に

対 して低抗 体価群21.0%),CD45RO陽 性CD4陽 性 細

胞(高 抗体価群9.4%に 対 して低抗 体価群14.6%)に 有

意差 がない ことを確認 した.

 ま た,イ ンス リン治療 によ りPBMCの 抗CD3抗 体 刺

激 に対す るサ イ トカイ ン産生能が変化す るかを検討 した.

そ の結 果,1型 糖 尿病 において は,イ ンス リン治療2週

間後の サイ トカイ ン産生能 が治 療前 に比 して,IL-10は

1.4±0.2倍,IFN一 γは3.2±1.4倍,ま た2型 糖 尿病 にお

いて は,IL-10は1.3±0.2倍, IFN一γは3.6±0.9倍 と,

と もに イ ンス リン治療 によ って サイ トカイ ン産生能が充

進 す るという結果 を得 た(第4図).

 こ の た め イ ンス リ ン治療 者 に限定 してPBMCの 抗

CD3抗 体 刺 激 に対 す るサイ トカイ ン産生能 を再検 討 し

た ところ,第5図 に示 すよ うに,IL-10産 生 能 は,高 抗

体価群(n=29,0.42±0.05ng/ml)が 低 抗体価群(n=

26,0.70±0.09ng/ml)と2型 糖 尿病(n=30,0.72±

0.08ng/m1)に 比 して,有 意 に低 値を示 した(そ れぞ

れ,p<0.01, p<0.01).す な わち,高 抗体価群 は典型

例 の1型 糖尿 病(n=36,0.54±0,06ng/ml)と 同 レ

ベルの,ま た低抗体価群 は2型 糖尿病 と同 レベルのIL-

10産 生 能 を示 した.IFN-Y産 生 能 に はや はり両群 間に有

意差 はなか った。
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第6図 PBMCの 抗CD3抗 体 刺 激 に対 す るIL-10(a), IFN-r(b)の 産 生 能 の3群 間 の比 較(イ ンス リ ン治 療 者

 に お け るHLAタ イ プ別 の 検 討). A:DR4も し く はDR9の 保 有 者, B:DR4保 有 者, c:DR9保 有 者. Hi

 (n=20(A),n;13(B), n=13(C)):GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗 体 価 群), Lo(n=14(A), n=10

 (B),n=6(C)):GAD65Ab陽 性NIDDM(低 抗 体 価 群), T1(n=26(A), n=16(B), n=14(C)):典 型

 例1型 糖 尿 病 患 者.*p〈0.05.IL-10産 生 能 は, DR4も し くはDR9の 保 有 者 お よ びDR4保 有 者 で高 抗 体 価 群 が

 低 抗 体 価群 に比 して 有 意 に低 値 を示 し,DR9保 有 者 で も有 意 差 は なか っ たが 高 抗 体 価 群 が 低 抗 体 価 群 に比 して低

 値 を 示 した.IFN一 γ産 生 能 は,各HLAタ イプ にお い て 高抗 体価 群 と低 抗 体 価 群 に 有 意 差 はな か っ た.
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 日本人の1型 糖尿病における疾患感受性HLAタ イプ

はDR4お よびDR9で あるたあ, HLAタ イプ別に再検

討 したところ,第6図 に示すよ うに,DR4も しくは

DR9の 保有者, DR4保 有者, DR9保 有者のいずれにお

いてもPBMCの 抗CD3抗 体刺激に対するIL-10産 生能

は同様の傾向が確認 された.IFN-y産 生能にっいては,

高抗体価群 低抗体価群 とでやはりHLAタ イプ別に分

けても差を認あなか った.

2.血 清IP-10値 の検 討

 4群 の一部[GAD65Ab陽 性NIDDM高 抗体価群(n=

18),GAD65Ab陽 性NIDDM低 抗 体価 群(n=10),

典 型 例1型 糖 尿 病 患 者(n=16),2型 糖 尿 病 患 者

(n=17)]に つ いて,血 清IP・10値 を 比較 した.以 前,

罹 病期 間の短 い自己免 疫性1型 糖 尿病 にお いて血清IP-

10値 が 高 いこ とが報告 され てい るため'7),今 回,罹 病

期間10年 未 満 の患者 に限定 して検討 した.血 清IP-10

値 に影響を与え ることが知 られている慢性肝炎 やその他

ウイルス感染症の患者 は含 まれていないことを確認 した.

第2表 に示す ように,高 抗体価群 と低抗体価群 で性別,

年 齢,罹 病期間,HLA DR4ま た はDR9の 保 有率(高

抗体価群85%に 対 して低抗体価 群56%)に は有意差 を

認 めなか ったが,IA-2Aの 陽 性率(高 抗体 価群50%に

対 して低抗体価群0%)に は有意差 を認めた.こ のため,

高 抗体価群 にお いてIA-2A陽 性 者(n=9)とIA-2A陰

性 者(n=9)と で 血 清IP-10値 に 違 いが ないか検討 し

たが,陽 性者 は平均150.7(中 値34)pg/mlに 対 して,

陰 性者 は平 均250.0(中 値34)pg/mlで あ り有意差 は

認めなか った.ま た,イ ンス リン治療者の割合(高 抗体

価群89%に 対 して低抗体価群20%)に も有意差 を認 め

第2表 GAD65Ab陽 性NIDDM患 者(高 抗体価群,低 抗体

 価群;罹 病期間10年 未満)の 背景

たため,イ ンス リン治療者(n=18)と イ ンス リン未使

用者(n=10)と で血 清IP-10値 に違 いが ないか検討 し

たが,治 療 者 は平 均169.5(中 値34)pg/mlに 対 して

未使用者 は平 均165.1(中 値24.5)pg/mlで あ り有意

差は認 めなか った.

 第7図 に示 す ように,高 抗体価群 の血清IP-10値(平

均200.2(中 値34)pg/ml)は,低 抗 体 価 群(平 均

108.9(中 値26)pg/ml)よ り高い傾 向を認 め,2型 糖

尿病患者(平 均32.9(中 値19)pg/ml)よ り有意 に高

か ったが(p<0.01),典 型 例1型 糖 尿 病 患者(平 均

793.0(中 値242.5)pg/ml)と は有 意差 を認め なか っ

た.一 方,典 型例1型 糖尿病患者 の血清IP-10値 は,低

抗体価群 および2型 糖尿病患者 よ り有意 に高か った(そ
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低抗体価群

T1 T2

高抗体価群

人数

性別(男/女)

年齢(歳)

罹病期間(年)

IA・2A陽 性者

DR4保 有者

DR9保 有者

DR40r DR9保 有者

インスリン治療者

 18

 9/9

46.5±3.7

3.8±0.7

 50%a

 46%

 69%

 85%

 89%a

 10

 5/5

52.5±4.8

2.2±0.5

 0%

 33%

 22%

 56%

 20%

平均 値 ±標 準 誤 差 で示 した,a:p〈0.05(低 抗体 価 群 に対 して)

GAD65Ab:抗GAD65抗 体, IA-2A:抗IA-2抗 体

第7図 血 清IP-10値 の4群 間の比較(罹 病期間10年 未

 満).Hi(n=18):GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗体価

 群),Lo(n=10):GAD65Ab陽 性NIDDM(低 抗体価

 群),T1(n=16):典 型例1型 糖尿病患者, T2(n=17):

 2型 糖 尿病患者.*p<0.05,**p〈0.01,***p<0.001.血

 清IP-10値 は,高 抗体価群が低抗体価群に比して有意差

 は認めなかったが高い傾向であった.典 型例1型 糖尿病

 患者が低抗体価群 と2型 糖尿病患者に比 して有意に高値

 を示 し,高 抗体価群が2型 糖尿病患者に比 して有意に高

 値を示 した.

 (Suzuki R et al:JAutoimmun 20:  ・1,2003の

 Fig.2よ り許可を得て転載)
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れそれ,p<0.05, p〈0.001).低 抗 体価群 と2型 糖 尿

病患者 の血清IP-10値 に は有意差 を認 めなか った.以 上

よ り,高 抗体価 群 と低抗体価群 の血 清IP-10値 に は違 い

が あると結論付 けた.

3.膵 β細 胞抗原特異 的刺激 に反応 す る末梢血CD4陽

性 細胞数 の検討

 第2表 に示 した,GAD65Ab陽 性NIDDM高 抗 体価

群(n=18)とGAD65Ab陽 性NIDDM低 抗 体 価 群

(n=10)に っ いて,末 梢血 のGAD65反 応 性IFN-y産

生CD4陽 性 細 胞数 を検討 した.抗 原 特異 的に反応す る

T細 胞 の検 出 には他 にELISPOT法 な どが あ り,こ の

ELISPOT法 に よ る検 出感度 はT細 胞1,000-10,000個

に1個 程度 とされているが,Waldropら に よるとフロー

サイ トメー ターを用 いた細胞 内サイ トカイ ン染色法 を用

いる ことによ りCD4陽 性T細 胞50-1,000個 に1個 の

抗 原特 異 的T細 胞 が検 出可 能 で あ る と報 告 されて い

る22).今 回 の著者 の検討 で は,健 常 人の末梢血GAD65

反 応 性IFN-y産 生CD4陽 性 細 胞数 の平 均 はCD4細 胞

50,000個 あたり7.7個 であった.第8図 に示すように,

高抗体価群では低抗体価群に比 して,CD4細 胞50,000

個あたりのGAD65反 応性IFN-y産 生CD4陽 性細胞数

は有意ではなかったが多い傾向を示 した(高 抗体価群平

均456個 に対 して低抗体価群平均202個).こ のように

高抗体価群は,血 清IP-10値 とGAD65反 応性IFN-y産

生CD4陽 性細胞数の両者 とも,低 抗体価群に比 して高

い傾向を示 した.さ らに血清IP・10値 とGAD65反 応性

IFN-y産 生CD4陽 性細胞数との相関にっいて検討 した

ところ,低 抗体価群では両者の相関を認あなかったが,

高抗体価群では両者に有意な正相関を認めた(p<0.05).

以上により,血 清IP-10値 とGAD65反 応性IFN-y産 生

CD4陽 性細胞数 とが同時に高いことが,高 抗体価群 に

おけるインス リン依存状態への進行の速 さに関与 してい

る可能性が示唆された.な お,今 回末梢血GAD65反 応

性IL-4産 生CD4陽 性細胞数 も測定 したが,大 部分の患

者において検出感度以下であった.
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第8図 GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗 体価群および低抗

 体価群)に おけるGAD65反 応性IFN一 γ産生CD4陽 性細

 胞数Hi(n=18):GAD65Ab陽 性NIDDM(高 抗体価

 群),Lo(n=10):GAD65Ab陽 性NIDDM(低 抗体価

 群).Y軸 はCD4陽 性細胞50,000個 当 たりのGAD65

 反応性IFN一 γ産生CD4陽 性細胞数を示す.高 抗体価群が

 低抗体価群に比 して有意差は認めなかったが多い傾向を

 示 した.

 GAD65Ab陽 性NIDDMが,単 にGAD65Abが 陽性

とい うだ けで抗 体価 にかかわ らずすべて1型 糖 尿病 と診

断 して良 いか どうか は結論 が出ていない.臨 床的 な経過

か らは,GAD65Ab陽 性NIDDMの 高 抗体 価群 は,イ

ンス リン依存 に進行 しやす く,緩 徐進行1型 糖尿病 のイ

ンス リン非依存期 として良 いが,低 抗体価群 は2型 糖尿

病 と して扱 って もよいので はないか と推察 されて いるlo).

そ こで,1型 糖 尿 病 は大 部分 がT細 胞 を主体 とす る細

胞性免疫異常 に基づ く自己免疫疾患 とされてい ることか

ら,高 抗 体価群 と低抗体 価群 のT細 胞 機能 の違 いを評

価す る こととした.今 回の研究 で,ポ リクローナルなT

細 胞 の反応 性 を検討 した結果,高 抗体価群 でのみIL・10

産 生能 の低下が認あ られ,低 抗体価群 では認 め られなか っ

た.過 去 のい くっか報告 によ り,典 型例1型 糖尿病 の発

症 にTh1/Th2バ ラ ンスの不均衡 が関与 してい ることが

明 らか にされてい る.す なわ ち,(1)罹 病 期間 の短 い

典 型 例1型 糖 尿 病 に お い てphytohemagglutinin

(PHA)刺 激 に対 す るPBMCのIL-4産 生 能が低下 して

いた こと12),(2)典 型 例1型 糖 尿病 でPHA刺 激 に対

す る全血 のIFN-y産 生 能 とそのIL-4ま た はIL-10産 生

能 に対 す る比(IFN一 γ/IL-4ま た はIFN一 γ/IL-10)が 充

進 してい た こと13),(3)典 型 例1型 糖 尿病 でPHA刺

激 に対 す るPBMCのIL-4ま た はIL-10産 生 能 の低下 と

長 時間刺激 によ るIFN-y産 生 能 が元進 していた こと14),

な どがあ る.こ れ らの報告 はいずれ も,典 型例1型 糖 尿
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病ではポ リクローナルな刺激に対 して 「Th2の 低下」

あるいは 「Th 1の 充進」 が特徴である,と している.

今回明 らかにされたIL-10産 生能の低下を特徴とする高

抗体価群は,典 型例1型 糖尿病 と近い病態を有 しており,

低抗体価群 とは異なると考えられた.IL・10はTh2細

胞以外に,Th 1介 在免疫応答を抑止する調節性Th細

胞であるTr1細 胞からも産生 されるサイ トカインであ

り23),本研究ではIL-4に 関 しての評価が困難であった

ことか ら,「Th2細 胞の機能異常」 とは断定できず,

「Tr1細 胞の機能異常」である可能性 もあり,今 後 さら

なる検討が必要と考えられるが,少 な くともTh 1を 抑

止するIL-10産 生能の低下が高抗体価群の病態形成に関

与 していることことが示唆された.一 方で,IFN-y産 生

能にっいては高抗体価群と低抗体価群とで差を認めなかっ

た.ポ リクローナルな刺激 による活性化では,IFN-yの

ようなTh1タ イプのサイ トカインは,メ モリーCD4,

ナイーブCD4, CD8細 胞などから産生されるが, IL-10

のようなTh2(も しくはTr1)タ イプのサイ トカイン

は,メ モ リーCD4細 胞か ら主に産生される24).そ のた

め,抗CD3抗 体刺激 によるIL-10産 生は,お そらく膵

ﾟ細 胞抗原 を含む何 らかの抗原 を認識 したメモ リー

CD4細 胞からのものと推察された.ま た, Th 1タ イプ

のサイ トカインは,ポ リクローナルな刺激ではなく,抗

原特異的な刺激に対する反応をみるべきであり,末 梢血

のGAD65反 応性IFN-y産 生CD4陽 性細胞数の測定を

試みることとした.さ らに,活 性化 されたTh 1細 胞の

局所への遊走を促進させるケモカインであり,典 型例1

型糖尿病患者で高値を示すことが報告された血清IP-10

値'7)にっいても検討 した.そ の結果,高 抗体価群 と典型

例1型 糖尿病における血清IP-10値 は両群で有意な差を

認めず,ま た低抗体価群 と2型 糖尿病の血清IP-10値 に

っいても有意差を認めなかった.一 方で,高 抗体価群の

血清IP-10値 は2型 糖尿病に比較 して有意に高 く,ま た

低抗体価群の血清IP-10値 は典型例1型 糖尿病に比較 し

て有意に低かった.従 って,局 所(膵 島)に おける病勢

(膵島炎)の 活動性にっいては,高 抗体価群は典型例1

型糖尿病に類似 しており,低 抗体価群 とは異なる病態で

あると推察された.た だし,慢 性活動性肝炎において血

清IP-10値 が高値を示す21)ことが報告されていることか

ら,今 回の対象患者か ら肝炎患者を除外(HBs抗 原お

よびHCV抗 体陽性者を除外)し ているものの,完 全に

は膵島に関連 した自己免疫の病態以外の原因によって血

清IP-10値 が高値を示している可能性を否定できないた

め,末 梢血のGAD65反 応性IFN-y産 生CD4陽 性細胞

数の同時測定 も不可欠と考えられた.そ の結果,高 抗体

価群 の方が低抗体価群 に比 してGAD65反 応性IFN一 γ

産生CD4陽 性細胞数が多い傾向にはあるものの,両 群

ともにGAD65反 応性CD4細 胞が検出された.し か し

ここで重要なことは,高 抗体価群においてのみ血清IP-

10値 とGAD65反 応性IFN一γ産生CD4陽 性細胞数 との

間に有意な正相関を認め,低 抗体価群ではこのような相

関は認められなかったことである.こ の高抗体価群にお

いて認められた結果は,自 己抗体陽性の典型例1型 糖尿

病 において,同 様 に血清IP-10値 とGAD65反 応性

IFN-y産 生CD4陽 性細胞数の有意な正相関を認めたと

する報告'7)と合致するものであった.こ のように高抗体

価群のみにおいて両者が正相関 した結果か ら,血 清IP-

10値 は高抗体価群においてのみ膵島に関連 した自己免

疫反応 を示す ものと推察された.な お,今 回,膵ﾟ細

胞抗原特異的刺激としてGAD65の みを用いIA-2に よ

る検討をしなかった理由としては,GAD65は 酵母によっ

て作 られたものであるのに対 して,IA-2は 大腸菌を用

いて作 られたものであり,エ ンドトキシン濃度が高いた

あに非特異的な反応が検出される可能性が高いと考えた

か らである.本 研究で用いたGAD65抗 原はchromo-

genic assay法 によってエンドトキシン濃度 を測 り,国

際糖尿病免疫ワークショップにより問題ないとされる低

濃度であることが確認されている.

 膵ﾟ細 胞 機 能 の残 存 して い るGAD65Ab陽 性

NIDDMに おいては,イ ンス リン依存状態への進展,す

なわち緩徐進行1型 糖尿病の可能性について診断するこ

とが重要である.イ ンスリン依存状態に陥ると血糖値を

良好に保つことが非常に困難となり,ひ いては合併症出

現の危険が高 まるからである.膵 β細胞機能のまだ比

較的保たれる早期の段階から少量のインスリン治療を開

始することにより膵ﾟ細 胞機能の保持が可能かどうか

は結論 されていないが(最 近,中 間報告ではあるが,膵

β細胞機能の十分保たれた高抗体価群で,早 期からのイ

ンスリン治療が膵R細 胞機能の保持に有効であること

が確認された25)),将 来インスリン依存 となる確率の高

い患者群を抽出して,イ ンス リンによる早期介入を試み

る必要はあると考えられる.こ の際,イ ンス リンを使用

しなくて もインスリン依存にならない患者 もいることを

念頭に置き,不 必要な介入は避iける必要がある.臨 床的

な経過からは,GAD65Ab陽 性NIDDMに おいて,「 イ

ンス リン治療への進展度」 という観点でGAD65Abの

抗体価のカットオフ値を検討 した場合,カ ットオフ値を

1.3U/mlで はな く10 U/mlに 設定 し直すべきと報告

されている10).著 者 の今回のGAD65Ab陽 性NIDDM

患者におけるT細 胞機能に関する検討結果 は,そ の報
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告を強 く支持するものである.低 抗体価群においては,

GAD65反 応性CD4陽 性細胞が存在するものの,病 勢

(膵島炎)の 活動性を必ず しも反映 していないと考え ら

れ,単 にGAD65Abが 陽性 というだけで典型例1型 糖

尿病と同様に治療されるべきではないと考えられる.高

抗体価群や典型例1型 糖尿病で認められた,膵 島抗原反

応性のT細 胞とそれを局所へ遊走 させるIP-10の よう

な因子がともに同期 して高値を示す ことが病勢の進展に

重要であると考え られる.

 今回の対象 において,高 抗体価群 と低抗体価群 とで

IA-2Aの 陽性率 に有意な差を認めなか ったが, IA-2A

は膵ﾟ細 胞の破壊 と強い関連があると考えられており26),

今回の検討でも実際に低抗体価群のIA-2A陽 性患者は

現在全員(n=9)が イ ンス リンで治療されていること

か ら,低 抗体価群であってもIA-2A陽 性患者にっいて

はインスリン依存への進展の可能性を常に念頭に置 く必

要はある.ま た,GAD65Ab陽 性NIDDMの 自然史に

っ き,UKPDS(United Kingdom Prospective Dia-

betes Study)に おいては,イ ンスリン依存への進展の

リスクと年齢との関係が検討 されており,45歳 未満で

は3-6年 で高率にイ ンスリン治療が必要となるが,45

歳以上では3割 程度に留まることが報告されている27).

今回の検討において も実際 低抗体価群であっても45

歳未満の患者 は現在全員(n=7)が インス リンで治療

されていた.従 って,低 抗体価群であっても45歳 未満

の場合には早期にインスリン治療を開始する必要がある

ことを示唆 している.現 状においては,GAD65抗 体価

をまず確認 し,IA-2A,年 齢にっいても加味 しながらイ

ンスリン依存への進行のリスクにっき予知を試みるべき

ではないかと考えられた.

 今回の検討により,GAD65Ab陽 性NIDDMの 高抗

体価群と低抗体価群において,T細 胞機能につき差異が

存在することが確認された.こ の違いは両者の病態を考

える上で非常に重要な知見であ り,膵R細 胞機能 の残

存 しているGAD65Ab陽 性NIDDM患 者を 「細分類す

る」必要性を示唆 してお り,膵 β細胞機能 を保持す る

たあに介入を行 う際の適応の決定に大きく寄与するもの

と考えられた.

の差 を明 らかにするため,両 群 におけるT細 胞機能の

差異を検討 した.そ の結果,

1.末 梢血 リンパ球をポリクローナルに刺激 した際の

IL-10産 生能 にっいては,高 抗体価群が低抗体価群に比

して有意に低値であった.

2.血 清IP-10値 は,高 抗体価群が低抗体価群より高い

傾向を示 した.

3.末 梢血のGAD65反 応性CD4陽 性細胞は,高 抗体

価群,低 抗体価群,と もに検出されたが,高 抗体価群に

おいてのみ血清IP-10値 とGAD65反 応性CD4陽 性細

胞数 との有意な正相関を認めた.

4.こ のGAD65反 応性CD4陽 性細胞 と血清IP・10値

がともに高値を呈することが,高 抗体価群 におけるイン

ス リン依存状態への進展に関与すると推察 された.

5.GAD65Ab陽 性NIDDMに おいて,高 抗体価群 と

低抗体価群 との間にT細 胞機能の差異が認め られ,こ

れらの成績は過去に報告されていた両者の臨床像の違い

を強 く支持する結果であった.

 以上は,高 抗体価群においては早期にインスリンによ

る介入を開始 し,将 来の内因性インスリン分泌能の枯渇

を予防 し,一 方,低 抗体価群においてはインスリンを早

期 か ら使 用 せ ず に 経 過 観 察 して もよ い と い う

GAD65Ab陽 性NIDDM患 者に対す る治療(あ るいは

介入)方 針の裏付けとなる重要な知見と考え られた.ま

た,膵 β細 胞 機 能 の 残 存 して い る こ の よ う な

GAD65Ab陽 性NIDDM患 者群の 「細分類」の必要性

が示唆された.
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総  括

 GAD65Ab陽 性NIDDMで は, GAD65抗 体価が10

U/m1以 上の高抗体価群 は高率にイ ンスリン依存状態へ

進行す るが,10U/ml未 満の低抗体価群はインス リン

非依存状態のまま経過すること多い.こ の両群間の病態

 本 論 文 は,Suzuki R, Shimada A, Maruyama T,

Funae O, Morimoto J, Kodama K, Oikawa Y, Kasuga

A,Matsubara K, Saruta T, Narumi S:T-cell function

in anti-GAD65+diabetes with residualﾟ一cell func-

tion. J Autoimmun 20:83-90,2003の 一 部 を 含 む.
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