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学 位 論 文

1型 糖尿病における標的抗原 としての

Insulin-like　 Growth　 Factor-1(IGF-1)の 検 討

慶慰義塾大学医学部内科学教室

　　(指導:綾 田享男教授)

　 　 　 こ　　　ぼま　　 ぼい　　　いら

　　 児　玉　桂　一

(再三成16年12N　 14　日受`寸)
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　現在,我 が国では塘尿痛患者数が全国で約1620万 人

に連すると言われ(1),長 期の高血糖状態が虚血性心

疾患,脳 血管陳害などの動脈硬化牲疾患や腎不全といっ

た致死的疾患に罹患するリスクを高めることが知 られて

いる(2,3).こ のうち.中 高隼の肥満者に多く発症す

る2型 糖尿病が全体の90%以 上を占め,小 児や若年者

に多く発症する1型 糖尿病は数%に 過 ぎないが,1型 糖

尿病患者は年問に少なくとも500人 が発症 しており,

その総数は決 して少なくない(4)、

　肥満が原因となってインスリン抵抗性を生じ相対的な

インスリンの欠乏によって高血糖状態となる2型 塘尿病

と異なり,1型 糖尿病は自己免疫的機序によりインスリ

ンを分泌する膵 ランゲルハンス島(膵 島)の β細胞 自

体が破壊されることによってインスリンの絶対的欠乏が

生 じ,著 明な高血穂状懸に陥る疾患である.よ って1型　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　　

糖 尿 病 の 治 療 に は イ ンス リ ンの投 与 が 不可 欠 で あ り,適

切 な イ ンス リン治 療 を 行 わ なか った場 合,代 謝 失 調 に 至

り致 命 的 とな るた め,か っ て は イ ンス リ ン依 存 型 糖 尿 屑

(insulin・dependent　 diabetes　 me】】itus=1DDM)　 と 呼

ば れ て い た(5).実 際,1920年 代 に 糖 尿 病 患 者 へ の イ

ンス リン投 与 が 臨 床応 用 さ れ る まで,多 くの1型 糖 尿 病

患 児 が 発 症 後 数週 間 で 亡 くな って い たが,現 代 で は イ ン

ス リ ン治 療 が 一 般 的 に定 着 し,ま た,各 種 の 合 併 症 に 対

す る医 療,治 療 技 術 が進 歩 した こ と に よ りそ の生 命 予 後

は格 段 に 改 善 され た.し か し,最 近 の 且型 糖 尿病 患 児 の

累 秘 死 亡 率 を 調 べ た長 期予 後 の 報 告 に よれ ば,依 然,急

性 合 併 症 や 腎 症 に よ る1型 糖 尿 病 患 児 の 死 亡 率 は一 般 人

ロ と比 較 して2-7倍 も高 く(s,7),さ らに,生 命 予 後

が 大 幅 に 改 善 され た反 面,慢 性 的 な高 血 糖 状 態 に よ る 合

併 疲 の 出現 が 増 え,30歳 以 上 の1型 糖 尿 病 患 者 に お い

て は,心tln菅 障 害 に よ って 死 亡 す る例 が 増 加 して お り,

そ の 死 亡 リ ス クは 一 般 人 口の 且0倍 以 上 に な る と され て

い る(8).こ の よ う に,小 児 や 若 年 厨 に 多 く発 症 す る

1型 穂尿 郷 は 血 糖 状 態 を良 好 に 保 つ ため 頻 回 の イ ンス リ

ン注 射 を長 期 間 必 要 とす る だ け で な く,ま た,そ の コ ン

トロー ル が容 易 で な い た め,多 くの 急 性,慢 性 の 合 併 症

が 出 現 す る こ と か ら,患 者 の 生 活 の 質(Quality　 of

Life:QOL)を 著 し く低 一ドさせ る と言 え,且 型 糖 尿 病

の 発症 メ カ ニ ズ ムの 解 明 と 発症 予 防 法 や 根 本 的 治 療 法 の

確 立 に 向 け た取 り組 み は今 後 の 糖 尿 病 研 究 に お い て最 敵

要課 題 の ひ とっ と考 え られ る.

　 現 在,1型 糖 尿 病 の 発 症 機 序 と してnonobese　 dia・

betic(NOD)マ ウ ス の 研 究 か ら得 られ た知 見 に 基 づ い

た 第 且図 の よ う な モ デ ル が 考 え られ て い る(9).す な

わ ち,自 己 免疫 機 序 に よ る膵 島 のβ細 胞 破 壊 の最 初 の ス

テ ッ プ は 抗 原 提 示 細 胞(antigen　 presenting　 cell:

APC)が β細 胞(も し く は そ の 他 の 細 胞)か ら抗 原 を

取 り込 み,そ れ を プ ロ セ ス した後,主 要 組 織 適 合 遺 伝 子

復 合 体(major　 histocompatibility　 complex:MHC)

ク ラ スn分 子 を 介 してT細 胞 に提 示 ず る こ と に よ り開

始 さ れ る.T細 胞 表 面 に はT細 胞 受 容 体(Tce量1

receptor:TCR)が 存 在 し,　MHCク ラスu一 抗 原 と結

　 本a文 は.Kodama　 K.　 Shimada　 A,　 Funae　 O,　 Morimo[o　 J,　Irie　1.　Shigihara　 T.　Oikawa　 Y,　 Tokui　 M.1Vatanabe　 K,　 Saruta

T:Insulin-tike　 growth(actor-1　 pGF-1)一derived　 peptide　 protects　 against　 diabetes　 in　NOD　 mice.　 Autoimmunity　 37

481-7,2004の 一 部 を 含 む(http:〃www.tandf.co.ukを 参 照).
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第1図 　 1型 糖尿咽の発症機序のモ デル

合 す る こ と に よ りT細 胞 が 活 性 化 され る.活 性 化 され

るT細 胞 はT一 ヘ ルパ ー(Th)細 胞 と呼 ば れ,表 而 マ ー

カ ー はCD4陽 性 を示 し,　Th1.　 Th2と い った2つ の サ

ブ セ ッ トに抗 原 刺 激 を 受 け た後,分 化 す る ことが 知 られ

て い る.一 般 にTh且 細胞 は 主 に ウ イ ル ス や 細 胞 内 の バ

ク テ リア に細 胞 陳 害性 に反 応 し,Th2細 胞 は1gG,　 ts&t

な どの 抗 体 産 生 によ り細 胞 外 の バ ク テ リア な ど に反 応 す

る細 胞 で あ る と され て お り,1型 穂 尿病 の 発症 前 に は膵

島抗 原 の 刺 激 を受 けた これ らの細 胞 は膵 島 周囲 に集 合 し,

ま ず 膵 島 周 囲 炎 の状 態 が形 成 され.こ の 時 点 で 初 期 感 作

に関 わ った 抗 原 だ け で な く他 の 多 様 な膵 島 内 抗 原(総 じ

て 標 的 抗 原 と呼 ぶ)に 反 応 す るT細 胞 も 出現 す る.し

か し,こ の 両T一 ヘ ル パ ー(Th)細 胞 に よ る膵 島 周 囲

炎 が 直 接,膵 島p細 胞 の 破 壊 に 繋 が る わ け で は な く,発

症 直 前 に 何 らか の 原 因 に よ りThl/Th2の バ ラ ンス が

Th]優 位 に な る こ と に よ りβ細 胞 の 傷 害(膵 島 内 炎)が

生 じ る と 考 え られ て い る(10).つ ま り,Thl細 胞 は

1FNy(イ ンタ ー フzロ ンーr),　IL・2(イ ン ター ロ イ キ ン・

2),TNF・ α(腫 瘍 壊 死因 子)と い っ た サ イ トカ イ ンを

分 泌 す る こ と に よ り マ ク ロ フ ァー ジ,CD8陽 性T細 胞

な どの 細 胞 障 害 性 細胞 を活 性 化 し,こ れ らの 細 胞(マ ク

ロファージ.CD4及 びCD8陽 性T細 胞)が 膵島内に

浸潤す ることによりβ細胞が直接 もしくは間接的に破

壊されるのだが,こ れに対 しTh2細 胞 はIL-4,　 IL-IO

といったサイ トカイ ンを産生す ることによりThl細 胞

の機能を制卸 して β細胞の破壊(糖 尿病の発症)を 抑

制 しているとされている(U),

　このような1型 糖尿病の発症機序か ら糖尿病の予防法

を考えた場合,重 要なポイ ントとして1)マ クロファー

ジ,CD8陽 性T細 胞 といったエフiク ター細胞の排除,

機能抑制,2)切 期感作抗原に対する末梢性免疫寛容の

誘導,3)Th2細 胞を初めとす るサプ レッサーT細 胞の

賦活化,な どが挙げられる(9).i)に ついてはサイク

ロスポ9ン(12)や 抗IFNy抗 体(13)の 投与などが

試みられており一定の効果を認めているが。根本的な治

療ではなく積極的な抑制効果は期待できないと思われる,

これに対 し,2)は 標的抗原の中でも最初のT細 胞の感

作に関わる抗原を,膵 島周囲炎が生 じる前に,投 与する

ことによりT細 胞の抗原に対する反応性の消失(ア ナ

ジー)を 誘導するものであり,も し,こ れが成功すれば

膵島炎は一切起こることはなく1型 糖尿病は完全に抑制

され,根 本的治療に繋がるものと考え られる(た だし,

一T246一



児玉::型 糖尿病にお けるIGF・1の 意義

現 時点 で は 初 期感 作抗 原 が 何 で あ るか は確 定 さ れ て い な

い).3)に つ い て は候 補 標 的抗 原 を 投 与 す る こ と に よ り

抗 原 反 応 性 のTh2細 胞 を 優 位 に誘 導 し,膵 島 炎 の 程 度

に は あ ま り影 響 が な い もの の,P細 胞 の破 壊 は 免 れ る と

い う方 法 で あ る.実 際,2)と3)の 治 療 法 開 発 を 目指 し

てIDDMの 第 一 近 親 者 に イ ンス リ ンを 発 症 前 に投 与 し

て 糖 尿 病 の 発症 を 予 防 す る大 規 摸 試 験(is)が ア メ リ

カ で実 施 され て お り,今 後,1型 糖 尿 病 の 根 本 的 治 療 や

発症 予 防 に繋 が ると考 え られ る標 的 抗 原 の確 定 に 関 す る

研 究 は さ らに 重要 性 を増 して くる もの と思 わ れ る.

　 これ まで の1型 糖尿 病 にお け る標 的抗原(マ ク ロフ ァー

ジに 貫 食 されT細 胞 に 提 示 さ れ る ペ プ チ ド)を 検 索 す

る研 究 で は グ ル タ ミン酸 脱 炭 酸 酵 素(glutamic　 acid　de

carboxylase:GAD)(以 下.　GADと 略 す)(15,16),

イ ンス リ ン(と く にB鎖 の9-23)(17-19),熱 シ ョ ッ

ク 蛋 白(heat　 shock　 protein)(20-22)な ど の 膵 島P

細 胞 内 の 蛋 白 と その 中 の特 定 の ア ミノ酸 配 列 が 候 補 抗 原

と して 提 唱 さ れて き たが,未 だ これ が 確 定 され る ま で に

は至 って い な い.そ こで,著 者 は 視 点 を 変 え,T細 胞 の

初 期 の感 作 が膵 島 の 外 で 起 こ り,こ れ が 膵 島 へ のT細

胞(リ ンパ 球)の 浸 潤(膵 島 炎)と 膵 島 β細 胞 の 破 壊

の 原 因 とな る可 能 性 を 考 え,そ の 膵 島 外 標 的 抗 原 の 候 補

と して イ ン ス1,ン 様 成 長 因 子(lnsulin・like　 growth

factor-1:[GF・1)(以 下,　IGF・1と 略 す)の 可 能 性 に着

目 した.IGF-1は 主 に肝 臓 で 産 生 さ れ,イ ンス リ ンに ホ

モ ロ ジ ー(相 同 性)を 持 つ70個 の ア ミノ酸 か ら な る ペ

プ チ ドで あ る が,そ の 内容 は 高度 に イ ン ス リ ンと ホ モ ロ

ジーの あ る部 分 と ホモ ロ ジー の な い部 分 に 分か れ て い る.

著 者 はIGF-1こ そ 最 初 の 標 的 抗 原 で あ り,　IGF・1に 対

す るT細 胞 の 感 作 は 最 初 こ の イ ンス リ ン と ホ モ ロ ジ ー

の な い部 分 で生 じ,そ れ が 膵 島 炎 に お け る免 疫 反 応 の過

程 でT細 胞 の 反 応 性 が イ ンス リ ン と高 度 に ホ モ ロ ジ ー

の あ る部 分 に移 行(エ ビF一 プ拡 大)し,こ れ が糖 尿 病

の 発 症(イ ンス リン反 応 性 の ヘ ルパ ーT細 胞 の 出 現 及

び β細 胞 の破 壊)に 繋 が って い くの で は な いか と推 察

し,今 回 の実 験 系 を 立 案 した.

　 著 者 は,今 回 の 実 験 で ヒ ト 且型 糖 尿 病 の 病 因 研 究 の た

め 繁 用 され て き たモ デ ル動 物 の 一 っ で あ るNODマ ウ ス

を使 用 した。NODマ ウ ス は膵 島 細 胞 抗 体 に 代 表 され る

種 々の1型 塘尿 病 と同 様 の 自 己 抗 体 が 血 清 中 か ら検 出 さ

れ て お り,ヒ ト1型 糖 尿 病 に 類 似 した 性 質 を 数 多 く持 っ

優 れ た モ デ ル動 物 で あ る,NODマ ウ スで は 生 後5-6

週 頃 よ り,膵 島 へ のiン パ球(T細 胞,マ クロ フ ァー ジ)

の 浸 潤(膵 島 炎)を 認 め,生 後12週 齢 以 降 に 顕 性 糖 尿

病 を 発 症 し,累 積 穂 尿 病 発 症 率 は雌 盗 で30週 齢 頃 ま で

に 約70%に 達 す る.著 者 は この 雌 性 マ ウ スを 使 用 して,

膵 島 炎 の 出 現 す る前 の4週 齢 の 段 階 でIGF-1.　 GAD,

イ ンス リ ンとい った 候 補 抗 原 を 免疫 賦 活 剤 の ア ジ ュバ ン

ト(incomplete　 Freund"s　 adjuvant:IFA)(以 下 ,ア

ジ ュバ ン トと略 す)と と もに皮 下 投 与 し,そ の 後 の 糖 尿

病 の 発症 抑 制 効 果,膵 島 炎 の 程 度 を観 察 し,脾 細 胞 の 各

種 抗 原 蛋 自 に 対 す るThlタ イ プ の サ イ トカ イ ン反 応

(IFN-y)とTh2タ イ プ の サ イ トカ イ ン反 応(IL4)を

検 討 し,膵 島 炎 の起 こ って い る膵 臓 局 所 の サ イ トカ イ ン

発 現(1FN-Y(Th1タ イ プ)及 びIL-4,　 IL・10(Th2タ

イ プ))を 検 討 した.

対象および方法

動 物

　 4週 齢 の雌 性NODマ ウ ス をB本 ク レア(東 京)か ら

購 入 し,慶 慮 義 塾 大 学 医 学 部動 物 セ ン ター にて,特 定 病

原 体 非 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 慮 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 動 物 実 験 委 員 会 の 承 認 を 得 た(承 認 番 号02且Ol7

(2002年)).

実 験1;1型 糖 尿 病 の標 的 抗 原 と して のIGF4の 検 討

(1)穂 尿 病 発 症 率

　 4遍 齢 の 雌 性NODマ ウ スを4群 に 分 け,　IGF・1(n=

13;藤 沢 薬品 工 業 の大 熊 博 士 よ り供 与,70個 の 全 て の

ア ミノ酸 配 列 を 含 む)(以 下,whole　 IGF・1と 称 す),

GAD(n=ユ5:RSR社,英 国),レ ギ ュ ラ ー イ ンス9ン

(n=12;ノ ボ ノ ル デ ィス ク フ ァ ー マ 社,デ ンマ ー ク)

と い っ た 候 補 抗 原 蛋 白(12.5NS/匹)を 免 疫 賦 活 剤 で

あ る ア ジ ュパ ン トと混 和 して皮 下 に 注 射 し た.対 照 と し

て 抗 原 を 何 も加 え な い もの(ア ジ}パ ン ト(IFA)の み)

を皮 下 注 射 した 群(n=21)を 用 意 した.全 て の マ ウ ス

に お い て 尿 糖 が12週 齢 よ り36週 齢 ま で,週 に2回 テ

ス テ ー プ(塩 野 義,大 阪)に て 検 査 さ れ,こ の 中 か ら尿

糖 陽 性 の もの に つ い て さ らに 血 糖 が 簡 易血 糖測 定 器(グ

ル テ ス トエー ス:三 和 科 学,名 古 屋)を 用 い て測 定 さ れ,

1血糖 値 が250mg/dl以 上 と な った もの を 糖 尿 病 と判 定

し,各 投 与 群 に お け る36週 齢 まで の糖 尿 病 発症 率 が 検

討 され た.

(2)膵 組 織 に お け る膵 島炎 の 評 価

　 糖 尿 病 の 発 症 経 過 を 観 察 後,36週 齢 で 糖 尿 病 未 発 症

マ ウ ス を居 殺 して,膵 組 織 を 摘 出 し,10%ホ ル マ リ ン

に固 定 して パ ラ フ ィ ンに 包 埋 した,標 本 は各 検 体 に つ き
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5片 作 製 され,ヘ マ トキ シ リ ン ・エ オ ジ ン(HE)染 色

を 行 い,光 学 顕 微 鏡 下 で膵 島 炎の 程 度 を下 記 の 基準 に従

い 評 価 した.各 マ ウ ス にっ き少 な くと も33個 の 膵 島 が

盲 目的 に 検 査 され た.

〈膵 島 炎 の 評 価 基 準 〉

正常 膵 島:膵 島 内 お よ び そ の 周囲 に リ ンパ 球 浸 潤 を認 め

な い.

膵 島 周 囲 炎:膵 島 周 囲 に リンパ球 の浸 潤 を認 め るが,膵

島 内 に は認 め な い.

膵 島 内 炎:膵 島 内 に リンパ 球 の浸 潤 を認 め る,

(3)フ ロー サ イ トメ ー ター に よ る脾 細 胞 の サ イ トカ イ

ン反 応 の 評 価

　 4週 齢 の 雌 性NODマ ウ スを4群 に分 け,候 補抗 原 蛋

白(12.5Ngiノ 匹)(whole　 IGF-1(n=3),　 GAD(n=3),

イ ンス リン(n=3))を ア ジュパ ンrと 混 和 して 皮 下投

与 し,対 照 と して ア ジ ュ パ ン トの み を 投 与 し た 群

(n=2)を 用意 した.

　 こ れ らの マ ウ ス を8週 齢 で屠 殺 して 無 菌 的 に脾 臓 を摘

出 し,ピ ンセ ッ トを用 いて 遊離 細 胞 に 単離 し,5%仔 牛

胎 児 血 清,ペ ニ シ リ ン100万U/m且,ス ト レプ トマ イ

シ ン100mg/1を 含 ん だRPMI-1644(Gibco社,米 国)

(以 下,メ ジ ウ ム)に 浮 遊 さ せ た.こ の 遊 離 脾 細 胞 を メ

ジウ ム200叫 あ た り1xlO6個 に調 整 後,96穴 マ イ ク

ロ プ レー ト(コ ー ニ ング,米 国)に 分注 し,さ らに,こ

れ を 刺 激 す る た めwhole　 IGF4,　 GAD,も し くは イ ン

ス リ ンを最 終 濃 度 が そ れ ぞ れ10N6/mlに な る よ う に し

て 加 え た.対 照 と して 刺 激 ペプ チ ドを何 も加 え な い もの

を用 意 した.そ の後.37℃.5%CO2存 在.ドで,72時

間 培 養 し,終 了4時 間 前 に ブ レ フ ァ ル ジ ンA(Sigma

社,米 国)を 最 終 濃 度 が10ｵg/m】 に な る よ うに して添

加 し,培 養 終 了 後,各 穴 よ り150μ の 検 体 を5mlの

試 験 管 に 採 取 し,さ ら に,CYchrome標 識 抗CD4抗 体

(H129.is;Pharmingen社,米 国)を 加 え て,室 温 で

15分 間 反 応 さ せ た.こ の 後,FACS　 lysing　 solution

(Beclon-Dickinson社,米 国)を4ml添 加,　 is分 間

静 置 し.0.且%仔 牛 胎 児 血 溝 加 リ ン酸緩 衝 生 理 食rte;水に

て 洗 浄 筏,500凶 のFACS　 permeabilizing　 solution

(Becton-Dickinson社)を 加 え室 温 暗 所 で10分 間 反 応

させ た.さ らに,0.1%仔 牛 胎 児 血 清 加 リ ン酸緩 衝 生 理

食 塩 水 で2回 洗 浄 した後,細 胞 内 サ イ トカイ ンを 染 色 す

るた め,FITC標 識 抗IFN・Y抗 体(IgGl;Pharmingen

社)とPE(phycoerythrin)標 識 抗IL・4抗 体(lgG2b

Pharmingen社)を 各3μ1添 加 して,暗 所,室 温 下 で

30分 間 反 応 させ た.対 照 と してFITC標 識lgGlとPE

標 識IgG2bを 加 え た もの を 別 に 用 意 した,

　 こ れ らの 染 色 さ れ た 細 胞 か ら フv一 サ イ トメ ー タ ー

(FACScan,　 Becton・Dickinson社)を 用 い て 生 細 胞 表

面 のCD4抗 原 を も と にCD4陽 性T細 胞 を選 定 し.そ

の 中 で さ らに細 胞 内 サ イ トカイ ンの蛍 光 強 度 を 測定 して,

カ ッ トオ フ傾 に 基 づ いて1FN哩 陽 性 細胞,　 IL・4陽 牲 細胞

を特 定 した.各 群 に お い て少 な くと も50.000個 のCD4

陽 性T細 胞 が カ ウ ン トされ,各 サ イ トカ イ ンの 陽 牲 細

胞 率 を50,000個 のCD4陽 性T細 胞 の う ち に 含 ま れ る

賜 性 細 胞 の 数 で 表 現 した.

(4)膵 臓 局 所 の サ イ トカ イ ン発 現 の 半 定 量 的 リア ル タ

イムPCR解 析

　 前述 の 脾 細 胞 の サ イ トカイ ン反 応 の 評 価 実 験(実 験1

(3))で 使 用 され た マ ウ ス(8週 齢 で屠 殺)よ り脾 臓 と

同 時 に 膵 臓 が 分 離 さ れ た.こ の 膵 臓 か らRNAが

Rneasy　 Mini　 Kit(Qiagen社)に て抽 出 さ れ,そ れ ら

のRNAは 全 てNol　 l・d(T)とFirst・Strand　 cDNA

synthesis　 kit(フ ァ ー ス トス トラ ン ドcDNA合 成 キ ッ

ト;Pharmacia　 Biotech#f,英 国)を 用 い て逆 転 写 さ

れ 。 フ ァ ー ス トス トラ ン ドcDNAが 作 成 さ れ,サ イ ト

カ イ ンmRNA(メ ッセ ン ジ ャーRNA)の 半 定 量PCR

解 析 に 供 され る まで 一80℃ で冷 凍 保 存 さ れ た.

　 次 に,得 ら れ た フ ァ ー ス トス トラ ン ドcDNAを 鋳 型

と して1FN・ γ,1L・4,　 IL・10の3つ の サ イ トカ イ ンに っ

い てmRNAの 半 定 量 的 測 定 がTagMan　 Fluorogenic

Detection　 System　 (PE　 Applied　 Biosystems,米 国)

に よ る リ ア ル タ イ ムPolymerase　 Chain　 Reaction

(PCR)法 を 用 い て 行 わ れ た(23).す な わ ち,こ れ ら

の サ イ トカ イ ンに 対 す るプ ロ ー ブの5'側 は蛍 光 リポ ー

ター の6-carboxylfluorescein(FAM)で,3● 側 は クエ

ン チ ャ ー(消 光 分 子)のcarboxytetrame[hylrhoda・

mine(TAMRA)で 修 飾 さ れ て お り(TagManプ ロー

ブ),TagManブ ロー ブ上 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 性 と5'・30エ キ ソ ヌ

ク レ ア ー ゼ 活 性 を あ わ せ も つTaqポ リ メ ラ ー ゼ

(Takara,大 津)に よ って プ ラ イ マ ーか らの伸 長 反 応 が

生 じ,TaqManプ ロー ブが 分 解 さ れ る と,　TaqManプ

ロ ー ブか ら遊 離 した蛍 光 リポ ー ターFAMはTAMRA

の 影 響 を受 け な くな り蛍 光 を発 す る と い う仕 組 み に な っ

て い る.こ の 蛍 光 量 をABI　 Prism　 7700　 sequence　 de・

lector(PE　 APPIied　 Biosystems)を 用 い て 測 定 す る こ

と に よ り,目 的遺 伝 子 の増 幅 の 程 度 を リア ル タ イ ム に定

鍛 し,目 的 のmRNA母 を問 接 的 に同 定 す る の が 半 定 壁

的 リア ル タ イムPCR解 析 の原 理 で あ る.こ の実 験 で は,

対照 と してP・actinのmRNA量 も同 時 に測 定 さ れ,各
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第1表 　 半定 量的PCR解 祈 に利 用 した プ ライ マー対 およ び

　TagManプ ロー ブ

遺 伝 子 名　 　5'プ ラ イマ ー　 3'ブ ラ イ マ ー
TagMan

プ ロー ブ

P一ア ク チ ン

IFN-y

】レ10

1レn

5'・CAACGTC　 　5'一TCCAGCCT　 5●・TGTAGTT

ACACTTCAT　 TCCTTCTTG　 TCATGGATG

GATGGA-3'　 GGTA-3'　 　　 CCACAGGAT

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 TCC-3'

5'・CAGCAAC　 5'・GCTTCCTG　 5●・AGGTCAA

AGCAAGGCG　 AGGCTGGAT　 CAACCCACA

AAA・3'　 　　　 TCじ3'　 　　　 GGTCCAGCG

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3'

5'・CACAAAG　 5'・GTAAGAG　 5'・AAGAGAG

CAGCCTTGC　 CAGGCAGCA　 CTCCATCAT

AGA-3'　 　　　 TAGCA-3'　 　 GCCTGGCTC

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 A-3'

5'・TCTCATG　 5'一GCTCTTT　 5'一CTGCACCA

GAGCTGCAG　 AGGCTTTCC　 TGAATGAGT

ACACTCT・3'　 AGGAAGT・3'CCAACTCCA

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 CA・3'

サ イ トカ イ ンmRNAの レベ ル はp・actinのmRNA量

に対 す る比 で 補 正 して示 され た(尚.本 研 究 で 使 用 した

プ ラ イ マ ー とTagManブ ロ ー ブを 第1表 に示 した).

案験2:IGF-1内 エ ピ トー ブ同 定 の試 み

　 実 験1に て1型 糖 尿 病 に お け るIGF・1の 標 的 抗 原 と

して の可 能 性 が 示 唆 され た が,本 実 験 で はIGF・iの ど

の 部 位 が エ ピ トー プ(マ クロ フ ァー ジのMHCク ラスu

分 子 に 結 合 して ヘ ルパ ーT細 胞 に提 示 され る ペ プ チ ド)

と して 機 能 して い るの か を 明 らか に す る た め1GF-1を

イ ンス リ ンと ホ モ ロ ジー(相 同 性)の あ る部 分 αGF4

8-23:AELvDALQFVCGDRGF)と ホ モ ロ ジー の な

い部 分(1GF・124.91:YFNKPTGYGSSSRRAPQT,

IGF-150-70:RSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA)に

分 け,3種 類 の ペ プ チ ドを 合成 し(旭 テ ク ノ グ ラ ス.千

葉),こ れ らの 合 成 ペ プ チ ドを 各 々NODマ ウ ス に 投 与

して実 験 且と同 様 に塘 尿 病 発 症 率,膵 島 炎,脾 細 胞 の サ

イ トカイ ン反 応,膵 局 所 の サ イ トカ イ ン発 現 等 を 評 価 し

た.

(D糖 尿 病 発 症 率

　 9週 齢 の 雌 性NODマ ウス を4群 に分 け,　IGF・18-23

(n昌15),　 lGF・1　 24-41　 (n=15),　 IGF・1　 50-70

(n=15)と い う たlGF・1の 一 部 を 構 成 す る ペ プ チ ド

(12.5ｵg/匹)を ア ジ3バ ン トと混 和 して皮 下 投 与 した.

対 照 と して抗 原 を 何 も加 え な い もの(ア ジ}パ ン トの み)

を皮.F注 射 した 群(n=ziJを 用 意 した.実 験1と 同 様

に糖 尿 病 の 発 症 を 判 定 し,各 投 与 群 に お け る37週 齢 ま

で の糖 尿 病 発 症 率 を 検 討 した.

〔2)膵 組 織 に お け る膵 島 炎 の 評 価

　 各 群 で 糖 尿 病 の 発症 経 過 を 観 察 後,37週 齢 で 糖 尿 病

未 発症 マ ウ ス を屠 殺 して,膵 組 織 を摘 出 し,実 験1と 同

様 に膵 島 炎 の 程度 を 評 価 した.

(3)フn　 サ イ トメ ー タ ー に よ る脾 細 胞 の サ イ トカ イ

ン反 応 の 評 価

　 9週 齢 の 雌 性NODマ ウ スを4群 に 分 け,　IGF・1合 成

ペ プ チ ド(12 .5NS/匹)(1GF-18-23(n=3),　 IGF・1

24-41(n=3),IGF・150-70(n=3))を ア ジ ュバ ン

トと混 和 して 皮 下 投 与 し,対 照 と して ア ジ ュバ ン トの み

を投 与 した 群(n=2)を 用 意 した.

　 これ らの マ ウ スを8週 齢 でrat殺 して 無 菌 的 に脾 臓 を摘

出,遊 離 細 胞 に単 離 し,実 験1と 同 様 の 方 法 でwhole　 l

GF4,　 GAD,イ ン ス リ ン。1GF-1合 成 ベ プ チ ド(IGF一 皇

8-23.IGF・124-41も し くはIGF-150-70)と い った

各刺 激 に対 す るサ イ トカ イ ン反 応 が フ ロー サ イ トメー ター

を 用 い て 評 価 され た,

(4)膵 臓 局 所 の サ イ トカ イ ン発現 の 半 定 量 的 リ ア ル ク

イ ムPCR解 書斤

　 前 実 験(実 験2(3))で 使 用 さ れ た マ ウ ス か ら膵 臓

も同 時 に 分 離 さ れ,1FN-y,　 IL-4,　 IL・10と い っ た サ イ

トカ イ ンのmRNAの レベ ル が実 験 皇と 同様 に 半 定 量 的

リア ル タイ ムPCR解 析 を 用 いて 測 定 さ れ た.

統 計 処 理

　 全 て の桔 果 は、 平 均 値 ±標 串 誤 差 で 表 示 した.糖 尿 病

発 症 率 の 各 群 問 の 比 較 に はKaplan・Meier　 testを 用 い,

膵 島炎 の程 度,脾 細 胞 の サ イ トカイ ン反 応,膵 局 所 の サ

イ トカ イ ン 発 現 の 各 群 間 比 較 に はMann・Whitney　 U

testを 使 用 し た.　p値 く0.05を 統 計 学 的 に 有 意 差 が あ

る と判 定 した.

成　　績

翼 験1:1型 糖 尿 病 の 標 的 抗 原 と して のIGF・1の 検 討

(1)whole　 IGF・1投 与 に よ る塘 尿 病 発 症 抑 制 効 果 の 検

討

　 1型 糖 尿 病 の候 補抗 原 で あ るwhole　 IGF-1(n=13),

GAD(n冨15),イ ン ス 「,ン(n冨12)を4週 齢 の 雌 性

NODマ ウ スに 投 与 した と こ ろ。36週 齢 まで の糖 尿 病 の

累 積 発 症 痔監はwhole　 IGF・1投 与 群 で38.5%(5/且3),

GAD投 与 群 で73.3%(11/15),イ ン ス リ ン投 与 群 で
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第4図 　 1GF・L　 GAD,イ ンス リ ン,　IFA(コ ン トロー ル)

　 の 各 投 与 群 に お け る脾 細 胞 の 抗 原 萄 異 的 サ イ トカ イ ン反

　応.(a)IFNマ 産 生CD4陽 性 細 胞 数,(b)IL-4産 生CDA

　陽 性 細 胞 数.

1GF-1　 　 GAD　 イ ンスリン コ ントロール

第3図 　 IGF-1,　 GAD,イ ン ス リ ン。　IFA(コ ン トロ ー ル)

　 の 各 投 与 群 の36巡 齢 の 時 点 で の 糖 尿 弱 未 発礁 マ ウ スに

　 お け る膵 島 炎 の 有 無 と 程 度(IGF-1投 与 群(n二8):正

　 rs膵 島s7.r%,膵 随 周 囲 炎4.8%,　 as　ra内 炎27,5%:

　 GAD投 与 群(n旨4):正 常 膵 島50.0%,膵 島 周囲 炎13.2

　 %,膵 島 内 炎36.8%:イ ンス リン投 与 群(n=3):正 常

　 膵 島56,6%,膵 島 周 囲 炎9.4%.膵 島 内 炎34.0%:コ ン

　 トロ ー ル 群(n=fi):正 常 膵 島61.2%,膵 島 周 囲 炎11.9

　 %.騨 島内 炎26.9%).

75,0%(9/12),対 照 群 で71.4%(15/21)と1GF・1投

与群 で他 群 と比 較 して有 意 に糖 尿 病 発 症 率 が 抑 制 され て

い た(第2図:Kaplan・Meire　 test:p〈0.05) .

(2)膵 島 炎 の 評 価

　 36週 齢 で 各 群 の 糖 尿 病 未 発症 の マ ウ ス に つ い て膵 島

炎 の 有 無 と程 度 を 評 価 した と こ ろ,統 計f的 に 有意 な 差

は認 め られ な か ったが.IGF・1投 与群 で 膵 島 炎 が 他 群 と

比 較 して 抑 制 され て い る(tT　 r膵 島が 多 い)傾 向 が 認 め

られ た(第3図).
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児玉:1型 糖尿病にお けるIGFdの 意義

第2表IGF・1,　 GADの 各 投 与 群 に お け る 膵 服 局 所 の

　Th]/Th2サ イ トカ イン発現比

100

群 IFNy/[L-4 lFNY/1レ10 80

IGF-1

GAD

2.8x10"

　 7.8

42x10'

　 28.fi

(3)脾 細 胞 の 候 楠抗 原 刺 激 に 対 す る サ イ トカ イ ン反 応

の検 討

　 且型糖 尿 病 の 候補 抗 原(whole　 IGF・1(n=3),　 GAD

(n=3),イ ン ス リ ン(n=3))を 皮 下投 与 され た マ ウ ス

か ら脾 細 胞 を8週 齢 で分 離 し,各 々 の 候 補 抗 原(whole

IGF-1,　 GADも し くは イ ンスi)ン)に よ って 刺 激 した

の ち,フ ロ ー サ イ トメ ー ター を 用 い てCD4陽 性IFN・ γ

産 生 ヘ ル パ ーT細 胞(Thlタ イ プ)とCD4陽 性IL・4

産 生 ヘ ルパ ーT細 胞(Th2タ イ プ)の 数 を 測 定 し,候

補抗 原 刺 激 に対 す るサ イ トカ イ ン反 応 を 検 討 した.

　 第4図 に 示 す よ う にwhole　 1GF4投 与 群 に お い て

GAD刺 激 に対 す るIL・4産 生CD4陽 性 細 胞(Th2タ イ

プ の ヘ ル パ ーT細 胞)が 多 く認 め られ(150/50,000

CD4陽 性 細 胞).　 GAD投 与 群 で はGAD刺 激

(1,625/50.000　 CD9陽 性 細 胞)　 と イ　ン ス リ　ン 刺 激

(1.375/50,000CD4陽 性 細 胞)に 対 してIFN-yを 産 生

す るCD4陽 性 細 胞(Thlタ イプ の ヘ ルパ ーT細 胞)が

多 数 出 現 し,イ ン ス リ ン投 与 群 で も イ ン ス リ ン刺 激

(260/50.000CD4陽 性 細 胞)に 対 してIFN-yを 産 生 す

るCD4陽 性 細 胞(Th1タ イプ の ヘ ル パ ーT細 胞)が 認

め られ た.

(4)膵 臓 局所 に お け る サ イ トカ イ ン発 現 の 検討

　 実 験i(3)で 使 用 さ れ た 各 群 の マ ウ スか ら膵 臓 を 同

時 に採 取 し,膵 臓(局 所)に お け るThlタ イ プ(IFN-y)

とTh2タ イ プ(IL・4,　 IL・10)の サ イ ト カ イ ンmRNA

レベ ル を測 定 した,IGF・1投 与 群 に お い てTh1/Th2サ

イ トカ イ ン比 の 低 下(Th2タ イ ブの サ イ トカ イ ンの 発

現 が 優 位 の状 態)がGAD投 与 群 と比 較 して 認 め られ た

(第2表 参 照)。
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実 験2:IGF・1内 エ ピ トーブ 同 定 の 試 み

U)IGF・1構 成 ペ プ チ ド投 与 に よ る糖 尿 病 発症 抑 制 効 果

の 検 討

　 実 験1に お い て 著 者 はIGF-1の 皮 下 投 与 に よ う て

Th2タ イ プ の サ イ トカ イ ン反 応 が 誘 導 され る こ と に よ

り糖 尿 病 の 発症 が抑 制 さ れ る可 能 性 を 示 した.そ こで,

IGF・1の どの 部 位 の ペ プ チ ド鎖 が 実 際 に エ ピ トー プ と し

第5図 　 IGF-18-23.24一 姐.50-7aの 各 合 成 ペ プ チ ド,

　 [FA(コ ン トロ ー ル)の 投 与 群 に お け る36週 齢 ま で の 累

　 鎖 糖 尿 病 発 症 率.'p<o.oi　 vs.　IGF-150一 了0合 成 ペ プ チ

　 ド投 与 舞,'●p<0.02V5.　 IGF・150-70合 成 ペ プ チ ド投 与

　 群(Kap】an-hleier　 test),

且00

⑳

(
訳
)
翌
㊧

e

75

50

25

a

置GF8・v　 IGF　 24・覗IGF　 SO・70コ ン トロー ル

0膨 島内炎

■膵島周囲炎

o正 常膵島

第6図IGF・18-23,24-41,50-70の 各 合 成 ベ プ チ ド,

　 IFA(コ ン トロ ー ル)の 投 与.群の 糖 尿 痛 未 発fibマ ウ ス に

　 お け る膵 島 炎の 有 無 と陛 度(IGF・18-2314与 群(n=3):

　 正常 膵 島53B%,膵as周 囲 炎 且9.2%,膵 島 内 炎26.9%:

　 IGF-124-41投 与 群 　(n=5):正 常 膵 島54.5%、 　膵 島 周

　 囲炎21..2%.膵1.5内 炎24.2%;IGF・150-70投 与群(n=

　 10):iE常 肺 島683%,膵 島 周 囲 炎8.3%.膵 島内 炎23.3

　 %;コ ン トロ ー ル群(n=6):臣 常 膵 島61.2%.耳 革島 周

　 囲 炎11.9%,膵 島 内 炎26.9%).
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て 発症 抑 制 に 関 わ って い るの か 検 討 す るた め,IGF・1を

イ ン ス リ ンと ホ モ ロ ジ ーの あ る部 分(IGF-1　 8-23)と

な い部 分(IGF・ 且24-4且 とIGF・150-70)に 分 割 して

3種 類 の ペ プ チ ドを 合 成 して4週 齢 の 雌 性NODマ ウ ス

に 投 与 した.各 群 の37週 ま での 糖 尿 病 の 累 積 発症 率 は

lGF・ 且50-70投 与 群 で33.3%(5/15),　 IGF-18-23投

与欝 で80.0%(12/15),IGF・124-41投 与 群 で66.6%

(10〆15),対 照 群 で71.4%(15/21)とIGF・150-70

投 与 群 で 他 群 と比 較 して 有 意 に糖 尿 病 発 症 率 が 抑 制 され

た(第5図:Kaplan・Meire　 test:pく0.01).

(2)膵 島 炎 の 評 価

　 37週 齢 で 各群 の 糖 尿 病 未 発症 の マ ウ ス にっ い て 膵 島

炎 の 有 無 と程度 を 評価 した と こ ろ,統 計 学 的 に有 意 な差

は 認 め られ な か うた が,IGF-150-70投 与 群 で 膵 島 炎

が 他 群 と比 較 して 抑制 され て い る(iE常 膵 島が 多 い)傾

向 が 認 め られ た(第6図).

(3)脾 細 胞 の 候 補抗 原 刺 激 に 対 す る サ イ トカ イ ン反 応

の 検 討

　 IGF-1構 成 ベ プ チ ド(IGF・18-23(n=3),　 za-41

(n=3),50-70(n=3))を 皮 下 投 与 され た マ ウ スか ら

脾 細 胞 を8週 齢 で分 離 し,各 々の 候 補抗 原(whole　 IGF-

1,GAD,イ ン ス リ ン。　lGF-18-23,24-41,50-70)

に よ っ て刺 激 したの ち,フ ロー サ イ トメ ー ター を用 いて
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　 る膵 臓局 所 のThl/Th2サ イ トカ イ ン発 現 比

群 IFNy/[L-4 IFNγ ノ]L一]0
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CD4陽 性IFN・ γ産 生 ヘ ルパ ーT細 胞 も し くはCD4陽 性

IL・4産 生 ヘ ル パ ーT細 胞 の 数 を測 定 した.

　 第7図 に 示 す よ う に,IGF-150-70投 与 濤 に お い て

GAD刺 激(2,705/50,000　 CD4陽 嫉細 胞),イ ンス り ン

刺 激(1,865/50,000C【 短 陽 性 細 胞),　IGF・18-23刺 激

(2.320/50,000CD4陽 性 細 胞),1GF・150-70刺 激

(2、605/50,000CD4陽 性 細 胞)に 対 して!L・4を 産 生 す

るCD4陽 性 細 胞(Th2タ イ プ の ヘ ルパ ーT細 胞)が 数

多 く認 め られ た.

　 IFN-yを 産 生 す るCD4陽 蝕 細 胞(Th1タ イ プ の ヘ ル

パ ーT細 胞)に 関 してt31GFJ　 8-23投 与 群 に お い て イ

ンス リ ン刺 激(610/50,000CD4陽 睦細 胞)と1GF・18

-23刺 激(930/50
,000CD4陽 性 細 胞)に 対 して 比 較 的

多 く認 め られ,コ ン トロ ール 群 に お い て は イ ン ス リ ン刺

激(125/50.000CD4陽 性 細 胞)とIGF・18-23刺 激

(45/50.000CD4陽 性 細 胞)に 対 して少 数認 め られ た.

(4)膵 臓 局 所 に お け るサ イ トカイ ン発現 の検 討

　 実 験2(3)で 使 用 さ れ た 各 群 の マ ウ スか ら膵 臓 も同

時 に 採 取 さ れ,膵 臓(局 所)に お け るTh且 タ イ ブ

(IFN-y)とTh2タ イ ブqL4,　 IL・10)の サ イ トカ イ ン

mRNAレ ベ ル を測 定 した.　IGF-150-70投 与 群 に お い

てThl/Th2サ イ トカ イ ン比 の低 下(Th2優 位 の 状 態)

がIGF・18-23投 与 群 と比 較 して 認 め られ た(第3表 参

照).

㎜
　
　

㎜
　

　

㎜

昭
魁
甥
望
甲
O
U

ヨ
8
0
0
ぐ
蔭
昭

皿
掌
窟
己

り
娼
疑
マ
日

0

b

コ ント〇一ル 　 　　【6囲 ・"

●coo

●イ ンスリン
重　1じ「・1冒紬
61G"㊨
口a「HMI
■W/fO.'.・io

コン トロール 　 　 　16『■・距 lG口 胴 巳

　

WFfO]0

第7図IGFd　 8-23,24-41,50-70のn合 成 ベ ブ チ ド,

　 【F.4(コ ン トロ ー ル)の 没 与 群 に お け る 脾 細 胞 の 抗 原 特

　 異的 サ1ト カ イ ン反 応,(a}IFN哩 産 生CD4陽 性 細 胞 数,

　 (b)1レ4産 生CD4陽 性 細 胞 数.

考　　察

　 これ ま で の1型 糖 尿 病 の研 究 に お いて,糖 尿 病 発 症 プ

ロ セ スの 最 初 の トリガ ー と な る標 的 抗 原(マ ク ロ フ ァー

ジに 貧食 さ れMHCク ラ スIl分 子 を 介 して ヘ ルパ ーT

細 胞 に提 示 さ れ る ペ プ チ ド)の 候 補 と して,GAD(15,

is),イ ンス リン(17,18),熱 シ ョ ッ ク蛋 白(20-22)

な どの β細 胞 内 の 蛋 白 質 が 提 唱 され て き た が,未 だ そ

の全 容 が解 明 さ れ る に は至 うて い ない.そ こで,著 者 は

仮 説 と して.膵 島(β 細 胞)の 外 で ヘ ル パ ーT細 胞 の

初期 の 感 作 が 起 こ り,こ れ が 膵 島周 囲 へ の リンパ 球 の 浸

潤(膵 島 周 囲 炎)の 最 初の 原 因 とな り,ヘ ル パ ーT細
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児玉　 1型 糖尿病 におけ るIGF・1の 意義

胞の反塔性が膵島(P細 胞)の 巾の蛋白にエビトープ拡

大することによって糖尿病の発症(β 細胞の破壊)に 翌

るという可能性を提唱 し,そ の候補として膵島外(肝 臓)

で主に産生されインスリンと高度なホモロジーを有する

IGF・iに 着目した.も し,1GF・1がi型 糖尿病における

最初の標的抗原として機能しているならば。i型 糖尿病

のハ イリスク者へのIGF・1の 先行投与により糖尿病の

発症を免疫寛容(ア ナジー)の 誘導により完全に予防で

きる可能性があり,1型 糖尿病の根本的治療への道を開

くものと思われた.

　 1型 請尿病のモデル動物であるNODマ ウスに対する

予防的1GF・1投 与について,こ れまでいくっかの研究

が報告されているが,そ のどれ もが長期にわたり(2～

3週 間),頻 回に.高 用量(100ｵ8/匹 以上)の1GF・1

を投与し続けており,そ の生理学的な効果については検

討されているものの、免疫学的な意義にっいては評価さ

れておらず,標 的抗原としてのuJ能性を推察するには不

十分なものであった(24-26).そ こで、今回.著 者は

IGF・1の1型 糖尿病における標的抗原 としての可能性を

検討する目的で!GF・1を 免疫賦活剤 アジュバ ン トと混

合して若齢の,未 だ膵島炎の起 こっていないNODマ ウ

スに1回 だけ少量皮下投与する実験を行った(実 験1),

IGF・1が 実際に初期のヘルパ ーT細 胞の感作に関わ っ

ているなら,IGF・i投 与により免疫寛容(ア ナジー)が

誘導され膵島炎と糖尿病の発症が完全に抑制されると考

え られたが,著 者 の実 験で は籏尿病 の発{孟は他 群

(GAD投 与群,イ ンスリン投与群)と 比較 して有意 に

抑制されたものの,膵 島炎の程度に関 しては有意な差は

認められなかった.ま た,IGF・ 且投与マウスにおける脾

細胞のサイトカイン反応の実験では,GAD刺 激 に対す

るTh2タ イプのサイトカイン反応(IL・4の 放出)が 誘

導され,膵 組織におけるサイ トカイン発現の実験では

1GF・1投 与群においてTh2タ イプのサイ トカイ ンの発

現が優位の状態が8週 齢(膵 島周囲炎が明 らかになる頃)

の段階で認められた,こ れらのことは,NODマ ウスに

対する1GF・1の 投与は自己免疫の反応過程を初期の段

階で停止 させるのではなく,他 の膵島内抗原(と くに

GAD)に 対 して反応する免疫抑制性細胞(Th2タ イブ

　のサイ トカインを放出しTh1を 制御するヘルパーT細

胞)を 誘導することによ って穂尿病の発症(Th　 1に よ

　る β細 胞 の 免 疫 学 的 破 壊)を 膵 島 周 囲 炎 の 段 階 で抑 制

　 して い る と考 え られ た.っ ま り,当 初 の 著 者 の 仮 説 に反

　 して1型 棚 尿 病 の 発 症 に お い て1GF・1は 最 切 の 標 的 抗

　原 と して は機能 して い な い が,1GF-1は β細 胞 内 で も産

　生 され て いる と い う報 告 もあ り(26),1GF・1が ヘ ルパ ー

T細 胞のエピトープ拡大の過程における抗原カスケー ド

のひとっとして重要である可能性が示唆された.ま た,

以前,Funaeら(27)がNODマ ウスの自然経過の巾

での穂尿病の発症 とGAD刺 激 に対する脾細胞のTh2

タイプのサイ トカイン反応の低下が相関 していることを

示 したが,こ れは今回の著者の実験結果と合致するもの

であると考えられ,GADに 対 して反応する免疫抑制細

胞が誘導されることが糖尿病の発症抑制にとうて重要で

あ る可能性が示唆 され た.こ のことは取 りも直さず

GADの1型 糖尿病発症における標的抗原としての重要

性を示 しているが,一 方で,今 回の実験ではGADと も

うひとっの候補抗原インスリンの皮下投与群のマウスに

おいて糖尿病の発症抑制が起 こらず,GADに ついては

むしろ促進 されている傾向を認めた.こ の結果は,こ れ

までの多 くの研究者によって行われたGAD(28,29),

やインスリン(30-33)のNODマ ウスへの投与実験に

おいて糖尿病発症抑制効果を認めたとことと論を異に し

ているが,著 者は、 この結果の根違はGADや インス り

ンの候楠抗原としての可能性を決 して否定するものでは

ないと考えている,つ まり,こ れらの発症に与え る効果

の不一致は投与用量(高 容量か,低 容量か)や 投与経路

(皮下注射か,腹 腔内注射か,胸 腺内投与か),あ るいは

投与時期(膵 島炎出現前か,後 か)の 違いによってTh1

もしくはTh2優 位のTリ ンパ球が誘導されたことによ

り生 じたものであり(34).GADや インス9ン の抗hL1

性 とは関わりのない ことと推察 された.ま た,特 に,他

の研究者がGADの 高用量投与(ioa　 NS/匹)で 発症抑

制を認めていることに反して,我 々の実験系の低容賦投

与(12.5ps/匹)で はGADに よって発症が促進されて

いる傾向が認められたことを考えると,今 後GADや イ

ンスリンなどの候補抗原を1型 糖尿病の発症 リスクのrn

い若隼者に予防的に投与する臨床試験に応用する..1:でそ

の投与量によっては糟尿病の発症を促進する可能悔が示

唆されたと言え,今 後この種の介入試験では,そ の投与

方法に細心の症意を払 う必要があると思われた.

　 次に,著 者 は,こ のIGF・L投 与による椿尿病の発症

抑制がIGF-1の インスリンに対するホモロジーによる

　ものなのかIGF・1に 特異的な もの なのかを検討するた

めに実験2を 行 った.以 前,あ る研究 グループが自己免

疫糖尿病の細胞移入モデルにおけるインスリン,IGF・1

投与による糖尿病発症抑制の実験系で,IGF-1の 糖尿病

発症抑制効果の成因 として1)β 細胞の再生促進.2)胸

線上皮細胞の機能変化,3)胸 線細胞の分化に与える影

響などの生理学的効果を挙げていたが,そ の標的抗原と

　しての役割にっいて免疫学的に論 じられてはいなかった
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(35),一 方,今 回 の 実 験 系 で はIGF・1は ア ジaパ ン ト

と と もに 皮 下 にi回 しか投 与 して お らず,ま た,イ ンス

リ ンの 同 母,同 経 路 の 投 与 で は発 症 抑 制 を認 め て い な い

こ とか ら,IGF・ 且独 自 の免 疫 学 的 な効 果 に よ って発 症 が

抑 制 され て い る可 能 性 が 高 い と考 え られ た.そ こで,著

者 はIGF-1を,イ ン ス リ ン内 の 糖 尿 病 の 発 症 に 関 わ る

エ ピ トーブ と して重 要 と され るB鎖 の9-23ベ プ チ ド鎖

(30-34)と ホ モ ロ ジー を 有 す るIGF-18-23と イ ンス

リ ン と全 く ホ モ ロ ジー を 有 しな いIGF-124-41とIGF・

150-70の3っ の べ プ チ ド群 に 分 類 し,そ れ ぞ れ を

NODマ ウ ス に投 与 して 糖 尿 病 の 発症 抑 制 効 果,脾 細 胞

の抗 原特 毘的 な サ イ トカ イ ン反 応,膵 組 織 に お け るサ イ

トカ イ ン発現 に っ い て 検 討 した.そ の 結 果,イ ンス リ ン

とtモ ロ ジ ー の な いKGF・150-70投 与 に よ り 臆尿 病 の

発 症 が 抑 制 されGAD刺 激 に対 して だ け で な く,イ ンス

リ ン,IGF-18-23とIGF一]50-70束11激 に対 して も脾 細

胞Th2タ イ プ の 反 応 が 誘 導 さ れ,膵 局 所 に お い て は

Thl/Th2サ イ トカ イ ン比 の低 下(Th2優 位 の 状 態)が

認 め られ て い る こ とが 示 され た.一 方,イ ンス リ ンと ホ

モ ロ ジー の あ る1GF-18-23投 与 で は 糖 尿 病 の 発 症 が 促

進 され イ ンス リ ン とIGF・18-23刺 激 に 対 す る脾 細 胞 の

Thlタ イ プ の反 応 が 誘 導 さ れ た.こ れ らの 結 果 は1GF・

且8-23投 与 群 で は イ ンス リ ンと の ホ モ ロ ジー(イ ンス

リ ン様 の 効 果)に よ って 発症 促 進 効果 が 認 め られ た こ と

を 示 唆 し て い る と思 わ れ るが,IGF・ 且50-70投 与 群 で

は1GF・1に 特 異 的 な ア ミノ酸 配 列 がNODマ ウ ス にお け

る糖 尿 病 発 症 抑 制 に 重 要 な 役割 を演 じて い る と考 え られ

た,こ の こ と はIGF・150-70の べ ブ チ ドがTh2タ イ プ

の 反 応(膵 島 内 抗 原 反 応性 の免 疫 抑 制 性 細 胞 の 誘 導)を

介 して 糖 尿病 の 発症 予 防 を もた らす ペ プ チ ドと して 重 要

で あ るだ け で は な く,1型 糖 尿 病 の候 補 抗 原 の ア ミノ酸

配 列 の ひ とつ と して 検 討 され る に値 す る もの で あ る こ と

を 示 して い る もの と思 わ れ た.た だ し,抗 原 特 異 的 なT

細 胞 の 反 応 性 力qGF450-7d皮 下 投 与 群 とwhole　 lGF・

1投 与群 に お い て 一 致 しな い部 分 が あ るた め.糖 尿 病 発

症 抑 制 効 果 の メ カニ ズ ム が両 者 に お いて 異 な る可 能 性 は

否定 で きな い.

　 当 初,膵 島 の 外 でT細 胞 の 初 期 感 作 がIGF・1の イ ン

ス リ ンと ホモ ロ ジー の な い部 分 に よ って 生 じて い る と想

定 し,こ の 実 験 系 を 計 画 した が,結 果 的 に は。1GF-1が

直 接,初 期 の 段階 で糖 尿 痛 の 発 症 に関 わ って い る可能 性

は 低 い と い う こ と が 示 され た.し か し,whole　 IGF-1

も し くは[GF・150-70投 与 に よ って 膵 島 炎 の 程 度 は 有

意 に 減 少 しな い もの の,GADに 対 す るTh2タ イ プ の

反 応 性 が 増 大 す る こと に よ り糖 尿 病 の 発 症 が 抑 制 され る

こ とか ら,

且)IGF・1は 糖 尿 病 発症 の 最 切 の ヘ ルパ ーT細 胞 の 感 作

に は関 わ って い ない が,1型 糖 尿病 の発 症 過 程 に お け る

抗 原 カ ス ケ ー ドの 途 中 の 段 階 に 存 在 す る.

2)IGF・1の 全 配 列 の 中 で も1GF-150-70ペ プ チ ドの ア

ミノ酸 配 列 が 【GF・1に 特 異 的 で1型 糖 尿 病 の 発 症 過 程

に お け る抗 原 と して 重 要 で あ る.

　 とい う二 っ の 可 能 性 が 示 唆 され た と 言 え る.今 後,

lGF-150-70の どの 部 分 がMHCク ラ スII抗 原 と強 い

親 和 性 を 有 して い るか な どを 明 らか にす る こ と に よ り,

lGF・1も し くはIGF・150-70の1型 糖 尿 病 発 症 の リス

ク を有 す る若 年 者 へ の 投 与 が 免疫 学 的 に発 症 を予 防 す る

手 段 と して 臨 床 応 用 され る道 が 開 け る もの と期 待 して い

る.

総　　括

1.1型 糖 尿 病 に お け る標 的 抗 原 と して のIGF・iの 可 能

性 を 検 討 す る 目的 で4週 齢(糖 尿 病 発 症 以 前)の 雌 牲

NODマ ウ ス(1型 糖 尿 病 の モ デ ル マ ウ ス)にwhole

lGF・ 且を 皮 一ドに 注 射 し,そ の 糖 尿 病 発 症 に及 ぼ す 影 響 を

検 討 し,whole　 IGF・!段 与 群 に お い て 穂 尿 病 発 症 率 が

他 の 候 補 抗 原(GAD,　 insulin)投 与 群 や コ ン トロ ー ル

群 に比 して 有 意 に低 い こ とが 示 され た.

2.次 に,IGF・1の どの 部 分 が 糖 尿 病 の 発 症 抑 制 に関 与

して い る の か 明 らか に す る 目的 でlGF・1を 構 成 す る3

種 類 の ペ プ チ ド(8-231AELVDALQFVCGDRGF　 24-

41:YFNKPTGYGSSSRRAPQT,　 SO-70:RSCDLRR

LEMYCAPLKPAKSA)を 皮 下 に 注 射 し,そ の 糖 尿 病

の 発 擢 に及 ぼ す 影 響 を 検討 し,IGF・150-70投 与 群 に

お いて 徳 尿 病 発 症 率 が 他 の2種 類 の ペ プ チ ド(8-23,

24-4])投 与 群 や コ ン トロ ー ル群 に比 して 有 意 に 低 い こ

とが示 さ れ た.

3.1GF-1の 一WSを 構 成 す る3稲 類 の 各 ベ ブ チ ド(8-

23,24-41,50-70)を 投 与 され た マ ウ スの 脾 細 胞 に お

い て.そ の抗 原 特 異 的 刺激 に対 す る サ イ トカ イ ン反 応 を

検 討 した と こ ろlGF・150-70ペ プ チ ド投 与 群 に お いi

GAD,イ ン ス リ ン,　IGF-1ペ プ チ ド(8-23,50-70)

刺 激 に 対 す るTh2タ イ ブ の サ イ トカ イ ン反 応 が 誘 導 さ

れ る こ とが 示 され た.

以 一t.のこ と よ りIGF-1を 櫛 成 す るペ プ チ ドの う ち.特

に50-70の ペ プ チ ドが1型 糖 尿 病 の 発 症 に関 与 す る抗

原 の ひ とつ と して 重 要 で あ る こ とが 示唆 さ れ た.ま た,

同 時 に1型 糖 尿 病 の 発 症 を 抑 制 す る治 療 法 の手 段 と して
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児玉:1型 糖尿屑 におけるIGF-1の 意義

IGFd　 50-70の 投与が有効である可能性が示された.
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