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糖尿病患者における抗DNA抗体
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　　　In　ll　patients　with　insulin－dependent　diabetes　mellitus（IDDM）and　110　patients　with　non・

insulin・dependent　diabetes　mellitus（NIDDM），　serum　antideoxyribonucleic　acid（DNA）antib◎dy

was　measured　by　a　semiquantitative　radioimmunoassay（RIA）method．　The　prevalence　of　positive

antレDNA　alltibody（more　than　20　U／ml）was　5／11　in　IDDM　patients，16／52　in　NIDDM　patients

with　insulin　therapy，　and　8／58　in　NIDDM　patieロts　without　insulin　therapy．　No　normal　subjects

or　patients　with　impaired　glucose　to玉erance（IGT＞showed　positive　anti－DNA　antibody．　In　patie且ts

with　NIDDM，　the　antibody　titer，　regardless　of　insulin　treatment，　was　higher　than　in　age・mat．

ched　patients　with工GT．　The　titer　was　positively　correlated　with　the　duration　of　diabetes　and

with　the　post・prandial　glucQse　level　in　NIDDM　patients．　When　NIDDM　patients　were　divided

based　oll　the　presence　of　diabetic　complications，　the　patients　with　diabetic　nephr◎pathy　or　neu．

ropathy　had　higher　titers　of　anti－DNA　antibody　than　those　without　these　complications．　The

antibody　appeared　to　be　immunoglobulin　G　because　it　bound　to　protein　A．　The　antibody　was

reactive　with　not　on！y　double　strand　DNA　but　also　single　strand　DNA．　The　antibody　in　patients

with　diabetes　mellitus　might　be　produced　as　a　result　of　tissue　destruction　due　to　diabetic　angio－

pathy　or，　alternatively，　it　may　be　an　index　of　immune　abnormality　causally　related　to　the

development　of　diabetic　complications．　Shinshuハ4ed．ノ．，88：277－288，ヱ990

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　January　16，　1990）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　ノァッセイ（RIA：リア）キットで測定される抗DNA
　　　　　　　　　　I緒　冨　　　　抗体汎ばし賜性である、と、・近年鮪された・，一、，。

　抗DNA抗体，特に2本鎖DNAに対する抗体（抗　　糖尿病においてもイソスリン依存性糖尿病（IDDM），

ds　DNA抗体）は全身性ループスエリテマトーデス　　イソスリン非依存性糖尿病（NIDDM）の両者でその

（SLE）の血清学的指標として広く臨床的に用いられて　　発症や疾患の進行に自己免疫機序の関与していること

いる1）。しかし，パセドウ病および自己免疫機序の強　　が知られている6）謄9）。事実，一部の糖尿病患者では核

く疑われる妊娠後の甲状腺機能充進症において，アマ　　成分に対する抗体が商頻度に出現するという報告もみ

シャム社（Buckinghamshire，　U．　K．）のラジオイム　　られる10）11）。本研究ではこうした事実をふまえて，

　No．3，1990　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　277



山　田　隆　司

NIDDMおよびIDDM患者における抗DNA抗体の　　Cペプチドが0．66ng／m1以上，ケトアシドーシスの

出現頻度を系統的に検索し，特に糖尿病罹病期間およ　　既往のない患者をNIDDMとした。全糖尿病患者で

び糖尿病性細小血管症と抗DNA抗体との関係につい　　　イソスリン注射を施行したことのない患者58名ではイ

て検討した。また糖尿病患考血中に存在する抗DNA　　ソスリン抗体は陰性であった。75g　OGTTによる境

抗体の性状についても生化学的検討を加えた。　　　　　界型の判定はWHOの基準に基づいて行った12）。罹病

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　期間は患者がいずれかの医療機関において糖尿病と診

　　　　　　　ll対象および方法　　　　　　　　　断された時点を発症とみなし，それから計箕した。空

　対象はIDDM患者11名，インスリソを使用してい　　腹暗血糖値，　Hb　Aエは経過観察中の平均値を用いた・

るNIDDM患者52名，インスリンの使用経験のない　　イソスリソ使用量は抗DNA抗体測定時のものとした。

NIDDM患者58名，759経ロブドウ糖負荷試験（OG　　血糖値は自動分析機によるヘキソキナーゼ法・Hb　Al

TT）にて境界型（IGT）の者38名，正儲40名を用い　繭速液体ク・　一・トグラフ・一により測定した・糖尿

た．対象の年齢，罹欄間，血糖値，糖騰｛蜘小血　離纐難の診断については・半年から輝ごとに眼

管症，インスリソ使用最，ヘモグPtビンA、（Hb　A、）　　科にて眼底検査を行い，毛糸画且管瘤，軟性白斑，硬性

に関しては蓑1と蓑2にまとめた。25歳以下で糖尿病　　白斑は背景網膜症・血管新生を増殖性網膜症とした。

が発症し，血清Cペプチドが食事の前後とも測定感度　　糖尿病性神経症の有無は臨床診断に基づいて行った。

以下（0．3ng／ml）であり，ケトアシドーシスの既往の　　すなわち，深部反射減弱・表在知覚障害・振動覚低下，

ある患考は工DDMとした。　IDDM患者11名中2名で　　起立性低血圧のある者，または・明らかな泌尿器ある

抗ラ氏島抗体が陽性であった。30歳以上で発症し血清　　いは消化器の機能異常のある潜・あるいはこうした症

袋1　年齢，糖尿病罹病期間，血糖値，ヘモグPビソA1，インスリソ投与量

儲灘年繍罹病期醐叢値（m環、時間H闘％）辮1）ソ

IDDM　　　11　29．5±8．9＊10．0±8．4　219．6±66，6284．4±54，013．1±2．8　34．6±11．　O

NIDDM　　52　58．4±13．111．0±7，5　194．4±70．2252．0±86．411．3±1．6　21．1±16．4
イソスリソ
投与あり

NIDDM　　58　57．4±11，6　5．8±3．9　135．0±45，0190，8±64．8　9．1±2．4　　一
インスリン
投与なし

IGT　　　　　38　　56．8±9．7　　　－　　　　　95．4±12．6　127，8±25．2　　　－　　　　　　・一“－

Normal　　　　40　　　　31．6：ヒ12．5　　　　　－　　　　　　　　88．2」：　9．0　　　82，8±工8．0　　　　　－　　　　　　　　　一

＊平均±標準偏差

蓑2　糖尿病性細小血管症，抗DNA抗体陽性者の頻度

疾患群　　　　　症例数　　抗DNA抗体　　症例数　neuropathy　retinopathy　nephropathy

1　1DDM　　　　11　　　　　十　　　　　5　　　　　5　　　　　5　　　　　4
　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　6　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　0

2　NIDDM　　　　　　　　　　十　　　　　16　　　　　12　　　　　11　　　　　9

　　繍ず）ン52　　－　　36　22　22　14「
3　NIDDM　　　　　　　　　　十　　　　　8　　　　　4　　　　　4　　　　　3

　　繍2）ソ58　　－　・・　　6　・5　　2
全　例　　　　121

一←　　　　　　　　　　29　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　16

－　　　　　　　　　　92　　　　　　　　　29　　　　　　　　　38　　　　　　　　　16
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状が既往歴にて明らかな者の中で脳血管障害や腰椎疾　　i251・ds　DNA（アマシャム社のRIAキットに含まれる

患，循環器疾患などにこのような症状の原因を帰する　　ユ251・ds　DNAで，1μ9／mlの標識ds　DNAを含有）と

ことのできない者は糖尿病性神経症があると判定した。　45μ1のホウ酸緩衝液を加え，さらに30μ1の標識してい

糖尿病性腎症の有無は以下の基準によった。すなわち，　ないds　DNA（ニッポソジーン社，富山市，600μ9／m1

蛋白尿持続陽性（30mg／d1以上），尿沈渣中円柱の持　　のラムダDNAを含有）または1　mMのEDTAを含む

続する患者で既往症より腎孟腎炎，糸球体腎炎，高血　　pH　7・9，10mM　Tris・HCI緩衝液を同量加えた。4°C

圧性腎障害などがないと判断された場合，血清尿素窒　　にて20時間縄絆混和し，ホウ酸緩衝液で洗浄後遠心

素，血清クレアチニン値が正常であっても糖尿病性腎　　　し，沈殿物の放射活性を測定した。1251－ds　DNAは血

症を有すると判断した。　　　　　　　　　　　　　　漿の非存在下ではZysorbinまたはWood　46と結合

　抗DNA抗体は採取凍結後3週間以内の血清で　　しなかった。　Zysorbinを使用し非標識のds　DNAを

Farr法によるRIAキット（アマシャム社，　Bucki・　　添加しない場合の放射活性をA，非標識のds　DNA

nghamshire，　U．　K．）を用いて測定した13）ユ4）。本キ　　を添加した場合の放射活性をB，　Wood　46を使用し非

ットは1251で標識したデオキシウリジソを加えた培養　　標識のds　DNAを添加しない場合の放射活性をC，非

液中でヒト肝腫瘍由来のHela細胞を培養し，同細胞　　標識のds　DNAを添加した場合の放射活性をDとし，

より抽出した2本鎖DNA（ds　DNA）をi251－ds　DNA　　〔（A－B）一（C－D）〕／総放射活性をプロテインA

として用いている15）。抗DNA抗体測定法の概要は　に吸着した免疫グロブリンに対する1251．ds　DNAの

以下の通りである。すなわち・pH8・3のホウ酸緩衝液　　特異的結合とした。この結合活性のds　DNAに対す

で10倍希釈した血清を56°Cで30分間加熱し補体を非　　る特異性を検討するために，非標識のds　DNAを煮

働化したのち・上詑の1251・ds　DNAと混じ，37°Cで　　沸後急速に冷却して得られた非標識の1本鎖DNA

1時間インキュベーションし，飽和硫酸アソモニウム添　　（ss　DNA）を非標識のds　DNAの代わりに添加する実

加により蛋白に結合した1251・ds　DNAと遊離の1251・　　験も合わせて行った。本研究中のデータは全て平均±標

ds　DNAを分離する。抗体価はキットに添付されてい　　準偏差で示してあり，統計処理にはStudent，s　t．test，

るSLE患渚から碍られた標準血清をもとに決定す　　paired　t・test，共分散分析を用いた。

る。本研究では20U／m1以上を陽性とした。抗核抗体

は市販のキット（フルオロHEPANAテスト，　MBL　　　　　　　　　　皿　結　　　果

社，名古屋市）を用い間接螢光抗体法により測定した。　A　II）DMおよびNIDDM患者における抗DNA

血清を20倍以上希釈しても陽性反応を認めた場合に抗　　　抗体

核抗体を有すると判定した。　　　　　　　　　　　　　抗DNA抗体陽性の頻度は，　IDDM愚者群，インス

　糖尿病患者血中の抗DNA抗体の性状を，　Muda一　　リンを使用しているNIDDM患者群，インスリン使

rrisとPeckが血中エストロゲソレセプター抗体研究　　用経験のないNIDDM患者群でおのおの46％，31％，

に用いた方法16）により検討した。この目的には比較　　14％であった（表2）。この出現頻度に男女差はなく，ま

的抗DNA抗体価の高い患者血液をethylendiamin・　　た経口糖尿病薬服用患者に特に抗DNA抗体陽性の頻

etetraacetic　acid（EDTA）－2　Naとトラジロール入　　度が高いという事実はなかった。　IGT想、者と正常

り試験管に採取し，血漿分離後凍結保存したサンプル　　者では陽性者はいなかった（表3）。これから予想さ

を用いた。本法の概要は以下の通りである。すなわち，　れるごとく，年齢の対応したIDDM患者群と正常者

プPティンAとしてプロティソA陽性黄色ブドウ球菌　　群を比較すると，IDDM患者群の抗DNA抗体価が有

を凍結乾燥し得られたZysorbin（ザイメド社，　San　　意に高かった。　NIPDM患者群の中では，インスリン

Francisco，　U．　S．　A．）と，その対照物質としてプロ　　を使用している患者群はイソスリソ使用経験のない患

テaンA陰性黄色ブドウ球菌より同様に得られた　　者群に比較して抗DNA抗体価は高値であったが有意

W。。d　46（ザィメド社）のおのおのに154　mMの　　差は認めなかった。年齢の対応するNIDDM患者群

NaClを含むホウ酸緩衝液を加え懸濁液を作製した。　　とIGT患港群を比較すると，インスリンを使用して

200μ1の血漿とZysorbinまたはWood　46を20mg　　いる患者群，イソスリン使用経験のない患者群ともに

含む懸濁液200μ1を4°Cにて22時間掩絆混和し，　　抗DNA抗体価はIGT患者群と比べて有意に高かっ

洗浄，遠心沈殿を2回くり返した沈殿物に25μ1の　　た（表3）。本研究で対象とした全ての糖尿病患者に
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表3　各患者群における抗DNA抗体価の比較

患　者　　　　　　　患者数　　　抗DNA抗体（U／ml）　　　　　　　p－value

IDDM　　　11　1a8±13・6＊　　　　＜。．1，
Normal　　　　　　　　　40　　　　6．5±2．5　　　　　　　　　　　　　　　　1

NIDDM　　　　52　17・1±12・8　　　1
　　イソスリン治療あり　　　　　　　　　　　　　　　　　NS

NIDDM　　58　13．・±・．5　　1　＜°・°°1
　　・ソス・・治療な・　　　　　　くP・°°1
1GT　　　　　　　　　　　　　38　　　　8．6：ヒ　4．2

＊平均±標準偏差

おいて抗核抗体は陰性であり，膠原病を示唆するよう

な臨床徴候や症状は認めなかった。

B　NIDDM患者にみられる抗DNA抗体の性状

　アマシャム社のリアキットにより測定した抗DNA

抗体価が比較的高い患者群（N＝6）と，年齢の対応　　　　　　60

する対照群（N＝7）において，血漿中のZysorbin　　　（
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に吸着された免疫グPtプリソに対する12SI－ds　DNAの　　　×ff

櫻的齢を職した．騨のRIA椥・よる抗DNA　e　40
抗体価は，患者群が21．5±10U／ml，対照群が＆2±　　　　慧

2．2U／m1であ。た．プ・テ，ソAに吸着された鍍　　E
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n
グPブリンに対する1251・ds　DNAの特異的結合は，患　　　轄　　20

者群が8．3±3．6％，対照群が0．7±0．5％と，患者群は

対照群に比べ有意に高かった（P＜0．01，StudenVs　t・

test）・，鶴群ではZy…bi・に囎され娩疫グ゜　　　。
プリソと1251．ds　DNAとの結合は，非標識のds　DNA　　　　　　　　　　　　10　　　20　　　30

だけでなく誹鰍のssDNAによ・ても阻害され・　　　　　蘇病舗期剛年）
同一血漿で比較した結合阻害は後者において有意に高

かった（12．5±4．7％対23．　2±9，1％，N＝5，　P＜　　　図1　NIDDM患者における抗DNA抗体と，

0．05，P、ired　t．t，、t）。　　　　　　　糖尿病罹繊間との相関

C　NIDI）M患者における抗DNA抗体価と糖尿病

　罹病期間，血糖調ントロール，糖尿病性細小血管症

　との相関　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg／d1を越える高窒素血素血症群（N＝12）とそう

　NIDDM患潜では抗DNA抗体価と擢病期間（図1），　でない患者群（N　・16）では抗DNA抗体価は前者が

および食後血糖値（図2）は正の相関を認めた。しか　　25・0±13・8U／ml，後老が20・O±12・　5U／mlと前潜が高

し抗DNA抗体価と空腹蒔血糖値は相関しなかった。　　かった。しかしこの差は統計学的セこは有意ではなかっ

抗DNA抗体価は糖尿病性神経症を有する患者群と糖　　た。一方，網膜症を有する患者群では網膜症のない患

尿病性腎症を有する患者群では，こうしfe合併症のな　　者群に比べ抗DNA抗体価は高値であったが・統計学

い患者群に比べ高値であった（蓑4）。しかし，合併症　　的有意差は認めなかった（表4）。増殖性網膜症患者

の有無による抗DNA抗体価の統計学的な差は罹病期　　群と背景網膜症患者群の抗DNA抗体価を比較したと

間で補正すると消失した。腎症を有する患者を腎機能　　ころおのおの17．2±14．　OU／m1（N罵26）と17．　0±12．5

によってさらに区分したところ，血清尿素窒素が20　　U／m1（N　・・　31）であり，有意差は認めなかった。
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衷4　NIDDM患者での糖尿病性細小血管症と抗DNA抗体

蘇病性細小血管症　儲数　抗DNA抗体（U／m）　　　P－。。1。。

神経症あり　　　　　　　44　　　17・1士14・7＊　　　　　　　　　　　　　　　1

神経症なし　　　　　　　66　　　12，4±5．9　　　　　　　　　　　　　　く0・95

網膜症あり　　　　　　　52　　　17・　5±13．　9　　　　　　　　　　　　　　　　1

纈症なし　　　58　13．4±5．5　　　　　　＜°f1

腎症あり　　　　　　　　28　　　21・　0　1　11・4　　　　　　　　　　　　　　　1

能なし　　　82　13．6±6．2　　　　　　＜0・P5
＊平均±標準偏差

　　　　　　　　rv考　察　　　　にも結合することからd・DNA・V・爆的な抗体では
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ないこと，以上の4点である。

　本研究で明らかになった事実を列挙すると以下のこ　　　従来の研究においては，IDDM患老に関しすでに抗

とくである。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DNA抗体陽性者の多いことが報告されているが10）11），

A　IDDM・NIDDMのいかんによらず糖尿病患者で　　NIDDM患者に関する報告は検索した限り本研究以

は抗DNA抗体陽性者が多いこと，　　　　　　　　　外にない。当然のことながら抗核抗体，膠原病の臨床

B　抗DNA抗体の抗体価は糖尿病羅病期間が長く，　　的徴候や症状を欠くことから，糖尿病患者の抗DNA

血糖コントP　一一ルの良くない患者ではより高い値を示　　抗体はSLEやそれに関連した膠原病に由来するもの

すごと・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　でないことは明らかである。また，インスリソ使用経

C　糖尿病性細小血管症を有する患者は抗DNA抗体　　験のない患者の多くに抗DNA抗体が陽性であること

価の高い傾向を認めたが，統計学的検討から，これは　　は，インスリン注射がこの抗体の産生を促しているの

糖尿病性細小血管症を有する患者の罹病期間が長いこ　　ではないことを示唆している。したがって抗DNA抗

とによると判断されたこと，　　　　　　　　　　　体の出現が糖尿病そのものと何らかの関連を有してい

D　糖尿病患者血中抗DNA抗体は，ヅロティソAに　　るものと考えられた。

吸着されることからIgGの可能性が強く，ss　DNA　　　糖尿病において抗DNA抗体が出現する原因にっい
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てはいくつかの仮説が考えられる。まず，抗DNA抗　　っている。糖尿病患者では抗DNA抗体が陽性である

体は糖尿病性血管症により生じた組織崩壊の結果とし　　にもかかわらず抗核抗体が陰｛生なのは，抗DNA抗体

て形成される可能性である。糖尿病性血管症を有する　　価がSLE患者に比較すると低値であることによるか

患者では，細胞の崩壊によって正常人に比してDNA　　もしれない。さらに，アマシャム社のRIAキットを

を含む核酸成分がより多く持続的に放出されている可　　用いるFarr法と，抗核抗体を検出する間接螢光抗体

能性があり，このため抗DNA抗体が産生されやす　　法との違いによるものである可能性も考えられる。

くなっている可能性が考えられる。食後血糖値と抗　　Farr法では標識したDNAに結合した血中の抗体は，

DNA抗体価が正の相関を示したことから，このよう　　仮に一部変質していたとしても，硫酸アソモニウムに

な組織崩壊は直接高血糖により，または高血糖による代　　より沈殿させているteめに容易に沈殿するものと考え

謝異常によってひきおこされるかもしれない。第2に，　られる。一方，間接螢光抗体法では，核成分と結合し

抗DNA抗体が糖尿病性細小」血管症進行の結果ではな　　た免疫グPtブリソは免疫グPブリソのH鎖と特異的に

くむしろ原因として関与している可能性も考えられる。　反応する第2抗体（螢光で標識された）によって検出

この点についてHuangら10）11）は抗DNA抗体の出　　されるために，患者血中の抗核抗体のH鎖部分の抗原

現は糖尿病患者における免疫異常の存在を示唆すると　　性が保持されていなければ陽性とならない。その機序

報告している。これに関しては，抗体価が陽性の患者　　は明らかでないが，抗DNA抗体と抗核抗体試験の同

において補体系が活性化されているか否かが興味ある　　様な不一致は自己免疫性甲状腺疾患の患者でも報告さ

ところである。第3に一般に加齢に伴って抗DNA抗　　れている2）－5）。

体産生が刺激されるとの報告17）もあることから，こう　　　最後にアマシャム社の抗DNA抗体測定用の　RIA

した見地に立つならば，抗DNA抗体が高いのは生体　　キットは使用しているi251・ds　DNAが，必ずしも高純

としての加齢の病的促進の反映という仮説も考えられ　　度，均質でないことから，特に低力価の場合ds　DNA

る。この点に関連して興昧深い事実は，加齢に伴い増　　　以外の核成分に対する抗体も含めて非特異的“antinu

加する抗DNA抗体はss　DNAに特異的18）とされて　　clear　autibody”や，さらには抗体以外の核成分に結

いることである。前述のごとく本研究でも，糖尿病患　　合する血中蛋白を非特異反応として検出している可能

者におけるプロテaソAで吸着される抗DNA抗体が　　性もある。したがって糖尿病患者血中の抗DNA抗体

ss　DNAとds　DNAの両者に対する結合性を有してい　　の本態の解明にはさらに検討が必要である。

ることが示された。しかしながら本研究で対象となっ

たNIDDM瀦の蜥では抗DNA獺、価と加齢と　　　　V結　語
の相関は認めなかった（r＝O．120，N＝110）。　　　　　　糖尿病患者において抗DNA抗体は高頻度に陽性で

　糖尿病患者の中で抗DNA抗体陽性者の抗核抗体が　　あり，その抗体価は罹病期間と正の相関を示した。本

陰性であることは，SLE患者では抗DNA抗体が陽　　抗体はIgGに属するss　DNAともds　DNAとも結合

性の場合しばしば抗核抗体が陽性であることとくい違　　する非特異的な抗体である可能性が大ぎい。
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