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研究成果の概要（和文）：

Site-specific and decarboxylase (GAD)の遺伝子導入を electroporation 法にて雌性 GAD65

（-/-）NOD マウスに行った。導入した GAD65（1-83aa）（以下 N-GAD65）cDNA, GAD65(244-443aa)

cDNA (以下 Center-GAD65) および GAD65(443-585aa)(以下 C-GAD65) cDNA はいずれも ELISPOT

法にて site-specific に T 細胞反応および GAD 抗体の産生をみた。

糖尿病累積発症率は雌性GAD65(-/-)NODマウスの30週令までで対照に比べてやや低い傾向を

示したが有意差はみとめなかった。また，N-GAD65，Center-GAD65 および C-GAD65 投与群別に

みても，3群間に糖尿病発症率に有意差はみられなかった。

膵組織を検討したところ，糖尿病発症時における膵島炎の程度には差をみとめなかった。ま

たβ細胞残存量にも差はみられなかった。

研究成果の概要（英文）：

Preventive effect of human glutamic acid decarboxylase(GAD) 65(GAD65) vaccination for

type 1 diabetes was examined using NOD mice model. Subcutaneous electropolation of

site-specific GAD65 fragments including GAD65 (1-83aa: N-GAD65), GAD65(244-443aa:

Center-GAD65)and GAD65(443-585aa: C-GAD65)were done to 4 week female NOD mice.

Specific T cell responses to N-GAD65, Center-GAD65 and C-GAD65 were observed to

respective GAD65 fragments in electropolated NOD mice. However, occurrence rate of

diabetes in GAD65 vector- or empty vector- electropolated groups did not reach significant

levels during 30 weeks.

Human GAD65 different from mice GAD65 may explain a failure to prevent the occurrence

of diabetes by human site-specific GAD65 vaccination.
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１．研究開始当初の背景

１型糖尿病は、自己抗原により活性化され

たT細胞が膵β細胞を破壊することによって

起こる。T細胞と反応しβ細胞破壊に関係す

る膵島特異的自己抗原には、グルタミン酸脱

炭酸酵素（GAD）、インスリン、IA－２蛋白な

どが考えられている。GAD、なかでも isoform

の GAD65 は、その分子に対する自己抗体

（GAD65 抗体）が、１型糖尿病患者の血中に

高頻度に検出されることから、１型糖尿病の

成因と関連することが推察される。最近

GAD65 および GAD67 の X 線解析による構造が

発表された。（Fenalti G et al., Nat Struct

Mol Biol 14: 280, 2007）この報告によれば

GAD65 は酵素活性部位（PLP domain）が、GAD67

と異なりきわめて flexible であること、N

末端と C 末端は GAD65 分子の外側に位置し、

抗原となりやすいことが示唆される。このよ

うな成績から、分子 GAD65 分子の各ドメイン

と１型糖尿病における自己抗体産生、T 細胞

反応、さらには発症予防における GAD65 分子

の役割に興味が持たれている。

２．研究の目的

申請者らは、ヒト GAD65 遺伝子 の一部を１

型糖尿病と関係しない GADの isoformである

GAD67 遺伝子に置換した融合遺伝子を作成し、

種々の GAD65/GAD67 のキメラ蛋白を合成し、

１型糖尿病患者におけるGAD65抗体のエピト

ープを決定した。その結果、緩徐進行１型糖

尿病（SPIDDM）患者での GAD65 抗体は GAD65

蛋白の N 末端（17-51aa）を特異的に認識す

ること、一方急性発症１型糖尿病では中心部

分（244-443aa）および C端末（C443-585aa）

を認識することを報告した（Kobayashi T et

al., J Clin Endocrinol Metab 88:4768,2003）。

N 末端部分は GAD65 分子の細胞膜へのアンカ

リングドメインを含み、中心部分は GAD65 の

活性部位（PLP ドメイン）を含んでいる。こ

の成績は、GAD65 分子の各のドメインに対す

る免疫反応が異なった糖尿病のフェノタイ

プ（緩徐進行１型糖尿病もしくは急性発症１

型糖尿病）を生じることを示唆している。

我々は、１型糖尿病の予防介入にも興味をも

って取り組んでおり、早期インスリン治療に

よる緩徐進行１型糖尿病の進展阻止につき

検討してきた（Maruyama T et al., J clin

Endocrinol Metab 93: 2115-21, 2005）。最

近化学的に変性させたGAD65蛋白分子とアジ

ュバントを用いた１型糖尿病のワクチン治

療がスウェーデン Dyamid 社を中心に行われ

ており（PhaseIII）、GAD65 分子と予防にも注

目が集まっている。しかし、GAD65 遺伝子を

プラスミドに組み込んだ GAD DNA ワクチンの

モデル動物における報告は少なく、その予防

効果も一定していない（Balasa B et al.,

Clin Immonol 99:241,2001, Gaunrit A et



al.,Clin Exp Immunol 137:253,2004）。一般

的に DNA ワクチンは投与部位、投与時期など

により効果が異なるが、蛋白分子をアジュバ

ントと共に投与する場合に比べその効果が

永続するとされている。我々は GAD65 分子の

各ドメインに注目し、以下の検討を行うこと

とした。

３．研究の方法
Site-specific GAD の遺伝子導入

(1) 発現ベクターpcDNA3.1 に、hGAD 65

（1-585aa）cDNA、hGAD 67（1-594aa）、

site-specific cDNA である N末端

cDNA：hGAD65（1-83aa および 1-244aa）

cDNA, 中心部分：（244-443aa）cDNA, C

末端（443-585aa）を挿入し、遺伝子導

入用コンストラクトを作成する。HEK293

細胞に transfection し、発現のあるこ

とを Western blotting で確認する。

(2) 上記５種類の pcDNA3.1／hGAD65/67 に

加えて empty vector (pcDNA3.1)を、4

週齢の雌性 GAD65（-/-）NOD マウスおよ

び通常の雌性 NOD マウスの前脛骨筋に

in vivo electroporation 法にて遺伝子

導入（50ug/50ml）する。導入を効率よ

く行うため cardiotoxin を加える。以降、

2週間毎に同様に遺伝子導入を繰り返す。

(3) これらの免疫マウスの血糖値、血中イン

スリンを経時的にモニターリングし、耐

糖能異常の出現をみる。また抗ヒト

GAD65 N 末端抗体、抗中心部抗体、C末

端抗体の検出を既報の in vitro

transcription/translation,

immunoprecipitation 法にて行う。これ

らの抗体の IgG サブクラスの測定を行

い、Th1(IgG2a/2c)もしくは Th2(IgG1)

の優位性を検討する。

(4) これらのマウスの脾細胞を５×10５

cell の割合で分画し ELISPOT 法にて

GAD65、GAD67 および各 site-specific

GAD 分子への T細胞反応を測定する。

(5) 上記各群のマウスの比較により、ヒト

GAD65 のそれぞれの site-specific 遺伝

子導入が１型糖尿病発症に関して発症

促進ないし抑制に作用するか否かを検

討する。なおヒト GAD65 とマウス GAD65

とは 95.7%のホモロジーがある。

(6) 糖尿病未発症および発症時点での上記 6

種類の免疫 NOD マウスの膵組織標本を

作成し、β細胞残存の程度、insulitis

スコア、さらに浸潤リンパ球サブセット

と GAD65/67 抗体の関連、認識部位との

関連を探る。

(7) マウスの飼育を継続し、定期的に経腹腔

的ブドウ糖負荷試験(2mg/g)を行い、糖

尿病の重症化の程度、重症化に至る期間

と GAD65/67 抗体の関連、認識部位の相

違との関連を探る。

(8) マウスの 30 週令での糖尿病累積発症率

と各 GAD65 エピトープ抗体価、IgG サブ

クラスの関連、認識部位の相違との関連

および T 細胞反応の変化を併せて検討

する。

(9) 発症予防効果のあった GAD65 分子に関

しては、さらに GAD65 部を短縮した DNA

コンストラクトを作成しこれを GAD65・

(-/-)・雌性 NOD マウスおよび通常の雌

性 NOD マウスに in vivo

electroporation 法にて免疫し、同様の

手法にてさらに特異的な部位を特定す

る。



(10)発症促進性 GAD65 分子に関しても、さら

に GAD65 部を短縮した cDNA もしくは

GAD67 とのキメラを作成し、これを

GAD65・(-/-)・NOD マウスに in vivo

electroporation 法にて免疫し、同様の

手法にてさらに特異的な部位を特定す

る。

Site-specific GAD65 分子での確認

(11)平成２０年度までの研究で明らかにな

った１型糖尿病の進展阻止能を発揮し

た GAD65 配列部位、発症促進性能を発揮

したGAD65配列部位の cDNAをpGEXに結

合し、これらと GST の融合蛋白を

E.coli(BL21)中で産生し、GST カラムに

て精製する。

(12)これらの融合蛋白を抗原としてELISA法

にて１型糖尿病患者血中のGAD抗体の認

識部位を明らかにする測定系を確立す

る。これらとそれぞれの病型を検討し、

多数例での１型糖尿病患者での認識部

位によるGAD65抗体の機能の相違を明ら

かにする。

(13)雌性 GAD65・(-/-)NOD マウスおよび皮下

に精製 GST/進展阻止能のある GAD65 蛋

白を Freund’ complete adjuvant とと

もに免疫し、平成２０年度と同様な指標

を用いてその発症・進展が阻止できるか

否かを検討する。

(14)雌性 GAD65・(-/-)NOD マウス皮下に精製

GST/発症促進性能のある GAD65

site-specific蛋白をFreund’complete

adjuvant とともに免疫し、⑬と同様にそ

の発症・進展が促進されるか否かを平成

２０年度と同様な手法で検討する。

Site-specific GAD65 分子を用いた劇症１型

糖尿病における GAD65 抗体の陽性者の解析

劇症１型糖尿病症例では約５％の頻度

でGAD65抗体が検出される（Imagawa A

et al., Diabetes Care 26:2345,2003）。

我々は既報のGAD65/GAD67キメラ分子

を用いた検討で、この劇症１型糖尿病

におけるGAD65抗体がGAD65分子の中心

部位（PLP site）を認識している成績

を得た（未発表）。この年度では平成

２１年度の成績をふまえ、GAD抗体陽性

の劇症１型糖尿病に特異的なGAD65エ

ピトープ同定と、その特異的な配列を

決定する。劇症１型糖尿病患者の第１

度近親者にはGAD65抗体、IA-２抗体、

その他膵特異的自己抗体陽性者がみら

れ、この研究は未発症者の発症予知、

予防に貢献するものと確信する。なお、

GAD65-DNAワクチンに関しては、長年の

共同研究者であるLernmark教授

（Malmoe, Sweden）と連携し、臨床応

用を視野にいれて進めていく。また他

施設へ出向中の田中昌一郎（非常勤講

師）も研究協力者として参加しこのプ

ロジェクトを進めていく。

４．研究成果

(1) Site-specific GADの遺伝子導入を

electroporation法にて雌性GAD65

（-/-）NODマウスに行った。導入した

GAD65（1-83aa）（以下 N-GAD65）cDNA,

GAD65(244-443aa) cDNA (以下

Center-GAD65) および

GAD65(443-585aa)(以下C-GAD65) cDNA

はいずれもELISPOT法にて

site-specificにT細胞反応を示した。

(2) 実験A（n＝10，対照n=10）：Site-specific

GAD 遺伝子導入による雌性 GAD65（-/-）

NOD マウスに site specific GAD65 cDNA

の 3種（前述）を electroporationした。



その結果，NGAD65, Center-GAD65 および

C-GAD65 にエピトープを有する GAD65 抗

体の産生が確認された。

(3) 3. 実験 B（n=7,対照 n=7）：A と同様に，

3 種の site-specific 蛋白をアジュバン

ドとともに免疫した雌性 GAD65（-/-）NOD

マウスでもそれぞれのエピトープを有

する GAD65 抗体の産生が確認された。

(4) 糖尿病累積発症率：実験（A）および実

験（B）における雌性 GAD65(-/-)NOD マ

ウスの 30 週令までの糖尿病の累積発症

率は対照に比べてやや低い傾向を示し

たが有意差はみとめなかった。また，

N-GAD65，Center-GAD65 および C-GAD65

投与群別にみても，実験 A，実験 B とも

3 群間に糖尿病発症率に有意差はみられ

なかった。

(5) 膵島炎およびβ細胞残存量：膵組織を検

討したところ，糖尿病発症時における膵

島炎の程度には差をみとめなかった。ま

たβ細胞残存量にも差はみられなかっ

た。
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