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研究成果の概要（和文）：劇症１型糖尿病において Amylaseα-2A (AMY)に対する自己抗体が産

生され、これを高感度・高特異的に検出して、本疾患の迅速診断を試みてきた。今回合成ペプチドを

作成し、これらを抗原とする ELISA 系を構築し、さらに AMY をマウスに免疫しその病因を検討した。

その結果、AMY の C 端側よりに相当する部位のペプチド７を用いた時に、本症をより高感度・高特異

的に検出できることが判明した。また、AMY 免疫マウスではリンパ球浸潤を伴う膵炎が惹起された。

研究成果の概要（英文）：Fulminant type 1 diabetes mellitus (FT1DM) is a subtype of T1DM, which
frequently induces diabetic ketoacidosis. However, no useful marker for rapid diagnosis of FT1DM
exsist. We reported that patients with FT1DM have an autoantibody against Amylaseα-2A (AMY),
and developed a enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for detecting the antibody. Because
background in the system is relatively high, so, we have improved ELISA using synthetic peptide
corresponding AMY as a new antigen. When we employed peptide-7 as an antigen, we obtained good
results for detecting AMY autoantibody from patients with FT1DM (sensitivity 94.3%, specificity 93.7%
by ROC analysis), which might applicable for clinical use for rapid diagnosis of FT1DM.
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１．研究開始当初の背景
劇症１型糖尿病は急激に発症する極めて重

篤な糖尿病であり、その迅速な診断法の確立及
び成因の解明が急務である。本疾患では GAD
抗体は通常陰性であり、グリコヘモグロビン A1c
も正常域にあるため、診断に難渋することも多く、
有用なマーカーも存在していなかった。申請者

らは本疾患において Amylaseα-2A (AMY)に
対する自己抗体が産生され、この検出が診断に
寄与しうる可能性を報告してきたが、比較的
background が高く、低力価抗体の検出に難が
あり、より高感度に検出可能なように測定系の改
良が求められていた。
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２．研究の目的
本研究では AMY 自己抗体検出による劇症

１型糖尿病の迅速診断法を確立し、発症早期
の病態を詳細に把握・解析し、さらに AMY
をマウスに免疫することにより本症発症機
序における AMY 自己抗体の意義を明らかに
することを目的とする。

３．研究の方法
従来 Human Amylaseα-2A のアミノ酸

No. 299 より No.512 に相当する部位を抗原
としてELISA法を実施して来たが、バックグラ
ウンド値が高く、測定プレートや測定緩衝液等
を検討したが、上記抗原自体に非特異結合
が認められるとの結論に至った。そこで、
Human Amylaseα-2A（No. 299 - No.512）
に相当する種々の合成ペプチドを作成し、こ
れらを抗原とする ELISA を実施し、より高感
度・高特異性の測定系を確立する。また、併
せて劇症１型糖尿病患者の AMY 自己抗体
のエピトープの解析を検討を行う。
さらに AMY(299-512)をマウスに免疫し、膵

形態、耐糖能、インスリン分泌能などを検討す
ることにより、その意義につき検討する。

４．研究成果
AMY 自己抗体検出のための ELISA（原

法）ではヒト AMY の No. 299 より No.512 ア
ミノ酸に相当するリコンビナント蛋白を抗原とし
て使用していた。今回、これらをN 末端より２１
〜２５アミノ酸より構成される９領域に分割し、
各々に相当するペプチドを合成した（ペプチ
ド No.1〜No.9）。No.1〜No.9 ペプチドを抗
原として用いた ELISA の結果を図１に示す。

図１
横軸には使用した合成ペプチドのナンバー
(Ag No.)を、立て軸は吸光度を示す。
PC: 高力価陽性患者血清、Y2:中力価度陽性
患者血清、Y2: 陰性患者血清、
N15: 正常血清

ペプチドNo.1, No.3は非特異的結合が強く、
この領域がELISA（原法）でのbackbroud高
値に関与していることが推定された。一方、ペ
プチド No.2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 を用いた ELISA
では、いずれも高力価陽性血清（PC）で高値
を示したが、その titer は各々のペプチドで異
なり、エピトープが広く分布していることが判明
した。一方、中力価陽性血清用いた場合、ペ
プチドNo.7 抗原のみに反応しており、他のペ
プチドでの反応は認められなかった。このこと
は、同じ AMY 自己抗体陽性劇症１型糖尿病
患者でも、エピトープが異なることを示してい
る。
以上の結果より、ペプチド-７を抗原として用

いた結果が ELISA（原法）とよく一致しており、
以後ペプチド-７を使用して検討を行うことに決
定した。そこで、原法確立の際使用した血清
を用いて再検討を行ったところ、劇症１型糖尿
病患者中の自己抗体を、高感度・高特異的に
検出できることが判明した（感度 94.3%, 特異
度 93.7%）。
以上の結果より、合成ペプチドを用いることに

より劇的にバックグラウンド値が低下し、十分臨
床応用可能なレベルとなった。また、本症患者
での AMY 自己抗体は C 端側近傍にあることが
判明した。
一方、AMY 免疫マウスでは２ヶ月後、リンパ球

浸潤を伴う膵炎、膵島周囲炎が観察されたリン
パ球は主に膵管周囲や膵島周囲に存在し、病
初期である可能性が示唆された。この時点では
空腹時血糖や糖負荷後の血糖に免疫群とコント
ロール群に有意な差は存在せず、免疫方法や
免疫後の期間などをさらに検討すべきと考えら
れた。
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