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研究成果の概要（和文）：C-ペプチドとインスリンB鎖9-23番ペプチドとの融合ペプチド（B9-23E）に対する末
梢血単核球の免疫応答をELISpot法で評価し、1型糖尿病の病態におけるB9-23E分子の免疫学的な役割を検討し
た。1型糖尿病患者（n=23）と2型糖尿病患者(n=19)では炎症に関わるinterferon-γのスポット数に差を認めな
かったが、免疫制御に関わるinterleukin-10については1型糖尿病患者の方がIL-10スポット数が多い傾向にあっ
た（P<0.08）。1型糖尿病の病態形成においてB9-23Eは免疫学的に重要な役割を担っている可能性がある。

研究成果の概要（英文）：The immune response of peripheral blood mononuclear cells to a fusion 
peptide (B9-23E) of C-peptide and insulin B chain peptides 9-23 was evaluated using the ELISpot 
method, and the immunological role of the B9-23E molecule in the pathogenesis of type 1 diabetes was
 investigated. There was no difference in the number of spots for interferon-γ, which is involved 
in inflammation, between patients with type 1 diabetes (n = 23) and those with type 2 diabetes (n = 
19). However, the former showed higher spot number for interleukin-10 (P<0.08), which is involved in
 immune regulation, than the latter. B9-23E may play an immunologically important role in the 
pathogenesis of type 1 diabetes.

研究分野： 糖尿病学

キーワード： 1型糖尿病　Hybrid insulin peptide　自己免疫　C-ペプチド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
1型糖尿病は膵β細胞の傷害によって絶対的なインスリン分泌欠乏に陥り高血糖の状態にいたる慢性代謝疾患で
ある。1型糖尿病はインスリン治療を行わないと生命を維持できない難病であり、一生涯インスリン治療を続け
る必要があることから、根治を目指した新たな治療法の開発が急務となっている。
本研究の結果、B9-23E分子は1型糖尿病の病態形成において免疫学的に重要な役割を担っている可能性が示唆さ
れた。特に病態形成の進展に対して抑制性に作用している可能性があることから、1型糖尿病の発症予防や進展
阻止を目的とした免疫療法（ワクチン療法）の標的分子として役立つものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

1 型糖尿病は膵 β細胞を標的とした細胞性免疫が関与する自己免疫疾患と考えられている。特
にインスリン B 鎖内の 9-23 番目のアミノ酸からなるペプチド（B9-23）ならびにその隣接ペプ
チドが 1 型糖尿病の主要な自己抗原であるとされてきた。しかし、自験例の結果、1 型糖尿病患
者において B9-23 関連分子に反応を示す割合は 35％程度と低く、他のインスリン関連分子の関
与について検討する必要があった。近年、欧米より、インスリン前駆体（プロインスリン）内の
C-ペプチドが 1 型糖尿病の新たな自己抗原である可能性が報告された。日本人においても C-ペ
プチドが 1 型糖尿病の発症に関与するのか？その免疫学的意義を明らかにすることを当初の目
的としていた。しかし、中間解析の結果、C-ペプチドに対して interferon(IFN)-γ産生性を示す
末梢血単核球がほとんど検出されないことが判明し、C-ペプチド分子に着目した検討を続ける
ことは現実的ではないと考えた。 
 
２．研究の目的 
上記の中間解析の結果を受け、C-ペプチドの新たな免疫学的関与の可能性について検討する

必要性が生じた。近年、C ペプチドと他の β細胞関連ペプチド（アミロイド, インスリン A 鎖な
ど）との融合ペプチド（Hybrid insulin peptide, HIP）が 1 型糖尿病の新たな標的抗原として欧
米で注目されている。しかし、日本人において HIP が 1 型糖尿病の発症に関わるか否かについ
てはこれまで未検討であった。そこで日本人 1 型糖尿病患者の末梢血リンパ球を用いて B9-23
と C-ペプチド内の一部のペプチドとの HIP である B9-23E に対する細胞性免疫応答能を評価
し、1 型糖尿病の病態形成における（標的抗原としての）B9-23E の免疫学的機構を明らかにす
ることを目的とし、本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 
1） 埼玉医科大学病院内分泌内科・糖尿病内科通院中の日本人糖尿病患者（18 歳～80 歳）を対

象とし、事前に当院 IRB で承認を受けた説明文書を用いて本研究内容を説明し同意を得た
42 名（1 型糖尿病患者：23 名、2 型糖尿病患者：19 名）を対象として解析を進めた。表 1
に患者背景を示す。 

 
2） 既報 1）をもとに、インスリン B 鎖 9-23 番ペプチド（B9-23：以下①）ならびに B9-23 分子

と相同性の高い B9-23 関連 HIP（B9-23E：以下②）を合成し刺激抗原として用いた。 
刺激抗原 

① SHL VEA LYL VCG ERG（インスリン B 鎖 9-23 番分子：B9-23）  
② SHL VEA LYL VCG EEG（インスリン B 鎖 9-23 番分子のうち、22 番目をアル 

ギニン（R）からグルタミン酸（E）に置換した B9- 
23 関連 HIP 分子：B9-23E） 

 
3） 対象者の末梢血単核球を用いて、各抗原に特異的に反応する単核球（≒リンパ球）の免疫応

答能を抗原特異的 Enzyme-linked immunosorbent spot（ELISpot）法で解析し、1 型糖尿
病における B9-23E 特異的免疫応答の有無を検討した。具体的には、単離単核球浮遊液
（1×10^6 個/mL）250μLに各抗原を添加（最終濃度：10μg/mL）し、ELISpot プレートの
各 Well 内で 3 日間培養した。その際、抗原刺激を増幅させるため、あらかじめ抗 CD28 抗
体を培養液中に追加した（最終濃度：3μg/mL）。続いて、炎症性サイトカインの IFN-γな
らびに免疫制御に関わる interleukin(IL)-10 産生単核球を ELISpot キットの取説に従って
Well のメンブレン上で可視化し、単核球 25 万個あたりのスポット数をカウントした。こ
れによって、末梢血中における標的単核球の頻度を評価することが可能となった。 

 
4） 診療録情報（年齢、性別、罹病期間、糖尿病の病型、発症様式、血糖値、HbA1c 値、自己

免疫性甲状腺疾患を含む各種合併症・併発症の状況、治療内容等）や各種 1 型糖尿病関連
自己抗体、1 型糖尿病の疾患感受性ならびに抵抗性に関わる human leukocyte antigen
（HLA）、血清サイトカイン・ケモカイン（IFN-γ、IL-10 など）の濃度［いずれも Enzyme-



linked immunosorbent assay（ELISA）法で測定］などをデータベース化し、B9-23E 特
異的免疫応答の結果と突き合わせて解析することによって、1 型糖尿病の病態形成におけ
る B9-23E の免疫学的機構について考察した。 

 
４．研究成果 
1） B9-23E 特異的な IFN-γ(炎症促進)、IL-10(炎症抑制)産生単核球が 2 型糖尿病患者と比べて

1 型糖尿病患者の末梢血中で増加傾向（IFN-γ；P<0.06 by Mann-Whitney U-test、図 1）
あるいは有意な増加（IL-10；P<0.05 by Mann-Whitney U-test、図 2）がみられた。以上
より、1 型糖尿病では B9-23E に対する細胞性免疫応答が存在しており、病態形成において
重要な役割を担っている可能性が示唆された。 

 
2） 1 型糖尿病患者のみを対象として罹病期間 1 年未満群と 1 年以上群に分けて B9-23E 特異

的な細胞性免疫応答を比較したところ、IFN-γ産生単核球については IFN-γスポット数に
ついて両群間に有意な差を認めなかったが（図 3）、IL-10 産生単核球については罹病期間
1 年未満群の方が 1 年以上群と比べて IL-10 スポット数が多い傾向を示した（P<0.08 by 
Mann-Whitney U-test、図 4）。 

 
IFN-γ については、1 型糖尿病の病態が慢性的かつ持続的であること示唆する所見と考え
られた。一方、IL-10 については急性発症 1 型糖尿病の発症早期にしばしば観察されるハネ
ムーン期（一時的にインスリン必要量が少なくなる時期）の病態との関連性が示唆された。
そこで、急性発症 1 型糖尿病患者に限定して同様の検討を行ったが、症例数が十分ではな
く、IFN-γ、IL-10 のいずれにおいても有意な所見は得られなかった（データ未掲載）。 

 
3） その他（罹病期間以外）の各種診療録情報（臨床パラメータ）についても、IFN-γや IL-10

スポット数との間に有意な相関は認められなかった。 
 
【結論】 
本研究の結果、インスリン分子と C-ペプチド分子との HIP である B9-23E に対する細胞性免

疫応答が 1 型糖尿病の病態形成において重要な役割を担っている可能性が示唆された。B9-23E
に対する免疫制御性応答の誘導が 1 型糖尿病の発症予防や進展抑制に役立つ可能性があり、将
来的には B9-23E を用いた免疫ワクチン療法の開発につながることが期待される。 
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