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研究成果の概要：アミラーゼ自己抗体を検出する ELISA を確立し、種々の膵疾患での陽性率

を検討した。その結果劇症１型糖尿病では８８％で陽性であったが、２型糖尿病では６％に留

まった。一方、自己免疫性膵炎でもほぼ１００％で陽性であった。膵腫瘍、アルコール性膵炎

患者等ではほぼ全例陰性であることが判明した。以上の結果はアミラーゼ自己抗体は劇症１型

糖尿病および自己免疫性膵炎に特異的に産生され、両疾患の診断に有用であることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

劇症１型糖尿病は非自己免疫性１型糖

尿病（タイプ１B 型）の亜型として本邦よ

り提起された病型であり、急激な発症・ケ

トアシドーシスの存在・GAD 抗体や IA-2

抗体などの膵島関連抗体が陰性などの特

徴を有する。劇症１型糖尿病は本邦におけ

るケトアシドーシスを示した１型糖尿病

の２０％を占めるとも言われ、極めて重篤

な１型糖尿病であり、その早期診断法の確

立及び成因の解明は緊急の課題である。 

 現在、劇症１型糖尿病の成因は全く不明

である。従来、コクサッキーB4 ウイルス、

パルボ B19 ウイルス, ヘルペス６型ウイル

スなど感染説があるが膵島でのウイルス

存在の証明はなく、一定の見解は得られて

いない。 

 本症の発症は急激であるが血清 C ペプ

チドレベルより検討した我々の解析では

発症時の膵β細胞機能は著明に低下して

おり、その後再生機転も認められないなど、

発症時点で病像が完成しているとも考え

られる(Diabetes care 27, 1936, 2004)。一方、

申請者らは本症の剖検例において膵島に

著明なリンパ球浸潤を認めること（N Engl 

J Med 342: 1835, 2000）、さらに本亜型の発

症は HLA-DQ 拘束性であること(Diabetes 

care, 25; 2320, 2002)などを報告してきた。

また、その後多症例の劇症１型糖尿病患者

の発症時の血清を用い、これら患者血中に

自己抗体が存在するか否かの検討を行っ

てきた。その結果、Western Blot 法により

複数例におい培養膵β細胞を特異的に認

識する例のあることを確認している。これ

らの事実は劇症１型糖尿病の発症に何ら

かの自己免疫機転が関与することを強く

示唆するものであり、最近、インターフェ

ロンγ誘導性蛋白やTリンパ球の解析など

からこれを支持する成績も多い。従って、

本病型の成因に自己免疫が関与すること

を明らかにし、その抗原を解明することは

劇症１型糖尿病の病態解明や新たな診断

法の樹立に極めて重要と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 

申請者らは劇症１型糖尿病における自己免

疫の関与およびその対応抗原を見いだすべ

く、患者血清を用いて、ヒト膵 cDNA ライ

ブラリーのスクリーニングを行い、陽性ク

ローンの cDNA 塩基配列の解析の結果、膵

アミラーゼと一致したことより、本蛋白が

自己抗原であるとの結果を得た。そこで、

アミラーゼ自己抗体の産生と劇症１型糖

尿病の病因への関与を検討するとともに、

本自己抗体の検出系を確立し、劇症１型

糖尿病や自己免疫性膵炎の早期診断法の

確立、並びに臨床的な指標となりうるか

否かを検討する事を目的とする。 
 
 

３．研究の方法 

（1） ヒトアミラーゼ cDNA（第２９９—第

５１２コドン）を pTrcHisA に挿入し、

さらに E.coli BL21 株にトランスフォー

ムし、大腸菌内でリコンビナント蛋白を

産生させる。その後菌体を溶解し 

HisBond カラムにて、産生リコンビナン

ト全長蛋白を得る。これを用いて抗体特

異性を Western blot 法で確認するとと

もに、cDNA を用いた in vitro 

translation 法にて作成した蛋白での

免疫沈降法にても確認する。 

次に、リコンビナン蛋白を抗原として



ELISA プレートにコートし、アミラーゼ

自己抗体検出系を確立する。即ち、患者血

清とプレート中抗原と反応後、ペルオキシ

ダーゼ標識抗ヒト IgG を二次抗体とする

自己抗体検出 ELISA システムを樹立する。 

 

（2） ELISAシステムにて、劇症１型糖尿

病患者における本自己抗体の頻度、臨

床経過との関連等を検討する。さらに、

１a型糖尿病（急性発症１型，緩徐進行

１型）、２型糖尿病での頻度・関連等

についても調査する。また慢性膵炎（ア

ルコール性、自己免疫性）や膵腫瘍患

者での陽性率や全身性エリテマトーデ

ス、慢性関節リウマチなどの抗原病患

者での陽性率を検討し、本自己抗体の

有用性を確認する。これらの血清は患

者のinfromed concentを得て凍結保存

しているものを使用する。 

 
４．研究成果 
 
  劇症１型糖尿病では８８％で陽性であ   

ったが、急性発症１型糖尿病では２１％にの

み陽性、２型糖尿病では６％に留まった。 

  一方、自己免疫性膵炎でもほぼ１００％

で陽性であった。膵腫瘍、アルコール性膵炎

患者等ではほぼ全例陰性であることが判明

した。以上の結果はアミラーゼ自己抗体は劇

症１型糖尿病および自己免疫性膵炎に特異

性が高くに、両疾患の診断に極めて有用であ

ることが示された。 

  一方、劇症１型糖尿病では発症直後抗体

価が最も高く、経時的に本抗体価が漸減する

ことが判明した。自己免疫性膵炎では未治療

では抗体価は高力価が持続するが、副腎皮質

ホルモンの投与により症状の改善とともに、

著明に本抗体価が低下することも明らかと

なった。以上よりアミラーゼ自己抗体の検出

は劇症１型糖尿病・自己免疫性膵炎の診断の

みならず、臨床経過判定にも有用である事が

明らかとなった。 
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