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研究成果の概要（和文）： 

ネコにおいて抗インスリン自然自己抗体が存在し、それがIgGであることが明らかとなってきて
いる。この抗インスリンIgGの意義を検討する目的で、ネコにおいて抗インスリンIgGを定量する
ためのサンドイッチELISA を開発し、その精度を検討した結果、インスリン結合IgGを十分に測
定できることが確認された。この測定法を使用して、成イエネコ130例および他のネコ科動物（ラ
イオン、ヒョウ、ユキヒョウ、ボブキャットおよびリンクス）11例について血漿抗インスリンIgG
濃度を測定した。イエネコおよびネコ科動物のすべての検体から80～4884 µg/mlの抗インスリン
IgGが検出された。抗インスリンIgG濃度は、痩せ型のネコにおいて高く、総IgG濃度と正の相関
関係にあったが、血糖値や血漿インスリン濃度とは無関係であった。糖尿病ネコでは、抗インス
リンIgGは若干高い濃度を示したが、正常ネコの範囲内に含まれていた。新生児ネコの臍帯血に
は、抗インスリンIgGはほとんど存在せず、哺乳後に抗インスリンIgG濃度が上昇した。この抗イ
ンスリン移行抗体は、哺乳期間中に徐々に減少したが、離乳期（食物が乳からキャットフードに
変わる時期）に抗体濃度が上昇した。 

ウシインスリンを固定したカラムによるアフィニティークロマトグラフィーにより、抗イン
スリン IgG を分画した。分画された抗インスリン IgG に対してプレートに結合させたウシイン
スリンの部分ペプチドを競合させ、抗原認識部位を決定した（エピトープマッピング）。抗原認
識部位は、A鎖および B鎖の両端の親水性の高い部位であることが推定された。 

高速液体クロマトグラフィーにより、ネコ血清中の抗インスリン IgG を分画し、4 つのピー
クが検出された。このうち最も濃度の高い分画を用いてネコ由来培養脂肪細胞におけるリン酸
化チロシンタンパク質を検出したところ。IgG と結合したインスリンを加えた場合は、遊離イ
ンスリンを加えた場合よりも強いリン酸化反応が検出され、抗インスリン IgG がインスリンの
働きを強める可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   It has been revealed that there have been anti-insulin natural auto anti-insulin 
antibodies in serum of cats, and those were the IgG. To clarify the significance of 
anti-insulin IgGs, we developed a sandwich ELISA for determination of the IgGs in 
serum of cats. The accuracy of the ELISA was sufficient for determination of 
insulin-bound IgG concentrations. By used of this ELISA, we determined plasma 
anti-insulin IgG concentrations in 130 domestic cats and 11 other felidae (lions, 
leopards, snow leopards, bobcats and lynx). Anti-insulin IgGs were detected in ranges 
from 80 to 4,884 μg/ml in all individuals. Anti-insulin IgG concentrations were high in 
lean cats, and correlated positively with total IgG concentrations, but not with plasma 
glucose and insulin concentrations. In cats with diabetes mellitus, plasma anti-insulin 
IgG concentrations were slightly high, but within the range of normal cats. 
Anti-insulin IgGs were not detected in cord blood of newborn kittens, and increased 
after suckling. These maternal antibodies decreased gradually during suckling period, 
and reversed the falling trend at weaning.  
   Anti-insulin IgGs were fractionated by affinity chromatography with a column fixed 
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bovine insulin. Epitope mapping was carried out by use of partial peptides of bovine 
insulin. The antigen-recognition parts were extrapolated hydrophilic terminals of A 
and B chains of insulin molecule.  

Serum anti-insulin IgGs were divided into 4 fractions by high performance liquid 
chromatography. By use of a fraction with highest peak, we detected a phosphorylated 
tyrosine proteins in cultured adipocytes derived from the cat. The phospholylation was 
stronger after addition of the IgG-binding insulin than free insulin, suggesting that the 
anti-insulin IgG might enhance the action of insulin.  
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１．研究開始当初の背景 
「自己抗体」は自己免疫疾患の発症に重要

な役割を演ずる。ヒトでは、抗インスリン抗
体は 1型糖尿病の原因となるが、ネコの糖尿
病は自己免疫疾患ではないとされ、ネコにお
ける自然自己抗体に関する報告はない。我々
はネコにおける血清インスリン濃度の ELISA
を確立する過程で、正常ネコ血清中に自己イ
ンスリンと結合する抗体が存在することを
発見した。アフィニティークロマトグラフィ
ーを用いたネコ血清中のインスリン結合タ
ンパク質精製により、 IgG の H 鎖と L鎖に対
応する分子量にバンドを認め、さらに抗ネコ
IgG 抗体を用いた ELISA により、精製タンパ
ク質中に IgG の存在を確認した。 

これらの結果は、正常ネコ血清中にインス
リンと結合する IgG が存在することを示す。
自己抗原を認識する IgGは細胞障害性がある。
しかしネコでは、自己免疫性膵島炎は観察さ
れない。このことは、ネコでは抗インスリン
自己 IgG が細胞障害性がないか、あるいは膵
島細胞の保護機構が存在する可能性を示唆
する。逆に、インスリンの半減期延長等、抗
インスリン抗体が生理的に有用である可能
性もある。いずれにしても、ネコにおいて抗
インスリン自然自己抗体が無駄に存在する
とは考えられず、何らかの機能を有すると思
われるが、現時点ではまったく不明である。 
 
２．研究の目的 

正常ネコ血清には、抗インスリン自然自己
抗体が多量に存在する。抗インスリン抗体は、
ヒトやイヌでは一般に I 型糖尿病の原因と
なるが、ネコでは健康個体が抗インスリン抗
体を保有することから、ヒト等とは異なる機
能を有すると考えられる。本課題は、ネコに
おける抗インスリン自然自己抗体の生理的
役割や臨床的意義を解明することを目的と
する。この研究により、ネコの糖代謝機構を
解明できると共に、糖尿病の病態解明に貢献
できる。 
３．研究の方法 
1）抗インスリン自然自己抗体の結合親和性
および結合特異性を検討する。 
2）抗インスリン抗体が認識する抗原部位を
決定する。 
3）抗インスリン抗体と結合したインスリン
の生物活性を検討する。 
4） 新生児ネコから継時的に採血し，その発
育課程における抗インスリン抗体の変化を
検討する。 
5）各種疾病ネコにおける抗インスリン抗体
の差異を検討する．特に肥満あるいは糖尿病
などのインスリン関連疾病を重点的に検討
する。 
6）ライオン，トラ，ヤマネコ等のネコ科動
物における抗インスリン抗体保有の有無を
検討する。 
 
４．研究成果 



1) 抗インスリン自然自己抗体を定量するた
めのサンドイッチELISA を開発し、その精度
を検討した結果、インスリンと結合している
IgGを十分に測定できることが確認された。こ
の測定法を使用して、成イエネコ130例および
他のネコ科動物（ライオン、ヒョウ、ユキヒ
ョウ、ボブキャットおよびリンクス）11例に
ついて血漿抗インスリンIgG濃度を測定した。
すべての検体から80～4884 µg/mlの抗インス
リンIgGが検出された。抗インスリンIgG濃度
は、痩せ型のネコにおいて高く、総IgG濃度と
正の相関関係にあったが、血糖値や血漿イン
スリン濃度とは無関係であった。糖尿病ネコ
では、抗インスリンIgGは若干高い濃度を示し
たが、正常ネコの範囲内に含まれていた。 
2)新生児ネコから継時的に採血し、抗インス
リン自己抗体の変化をELISA により測定した。
臍帯血には、抗インスリンIgGはほとんど存在
せず、哺乳後に抗インスリンIgG濃度が上昇し
た。この抗インスリン移行抗体は、哺乳期間
中に徐々に減少したが、離乳期（食物が乳か
らキャットフードに変わる時期）に抗体濃度
が上昇した（論文投稿中）、 
3) ウシインスリンをカラムに固定し、ネコ
血清を流すことでネコ抗インスリン自己抗
体を結合させ、溶出液の PH の変化等による
アフィニティークロマトグラフィーを行っ
た。各分画の抗インスリン自己抗体に対して
プレートに結合させたウシインスリンの部
分ペプチドを競合させ、抗原認識部位を決定
（エピトープマッピング）した。抗原認識部
位は、A 鎖および B 鎖の両端の親水性の高い
部位であることが推定された。 
4）高速液体クロマトグラフィーにより、ネ
コ血清中の抗インスリン IgG を分画し、4 つ
のピークが検出された。このうち最も濃度の
高い分画を用いてネコ由来培養脂肪細胞に
おけるリン酸化チロシンタンパク質を検出
したところ。IgG と結合したインスリンを加
えた場合は、遊離インスリンを加えた場合よ
りも強いリン酸化反応が検出され、抗インス
リン IgGがインスリンの働きを強める可能性
が示唆された。 
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