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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病の新規自己抗体であるZnT8抗体の臨床的意義を検討する目的で、6つのZnT8/ZnT3
キメラcDNAを作成しZnT8抗体の認識部位を検討した。その結果、1型糖尿病の発症年齢と関連するZnT8のC末端10残基で
形成する3次元エピトープを同定した。
また、ZnT8抗体と1型糖尿病の病型、罹病期間との関連を調べ、ZnT8抗体は急性発症1型糖尿病および小児発症1型糖尿
病に高率に検出される一方、成人発症1型糖尿病ではZnT8に対する液性免疫反応が長期間残存することが明らかになっ
た。
さらに、新規ZnT8抗体測定法（ELISA法）の臨床的評価も行った。

研究成果の概要（英文）：In order to examine the clinical significance of ZnT8 autoantibodies in type 1 dia
betes, six ZnT8/ZnT3 chimeric cDNA were created and ZnT8 autoantibody epitopes were analyzed.  As a result
, the carboxy-terminal 10 amino acid residues in ZnT8 contribute to conformational epitope(s) that is asso
ciated with acute-onset and younger-onset type 1 diabetes.  
Although prevalence of ZnT8 autoantibodies was higherin acute-onset or younger-onset patients at disease o
nset, it persisted in adult-onsetpatients.  
Furthermore, we have evaluated a newly developed ZnT8 autoantibody ELISA.
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１．研究開始当初の背景 

1 型糖尿病は細胞傷害性 T 細胞により膵β
細胞が破壊されインスリンの絶対的不足に
陥る自己免疫疾患で、これまでに我々は日本
人 1 型糖尿病および他の自己免疫疾患におけ
る膵島関連自己抗体（IAA、GAD65 抗体、IA-2

抗体）の臨床的意義や標的抗原エピトープの
検討に精力的に取り組み、自己免疫性（1A

型）糖尿病の診断および病型分類、発症・進
展過程における膵島関連自己抗体解析の有
意性について世界に向けて発信してきた
（Diabetologia 35: 748-752, 1992; Diabetes 43: 

80-86, 1994; Diabetes 45: 926-933, 1996; 

Diabetes 45: 1344-1349, 1996; J Clin Endocrinol 

Metab 82: 375-380, 1997; Diabetes 47: 733-742, 

1998; J Autoimmun 17: 323-331, 2001）。1 型糖
尿病は臨床的に劇症型、急性発症型、緩徐発
症型の病型がありそれぞれ病因は異なって
いると推定されている。国外では、膵島関連
自己抗体の組み合わせ解析による高リスク
者の同定に基づいた急性発症 1 型糖尿病の発
症予防介入試験（DIPP、DPT-1 など）や緩徐
発症 1 型糖尿病（別名 Latent Autoimmune 

Diabetes in Adults; LADA）の自然史の解析な
らびに GAD65 蛋白を用いた進展予防介入試
験の多施設共同研究（ACTION LADA：
www.actionlada.org ； Agardh CD et al. 

Diabetologia 52:1363-1368, 2009）が進められ
ている。しかし、これまでの膵島関連自己抗
体の 1A 型糖尿病の診断、発症予知における
限界も指摘され、第 4 の膵島自己抗原の発見
が待たれていた。研究協力者の John Hutton

（University of Colorado at Denver and 

Health Sciences Center, Colorado, USA）ら
は、2007 年に、膵島の microarray expression 

profiling により 1 型糖尿病の新規自己抗原と
して膵β細胞に特異的に発現する亜鉛トラ
ンスポーター（ZnT8）を同定し、ZnT8 抗体
が GAD65 抗体、IAA、IA-2 抗体と独立した 1

型糖尿病の自己抗体であること、さらに 1 型
糖尿病の第 1 度近親者における検討で 1 型糖
尿病の優れた発症予知マーカーであること
を明らかにした（PNAS 104: 17040-17045, 

2007; Diabetologia 53:517-524, 2010）。一方、
我々は日本人に多い緩徐発症 1 型糖尿病の進
行予測に GAD65 抗体価、GAD65 抗体エピト
ープ、および ZnT8 抗体を含む膵島関連自己
抗体の重複陽性の 3 つの因子が重要であるこ
とを明らかにした（J Clin Endocrinol Metab 

95: 707-713, 2010）が、より特異的な予知法の
開発が課題として残った。 

 

２．研究の目的 

1 型糖尿病や他の自己免疫疾患における免
疫療法のめざましい進歩の一方で、治療対象
者を適確に選定できる液性免疫および細胞
性免疫指標の開発が望まれている。1 型糖尿
病における自己免疫現象のひとつに膵島関
連自己抗体があり、インスリン、グルタミン
酸脱炭酸酵素（GAD65）、チロシンホスファ

ターゼ関連蛋白（IA-2）がその標的抗原とさ
れていた。IA-2 の発見以来 13 年ぶりに、膵
β細胞に特異的に発現し亜鉛のホメオスタ
ーシスの調節機構に携わるトランスポータ
ー（ZnT8）が、1 型糖尿病の新規自己抗原と
して研究協力者の John Hutton（Barbara 

Davis Center for Childhood Diabetes, 

Colorado, USA）らにより同定され、その自
己抗体（ZnT8 抗体）が GAD65 抗体、イン
スリン自己抗体（IAA）、IA-2 抗体と独立し
た 1 型糖尿病の優れた発症予知・診断マーカ
ーであることが明らかにされた（PNAS 104: 

17040-17045, 2007）。本研究では、ZnT8 抗
体エピトープのファインマッピングにより 1

型糖尿病患者の病型、フェノタイプによる相
異を検討すると共に緩徐発症 1 型糖尿病にお
けるインスリン依存状態への高感度進展予
知法を開発し、進展阻止への応用を行うこと
を目的とする。 

 

３．研究の方法 

ヒト ZnT8 cDNA を用いて、最も陽性率が
高く Signal/Noise 比の高い cDNA fragment を
使用した高感度 ZnT8 抗体測定系を我々の開
発した radioligand binding assay（J Autoimmun 

13: 257-265, 1999）の技術を用いて確立し、
ZnT8 と ZnT3 とのキメラ蛋白や ZnT8 のラン
ダムファージディスプレイライブラリーを
作製し、緩徐発症 1 型糖尿病におけるインス
リン依存状態への進展予知の可能性を検討
するとともに、エピトープ特異的抗体のマス
スクリーニング的測定システムを確立する。  

まず、ZnT8 と構造が類似しているが ZnT8

抗体に認識されない ZnT3 とのキメラ蛋白を
用いて、自己免疫疾患および 1 型糖尿病発症
後の ZnT8 に対する免疫反応の経時的変化を
エピトープレベルで検討。さらに、ファージ
の表面に ZnT8 ペプチドを発現させたランダ
ムファージディスプレイライブラリーを作
製して、患者レベルでの ZnT8 抗体エピトー
プのファインマッピングとその経時的変動
を網羅的に解析。解析対象として、1 型糖尿
病および他の自己免疫疾患患者の保存血清
ならびに我々が 1型糖尿病の発症直後から 10

～20年に渡り追跡調査している急性発症 1型
糖尿病および緩徐発症 1 型糖尿病患者の保存
血清を使用。次に、緩徐発症 1 型糖尿病にお
けるインスリン依存状態への進展と関連す
るペプチドエピトープを患者の臨床経過を
基に同定し、エピトープ特異的抗体のマスス
クリーニング的な測定システムを確立。 

 
４．研究成果 
1. ZnT8/ZnT3キメラ蛋白の作成と ZnT8抗
体エピトープの解析： 

（1）1 型糖尿病患者の自己抗体が ZnT8 の
立体構造を認識する場合、ペプチドライブ
ラリーではエピトープが同定できない可能
性があるため、立体構造を保持するために
ZnT8 と ZnT3 とのキメラ蛋白を作成し、1



型糖尿病発症時の ZnT8 抗体エピトープを
検討した。 

（2）ZnT8 と ZnT3 の細胞内領域をコード
する cDNA を用いて 6 つの ZnT8/ZnT3 キメ
ラ cDNA を作成し expression vector へ挿入
し radioligand binding assay によりエピトー
プ解析をおこなった。 

（3）ZnT8 の C 末端 aa360-369（10 残基）
を ZnT3 の相同部分に置換したところ、約
40%の 1 型糖尿病患者で aa325 との反応が
消失した。 

（4）しかし、ZnT8 の C 末端 aa358-369 を
有するキメラ蛋白にはすべての血清が反応
せず、このエピトープは 3 次元構造を認識
していることが分かった。 

（5）3 次元エピトープを有する患者の頻度
は急性発症 1 型糖尿病で高く、1 型糖尿病
の発症年齢が有意に低かった。 

2. ZnT8 抗体における aa325 と 1 型糖尿病
のフェノタイプ： 

（1）平成 23 度に作成した ZnT8/ZnT3 キメ
ラ cDNA を用いて、radioligand binding assay

により 1 型糖尿病発症時の ZnT8 抗体エピ
トープを検討した。 

（2）使用した 1 型糖尿病の検体は、急性発
症 1 型糖尿病（81 例）、緩徐発症 1 型糖尿
病（30 例）、劇症 1 型糖尿病患者（85 例）
の発症時に得られた血清である。 

（3）その結果、58%の急性発症 1 型糖尿病
患者および 20%の緩徐発症 1 型糖尿病にお
いて ZnT8 抗体が検出されたが、劇症 1 型
糖尿病患者には検出されず、劇症 1 型糖尿
病のマーカーとしては有用でないことが明
らかとなった。 

（4）ZnT8 の 325 番目のアミノ酸を Arg/Trp

から Gln へ変更したところ、10 歳以上発症
例の 59%で反応が消失したが、10 歳未満発
症例においては 33%と有意に低かった。 

（5）1 型糖尿病の発症年齢により ZnT8 に
対する液性免疫反応が異なることが明らか
になった。 

3. ZnT8 抗体 3次元エピトープの解析： 
（1）平成 24 年度 ZnT8 の C 末端 aa360-369

（10 残基）と aa325 が立体エピトープを形
成していることが明らかになったため、
ZnT3 268-357/ZnT8 358-369 のキメラ蛋白の
aa325 を ZnT3 のアミノ酸から ZnT8 のアミ
ノ酸（R/W）に site-directed mutagenesis によ
り置換した。 

（2）新たに作成したZnT3 268-357/ZnT8 

358-369 (325R)またはZnT3 268-357/ZnT8 

358-369 (325W)を用いて1型糖尿病患者血清

との反応を検討したが、いずれの血清も反応

を示さなかった。 

（3）以上から ZnT8 の C 末端 aa360-369（10

残基）と aa325 が形成する 3 次元エピトー
プには周囲のアミノ酸も関与し、ZnT8 抗体
エピトープが aa325 だけに依存しているの

ではないことが明らかとなった。 

4. ZnT8抗体と 1型糖尿病の病型、罹病期
間との関連： 

（1）平成 24 年度までに確立した ZnT8 抗
体測定法および 1 型糖尿病発症時からの
保存血清を用いて ZnT8 抗体の陽性率を
罹病期間ごとに検討した。 

（2）使用した 1 型糖尿病の検体は、急性
発症 1 型糖尿病 214 例（小児発症；≦15

歳、108 例）、成人発症；＞15 歳、106 例）
より得られた血清である。 

（3）小児発症の陽性率は発症時 66.7%、
罹病期間 0-3 年 32.3%、4 年以上 15.4%と
罹病期間とともに速やかに低下し、4 年
以上の陽性率は IA-2抗体に比べ有意に低
かった。一方、成人発症例では 36.8%、
38.2%、21.1%と遷延化していた。 

（4）成人発症 1 型糖尿病では ZnT8 に対
する液性免疫反応が長期間残存すること
が明らかになった。 

5. 新規 ZnT8 新規抗体測定法の評価： 
（1）英国の RSR 社により ZnT8 抗体の新
規 ELISA法が開発されたのをきっかけに、
一般臨床における ZnT8 抗体測定を目的
として、我々の radioligand binding assay

（RBA）と比較検討した。 

（2）使用した検体は、1 型糖尿病患者 114

例（急性発症 60 例、緩徐発症 42 例、劇
症 12 例 ） お よ び IASP2012 （ Islet 

Autoantibody Standardization Program）にお
ける急性発症 1 型糖尿病 50 検体である。 

（3）ELISA-ZnT8 抗体の陽性率は、急性
発症 71%、緩徐発症 29%、劇症 0%であ
り RBA-ZnT8 抗体とほぼ同様の結果であ
った。ELISA-ZnT8 抗体陽性を規定する独
立因子は、20 歳以下発症（OR 15.91、
P<0.0002）、急性発症（OR 3.38、P<0.019）、
IA-2 抗体陽性（OR 3.75、P<0.014）であ
った。 

（4）両抗体測定法の一致率は、96.5%（κ
統計量 0.928）と非常に良好であった。                         

6. 今後の課題： 
上記の結果より今後の課題として下記が

挙げられる。本研究の目的の１つであった
ファージディスプレイライブラリーを用い
た自己抗体エピトープの解析や細胞性免疫
に関する検討を行うことができなかった。
これらについては今後検討を加えていく予
定である。 

1. SN 比（signal-to-noise ratio）がより高い自
己抗体測定法の開発 

2. 膵島関連自己抗体の質（例えば、IA-2 抗
体エピトープ）の簡便な測定法の開発 

3. プロテインチップを利用した選択的な膵
島関連自己抗体の測定 

4. 膵島 β 細胞破壊を評価する方法の開発と
臨床応用 
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