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研究成果の概要（和文）：すべての健康な成イエネコにおいて血漿抗インスリンIgG濃度は80-1578 mcg/mlにあった。
抗インスリンIgGはインスリンとの親和性から2分画（1と2）に分かれ、インスリンに対する結合親和性は共に中等度で
あった。分画1と2の結合性はインスリン分子B鎖のカルボキシ末端とB鎖の6-15アミノ酸残基に対しても高く、抗インス
リンIgGがインスリンとインスリン受容体の結合阻害と多分子複合体形成の可能性を示した。分画1は、ネコ成熟脂肪細
胞のAktをリン酸化し、グルコース取込を増加させた。ネコの抗インスリンIgGには、インスリン作用を増強する分画が
あった。

研究成果の概要（英文）：All healthy adult cats had plasma anti-insulin IgG concentrations between 80-1578 
mcg/ml. Anti-insulin IgGs were fractionated into 2 fractions; 1 and 2, and their affinities for insulin 
were moderate degree. The affinitas was most strong with the carboxyl terminal and secondary with 6-15 
amino-acid residues of insulin B chain, suggesting binding inhibition of insulin and it’s receptors and 
forming of macromolecule complex. Fraction 1 made to increase phosphorylated Akt and uptake of glucose by 
matured cat adipose cells. Cats have a anti-insulin IgG with increases in insulin action.

研究分野：獣医内科学
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１．研究開始当初の背景 
 ネコ（イエネコ）はアミノ酸をエネルギー
源とする動物であり、特殊な糖代謝機能をも
つ。ネコ科動物がインスリンと結合する「イ
ンスリン親和性免疫グロブリン G（IgG）」を
保有することが明らかとなってきた。インス
リンと結合する IgG はヒトやイヌでは有害
な働きをする場合が多く、I 型糖尿病やイン
スリン抵抗性、自己免疫性インスリン症候群
等の原因となる。いっぽう、ネコにおける抗
インスリン抗体については、ヒトまたはブタ
由来のインスリン製剤を投与された経験の
ある糖尿病ネコで検出されたが、正常ネコか
らは検出されないことが報告され、ネコは抗
インスリン自然抗体を保有しないと考えら
れてきた。しかし、2010 年に健康ネコが抗
インスリン IgG を自然抗体として保有する
ことが我々によって報告され、検討したすべ
てのネコが抗インスリン IgG を保有するこ
と、抗インスリン IgGは、血漿インスリン濃
度と比較してネコ血漿中に多量に存在する
こと、インスリンとの親和性の異なる分画が
存在することが推察されていた。しかし、ネ
コにおける抗インスリン IgG の生理学的あ
るいは病理学的な機能、特にインスリン作用
に及ぼす影響については全く未知の状態に
あった。 
 
２．研究の目的 
ネコでは、健康な個体が抗インスリン IgG
を保有することから、抗インスリン IgGが糖
尿病などの疾患の原因となる可能性は低く、
ネコにおける抗インスリン IgG の機能はヒ
トやイヌとは異なる可能性がある。この研究
は、（１）健康ネコおよび疾患ネコ、ネコ科
動物、さらにグルコース負荷試験における血
漿抗インスリン IgG 濃度測定、（２）抗イン
スリン IgG をインスリンに対する親和性を
基に分画し、（３）それらのインスリンに対
する親和性を解析すること、（４）エピトー
プ解析および（５）脂肪細胞におけるグルコ
ース取り込み能等に対する抗インスリン IgG
の影響を検討することによって、ネコが保有
する抗インスリン IgG の機能を明らかにす
ることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）血漿濃度測定 
健康ネコ 84頭と各種疾患ネコ 58頭から空
腹時の末梢血を採取した。血漿抗インスリン
IgG 濃度を、シバヤギ(株)と共同で開発した
酵素免疫抗体法（ELISA）で測定し、血液検
査結果、肥満度等との関係を検討した。さら
に、静脈性グルコース負荷試験時に抗インス
リン IgG 濃度が変化するかどうかを検討し
た。 
 
（２）アフィニティークロマトグラフィー 
カラムにウシインスリンを固相化したカ
ラムを用いて、溶出液の塩化ナトリウム濃度

やグリシン濃度を変化させるグラジエント
溶出法を行い、インスリン親和性の差を利用
した抗インスリン IgG の分画を試みた。 
 
（３）ビアコア解析 
表面プラズモン共鳴分析法（ビアコア解
析）によってネコの保有する抗インスリン
IgG とインスリンの親和性を解析した。 
 
（４）エピトープ解析 
ネコインスリンのアミノ酸配列をもとに
10 アミノ酸残基からなる 16 種類のペプチド
を作製し，ビオチン修飾した。この合成ペプ
チドに対する抗インスリン IgG分画 1と分画
2 の親和性を ELISA で測定し、抗インスリン
IgGの各分画がインスリン分子のどの部位と
の親和性を有すのかを検討した。 
 
（５）脂肪細胞におけるグルコース取り込み
能等に対する抗インスリン IgGの影響 
培養ネコ脂肪細胞と正常ネコの血清から
アフィニティー精製した抗インスリン IgG
を用いて、脂肪細胞にインスリンを単独、ま
たはインスリンと抗インスリン IgG を混合
して添加した場合において、抗インスリン
IgGの存在がインスリンの働きに与える影響
を比較した。抗インスリン IgGの存在の有無
におけるインスリンの働きは、細胞へのグル
コース取り込み能（[3H]- 2-deoxy-D-glucose 
(2-DOG)を用いたGlucose uptake assay）と、
細胞内のインスリン受容体シグナル伝達分
子のリン酸化の程度（細胞抽出タンパク質の
ウエスタンブロッティング）を比較すること
により評価した。さらに、抗インスリン IgG
がインスリンと形成する多分子複合体の形
成がインスリン機能に関係する可能性を検
討する目的で、パパイン処理により「抗イン
スリン IgG の Fc フラグメント」を除去し、
多分子複合体の形成を阻害した状態の分画 1
をインスリンと共に脂肪細胞に添加し、[3H]- 
2-DOGの取り)込み能を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）血漿濃度測定 
 健康ネコの抗インスリン IgG 濃度は 80～
1578 mcg/ml の範囲にあり、その中央値は
221 mcg/ml であった。疾患ネコでは、血漿
抗インスリン IgG濃度は、個体差が大きかっ
たが、健康ネコとほぼ同じ範囲の濃度を示し
た。著しく高い血漿抗インスリン IgG濃度を
示したのは、高ガンマグロブリン血症と慢性
腎臓病の個体であった。糖尿病ネコも健康ネ
コとほぼ同じような血漿抗インスリン IgG
濃度を示したが、インスリン未投与の糖尿病
ネコ 3頭は、他の糖尿病個体より低い抗イン
スリン IgG濃度を示す傾向にあった。抗イン
スリン IgG濃度は、ネコのボディコンディシ
ョンスコア（肥満度）と負の有意の相関関係
を示し、血漿総 IgG濃度とは正の有意の相関
関係を示した。グルコースを静脈内に負荷し、



血漿インスリン濃度を上昇させても、血漿抗
インスリン濃度は変化しなかった。ライオン、
ヒョウ、ジャガー等のネコ科動物においても
イエネコとほぼ同じ濃度の抗インスリン IgG
が血漿中に検出された。 
 
（２）アフィニティークロマトグラフィー 
抗インスリン IgG はアフィニティークロ
マトグラフィーによってインスリン親和性
のある 2つの分画（分画１と 2）に分けるこ
とができた。分画 1の溶出条件は，3 M NaCl・
5 M glycine から 10 分間グラジエント溶出を
し、溶出液の 50％が 0.05 M phosphate buffer
に置き換わった 1.5 M NaCl，0.75 M glycine
となった条件であり，分画 2 ではさらに 10
分間グラジエント溶出をして溶出液が 100％
0.05 M phosphate buffer に置き換えた条件
であった。ウエスタンブロット法によりこれ
ら 2つの分画に IgGが存在することを確認し
た。このことは、抗インスリン IgG が異なる
結合特性を持つ多クローン性のIgG分子群か
ら構成されることを示唆し，アフィーニティ
クロマトグラフィーによって分画された2つ
の IgG 分子群は，溶出液の塩濃度とグリシン
濃度の違いから，インスリンとの疎水性相互
作用（親和性）に違いがあると考えられた。 
 
（３）ビアコア解析 
アフィニティークロマトグラフィーによ
って分画された分画１の解離定数（KD 値）は
1.61e-4 であり、分画 2の解離定数は 2.00e-5
であり、分画 1（低親和性分画）は分画 2 よ
りも 10 倍低い親和性を示した。解離定数か
ら、この 2つの抗インスリン IgG 分画はイン
スリンと中等度の親和性を有することが明
らかとなった。分画 2（高親和性分画）のイ
ンスリンに対する親和性は，インスリン注射
と関係なく低血糖発作を起こすヒトの糖尿
病患者が保有する抗インスリン抗体と同等
である。このヒトの低血糖発作は, 低親和性
の抗インスリン抗体とインスリンが解離し
て発症する。しかし, 健康なネコでは、抗イ
ンスリンIgGを保有しているにもかかわらず、
低血糖症状を認めることはないので，抗イン
スリン抗体とインスリンの突発的解離は考
えられない。ビアコア解析の結果から、ネコ
の抗インスリン IgG は、血液中でインスリン
と結合しているが、その機能はヒトとは異な
るように考えられた。 
 
（４）エピトープ解析 
エピトープ解析において，ネコの抗インス
リン IgG の分画 1と分画 2は，インスリン分
子のB鎖のカルボキシル末端にあたる合成ペ
プチドに対する親和性が最も高かった。また、
分画 1と 2の両方とも、インスリン分子 B鎖
の 16 から 25アミノ酸残基、B鎖の 6から 15
アミノ酸残基、B鎖の 1から 10 アミノ酸残基
および A 鎖の 7 から 16 アミノ酸残基に比較
的高い親和性を示した。また、インスリン B

鎖のカルボキシル末端はインスリンとイン
スリン受容体の結合初期段階の立体構造変
化において重要な役割を演ずるとされてお
り、抗インスリン IgG がインスリンの受容体
結合部位に結合し、インスリンとインスリン
受容体の結合に影響する可能性がある。また、
ネコ抗インスリン IgG は、分画 1と 2の両方
とも、インスリンに対して複数の認識部位を
持つ（多反応性）ことが明らかになった。こ
のことは、抗インスリン IgG が、インスリン
の複数部位と結合することによってインス
リンと架橋し、多分子複合体を形成すること
が推定された。ネコの保有する抗インスリン
IgG には、インスリンへの結合特性が異なる
複数の分画があり，インスリン作用に異なる
影響を与える可能性がある。 
 
（５）脂肪細胞におけるグルコース取り込み
能等に対する抗インスリン IgGの影響 
抗インスリンIgGの存在は検討したすべて
の濃度においてインスリンの働き（細胞内へ
のグルコース取り込み能とインスリン受容
体シグナル伝達タンパク質のリン酸化）に影
響しなかった。しかし、インスリンに対する
親和性により抗インスリン IgGを 2種類に分
画すると、分画 1（低親和性分画）の存在下
においてインスリンの働きが増強されたが、
分画 2（高親和性分画）では増強されなかっ
た。ネコが保有する抗インスリン IgG は、多
クローン性および多反応性であることから、
複数の抗原部位を有するインスリンに複数
のIgGが同時に結合して多分子複合体を形成
すると考えられた。抗インスリン IgG の分画
1についてパパイン処理を行い、IgG の Fc フ
ラグメントを除去することにより分画1とイ
ンスリンとの多分子複合体形成を阻害した
ところ、インスリンの働きの増強効果は消失
した。分画 1の存在下でインスリンの働きが
増強された理由として、インスリンと形成す
る多分子複合体の形状の違いが関係してい
る可能性がある。以上のように、抗インスリ
ンIgGにはインスリン作用を増強する分画と
増強しない分画があることが明らかとなっ
たが、その作用機序の詳細は不明である。 
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