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緒 言

I型 糖尿病(insulin-dependent diabetes mel

litus: IDDM)患 者 血 中に出現 する抗 ラ氏 島細

胞 質 抗 体1)～3)(islet cell cytoplasmic anti

bodies: ICA)は,そ の発症 に免疫 的機序 の関

与を示す臓 器特異的血中自己抗体であ り,診 断

および病態解明 のために重要 な抗体である.し

か し,本 抗体 がI型 糖尿病の発症 と直接 どうか

か わ って い る か の証 明 は まだ な く,さ ら に

ICAを め ぐる抗原抗体系 につ いての詳細 も不

明の点が 多 く,と りわけ, ICAが ラ氏 島細 胞

質を構成するどの蛋白に対 して産生 されるのか

もわか っていない.こ の抗原抗体系 を明 らかに

することは, I型 糖 尿病の発症機構 を知 る上で,

さ らには抗 原 の同定 はICAの 定 量的 な特異的

高感度測定系 を開発 する上で も必要である.

したがって,以 上 のような問題 を考慮 して,

 ICAの 対 応抗 原蛋 白の性状 を解明 する ことを

目的 に,そ の種 交叉動物 であるラ ッ ト4)の膵 ラ

氏 島蛋 白を用 いて, ICAが 結 合す るラ氏島蛋

白の抗 原peptideを 明 らかに し,さ らに植物 レ

クチ ンの一種 であ るMaclura pomifera agglu

tinin(MPA)が 結 合す る ラ氏 島糖 蛋 白 とこの

ICAと の 反応性 について検討 を行 った.

材 料 と 方 法

実験動物

8週 齢 のSprague-Dawley(SD)系 雄 性 ラ ッ ト

(日本 クレア社)を 用 いた.

血 清

蛍光抗体間接法1)に よりICA陽 性 のI型 糖尿

病患者血清4例 で,抗 体価が ヒ ト膵法で640倍,

 640倍, 80倍, 80倍 で あ り,同 時 にラッ ト膵法4)

で はそれぞれ640倍, 640倍, 40倍, 40倍 の もの

を使 用 した(Table 1).こ の う ち血 清4は,

 Lernmark5)に 準 じて膜蛍 光抗体 間接 法で検 出

したislet cell surface antibodies(ICSA)が 陽性

であった.

ラ ッ トラ氏 島蛋 白の調整

以下 の2方 法によ りラッ トの膵 ラ氏 島か ら粗

抗原を得 た.

1)ラ ッ トラ氏 島のdetergent lysates(islet ly

sates):ラ ッ ト膵 よりLacyら6)の 方 法 に準 じて

以 下の ご とくisletを 収 集 した.す なわち, 2

匹 の ラ ッ トをネ ンブタール麻酔下(0.8ml/Kg)

に 開 復 し,総 胆管 カニ ュレーシ ョンよ り15ml

のHANKS液(日 水製薬)を 注入 して膨化 させ

た膵 の体 尾部(約0.8g/2匹)を 摘 出 し,小 ハ

サ ミで細 切 したのち, collagenase(Boehringer
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Table 1 Patient sera

Mannheim社)20mgを 細 切 膵 全 量 に 混 じ, 37℃

の 水 浴 中 で12分 間 激 し く用 手 振 量 して 十 分 外 分

泌 部 を 消 化 さ せ た.こ の 消 化 さ せ た 膵 に

HANKSに よ る 洗 浄 と遠 沈(1500rpm, 30秒 間)

を く り 返 し 加 え,最 後 のpelletよ り

stereomicroscope下 に 単 離 さ れ たisletを 収 集 し

た.こ の 方 法 で1回 の 実 験 当 た り平 均 約200ケ

のisletを 得 た.次 の 段 階 で 使 用 す る ま で20%

 fetal bovine serum(Flow Labo.), 10% dimethyl

 sulfoxide-HANKS液 中 に-80℃ で 凍 結 保 存7)し

た.次 に,凍 結 保 存 中 のislet約1000ケ を急 速

解 凍 し, 20mM Tris-HCl, 0.15M NaCl, pH 7.4

(TBS)で3回 洗 浄 の 後,ガ ラ ス 製 ホ モ ジ ナ イ

ザ ー(1ml, WHEATON社)で1200rpm, 5

分 間homogenizeし,遠 沈 し たpelletに400μl

の0.5% TritonX・100-TBSを 加 え,傾 斜 回 転 器

(第 一 ラ ジ オ ア イ ソ トー プ 社)で4℃,一 夜,

 60rpm回 転 さ せ て 蛋 白 を 抽 出 し た.こ の 抽 出

液 を12000rpm, 5分 間 遠 沈 し た 上 清 を ラ 氏 島

可 溶 化 蛋 白 溶 液(islet lysates)と した.

2) MPAレ ク チ ン結 合 性 糖 蛋 白(MPA lectin

binding glycoproteins: MPA-GP)の 精 製:ラ ッ

トラ 氏 島 細 胞 と結 合 す る 種 々 の 植 物 レ ク チ ン の

う ち,ラ 氏 島 に 特 異 的 な 結 合 性 の あ るMPAレ

ク チ ン(Fig. 1)をligandに 用 い たaffinity chro

matography法 に よ り以 下 の ご と くMPA-GPを

得 た.ラ ッ ト1匹 分 の 膵 に5.0mlの0.5% Tri

tonX・100-TBSを 加 えhomogenizeし, 4℃ 一

夜 さ き の 傾 斜 回 転 器 を 用 い て 蛋 白 を 抽 出 し,こ

の1200rpm, 5分 間 の 遠 沈 上 清 を1回 当 り0.5

mEず つMPA-agarose(E. Y.社)カ ラ ム(bed

 volume 2.0ml)にapplyし, TBSを 用 い て 洗

浄 し た の ち0.3M D-galactose(MERCK社)を

含 有 す る0.05% TritonX・100-TBSで 結 合 し た

Fig. 1 Rat pancreas cryostat section (acetone

fixed) stained with FITC-labeled MPA

 (E. Y. Labo., diluted in 1:4 with PBS).

 Bright fluorescence of islet cells is seen, 

whereas no fluorescence of acini is visi

ble (400•~).

糖蛋 白を溶出 し,こ れ を くり返 した.こ の溶出

分画 を限外 濾過(TOYO, UH-1)を 用 いて濃縮

して全 量600μlと し,こ れ をMPA-GPと して

次 の実験 に供 した.

ICA陽 性 血清の吸収操 作

以下 の2方 法でICA陽 性患 者血 清の吸収操

作 を行 った.
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1)被 検 血清(血 清1)100μlに 対 しrat ace

tone liver powder(Sigma社)20mg〔0.01Mリ

ン酸緩衝食塩液, pH 7.4(PBS)を 用 いてあ ら

か じめ湿潤状態に してお く〕 を混 じ,室 温で2

時 間振盪 して吸収操作 を行 い, 12000rpm, 5

分 間 遠沈 してその上清 を用いた.

2)前 述 した方法 によ りラ ット膵 よ り得 た100

ケ の単離isletを さ らにLernmarkの 方 法9)に よ

り分散生細胞 とし,こ れを55℃, 30分 間非働化

した被験血清(血 清3)100μlと 混ぜ, 37℃,

 1時 間incubateし て吸収操作 を行 った.

SDS-PAGEとimmunoblotting法

1) SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE):こ れ はLaemmliら10)の 方 法 に よ

っ た.す な わ ち, islet lysatesま た はMPA-GP

の 粗 抗 原 蛋 白 溶 液 に 同 量 の1.25% 2-ME, 2.5%

 SDS-Tris・HCl(pH 6.8)を 加 え, 95℃, 5分 間 加

熱 処 理 し た も の を 試 料 と し た 。 こ れ を1孔 当 り

50μlず つ 入 れ, 30mV, 4時 間 の 条 件 で 電 気 泳

動 し15%分 離 ゲ ル に 蛋 白 を 展 開 し た 。 泳 動 後,

ゲ ル の0.25% Coomassie brllliant blue R(Sigma

社)染 色 ま た は 銀 染 色(銀 染 色 キ ッ ト,第 一 化

学 薬 品)を 行 っ て 泳 動 パ タ ー ン を 観 察 し た.

2) Immunoblotting法: Towbinら11)の 方 法 に

準 じimmunoblotting(Western blotting)を 行 っ

た.す な わ ち,さ きのSDS-PAGEの 終 え た ゲ

ル を1孔 幅 毎 に 切 断 し, nitrocellulose膜(Trans

・Blot〓
, BioRad社)と 密 着 さ せLKB Trans

phor装 置 で90V, 350mA, 4℃, 16時 間 の 条

件 で 蛋 白 を 膜 面 に 転 写 し た.転 写 の 終 え たnit

rocellulose膜 を, 3% bovine serum albumin

(BSA)含 有TBS中 で 未 反 応 膜 面 を 室 温 で30分

間blockし た の ち,吸 収 ま た は 未 吸 収 の 被 検 血

清(1% BSA-TBSで50倍 に 希 釈)と4℃,一

夜 反 応 さ せ た.反 応 終 了 後, nitroceilulose膜

をTBSで 洗 浄 し, peroxydase標 識 抗 ヒ トIgG

(DAKO社, 1% BSAで1000倍 に 希 釈)と 室

温 で1時 間 反 応 さ せ, 0.05% 3, 3'-diamino

bentizin(DAB), 0.05% H2O2を 含 むTBS中

で 発 色 反 応 を 行 っ た. bandの 発 色 が 薄 い も の

に つ い て は, 0.5%オ ス ミ ウ ム 酸 でenhanceし

た.な お, marker proteins(Pharmacia社)は,

同 一 条 件 で 同 時 にnitrocellulose膜 へ 転 写 の の

ち, 0.1% amid black 10B(Sigma社)で 染色 し,

 peptide bandの 分 子量計算 に供 した.

MPA-GPとICA陽 性 血清 との反応性

1) MPA-GPに よ るICAの 吸 収 試 験:

 MPA-GP溶 液100μl中 の含有蛋 白を1% para

formaldehyde-saturated NH4(SO4)2水 で 沈 澱 さ

せ,遠 沈 したpelletをPBSで 洗 浄 したの ち,

同 じくPBSで5倍 希釈 した被 検血清(血 清1)

40μlと 混 じ,室 温で1時 間静置 して吸収操作

を行 った.こ の吸収 血清 のPBSに よ る5倍 毎

の希釈系列 を,ラ ット膵新鮮凍結切片(5μm)

と蛍光抗体間接法 により反応 させて,ラ 氏島の特

異蛍光 を観察 し,同 時に行 った未吸収血清 との

反応 と比較 した.

2) FIA analyserに よ るMPA-GPを 抗 原 と し

たICA検 出 の 試 み(Fluoroimmunoassay: FIA

法)(Fig. 2): MPA-agarose(E. Y.社)に ラ ッ

トラ 氏 島 蛋 白 を 結 合 させ,こ れ を 固 相 化 抗 原 と

す るICAの 検 出 方 法 を 試 み た.そ の シ ェ ー マ

をFig. 2に 示 す.方 法 は, MPA-agaroseの

PBS懸 濁 液(20V/V%)を1検 体 当 り1508

ず つ シ オ ノ ギtubeに と り,こ れ に ラ ッ ト膵 の

0.5% TritonX.100-PBSに よ る 抽 出 蛋 白 溶 液

100μlを 加 え, 37℃ 30分 間incubateの の ち,

 5.0mlの0.05% NonidetP-40 (NP40), 0.5%

 BSA-PBSで2回 洗 浄 し,次 にICA陽 性 ま た は 陰

●: MPA lectin

○: MPA-GP of rat islet

〓: ＩgG in ICA-positive serum

*: FTTC-protein A

Fig. 2 Schema of method for detecting ICA

 using MPA-GP.



128 高 橋 健 二

性 の 糖 尿 病 患 者(IDDM)血 清(PBSで5倍 に 希

釈)を50μl加 え て37℃ 30分 間incubateし,

同 様 に 洗 浄 後, FITC標 識protein A(Pharmacia

社, 1.7μg/ml)100μlを 加 え 同 様 の

incubation,洗 浄 を 行 い,最 後 に2.0mlの

NP40-PBSを 加 え て 各 検 体 の 蛍 光 をFIA ana

lyserTM(BioRad社)で カ ウ ン ト(fluoro

 photon count, FPC)し た.同 時 に 健 常 人 血 清 に

つ い て も 同 様 の 測 定 を 行 っ た.各 群 間 の 有 意 差

検 定 はStudent t-testで 行 っ た.

成 績

SDS-PAGE, immunoblottingの 結 果

islet lysatesの 泳 動 パ タ ー ン のCoomassie染

色 で は,約120K dalton(Kd)よ り25Kdに か

け て24～26本 のpeptide bandsが 認 め ら れ た

(Fig. 3).こ の 抗 原 蛋 白 と4例 の 被 検 血 清 と

のimmunoblottingの 結 果,血 清1で は59Kd,

Fig. 3 SDS-PAGE of detergent lysates of rat 
islets. Left showed marker proteins

 of 94Kd through 14.4Kd. Staining with 
Coomassie brilliant blue R was per
formed.

Fig. 4 Immunoblotting of ICA-positive sera using rat islet lysates.
Serum 1 (absorbed and non-absorbed), serum 2 and normal control (Fig. 4-a), serum 3 (absorbed, 
non-absorbed) (Fig. 4-b) and serum 4 (Fig. 4-c) were shown. No. of sera were same as in Table 1.

 Proteins (94Kd through 14.4Kd) for showing molecular weight reference were transferred on nitro
cellulose membrane by same procedure as for islet lysates, and stained with 0.1% amide black 10B.
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Table 2 Molecular weight (MW) of proteins reacted with 4 ICA-positive

 patient sera

* () shows MW after absorption with acetone liver powder of rat .

** () shows MW after absorption with viable cells of rat islets.

Fig. 5 SDS-PAGE and immunoblotting ana
lysis of MPA-GP

. Silber staining of MPA-GP and marker pro
teins after SDS-PAGE was shown (a).
In (b), right showed immunoblotting pattern 
of ICA-positive serum (serum 1 in Table 1) 
against MPA-GP on membrane, and left 
showed marker proteins on membrane stained 
with 0.1% amide black 10B.

Table 3 Absorption test of ICA with MPA-GP

The test was performed by the method of indirect immuno

fluorescence using cryostat sections of rat pancreas. The 

serum used in this test was serum 1 shown in Table 1.

Fluorescent intensities of islet cells were showed as (++)•`

(-); (++)strong, (+)moderate, (•})weak and (-)negative fluo

rescence, respectively.
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血清3で は73, 59Kd,血 清4で は73, 64, 54,

 44Kdのpeptide bandsが そ れぞれ認め られた.

血 清2で はbandの 出現が なかった.血 清1を

acetone liver powderで,さ らに血清3をislet

 viable cellsで 吸 収 を各 々行 つ た場 合 も陽性

bandsに 変 化 はなかった.健 常 人血清 との反応

ではbandは 認 め られなか った(Fig. 4-a , b, c).

 Table 2に 結 果の一覧 を示 した.

MPA-GPの 銀 染色 では多数 のbandsが 認 め

られ,こ のpeptide bandsと 血 清1と の反応 で

は59Kdにbandが 検 出された(Fig. 5-a, b).

MPA-GPに よ るICAの 吸収試験の結果

血清1を 吸収試験 に用いて,蛍 光抗体 間接法

でラ氏島の特異蛍光を観察 した.未 吸収血清で

は625倍 まで陽性 であ ったが,吸 収血清では125

倍 で 弱陽性, 625倍 で 陰性であ った(Table 3).

MPA-GPを 用 いたFIA法 の結果(Fig. 6)

Table 1の4血 清 を含 むIDDM患 者 のICA陽

性血清6例, ICA陰 性6例 及 び健常 人血清6例

を測定 した結果は,陽 性群は258×103FPC,陰

性 群 は185×103FPC,健 常 群 は105×103FPCで

あ った,各 群 間で5%の 危険率で有意差 を認 め,

 ICA陽 性群 は陰性群 より高値であった.

Fig. 6 Result of FIA detecting ICA-positive 
or -negative sera using FIA analyser

 (BioRad).
*ICA were examined by indirect immunofluo

rescence technique on the rat pancreas sec
tions.

考 察

発 症早期 のI型 糖尿病(IDDM)患 者血清 は,

免疫沈降法 によりヒ トある いは囓歯 目の膵 ラ氏

島蛋 白とimmunoprecipitationを 形 成する こと

がBaekkeskovら12)に よ って報告 されてい る.

そ の抗原蛋 白の分子量 は主 に64Kdで あ る とし

ているが,そ の細胞局在 については検討 されて

いない.彼 らの, BBラ ッ ト血清 を用 い同様 の

方法 で行 った研 究13)で は, 64Kdのbandを 検

出 した血 清 は, ICSA陽 性, ICA陰 性 で あ る

ことか ら,こ の64Kd蛋 白 はislet cell surface

に局 在するこ とが考 えられた.ま た,松 葉 ら14)

も同様の結果 を報告 し,さ らに今 回の実験 で も,

 ICSA陽 性 の血 清4が64Kdを 検 出 してい るこ

とか らも明 らか と思われた. Baekkeskovら15)

は, SD系 ラ ットラ氏 島蛋 白を用い, IDDM患

者 血清 との反応 で64Kdの ほ か に も57Kdの

peptideとimmunoprecipitateし た と述べ てい

るが,用 いた患 者血清 のICA や ICSAに 関 す

る記載がないため.そ の細胞局在が明確でない.

こ の彼 らの論文 で,マ ウス ラ氏 島 よ り59Kd

のpeptideを 検 出 しているが,今 回の著者の研

究 中み られた59Kd蛋 白 との異 同につ いては不

明であ り,今 後 の検討課題 と思 われ た.そ のほ

か,今 の ところラ氏島細胞 質に局在する抗原 を

同定 した詳細 な報告 はない.

本 研 究 で,ラ ッ トisletのdetergent lysates

との 反応 では, 4例 のICA陽 性 血清が73, 64,

 59, 54, 44Kdの 合 計5種 類 の分子量 を有する

peptidesを 認 識 した. bandsの 出現 の仕方 は一

様 で な く血 清 間で 異 な った,こ れ らのpep

tidesの う ち, 55Kdは 細 胞一般 に広 く存 在す

る細胞骨格蛋 白(cytoskeletal pnotein)の1つ

であ るtubulinと, 44kdはactinと 分 子 量が

一致 し
,さ らに73KdもBaekkeskovら13)に よ

ればその一種 であろうと述べ,こ れ ら3種 の非

特異的蛋 白に注意 を喚起 している.な お,こ の

うち73Kd蛋 白 に関 しては, Leiterら16)が,糖

尿病 を呈す るdb/dbマ ウ スにお いては膵B細

胞内 に73Kd蛋 白が増加 し,こ れ はイ ンス リン

分泌顆粒 に関連 した蛋白であることを免疫電顕

的観 察で述べ てお り,糖 尿病 の成 因との関連性
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を合 わせ て指摘 している.し か し,こ の抗原 と,

 ICAな ど ラ氏 島関連抗体 との反応性 について

は未検討 であ り今後 に課題が残 された.

今 回検 出 された5種 類 のpeptidesの う ち,

 64Kdは 前 述の ごと くICSAに 関連 した蛋 白で

ある と考 え られた.一 方, 59Kdは, 4血 清 の

うち2血 清 に共通 して認 め られ,血 清 をace

tone liver powderあ る い はラ氏 島分散生細 胞

で吸収 して もなお検出される ことから,細 胞骨

格蛋 白ともラ氏島細胞膜表面抗原 とも細胞局在

の異 なるpeptideで,ラ 氏 島細胞 質内 のICA

に特 異的な蛋 白であろうと考 えられた.し か し,

 ICA陽 性 でもこのbandが 認 め られない血清 も

あ り,同 じICA陽 性 で もbandの 出 現 の仕 方

が異 なっていた.こ れは第一 に, ICAが 多 様

性抗体 であるため と考 えられ,血 清1と2の ご

とくたとえ切片 を用 いた蛍光抗体間接法で同 じ

抗体価 を有 していても,ラ 氏 島か ら抽 出され,

か つ2ME, SDS処 理 を加 えたpeptidesレ ベ

ルでの抗原 に対 しては反応態度 に差の出ること

あ り得 ると思われた.第 二に,血 清 の抗体価 が

低 けれ ば検出感度 か らbandが 十 分 に染色 され

てこない13)こ と が考 えられ,そ の点 か ら,高

力価 を有する新鮮 な血清 を抗体 として用いると

ともに同時に,抗 原 には一定量以上 の可能 な限

り変性 の少ない蛋 白を用 いて反応 を行 うことが

明瞭で特 異的なbandを 検 出するために必要 で

あることが示唆 された.

本 研 究 で行 ったSDS-PAGE, immunoblot

ting法 に よ る抗 原蛋 白 の解析 法 は,全pep

tidesの 分 子量 と相対 濃度が一度 に観察 される

利点 を有 し,抗 原解析 に極 めて有用 な手段 であ

るが,実 施 に当 っては非特異的なpeptideの 介

入に対 して十分 な注意が必要であった.と くに

粗抗原に全細胞あるいは全臓 器を用 いる場合 は

細胞骨格蛋 白などの非特異時なbandの 出現 に

対 して検討 を必要 とすることが示唆 された.な

お, tubulinの 特 異性 に関 し, Roussetら17)が,

ラ ッ ト脳 よ り精製 したtubulinを 抗 原 に用 いて

SDS-PAGE, immunoblotting法 を 行 い,1

型 糖 尿病患者血清 では有 意に抗tubulin抗 体 活

性 が高 く, I型 糖 尿病 における新 しい 自己抗体

としての意義 を主張 したが,著 者 らの検討(未

発 表)で は健常人血清 で もtubulinと 思 われる

54Kdのbandを 検 出することがあ り,必 ず しも

特異性 を認 めなか った.

最 近,シ アル酸 を残 基 に もつ糖蛋 白がICA

の 標 的抗原 で はないか との報告19)が な され,

ラ氏島細胞 質内糖蛋 白抗 原 の存在 がICAと の

関連で注 目されている.い くつかの植物 レクチ

ンが膵 ラ氏 島糖蛋白 と結合する8,19,20)こ とはす

で に知 られてお り,そ の うちMPAは,ラ ッ

トラ氏島細胞質 と特異的 な結合性 を有 し,外 分

泌細胞 とは結合 しない8).し たが って今 回の研

究 で も, MPA-agaroseゲ ル カ ラム を用 い た

affinity chromatography法 で,ラ ッ ト膵 の可

溶化 蛋 白 よ りラ氏 島 のMPA-GPを 得 るこ と

がで きた.こ の蛋 白 は銀 染色 で多 数 のpep

tidesに 分 かれたが,こ の うち59Kdのpeptide

とICAが 結 合 した.さ らに,こ のMPA-GP

に よ ってICAが 吸 収 される ことが確認 され た

ことよ り,ラ 氏 島可溶化蛋 白中の59Kd蛋 白 と

MPA-GP中 の59Kd蛋 白 は同一 のpeptideで

あ り,し たがってICAの 対 応抗原である59Kd

蛋 白 はMPA結 合性 を有する ことが示 された.

MPA-GPを 固 相化 抗原 と して行 ったFIA

法 で, ICA陽 性 群が 陰性群 に比 して有意 に高

値 を示 した。 しか し,陰 性群 の中にもかな り高

い値 を示 した症例 もあ り, MPA-GPが 粗 抗

原 である ことか らICAと は別の非特異的結合

の存在 を示 していた.今 後,よ り多数例 の血清

につ いてFIA法 を行 い, I型 糖 尿 病の病態 や

ICAの 抗 体価 との関係 も含 めて検討 する こと

が,こ の検査法 を実際 に臨床 に応用するために

必要であると考 えられた.

ICAの 対 応抗原 の性状 の一 端 は今 回解 明 さ

れたが,そ の細胞組織局在 の詳細 はなお不明 で

ある.そ の局在 はラ氏島細胞 質内 のミ トコ ン ド

リア,マ イクロゾームあるいはイ ンス リン分泌

顆粒等 の細胞内小器官のinner membraneが 考

えられている21)が ま だその証明 はない.今 後,

今 回 のSDS-PAGE, immunoblotting法 に加

え, subcellular fractionに よ る各種吸収試験22)

さ ら には免疫電顕的観察 による解析 などが必要

と考 えられた.
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結 論

SD系 ラ ッ ト膵 の ラ氏 島細胞 可溶化 蛋 白 と

MPAレ ク チ ン結合 性糖蛋 白(MPA-GP)の

二 種 を粗 抗原 とし, ICA陽 性 血清 と結合 する

peptidesをSDS-PAGE, immunoblotting法

に よ り解析 し,さ らにFIA法 に よるICA測 定

法の開発 を試みた.

そ の結 果,ラ ッ ト膵 ラ氏 島蛋 白 にお け る

ICAの 対 応抗原の1つ は59Kdの 分 子量 を有す

るpeptideで あ ることが わか った.ま た,こ の

peptideはMPAレ クチ ン結合性 を有す ると と

もに, ICA自 身 にも多様性が存在 した.さ らに,

 MPA-GPを 固 相化抗原 と したICAのFIA法

に よる簡 易測定 法が 開発 可能 な ことが わか っ

た.
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In the present study, the antigen proteins of Sprague-Dawley rat pancreas islets 

recognized by islet cell cytoplasmic antibodies (ICA) cross-reactive with rat islets were 
characterized. A detergent lysate of rat islets (islet lysate) and Maclura pomifera 

agglutinin-binding glycoprotein (MPA-GP) of rat pancreas were used as antigen 
sources. Reactivities of these two crude antigen proteins against 4 ICA-positive sera 
from patients with Type 1 (insulin-dependent) diabetes mellitus (IDDM) were examined 

by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis followed by immunoblotting, and by 

fluoroimmunoassay (FIA).
Two of the 4 ICA-positive sera specifically bound a peptide of 59kdalton (Kd) from 

islet lysates. This peptide was detected even after absorption of sera with rat acetone 

liver powder or viable rat islet cells. One serum sample was examined for rectivities to 
MPA-GP, and the serum bound a peptide of 59Kd from MPA-GP. In an absorption test 

of the serum with MPA-GP, decreased specific fluorescence of rat pancreas islets was 
shown by an indirect immunofluorescent technique. The binding activity of MPA-GP 

to ICA-positive sera measured by the FIA method was higher in the ICA-positive sera 
than in the ICA-negative sera.

It was concluded that a peptide of 59Kd is one of the target antigen proteins of 
ICA, and that the peptide has binding activity with MPA. It was suggested that ICA 

can be measured by the FIA method using MPA-GP. It was also suggested that ICA in 

sera from Type 1 diabetic patients is heterogenous and that the target antigen is 

polyvalent.


