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緒 言

糖尿病の治療薬 として 日常用い られているイ

ンス リン製剤は,ウ シ,ブ タな どの膵か ら抽 出

された異種蛋 白であ り,抗 原性 を持つ.1938年,

 Bantingら は1),イ ンス リン使用糖尿病患者の血

清中にインスリン作用を中和す る因子のあるこ

とを報告 し, 1955年, Mo10neyら2)に よ り.そ

の因子はインス リンに対す る抗体 であることが

証明された.

イ ンス リン抗体は,イ ンス リン作用 を中和 し

て,イ ンス リン抵抗性 の原因と3)～6)なるのみ な

らず,細 小血管障害の増悪 因子 として注 目され

ている7)～8).し か し,逆 にインス リン抗体 は,

血 液中でインス リンとの結合体 を形成 してお り,

遊 離インス リンを放出するbuffer actionを 有

するもの として,糖 尿病 コン トロー ルのstabi-

Iityに 関 与 しているとす る報告9)も あ り,臨 床 的

にインス リン抗体 を測定す る必要性 は大 きい.

イ ンス リン抗体の測定法 として古 くは, Pra

usnitz-Kustner反 応10), guinea pig anaphyla.

 xis11)な どの生物学的反応 を利用 していたが,こ

れらの方法での測定感度 は低い ものであ った.

 1959年, Berson φ Yalowは,放 射性 ヨー ド化

インス リンを用 いて鋭敏 な測定法を開発 した12).

彼 らは,遊 離インス リン(以 下F)と 結 合イ ン

ス リン(以 下B)の 分 離に濾紙 クロマ ト電気泳

動 を用 いたが,そ の後,80%エ タ ノ-ル 法13),

 Polyethyleneglyco1(以 下PEG)法14), Dex

tran coated charcoal法15),二 抗体法16)な ど,

種 々の分離法が報告 された.し か し,測 定原理

はいずれの方法 でも変わ りな く,放 射性 ヨ-ド

化 インス リンの抗体に よるuptakeを み るもの

であ るが,下 記の2つ の問題点が指摘 されてい

る.す なわち, 1つ は,測 定す る検体血清中に

含 まれる遊離な らびに抗体 と結合 しているイ ン

ス リンが測定結果に影響することであ り17),18),

他 は,イ ンス リンに放射性 ヨ-ド をlabe1す る

ために生 じるイ ンス リンの免疫学的活性の変化

である19),20). 1974年, Dixonら は,血 清にpH

3.5の 塩 酸 グリシン緩衝液 を加 えてpHを 下 げ

て,抗 体か らインス リンを解離 させ, Dexran

coated charcoalで イ ンス リンを吸着 した後,

放 射性 ヨー ド化 インス リンのuptakeを み る方

法 を報告 した17).こ の方法において も,酸 性 化

によ り抗体が変性 を受け るため に,酸 性下の反

応時間によ り測定値 にぱ らつ きが生ずることが

知 られている18).

今 回 著者 は, FとBの 分離にPEGを 用 い,血

清中の抗体 と反応させ るインス リンはnative

看 もの を使用 し,か つ血清中の遊離な らびに結

合 インス リンに影響 を受けない,新 しいインス

リン抗体測定法 を考案 したので報告す る。

方 法

1.測 定原理
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検体 血清 中の インス リン抗体 は,イ ンス リン

との結合体 と遊離の抗体 とに分かれている.と

の血清に過剰の抗原 としてnative insulinを 加

えてincubateす る と,遊 離の抗体が飽和 される.

しか る後, PEGを 加 えて,イ ンス リンー インス

リン抗体結合体 を含 むrglobulin分 画 を沈渣 と

してえる.そ して,こ の沈渣 を溶解 して.酸 性

化す るこ とによってインス リンを抗体か ら解離

させ る.こ れに,再 結合な ちびに インスリン測

定におけるインス リン抗体の影響 を除外するた

め. PEGを 加 えて globulin分 画 を沈渣 として

分離 し.抗 体か ら解離 したインス リン量を測定

す ることによ り抗体価 を求め た.

2.測 定 法

測定法を図1に 示 した.す なわち, Phosphate

図1.測 定 操 作

buffer saline(以 下PBS)で3"倍 稀 釈 し た 検 体

血 清0.1mlに, 3n/3n-1(n=1. 2, 3, 4,

 n=0はPBSの み)倍 稀 釈 し た 正 常 人 血 清0.1

mlを 加 え, rglobulin量 を 大 略 一 定 と し た .そ

れ に30μU/mlの 豚Monocomponent(以 下MC)

イ ン ス リ ン を含 むPBS 0.8mlを 加 え, 4℃ に お

いて24時 間incubateし た.つ ぎに, 25% PEG

加PBS 1.0mlを 加 え,混 和 後, 4℃ において

3000RPM, 20分 間 遠沈 し,イ ンス リンー イン

ス リン抗体結合体 を含むrglobulin分 画 を沈渣

としてえた,こ の沈渣 を12.5%PEG加PBSで

2回 洗浄 した後, PBS 1.0mlに 溶解 し, 1NHC1

0.lmlを 加 えpHを 下 げ5分 間放置 し.イ ンス リ

ン と抗体 を解離 させ た。 それに30%PEG加P

BS O.8mlを 加 え,混 和後, 1NNaOH 0 .1ml仁 て

pHを 中性に もどし, 4℃ にお いて3000RPM,

 20分 間遠 沈 しrglobu1in分 画 を沈殿させた.そ

して,上 清 中のimmuno-reactive insulin(以 下

IRI)をPhadebas Insulin Kitを 用 いた一抗体

法 で測定 した.イ ンス リン抗体価は,測 定値が

5μU/ml前 後 を示すtubeの 測 定値 を20×3n倍 し

てμU/mlで 表 わ した.す べての操作は氷水中で

行 なった.

3.基 礎 的検討

1) incubation時 間 お よび温度の影響

インス リン抗体 を含む血清0.1mlに40μU/ml

の豚MCイ ンス リンを含むPBS 0.9mlを 加 え,

 37℃ に おいて1時 間, 2時 間, 3時 間, 6時 間,

 4℃ に おいて6時 間, 12時 間, 24時 間, 48時 間

incubateし た.つ ぎに,図1のschemaに した

が って,抗 体 と結合 した インス リンを回収 し測

定 した.そ の結果,図2に 示す ように結合 イン

ス リン量は4℃ においては24時 間でplateauに

図2.　 incubation時 間 お よ び 温 度 の 影 響

症 例H. A.:○ … … … ○

症 例N. O.:●---------●
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達 し た. 37℃ に お い て は2～3時 間 でpeakを

示 し た が, 4℃ に お け る よ り低 値 で あ っ た.こ

の よ う にincubation温 度 を上 げ る とincubation

時 間 を短 縮 で き る が,イ ン ス リンのdegradation

の 影 響 を 強 く受 け る た め,以 後 の 実 験 は4℃ に

お い て24時 間 のincubationと し た.

2) BとFの 分 離 にPEGを 用 い た 時 の イ ン ス リ

ンの 共 沈 の 影 響 と 抗 原 と し て 加 え る イ ン ス リ ン

量

PEGを 用 い たpeptide hormoneのBとFの

分 離 に 関 し て 他 の 分 離 法 と 比 較 した 場 合,抗 原

あ る い は 抗 体 は 免 疫 学 的 変 化 を 受 け な い が, pe-

ptide hormoneの 共 沈 が 多 く,共 沈 量 はrglo-

bulin量 に 平 行 す る こ と が 知 ら れ て い る21).22).

こ の た め 今 回 の 検 討 で は,イ ン ス リ ン抗 体 を 含

ま な い 血 清(rg10bulin 0.7g/dl～2.59/dl)

を用 い て,イ ン ス リ ン の 共 沈 量 を 検 討 し た.す

な わ ち, 0μU/lml, 50μU/ml, 100μU/ml, 1000

μU/ml, 100000μU/mlのMCイ ン ス リン を 含 む

PBSを 各 々0.8m2 tubeに 分 け,そ れ ぞ れ に 血 清

0.1mlと1251-insulin(5μU/ml,200μCi/μg)0.1

mlを 加 え 混 和 し た.そ れ に25% PEG加PBS

 1.0mlを 加 え 混 和 後, 4℃ 仁 お い て3000RPM,

 20分 間 遠 沈 し,沈 渣 を12.5%PEG加PBSで2

回 洗 浄 後.沈 渣 の%countを 求 め た.図3に 示

図3. PEGを 用 い たFIB分 離 に お け る血 清 γLglo

bulin量 お よび加 える イ ンス リン量 と共 沈 量

△:血 清rglobulin量2.59/dl

○: 〃 1.4 〃

●: 〃 0.7〃

す よう仁. rglobulin量2.59/dlの 血 清におい

て も共沈量はインス リン量 と無関係 に5.5%以

下 であった.し たが って,今 回の実験における

ように抗原 として加 えるインス リン量 を30μU/

mlと した場合,検 体血清 中の遊離 インス リンを

考慮 して もIRI測 定検体 中の共沈に よるインス

リン量は1μU/ml以 下(感 度以下)と なる.一

方,高 抗体価血清の測定の場合 には,抗 体価が

高いために,加 えるインス リン量は30μU/mlで

は充分でな くな る.こ のため,検 体 を稀釈 して

用 いる必要があ る.検 体血清を3n倍 稀釈 した場

合 は,検 体 中のrglobulin量 が 稀薄 となるため,

正 常 人血 清 を加 え てrglobulin量 を補正 し,

 IRI測 定値が5μU/ml前 後 となるようにす る.

す なわち,高 抗体価血清ではす でに大量の結合

インス リンを含有 してお り,低 倍稀釈の検体で

はincubation後 に お い てB>F≒30μUと な り.

抗 原過剰の状態 とならない.そ のため, 3n倍 稀

釈 した検体 を並列 して測定す ることによ り, IRI

測 定値 が5μU/ml前 後 を示す稀釈倍率のtube,

す なわちincubation後 仁 おけるB/Fが1/3程 度

の抗原過剰のtubeよ りインスリン抗体価 を求め

た.

3)解 離 のpH

i)イ ン ス リンの免疫学的活性の変化

氷水中において80μU/ml, 120μU/ml, 200μ

U/mlの イ ンス リンを含むPBSを0.8mlづ つ7本

のtubeに 分 け, 1本 はPBS 0.2ml,他 の6本 は

1NHCl 0.1mlを 加 えpHを1.68仁 下 げ,そ れ ぞ

れ5分 後, 10分 後, 20分 後. 30分 後. 45分 後,

 60分 後 に1NNaOH 0.1mlを 加 え中和 して,イ

ンス リン値 をIRIと して測定す ることによ り,

インスリンの免疫学的活性変化を検討 した.図4

に示す ように,30分 以 内ではインス リンの免疫

学 的活性仁は変化が認め られなかった.従 って,

今 回の実験 ではpH 1.68,5分 間の処理 とした.

ii)解 離度

pH 1.68, 5分 間 の処理 におけるインス リン

ー インス リン抗体結合体 の解離度 を検討 した.

す なわち.イ ンス リン抗体 を含む血清0.1 mlと

125I-insulin(5μU/ml , 200μCi/μg)0.9mlと4

℃,24時 間incubateし, PEGを 用 いてBとF

を分離 し, Bのcountを 求 め た.さ ら に, B
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図4.イ ンスリンのpHl.68に おける

免疫学的活性変化(氷 水中)

をPBS 1.0mlに 溶解 し, pHを1.68仁 下 げ, 5分

後 再びPEGを 加 えた後中和 し, 3000 RPM. 20

分 間遠沈 しrglobulin分 画 を沈殿 させ,上 清の

countを 求め た.そ して, Bのcountに 対 する

上清の%countを 解 離度 とした.表1仁 示す よ

うに,平 均92.3%の 解 離度 であった。

表1. pH 1.68に おけるインスリンの

抗体か らの解離度

4) IRI測 定 に及ぼすPEGの 影 響

IRI測 定 検体 に12.5% PEGが 含 まれるので.

PEGのIRI測 定 に及ぼす影響 を検討 した.IRI

測定Kitの 標準 インスリンを通常のbufferと12.5%

 PEGを 含むbufferで 稀釈し,通 常の標準カーブと

12.5% PEGを 含 む標準カープを作成 した.図5に

示すように,両 カーブはほとん ど一致 し, 12.5%

 PEGはIRI測 定 に影響 しないこ とを確認 した.

図5. IRI測 定 標 準 カー ブ

PEG(+):

－ PEG(一)-----

5)再 現 性

同 一 血 清 を 日 を変 え て2回 測 定 す る こ とに よ

り,再 現 性 を 検 討 し た.表2に 示 す よ う に,

 Coefficient of variationは7.04%で あ っ た.

表2.再 現 性

4.本 測 定法 とWelborn法 との比較

1)両 者の相関

Welborn法 は.従 来の インス リン抗体測定法
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の うち最 も基本的な もの であ る13).同 一 血清の

インス リン抗体価 を本測定法 とWelborn法 で

同時に測定 し,比 較 した.対 象は,岡 山大学第

三内科お よび関連病 院を受診 したインス リン使

用歴3カ 月以上の糖尿病患者25例 で,年 令は20

才 ～81才,平 均52.2才,男14例,女11例,イ ン

ス リン使用量8U～160U/日 お よび正 常 コン ト

ロ-ル20例 であ った. We1born法 仁 おいては.

uptake 5%以 下 を正常, uptake 5～15%をhy-

pergammaglobulinemia等 の影響 を受け る範囲

としてborderlineと している.イ ンス リン使用

糖尿病患者25例 の うち, Welborn法 でuptake

l5%以 上 であった もの16例(64%), 5～15%

であ った もの9例(36%). 5%以 下 のもの0例

(0%)で あ った.そ れに対 して,本 測定法 で

は20μU/ml以 上 の抗体価 を示 した ものは22例

(88%)で あ った. Welborn法 でuptake 5～

15%で あ ったものは本測定法では20μU/ml～860

ｵU/mlの 範 囲にあった.正 常 コン トロール20例

においては本測定法では全て20μU/ml以 下 であ

り, Welborn法 では4.3%～9.7%で あ った.こ

のように,低 インス リン抗体価 血清 ならびに正

常血清の一部がborder1ineに 含 まれ た.本 測定

法では2.59/dlのhypergammaglobu1inemiaを

示す血清 でもそのために測定値 が20μU/mlを 越

えることはな く, Welborn法 に おいて5～15%

のborderlineを 設 け ざるを得なか った点よ り,

低 インス リン抗体価血清の測定 においては本測

定法が有利であった.つ ぎに,イ ンス リン使用

糖尿病患者25例 にっ いて.横 軸 にWelborn 法

での測定値,縦 軸に本測定法での測定値 をと り

個々の例 をプロッ トして図6に 示 した.両 測定

法は全体 としては相関係数r=0.846で 有 意(P

<0.001)の 正 の相関を示 した.

2)両 測定法で解離 を示 した症例の検討

本測定法 で高値 であ る仁もかかわらず, Wel

born法 では比較的低値 を とるものを認め.図6

中にAお よびBで 示 した.症 例K. N.(図 中

A)と 症例S. A.(図 中B)に つ き中川 らの方

法23)仁従 って血清中の遊離 インス リン と結合 イ

ンスリンの抽出を行なった.症 例K.N.で は

遊離インス リン58.6μU/ml,結 合 インス リン42

00ｵU/ml,症 例S. A.で は遊離 インス リン7.6

図6.同 一血清の本測定法とWelbom法 での

インスリン抗体価測定値の比較

A:症 例K. N.

B:症 例S. A.

μU/ml,結 合 インス リン3600μU/mlで あ り,両

例 とも結合 インス リンは非常な高値 を示 した.

このよ う仁.血 清中に多量の結合 インス リンを

有す る症例 では, hot insulinのuptakeが 結 合

インス リンによって阻害 され, Welbom法 では

比較的低値 をとるもの と考え られ,本 測定法の

利点を確認 した.

考 察

以上の よう仁新 しいインス リン抗体の測定法

の原理,基 礎的検討 ならびに臨床応用につ いて

述べ たが.前 述 した ように従来のインス リン抗

体 測定法の2つ の問題点 を中心 として,今 回の

測定法の利点について考察 を加 えてみたい.

まず,測 定血清中の遊離な らびに結合 インス

リンの影響 仁つ いて述べ る. Welborn法 仁代 表

される従来のインス リン抗体 測定法は. hot in

sulinの 抗 体へ のuptakeを み る ものであるため,

測定血清中の遊離な らび仁結合 インス リンが測

定値に影響 を与 える.血 清中のインス リン抗体

とインス リンの反 応はある定数 で解離,結 合 し

ている動 的状態にある とされている24).し たが

って,測 定血清に加 えられたhot insulinは し

だい仁 インス リンー インス リン抗体結合体 を形

成 している抗体 とも結合 していき, incubation

時 間 を充分長時間 とすれば,遊 離型 と結合型の
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hot insulinのdistributionは 一 致す る.症 例K.

N.に お いては,血 清中の遊離 インス リンは58

.6μU/ml,結 合 インス リンは4200μU/mlで あ り.

結合 インス リンは98.6%を 占め る.　Welborn法

で は加 えるhot insulinは 血 清1mlあ た り300μU

で あ り,前 述の ようにhot insulinのdistribu

tionが 一 致す るまでincubateす れ ば, 300μU

総 インス リン量が増加す るため の結合イ ンス リ

ンの増加が ない と仮定 して も. hot insulinの%

uptakeは92.1%の 近似値 を示す と考 えられ る.

しか し,実 測値は17.6%で あ る.し たが って,

従 来の インス リン抗体測定法においては,イ ン

ス リンのdegradationの ためincubation時 間 に

は限度があ り.血 中仁多量の結合 インス リンを

有す る検体 ではhot insulinのdistributionが 平

衡 に達す るまでの一過程 をとらえていることに

なる.こ のため,検 体 中の結合 インス リンに よ

り, Welbom法 でのインス リン抗体測定値すな

わち%uptakeは み かけ上の低 下 を示す.ま た,

症 例K.N.に お いては,抗 体か らインス リンを

解 離 し,血 清中のすべてのインス リンを除去 し

た後, 300μUのhot insulinを 加 える とすれば,

 incubation時 の 総イ ンス リンが300μU/mlと 非

常仁減 少す るため抗体過剰の状態にな り, upta-

keは98.6%以 上 の値 を示す と考 えられる.以 上

の ように.従 来のインス リン抗体測定法 仁お い

ては,測 定血清中の遊離インス リンはincuba

tion時 の総 インス リンを増加 させ るため,結 合

インス リンはincubation時 の 総 インス リンを増

加 させ るため,お よび. hot insulinのdistri-

butionが 平 衡仁達す るまでの一過程 をとらえる

ことになるため,み かけ上の%uptakeを 低 下

させ る.

測定検体 中の遊離 ならびに結合 インス リンの

影響 を除外す るため, Dixonは,血 清にpH3.5

の塩 酸 グ リシン緩衝液 を加 え,抗 体 よ りインス

リンを解離 させ, dextran coated charcoalで

イ ンス リンを吸着 した後, hot insulinのupta

keを み る方法 を報告 した9).こ の方法 では,酸

性化 によるインス りン と抗体 の解離度お よび抗

体 の変性が問題 となる.一 般 に,結 合 した抗原

と抗体の解離はpHの 低下に平行 して進行す る.

 Dixonは,イ ンス リン とインス リン抗体の解離

はpH 3.5, 5分 間 で90%, pH 2.5, 5分 間 で95

%で あ ったと報告 している17). Dixonの 方法 で

は,酸 性化 による抗体の変性 を考慮 して,解 離

度 を若干犠牲に してpH 3.5で 処 理 しているが,

 pH 3.5で も抗体 の変性のため酸性下の反応時間

によ り測定値にば らつ きがみ られ,多 数検体の

処理に問題があ るこ とが報告 されている18).

本 測 定法 では血清仁過剰インス リンを加 え

incubateし 結 合 したインス リン量 を測定するた

め,血 清中の遊離,結 合 インス りンは加 えるイ

ンス リンの一部 とみなす ことができ,測 定結果

仁影響 を与 えない.本 測定法では, 酸 処 理 を

incubation後 に行な うため,抗 体の変性は問題

とならず,酸 処理後インス リンをIRIと して測

定す るため,イ ンス リンの免疫学的活性変化が

問題 とな るが, pH 1.68, 30分 間 の処理で もイ

ンス リンの免疫学的活性変化はみ られなかった.

これ らよ り,本 測定法は, Dixonの 方法 と比較

して,解 離のpHを よ り下げ うる点 と酸性化の

反応時間 をbroadに と りうる点有利であった.

 前述 したように,本 測定法での測定値はWe1

born法 での測定値 とr=0.846と 良 い相関 を示

した.し か し,中 には症例K. N.の よう仁血

清中に多量の結合 インス リンを有す る症例では,

 Welborn法 では低値 であるに もかかわ らず本測

定法では高値 を示 し.本 測定法の利点 を確認し

た.

つ ぎに,イ ンス リンの ヨー ド化による抗原性

の変化仁つ いて述べ る.従 来のインス リン抗体

測定法仁おいては,す べて放射性 ヨー ド化イン

ス リンの抗体への結合率 をもと仁算出されてい

る.し たがって,イ ンス リンをヨ一 ド化するこ

と仁よる抗原性の変化が測定値 に直接影響を与

える.イ ンス リンの ヨー ド化による抗原性の変

化には,イ ンス リン分子 仁 ヨー ドを導入す るこ

とに よる変化 とヨ-ド 化中の試薬 との接触によ

る変化の2面 がある25).イ ン ス リン分子にヨー

ドを導入す ること仁よる抗原性の変化 につ いて

は, Bersonら は26),イ ンス リン1分 子 あた りヨ

ー ド1原子あるいは数原子 までなら抗原性は増加

し,多 量のヨー ドを導 入す ると抗原性 は消失す

ることを報告 している.ま た,ヨ ー ド化中の試

薬 との接触による変性インスリンはカラムその他
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で除 去され るが.す べての変性 インス リンの除

去は困難 であ る.臨 床仁おいて インス リン抗体

価の推移 を観察する場合,従 来の測定法におい

ては,イ ンス リン1分 子 あた りの ヨー ド数な ら

びに変性 インス リン含有率 のそろった放射性 ヨ

ー ド化 インス リンを使用する必要がある.こ の

ため,カ ラム を通 してインス リン1分 子あた り

1原 子の ヨー ドのみが結合 したインス リンを精

製する方法が報告されている27)が.精 製後の時

間の経過に伴 ないインス リンは変性 してい く.

したが って,従 来.イ ンスリン抗体価 の経過に

っいて正確 を期する場合,血 清 を保存 してお き

後で同時に測定す る必要があった.

本 測定法では,抗 体 とincubateす る インス

リンはnativeな もの を使用 し,測 定操作 中のイ

ンスリン測定 には ヨー ド化 インス リンを使用す

るが,標 準カープ を作成す るため ヨー ド化に よ

るインス リンの抗原性変化は結果に影響 を与 え

ない.そ のため, Dixonの 方 法を含めた従来の

インス リン抗体測定法よ りインス リン抗体価の

刻々の変化 を知 る必要 のある時有利である と思

われた.

結 語

放射性 ヨ-ド 化 インス リンの結合率 をみる方

法によらず, incubationに はnative insulinを

用 い,測 定血清中の遊離 ならび仁結合 インス リ

ン仁影響 されないインス リン抗体 測定法 を考案

し,以 下の結論 を得た.

1.本 測 定法はWelborn法 での測定値 と比較 し

てr=0.846(P<0.001)と 良 好 な相関を示

した.

2. Welborn法 と比較 して高感度 であ った.

3.測 定 血清 中の結合 インス リン値の高い症例

ではWelborn法 と比較 してよ り高値 の測定

結果 を得た.

4.血 清 を前処理するDixonの 方 法 と比較 して,

酸処理 を低いpHで 行 うこ とがで き,反 応

時間 もbroadに と りえた.

5. Dixonの 方 法 を含めた従 来の測定法 と比較

して, incubationに 放 射性 ヨ-ド 化 インス

リンを用 いないため,特 に同一症例の抗体

価の経過観察に有利 と考えられた.

以 上の ように.今 回著者が考案 した新 しい抗

インスリン抗体の測定法は,従 来の測定法 よ り

も,原 理 的に も,実 際的に も優れてお り,臨 床

的利用に極め て有用な測定法である と思われた.

 稿 を終える仁のぞみ,終 始御指導を賜わり,か つ

御校閲をいただきました恩師大藤眞教授仁深謝する

とともに,日 夜御指導御鞭 をいただいた河西浩一

講師,資 料提供に御協力いただいた関係諸氏仁厚 く

お礼申し上げます.

(本論文の要旨は,第21回 日本糖尿病学会総会仁

おいて発表 した.)
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Clinical Studies on Insulin Antibodies

Part I. A New Method for Quantitative Determination of Insulin 

Antibodies

Fumito YAGYU

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. T. Ofuji)

A new method is described for quantitative determination of insulin antibodies. In 
this method, the insulin binding, capapity of non-iodinated insulin is determined. Diluted 

serum containing insulin antibodies was saturated by native insulin. Bound insulin in 
the incubated serum was fractionated by polyethyleneglycol(PEG). After the precipi
tated bound insulin was acidified, insulin antibodies were separated by PEG again and 

immunoreactive insulin in the supernatant was measured. The titer of insulin antibodies 

is expressed as microunits of insulin antibodies per milliliter of serum. The determi
nation is not influenced by free or antibody bound serum insulin. The co-efficient of 
variation of insulin antibody titers' was 7.04%. There vwas a significant correlation 

(r=0.846, p<0.001) in serum antibody titers between our method and that of Welborn, 
but more sensitive results were obtained by our procedure. In patients with high bound 
insulin titers, reasonably accurate determinations were demonstrated. Acidification of 

samples was able to be performed at lower pH and longer reaction time was available. 
Another advantage of this method is that the changes in the titer of insulin antibodies 

in individual patients can be followed accuratly, because in other methods identical purity 

of hot insulin is not always available for each test. The diagnostic tool provided by this 
new method proved useful for diabetic patients being treated with insulin.


