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【要約】

ヒト 1型糖尿病のモデル動物で‘ある NODマウスに

対して，組換えアデノウイルス・ベクターを用いたワ

クチン療法を行い，糖尿病の発症阻止を試みた。 1型

糖尿病の自己抗原のうち最も重要であると考えられる

GAD67あるいはproinsulinIIを発現するアデノウイル

ス・ベクターであるAd.mGAD67， Ad.mPreproinsulin 

Eをそれぞれ NOD線維芽細胞に感染させた後，幼若

な雌性NODマウスへの皮下移植を行い，末梢におけ

る自己抗原発現による免疫学的修飾を試みた。 GAD

67発現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウス，およ

び proinsulin II発現NOD線維芽細胞の皮下移植

NODマウスにおいてそれぞれ糖尿病発症率の著明な

抑制効果を認めたが， これらの皮下移植マウスはコン

トロールマウスと同程度の牌島炎を示した。醇島にお

けるサイトカイン発現をRT-PCR法にて検討したとこ

ろ， GAD67および proinsulinII発現NOD線維芽細

胞の皮下移植NODマウスの両者においてTh2優位で

あった。以上より，末梢における GAD67および

proinsulin IIの発現により糖尿病原性 Th1細胞を抑

制する Th2細胞が誘導されたことが考えられ，末梢

での自己抗原発現による 1型糖尿病ワクチン療法の

有用性が示唆された。

【緒言】

l型糖尿病は梓β細胞に対する免疫学的破壊により

絶対的インスリン欠之の結果，高血糖やケトーシスで

発症する臓器特異的自己免疫性疾患である。ヒト 1型

糖尿病において牌島関連自己抗体が検出されており，

代表的なものとして梓島細胞自己抗体 (isletcell 

antibody; ICA)，インスリン自己抗体 (insulinauto-

antibodies; IAA)，抗GAD(glutamic acid decarboxy-

lase)抗体， IA-2 (insulinoma-associated antigen-2) 

抗体がある。また， ヒトの l型糖尿病の末梢血におい

て牌β細胞特異的 T細胞の存在も認められている (1)。

一方， non-obese diabetic (NOD) mouseは急激な高

血糖とケトーシスを示す 1型糖尿病モデル動物であり，

その病態はヒト 1型糖尿病とよく類似している (2)。

ヒトやNODマウスにおいて， 1型糖尿病の進展に

ともなってT細胞の認識する自己抗原が同定されてい

る(1)。これらの自己抗原に特異的なT細胞の移入(3)

自己抗原を発現する plasmidDNAによる免疫療

法(4. 5. 6. 7l等により， NODマウスにおける 1型糖尿

病の抑制，または促進が可能である O さらに病原性自

己抗原に対する免疫寛容の誘導や(8. 9. 10)β細胞特異

的 Th2細胞の抑制的効果を誘導することは， Th1優

位である 1型糖尿病に対する選択的治療を可能にする

ものと考えられる (10，11， 12ヘなぜなら，免疫調節性T

細胞は抗原特異的な様式で誘導され， Th1細胞の抑

制を引き起こすためである。

最近の研究では，糖尿病の初期段階においてGAD

や insulinなどの自己抗原がTh1細胞による醇β細胞

破壊の標的となっていることが示されている (lo，11712)o

糖尿病の進展過程で他の抗原も同定されているが， ヒ

キーワード:1型糖尿病， GAD67， proinsulin II，ワクチン療法， NODマウス，アデノウイルス・ベクター
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卜とNODマウスの糖尿病進展において， T細胞の認

識する自己抗原で最も重要と考えられているのは

GADとinsulinであるは， 14，15，16，1九実際， NODマウ

スにおいて，糖尿病進鹿過椋の後期で可格性GADや，

適当な adjuvantと共にGADペプチドを静脈内または

腹腔内投与することで，顕性糖尿病を抑制することが

可能であるけ， 18， 19J。また， NODマウスに insulinまた

はinsulinB chainを投与することによる糖尿病抑制

効果も報告されている (10)。インスリンのエピトープ認

識に関する検討では，勝島の自己抗原として proinsulin

が重要であると考えられる(加。マウスでは proinslin

Iとproinsu1inIIという 2つのプロインスリンが存

在し， s細胞では両方のプロインスリンが存在してい

る。 proinslin IIは脳と胸腺でも存在しているが，

proinsulin 1はβ細胞に特異的に存在している O マ

ウスの proinsulinIIのinsulinB chain peptide 9-2 

3をマウスに投与すると糖尿病に対する著明な抑制効

果が認められる(21， 22)。

本研究では，組換えアデノウイルス・ベクタ…であ

るAd.mGAD67または Ad.mPreproinsulinIIを感染

させた NOD線維芽細胞を幼若期の雌性 NODマウス

に皮下移植することで， 1型糖尿病に対する免疫修飾

による発症抑制を拭みた。

{方法】

1. Ad.mGAD67， Ad.mPreproinsulin IIの作成

NODn革島ライブラリーより分離したGAD67遺伝子

には変異等のないことを確認し， これを用いてアデノ

ウイルス・ベクタ…を作成した。アデノウイルスを組

み込んだコスミドと， GAD67遺伝子をTPC法により

293細胞に組み込み， GAD67のベクターを得た O

Ad.mPreproinsulin IIの作成も同様の方法で行っ

fこ(23J(Fig.1.)。

Adenovirus DNA-TPC 
(Ad5 dlx) 

E1A.E句鴎 deficient E3 deficient 

ててフF てどっ7"Recombinant adenovirus 0羽 d l 、

mGAD67cDNA¥  
¥ 

mPreproinsulin 11 cDNA I ¥  

CAG promo加r
(Cytomegaro叫rusenhancer， chicken p必叫inp仰 mo怯r，
and rabbit s -globin polyA) 

Fig. 1. Construction of Ad.mGAD67 and 

Ad.mPreproinsulin II. 

2. NOD線維穿細胞の採取，士音盤

新生児期のNODマウスの皮庸切片告10%FCSを含む

RPMI1624培養液で培養し，増殖してきた線維事細胞

を系代培養した。

3. Ad.mGAD67， Ad.mPerproinsulin II 感染NOD

線維芽細胞におけるGAD67，proinsulin II発現確認

i) mGAD67の発現確認

Ad.mGAD67をMOI:10で、 2時間NOD線維事細胞に

感染させ， 48時間培養した後に細胞を凹収した。凹収

した細胞はショ糖密度伺配遠心分離法にて細胞膜成分

を分離し， western blot法にで mGAD67の発現を解

析した o 1次抗体に Rabbit19G抗GAD65/67抗体

(SIGMA)を用い， 2次抗体にアルカリフォスブァター

ゼ標識抗 RabbitIgG抗体 (SIGMA)を用いた。

ii) Proinsulin IIの発現時認

1X 106個のNOD線維芽細胞に Ad_ mPreproinsulin 

HをMOI:10で 2時間感染させ， 48時間培養した後の

上清中の proinsulinIIの発現をELISA法lこで検討し

た。

4.アヂノウイルス・ベクタ…感染NOD線維芽細胞

のNODマウスへの移植

(42 ) 

1Xl06{聞のNOD線維芽細胞に Ad.mGAD67をMOI:

10で 2時間感染させ，雌性NODマウスの 3週齢と 5

溺齢に 2同皮下移植与を行った (n=10)。同様にAd.

mPreproinsulin IIをNOD線維穿細胞に感染させ，

雌性NODマウスへの皮下移植を行った (n==10)。コン

トロールとして， Ad.LacZをMOI:10で感染させたNO

D線維穿細胞 (lX106個)を雌性NODマウスへ皮下移

植した (n==10)。

5.移楠マウスにおける牌島の組織学的検討

アデノウイルス・ベクター感染NOD線維芽細胞を

皮下移植したNODマウスにおける牌臓奇10澗齢で摘

出し， 10%中性ホルマリン聞定後パラフィン処理し 5

μmの切片を作成した。この切片をH-E染色しラ島炎

の程度を組織学的に検討した。ラ島炎は， 3匹のマウ

スにおいて， 1匹あたり 25個以上のラ島を観察し評価

した。ラ島炎の程度は以下のように分類した。 0:ラ

島炎なし 1:ラ島周聞に限周したラ島炎 2: 25%以

下のラ鳥炎 3: 25%以上， 50%未満のラ島炎 4: 50% 

以上のラ島炎

6.牌島におけるサイトカイン・バランスの検討

アデノウイルス・ベクター感染NOD線維穿細胞を

皮下移植したNODマウスにおける牌臓を10澗齢で摘

出し， コラゲナ…ゼ処理後， ヒストパークを用いて牌

島を分離した。この勝島よりRNAを抽出し， reverse 

transcriptionにで cDNAをf等た口この cDNAを用い

て IFN叩 r， IL-4を半定量PCR法で評価した O



internal controlとして TCR-Cβ を用いた。 Table

1に各プライマーと増幅条件を示す。

Table 1. PCR primers for analysis of cytokine 

expression on pancreatic islets. 
Table 1. PCR primers for analysis of cytokine expression on pancreatic isle臼

Sequence (5' to 3') Den. Ann. Ext 

IFN-r 5' primer TGAACGCTACACACTGCATCTTGG 940C 520C 720C 
3' primer CGACTCCTITTCCGCTTCCTGAG 

IL-4 5' primer ATGGGTCTCAACCCCCAGCTA 940C 520C 720C 
3' primer GCTCTTTAGGCTTTCCAGGAAGTC 
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LacZ)感染NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウスに

比して糖尿病発症率の抑制を認めた。 proinsulinII 

発現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウスにおいて

も， GAD67発現の場合と同様に有意な糖尿病発症抑

制を認めた (Fig.3)。いずれの場合もKaplanMeier 

法によるLogrankTestで、コントロール群 (Ad.LacZ)

に比べて有意差を認めた (Ad.mGAD67:P<0.05，

Ad.mPreproinsulin II :P<0.05)。

abetic Incidence 

TCR-Cs 5' primer GCAAACAAACAAAAGGCTACCC 940C 520C 720C )0% 
3' primer CCACTTGTCCTCCTCTGAAA 

non-Treatment 
'!:.........… Fibro-LacZ 

【結果】

1. NOD線維芽細胞における自己抗原の発現

Ad.mGAD67感染NOD線維芽細胞は， western blot 

法にてGAD67の発現が認められた (Fig.2)。一方，

Ad.mPreproinsulin nを感染させたNOD線維芽細胞

(1 X 106
)の培養上清中の proinsulin nの発現量を

ELISA法にて測定した。感染後48時間の上清中

proinsulinの発現量は2.5ngjmlで、あったが，対照で

ある Ad.LacZを感染させた線維芽細胞の培養上清中

では測定感度以下 (<O.lngjml)であった。

2.移植マウスにおける糖尿病発症の抑制

GAD67発現 NOD線維芽細胞の皮下移植NODマ

ウスでは，無処置及びコントロール・ベクター(Ad.

GAD67 Expression 
westem blot 

Fibro・LacZ
Fibro Fibro回GAD67
〉↓ J

‘-GAD67 

Fig.2. Expression of transduced gene products. 
NOD fibroblasts were transfected with 

Ad. GAD67 at a MOI of 10 for 2 hours. 
At 48 hours after transfection， the 
expression of GAD67 on NOD fibroblasts 
was examined by western blotting. 

;0% 

Transplantation 

3w 5w 

tt 

. ..." . Fibro-GAD67 
Fibro同proinsulin

-・・・
r

• • 
•••• •• •• •• •• •• •• •• •• •• •• •• •• 

10w 20w 30w wk of Age 

Fig.3. Diabetic incidence of NOD mice with GAD67 
and proinsulin n expressing fibroblast Tx. 
At 3 and 5 wk of age，female NOD mice 

were transplanted subcutaneously with 1 x 
106 NOD fibroblasts that were transfected 
with Ad.mGAD67(n=10) or Ad.mPreproinsulin 
n (n=10) at a MOI of 10 for 2 hours. 
Diabetic incidence of transplanted NOD 
mice were monitored until 30 wk of age. 
These incidences were analyzed using the 
Kaplan Meier method. Diabetic incidence 
was apparently reduced in NOD mice 
transplanted with Ad.mGAD67 compared 
to control with Ad.LacZ(Logrank Test， 

P<0.005). In the case of Ad.mPreproinsulin 
II， diabetic incidence was also reduced 
(Logrank Test， Pく0.005).

3.移植マウスにおける勝島の組織学的検討

GAD67発現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウ

スにおける， 10週齢での醇島の組織学的検討では，無

治療及びコントロール・ベクター(Ad.LacZ)感染NOD

線維芽細胞の皮下移植NODマウスの場合と同程度の

牌島炎が認められ， ij:革島炎の抑制効果を認めなかった。

proinsulin n発現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマ

ウスにおいても，コントロール群と同程度の醇島炎が

認められた (Fig.4.)。

4. ij革島におれるサイトカイン・バランスの検討

10週齢の時点での各マウス醇島におけるサイトカイ

ン・バランスの解析をRT守 PCR法にて行った。 GAD

67発現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウスでは，

牌島でのIL-4の増加傾向を認めた。 proinsulinn発

現NOD線維芽細胞の皮下移植NODマウスにおいては，

(43 ) 
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O 
norトTreatment Fibro-LacZ Fibro噂GAD67 Fibro-Proinsulin 11 

Fig・.4.Degree of insulitis in NOD mice with GAD67 
or proinsulin II噌 expressingfibroblast Tx. 
At 10 wk of age， degrees of insulitis were 

histologically evaluated in NOD mice that 
were transplanted with GAD67 or pr小

insulin II時 expressing NOD fibroblasts.A 
minimum of 25 individual islets was scored 
for 3 mice. The of insulitis were 
classified as follows. O:no infiltration， 1: 
peri“insulitis， 2:intra-insulitis く25%)， 3: 
intra“insulitis く50%)， 4:severe insulitis 
(>50%) 

1L-4の増加傾向および1FN削 7康生低下傾向を認めた。

以上より GAD67及び、proinsulinII発現NOD線維芽細

胞の皮下移植NODマウスでは，騨島においてTh2優

位のサイトカイン・バランスを示していると考えられ

fこ(Fig.5.)。

【考察}

NODマウスにおける l型糖尿病の初期に，どのよ

うな抗原が勝島炎と関連しているのか告同定する研究

が数多く行われている O 糖尿病発痕前のNODマウス

において， ヒトのGAD議白もしくはそのペプチドに

対する最も初期の反応に関する実験では， GAD!こ対

する自己免疫反応は糖尿病の初期において重要なステッ

プであることが示駿されている。これらの報告による

とGAD特異的Th1細胞の反応性は， 4週齢のNODマ

ウスで検出可能となり， 12週齢頃には最も強い反応性

がホされている([[， 12)。また最近，糖尿病を引き起こす

T細胞の抗原特異的な活性化や増殖は，末梢である牌

リンパ節が重要であることが報告されている仇

は， 3 i掴齢より GAD67発現NOD線維亦細胞を

NODマウスに移植することにより，自

初期に末梢での免疫学的修飾を試み， 30週齢での糖尿

病発症率に有意な抑制効果が認められた。本実験では，

Ad.mGAD67によるNOD線維芽細胞への靖伝子導入

により， NOD線維芽細胞の細胞膜でGAD67の発現を

確認した (Fig.2.)oNOD線維芽細胞のMHCはclass1 

(44 ) 

IFN“γ叩令

IL-4山ゆ

TCR剛C!3叩令

Fibro-LllcZ Fibro-GAD67 FibrかProinsulin11 

l一一一Fig.5. Cytokine expression on pancreatic islets of 
NOD mice with GAD67 or proinsulin II-

fibroblast Tx. 
Pancreatic islets were isolated from NOD 

mice at 10 wk of age which had been 
transplanted with GAD67 or proinsulin II 
expressing NOD fibroblasts at 3wk and 
5wk of age. mRNA was extracted from the 
isolated islets， and was reverse-transcribed 
to generate cDNA.日valuationfor cytokine 
expression was carried out by PCR 
analysis. 1L-4 expression was increased in 
the islets from NOD mice transplanted 
wIth GAD67-expressing NOD fibtoblasts. 
1n the islets from NOD mice transplanted 
with proinsulin II -expressing NOD 
fibroblasts， 1L-4 expression was increased 
and IFN-r expression was decreased. 

しか存在しないため末梢のCD8陽性T細胞に抗原掲示

されるが， NOD線維芽細胞は professionalな抗原提

示細胞ではないためco匂 stimula tory signalが存夜し

な ~)o このため本実験において糖牒病原性T細胞の

anergyを引き起こしている可能性が考えられた。実

験的自己免疫性脳替髄炎での検討においても，疾患を

させる抗原ペプチドを発現するプラスミドによる

うと，病原性T細胞はanergyまたはdeletion

の機!事を介して免疫寛誌が誘導され，自己免疫が抑制

されると報告されている しかしながら10週齢で

コントロ…ノレマウスと

められており (Fig.4.)， anergy による

制の可能性は低いものと思われた。これらの移植マウ

スの10澗齢での牌島におけるサイトカイン・バランス

はTh2優位であったことより (Fig.5.)，末梢でのGAD

67発現により糖尿病原性Th1細胞を抑制するTh2細胞

が誘導されたことが考えられた。

1型糖尿病を引き起こす自己反応性細胞がGADの

どの部分を抗原決定基として認識するのかは不明であ

るが，あるGADペプチドに反応性を示すT細胞クロ

ンは勝島細胞に対しての反応性告示さず，このクロ

ンをNODマウスに移入しでも糖尿病の促進は認めら

れなかったという報告もある制。このため本実験では

ペプチドではなく GAD讃白を発現するアデノウイル

ス・ベクターを用いてNODマウスに文ナするワクチン

療法の可能性を検討した。

現在まで l型糖尿病を阻止する目的でGAD蛋白も



しくはGADペプチドを用いた実験が多く報告されて

いるが，異なった結果が示されている。本実験では

GAD67発現NOD線維芽細胞をNODマウスに移植す

ることで糖尿病抑制効果を認めた。この実験と同様に

糖尿病初期での免疫学的修飾を行った実験では，幼若

期NODマウスへGAD蛋白を胸腺内投与することによ

り糖尿病進展が遅延するが， GADペプチドを同様に

胸腺内投与すると糖尿病を促進することが報告されて

いる倒。このため，糖尿病初期におけるGAD蛋白の

発現は自己免疫反応抑制に対して有用であることが示

唆される。一方で分泌型GAD蛋白を発現するプラス

ミドを 4，.....，12週齢のNODマウスに筋肉内投与した実

験では， GAD特異的Th1細胞の反応性増強が観察さ

れ糖尿病の促進を引き起こしている。同研究では，更

に分泌型GADを発現するプラスミドと， IL-4を発現

するプラスミドで 4週齢のNODマウスに免疫すると，

GAD特異的CD4陽性T細胞の反応や糖尿病進展を著

明に抑制することができたが，非分泌型GADとIL-4

を発現するプラスミドではこのような効果は認められ

ず， GAD蛋白の発現様式の違いも重要であることを

示している刷。 1型糖尿病の確立された自己免疫反応

に対する検討では， GAD蛋白もしくはGADペプチド

の免疫による糖尿病抑制効果が報告されている (9，18，19)。

このように異なった結果を示す要因として， GADの

発現様式の違いと共にGADの発現量の違いも重要で

あると考えられる。 GADに特異的なTh2細胞を誘導

し，糖尿病の進行を抑制するためには多量の蛋白もし

くはペプチドを適当なアジュパントと共に頻回に投与

しなければならないという報告がある (9，19)。対照的に，

NODマウスに対して短期間で比較的少量のプラスミ

ドDNAを筋肉内注射することで，糖尿病の長期的な

抑制が可能であったとの報告や(3ペ3-4週齢のNODマ

ウスに比較的少量のGADペプチドを腹腔内投与する

と糖尿病の発症率が増加し，大量のGADペプチドで

糖尿病の発症が遅延したという報告もある (31)。醇島抗

原に対する容量依存性の免疫寛容についての報告もあ

り(32) 本実験では， GAD67発現NOD線維芽細胞をN

ODマウスに移植することで糖尿病発症率の低下を認

めたが，発現量の検討により更なる糖尿病抑制効果が

期待できるものと思われた。

本実験では proinsulinn発現NODマウスにおい

てもGAD67と同様に糖尿病発症率の低下を認めた。

若年のNODマウスの騨ではinsulinB chain 15-23-特

異的CD8陽性T細胞が高い割合で認められるという報

告があり側，本実験における NOD線維芽細胞での

proinsulin n発現もGAD67の場合と同様に病原性

CD8陽性T細胞に対する免疫修飾を誘導したことが考

15 

えられた。 insulinB chainもしくはB9-23ペプチドを

Incomplete Freund Adjuvant (IF A)と共にNODマ

ウスへ投与した場合，皮下投与であれば糖尿病の抑制

を認めたという実験があり ω，本実験の結果と類似し

た結果を示している。しかし同報告によると腹腔内投

与，及び静脈内投与では糖尿病を抑制できないとして

おり，他の報告においても 4週齢のNODマウスに

insulin B chain-IgGFcをコードするプラスミドを筋

肉内投与することで，勝島炎と糖尿病の促進が認めら

れている(7)。従ってproinsulinnによる糖尿病抑制

効果は，末梢局所での発現が重要な意味を持つものと

考えられた。

(45 ) 

本実験のGAD67及び、proinsulinn発現NODマウス

において， 10週齢での牌島炎はコントロールマウスと

同程度であり，糖尿病の抑制も完全ではなかった。こ

れは本実験で発現させた抗原以外のものに反応する病

原性T細胞も存在することが示唆される。 NODマウ

スにおいてはGADやproinsulinの他に， carboxy-

peptidase H， peripherin(34)やheatshock protein 65(351， 

the tyrosine phosphatase-like IA_2(36， 37)， ICA69(お

そして未だ同定されていない抗原(38)など，様々な自己

抗原に対するT細胞の反応が認められると報告されて

いる。しかし， GAD67及び、proinsulinn発現NODマ

ウスそれぞれで顧著な糖尿病発症率の抑制がみられた

ことより， NODマウスにおける様々な自己抗原の中

でGAD及び proinsulinnは糖尿病発症，進展に大

きく関与しているものと思われた。 NODマウスにお

いて末梢での自己抗原の発現量を検討することで，更

なる糖尿病抑制効果が期待できるものと思われた。更

に， このような抗原によるワクチン療法はヒト 1型糖

尿病の発症予防の可能性を示唆するものと考えられた。
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Vaccination with Glutamic Acid Decarboxylase (GAD) or Proinsulin 
against Type 1 Diabetes Mellitus 

Ka tsumi Yamada 

Division of Internal and Geriatric Medicine， Department of Development and Aging 
Kobe University Graduate School of Medicine， Kobe， Japan 

Abstract 
To evaluate the effect of vaccination by islet明antigen聞 expressingcells on type 1 diabetes， we uti1ized 

recombinant adenovirus vectors transducing several islet副antigengenes into NOD fibroblasts and tried 

to modify the development of autoimmune diabetes in NOD mice， an excellent animal model of human 

type 1 diabetes. The expression of GAD67 or proinsulin II was detected in NOD fibroblasts 

transfected with Ad. mGAD67 or Ad.mPreproinsulin II by western blotting or日LISA， respectively. 

The transfected NOD fibroblasts were subcutaneously transplanted to young female NOD mice. 

Diabetic incidence was apparently reduced in NOD mice transplanted with either Ad. mGAD67 or Ad. 

mPreproinsulin II -transfected NOD fibroblasts， however， these transplanted mice still showed insulitis 

as same degree as control mice.Th2 dominant pattern of cytokine expression was observed by RT♂CR 

method on the islets from NOD mice transplanted with GAD67 or proinsulin II側 expressing

fibrablasts. These results suggest that peripheral expression of GAD67 or proinsulin II in NOD mice 

could induce immunoregulatory Th2 cells that down-regulate diabetogenic Thl cells.This experiment 

has implications for the application of the treatment for human type 1 diabetes. 

(49 ) 


