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ミ ト コ ン ド
1
) ア1) N A の tR N A

T ^
･
l･ ( U u モ)
領域 の 塩 基番号324 3 の A か ら G へ の 点 変異 (32 4 3 変 異) は イ ン ス リ ン分泌異常 の 原

因と し て柱Il さ れ て おり ,
3 2 4 3 変 則 二伴 う糖尿病 は = 本に お い て 仝糖尻痛患首の 約1% を し め る と い わ れ て い る ･ ま た抗 グル

タ ミ ンⅠ懐脱炭酸酵素 短1u t am i c a cid d e c a rb o x yl a s e , G A D ) 抗 体は イ ン ス
1) ン依 存型糖緑病 (i n s uli n -d e p e n d e n t d i ab e te s m ellitu s ･

I D D M ) の . 劇断指標及び予知指標と して 有用 である . そ こ で , 環境因子の 関与が少 な い と考えら れ る 若年発症 の 糖尿病患者で ,

3 2 4 3 変異 と抗 G A D 抗体の 陽性率を調 べ , そ れ ら の 若年発症糖尿病 へ のl関与 とそ れ ら 陽性例の 臨床像 を検討 した ･ 5 0 才以 卜で

発症 した 糖尿病恩者120 例 (男68 例 , 女52 例) に つ き, 早朝空腹時採血 を行ない ,
血 粗 H b A I c , 抗 G A D 抗体, 抗甲状腺抗体

等を測定 し た . ま た 末梢 血 白 血 球 より抽出 し た D N A を円 い ,
A P a I に よ る消 化を利J･H し た P C R 制限酵素切断多型(P C R

.

, e St ri c ti o n fr a g m e n t l e n gth p ol y m o r p hi s m , P C R
- R F L P) 法と 特異的P C R 増幅法(a m pli丘c ati o n r ef r a c t o ry m u t ati o n s y st e m , A R M S)

に よ り 32 4 3 変異 を検索 し た .
1 2 0 例 の 平均年齢 は4 5 ± 12 (X 土 S D) 才 , 発症年齢 は 35 ± 10 才 ,

空 脚 割flL糖1 5 5 ± 5 4 m g/ d l ,

H b A I c 7 ,7 ± 2 .0 % で あ っ た .
1 2 0 例中I D D M は 27 例 (2 2 .5 % ) , N I D D M は 93 例 (7 7 . 5 %) で 治療内容 は食事療法の み が 19 例

(16 .0 %) , 軽し｣ 削が 45 例 (37 ･5 %) , イ ン ス リ ン が 56 例 (46 ･5 %) で あ っ た ･
12 0 例 中324 3 変異 は4 例 (3 ･3 % ) に ･ 抗 G A D 抗 体は10

例(臥3%) に 陽性 で あり 両者とも陽性 であ っ た 者は い なか っ た ･
3 24 3 変異陽性者4 例 の 平均発症年齢 は29 ± 6 才と若年発症の 傾

向が強か っ た . また 平均体容量指数 伽 dy m a s s i n d e x , B M I) は16 .4 ± 1 .5 k g / m
2
で 抗 G A D 抗体 陽性群 や共に陰性であ っ た

比 して 有意 に低値であ っ た . 平均空腹時血糖 は188 ±48 m g/d l , 平均 H b A I c は9 .5 ± 2 .0 % と 血糖 コ ン トロ
ー

ル は 不良で あ /

･
) た ･

3 2 4 3 変異陽性者4 例 中3 例 に感音性難聴 を認 め た . 抗 G A D 抗体 陽性者10 例 の 平均発症年齢 は30 ± 13 才で あり 若年発症の 傾向

にあ っ た . 臨床病塑 は7 例が I D D M ,
3 例 が イ ン ス 1) ン 非依存型糖尿痛 (n o n 岬i n s uli n d e p e n d e n t d i ab e t e s m ellit u s , N I D D M ) と診

断さ れ て お り, また8 例 が イ ン ス リ ン 治療中で , 本抗体陽性者で イ ン ス リ ン 依存度 は高 い と 考えら れ た ･ 本抗体陽性者 の 血 糖

コ ン トロ
ー

ル は不 良で , 平均空腹時血糖 は190 ±73 m g/ dl , 平均 肌 A I c は9 ･4 ± 2 ･0 % で あ っ た ■ 抗体1敵性者1 0 例中4 例 が抗
[l~l

状腺抗体を有 し た . 今回の 検討 にお い て, 3 2 4 3 変異 と抗 G A D 抗体 のt司時陽性例 は無く, そ れ ぞ れ 糖尿病
の 独立 し た寄与因子

と考えら れ た .

E e y w o r d s i n s u li n
- d e p e n d e n t di ab et e s m e11it u s , n O n

-i n s u li n d e p e n d e nt di a b et e s m ellit u s , a n ti
-

gl ut a m i c a cid d e c a rb o x yl a s e a n tib o d y , m it o c h o n d ri al D N A , g e n e m u t ati o n

糖屁柄は , イ ン ス リ ン の 作用不足に よ っ て撞 こ る 慢件 の 高 血

糖状態と定義 され る 症候群 であり , そ の 病態 は 臨味的 にも成川

的にも様 々 で ある .

糖尿病 は , 1 9 8 5 年世 界保健機構( W H O) 分類
l)
に 基き

,
イ ン

ス リ ン 依存型糖尿病 (I n s u li n -d e p e n d e n t di a b e t e s m ellit u s ,

I D D M ) と イ ン ス
1
) ン非依 存型糖尿病 ( N o n -i n s u li n d e p e n d e n t

di ab e te s m ellit u s
,
N I D D M ) , 栄養不良関連糖尿病, そ の 他の 二

次性お よ び 遺伝性疾患 に伴う糖尿病 な どに 分類 さ れ て きて い

た .

I D D M は 若年者 に発症 し, 多く は急性発症 し, ケ ト
ー シ ス や

ケ トア シ ド
ー シ ス を超 しや すく ,

イ ン ス リ ン 治療 が 生 存 に必要

なもの と さ れ る . 発症 に は自｣ 免疫が 関与するもの と 考え ら れ,

自 己抗体 は し ば し ば 陽性であ る と さ れ て い る . -
･ 方NI D D M ほ

･-t l 年以 降 に 発症 し , 綬 徐 に 進行し , ケ ト
ー

シ ス は 起 し にくく,

イ ン ス リ ン 治療 が時 に は必要で あ る もの と さ れ , 自己抗体は通

常陰性で あ る と さ れ る .
こ の よう に198 5 年 W ‡1 0 分類 で は ,

臨

床 胤 成臥 残存イ ン ス リ ン 分泌能, 治療 な ど, 複数の 指標に

よ っ て 糖尿病を分類 して い る .

日常診療_
t
,
糖尿病症例 で は , 若 年者の N ID D M 発症や , 高

齢者の 急激なI D D M 発 症例 が経験 され , 必ず し も明確 に分類で

き な い 例 も経験 され る . 肥 満糖尿病 で , 清涼飲料水 の多飲 にて

糖尿病性 ケ ト ア シ ド
ー シ ス を来た すが , 治療後糖代謝 がjE 常化
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若年発症糖尿病 の 324 3 変異 と杭 G A D 抗体 の 検討

する ソ フ ト ドリ ン ク ケ ト
ー

シ ス と い っ た病態も存在す る.

一 方
,

診断当初は NI D D M と 診断 さ れ なが ら, 診断数 カ月数年後 に急

激なイ ン ス リ ン 分泌の 低下 を来 た しイ ン ス リ ン 治療が 必要と な

る症例もある . 発症年齢や発症様式, ま た 一 時期 の 治療法 に よ

っ て糖尿病を分類す る の は 困難であ る .
I D D M , N I D D M は広

く剛 ′､ ら れ た 区分で は あ っ たが , そ の 枠組 み か ら外 れ る糖尿痛

が多く報告さ れ るよ う にな っ て きた . 遺伝 子異常 に伴う糖尿病

とし て は, 1 9 8 5 年 W H O 分類で イ ン ス リ ン や イ ン ス リ ン受容体

の 異常 によ る糖尿病が区分 さ れ て い るが ,
それ 以 外に も遺伝子

異常と関連 した 糖尿病 が い く つ か 発見さ れ た .

若年性発症糖尿病 ( m a tu rity
-

O n S e t d i a b e t e s o f th e y o u n g ,

M O D Y) は , 1 9 7 5 年にT att e r s all ら
2)
が 若年発症の 糖尿病多発

系を調査 して提唱 した 概念 で あり, 2 5 才未満 に 診断さ れ ,
3 世

代以 上 に わ たり N I D D M を 認め , 優性 遺伝形式 を呈す るもの ,

と定義 され た
3)

. M O D Y は そ の 臨床像 が通常 の NI D D M に比 し,

強く遺伝因子が 関与す る た め 発症年齢 が低く, 浸透率が 高い と

考えら れ, 遺伝 的な連鎖解析 に適 して い る と 考え られ た . 1 9 9 1

年にB ell ら
4)
,
1 9 9 2 年 に は Vi o n n e t ら

5】
が 特定遺伝子の マ

ー

カ

ー

と糖尿病 と の 連鎖 を認め そ れ ぞれ M O D Y l , M O D Y 2 と 命名

し た .
以 後現在まで に M O D Y 5 まで が 同定さ れ , 特定遺伝子異

常に伴 っ た糖尿病が注月 され る に至 っ た
6卜 1-り

解糖 乳 T C A 回路 に引き続く膵ノヲ細胞内の 酸化的 リ ン酸化 に

よる A T P の 産生 は
,
イ ン ス リ ン分泌 に重要な役割を担 っ てお り,

ミト コ ン ドリ ア 遺伝子異常 によ りイ ン ス リ ン 分泌不全を来す こ

と は予想さ れ て い た . また ミ ト コ ン ドリ ア 脳筋症 の 患者 に糖尿

病の 合併が多い こ と は 知 られ て い た が ,
ミ トコ ン ドリ ア 脳筋症

にお ける遺伝子異常 の 発見 に引き続き, 1 9 9 2 年B alli n g e r ら
1 1)

H l O .4 キ ロ 塩 基対の ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝予の 欠失と糖尿病 が3

世代 にわ た り連鎖 して 母系遺伝 して い た-～
一

家系を報告し た . 続

い て v a n d e n O u w e l a n d ら
l ヨ)
は

,
メ ラ ス ( m i t o c h o n d ri al

m y o p a th y , e n C e p h al o p a th y , 1 a cti c a cid o si s , S tr O k e
-1ik e e pi s o d e s ,

M E u l S) の 7 5 % にみ られ るtR N A - Le u 3 2 4 3 番= の A か ら G へ の

変異(32 4 3 変異) がや は り3 世代 にわ た り 悼系遺伝 して い た 柚尻

病の- 一 家系を辛腔i した .

こ れ らの 遺伝 Jて･ 異常 を伴う糖尿病 が少 しず つ 解明さ れ て きた

が
, そ の 臨床型はI D D M か ら NI D D M ま で様 々 で あ り , こ れ ら

の 糖尿病を従来の W H O 分類 に よ っ てII)Ⅰ) M や NI D D M と 分類

する こ と は体1 難で あ る.

従来 I D D M の 診 断_
Ⅰ二の 奄 安 な 指標 と し て , 膵 ラ 氏 .け拭 休

(i sl e t c ell a n tib o d y , I C A )
l=i )

, 抗 イ ン ス 7) ン 抗 体 (i n s u li ll

a u to a n tib o d y)
1 4)
等が使 用さ れ て い た が, 最 近で は, 拭 グ ル タ ミ

ン酸脱炭酸酵素短Iu t a m i c a cid d e c a r b o x yl a s e , G A D) 抗体が 頻川

さ れ て い る . G A D は 抑 制性神経 症遁物 質 γ- ア ミ ノ 酪 酸

( g a m m a- a m i n o b u tyli c a ci d) を ダ ル ク ミ ン 憬よ り合成 す る 酵素

で
, 中枢神経組織

, 膵ラ 氏島に豊富 に〟在 して い る . 全 身の

筋強直 を特徴とす る ま れ な神経疾患 であ るSt 泊血 a n 症候群 で は

G A D に 対す る 自己抗体が 認め ら れ る こ と が 知 ら れ て い た が ,

同症候群が しば し ばID D M を合併する こ と , G A D の 分子靂が

64k D に近 い こ と な どか ら , 1 9 9 0 年 B a e k k e s k o v ら
1 5)
がI D D M

患者血 中に 出現する 64 E D 抗体 の 対応抗原 が G A D で ある こ とを

125

証明 し た . 以後抗 G A D 抗 体はID D M の 診 断の 指標と して 用 い

られ るよ う にな っ た .

-一一 般 的 にはIC A や 抗 G A D 抗 体 な どの 膵 ラ氏島に対す る=

抗体 はI D D M の 診断指標 と され てい る が
,
I D D M 患 者の み な ら

ず, 臨床的 に NI D D M と 診断 され て い る患者 の 中に も本抗体 の

陽性例が存在する こ とが 明ら か に な っ た . K o b a y a sb i ら
1 6)17)
は
,

I C A が 持続陽性 で , N I D D M か ら徐 々 にID D M へ 移行す る症例

を
, 緩徐進行型イ ン ス リ ン依 存型糖尿嫡 ( sl o w l y p r o g r e s s i v e

I D D M
,
S P I D D M ) と呼 ぶ こ と を提唱 し, I C A がID D M の 診断指

標 と し て の み な ら ず, I D D M へ の 移行 の 指標 と して も有用 な

こ と を示 した . 1 9 9 4 年 に は
,
S PI D D M で は抗 G A D 抗体も持続

して 陽性 である こ と が 見 い 出 さ れ
,
抗 G A D 抗 体がIC A 同様に

I D D M の 診断指標お よ びI D D M へ の 発症 予知の 指標と して 有用

性を示 した .

I
'

I 人で も,
1 9 9 3 年にZi m m et ら

1 8)
が
,
3 0 才以 降 に発症 し, 発

症 か ら6 ケ月 間以 上 は イ ン ス リ ン非依存性 であ っ た糖 尿病患者

を対象と して 調査 した と こ ろ, イ ン ス リ ン 依存性 へ 移行 した症

例で抗 G A D 抗 体陽性者が 74 % , 移行 し なか っ た 症例で は4■瓦体

陽性者が 4 .3 % で あり
,
扶 G A D 抗体 陽性 の 患者で は将来I D D M

に移行 しう ると して そ れ ら を潜在性成人発症型自己免疫性糖拭

病(1 a te n t a u t oi m m u n e d i ab et e s m e11it u s i n a d ult s , I A D A) と命名

し
,
K o b a y a s hi らの S P I D D M に近い 概念 を提唱 し た.

以
_と
よ り , 遺 伝子学的 にも , ま た 免疫学的 にもI D D M t

N I D D M の 両型 に ま た が っ た病 像を示す糖尿病 の 型が 発見さ

れ
, 従来の 柄型分類 にお己古Lが み ら れ る よう に な っ てき た .

1 9 9 7 年 7 月 に , 米 国 糖 尿病 学 会 ( A m e r i c a n D i a b e t e s

As s o si a ti o n
,
A D A ) は , 1 9 8 5 年 wn 0 分類 を改変 し, 成因をヰ亘 ､

と した 病型分類 A D A 案を発表 し た
1 9)

, こ の 案で は
,
糖屁病 を

人きく 1 型糖尿病 (踊り 細胞破壊 に よ る もの) , 2 型糖尿病 (イ

ン ス リ ン 抵抗惟 と イ ン ス リ ン 分泌不全 に よ る もの) , そ の 他の

特殊 な病理, 妊娠 糖屁病, の 4 つ に 分類 して い る . こ の 新分類

に お け る そ の 他の 特殊 な 相性 の lいに は , 遺侵的′摘=l胞機能異

常 と い う 項= が 設 け ら れ , )損二述 べ た , M O D Y l か ら3 まで と

ミ ト コ ン ドリ ア 遺有=
′

▲賢一さ
′

削二よ る 裾屁痛が , そ れ ぞれ-
･

つ の 柄

型と し て 分畑 き れ た . こ の 分類で は 糖尿嫡を基本的に ほ 成い=二

法 い て 分 耕 し , イ ン ス リ ン 沼痴 の 必 要性 に基 い たI U D M ,

N I D D M と い う 分畑 はIIJ い な い こ と , 発症椋囚や機構 の 解明さ

れ て い る もの は よ り 詳細に紺分化す る こ と, な どが拙 策さゴして

い る .
こ れ は 現在の 1 錮5 勺二W H O 分類 卜の 混乱の 解消を¶ 的と

して い る .

以 上よ り
,
I D D M , N Il) D M と 既 に紬両部勺に分類さ れ T い る

砧例 に つ い て も
,
再度戊川論的に視点 を変えて評価 し, 各 附則

の 特徴 を詳細化す る こ と が 屯要と考え られ る . ま た= ｣ 抗体の

評価 は , 各症 例 の 予後や 榊寮ノブ
ー

釘･ に影響 をつ･ え る と 考え ら れ

る .

今r,
ll] 私 は , 環境因J

'
･

の 関与が比較的少な い と 考え られ る≠卑

発症 の 糖尿病患者で , 比較的頗度の 高 い ミ トコ ン ドリ ア 遷仏イ
･

3 2 4 3 変異 と, 自 己免疫異常 の 指標 で あり, イ ン ス リ ン分泌不全

の 予知指標と考えら れ る抗 G A D 抗体の 2 点に つ い て検討 し, 若

年 発症糖尿病 へ の 関与を検討 し, 3 2 4 3 変異 と抗 G A D 抗体陽性

Of th e y o u n g ; N I D D M , n O n
-i n s uli n d e p e n d e n t di ab et e s m ellit u s; P C R rR F L P , p Oly m e r a s e c h ain r e a cti o n

- r e St ri cti o n

& a g m e n t l e n g th p oly m o r p his m ; R R F , r a g g e d
- r e d A b e r; S P I D D M , Sl o w ly p r o g r e s siv e I D D M ; S U 剤, S ulfb nil u r e a 剤;

T B E
, m S - b o ric a cid - E D

r

I n



1 2 6 北

者の 臨床像を比較検討 した .

対象 お よ び方法

Ⅰ . 対 象

北陸3 県 に在住 の ,
5 0 才以 下 で 発症 し, 現在外来通院中 の 糖

尿病患者12 0 例 (男性68 例 ,
女性52 例) を対象と し た . 対象者

の 臨床像を表1 に 示す. 発症時, 臨床 的にI D D M と 診断 され た

者 は27 例 (2 2 .5 % ) で , N I D D M は93 例 ( 7 7 . 5 % ) で あ っ た .

平均B M I は22 .8 ± 4 .O CK ± S D) k g/ m
2
と肥満傾向は なか っ た .

平均 空腹時血糖 は1 55 ±54 m g / d l で , 平均 ヘ モ グ ロ ビ ン A I c

Ol e m O gl o b i n A I c , H b A I c) は7 .7 ±2 .0 % で あ っ た .
I D D M の 診 断

は
, 急性 に ケ ト ー シス を伴 っ て 発 症 した もの で 診断直後 の イ ン

ス リ ン 治療開始の 条件を満たす こと と した .

Ⅱ . 方 法

1 . 高分子 D N A の 抽出

対象者 の 末梢静脈血10 m l を E D T ん2 N a を抗凝固剤と して採

取 し4 ℃ に て移送 し
-

2 0 ℃ にて保存 した . こ の 末梢血 を室温に

て解凍後T rit o n X -1 0 0 融 解変法20) に て高 分子 D N A を単離 し

た . すなわ ち320 m M シ ョ 糖 液, 1 % T rit o n X - 1 0 0 , 5 m M M g C 12 ,

1 0 m M T ri s - H Cl (p H 7 .6) を含 む融解液 にて 赤血 球を溶血 さ せ ,

遠心 に よ り沈澱 と して 白血 球 を 集め た .
こ れ を プ ロ テ ア ー ゼ

T a bl e l . Clin ic al ch ar a C t e risti c s o f 12 0 di a b e tic p a tie n t s

C lin ic al a n d

l a b o r at o r y f e atu r e s
N u m b e r ( % ) o f p a tie n ts

S e x

M al e

F e m al e

A g e a t s a m pli n g ( y e a r s)

A g e a t o n s e t (y e ar s)

D u r ati o n of di a b e te s ( y e a rs)

B M I ( k g 血
2

)

F P G ( m g/d l)

H b A I c ( % )

T yp e of d i a b e t e s

I D D M

N I D D M

T r e at m e n t

D iet

O H A

I n s u li n

6 8 ( 5 6 .6)

5 2 ( 4 3 .4)

4 5 ± 12

3 5 ±10

9 .4 士8 .0

2 2 .8 ± 4 .0

15 5 ± 5 4

7 .7 ± 2 .0

2 7 ( 2 2 .5)

9 3 ( 7 7 .5)

1 9 (Ⅰ6 .0)

4 5 ( 37 .5)

5 6 ( 4 6 .5)

B M I
,
b o d y m a s s i n d e x ; F P G , f a s tl n g Pl a s m a gl u c o s e ; I D D M ,

in s u lin -d e pe n d e n t di ab et e s m e11it u s ; N I D D M , n O n i n s uli n
-

d e p e n d e nt d ia b et e s m e11it u s; O H A , O r al h y p o gly c e m ic a g e n t .

V al u e s r e p r e s e n t X ± S D .

谷

(Si g m a , S t . I J O u i s , U S A ) にて 消化後, フ ェ ノ
ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム

(1 : 1) で 1 回 , 続い て ク ロ ロ ホ ル ム イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (24

: 1) に て 2 回抽 出 し, 最後 に エ タ ノ ー ル 沈澱 に よ り D N A を分

離 し た . こ う し て 得 られ た D N A を 10 m M T ri s - H C l , 1 m M

E D
′

r む2 N a ( p H 8 .0) に溶解 の 上 260 n m にお ける吸光度測定に

より濃度を求め た .

2 . P C R

上 記 方法 で 調製 し た D N A を 用 い て , ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝

子t R N A
L e u
の 変 異部位 であ る塩基番号を コ ー

ドす る 領域3 24 3

位 を 挟 む 20 塩 基 長 の プ ラ イ マ
ー

C O m m O n 5
'

(5
,
･

A G G A C A A G A G A A A T A A G G C r 3
'

,3ユ3 0 -3 1 4 9) と c o m m o n 3
'

(5
,
-

C A C G T T G G G G C C m G C G
′

m -3
'

,
3 4 2 3 -3 4 0 4) 1 組を作成 し た (表

2) . プ ラ イ マ ー は D N A 合 成 磯 モ デ ル A B I 3 8 1 A (A p pli e d

B i o s y st e m s , I n c . , F o s t e r , U S A) を用 い ベ
ー タ シ ア ノ エ チ ル ホ ス

ホ ア ミ ダ イ ド法
2 1)
に て 合成 し た . ア ン モ ニ ア 水 に溶解 し55 ℃

で
一

晩静置 した うえで
-

2 0 ℃ に冷却 , 真 空下 で 遠心 して乾燥,

再滅 菌蒸留水 1 m l に 溶解 し カ ラ ム N A P - 5 ( P h a r m a ci a - L K B ,

U p p s al a , S w e d e n) に通 して 精製 した . 2 6 0 n m で の 吸光度より濃

度 を測定 し10p M に な る よう に濃度を調整 した .

D N A 断片の 増幅に は S ai ki ら
22)
に よ る P C R 法を用い た . 高

分子 D N A l .5 FL g を鋳型 D N A と して 40 p M の プ ライ マ
ー

1 セ ッ

ト と 20 0 FL M の 各デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド(d A T P , d C T P ,

M ｡ ta ｡t G占G C C C
W ild -tyP e G 皇G C C C

＼

丁
一
~
~

¢O m m O n 3
●

¢O m m O n 5
■

P C R fr a q m e nt s

M u ta nt

W ‖d - ～p e

2 94 b p

l A p a I dig e stio n

1 1 5 b p 17 9 b p

U n c h a n q e d

F ig ･ 1 . D e t e cti o n of m it o c h o n d ri al D N A t R N A
L e u( U U R)

m u ta ti o n

a t n p3 2 4 3 b y P C R
- R F L P . A D N A 血

･

a g m e n t e n C O m p a S Si n g th e

m u t a ti o n sit e
,
W h i c h i s g e n e r a t e d b y P C R u s l n g p r l m e r S

c o m m o n 5
'

(A G G A C A A G A G A A ÅTA A G G C C , 3 1 3 0 -3 1 4 9) a n d

C O m m O n 3
'

(C A C G T r G G G G C C m G C G T A , 3 4 2 3 - 3 4 0 4) w a s ,

d i g e s t e d w ith A P a I . A ♪a I cl e a v e s th e m u t a n t s e q u e n c e

( G G G C C C) a t p o siti o n 3 2 4 3 b u t n o t th e w ild -

ty p e s e q u e n C e

( G A G C C C ) . P o siti o n s of th e u n di g e st e d (2 9 4 b p) an d d ig e ste d

P C R f r a g m e n t s (1 1 5 b p a n d 1 7 9 b p) a r e i n d i c a t e d .
T w o

f r a g m e n t s i n th e P C R p r o d u c t s a r e f o rm e d f o r th e m u ta te d

a11 el e
,
b u t o n ly o n e fr a g m e n t f o r th e w ild

,ty P e .

亭

T ab le 2 . S u q u e n c e s o f olig o n u cl e o tid e p r l m e rS f o r P C R a m p lific ati o n

P ri m e r S e q u e n c e P o siti o n

C O m m O n 5
-

5
'
- A G G A C A A G A G A A A T A A G G C C - 3

.

C O m r n O n 3
.

5
l
- C A C G T T G G G G C C T T T G C G T A - 3

-

3 2 43 G 3
■

5
'
- T T T T A T G C G A T T A C C G G G C c -3

■

3 13 0 -3 1 49

3 40 4 - 3 4 23

3 2 4 3 -3 26 2

S m al 1 c at th e 3
'

t e r m in al of 3 24 3 G 3
■

in dic at e s th e b as e c o m pl e m e n ta r y t o th e m u ta te d b a s e . c o m m o n 5
Y

,

f o r w o rd p ri m e r; C O m m O n 3
一

,
r e V e r S e P r l m e r; 3 2 4 3 G 3

'

,
r e V e r S e P r l m e r .
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d G T P , T T P ) と 2 .5 単位 の T a q ポ リ メ ラ
ー ゼ (P e r ki n - E lm e r -

C e tu s , N o r w alk , U S A) を10 m M T ri s - H Cl , p H 8 .3 , 5 0 m M K C l ,

1 .5 m M M g C 1 2 , 0 .0 1 % ゼ ラ チ ン を含む 権衡液 に加え再滅菌蒸留

水を加え計50 /∠1 と な る よう に して 撹拝 した . 遠心 し て 反応液

を集め50 〃1 の ミネ ラル オ イル (Si g m A) を滴下 して 蒸発を防ぎ,

変性 反応温度93 ℃ , 1 分 , ア ニ
ー

リ ン グ 温度52 ℃ , 1 分 , 伸長

反応温度72 ℃ , 3 分 の 温度条件の もと 30 サ イ ク ル の 反応を行 っ

た .

3 . P C R - r e St ri c ti o n f r a g m e n t l e n g th p ol y m o r p h i s m (P C R -

R F L P) 法

先 に示 し たP C R 法 に て 増幅 され た ミ ト コ ン ドリ ア D N A 3 1 3 0

位か ら342 3 位まで の 断片 を用 い , R F L P 法 で32 4 3 位の A か ら G

へ の 変異 の存在を確認 しス ク リ
ー

ニ ン グを行う ため , 制限酵素

A♪αⅠを用い た . こ の 酵 素は 図1 に示す通り変異を来 し た D N A

の み に作用 し, 全長294 塩基 対 (b a s e p ai r , b p) の D N A 断片 を

115 b p と 17 9 b p に切 断す る .
ピペ ッ ト に て ミネ ラ ル オ イ ル の 下

層よ り P C R 産物7 /ノ1 を 取り出 し, A P a I 2 FLl と その 反応用緩

衝液1 / ∠l を加 え, 酵 素の 至適温度37 ℃の 条件 l
ご
に て6 時 間反応

さ せ た .
こ の 反 応産物8 /J l を , D N A 鎖 長 マ

ー カ ー

で あ る ¢ -

Ⅹ17 4 D N A の ガαβ Ⅲ消化産物と と も に , 1 0 -2 0 % 濃 度勾配 ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ( ア ト
ー

, 東 京) を 用 い て , T ri s - ホ ウ 醸 -

E D T A 汀ri s -b o ri c a ci d p E D T A , T B E) 泳動 用繚衝液中で 4 ℃ の も

と
,
2 0 0 V で 12 0 分泳動をお こ な っ た . T B E 横衝 液は T ri s - H C 1

54 g , ホ ウ酸 2 7 .5 g , 0 .5 M E D
′

m 2 0 m l に 蒸留水を加え300 0 m l

にし たも の を保存用の 5 × T B E 綬衝液 と し, 泳動直前 に1 × の

濃度に 希釈 し た . 染 色に は B 10 - R A D 銀 染色キ ッ ト (Bi o - R a d

L ab o r a t o ri e s
,
Ri c h m o n d

,
U S A) を用い プ ロ トコ

ー ル に 従 っ て 銀

染色を行 っ た . 1 0 % メ チ ル ア ル コ
ー ル 1 0 0 m l に て30 - 6 0 分 間ゲ

ル の 固定を行 い 酸化剤 1 00 m l に て 5 分間酸化 させ た . 蒸留 水で

15 分間に6 - 7 回水を換え な が らすすぎ余分な酸化剤 を除き , 銀

染色溶液を加え20 分 間以 上 振 とう さ せ た . そ の 後30 秒以 内に

洗浄し現像液を加え バ ン ドの 出現 を確認 した . ある催 度以 ヒバ

ン ドが 濃く な っ た時 点で 5% 酢酸100 m l を 5 分間加 え反応 を停

挙 止さ せ
, 蒸留水 で洗浄 し30% メ チ ル ア ル コ

ー ル 1 0 0 m l に3 日 間

以上浸 し て ゲ ル を収縮 させ , グリ セ オ
ー ル をl机酎二均 等に 塗布

して 水 に浸 し た セ ル ロ ー ス フ イ ル ム ニ 枚の 間に は さ み 1tて方形の

枠に 固定 して 乾燥 させ た ,

4 . 特異的P C R 増幅法

上 記方法で調整 し た D N A を 用い て
,
上 記 の P C R- R F L P 法と

は別に
,
3 2 4 3 変異 に特異的な プ ラ イ マ ー を作成, 俺川す る こ と

によ る特異的P C R 増 幅法 ( a m plifi c a ti o n r e f r a c t o r y m u t a ti o n

S y S t e m , A R M S) に よ っ て も32 4 3 変 異を確認 し た . 谷Lll ら
2 3)

の 方法 に順 じ て, H 鎖側 に表2 に も示 し た変異特異的 プラ イ マ

ー

3 2 4 3 G 3
'

(5
'
- m G C G A T T A C C G G G C C -3

'

) を川い , 対の

プ ライ マ
ー

と して は c o m m o n 5
,

を侍用 し, P C R 法に よ り増幅 し

た. こ の 方法 は プ ライ マ ー

3
,

末端側塩基 に マ ッ チ した 変異D N A

は増幅 さ れ る が
,
ミ ス マ ッ チ の 正 常 D N A は 増幅 さ れ ない と い

う原理を利月ヨした方法であ る
2 4)

. 図2 に示す通り
,
変異を有す

る検体の み132 b p の D N A が 増幅さ れ る . 変性 反応温度93 ℃ , 1

分
,
ア ニ

ー

リ ン グ 温度62 ℃
,
1 分

,
伸長 反応温度72 ℃ , 3 分の

温度条件の も と30 サ イ ク ル の 反応を行 っ た .
ピ ペ ッ トに て ミ

ネラ ル オ イ ル の 下層 よ り P C R 産物8 FLl を取り出 しD N A 鎖長 マ

ー

カ ー

で ある ◎ Ⅸ17 4 D N A の 助 e Ⅲ 消化産物 ととも に, 1 0 -2 0 %

硬度勾配ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (ア ト
ー

, 東京) を用 い て ,

M ut a nt

3 2 4 3 G 訂( OP 結 M G PrI m o r】
3
■

_ C c G G G C C A T T A G C G T A I T T T . 5
一

G C C C G G T A A T C G C A T A A A A J
l

W ild - tⅥ) e

3 2ヰ8G a
●

脚 m O n 5
'

1 ＼
.｡ ｡
ブ

O n 5
■

1
l:1 2 b p

N o p ｢ Od u ct

Fi g . 2 . D e t e cti o n of m it o c h o n d ri al D N A t R N A
t 創 (U U R)

m u t a ti o n

a t n p3 24 3 b y A R M S . A 1 3 2 b p p r o d u ct i s g e n e r at e d o nl y if th e

3
'

- t e r m i n al n u cl e o ti d e o f th e m u t a ti o n s p e sifi c p ri m e r

(3 2 4 3 G 3
'

) m a tc h e s th e t e m pl a t e . N o t e th a t p ri m e r 3 2 4 3 G 3
'

C O n t ai n s a n o b li g a t o r y m i s m a tc h p e n u lti m at e t o its 3
'

e n d .

T B E 泳動 用緩衝液中 で 4 ℃ の もと , 1 5 0 V で 90 分泳動を お こ な

っ た . 染色 に は先 に 述べ た BI O - R A D 銀 染色 キ ッ トを 伺い て銀

染色 を行い ,
ゲ ル 固定, 酸化等も前項に順 じ て行 っ た .

5 . 抗 G A D 抗体の 測定

対象者120 例 に早朝空腹時採血を行い , 血清 に て 抗 G A D 抗体

を測定 し た.

抗 G A D 抗体 は,
1 25

I 標識精製 ブタ 脳 G A D (G A D 6 5 , G A D 6 7 の

両 ア イ ソ フ す - ム を 含む) を抗原 と した ラ ジ オイ ム ノ ア ツ セ イ

キ ッ ト ( H o e c h s t J a p a n L td リ 東京) に て測定 し た
25)

. すなわ ち
,

ブ タ脳 ホモ ジ ュ ネ
ー

トより G A D -1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ア ブ イ ニ

テ ィ
ー

ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

によ り精製 し た G A D を
1 25

Ⅰ標識 した

もの を抗原と した . 患者血清20
一
" 1
,
1 2 5Ⅰ標識G A D 溶液100 /ノl ,

お よ び10 0
′
" l の 定量綬衝液 (1 n M 2 て ミ ノ エ チ ル イ ソ テ オ ウ ロ

ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド
,
0 .2 m M リ ン酸 ピl) ドキ シ ン , 1 0 m M リ ン 酸

生 理 氏塩水) を混和後, 室 温 に て 2 時 間反応さ せ た . 次 に1 m l

の 抗 ヒ トヤ ギIg G 抗体を加え, さ ら に30 分室温 にて 反応 させ た

後 ,
3 0 0 0 1

･

p m で 4 度, 3 0 分遠心, 1 浦 を吸引 し た . 沈殿の 放射

活性をガ ン マ カ ウ ン タ
ー

でi･則定 し, 既知濃度の 患者1flL 清か ら得

ら れ た 検量線を 元 に抗 G A D 抗 体 価を算Ⅲ し , 結 果 は 隕位

( u n it s , U)/ m l で 表示 した
2 ;̀)

. 抗 G A D 壬ノ用; 測定用 ラ ジ オイ ム ノ

ア ツ セ イ 系 の 測定範世= よ, 高力佃j の 杭 G A D 抗 体を 有す る こ と

が わ か っ て い るI D D M 患者I虹清を 段階希釈 し て 検量線 を作成

し
,
こ の 結果 をノ己に して 測定範囲 を4 か ら2 5 6 U/ m l と 定め た .

当キ ッ ト添付の 標準曲線作成川の 最低標品濃度で ある 4 .O U / m l

を最低検出限界と し た .

6 . 統計 処理

2 群間の 検定 は x
2

検定もしく はFi sh e r の 直接碓率計算法を用

い
,
3 群問の 検定 に は分散分析 仏N O V 刃 を用 い , い ずれ も危

険率 5 % 未満 (p < 0 .0 5) を統計学的有意差あり と し た . ま た抗

G A D 抗体価と 糖尿病雁病期間, H b A I c 値 はP e a r s o n の 相関係数

の 検定を用い そ れ ぞれ の 相関を検定 し た.

成 績

Ⅰ . ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝子3 2 4 3 点変異(3 2 4 3 変異) 陽性者

並びに抗 G A D 抗体陽性者の検出

1
･

P C R - 即 L P 法並び にA M S 法に よ る324 3 襲異陽性者の 検

出



1 2 8 北

50 才以T で 発症 し た糖尿病患者120 例中
,
P C R - R F L P 法 に よ

る ス ク リ
ー ニ ン グ に お い て

,
3 例 に32 4 3 変異 陽性者が見出さ れ

た . 囲3 に その 泳動 パ タ ー ン を示 す. 変異陽性例 で は 179 b p と

11 5 b p の 変 異 バ ン ドが 認め ら れ た . 症例 14 に 関 し て は 薄く

179 b p の 変異 バ ン ドが認 め ら れ る もの の 確定で きなか っ た . ま

た
, 同1 2 0 例 に 村 し A R M S 法 に より変異を確認 し た と こ ろ

,

P C 路R F L P 法 で 陽性で あ っ た 3 例 に加え , 変異を確定 でき な か

っ た症例14 に も132 b p の 変異 バ ン ドを認め , 合計4 例 に324 3 変

異が 認め られ た (結果 は 示さな い) . ス クリ ー ニ ン グと して 用い

ら れ て い る P C R , R F L P 法 に て変異 が確定できず, A R M S に よ り

変異が確認 さ れ た 症例 14 に お い て , 家系内で 遺伝子検索を行

っ た と こ ろ
, 図4 に示す通り発端者の 長女, 次女 , 長男 の 子供

3 名す べ て に 両方の 検査 にお い て 324 3 変異 が認 め られ た . よ っ

て症例14 は32 4 3 変異 陽性者 と判断 し, 結局120 例中4 例 に324 3

変 異が見 い 出さ れ
,
その 頻度 は3 .3 % で あ っ た . 表3 に示す よ う

に4 例 い ずれ も女性 であり
, 調査時の 平均年齢 は33 ± 10 才 で ,

平均発症年齢 は29 ±6 才 で あ っ た . 血糖 コ ン ト ロ ー ル は不 良で
,

平均空腹時血糖 は1 88 士 4 8 m g / d l , 平均 H b A I c は9 .5 ± 2 . 0 % で

C a s e l l C a s e 1 2

(T . A .) M a r k e r (Y .T ,)
(b p)

3 1 6

2 7 1

2 3 4

1 9 4

7 2

C a s e 1 3

(l .F .)

C a s e 1 4

( 九N .)

Fi g . 3 . I d e n tiR c a ti o n o f th e m it o c h o n d ri al D N A tR N A
L e u (U U R】

m u t ati o n a t n p3 2 4 3 . P C R
- R F L P a n aly si s w e r e p e rf o r m e d f o r

f o u r p a ti e n t s , a n d 2 9 4 b p f r a g m e n t s (3 1 3 0 - 3 4 2 3) o f

mi t o c h o n d ri al D N A e n c o m p a s s i n g p o siti o n 3 2 4 3 w e r e

di g e s t e d wi th A p a I an d a n al y z e d b y a c ril a m id e
-

g el (1 0 -2 0 % )

el e c tr o p h o r e si s . C a s e l l C r .A .) , C a S e 1 2 ( Y .T .) , C a S e 1 3 (I . F .) ,

S h o w th e m u t ati o n al p a tt e r n w ith 1 79 a n d l 1 5 b p fr a g m e n t s . I n

C a S e 1 4 仏 . N .) , a Sli gh t di g e st e d b a n d of 1 7 9 b p c a n b e s e e n .

M a r k e r
,
th e m ol e c u c u l a r si z e m a rk e r of ≠Ⅹ17 4 d o u b l e s tr a n d

D N A di g e st e d w i th H a e H .

あ っ た . 臨床 病型 で は 症例 11 の みI D D M と 診 断 さ れ て お り
,

他の 3 例 は NI D D M と 診 断さ れ て い た . 治療は 4 例中3 例が イ ン

ス リ ン 使月∃者であ っ た . 4 例 中2 例に 合併症を認 め, 他 の 2 例 に

は存在 しなか っ た .

3 2 4 3 変異 陽性者 の うち
, 表3 に 示す症例 11 , 症例12 に つ い

て は 発端者母親 に つ き
,
また 症例14 に つ い て は 発端者の 両軌

長女
,
次女

,
長 男 に つ きP C R -R F L P 法な ら び に A R M S 法 に より

324 3 変 異の 確認を行 っ た . 図5 に4 症例 の 家系図と , 遺伝子解
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若年発症糖尿病の 324 3 変異 と抗 G A D 抗体 の 検討

析の 結果, 糖尿病, 及び難聴 の 有無 に つ い て示す･ 症例11 , 症

例12 の 母親は い ず れ の 検査 に お い て も変異 は認め ら れ な か っ

た . 症例11 の 母 は検診等 で糖尿病 を指摘 さ れ た こ と は な か っ

たが , 症例12 の 軋観 は難聴を伴い 境界型糖尿病 にて 通院 して

い た . 症例14 で は 先 に述 べ た 通り発端者 の 長女, 次女 , 長男

にP C R
- R F L P 法 ,

A R M S 法両検査で 324 3 変異が 認め られ た . 症

例14 の 両戟 に は 両検査 ともに変異 は認 め ら れ ず, 検診等で糖

尿病 と診断さ れ た こ と は なか っ た . また 長女, 次 女, 長男 にお

い て
,
変異陽性 を確認後7 5 g 経 口 ブ ドウ 糖負荷試験 を施行 し た

C a s e 1 3

Fig . 5 . P e di g r e e of c a s e l l (刃 , C a S e 1 2 (B ) , C a S e 1 3 (C ) a n d

C a S e 1 4 ( D ) . T h e a r
･

r O W i n d i c a t e s th e p r o b a n d i n e a c h

p e di g r e e . T h e s q u a r e a n d th e ci r cl e i n th e p e di g r e e i n d i c at e

m al e a n d f e m al e
,
r e S p e C ti v el y . 耶 ,

4)
,
W ith m it o c h o n d ri al

D N A t R N A
l j
J

u ( U U R)
m u ta ti o n a t n p3 2 4 3 ;

口
,
⑩

,
W ith di ab e te s

m ellit u s; ◎ , W ith mi t o c h o n d ri al D N A tR N A
I 皿 ( U U lそ)

m u ta ti o n a t

n p 3 2 4 3 a n d d i a b e t e s m ellit u s;
*

,
W ith h e a ri n g di s t u r b a n c e;

N D
,
n O t d e te r m i n e d .

T a ble 4
. C lin ic al c h a r a c t e ris ti e s o f a n ti - G A D a n ti b o d y

-

p O Sitiv e p とItie n t s

A g e at A g e a t T y p e

1 2 9

が , い ず れも糖尿病型を里さ なか っ た .

2
.
ラ ジ オイ ム ノ ア ツ セ イ 法 に よ る抗 G A D 抗体 の 測定, な

ら び に 陽性者の 検出

対象者120イ那戸, 抗G A D 抗体4 .O U / m l 以上 を示す陽性者 は10

例 (8 .3 %) で あ っ た . 表4 に示す よう に調査時の 平均年齢 は39 士

1 3 才 , 平均発症年齢 は30 士 13 才で あ っ た . 血糖 コ ン ト ロ
ー ル

は 不 良で , 平均 空腹時血糖 は19 0 ± 7 3 m g/ d l , 平均 H b A I c は

9 .4 士 2 .0 % で あ っ た . 臨床病型は7 例 がID D M , 3 例が NI D D M

と 診 断 さ れ て い た . 治 療 は
,
I D D M と 診 断 さ れ た 7 例 と

,

N I D D M と 診断 さ れ た 者の 内1 例の 合計 8 例が イ ン ス 1) ン で 治

療 さ れ て おり他 の 2 例 は ス ル ホ ニ ル 尿素剤 (S U 剤) が 佗用 され

て い た
. 合併症で は10 例中5 例 に何 らか の 合併症を認め た.

抗 G A D 抗体 陽性者10 例の 抗体価 は, 1 0 0 0 U / m l 以 上 が 2 例 ,

1 1 .0 -2 0 .O U / m l が1 例 ,
4 .0 -1 0 .O U / m l が 7 例 で あ っ た . 今 回検討

し た12 0 例 の 抗 G A D 抗体 の 分布を, I D D M , N I D D M 別 に 図6

に示す . I D D M で は27 例中7 例 (25 .9 %) , N I D D M で は93 例 中3

例 (3 .2 % ) に抗体陽性者 を認め , I D D M で 陽性率は有意に高値で

あ っ た ( p = 0 .0 0 1 1) . 抗 G A D 抗 体価と 糖尿病雁病期間, 抗 体価

と Ⅲb A I c 値の 間に は 有意な相関は認 め ら れ なか っ た .

3 . 3 2 4 3 変異お よ び抗 G A D 抗体同時陽性者の 頻度

324 3 変異 と抗 G A D 抗体の 同時陽性者 は存在 しなか っ た .

11 . 3 2 4 3 変異 陽性者並びに抗 G A D 抗体陽性者 の臨床像の

比較

1 . 発症年齢

324 3 変異 陽性者4 例 の 平均発症年齢 は29 ± 6 才 , 抗 G A D 抗

体陽性者10 例 の 平均発症年齢 は30 ± 13 才で ,
と もに陰性であ

っ た 群 の 平均年輪36 ± 1 0 才に比 し て 若年発症の 傾向 にあ っ た

が
, 有意差ほな か っ た (表5 ) .

2 . イ ン ス リ ン依存性

324 3 変異 陽性者4 例 の うちI D D M と 診断 さ れ た の は1 例 で あ

っ た(25 .0 %) . 抗 G A D 抗体陽性者1 0 例の うちID D M と診 断さ れ

た の は 7 例で あ っ た (70 .0% ) . こ れ は32 4 3 変異, 杭 G A D 抗 体と

も にl甘性で あ っ た群の 頻度106 例 巾19 例 (17 .9 %) に 比 し有意に

.軒率で あ っ た (p = 0 .0 0 1) ( 衣5) . ま た
, 扶 G A D 抗体陽件者に お

け る イ ン ス リ ン 治療者は10 例叶8 例 (80 %) で , とも に陰性であ
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T a b le 5 . C o m p a ris o n of th e c li n i c al f e at u r e s b et w e e n th e p ati e n t s w it h m it o c h o n d rial D N A 3 2 4 3 A t o G

m ut ati o n
,
a n ti - G A D a n ti b o d y

-

p O Siti v e p ati e n t s , a n d d o u bl e
-

n e g a ti v e p ati e n ts

N u m b e r ( % ) o f p ati e n t s

C lini c al fe at u r e s
3 2 4 3 m u t ･ P O Siti v e G A D a b p o siti v e d o u bl e n e g a tiv e

n = 4 n
= 1 0 n

= 10 6

A g e at o n s e t ( y e a rs)

B M I ( kg/ m
2

)

I D D M

I n s uli n t r e at m e n t

2 9 ±6

16 . 4 ± 1 .5 †‡

1 (2 5 .0)

3 (7 5 .0)

3 0 ±1 3 3 6 士 1 0

2 1 ,4 ± 3 . 4 23 .
2 ± 4 .0

7 ( 7 0 .0
*

) 1 9 ( 1 7 .9)

3 ( 8 0 .0
Ⅷ
) 4 4 ( 4 1 .5)

3 2 4 3 m u t .
,
mi t o c h o n d ri al D N A 3 2 43 A t o G m u t ati o n; G A D a b , a n ti

- G A D a n tib o d y; B M I , b o d y m a s s

i n d e x; ID D M , i n s u li n
- d e p e n d e nt di a b et e s m ellitu s;

†p < 0 .0 1 c o m p ar e d w ith d o u b le n e g ati v e p atie n t s , a n aly s e d b y a n aly s is o f v a ri a n c e ( A N O V A ) .

‡p < 0 .0 5 c o m p ar ed w it h an ti
- G A D a n ti b o d y p o sitiv e p a ti e n ts , an al y sis b y A N O V A .

*

p < 0 ,0 1 ,
¶

p < 0 こ野 C O m p ar e d w ith d o u bl e n e g a ti v e p ati e n ts , b y x
2

t e st .

V alu e s r ep r e s e n t X ±S D .

0 0 0 0
0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0
0 (〕0 0

0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 (⊃0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0

=〕D M NI D D M

(∩= 2 7) ( n = 9 3)

Fig . 6 . D i s trib u ti o n s o f a n ti - G A D a n tib o di e s tit e r s c o m p a ri n g

I D D M am d N I D D M p ati e n t s . T h e a r e a of u n d e r th e d o t li n e

i n d i c a te s th e n e g a ti v e z o n e f o r a n ti
- G A D a n tib o d y l e v el s

( < 4 .O U / m l) . E a c h o p e n ci r cl e sh o w s o n e p a ti e n t .

っ た 群 10 6 例 中4 4 例 (4 1 .5 % ) よ り も有意 に 高率 で あ っ た

(p = 0 .0 4 1) . 抗 G A D 抗体 価別 の 治療内容 は , 1 0 0 0 U / m l 以 上 の

NI D D M 2 例 (S U 割 に て 治療) 以 外 は , 1 1 .0 - 2 0 .O U / m l の 1 例

(ID D M ) , 4 .0 -1 0 .O U / m l の 7 例 (ID D M 6 例 , N I D D M l 例) は全例

イ ン ス リ ン に て 治療され て い た (表4 ) .

3 . B M I

3 2 4 3 変異 陽性者群 の 平均 B M I は 16 .4 ± 1 .5 k g / m
2

で あり
,
抗

G A D 抗体 陽性者 の 平均 21 .4 ± 3 .4 k g/ m
2
や
,
と も に陰性 であ っ

た 群 の 平 均 2 3 .
2 ± 4

. O k g / m
2

に 比 し 有意 に低値 で あ っ た

b 三 0 .0 3 2 , p ニ 0 .0 1 0) (表 5) .

4 . そ の 他の 特徴的臨床像

表3 に示 すと お り3 24 3 変異 陽性者4 例 中3 例 に 難聴 が認め ら

れ た. 3 2 4 3 変異陽性者 に抗甲状腺抗体 の 陽性者は い なか っ たが ,

抗 G A D 抗体 陽性者 10 例 中, 抗 甲状腺抗体を有 し た 者 は4 例

(4 0 %) で あ っ た (表4) . そ の うちI D D M は3 例 ,
N I D D M は 1 例

で あ っ た . 抗 甲 状 腺抗体 陽性者 4 例 の 抗 G A D 抗 体 価 は

1 16 8 U / m l (N I D D M ) , 1 9 . 1 U / m l , 8 .7 U / m l , 4 . 6 U / m l (3 例

I D D M ) と様々 で あ っ た . 3 2 4 3 変異陽性者で肥満度を有す る者

は い なか っ たが
,
抗 G A D 抗体陽性者で は2 例 が 肥満度を有 し て

い た(表 ㊥.

!

考 察

本研究 にお い て は, まず324 3 変異と 抗 G A D 抗体 陽性 の 頻度

を検討 し, 各々 の 糖尿病 へ の 発症 の 寄与を検討 した .

前述 し た とお り ミ ト コ ン ドリ ア324 3 遺伝 子異常 に伴う糖尿

病は
,
糖尿 病 の 中で も頻度が高 い こ と で注目さ れ て い る . 本邦

で は K a d o w a k i ら
2 7) を は じ め K a t a gi ri ら

2 8)
,
O d a w a r a ら

29)
,

K s hi m o t o ら
3 0)
が そ れ ぞれ に 変異 の頻度を調 べ

,
そ の 頻度は 仝

糖尿病の 約1 % と の 報告 で あ っ た . 諸外国 の 文献で は
,
G e rb itz

ら
3 1)
に よ る と

, 日 本 国内外 で の 様 々 な 文献 よ りI D D M ,

N I D D M す べ て を 含む352 9 例で 32 4 3 変異 が あ っ た の は 52 例

(1 .5 %) で あ っ た が ,
イ ギ 1) ス で は S a k e r ら

32)
が コ

ー

カサ ス 人の

糖尿痛患者中 の 3 24 3 変異 の 頻度 は0 .1 -0 .2 % と 少 な い だ ろ うと

報告 し, 人種 間で 本遺伝子異常 の 頻度 が異 なる こ と が 予想 され

た .

今回 は
,
糖尿 病の 家族歴や母系遺伝 の 有無で で は なく, 発症

年齢 が 50 才 以 下 の 症例 に限定 し た研究 であ っ た が
,
3 2 4 3 変異

は120 例 中4 例で , 3 .3 % と 従来の 報 告より高率であ っ た .
こ れ

は 今回の 324 3 変異 陽性者の 発症年齢が平均2 9 才 で あり
,
若年

発症 と制限さ れ た 糖尿病 にお い て は 頻度が増 し た ため と考えら

れ た . よ っ て
, 本変異 の 頻度 が比較的高い と 考え ら れ る 本邦に

お い て は
, 日 常診療 に お い て , 若年発症の 糖尿病患者で は1 %

以 上 の 頻 度で 324 3 変異 陽性者が存在 し て い る 可 能性が あり ,

糖尿 病の 大き な病因 の
一

つ に な っ て い る可 能性が示唆さ れ た .

本邦 の 若 年発症糖尿病患者 に お い て , 他の 臨床像 とも合 わせ て

注意深く本変異を疑う こ と が 重要である と 考え られ た .

本遺伝子異常 で は母系遺伝 が特徴の--一
一

つ で あり
, 本研究で は

324 3 変異 を 有す る4 例 の う ち
,
症例1 1

,
症例1 2

,
症例 14 の 発

端者 の 母親で P C R - R F L P 法並 び に A M S 法 にて 遺伝子変異 の 確

認 を行 っ た が
,
い ずれ の 症例 の 母親 にも3 24 3 変異 は検出 され

な か っ た . 今回 は, 末梢血 白血球を用い て 遺伝子異常 の 検索を

行 っ た が , 末梢血で は変異遺伝子 の 割合が他 の 臓器 と比較 して

少な い こ と が 報告 さ れ て お り
12)3 0)

,
3 2 4 3 変異を有 し て い て も同

定できな い 可能性 があ る . 今 回の 研 究 で も本来 は母が 3 24 3 変

異を有 して い て も, 変異を同定できなか っ た可能性 がある . 必

ず しも本変異 に伴う糖尿病が母系遺伝 の形を取 る と は 限 らず,

母系遺伝を確認 でき な い 糖尿病患者 の 中 にも32 4 3 変 異が存在
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して い る 可 能性が示唆 され , 診療上 こ の 点 に も注意が必要であ

ると 考えら れ た . また , 今 回A R M S 法 に て3 24 3 変異が 検出さ

れた 症例14 に つ い て , 長女, 次女 , 長男 の 3 例 と もに 324 3 変

異が 認め ら れ た . 7 5 g 経 口 ブ ドウ糖負荷試験 上 で は 3 例 と も糖

尿病型を里 さな か っ た が , 今後糖尿病を発症す る可 能性があり ,

厳重な経過観察が必要と考え られ た .

今回の 症例14 で は従来 の P C R R F L P 法 にお い て 明確 に異常 バ

ン ドが認 め ら れ な か っ た が ,
A M S 法 で 明確な バ ン ドの 検出が

あり , 変 異 陽性を疑 い 家系内調査を行 っ た . 谷止l ら
23 )
は ,

32 4 3 G 3
,

プ ライ マ
ー

が
,
変 異を組み込 ん だ プ ラ ス ミ ドの 変異を

特異的に認識 し て増幅する こ とを確認 した . さ ら に彼 らは , 変

異筋生検組織中の 変異 ミ ト コ ン ドリ ア が 確認 され た 症例で , 従

来の A b a I 消化 に よ るP C R
- R F L P 法 に て 末梢血白 血球 D N A に

32 4 3 変異を検出 し得なか っ た症例 に つ い て , A M S 法 にて 明確

なバ ン ドを検出できた と 報告 して い る . A R M S 法で は ミス マ ッ

チ プ ラ イ マ
ー を用 い て 行 っ た P C R 産物 をそ の まま ア ク リ ル ア

ミ ドゲ ル に泳動 す る の み であり ,
R F L P 法で 用 い る 制限酵素 に

よ る消化の 手順を省略する こ と が で き, 簡便 であ る. 今回 の 検

討では 症例14 で P C R - R F L P 法で か すか だ が変異バ ン ドが 検出さ

れた こ と と
,
子供3 名す べ て に 変異を検出 し得 た こ と より324 3

変異陽性者 と判断 し た . P C R - R F L P 法 とA M S 法の 両者で の 検

出感度の 検討は行わ れ て お らず, 感度 の 厳密 な比較 は で きな い

が
,
今 回は A R M S 法 に よ っ て 検出 さ れ た症例 が 1 例 追加 され ,

3 24 3 変異検出に お ける A R M S 法の 有月利生が示唆さ れ た .

抗 G A D 抗体 の 陽性頻度 に つ い て も検討 し た . 本抗 体 は 先に

述べ た様 に, I D D M の 診断指標 と して , さ ら にはID D M へ の 移

行の 指標 と し て も有用と考え られ て い る . 臨床 的に N ID D M と

診断さ れ て い る症例 に お い て抗 G A D 抗 体 を測定 し, 陽性頻度

や
,
陽性者の 臨床的特徴, 特 にイ ン ス リ ン分 泌不全状態 へ の 移

行を検討す る こ と は
,
広くI D D M の 発症 予防を考えるうえで重

要である と考え られ る . さ ら に従来よ りI D D M の 発症 率が 欧米

諸国に比 し て少 な い 我が 国に お い て, 自 己免疫病の 指標と な る

抗G A D 抗体 の 頻度 を調 べ , ■････r
一

旦I D D M と 診断さ れ た 患者に お

ける自己免疫的発症機序の 関与を評価する こ と は 興味深 い .

一

般 に抗 G A D 抗体 の 陽性寧 は各報告 に よ る ば ら つ きが 人き

い が
, 本抗体は , I D D M 患者 にお い て 発症早期 は陽性率が高く,

経時 的 に 陽性 率 が 低 下 す る と い わ れ て い る . 本 邦 で は

T s u r u o k a ら
:う:う)
が1 9 9 5 年 に , 本研究 に糾 い た もの と 伺キ ッ ト を

用い て 190 0 例 の 糖尿病患者に つ き検討を行 っ て い る が ,
そ れ

ぞれ のl場性者 は 仝I D D M 患 者で は 3 5 . 4 %
,
-一一 年 以l叶発症 の

ID D M 患 者で は 50 .3 %
,
雁病期間-一一 年以 上 の I D D M 患 者で は

31 .5 % で あ っ た . また 全 NI D D M にお け る 陽性者の 頻度は4 .3 %

であ っ た
. ま た , 小林 ら

:i `1) の 報告 に よ る と , 発症1 年以 内の

ID D M 患者 にお ける抗 G A D 抗 体の 陽性頻度は 64 % , 1 -1 0 年で

は44 %
,
1 0 年以 上 で15 % であ っ た .

本研究に お い て は
, 検出限界値 を4 .O U / m l と 設定 した と こ ろ,

抗G A D 抗 体陽性者 の 頻度 は仝糖尿病患者120 例月コ10 例 (8 .3 %)

であ っ た . そ の 内, 臨床 的 にI D D M と診 断さ れ た27 例 中で 7 例

(25 .9 %) が 抗体陽性 であり ,
N I D D M と 診 断 さ れ た9 3 例 中3 例

(3 ,2 %) に 比 し 陽性率 は有意 に高値 で あ っ た . 今 回の 症例 で は

ID D M 患 者の 雁病期間は平均10 年で ありI D D M と診 断 され た

症例の 陽性牢 と して は参照報告と同程度 で , 慣病期間が経過 し

た症例で陽性者の頻度が低 下傾向であ っ た .

I D D M に お け る抗 G A D 抗体 の 頻度 が 人 種間で異なり, 日本

人 で は低 い と の 報告が あ る
3 5)

. 今 回の 検討で もI D D M 患 者の 本

抗体 の 頻度は約2 69乙で あ っ た .
こ れ はID D M と 臨床上 診断さ れ

た患者で , 自 己免疫機序を介さ な い 糖尿病が含まれ て い る 可能

性 を示唆するもの で あり, 今後糖尿病の 成因が解明され て い く

に つ れ て
, 抗体 を有 さ ない 者 に つ い て は 別の 糖尿病の 分類に区

分 さ れ て い く こ とも考えら れ た .

N I D D M にお け る抗G A D 抗体 陽性率も, 従来の 報告 と同程度

であ っ た . 本研 究 にお い て 抗 G A D 抗体 はID D M 患者 の み な ら

ず
,
N I D D M 患者に も陽性者が存在 し

, 本坑体 がID D M の 診 断

指標と して の み な らず, I D D M へ の 移行の 指標と して も有用 で

ある と 考えら れ た . ま た , N I D D M と診断 され て も抗G A D 抗体

を 一

度 は測定 し, I D D M へ の 移行の 可能性 を評価 して おく こ と

は 重要である と考え ら れ た .

今回 の 研究 で は ,
3 2 4 3 変異 と, 抗 G A D 抗体陽性 の 併発 によ

る
, 臨床像の 修飾が注目すべ き点 の

一

つ で あ っ た . 外国の 報告

で は
,
Vi o n n et ら

3 6)
,
A b a d ら

:i7)
はI D D M 患 者中324 3 変異 は検

出 され なか っ た と 報告 した . 本邦で は O d a w a r a
2∈})
ら
,
U ch i g at a

ら
:i 8)
が 日 本各地 の 施設 のI D D M で 32 4 3 変異 の 検 索を行 っ た が

陽牲者 は存在 しなか っ た と報告 した . 逆に
,
3 2 4 3 変異を来 して

い る 症例 でIC A や抗 G A D 抗体 の 陽性率 を調 べ た と こ ろで は ,

氾s h i m o to ら
3())
は2 1 4 例の 家族歴 を有す る NI D D M 患者 で6 例の

32 4 3 変異 陽惟者を見出 し, そ の 中で 抗 G A D 抗 体, I C A が 陽性

で あ っ た も の は い な か っ た と 報 告 し た . 最近 で は 1 9 9 7 年

T a ni y a m a ら
3 9)
が 3 2 4 3 遺伝子異常 を有す る糖尿病患者14 例 に つ

き抗 G A D 抗 体の 有無 を調 べ たが , 結 果 は全員 が抗体陰性であ

っ た .

一 方
,
O k a ら

4 O)
はI C A が 陽性 で あ っ た NI D D M 2 7 例 に対 して

324 3 変異の 有無 を検索 し, 1 3 - 3 1 ケ月後 に イ ン ス リ ン 依存状態

に移行 し た324 3 変異 を有す る3 例 (11 .1 % ) を報哲 した . 少 なく

と もこ れ らの 患者で は ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝子異常が膵ノブ細胞の

免疫応答 の 防御機構 を弱め , 緩徐 に 膵′ヲ綱椚包の 破壊 を進行 させ

た 可 能性 が あ る と 報告 し, 3 例全員がI D D M 間道 ヒ ト白 血球抗

原 (h u m a n l e u k o c yt e a n tib o d y , H u り一 D R 4
,
H I A D Q A l

★
0 3 0 1 を

有 し て い た こ と も含 め て, ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝子異常 の 特定 の

I D D M 感身 性H IA の 存在 卜の 膵β細胞の 免疫破綻 お よ びID D M

誘 発 へ の 関与をホ唆 した .

ま た
,
K o b a y a s h i ら

41)
は
,
3 2 4 3 変異を有す る 31 例の 糖媒病

患者 に つ きIC A や 杭 G A D 抗体 の 在 軋 また H 工A タイ ピ ン グ に

つ い て 検 討 し た .
I C A を 有 し た 者 は 13 例(42 %) , そ の う ち抗

G A D 抗 体を有 し た者 は2 例 で あ り , 3 1 例11-
- の 6 % を,lr め た . 前

の 01( a ら の 報む の よう に , 変異 ミ ト コ ン ドリ ア が T 細胞 の 免疫

防御機構を破錠 さ せ , 膵 ラ 氏島抗原関連抗体 の 産牛 を惹起す

る
i 2)
と述 べ た . さ ら に

,
O d a w ar a ら

43)
が 1 1 件の 文献よ り324 3

変異と 膵ラ 氏島抗原関連抗体 の 同時陽性者の 頻度が低く ,
3 2 4 3

変異が[
`

] 己免疫学的機序で 膵′ヲ細胞破壊を起 こ す吋能性 が低い

こ とを示 した が , こ れ に対 し K o b a y a s h i ら
4 4)
は 3 2 4 3 異常 者の

膵 の 組織所見で は , 揮島内分泌腺 , 外分泌腺 とも に C D 8 陽性

リ ン パ 球の 浸潤 が 有り, 3 2 4 3 異常がI D D M の 指 標の
一

つ に成

り得 ると 述べ た .

こ れ らを舵合 し て考えると, 頻度 は少な い が , ミ ト コ ン ドリ

ア遺伝子変異陽性着で
,
あ る特定 の H I A の 保有者で は , ミ ト

コ ン ドリ ア機能が低下 した 膵ノ9 細胞 が徐 々 に死滅 し, 抗原提示

が持続 し, 自己抗体が低抗体価 で長期間持続す る可 能性が予想

さ れ る . しか し今回の 検討で は32 4 3 変異 陽性者 で抗 G A D 抗体



1 3 2

は 仝例陰性であり
, 本 変異陽性着で は 免疫学的機序を介 さず に

糖尿病の 発症に関与 し たと 考え られ た .

次に
,
3 2 4 3 変異 にお け る 臨床像に つ い て検討 し た .

まず発症年齢 に つ い てで ある が , 今回の 検討 で は
,
32 4 3 変 異

l劉生者 の 糖尿病 の 平均発症年令 は2 9 才 と若年発症傾向 であ っ

た .

ミ ト コ ン ドリ ア遺伝子 は母系遺伝を示 し, そ の 遺伝形式は細

胞質遺伝であ る. ゆ えに ミ ト コ ン ドリ ア遺伝子 の 変異が起 こ る

と各個体間, 各臓器間で 正常な 遺伝子と異常 な遭伝子 の 配分 さ

れ る 割合が異なる ( ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー

) . ヘ テ ロ プ ラ ス ミ ー で 疾

患の 亀症度が規定 され る こ と が 疑われ
,
異常 ミ ト コ ン ドリ ア の

割 合に より糖尿痛の 臨床症状や発症時期が規定 され る こ と が 予

測さ れ る . 発症 に は ま た
,
ミ ト コ ン ドリ ア機能異常 の 開催 があ

る と 考え ら れ る . 生山印寺より ミ ト コ ン ドリ ア 遺伝子異常 がある

症例 で は
,
ヘ テ ロ プ ラ ス ミ 一 に よ っ て 膵封緋包内 にお け る 異常

ミ ト コ ン ドリ ア の 割 合が , 加齢 に伴う変興の 増加 も加 わ っ て
,

糖尿病を発症する に足 る 閥備 に達 し た時点 で糖尿嫡 が 324 3 変

異陰性例 に此 して 早期 に発症す る と考え られ る . 3 2 4 3 変異患者

に特徴的 な臨床症状 と して
, 雉聴 , 低身長, 嘩 せ な どが 挙げ ら

れ る . G el
･

bi tz ら
-12 ,

に よ ると 324 3 変異糖尿痛 に難聴を合併 し た

症例 は様 々 な文献 より約60% で あ っ た . 本邦 の K a ta gi ri ら
2 ボ)
,

K a d o w a ki ら
4 5)
の 報告 で は 61% が 難聴を有 して い た . 本遺伝子

変異に伴う難聴 の 特徴 はY a m a s o b a ら
礪)
に よれ ば

,
進行性の 感

音性雉聴, 全音城 が 障害 され るが , 高音域の 障害 が よ り 強い ,

三 半規官の 異常 は な い , な どで あり
,
末梢血 白血球 の 変異 ミ ト

コ ン ドリ ア 遺伝子 の 割合が多い 患者で は 雉聴 の 発症 が早い 傾向

が み ら れ た が
, 難聴 の 程度や 進行速度と に は相関 が認 め ら れ な

い と報告 した .

本研 究に お い て は324 3 変 異陽性者4 例 中3 例 (75 %) が難聴を

有 し, 3 2 4 3 遺伝子異常を有すれ ば 高率に感音性難聴を有する と

す る 今まで の 報告 と合致 し て い た . 艶 聴 を伴う糖尿病 で は ,

3 2 4 3 変異 を念頭 に置く こ とが 重要と考え られ た . ま た雉聴 は ,

本遺伝子異常 を疑う際 の 臨床上 の 良 い 指標 と考 え ら れ た .

3 2 4 3 変異 に伴う痩 せ に関 して は , S u z u k i ら
L重7)

が
,
Ⅲ s h i m o to

ら
3 t)) の 3 2 4 3 変異 陽性着で は B M I が 小 さ い と の 報告 に基きそ の

原剛 こ つ き考察 し て い る . 本遺 伝子異常 で は ミ ト コ ン ドリ ア の

形態異常 に基く特異所見, 例 えば 筋線維 に お い て は , 赤色 ぼ ろ

きれ 横線維 (r a g g e d - r e d fib e r , R R F) と 呼ば れ る 異常筋線維 や
,

筋肉内の 小動脈 におい て コ ハ ク酸脱水素酵素 で強陽性 に染まる

異常 ミ ト コ ン ドリ ア の 血管平滑筋内で の 集積像 の 所見が認め ら

れ る こ と が あ る .
こ の よう な形態異常を有す る 324 3 変 異陽性

者は , 有さ な い 群 と比 して , 血 糖 コ ン トロ ー

ル 状況 を反映す る

H b A I c や 空腹時血糖 と は関係 なく
,
B M I が低 い と 報告 した .

本研 究 に お い て は , 3 2 4 3 変異 を有 し た 4 人 の 平均 B M I は

1 6 .4 ±1 . 5 k g / m
2
と低値 で あ っ た . 3 2 4 3 変異陽性者 にお い て す

べ て の 症例 で R R F な どの 所 見が 認 め ら れ る わ けで は なく
,
また

今回の 検討 におい て は 筋生検は施行 され て い な い が
, 今回の 検

討 に お ける 32 4 3 陽性者4 例 の B M I が す べ て低値で あ っ た こ と

か ら, 筋 な ど に お ける 異常 ミト コ ン ドリ ア の 増加 と痩せ と の 関

連が 示唆 された .

3 2 4 3 変異を有す る糖尿病 の 臨床病塑 に つ い て で ある が , 発見

当初か らv a n d e n O u w el a n d ら
1 2)
が 3 24 3 変異 に よ る糖尿病 は臨

床的 にID D M 様で ある と報告 した ように
,
イ ン ス リ ン の 分泌低

下 が その特徴と さ れ て い る . その 機序 と して
, 膵ノ9 細胞 で の グ

ル コ ー ス 刺激 に よ るイ ン ス リ ン 分泌 の 際の ミ ト コ ン ドリ ア異常

に よ るA T P 産生 の 低下 が 考え ら れ て い る
4 8)

. 実際 に は, 発症様

式 は先 に述 べ た よ う に様 々 で あり
,
ケ トア シ ド

ー

シ ス を伴い 急

性 にID D M 様の 発症をす る者か ら
,
偶然 の 機会 に発見 され る者

,

綬徐 に イ ン ス リ ン 分泌不全が進行す る者 な どが ある .

一 般 にほ

多く が N I D D M 様 で あり, イ ン ス 7) ン 分泌 が 低下 し
,
S U 剤の

二 次無効例 の 範疇 に属する と 考えら れ る 症例が多い . 3 2 4 3 変異

で は
,
イ ン ス リ ン 分泌不全が早期か ら現 れ て も枯渇 には 至らな

い 例が ほ と ん どで ある . 3 2 4 3 変異に よ り糖尿病が起 こ され る場

合, 異常 ミ トコ ン ドリ ア が あま り に も多数存在す る細胞は 死滅

して しまう た め
, 膵ノヲ細胞内 の 異常 ミ ト コ ン ドリ ア の 数は ある

程度限 られ て , 破壊 の 進行 は急速 に は な ら な い と考えら れ る .

今回の 研究 で は
,
3 2 4 3 変異 陽性者4 例の 糖尿病 の 臨床像をみ

る と 未3 にお ける症例11 はID D M 様 ,
症例13

,
1 4 の 2 例は 発症

後数年で イ ン ス リ ン 治 療が 開始さ れ た い わ ゆ る S PI D D M 様 の

経 過 をた ど っ て い る . また 症例12 は N I D D M と 診断さ れ S U 剤

で 治療中であ る が ,
lf11 糖 コ ン ト ロ ー ル は H b A I c が1 2 .1 % と 陽性

者4 伸びrこP 最も悪 い にも関 わ ら ず, イ ン ス リ ン 治療を拒否 し てい

る 症例で あ る .
い ずれ もイ ン ス リ ン 依存度は 高い が

,
典型的

王D D M と診 断さ れ た の は-
一

例の み で あ っ た . ミ ト コ ン ドリ ア 遺

伝子異常 の ヘ テ ロ プ ラ ス ミ 一

に よ る 糖尿病の 多様作 を示 し てい

る と考えら れ た .

次 に杭 G A D 抗体陽性者 の 臨床像 に つ い て検 討し た .

杭 G A D 抗体 陽性者1 0 例中8 例 (80 %) が イ ン ス リ ン 治療者で

あ り ( 内1 人 が NI D D M , 7 人がI D D M と診 断さ れ て い る) ,
1 0

例中7 例 (70 %) がI D D M と診断 され た患者 であ っ た . 本抗体陽

性者 にお い て イ ン ス リ ン依 存度は高 い と 考え られ た .

杭 G A D 抗 体陽性 は イ ン ス リ ン 依存性 の 指標 に成 り得る と さ

れ るが
, 抗体価 の 病的意義 は現在 の と こ ろ統 一

した 見解が 得ら

れ て い な い た め
, 抗 G A D 抗 体陽性者 に つ い て , そ の 抗 体価に

つ き検討 した .

I D D M に お け る 膵
ノ
ノ3 細胞障害の 機序 は, 膵 ′ヲ細川包に浸潤 して

い るC D 8 陽性 T リ ン パ 球の 膵
ノ
ブ細 胞 へ の 直接障害が観察 さ れ,

紺脂性自己免疫 に よ る 障害と考え られ て い る
1̀9)

. +…
･

方I D D M の

モ デ ル マ ウ ス で ある 非肥満糖尿嫡 ( n o n - O b e s e d i a b e ti c) マ ウ ス

に お け る 検討 か ら , 膵 ′ヲ細 胞 の G A D に対 す る 反応が-一
一 連 の 免

疫反応の 初期段階 で/巨じ る こ と や
,
こ の 反応 の 阻害に よ り ,

膵

島 炎グ) 発症 が 抑制 され る
5 =
こ と よ り

,
根性 免疫 が障畠炎に作

う と 考え ら れ る . よ っ て抗 G A D 抗 体 の 存 在 は 膵島炎の 証明に

は成り得 る と 考 え られ る が , 抗 体価の 意味す る と こ ろ は 明らか

で は な い .

I D D M と 診断 され た症例 に対 して H o eld tk e ら
51)
は
, 抗 G A D

抗体 の 抗 体価 が高い 程 血糖 コ ン トロ ー ル が 不良で あ り, 膵生検

にお け る 膵炎の 柄理 所見が著 しい と 報告 し た が,
一

方清野 ら
52)

は
, 催病期間が 5 年以 内の I D D M 患 者 に お い て , 抗 G A D 抗体

の 抗体価 が高い 程, 血中 C ペ プ チ ド倍 が高く ,
イ ン ス リ ン 分泌

能が保持 され て い る と 報告 し た . ま た′ト林
5 3)
は
,
S P I D D M で

は 急性発症 のI D D M に比 べ て抗体価 が高く
,
発症後長期間抗体

価が 陽性を示す と述 べ た . 以 上 の よう に
,
抗 G A D 抗体 価とイ

ン ス リ ン 分泌能や 血 糖 コ ン トロ
ー

ル と の 相 関に 定説は な い .

今 回の 研 究 で は 10 0 0 U / m l 以 上 が2 例 ( い ずれ もN I D D M ) ,

1 1 .
0 -2 0 .O U / m l が 1 例(I D D M ) , 4 .0 -1 0 .O U / m l が7 例 (I D D M 6 例 ,

N I D D M l 例) と い う結果であ っ た . 診断時 に N I D D M で抗体価

が7 .6 U / m l で あ っ た 1 例 は イ ン ス リ ン 治 療者 であ っ た . 1 0 00
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U/ m l 以 上 の 高値を示 し た2 例 は NI D D M と 診断 され た症例 で,

現在S U 別 に て 治療 さ れ て い た ･
こ の 2 例 以外 の 抗体陽性者 は

イ ン ス リ
ン にて 治療 され て い た . 本抗体がI D D M へ の 予 知指標

となる こ と や , 小林
53)
が 提 唱す るS PI D D M で は 本抗体 の 抗体

価が比較的高値 を とり, 長期 間抗体価 が持続する こ と を考える

と
,
本抗体 100 0 U / m l 以 上 の 高値を示 し た NI D D M の 2 例 は ,

まだ診断後1 年, 3 年 の 症 例で あり, 今 後SPI D D M の 転機 を た

どり
,
イ ン ス リ ン 分泌 が徐 々 に低 l

く
▲

して い く可 能性があ り
,
今

後注意深い 経過観察 を要す る と 考えら れ た ･ また
,
抗 G A D 抗

体価と 糖尿病の 雁病期間や H b A I c 値 と の 間に は そjL ぞれ 有意

な相関はなく ,
抗体価 と 糖尿病の 臨床像 との 関連 は本検討 にお

い て不明であ っ た .

抗 G A D 抗体陽性者に つ き, 抗 甲状腺抗体の 陽性率 に つ き検

討した . I D D M 患 者で は , 種々 の 臓 器に 村す る自己抗体 が存在

する こ と が 知ら れ て い るが , そ の うち甲状腺 に対する自己抗体

の出現頻度 が最も高く, G r a y ら
54)
報哲 に よ る と, I D D M に 合

併した 自己免疫性 甲状腺疾患 ( a u t oi m m u n e th y I
･

Oid d i s e a s e
,

A I T D ) は 7 . 6 % で あり, 本 邦の M i m u r a ら
55】 の 報菖 に よ る と ,

I D D M に 合併 し た AIT D は11 .3 % の 頻度で あ っ た . I D D M と 他の

自己免疫疾患合併の 機序 と し て は, 膵島の 特 異抗体と して の 杭

G A D 抗体 と の 相 関, 相同性が 注目 され て い る .
K a w a s a ki ら

2 5】

はID D M と 診断 さ れ た 58 例 に つ きAIT D の 有無 と , 抗 G A D 抗

体の 陽性率, 抗 体価 に つ い て検 討 し た . 発症1 年以 内の I D D M

で は
,
抗 G A D 抗体 の 陽性率と抗体価 は と も にAIT D を有 して い

る 群で 有意 に高値 であ っ た . 発症 3 年 後 か ら 2 2 年後 ま で の

ID D M 患者 でも同様 の 結果 であ っ た . 疾 患を有す る群 と有 さ な

い 群で は , イ ン ス リ ン の 分泌能 には 差を認めな か っ た . ま た清

野 ら
5 6)
は
,
S PI D D M に つ き抗 甲状腺抗体の 有無 を検討 し, 抗

G A D 抗 体高値 の 症例で抗甲状腺抗体が陽性 にな る傾向があ る

と述べ た .

今回の 研究 で は抗 G A D 抗 体陽作者10 例 中抗甲状腺抗体 を有

した者 は4 例 (40 %) で あ っ た . そ の 内ID D M が3 例 , N I D D M が

1 例で あり
,
こ の N I D D M の 症例 は 杭 G A D 抗 体高値 で 後 に

SPI D D M に 移行 して い く 吋能性 の 高 い 帖例で あ っ た . tJ
'

L 体の 同

時陽性 に つ い て は , 異な る 臓器に お い てjヒ通 した T 細胞リ ン パ

球の 異常に よ る細胞惟免疫 の 異常 が 叶能性 と して 考え ら れ た .

抗G A D 抗 体陽性者 に つ い て , 特 に他 の [:1 亡抗 体 をイけ る場合,

他の 自 己免疫疾患 の 出 現 を 念班 に 置く べ き で あ る . A I T D は

ID D M やS P I D D M に 合併 す る頻度が 高く ,
臨昧 t 特 に注意 を要

すると 考え ら れ た .

以 上
,
ミ ト コ ン ドリ ア 3 2 4 3 遺 信 子変災 を伴 う碑屁病 と抗

G A D 抗体陽性 の 糖尿病 に つ き頻度 と臨昧像 を検討 し た .

/
｢ 後 ,

糖尿病の 成因解明が進め られ て い く にあ たり, 糖成病 に 関連す

る未知の 遺伝子異常の 発見も さ る 事なが ら , 既 知の 遺伝ナ異常

に つ き検索 し, 糖尿病 にお ける位置付 け を確立す る こ と が 電要

と考え られ た . また 今まで 主と し て診断指針 と して利用さ れ て

きた糖尿病関連自己抗体が 予知指標 と して も重要であり , 臨床

上広く活用 され る べ きで ある と 考えら れ た .

結 論

50 才以下 で発症 し た糖尿病患者120 例 に対 し, 3 2 4 3 変異 と抗

G A D 抗体陽性 の 頻度お よ び 各 々 の 陽性者 の 臨床像 に つ い て検

討し, 以下 の 緯釆を得た .

1 . 50 才以 下 の 比較的若年 で発症 した 糖尿病患者120 例 にお

い て
,
ミ トコ ン ドリ ア D N A 3 2 4 3 遺伝子異常者 が4 例 (3 .3 %) ,

抗 G A D 抗体陽性者が 10 例 (8 .3 %) 検出 され た . また 両者の 合併

例 は今回の 検計で は 存在 しなか っ た .

2 . ミ ト コ ン ドリ ア 32 4 3 遺伝子異常者は B M I が 低く, 椎聴

を有する傾向があ っ た .

3 . 抗 G A I ) 抗体 陽性者10 例中臨床的にI D D M と 診断さ れ た

者ほ 7 例で
,
イ ン ス リ ン 治療者 は8 例 で あ っ た . 本抗体陽性着

で イ ン ス リ ン依存度 は高い と 考え られた .

4
. 抗 G A D 抗 体陽性者1 0 例中4 例 に抗甲状帳抗体が 認め ら

れ た . 抗 G A D 抗 体陽性者 にお い て は他 の 自己抗体 や自己免疫

疾患の 合併の 検索 が必要と考えら れ た .
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,
T a n a k a H ,

Y a gi N , T ai r a T , N a c a ta Ki A r a k ak i K , W a k u g am i T , T a k a s u N ,

P o w ell M J
,
F u r m a n i a k J , S m it h B R . H ig h P r e v al e n c e

of



若年発症糖尿病 の 324 3 変異と抗 G A D 抗体の 検 討

G A D 6 5( a n d 払2) a n tib o d i e s i n J a p a n e s e I D D M p ati e n t s b y a n e w

I m m u n O p r e tip it a ti o n a s s a y b a s e d o n r e c o m b i n a n t h u m a n

G A D 6 5 . D i ab e t . M e d . 1 4 : 7 7 8
-7 8 4 , 1 9 9 7

3 6) V i o n n et N , P a s s a P , F r o g u el P ･ P r e v al e n c e of m ito c h o n d ri al

g e n e m u t a
ti o n s i n f a m ili e s w ith d i a b e t e s m ellit u s ･ L a n c e t 3 4 2‥

1 4 29
-14 3 0

,
1 9 9 3

3 7) A b a d M M ,
C o tt e r P D

,
F o d o r F H

,
L a r s o n S

,
G i n s b e r g

-

F ell n e r F , D e s n i c k RJ , A b d e n u r J E . S c r e e n i n g f o r th e

m it o ch o n d ri al D N A A 3 2 4 3 G m u t a ti o n i n c hil d r e n w ith i n s u li n
q

d ep e n d e n t di a b e t e s m ellit u s ･ M e t ab oli s m 4 6 : 4 4 5
-4 4 9

,
1 9 9 7

38) U ch i g at a Y , M i z o ta M , Y a n a gi s a w a K , N ak a g a w a Y , O t a n i

T , I k e g a m i H , Y a m a d a H , M i u r a J , O gih a r a T , M a s t u u r a N ,

O m o ri Y .I J a r g e
- S C al e s tu d y of a n A :t O

- G tr a n siti o n at p o siti o n 3 2 4 3

0f th e m i t o c h o n d ri a l g e n e a n d I D D M i n J a p a n e s e

p ati e n ts . D i a b e t ol o gi a 3 9 : 2 4 5 -2 4 6 ,1 9 9 6

39) T a n iy a m a M , K a s u g a A , S u z u ki Y , O z a w a Y , H a n d a M ,

K o b a y a s h i A , B a n Y . A b s e n c e o f a n tib o d i e s t o I C A 5 1 2 / 払 2 i n

NI D D M p a ti e n ts w ith th e m it o c h o n d ri al D N A b p3 2 4 3 m u t a ti o n .

Di ab et e s C a r e 2 0 : 9 0 5
,
1 99 7

4 0) O k a Y , K a t a gi ri H , Y a z a ki Y , M u r a s e T , K o b a y a s h i T .

M it o c h o n d ri al g e n e m u t a ti o n i n i sl e t
-

C ell - a n ti b o d y
,

p O Siti v e

P a ti e n t s w h o w e r e i n iti a ll y p o n
,i n s u li n d e p e n d e n t d i a b e t e s .

b n c e t 3 4 2 : 5 2 7 -5 2 8 , 1 9 9 3

41) K o b a y a sh i T , O k a Y , K at a gi ri H , F al o r ni A , K a s u g a A , T ak ei

I
,
N ak a n i s hi K

,
M u r a s e T

,
K o s ak a K

,
Le r n m a rk A . A s s o ci ati o n

b et w e e n H I J A a n d i sl e t c ell a n tib o d i e s i n di a b e ti c p a ti e n ts w ith a

m ito c h o n d ri al D N A m u t ati o n at b a s e p ai r 3 2 4 3 . D i a b e t ol o gi a 3 9 :

1 19 6 -1 2 0 0
,
1 9 9 6

4 2) G e rb its K D . D o e s th e m it o eh o n d ri al D N A pl a y a r ol e in th e

p ath o g e n e si s of d i ab e te s? D i a b e t ol o gi a 3 5 : 1 1 8 1 - 1 1 8 6 , 1 9 9 2

4 3) O d a w ar a M , Y a m a sh it a K . M u t a ti o n a t n u cl e o ti d e p o siti o n

3 2 4 3 0f th e m i t o c h o n d l
･

i al D N A a s a e a u s e of I D D M - a m e t a -

a n al y si s . D i a b e t ol o gi a 4 0 : 14 93 -1 4 9 5 , 1 9 9 7

4 4) K o b a y a s h i T , N a k a n i s h i K , M u r a s e T . R e s p o n s e f r o m

a u th o r s . D i a b e to l o gi a 4 0 : 1 49 5 - 14 9 6 , 1 9 9 7

45) K ad o w ak i T , S ak u r a H , O t ab e S , Y a s u d a K , K ad o w ak i H ,

M o ri Y
,
H a g u r a R , A k a n u m a Y , Y a z a k i Y . A s u b ty p e o f di a b e t e s

m ellit u s a s s o ci a t e d wi th a m u t a ti o n i n th e m it o c h o n d ri al g e n e .

13 5

M u s cl e a n d N e rv e S u p p1 3 : S 1 3 7
- S 1 4 1

,
1 9 9 5

4 6) Y a rrl a S O b a T , O k a Y , T s u k u d a K , N ak a m u r a M , K a g a K .

A u d ito ri 丘n di n g s i n p a ti e n t s w ith m at e r n ally i n h e rit e d di ab e te s

a n d d e af n e s s h a rb o ri n g a p oi n t m u ta ti o n i n th e m i to c h o n d ri al

t r a n sf e r R N A
IJ
l

u( U Lロそ)

g e n e . I , a r y n g O S C O p e l O 6 : 4 9
- 53

,
1 9 9 6

4 7) S u z u k i Y , Y a n iy a m a M , A st u m i Y , H o s o k a w a K , A s a hi n a T ,

S h i m ad a A
,
M u r a t a C

,
M at s u o k a K . B o d y ty p e i n m it o ch o n d ri al

di a b e t e s . D i ab et ol o gi a 4 0: 9 8 7 r9 8 9 , 1 9 9 7

4 8) S e n e r A , M al ai s s e W J . S ti m u l a ti o n b y D
-

gl u c o s e o f

m it o c h o n d ri al o xid ativ e e v e n t s i n i sl et c ell s . B i o c h e m J 24 6: 89 -

9 5
,
1 9 8 7

4 9) B o tt a z z o G F , D e a n B M , M c N ally J M , M a c k a y E H , S w if t

P G F
,
G a m b l e D R . I n sit u c h a r a c t e ri z a ti o n o f a u t o i m m u n e

p h e n o m e n a a n d e x p r e s si o n of H ⊥A m ol e c ul e s i n th e p a n c r e a s i n

di ab e ti c i n s uliti s . N E n glJ M e d 3 1 3 : 3 5 3 ,3 6 0 , 1 9 8 5

5 0) Ti s c h R , Y o u n g X - D , Si n g e r S M , L ib i a u R S , F u g g e r L ,

M c D e vitt H O . lm m u n e r e s p o n s e t o g l u t a m i c a cid d e c a r b o x yl a s e

c o r r el at e s w ith i n s uliti s i n n o n - O b e s e di ab e ti c rn i c e . N a t u r e 3 6 6 :

7 2 -7 5
,
1 9 9 3

5 1) H o e ld tk e R D , H o b b s G R , B r y n e r K D , M ar C O vi n a S M ,

H o rv a th G G , Le r n rn a rk A , B y e rl y M R . An tib o di e s t o G A D a n d

gl y c e m i c c o n tr ol i n r e c e n ト O n S et I D D M . D i a b e t e s C a r e 2 0 : 1 9 0 0 -

1 9 03
,
1 9 97

52) 清野弘明, 刈 田明代 荒若信子, 山崎俊朗, 熱海真希子, 菊池

宏明, 阿倍 隆三. イ ン ス 1) ン 依存型糖尿病 と sl o w l y p r o g r e s si v e

I D D M 患者 の G A D 抗 体価 とイ ン ス リ ン 分泌能 の 関連. 糖尿病

41(7): 5 0 1 -5 0 6 , 1 9 98

5 3) 小林哲郎. G A D 抗 阻 臨床検査40 : 1 1 5 5 -1 1 5 9 , 1 9 9 6

54) G r a y R S , H e r d R , C l a r k e B F . T h e cli n i c al f e at u r e s o f

di a b e t e s w ith c o e x i s ti n g a u t oi m m u n e th y r o i d d i s e a s e .

D i ab e t ol o gi a 2 0 : 6 0 2
-6 0 6

,
1 9 8 1

5 5) M i m u r a G . I m m u n o g e n e ti c s o f e a rl y
-

O n S e t i n s u li n-

d e p e n (1 e n t di a b e t e s m ellit u s a m o n g th e J a p a n e s e : H u l , G m , B F ,

G L O
,
a n d o r g a n

-

S p e Si五c a u t o a n tib o di e s
-th e J . D .S . st u d y . D i ab et e s

R e s C li n P r a c t 8: 25 3
,
1 9 9 0

5 6) 清 野弘明, lll 廿 鉱
､

ド‖1 昭彦
,
‖‖崎俊則

,
菊池宏明

,
阿 部隆

二. Sl o w l y p r o g r e s si v e I D D M に お け る G A D 抗体と HIA , 糖尻病

39 : 8 9 3 -8 9 9
,
1 9 9 6



1 3 6 北 谷

F r e q u e n c y a n d Cli n i c al C h a r a ct e ri sti cs of Y o u n g D i a b e ti c P a ti e n ts wi t h M it o c h o n d ri al I) N A 3 2 4 3 A t o G M u t a ti o n

o r A n ti ･ G A D A n tib o d i e s M a s a k o K it a t a ni , D e p a r t m e n t o f I n t e r n al M e d i ci n e ( II ) S c h o o l o f M e di c i n e , K a n a z a w a

U n v e r si ty , K a n a z a w a 9 2 0
-8 6 4 0

-

J . J u z e n M e d S o c ･
,
1 08

,
1 2 4

~

1 3 6 ( 1 9 9 9)

K e y w o r d s I D D M , N I D D M ,
m it o c h o n d ri al D N A

,
a n ti - G A D a n tib o d y , g e n e m u ta ti o n

A b s t r a ct

P r e vi o u s d at a p o sits t h e m i to c h o n d ri al D N A t R N A
Le u( U U R )

g e n e A t o G m u ta ti o n a t n
u cl e o ti d e 3 2 4 3 ( m t3 2 4 3 m ut ati o n) a s a

c a u s e o f d i a b e te s i n a p p r o x i m a tely o n e p e r c e n t o f J ap a n e s e d i a b e tic s , m a n if e sti n g a w i d e r a n g e o f d i a b e ti c p h e n o ty p e s f r o m

I D D M t o N I D D M . F u th e r m o r e
,
th e a nti ～ gl u t a m i c a cid d e c a rb o x yl as e a n ti b o d y ( G A D a b) i s u s e fu l i n s c r e e ni n g f o r I D D M a n d

m e a s u r l n g l n S u li n d e 凸ci e n c y ･ T o st u d y th e f r e q u e n c y o f m
t3 2 4 3 m u ta ti o n a n d G A D ab p o si ti v e s i n di a b e t e s a n d th e cli n i c al

c h a r a c t e ri sti c s of di ab e ti c s w ith th e s e t w o c o nd i ti o n s
,
W e e X a m i n e d 1 2 0 di ab e ti c p a ti e n ts w h o s e ag e a t o n s e t w a s l e s s th a n 5 0

y e a r s ･ M i t o c h o n d ri al D N A , is o l at e d f r o m p e ri p h e r al l e u k o cy t e s w as a m p li fi e d b y p oly m e r as e c h ai n r e a c ti o n , a n d th e A t o G

m u t a ti o n w a s d e te c te d b y A p a I di g e sti o n ･ G A D ab w a s m e a s u r e d b y r a d i o i m m u n o a s s a y u s l ng G A D e x t r a c t e d fr o m p o r ci n e

b r ai n ti s s u e ･ S tati s ti c al a n aly s I S W a S pe
rf o r m e d w i th A N O V A a n d c hi

- Sq u a r e d te st ･ T h e m t3 2 4 3 m u t a ti o n w a s d e te c te d i n f o u r

of 1 2 0 p atie n t s ( 3 .3 % ) , a n d l O p a ti e n ts w e r e p o siti v e f o r G A D a b ( 8 ･3 % ) ■ N o p a ti e n t w a s p o siti v e f o r b ot h ･ M e a n a g e w as

4 5 ± 1 2 ( X ± S D) y e a r s a n d m e a n a g e of o n s et w a s 3 5 ± 10 y e a r s ･ M e a n f a sti n g pl a s m a gl u c o s
e w a s 1 5 5 ± 5 4 m g / dl , m e a n

H b A I c w a s 7 .7 ± 2 ･0 % ･ M e a n a g e o f o n s et f o r p ati e n ts w i th th e m t3 2 4 3 m u t a ti o n o r G A D
a b w e r e l o w e r th a n th e d o u b l e -

n e g a t
i v e g

r o u
p ,
th o u g h n o t sig n i丘c a n tly ･ O f th e l O G A D a b p o siti v e p a ti e n t s ･ 7 w e r e I D D M , a n d 8 w e r e tr e at e d b y i n s u li n l

T h e s e p
a ti e n ts h a d a h i g h e r i n s uli n d e p e n d e n c y ･ M e a n b o d y m as s i n d e x o f th e m t3 2

4 3 m u t a ti o n g r o u p w a s 1 6 ･4 士 1 ･5 k g / m
2

,

sl g n i fi c a n tl y l o w e r th a n th e G A D ab p o siti v e a n d d o u b l e
- n e g a ti v e g

r o u p
･ O f th e 4 m t3 2 4 3 m u t a ti o n p a ti e n ts ･ 3 s u ff e r e d fr o m

h e ar 1 n g di st u rb a n c e ･ Of t h e 4 m t3 2 4 3 m u ta ti o n p atie nt s , n O n e W e r e P OSiti v e f o r a u t o i m m u n e th y r oi d d i s e a s e a n d o f th e l O

G A D a b p o siti v e s 4 t e s te d p o siti v e f o r a u t o i m m u n e th y r o i d di s e as e ･
T h e m t3 2 4 3 m u t a ti o n s a c c o u n t f o r ab o u t 3 % of e a rly o n s et

of d i a b e te s
,
a n d G A D a b p o si ti v e p ati e n t s a c c o u n t f o r ap p r o xi m a te ly 8 % o f e ar 1y o n s e t d i ab e te s ･ I n a d d iti o n t o th e e a rl y o n s et

o f d i a b e te s
, P a ti e n ts w i th th e m t3 2 4 3 m u ta ti o n h a v

e l o w e r B M I a n d al s o h e a rl n g di s tu rb a n c e ･ M o st of th e p ati e n ts p o si ti v e f o r

G A D ab s h o w a n I D D M -1ik e p
h e n o ty p

e ･


