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緒 言

イ ンス リン抵 抗性 の 発症 機 序 の1因 に イン ス

リ)ン投与 に よ り生体 内に 出現 す る抗 イ ン ス リン

抗 体 が あげ られ る.し か し抗 イ ン ス リン抗 体 が

どの よ うな 機序 で イ ン ス リン抵抗 性 を発現 させ

るの か とい う問題 は,十 分 解 明 され て お らず,

未 だ不 明な 点が 多い.

そ こで筆 者 は臨床 上 高度 の イ ン ス リン抵抗 性

を示 し,か つ抗 イ ンス リン抗 体価 の 高 い極期 の

患者 血清 よ りえ た抗 イ ンス リン抗 体 と,緩 解 期

の 同一 患者 血 清お よび ステ ロイ ド糖尿 病 の 患者

血 よ り)えた抗 インス リン抗体 を用いて, in Vitro

にお い て ヒ ト胎 盤 膜,モ ル モ ッ ト肝 臓 膜お よび

腎臓 膜 イ ンス リン受 容 体 に対 す る125I-insulin

の結合 にお よぼ す 抗 イ ンス リン抗 体 の影 響 を検

討 した.併 せ て ヒ ト胎 盤 膜 イ ンス リン受 容体 と

抗 イ ンス リン抗 体 のAffinity ConstantをScat

chard Plotsよ り求め,抗 イ ンス リン抗体 存 在下

での125I-insulinと イ ン ス リ ン受 容 体 のDyna

mismを 検討 し考察 を加 えた.

材 料 と 方 法

(1)ヒ ト胎盤 膜 イ ンス リン受 容 体 お よび モ ル

モ ッ ト肝,腎 臓 膜 イ ンス リン受 容 体 の作

製 法

ヒ ト胎 盤 は正 常 満期正 常 分 娩 胎盤 を用 いた.

モル モ ッ ト肝臓 と腎臓 は18時 間 絶 食後 朝9時 に

断 頭 して十分 脱 血 させ た後 採 取 した.第1報 に

記 した方 法 に準 じ各 々の イ ンス リン受 容体 を作

製 した.

(2)125I-insulinの 作 製 法

イ ン ス リ ン の 標 識 はGavinら のChloramine

T法 の 変 法1)で お こ な い,そ のSpecific Activ-

ityは150～200μCi/μgで あ っ た.

(3)イ ンス リン受 容 体 の 蛋 白定量 法

Bovine Serum Albumin (BSA)を ス タンダ

ー ドと してLowry法2)に よ り測定 した.

(4)抗 イ ンス リン抗 体 の分 離 法

工 藤 らの 方 法3)に 準 じて 抗 イ ン ス リ ン抗 体 を

分 離 し た. Glycine 3.003gとNaC12.338gと0.1

 N HCI 100mlを 混 合 し蒸 留 水 を 加 え500mlと し

た 後, pH3.0に 調 整 しGlycine-HCIを 作 製 した.

平 均 分 子 量60,000のDextranと 蒸 留 水 で数 回 洗

浄 し たNorit AのCharcoalを 用 い て0.5%と5

% Charcoalと を等 量 混 合 し たDextran-Coated

 Charcoa1を 作 製 した.患 者 血 清1容 とpH3.0

 Glycine-HCl Buffer 9容 を十 分 に 混 和 し た 後,

 0.25% Dextran, 2-5% Charcoal加0.1M Gly

cine-HCl Buffer 5容 を 入 れ 十 分 に 混 和 し,そ の

後4℃ 3,000rpm 10分 間 遠 心 し た 後 上 清 を と り

直 ち に4N NaOHでpH7.4に 調 整 し た.そ の 後

上 清 を ミニ コ ンB-12で 濃 縮 し,抗 イ ン ス リ ン 抗

体 を含む 血清 として使 用 す る まで-20℃ で凍 結

保 存 した.な お イ ンス リン抵 抗性 糖 尿 病 の 患者

の極期 の 血 清 は3倍 に,寛 解 期 とス テ ロイ ド糖

尿 病 患者 の 血清 は10倍 に 濃縮 した.濃 縮 倍率 を

か えた理 由 は イ ンス リン受 容体 へ の125I-insulin

の結 合 にお よぼす 抗 イ ン ス リン抗体 価 の 影響 を

み るだ け では な く,各 々3者 の血 清 中 の抗 イン
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ス リン抗体 価 をほぼ 同一 に し,抗 イ ンス リン抗

体 の特性 の影 響 も併 せ てみ るため であ る.抗 イ

ン ス リン抗体 の ない正 常 人血 清 を上 記 の方 法 と

同様 に処 理 し,コ ン トロー ル血 清 として用 い た.

(5)125I-insulinのDegradation率

5% TCA Precipitation Testで90%以 上 の

もの をRRAに 用 い た.ま た5% TCA Precipi-

tation Testで 可 溶 な125I-insulinはDegrada

tionを うけ て い る と し た. 125I-insulinを24℃ で

放 置 し,指 定 の 時 間 毎 に 各 々5% TCA Pre

cipitation Testを お こ な い,開 始 時 の5% TCA

 Precipitation Testの 値 を100%と して 経 時 的 な

125I-insulinのDegradation率 を表 示 し た
.同 様

に125I-insu1inと300μgの ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン

受 容 体 を24℃ で 孵 置 し,指 定 の 時 間 毎 に4℃

3,000rpm 30分 間 遠 心 し,上 清 の125I-insulinに

つ い て 各 々5% TCA Precipitation Testを お

こ な い,開 始 時 の5% TCA Precipitation

 Testの 値 を100%と し て イ ン ス リ ン受 容 体 に よ

る 経 時 的 な125I-insulinのDegradation率 を 表

示 した.

(6)Binding Study

0.1ng 125I-insulinと250～300μgの ヒ ト胎 盤 膜

イ ン ス リ ン 受 容 体,モ ル モ ッ ト肝,腎 臓 膜 イ ン

ス リ ン受 容 体 を24℃ で50mMト リ ス塩 酸 緩 衝 液

pH 7.4で 孵 置 し た.

(a)イ ンス リン受 容 体へ の125I-insulinの 結

合 にお よぼ す抗 イン ス リン抗体 の影響

抗 イ ン ス リン抗体 を含 む血 清 を各 々201, 40

μl, 60μl, 80μl, 100μl加 え以下 の4群 につ い て抗

イ ンス リン抗 体 の影 響 を検 討 した.

1群: 125I-insulinと 抗 イ ンス リン抗 体 をあ ら

か じめ24℃90分 間孵 置 させ た後,イ ン

ス リン受 容 体 を加 え,さ らに24℃120

分 間孵 置 させ る群.(以 下(I+I-ab)

+Rと 略す)

II群: 125I-insulinと イ ン ス リ ン 受 容 体 と 抗 イ

ン ス リ ン抗 体 を 同 時 に 加 え, 24℃120分

間 孵 置 させ る群.(以 下I+I-ab+Rと

略 す)

III群: 125I-insulinと イ ンス リン受容 体 をあ ら

か じめ24℃120分 間孵 置 させ た後,抗 イ

ン ス リン抗 体 をあ らか じめ24℃120分

間 孵 置 させ た後,抗 イン ス リン抗 体 を

24℃90分 間 孵 置 させ る群.(以 下(Ｉ+R)

+I-abと 略す)

IV群:イ ンス リン受容 体 と抗 イ ンス リン抗体

をあ らか じめ30分 間孵 置 させ た後,イ

ンス リン受 容体 を1回 孵 置 液 で洗 浄 し,

 125I-insulinを 加 え,さ らに24℃120分 間

孵 置 させ る群.(以 下(I-ab+R)+Iと

略す)

な お1群 ～IV群 の イ ン ス リン 受 容 体 へ の125I-

insulinの 結 合 を,正 常 人 血 清 を各 々20μl, 40μl,

 60μl, 80μl, 100μlを 加 え た 時 の 特 異 的 結 合 を100

%と し て 示 し た.

(b)抗 イ ン ス リ ン抗 体 へ の125I-insulinの 結合

125I-insulinと 抗 イ ン ス リ ン抗 体 を 有 す る患 者

の 血 清 各 々20μl, 40μl, 60μl, 80μl, 100μlを24

℃ で50mMト リ ス塩 酸 緩 衝 液pH7.4で90分 間 孵

置 し た 後, Assay Vblumeと 等 量 の25% PDly

ethylene G1ycol (PEG)を 加 え, 4℃3,000rpm

遠 心 し,沈 澱物 の放 射 能 活性 を総 結合 とした.

 104ng/mlのNative Insulin存 在下 での沈 澱物 の

放 射能 活性 を非 特 異 的結 合 と し,総 結 合 よ り非

特 異 的結 合 をひ いた もの を特 異的 結合 とした.

(c)ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 お よ び 抗 イ

ン ス リ ン 抗 体 のAffinity Constant

300μgの ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン受 容 体 お よ び

イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 患 者 の 極 期 お よ び 寛 解

期 の 血 清60μl中 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体 へ125I-insu

linとNative Insulinを 競 合 させ, Displacement

 Curveを え た.そ れ よ りScatchard Plotsを 描

き,各 々のAffinity Constantを 算 出 した.ま た

125-insulinと300μgの ヒ ト胎盤膜 インス リン受 容体

とイ ンス リン抵 抗性 糖 尿 病 の 患者 の 極期 の血清

601と を同 時 に孵 置 した時 の ヒ ト胎 盤 膜 イ ンス

リン受 容 体 のAffinity Constantを 上 記 と同様

に して算 出 した.

(d)Dissociation Study

300μgの ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 に あ ら

か じ め 結 合 し て い た125I-insulinのDissociation

率 を, Dilutionの み と イ ン ス リ ン抵 抗 性 糖 尿 病

患 者 の 極 期 の 血 清 各 々20μlと100μl添 加 時 と104

ng/mlのNative Insulin添 加 時 のDissociation

率 を 各 々 経 時 的 に 求 め た.
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結 果

(I)基 礎 的検 討

(i)125I-insulinと インス リン受容 体 の特 異的結

合 の経 時 的変 化

Fig. 1は24℃ で の ヒ ト胎 盤 膜 イ ンス リン受容

体 へ の125I-insulinの 特 異的 結合 の経時 的変 化 を

示 した 図 で あ る.特 異 的 結 合 は孵 置 後60分 で

Fig. 1 Time course of 125I-insulin binding tc

 insulin receptor

14%に 達 し, 90分 では16.4%に 達 したが, 3時

間 までほぼ 平衡 状 態 を保 った.一 方非 特 異的 結

合 は孵 置後15分 でほ ぼ頂値 に達 し,そ の値 はそ

の 後3時 間 まで 有 意の 変化 を示 さな か っ た.

(ii) 125I-insulinと 抗 イ ンス リン抗 体 の特 異的

結合 の 経時 的 変化

Fig. 2は24℃ でのClycine-HCl Buffer処 理

後 ミニ コンB-12で3倍 に 濃 縮 した極 期 の患 者

の 血清100μl中 の抗 イ ンス リン抗 体へ の125I-in

sulinの 特 異 的結 合 の経 時 的変 化 を示 した図であ

Fig. 2 Time course of 125I-insulin binding to

 insulin antibodies

る.孵 置 後30分 で ほぼ 平衡 状 態 に達 し,そ の平

衡状 態 は3時 間 まで続 い た.一 方 非 特 異的 結合

は10分 で ほ ぼ 頂 値 に 達 し,そ の 値 は そ の 後3時

間 ま で 有 意 の 変 化 を 示 さ な か っ た.

(iii)125I-insulinのDegradation率

Fig. 3の 実 線 は125I-insulinの24℃ で の 経 時 的

Degradation率 を,波 線 は125I-insulinの24℃ で

の イ ン ス リン 受 容 体 に よ る経 時 的Degradation

率 を示 し た 図 で あ る. 24℃ で は ほ ぼ2.5時 間 ま で

Fig. 3 Time course of degraded 125I-insulin

•œ-•œ degradation rate of 125I-insulin

 incubated with buffer

•œ-----•œ degradation rate of 125I-insulin

 incubated with insulin receptor

125I-insulinはDegradationを 受 け な か っ た が
,

 3時 間 で5.2%, 4時 間 で8%の125I-insulinが

Degradationを 受 け て い た. 24℃ で イ ン ス リ ン

受 容 体 に よ っ て, 0.5時 間 で25.9%, 1時 間 で37.5

%, 1.5時 間 で44.1%, 2時 間 で50.9%, 2.5時

間 で57.1%, 3時 間 で60.4%の125I-insulin が

Degradationを 受 け て い た.

(iv)イ ン ス リ ン受 容 体 のDegradation率

Fig. 4は24℃ で の イ ン ス リン受 容 体 のDegra

dation率 を 示 し た 図 で あ る. 0.25時 間 で1.6%,

 0.5時 間 で4.3%, 1時 間 で13.8%, 1.5時 間 で

16.6%, 2時 間 で19.6%の イ ン ス リ ン 受 容 体 が

Degradationを 受 け て い た.

(v)125I-insulinと 患 者 血清 中の抗 イ ンス リン

抗体 との特 異的 結合

Fig. 5はGlycine-HCl Buffer処 理後 ミニ 自ン

B-l2で3倍 に濃 縮 した 極期 の インス リン抵 抗 性

糖 尿 病 患者 お よび10倍 に濃 縮 した 寛解 期 の イ ン

ス リン抵抗 性糖 尿 病 患 者 とステ ロイ ド糖 尿 病 患
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Fig. 4 Time course of degraded insulin receptor

Fig. 5 Titers of insulin antibodies

•œ-•œ insulin antibodies from the patient

 in the insulin resistant period

•›-•› insulin antibodies from the patient

 in the remissive state

•¢-•¢ insulin antibodies from the patient

 with steroid induced diabetes

者 の 血 清 中 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体 へ の125I-insulin

の 特 異 的 結 合 を示 し た 図 で あ る.極 期 の 患 者 の

血 清20μl, 40μl, 60μl, 80μl, 100μ1中 の 抗 イ ン

抗 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は 各 々11.5%,

 20.0%, 29.8%, 34.2%, 40.1%で あ っ た.寛

解 期 の 患 者 血 清 で は 各 々9.4%, 16.7%, 24.5%,

 28.9%, 34.2%で あ っ た.ス テ ロ イ ド糖 尿 病 患

者 の 血 清 で は 各 々4.5%, 12.4%, 19.6%, 23.5

%, 28.4%で あ っ た.

な おGlycine-HClBuffer処 理 後Dextran-

Coated Charcoalに 遊 離 イ ン ス リ ン を 吸 着 させ,

さ ら に ミニ コ ンB-12で3倍 と10倍 に 濃 縮 し た

後 の 各 々 の 患 者 血 清 中 のIRIは2ng/ml以 下 で

あ っ た.

(II)125I-insulinと イ ンス リン受容 体 との特

異 的結 合 に お よぼす 抗 イン ス リン抗 体 の影 響

(i)ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受 容体

Fig. 6は125I-insulinと ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン

受容体 との特 異 的結 合 に お よぼ す抗 イ ンス リン

抗体 の影 響 を各 々4群 に つ い てみ た 図で あ る.

Fig. 6 Effect of insulin antibodies on human

 placental insulin receptor

•œ-•œ Group 1: (I+I-ab)+R

•£-•£ Group 2: I+I-ab+R

•› -•› Group 3: (I+R)+I-ab

•¢-•¢ Group 4: (I-ab+R)+I

I群 で は 患 者 の 血 清20μl, 40μl, 60μl, 80μl,

 100μ1中 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 価 が 各 々11-6%,

 20.1%, 31.4%, 34.3%, 38.6%で あ っ た 時,

患 者 の 血 清 を添 加 す る こ と に よ り イ ン ス リ ン受

容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は,コ ン トロ

ー ル 血 清 を 添 加 し た 時 の 特 異 的 結 合 を 各 々100

%と す る と,各 々87.1%, 74.3%, 60.4%, 463

%, 37.1%で あ り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い

た. II群 で は 同 様 に 抗 イ ン ス リ ン抗 体 価 が 各 々

8.9%, 17.6%, 27.9%, 31.6%, 36.2%で あ

っ た 時,イ ン ス リ ン 受 容 体 へ の125I-insulinの 特

異 的 結 合 は 各 々90.1%, 78.4%, 67.4%, 61.7
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%, 49.1%で あ り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い

た.し か しIII群 で は 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 価 が 各 々

11.6%, 20.1%, 31.4%, 34.3%, 38.6%で あ

っ た 時,イ ン ス リ ン受 容 体 へ の125I-insulinの 特

異 的 結 合 は 各 々99.2%, 101.6%, 97.6%, 95.7

%, 102.7%と 有 意 の 変 化 は み ら れ な か っ た.ま

たIV群 で は 抗 イ ン ス リ ン抗 体 価 が 各 々89%, 17.6

%, 27.9%, 31.6%, 36.2%で あ っ た 時,イ ン

ス リン 受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は 各

々97.9%, 88.7%, 85.6%, 81.3%, 77.6%で

あ り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た.

(ii)モ ル モ ッ ト肝 臓 膜 イ ン ス リン 受 容 体

Fig. 7は125I-insulinと モ ルモ ッ ト肝 臓 膜 イ ン

ス リ ンR容 体 との 特 異 的 結 合 に お よ ぼ す 抗 イ ン

ス リ ン抗 体 の 影 響 を 各 々3群 に つ い て み た 図 で

Fig. 7 Effect of insulin antibodies on insulin

 receptor of guinea pig liver

•œ -•œ Group 1: (I+I-ab)+R

•¢-•¢ Group 2: I+I-ab+R

•› -•› Group 3: (I+R)+I-ab

あ る.患 者 の 血 清20μl, 40μl, 60μl, 80μl, 100μl

中 の 抗 イ ン ス リン抗 体 価 が 各 々11.5%, 20.0

%, 29.8%, 34.2%, 40.1%で あ っ た 時,イ ン

ス リン 受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は,

 I群 で は 各 々84.4%, 50.7%, 39.3%, 21.2%,

 10.9%で あ り, II群 で は 各 々86.7%, 53.3%,

 41.0%, 27.3%, 14.1%で あ り, I群, II群 と

も に 特 異 的 結 合 は 阻害 され た が, III群 で は 有 意

の 変 化 は み ら れ な か っ た.

(iii)モ ル モ ッ ト腎 臓 膜 イ ン ス リ ン 受 容 体

Fig. 8はizsl-insulinと モ ル モ ッ ト腎 臓 膜 イ ン

ス リン受 容 体 との特 異 的 結 合 に お よぼ す 抗 イ ン ス

リン 抗 体 の 影 響 を 各 々3群 に つ い て み た 図 で あ

る.患 者 の 血 清20μl, 40μl, 60μl, 80μl, 100μl

中 の 抗 イ ン ス リン 抗 体 価 が 各 々11.5%, 20.0%,

 29.8%, 34.2%, 40.1%で あ っ た 時,イ ン ス リ

Fig. 8 Effect of insulin antibodies on insulin

 receptor of guinea pig kidney

•œ-•œ Group 1: (I+I-ab)+R 

•¢-•¢ Group 2: I+I-ab+R 

•›-•› Group 3: (I+R)+I-ab

ン受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は, 1群

で は 各 々85.2%, 53.9%, 43.7%, 28.5%, 17.4

%で あ り, II群 で は 各 々85.6%, 56.6%, 46.4

%, 30.2%, 20.1%で あ り, I群, II群 と も に

特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ た が,nI群 で は 有 意 の 変

化 は み られ な か っ た.

(III) 125I-insulinと ヒ ト胎盤 膜 イ ンス リン受 容

体 との特 異 的 結合 に お よぼ す 各種 抗 イン

ス リン抗 体 の 影響

Fig. 9はGlycine-HCl Buffer処 理 後 ミニ コン

B-12で3倍 に 濃縮 した極 期 の イ ン ス リン抵 抗 性

糖 尿 病 患者 お よび10倍 に 濃縮 した寛 解 期 の イ ン

ス リン抵抗 性糖 尿 病 患 者 とステ ロイ ド糖 尿 病 患

者 の血 清 中の3種 の抗 イン ス リン抗 体 の イ ン ス

リン受 容体 へ の125I-insulinの 特 異 的結合 にお よ

ぼ す影 響 をみ た図 で あ る. Fig. 9(a)はI群 につ

い て, Fig. 9(b)はII群 に つ い て その影 響 をみ た
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Fig. 9 (a) Effect of insulin antibodies on insulin

 receptor in group 1

•œ-•œ insulin antibodies from the patient

 in the insulin resistant period

•¢-•¢ insulin antibodies from the patient

 in the remissive state

•›-•› insulin antibodies from the patient

 with steroid induced diadetes

図 で あ る. Fig. 9 (a)に 示 す 様 に3倍 に 濃 縮 し た

極 期 の イ ン ス リ ン抵 抗 性 糖 尿 病 患 者 の 血 清20μl,

 40μl, 60μl, 80μl, 100μl中 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体

価 が 各 々11.5%, 20.0%, 29.8%, 34.2%, 40.1

%で あ っ た 時,イ ン ス リ ン受 容 体 へ の125I-in-

sulinの 特 異 的 結 合 は,コ ン トロ ー ル 血 清 を添 加

し た 時 の 特 異 的 結 合 を 各 々100%と す る と,各 々

81.2%, 67.4%, 45.4%, 32.7%, 21.8%で あ

り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た.同 様 に10倍

に 濃 縮 し た 寛 解 期 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 患

者 の 血 清 中 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体 価 が 各 々9.4%,

 16.7%, 24.5%, 28.9%, 34.2%で あ っ た 時,

イ ン ス リ ン受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合

は 各 々94.2%, 82.6%, 76.1%, 64.5%, 49.7

%で あ り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た.ま た

10倍 に 濃 縮 し た ス テ ロ イ ド糖 尿 病 患 者 の 血 清 中

の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 価 が 各 々4.5%, 12.4%, 19.6

%, 23.5%, 28.4%で あ っ た 時,イ ン ス リ ン受

容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は 各 々94.0%,

 91.9%, 88.6%, 81.2%, 74.5%で あ り,特 異

的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た.一 方Fig. 9 (b)に 示 す

Fig. 9 (b) Effect of insulin antibodies on insulin

 receptor in group 2

•œ-•œ insulin antibodies from the patient

 in the insulin resistant period

•¢-•¢ insulin antibodies from the patient 

in the remissive state

•›-•› insulin antibodies from the patient

 with steroid induced diabetes

様 に3倍 に 濃縮 した極 期 の イン ス リン抵 抗性糖

尿 病 患者 の 血清 中の抗 イ ンス リン抗体 価 が 各々

11.5%, 20.0%, 29.8%, 34.2%, 40.1%で あ

った 時,イ ンス リン受 容 体 へ の125I-insulinの

特 異 的結 合 は,コ ン トロー ル血 清 を添 加 した時

の 特 異的 結合 を各 々100%と す る と,各 々83.9%,

 70.0%, 49.8%, 37.4%, 27.7%で あ り,特 異

的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た.同 様 に10倍 に 濃 縮 し

た 寛 解 期 の イ ン ス リン 抵 抗 性 糖 尿 病 患 者 の 血 清

中 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 価 が 各 々9.4%, 16.7%,

 24.5%, 28.9%, 34.2%で あ っ た 時,イ ン ス リ

ン 受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は 各 々

96.4%, 87.1%, 80.8%, 70.2%, 58.9%で あ

り,特 異 的 結 合 は 阻 害 さ れ て い た .ま た10倍 に

濃 縮 し た ス テ ロ イ ド糖 尿 病 患 者 の 血 清 中 の 抗 イ

ン ス リ ン 抗 体 価 が 各 々4 .5%, 12.4%, 19.6%,

 23.5%, 28.4%で あ っ た 時,イ ン ス リン 受 容 体

へ の125I-insulinの 特 異 的 結 合 は 各 々98 .5%, 93.4

%, 920%, 87.0%, 80.1%で あ り,特 異 的 結

合 は 阻 害 さ れ て い た.

(IV)抗 イ ン ス リ ン 抗 体 添 加 時 の ヒ ト胎 盤 膜



イ ン ス リン受 容体 に関 す る研 究 101

イ ン ス リ ン 受 容 体 のDissociation Study

Fig. 10はDilutionと104 ng/mlのNative In-

sulinと 極 期 の イ ン ス リン抵 抗 性 糖 尿 病 患 者 の 血

清20μ1お よ び100μ1を 添 加 した 時 のDissociation

 Studyを み た 図 で あ る. 10分 後, 30分 後, 60分

後, 90分 後, 120分 後 で, Dilutionの み では 各 々

Fig. 10 Dissociation study

•œ-•œ dilution only

•› -•› dilution+serum of insulin antibodies 

20ƒÊ1

•£-•£ dilution + serum of insulin antibodies

 100ƒÊl

•¢-•¢ dilution+native insulin 104 ng/ml

10.9%, 36.6%, 38.9%, 42.6%, 45.0%の125I-

insulinが, Dilution+Native Insulin 104ng/

mlで は 各 々45.4%, 51.4%, 56.8%, 62.6%,

 71.4%の125I-insulinがDissociationし た.一 方

Dilution+Glycine-HCl Buffer処 理 後3倍 に

濃 縮 した 極 期 の.血 清20μl添 加 で は 各 々19.4%,

 37.6%, 39.4%, 42.8%, 43.0%の125I-insulin

が, Dilution+極 期 の 血 清100μl添 加 で は 各 々

25.7%, 41.4%, 46.7%, 50.9%, 58.7%の125I-

insulinがDissociationし た.

(V)ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受 容 体 のScatchard

 Plots解 析

Fig.11は24℃ で ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受 容 体

へ125I-insulinとNative InsuIinを 競 合 させ て 求

め たDisplacement Curveよ り え たScatchard

Plotsで あ る.図 に 示 した よ う に ヒ ト胎 盤 膜 イ ン

ス リン 受 容 体 は 各 々Affinity Constantの 異 な

る2種 の イ ン ス リン 受 容 体,す な わ ちHigh Af

finity-Low Capacity, Low Affinity-High Ca

pacityか ら な り,各 々 のAffinity Constantは

Fig. 11 Scatchard plots of insulin receptor

K1=0.792•~109M-1

K2=0.218•~109M-1

K1=0.792•~109M-1, K2=0.218x109M-1,

 Average Affinity Ke=0.267•~109M-1 で あっ た.

(VI)抗 イ ン ス リ ン抗 体 添 加 時 の ヒ ト胎 盤 膜 イ

ン ス リン 受 容 体 のScatchard Plots解 析

Fig. 12は24℃ でGlycine-HCl Buffer処 理 後

3倍 に 濃 縮 し た 極 期 の イ ン ス リ ン抵 抗 性 糖 尿 病

患 者 の 血 清60μl存 在 下 で,ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ

ン受 容 体 へ125I-insulinとNative Insulinを 競

合 させ て 求 め たDisplacement Curveよ りえ た

Fig. 12 Scatchard plots of insulin receptor in the

 presence of insulin antibodies

K1=0.600•~109M-1

K2=0.132•~109M-1
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Scatchard Plotsで あ る.図 に 示 した よ うに 抗 イ

ン ス リ ン 抗 体 存 在 下 で も ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン

受 容 体 は 各 々Affinity Constantの 異 な る2種

の イ ン ス リ ン受 容 体,す な わ ちHigh Affinity-

Low Capacity, Low Affinity-High Capacity

か らな り,各 々Affinity ConstantはK1=0.600

×109M-1, K2=0.132×109M-1, Average Af

finity Re=0.176×10gM-1で あ った. Fig. 11とFig.

 12のScatchard Plotsを 比 較 す る と,抗 イ ン ス リン抗

体 を 添 加 す る こ とに よ っ て ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ

ン 受 容 体 のAffinity Constant, K1, K2, Keお よ

び イ ン ス リン受 容 体 数 が 低 下 す る こ とが 示 され た.

(VII)抗 イ ン ス リン抗 体 のScatchard Plots解 析

Fig. 13とFig. 14は 抗 イ ン ス リン 抗 体 へ125I-

insulinとNative Insulinを 競 合 させ て 求 め た

Fig. 13 Scatchard plots of insulin antibodies from

 the patient in the insulin resistant period

K1=1.810•~109M-1

K2=0.046•~109M-1

Displacement Curveよ りえ たScatchard Plots

で あ る. Fig. 13は, Glycine-HCl Buffer処 理

後3倍 に 濃 縮 した 極 期 の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿

病 患 者 の 血 清60μl中 の 抗 イ ン ス リン抗 体 のScat-

chard Plotsを 示 し, Fig. 14は10倍 に 濃 縮 し た

寛解 期 の イン ス リン抵 抗性 糖 尿病 患 者 の血 清60

μl中の 抗 イ ン ス リン抗 体 のScatchard Plotsを

示 してい る.図 に示 す よ うに極 期 お よび寛解 期

の患 者 の 血清 中 の抗 イ ンス リン抗 体 は単 一 の も

の では な く, Affinity Constantの 異な る2種 の

抗 イ ンス リン抗体 か らな って い る. Fig. 13に 示

Fig. 14 Scatchard plots of insulin antibodies from

 the patient in the remissive state

K1=0.542•~109M-1 

K2=0.025•~109M-1

す よ うに 極 期 の 患 者 血 清 中 の 抗 イ ン ス リン 抗 体

のAffinity ConstantはHigh Affinity-Low Ca-

pacity K1=1.810×109M-1, Low Affinity-High

 Capacity K2=0.046×109M-1, Average Affi

nity Ke=0.083×109M-1で あ っ た. Fig. 14に

示 す よ う に 寛 解 期 の 患 者 血 清 中 の 抗 イ ン ス リン

抗 体 のAffinity ConstantはHigh Affinity-Low

 Capacity K1=0.542×109M-1, Low Affinity-

High Capacity K2=0.025×109M-1, I Average

 Affinity Ke=0.060×10gM-1で あ っ た. Fig. 13

とFig. 14のScatchard Plotsよ り),極 期 に 比 し

寛 解 期 で は 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 のAffinity Con

stant, K1, K2, Keが 低 下 し て い る こ と が 示 さ

れ た.

考 察

RRAの 確 立以後 各種 の ホルモ ン受 容 体 に関す

る研 究 が 著 しい進展 を とげ た.な か で もイン ス

リン受 容体 お よび 末梢 での イ ン ス リン反応 の様

相 に 関す る近年 の研 究の 進 歩 に ともな い,各 種

病 態 時に お け る イ ンス リン受 容 体 の 解析 とイ ン

ス リン作 用 の伝 達機 構 の 解 明 がお こな わ れつつ

あ る.そ して イ ン ス リン作 用 の発 現 機序 の第1

段 階 が,生 物学 的 活性 を有 す る循 環 血 中 イ ンス

リンの イ ンス リン受 容体 へ の 特 異的 結 合 に あ る

こ とが 明 らか に な って きた.

ケ トア シ ドー シ スが な くて イ ンス リンの1日
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投与 必要 量 が200単 位 を こえ る糖 尿 病 は,イ ン ス

リン抵抗 性 糖 尿病 と呼 ばれ て い る. RRAの 進 展

に ともな い イ ンス リン抵 抗性 糖 尿病 の 発生 機 序

も,イ ンス リン作 用 発現 の場 としての イン ス リ

ン受 容体 を中 心 に以下 の3群,す な わ ち(1)イン

ス リン受 容 体 前 に イ ンス リン低 抗性 の 原 因の あ

る群(Prereceptor Disorder), (2)イン ス リン受

容体 その もの に イ ンス リン抵抗 性 の原 因 の あ る

群(Receptor Disorder), (3)インス リン受 容 体

後 に イ ンス リン抵 抗性 の原 因 のあ る群(Post

receptor Disorder)に 分 類 す る こ とが で きる.

 (1)群は 種 々の イン ス リン拮 抗 ホル モ ンや イ ンス

リン作 用 に拮 抗す るSynalbumin4)やBound

 Insulin5)等 の 血 清 因子 や 生 体 内 での著 しい イ ン

ス リンの 分解 の亢 進6)お よび イ ンス リン投 与 に

よ り生 体 内 に出現 す る抗 イ ンス リン抗 体等 に よ

ってお こって くる もの であ る. (2)群はKahn7)

らが提 唱 して い る よ うに,若 年 女子 で成長 促 進

や 男性 化 を示 し,イ ンス リン受 容体 の 一次 的 欠

如 を有 す る と思 われ る もの,す なわ ちType A

と,血 清 中に イン ス リン受容 体 へ の イ ンス リン

結合 の 阻害 を もた らせ る因子 を有す る もの,す

な わ ちType Bに2分 され る. (3)群は, Lepre-

chaunism8)あ るいは尿 毒 症 な ど種 々の病 態 でみ

られ る よ うに,標 的器 官 の イ ンス リン受 容 体数

やAffinity Constantに 何 ら変化 を認 め ず,か つ

血 中 イ シス リンの イン ス リン受容 体 へ の特 異 的

結合 が あ るに もか か わ らず,イ ンス リン作 用 の

伝 達 機構 に障害 の あ る もの で あ る.

抗 インス リン抗体 の発見はBanting9)ら が1938

年 イ ンス リン投 与 患者 の 血清 中に イ ンス リン阻

害 因子 が存 在す る と提 唱 した こ とに始 まる.そ

の後BersonとYalow10)が この循 環 血 清 因子 が

γ-グロブ リンで あ る と証 明 し,さ らに その イン

ス リン結 合特 性 を詳細 に 分析 した.そ して抗 イ

ン ス リン抗体 の免疫 グ ロプ リンはIgG, IgM,

 IgA, IgE, IgDに 含 まれ るが,こ の うちIgEは

イ ンス リンアレル ギー と関連 があ る とされてい る.

イン ス リン抵 抗性 糖 尿病 の病 因が抗 イ ンス リ

ン抗体 であ る症例 は今 まで数 多 く報告 され て い

る11～13)そ してそ の病 因 に関 しては 抗 イ ンス リ

ン抗体 の解 析 が 試み られ,生 体 内の イン ス リン

プール 中の生 物学的活 性 を有 す る遊 離 イン ス リン

が循 環 血 中の抗 イ ンス リン抗 体 に 結 合 され るこ

とで,生 物 学 的活 性 を失 うこ とに あ る と説 明 さ

れ てい る.さ らに抗 イ ン ス リン抗体 は単 一 の も

の では な く, 2つ の 異 な るAffinity Constant,

す なわ ちHigh Afffinity-Low Capacity, Low

 Affinity-High Capacityか ら な る こ とが 証 明 さ

れ た.そ してPartamian14)ら は 抗 イ ン ス リ ン 抗

体 に よ る イ ン ス リン 抵 抗 性 の 発 現 は 抗 イ ン ス リ

ン 抗 体 のAfffinity Constantに 強 く 影 響 さ れ る

と し, Kerp15)ら は 免 疫 グ ロ プ リ ン がIgGで あ

る 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 に つ い て,そ の10%はHigh

 Affinity-Low Capacityで あ り,そ のAffinity

 Constant 108～10gM-1に 達 し,の こ り90%はLow

 Affinity-High Capacityで あ り,そ のAffinity

 Constantは107～108M-1で あ った と述 べ て い る.

一 方抗 イン ス リン抗体 の イ ンス リン受 容体 へ

の影響 に つ いて の記 載 をみ る と, Kahn16)ら は

抗 イン ス リン受 容体 抗体 が イ ンス リン作 用 を も

つ 機序 として,細 胞 膜上 での イ ン ス リン受容 体

のCrosslinkingま たはAggregationを 増 強 す

る事 で イ ンス リン作 用 を発現 させ るの で あろ う

と述べ,抗 イ ン ス リン抗 体 に つ いて も抗 イ ンス

リン受 容体 抗 体 と同様 の機 序 を推 測 して い る.

さ らにShechter17)ら は モル モ ッ トか ら分 離 し

た抗 イ ンス リン抗体 に よ り3T3 Fibroblastへ

の125I-insulinの 特 異的 結合の増加が み られ たが,

脂 肪細 胞 へ の125I-insulinの 特 異 的結 合は減少 し

た と述 べ て い る.そ して抗 イ ンス リン抗 体 を添

加 してScatchard Plotsを 解 析 す る と,イ ン ス

リン受 容 体 は単 一 のものに なった と報告 して いる.

筆者 が 今 回実 験 に用 い た抗 インス リン抗 体 は,

極期 と寛 解期 の イン ス リン抵 抗性 糖 尿病 患者 と

ステ ロ イ ド糖 尿 病 患者 の 血清 か らえ た もの で あ

った.抗 イン ス リン抗体 価 は 各 々,イ ンス リン

抵 抗性 糖 尿病 の 患者 の 極期 には4800μU/ml,寛

解 期 には1600μU/mlで あ り,ス テ ロ イ ド糖 尿 病

の 患者 では960μU/mlで あ った.イ ンス リン抵 抗

性糖 尿 病 の 患者 は極 期 に は数 ヶ 月に わ た り1日

200単 位 の イ ンス リンが投 与 され たが 血糖 の コン

トロール は 不良 であ り,寛 解 期 に は イ ン ス リン

投 与 がお こな われ な か った が,良 好 な コ ントロー

ルが保 たれ て い た症 例 であ る.ス テ ロ イ ド糖 尿

病 患 者 は過 去 に ステ ロイ ドの投 与 をさ れ たた め
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耐糖 能 異常 を きた しイン ス リン1日20単 位 の投

与 が お こな われ たが,そ の後 ス テ ロイ ドの 減 量

と と もに イ ン ス リン投与 量 も漸 減 し,現 在 イン

ス リンの 投与 は お こな わ れて お らず,か つ耐 糖

能 も正 常 で あ る症 例 で あ る.

筆者 は これ らの 患者 血清 中 に含 まれ る抗 イ ン

ス リン抗 体 を用 い て,ヒ ト胎 盤膜 イ ンス リン受

容 体 に対 す る抗 イ ン ス リン抗体 の影響 につ い て

の 検 討 をお こ な った.ま ず基礎 的 実験 として抗

イ ンス リン抗 体 と ヒ ト胎盤 膜 イン ス リン受容 体

と125I-insulinと の間 の 実 験 条 件 に つ い て検 討

した.

時 間経 過 につ い てみ る と, 24℃ では ヒ ト胎盤

膜 イン ス リン受 容体 へ の125I-insulinの 特異的結

合 は 時 間経過 とともにゆ るや か に上昇 して い き,

 1時 間 後 にほぼ 平衡 状 態 に達 し,そ の平 衡状 態

は その 後2時 間続 い た.一 方24℃ では抗 イ ンス

リン抗体 へ の125I-insulinの 特 異的結合 は時 間経

過 とと もに急 激に上 昇 して い き, 0.5時 間後 に は

ほぼ 平衡 状 態 に達 し,そ の平衡 状 態は その後2.5

時 間続 い た.

そ し て こ の 際 の125I-insulinのDegradation

率 を み る と, 24℃ でBufferの み と孵 置 した125I-

insulinは2.5時 間 後 ま で ほ と ん どDegradation

を うけ な か っ た が,ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン受 容

体 と孵 置 した125I-insulinは1時 間 後 で37.5%,

 2時 間 後 で50.9%, 3時 間 後 で60.4%のDeg

radationを うけ た.大 森18)ら も37℃ でBuffer

の み と孵 置 し た125I-insulinは1.5時 間 後 ま で ほ

と ん どDegradationを う け な か δ た が, 37℃ で

ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 と孵 置 す る と20分

後 か ら125I-insulinのDegradationが 強 く な り,

 40分 後 で30.0%, 1.5時 間 後 で45.0%のDegra

dationを う け た と報 告 し て い る.

一 方 イ ン ス リ ン受 容 体 の24℃ で のDegrada

tion率 に つ い て は, Bufferと 孵 置 後30分 後 まで

は ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン受 容 体 は ほ と ん どDe

gradationを う け な か っ た が, 1時 間後 で13.8%,

 2時 間 後 で19.6%のDegradationを うけ た.

上 述 の 基礎 的検 討 の 後,筆 者 は ヒ ト胎 盤 膜 イ

ンス リン受 容 体 お よび モ ル モ ッ ト肝 臓 膜 と腎 臓

膜 イ ンス リン受容 体 へ の125I-insulinの 特異的結

合 にお よぼす 抗 イ ン ス リン抗 体 の影響 を観 察 す

る と ともに,ヒ ト胎 盤 膜 イン ス リン受 容 体 と抗

イ ンス リン抗 体 の 各 々のAffinity Constantを

比較 し,抗 イ ン ス リン抗体 存 在 下 で125I-insulin

とイ ン ス リン受 容体 とのDynamismに つ い て

考察 し新知 見 を えた.そ して これ らの 実 験結 果

を も とに抗 イ ン ス リン抗体 が 発 現 させ るイ ンス

リン抵 抗性 糖 尿病 の病 因 につ い て考 察 を加 えた.

抗 イ ンス リン抗体 を添加 す るこ とに よ リヒ ト

胎盤 膜 イ ンス リン受 容体 へ の125I-insulinの 特異

的結 合 は実 験 結 果 で示 した よ うにI群 とII群 で

は減 少 したが, III群では 有意 の 変化 が み られ な

か っ た.同 様 に 抗 イ ン ス リン抗体 を添加 す るこ

とに よ りモ ルモ ッ ト肝 臓 膜お よび 腎臓 膜 イ ンス

リン受 容体 へ の125I-insulinの 特 異的結 合 もI群

とII群 で は減 少 したが, III群で は有 意 の変化 が

み られ なか った.ま た ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受

容体 お よび モル モ ッ ト肝 臓膜 と腎臓 膜 イ ンス リ

ン受 容 体へ の125I-insulinの 特 異 的結 合 阻害率は

添加 す る抗 イ ン ス リン抗 体 価 が 高 くな るにつれ

上昇 した.一 方 イン ス リン受 容体 へ の125I-in

sulinの 特 異的結 合 阻害率 は抗 インス リン抗 体価

に のみ 影響 され た だけ で は な く標的 器 官 に よっ

て も異な っ た値 を示 した.す なわ ち添加 す る抗

イン ス リン抗 体 価が 同一 で あ って も,結 合 阻害

率 は,ヒ ト胎 盤 膜<モ ル モ ッ ト腎 臓膜<モ ル モ

ッ ト肝 臓 膜 イ ン ス リン受 容 体 の 順 で あ った. IV

群 で は ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受 容体 へ の125I-in

sulinの 特 異 的 結 合 は 阻害 され たが,そ の 阻害

率 はI群 とII群 に比 べ 低値 を示 し,抗 イ ンス リ

ン抗 体 価 が 高 くな る につ れ上 昇 す る傾 向 に あ っ

た.こ れ は抗 イ ンス リン抗体 が イ ンス リン受 容

体 をModulateす るため とい うよ りは,む しろ

1回 洗浄 す る だけ で は抗 イン ス リン抗 体 が十 分

とり)除かれ なか った ため では ないか と考 え られる.

つ ぎに ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン受 容 体 のDisso

ciation率 に お よ ぼ す 抗 イ ン ス リン抗 体 の 影 響 を

み る と, Dissociation率 はDilution<患 者 血 清

20μl<患 者 血 清100μl<Dilution+Native In

sulin 104㎎/ml添 加 の 順 で あ っ た.抗 イ ン ス リン

抗 体 価 が 高 くな る と, Dissociation率 も 上 昇 し

た が,こ れ は 抗 イ ン ス リ ン抗 体 が イ ン ス リ ン受

容 体 か ら遊 離 し た125I-insulinと 結 合 し,イ ン ス

リ ン 受 容 体 へ の125I-insulinのRebindingを さ
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せ な く し,同 時 に 抗 イ ン ス リ ン抗 体 のAffinity

 Constantが 著 し く高 い た め に,イ ン ス リ ン受 容

体 か らの125I-insulinのDissociation率 も 高 く

な っ た た め で は な い か と 考 え ら れ る.

イン ス リン抵 抗性 糖 尿病 患 者 の極 期 と寛解 期

お よび ステ ロ イ ド糖 尿 病 患者 の 血清 をGlycine-

HCl Buffer処 理 後極 期 の 患者 血清 を3倍 に,寛

解 期 とス テ ロイ ド糖 尿 病 患者 の 血清 を10倍 に 濃

縮 して え た抗 イ ンス リン抗体 で, I群 とII群 の

実 験 をお こな った.患 者 血清 の 濃縮率 に差 異 が

あ るに もか か わ らず, I群, II群 ともに ヒ ト胎

盤 膜 イ ン ス リン受 容体 へ の125I-insulinの 特異的

結 合 阻害 率 は,ス テ ロ イ ド糖 尿病<イ ン ス リン

抵 抗性 糖 尿病 の寛 解期<イ ン ス リン抵抗 性糖 尿

病 の 極期 の順 であ った.従 って イ ン ス リン抵抗

性 糖 尿病 患 者 の極 期 に比べ 寛 解期 の抗 イ ンス リ

ン抗体 では,結 合 阻害 率 の著しい改善がみ られ た.

筆 者 のPreliminaryな 観察 に よる と,ヒ ト胎

盤 膜 イ ン ス リン受容 体 へ の125I-insulinの 特異的

結 合 阻害 率 は単 に 抗 イ ンス リン抗 体価 のみ の影

響 を うけ るだ けで は な く,抗 イン ス リン抗体 価

が ほ ほ 同一 で あ って も異 な った結 合 阻害 率 を示

す の が常 であ る.す なわ ち抗 イン ス リン抗体 価

に よっ て異 な るだ け では な く,結 合 阻害 率 は抗

イ ンス リン抗 体 のAffinity Constantに よ っ て

も影響 を うけ る と考 え られ る.今 回の実 験 に お

いて もイ ンス リン受 容体 へ の125I-insulinの 結合

阻害率 は,い ず れ もII群 に比べI群 の方 が 高値

を示 した.こ れ は125I-insulinと インス リン受 容

体 と抗 イ ンス リン抗 体 間 での 反応 時 間 の差 と各

々 の次 に 述べ るAffinity Constntの 差 を反 映 し

て い る もの と考 え られ る.

今 向 筆 者 は イ ン ス リ ン受 容 体 に つ い て だ け で

は な く,イ ン ス リ ン 抵 抗 性 糖 尿 病 患 者 の 極 期 と

寛 解 期 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体 のAffinity Constant

をScatchard Plotsよ り求 め た, 3倍 濃 縮 の 極

期 の 抗 イ ン ス リン 抗 体 のAffinity Constantは,

各 々High Affinity-Low Capacity K1=1.810

×109M-1, Low Affinity-High Capacity K2=

0.046×109M-1, Average Affinity Re=0.083

×109M-1で あ っ た.一 方10倍 濃 縮 の 寛 解 期 の 抗

イ ン ス リ ン 抗 体 のAffinity Constantは,各 々

High Affinity-Low Capacity K1=0.542×109

M-1, Low Affinity-High Capacity K2=0.025

×109M-1, Average Affinity Re=0.060×109

M-1で あ っ た.濃 縮 率 に 差 が あ る に もか か わ ら

ず 極 期 に 比 べ 寛 解 期 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 へ の

125I-insulinの 特 異 的 結 合 お よ び 抗 イ ン ス リン 抗

体 のAffinity Constantは いず れ も低 下 して い

た.す な わ ち極 期 と寛解 期 の抗 イ ンス リン抗 体

を比 較 す る と,抗 イ ンス リン抗 体価 のみ な らず,

その性 状が 異 な って い る こ とが 立証 され た.

一 方 ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 のAffinity

 ConstantをScatchard Plotsよ り求 め た. High

 Affinity-Low Capacity K1=0.792×109M-1,

 Low Affinity-High Capacity K2=0.218×109

M-1, Average Affinity Re=0.267×109M-1で

あ っ た. 3倍 に 濃 縮 し た イ ン ス リン 抵 抗 性 糖 尿

病 患 者 の 血 清60μ1存 在 下 で の ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス

リン 受 容 体 のAffinity Constantは 各 々, High

 Affinity-Low Capacity K1=0.600×109M-1,

 Low Affinity-High Capacity K2=0.132×109

M-1, Average Affinity Ke=0.176×109M-1で

あ っ た.同 時 に 抗 イ ン ス リン 抗 体 が 存 在 す る 時

に は イ ン ス リン 受 容 体 数 が20%減 少 して い た.

す な わ ち 抗 イ ン ス リ ン抗 体 が 存 在 す る 時 に は,

 Affinity Constantの 低 下 お よ び イ ン ス リ ン受 容

体数 の 減 少が み られ た.

イ ンス リン受 容 体 お よび 抗 イ ンス リン抗体 と

125I-insulinと の 反応 は各 々 生物 学 的 反応 と免 疫

学 的反 応 と異 な って お り,そ のAffinity Con-

stantの み を単 に比 較す るこ とは 問 題が あ る と思

わ れ るが, 125I-insulinと イ ンス リン受 容 体 と抗

イン ス リン抗体 の3 者が 存 在す る際 の イ ンス リ

ン動 態 を考 察 す る ため に今 回 あ えてAffinity

 Constantを1つ の指 標 と して 比較 した.ヒ ト胎

盤 膜 イ ンス リン受 容 体:極 期 の 患者 の抗 イ ンス

リン抗 体:寛 解期 の 抗 イ ンス リン抗体 のAffi-

nity Constantを 各 々 比 較 す る と, High Affini-

ty-Low Capacity K1は1:2.29:0.68, Low

 Affinity-High Capacity K2は1:0.21:0.11,

 Average Affinity K1は1:0.31:0.22で あ っ

た.一 方 ヒ ト胎 盤膜 イ ンス リン受 容 体 のKe:極

期 の患 者 の抗 イ ンス リン抗 体 のK2は, 1:0.058,

ヒ ト胎 盤 膜 イ ンス リン受 容 体 のK2:極 期 の患 者

の抗 インス リン抗体 のK1は, 1:8.30で あ った .
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ま た ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 のK1:寛 解 期

の 患 者 の 抗 イ ン ス リン 抗 体 のK2は, 1: 0.032,

ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 のK2:寛 解 期 の 患

者 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 のK1は, 1: 2.49で あ っ

た.従 っ てAffinity Constantを 比 較 す る と,ヒ

ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン受 容 体 へ の125I-insulinの

特 異 的 結 合 を 阻 害 す る の は,主 にHigh Affinity-

Low Capacityの 抗 イ ン ス リ ン抗 体 で あ る と考

え られ る.

最 後 に抗 イ ンズ リン抗 体 の存 在下 で,ヒ ト胎

盤 膜 イ ンス リン受 容体 のAffinity Constantの

低 下 とイン ス リン受 容体 数 の減 少 がみ られ た原

因につ いて は十分 に解 明 で きて いな いの で はあ

るが,今 回 の筆 者 の実 験結 果か ら以下 の よ うに

推 測 で き る もの と思 わ れ る.す な わ ちK2に 比 べ

K1の 低 下 が軽 度 で あ るこ とよ り考 えて, 24℃

で の 反 応 時 間 を 比 較 す る と125I-insulinと イ ンス

リ ン受 容 体 と の 生 物 学 的 反 応 に 比 し て, 125I-in

sulinと 抗 イ ン ス リ ン抗 体 との 免 疫 学 的 反 応 の 方

が 速 い た め, 125I-insulinの 一 部 は 主 としてHigh

 Affinity-Low Capacityの 抗 イ ン ス リ ン抗 体 と

免 疫 複 合 体 を つ く り,免 疫 複 合 体 を つ く っ た

125I-insulinは イ ン ス リ ン受 容 体 に 結 合 で き ず ,

の こ っ た125I-insulinをHigh Affinity-Low Ca

pacity, Low Affinity-High Capacityの イ ン ス

リン受 容 体 が 各々 のAffinity Constantで125I-

insulinに 対 して競 合 的 に作 用す るためではないか

と推 測 され る.い ずれ に して もこの よ うに 抗 イ

ン ス リン抗体 が存 在す る時に イ ンス リン受容 体

のAffinity Constantの 低 下お よびイ ンス リン受

容 体数 の減 少が み られ る とい うこ とは,イ ンス

リン作用 の 発現 を考 え るに あた り重要 な示 唆 を

与 えて くれ る もの と思 わ れ る.

以上 の よ うに生体 内に イ ンス リン と抗 イ ンス

リン抗 体 とイ ン ス リン受容 体 お よび イ ンス リン

と抗 イ ン ス リン抗体 の 免疫 複 合体 が 存 在す る場

合,イ ンス リン受 容 体 へ の イ ンス リンの特 異 的

結 合 は,遊 離 の イ ンス リン量 や抗 イ ンス リン抗

体価 と ともに,イ ンス リン受 容体 と抗 イ ン ス リ

ン抗体 のAffinity Constantに 影響 され,そ して

High Affinity-Low Capacityの 抗 インス リン抗

体 が イ ンス リン抵抗 性 糖尿 病 の1因 に な る もの

と考 え られ る.

結 語

ヒ ト胎 盤 膜 とモル モ ッ ト肝 臓膜 と腎臓 膜 イ ン

ス リン受 容 体 を用 いて,イ ンス リン受 容 体へ の

125I-insulinの 特 異的 結合 に お よぼ す抗 イ ンス リ

ン抗 体 の影 響 を検 討 し次 の 結論 を えた.

(1)24℃ で ヒ ト胎 盤膜 イ ンス リン受 容 体へ の

125I-insulinの 結合 は
,時 間 経過 とと もにゆ るや

か に 上 昇 し1時 間 後 に 平衡 状 態 に達 した.一

方24℃ で抗 イ ンス リン抗 体へ の125I-insulin の

結 合 は,時 間 経過 とと もに 急上 昇 し, 0.5時 間後

に平 衡状 態 に達 した.

(2)24℃ でBufferの み と 孵 置 した125I-insu

linは2.5時 間 後 ま で ほ と ん どDegradationを う

け な か っ た が, 24℃ で ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン 受

容 体 と孵 置 し た125I-insulinは1時 間 後 で37.5%,

 2時 間 後 で50.9%, 3時 間 後 で60.4%のDeg-

radationを 受 け た.

(3)24℃ でBufferと 孵 置 した ヒ ト胎 盤 膜 イ ン

ス リ ン受 容 体 は, 0.5時 間 後 で4.3%, 1時 間 後

で13.8%, 2時 間 後 で19.6%のDegradationを

う け た.

(4)ヒ ト胎 盤 膜 と モ ル モ ッ ト肝 臓 膜 と 腎 臓 膜

イ ン ス リ ン受 容 体 へ の125I-insulinの 特 異的 結 合

は, I群(I+I-ab)+RとII群I+I-ab+R

で は 阻 害 さ れ た が, III群(I+R)+I-abで は

有意 の差 はみ られ なか った.そ して抗 イン ス リ

ン抗 体 価 が高 値 に な るに つれ 結合 阻害率 も上昇

した.ま た ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リン受 容 体 へ の

125I-insulinの 特 異的結 合 はIV群(I-ab+R)

+Iで も阻害 され た.

(5)ヒ ト胎盤 膜 イ ン ス リン受 容体 へ の125I-

insulinの 特 異的 結合 に およぼす 抗 イン ス リン抗

体 の影 響 は,イ ンス リン抵抗 性 糖 尿病 の患者 の

極 期 と寛 解期 の抗 イン ス リン抗 体 では著 しい差

が み られ た.極 期 の 抗 イ ンス リン抗体 に比べ 寛

解期の抗インスリン抗体では著しい特異的結合

阻害の改善をみた.ス テロイド糖尿病の患者の

抗インスリン抗体での結合阻害率は前2者 に比

べ低値を示した.

(6)Dissociation Studyで は 抗 イ ン ス リン抗

体 価 が 高 く な る に つ れ,ヒ ト胎 盤 膜 イ ン ス リ ン

受 容 体 か らの125I-insulinのDissociation率 は
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上 昇 し た.

(7)イ ン ス リ ン抵 抗 性 糖 尿 病 の 患 者 の 極 期 の

血 清 中 の 抗 イ ン ス リン抗 体 のAffinity Constant

は 各 々K1=1.810×109M-1, K2=O.046×109

M-1, Ke=0.083×109M-1で あ り,一 方 寛 解 期

の 血 清 中 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 のAffinity Con-

stantは 各 々K1=0.542×10g M-1, K2=0.025×

109M-1, Ke=0.060×109M-1で あ り,極 期 に 堵

べ 寛 解 期 の 抗 イ ン ス リ ン 抗 体 のAffinity Con-

stantは 低 下 し て い た.

(8)イ ン ス リン 抵 抗 性 糖 尿 病 の 患 者 の 極 期 の

血 清60μl中 の 抗 イ ン ス リ ン抗 体 存 在 下 で の ヒ ト

胎 盤 膜 イ ン ス リン 受 容 体 のAffinity Constant

は 各 々K1=0.600×109M-1, K2=0.132×109

M-1, Ke=0.176×10gM-1と い ず れ も コ ン トロ

ー ル に比べAffinity Constantは 低下 して お り,

同 時 に イ ンス リン受 容体 数 も低 下 して い た.

(9)イ ンス リン受 容体 と抗 イ ン ス リン抗 体 が

同 時 に存 在す る時, 125I-insulinと 競 合的 に 結合

し,そ の結 合 阻害 率 は遊 離 の125I-insulin量 と抗

イ ンス リン抗 体価 と.ともに,イ ンス リン受 容体

と抗 イ ンス リン抗 体 のAffinity Constantに 影

響 され,主 として結 合 阻害 を もは らす のはHigh

 Affinity-Low Capacityの 抗 インス リン抗体 であ る.
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Studies on insulin receptor

Part 2

Effect of insulin antibodies on insulin receptors

Masayuki KUBOTA

Third Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. T. Ofuji)

Radioreceptorassay using particulate membrane of human placenta, liver and kidney of

 guinea pigs were carried out to investigate the effect of insulin antibodies on insulin receptors.
125I -insulin binding to insulin receptors at 24•Ž increased slowly

, binding in an apparent 

steady-state was reached within 1 h and continued for 3h. 125I-insulin binding to insulin

 antibodies at 24•Ž increased rapidly, binding in an apparent steady-state was reached within 

0.5h and continued for 3h. 125I-insulin incubated with buffer at 24•Ž was not degraded 

until 2.5h, but 125I-insulin incubated with 300ƒÊg of particulate membrane of human pla-

centa at 24•Ž was degraded and its degradation rate was 37.5% at 1h, 50.9% at 2h, 60.4% at 

3h. The degradation rate of particulate membrane of human placenta in the same condition

 was 4.3% at 0.5h, 1.8% at 1h, 19.6% at 2h. After these studies, the following four experi-

ments were performed.

Group 1: 125I-insulin was preincubated with insulin antibodies for 90min., then insulin 

receptor was added to the incubation material. The mixture was incubated for

 120min..

Group 2: 125I-insulin, insulin antibodies and insulin receptor were incubated together for

 120min..

Group 3: 125I-insulin was preincubated with insulin receptor for 120min., and insulin

 antibodies were added to the incubation material. The mixture was incubated for

 90min..

Group 4: Insulin antibodies were preincubated with insulin receptor for 30min., then the 

mixture was washed once, 125I-insulin was added, and the mixture was incubated 

for 120min..
125I -insulin binding to insulin receptor was inhibited in group 1

, group 2, and group 4,

 but was not inhibited in group 3. The inhibition rate correlated positively with the titers of

 insulin antibodies. Different insulin target organs: human placental insulin receptor, and

 hepatic and renal insulin receptors of guinea pigs showed different inhibition rates. Insulin 

antibodies obtained in the insulin resistant period showed the most inhibition, but insulin 

antibodies from a patient with insulin resistant diabetes in the remissive state and from a 

patient with steroid induced diabetes showed decreased inhibition. The dissociation rate of
 125I -insluin from the insulin receptor was increased by insulin antibodies . Scatchard analysis 

showed that affinity constants of insulin antibodies (high affinity-low capacity component 

(K1), low affinity-high capacity component (K2) and average affinity constant (Ke) in the 

insulin resistant period) were 1.810•~ 109M-1 (K1), 0.046•~109M-1 (K2), 0.083•~109M-1

 (Ke), respectively, and K1, K2 and Ke of insulin antibodies in the remissive state of the insulin 

resistant diabetic were 0.542•~109M-1, 0.025•~109M-1, 0.060•~109M-1, respectively.

 K1, K2 and Ke of insulin receptor in the presence of insulin antibodies were 0.600•~109 M-1,

 0.132•~109M-1, 0.176•~109M-1, respectively. The numbers of insulin receptors decreased 

in the presence of insulin antibodies.
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The inhibition rate is thought to be influenced by affinity constants as well as titers of

 insulin antibodies. Comparing the affinity constants of insulin receptors and insulin antibodies 

in the insulin resistant period, the ratio of K2 of insulin receptor to K1 of insulin antibodies 

was 1:8.30 and the ratio of K1 of insulin receptor to K2 of insulin antibodies was 1:0.058. 

Comparing with affinity constants of insulin receptors and insulin antibodies in the remissive 

state, the ratio of K2 of insulin receptor to K1 of insulin antibodies was 1:2.49 and the ratio

 of K1 of insulin receptor to K2 of insulin antibodies was 1:0.032. Therefore binding in-

hibition of 125I-insulin to insulin receptor is thought to be caused mainly by insulin antibodies 

of high affinity-low capacity component.


