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糖尿病患者赤血球の蛋白質における

advanced glycation end productsの免疫学的測定

学位論文内容の要旨

悟

  近年，糖尿病患者赤血球における合併症の成因のーっに種々の蛋白と糖との非酵素的糖化（gly-

cation)が関与しているといわれている。Glycationにはその反応過程に初期段階と，後期段

階のニっがあり，後期段階になると蛋白は褐色化し，分子間で架橋を形成し，重合化する。糖尿

病の合併症に関しては，この後期段階が重要であり，この時生じる物質はadvanced glycation

end products（AGE）と呼ばれている。また，糖尿病患者では赤血球の変形能の低下や赤血球

の流動性の低下などの異常が報告されている。赤血球膜にある構造蛋白にAGEが生じれば，赤

血球機能などになんらかの影響を与えることが予想される。

  著者は，モルモットで作製した，AGEを特異的に認識する抗AGE抗体を用いて，比較的半

減期の短い赤血球周辺膜蛋白質（以下EPMP）におけるAGEをELISAで測定し，糖尿病，

患者と正常者でのAGE量を比較検討した。

方  法

1． EPMPの分離と調製

  EPMPの分離tま，Homeらの方法で行った。まず，EDTA採血の全血を等張のりン酸緩衝

溶液(pH7.5）で十分に洗浄・遠心を繰り返し血漿を除いた。次いで，低調な5mMリン酸緩

衝溶液(pH8.O）を加え溶血させた後，4℃で20，000g，30分間遠心し赤血球膜を分離した。混

在するヘモグ口ビンを除くため赤血球膜成分が白色になるまで洗浄操作を繰り返し赤血球膜標品

を得た。

  EPMPは赤血球膜標品にO．1N NaOHを加え混和後，4℃で20，000g，30分間遠心し分離し

た。遠心後，上清に含まれるEPMPを最終濃度6％のトルク口ル酢酸(TCA)を加え濃縮し，

再度O．1N NaOHを加え可溶化し，0．2M borate bufferでpHを調整後，AGE測定のための

検 体 と し た 。 血 清 蛋 白 の 検 体 の 調 製 は TCA処 理 後 の 手 順 に 準 じ て 行 っ た 。
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2．EPMPのAGEの沮lJ定

  AGEの測定は中山らの方法に従ってELISAを用いた競合阻害により行った。すなわち，あ

らかじめ作製しておいたAGE化したBSA（AGE一BSA) 25ngを，マイク口ブレード上に一

晩4℃で固相化した。各wellをPhosphate buffered saline（PBS)で洗浄後，室温で1時間，

2％の家兎血清加PBSでブ口ッキングを行った。洗浄後，測定検体，次いでモルモットで作製

した抗AGE抗体を加え37℃で2時間反応させた。再度洗浄後，二次抗体としてぺルオキシダー

ゼ結合抗モルモットIgGを加え，37℃で1時間反応させた。その後，発色試薬のOPDを加え2

O分間反応させた。1NH：SOユを加え反応を停止し，492nmで吸光度を測定した。

  AGEの測定単位は，本測定系で50％結合障害がみられた検体の蛋白量を1単位（arbitrary

unit： AU)とし，lmg蛋白量当たりで表した。

3． Spectrinの精製

  SpectrinはHomeらの方法に従い分離した。すなわち，赤血球膜標品をO.lmM EDTA

（pH9.5）の溶液で透析後，25, 000gで1時間遠心し，上清を回収した。その上清をSepharose

CL―4Bカラ厶（1．Ox90cm）に添加し，流速4ml/hrで分画しSpectrinを分離した。

4．SDS―PAGE

  EPMPの検体もしくはSpectrinのゲル濾過の最大ピーク分画の検体を用いて，8％poly・

acrylamide gelで電気泳動を行った。

5．Western blotting

  SDS←PAGE終了後，32Vの定電圧で2時間polyacrylamide gelよルニト口セルロース膜

ヘ転写を行った。転写終了後，膜を3％BSA―PBSで一晩4℃でブロッキングを行った。その

後，膜に一次抗体としてモノク口ナールマウス抗ヒトSpectrin抗体を加え室温で30分間反応さ

せた。次いで，O． 05％Tween20→PBSで洗浄後，二次抗体としてぺルオキシダーゼ結合ウサギ

抗マウスIgGを加え室温で30分聞反応させた。最後にジアミノベンチジン4塩酸の発色試薬を

用いて約5分間発色させ流水で洗浄し反応を止めた。

    検定はnonparametric testのMannーWhitneyUtestとSpearman rank correlationを

用いた。

結  果

臨床デ一夕：今回対象とした症例の臨床データでは，空腹時血糖値（FBS)，血清フルクトサ

ミン値（FRA），HbAicの値はいずれも以下の値のように，糖尿病患者群で有意（pく0．001）
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に高値を示した。

Control（ n=19)  DM（ n=ニ48)

FBS  (mg/dl)                 86. 3+9. 4             150. 7+61. 9

FRA  ( Lz mol/l)          273. 1+15. 9           284. 8+87. 6

    HbAlc（％）  5．O土O．3  8．4土9，9

EPMPの AGEの 測定 ： 固 相 化AGE―BSAと抗 AGE抗 体 の 結合 は AGEー BSA， 正 常 者及

び糖尿病患者のEPMPで阻害され，各々の結合阻害曲線はほぼ平行関係を示した。従って，本

抗体はこれらの蛋白に含まれる共通したAGE構造体を認識していることか示唆された。

EPMPのAGE量は正常者で22.5土了，7AU（Mean土S．D.），糖尿病者のAGE量は70.7土51.

8AUで，両群間で有意差（pくO．001）がみられた。

EPMPの AGE量 と HbAic値 と の 相 関 ： EPMPの AGE量 と HbAic値 間 に は Spearman

の 順 位 相 関 係 数 で O． 799と 有 意 （ pく O．  001） の 相 関 関 係 が 認 めら れ た 。

  SDSー PAGEとゲル濾 過：  こ のEPMP検体 でのSDS一PAGEでは，主要な蛋白のバン

ドは二本，分子量として221kDaと242kDaに泳動された。

Western blotting： EPMPの検体とSepharoseCL－4Bカラムのピーク分画の検体でWest-

ern blottingを行ったところ，いずれの検体でもモノク口ナールマウス抗ヒトSpectrin抗体と

反応するSpectrinのロ鎖のバンドが確認された。

  SDS―PAGE，ゲル濾過，Western blottingの結果から，今回AGEを測定したEPMPの

主要な蛋白はSpectrinであると考えられた。

糖尿病患者と正常者でのSpectrin分画のAGE量の比較：精製Spectrinを得るために，

Sepharose CLー4Bカラムを用いてゲル濾過を行った。この分画毎にELISAを行ったところ，

糖尿病患者では最大ピークに一致してAGE量の増加がみられた。糖尿病患者と正常者の最大

ピークにおける同一蛋白量でのAGE量を比較すると，この実験に用いた糖尿病患者での検体は

正常者の検体より1．8倍AGEが増量していた。このことから，‘糖尿病患者のSpectrinにはよ

り多くのAGEが存在することが示された。

  以上の 結果から ，今回 多数症例のAGE測定に用いたEPMPの検体の主要な蛋白質は

Spectrinであり，糖尿病患者でのEPMPのAGEの増量には，SpectrinにおけるAGEの生

成か関与していることが示された。
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考  察

  赤血球の膜蛋白質には，Spectrinに代表される膜の裏打ち蛋白質（すなわちEPMP）が複雑

にネットワークを組んでいる。これにより赤血球特有の変形能に富む性質が生み出されている。

このネットワークを形成する蛋白質の中心はSpectrinであり，それに構造的な変化をもたらす

要因が加わると変形能は著しく阻害される。これまそ糖尿病患者の赤血球異常に関して，膜骨格

蛋白のAGE量を測定した報告はなく，今回，糖尿病患者と正常者のSpectrinを中心とした

EPMPにおけるAGEの測定し，検討を行った。．

  今回，AGEと特異的に反応する抗体を用いた測定系で，糖尿病患者と正常者でEPMPの

AGE量を比較したところ，AGE量は糖尿病患者で有意に高値を示した。このことから，比較

的短い寿命の赤血球においてもその膜蛋白質にAGEが生じることが示された。さらに，糖尿病

患者で有意にAGE量が増えていたことから，先に述べた赤血球機能異常にAGEが関与してい

る可能性が示唆された。

  EPMPの検体でSDS一PAGEを行ったところ，純粋なSpectrinやゲル濾過で分離した

Spectrinと同様にa鎖とロ鎖の二本のバンドが確認された。糖尿病患者と正常者でこれらの蛋

白質の移動度に差異はみられなかった。Western blottingでSpectrinに対するモノク口ナール

抗体で検出されたことから，今回の測定検体中にSpectrinが存在することが確認できた。さら

にSepharose CL一4Bカラムにより精製したSpectrinにおけるAGEを測定したところ，糖

尿病患者では最大ピークに一致してAGE量の増加がみられた。これらの結果からAGEが

Spectrinに生じることにより，赤血球異常の原因のーっになりうることが示唆された。

結  諭

1) EPMPにおけるAGEの免疫 学的測定法を開発した。

2）EPMP（ なか でも Spectrin)にはAGEが存在することをはじめて明らか にした。

3)糖 尿 病 患者 のEPMPの AGE量は 正 常者 のそ れと 比較 して 有意 に増 量し てい た。

4）EPMPのAGE量とHbAic値間には，Spearmanの順位相関 係数でO．779と有意な相関

    関係が認められた。

162



学位論文審査の要旨

  近年，糖尿病患者における合併症の成因のーっに種々の蛋白と糖との非酵素的糖化，いわゆる

glycationが関与しているといわれている。glycationには，蛋白の遊離アミノ基に糖が結合し

Schiff塩基を形成し，それがAmadori化合物に変化していく初期段階と，これ以降の後期段

階のニっがある。後期段階になると蛋白は褐色化し，螢光を発し，分子間で架橋を形成し，重合

化，不溶化する。糖尿病の合併症に関しては，この耕起段階が特に重要で，この後期反応段階で

生じてくる物質はadvanced glycation end products（AGE）と呼ばれている。AGEの構造

は未だ明らかになってはいないが，生体内ではコラーゲンやレンズクリスタルンなど半減期が長

い蛋白に存在すると言われている。これまで糖尿病に特有な合併症のうちでAGEが関与してい

ると考えられているものには，レンズクリスタリンのAGE化で生じる白内障，腎の基底膜にお

け る AGE化 で 生 じ る 腎 症 ， ミ エ リ ン の AGE化 に よ る 神 経 障 害 な ど が あ る 。

  糖尿病の合併症の指標としてAGE量を測定することは非常に重要なことであるが，人におい

て腎の基底膜や，レンズクリスタリン，あるいはミエリン等を取り出してそれらのAGE量を灑IJ

定することは困難である。そこで，糖尿病患者の赤血球膜蛋白に注目してみた。赤血球の膜蛋白

質は複雑にネットワークを組み，赤血球特有の変形能に富む性質を生み出している。このネット

ワークを形成する蛋白質のうち中心的な存在はスペクトリンであり，それに構造的な変化をも-

らす要因が加わると変形能は著しく阻害されることが予想される。患者に認められる赤血球機能

異常には，赤血球の変形能の低下や赤血球膜の流動性の低下，赤血球の血管内皮への粘着性の増

加などが報告されている。しかし，現在まで糖尿病患者と正常者でこれらの蛋白でAGEを測定

し比較した報告はない。

  赤血球膜構造蛋白のAGE化は，赤血球機能低下にっながることが予想される。そこで本研究

では，主要赤血球膜構造蛋白のAGE量を正常者と糖尿病患者で測定し，比較検討した。

  赤血球膜の分離は，EDTA採血で赤血球を採取し，遠沈操作で血漿成分を除去し，低張溶液

で溶血させ，洗浄操作を繰り返し，赤血球膜標品を得た。

  赤血球主要膜蛋白のスペクトリンは，上記操作で得た赤血球膜標品をEDTA溶液で透析後，
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遠沈し，上清を回収しSepharose CL一4Bカラムで分離精製した。

  抗AGE抗体は，モルモットにAGE化したヘモシアニンを免疫して作製した。この抗AGE

抗体は種々のAGE化蛋白に特異的に反応し，しかも，glycationの初期段階反応物とは反応し

ない。この抗体を用いて，固相酵素抗体法により，赤血球膜蛋白のAGE量を測定した。

  AGE量の測定は，競合阻害法を用いた固相酵素抗体法によった。すなわち，まず，PBSで

溶解したAGE化したBSAを最初に固相化する。ブ口ッキングの後，測定検体と希釈した抗

AGE抗体を混和し，固相化したAGE化したBSAに反応させる。次いで，ペルオキシダーゼ

で標識した二次抗体を加え，反応終了後，基質であるOPDを加え，吸光度を測定する。

  AGEの測定単位は，本測定系で50％結合阻害がみられたサンプルの蛋白量を1単位（arbi-

trary unit： AU）とし，1mg蛋白量当たりで表した。

  糖尿病患者と正常者の赤血球膜蛋白のAGE量は，48例の糖尿病患者では平均70. 7AUで，年

齢 ， 性 を 一 致 さ せ た 正 常 者 の 平 均 22. 5AUに 比 べ て ， 有 意 に 増加 して いた 。

  AGE化された主要赤血球膜蛋白の解析を行う目的でSDS - PAGEを行った。主要な蛋白の

バンドは分子量221kDaと242kDaに二本泳動された。しかし，糖尿病患者と正常者で主要な蛋

白の移動度に差異はなかった。

  SDS―PAGEで認められた主要赤血球膜蛋白を同定するために，Western blottingを行った。

その結果，分子量221kDaのバンドにはスペクトリンのロ鎖に特異的な抗体が反応した。スペク

トリンのd鎖に特異的な抗体は入手不可能なために断定はできないが，SDS―PAGEの結果と

合わせて，今回AGEを測定した赤血球膜蛋白の主要な蛋白はスペクトリンであると考えられた。

  スペクトリンを精製するために，Sepharose CLー4Bカラムを用いた赤血球膜標品のゲル濾

過 を 行 っ た 。 そ の 結 果 ， 四 量 体 を 形 成 す る ス ペ ク ト リ ン 蛋 白 が 得 ら れ た 。

  次に，この精製スペクトリンを用いて，糖尿病患者と正常者でスペクトリンのAGE量を比較

検討した。スペクトリン1〃g当たりのAGE量は，糖尿病患者では正常者より1．8倍AGEが

増量していた。このことから，糖尿病患者のスペクトリンには，より多くのAGEが存在するこ

とが示された。

  以上の実験から，糖尿病患者の赤血球膜蛋白（スペクトリン）のAGE量は有意に増加してお

り，糖尿病患者に認められる赤血球膜機能低下の原因のーっになっていると結論した。

  試問に際し牧田教授より抗AGE抗体の特異性，抗体と他の組織（レンズクリスタリンやコラー

ゲン）との反応性，AGEと年齢，HbAicとの関係にっいて，石橋教授よりAGEの構造，

SDS―PAGEでの蛋白の染色法，スペクトリンの精製法にっいて質問があったが，申請者は概

164



ね適切な答弁をした。また副査の牧田教授，石橋教授による本研究に関しての審査と面接を受け

合格と判定された。

以上により，本論文は学位授与に値するものと判定した。
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