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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
生体から分離した血液試料中のガングリオシドＧＭ３を定量することを含む、２型糖尿病
、高脂血症、高血圧及び肥満からなる群から選択されるインスリン抵抗性病態を示す疾患
の検出方法。
【請求項２】
生体から分離した血液試料がヒトから分離したものである、請求項１記載の検出方法。
【請求項３】
ヒトから分離した血液試料がヒト血漿又は血清である、請求項２記載の検出方法。
【請求項４】
（ａ）採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する工程、
（ｂ）分離した血漿又は血清中のガングリオシドＧＭ３を定量する工程、及び
（ｃ）定量したＧＭ３量を健常人由来の血液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３量
と比較する工程、
を含む、請求項１記載の検出方法。
【請求項５】
前記ガングリオシドＧＭ３の定量を、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、高性能
薄層クロマトグラフィー（ＨＰＴＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー－質量分析（ＬＣ
－ＭＳ）、ガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトリー（ＧＣ－ＭＳ）または抗Ｇ
Ｍ３抗体を用いた酵素免疫複合体測定法（ＥＬＩＳＡ）によって行う、請求項４記載の検
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出方法。
【請求項６】
インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病である、請求項１～５のいずれかに記載の
検出方法。
【請求項７】
被験者から採取した血液試料中のガングリオシドＧＭ３量の変動を調べることによって、
２型糖尿病、高脂血症、高血圧及び肥満からなる群から選択されるインスリン抵抗性病態
を示す疾患の発症リスクを予測する方法。
【請求項８】
被験者から分離した血液試料がヒト血漿又は血清である、請求項７記載の方法。
【請求項９】
（ａ）採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する工程、
（ｂ）分離した血漿又は血清中のガングリオシドＧＭ３を定量する工程、及び
（ｃ）工程（ｂ）で測定したガングリオシドＧＭ３量と、被験者の正常時の血中ガングリ
オシドＧＭ３量とを比較する工程、
を含む、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
前記ガングリオシドＧＭ３の定量を、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、高性能
薄層クロマトグラフィー（ＨＰＴＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー－質量分析（ＬＣ
－ＭＳ）ガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトリー（ＧＣ－ＭＳ）または抗ＧＭ
３抗体を用いた酵素免疫複合体測定法（ＥＬＩＳＡ）によって行う、請求項９記載の方法
。
【請求項１１】
被験者から定期的に血液試料を採取し、採取した血液試料中のガングリオシドＧＭ３量の
変動をモニターする、請求項７記載の方法。
【請求項１２】
インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病である、請求項７～１１のいずれかに記載
の方法。
【請求項１３】
標準物質としてのガングリオシドを含有する、２型糖尿病、高脂血症、高血圧及び肥満か
らなる群から選択されるインスリン抵抗性病態を示す疾患の検出キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病の検出方法に関し、より
詳しくは血中ガングリオシドＧＭ３量を測定することによる２型糖尿病の検出方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　糖尿病は現在生活慣習病の中核として現代の国民病と呼ばれ、その予防・治療方法の開
発は急務である。糖尿病の発症機構は解明されていないが、血糖を低下させるホルモンで
あるインスリンの不足（インスリン分泌不全）とインスリン作用障害（インスリン抵抗性
）という２つの病態が混在していると言われている。また、通常、糖尿病は、（１）イン
スリンをつくる膵臓のβ細胞まで破壊され、インスリンを補充し続けなければならない１
型；（２）インスリンの分泌不足やインスリンの働きが悪くなっている２型；（３）特定
の原因によるその他の糖尿病；（４）妊娠糖尿病等に分類されている。
　１型糖尿病は、自己免疫疾患の一つであり、臨床的にインスリン依存型糖尿病と呼ばれ
ることもある。１型糖尿病では、インスリンを分泌する膵臓のβ細胞が自己の免疫系から
攻撃を受け破壊される。インスリンは、血液中の糖を細胞に吸収させ、血糖値を下げる働
きをもっているホルモンで、その分泌が減ると、血液中の糖は増え、細胞中の糖は不足す
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る。この状態が続くと、細胞は生命活動を維持できなくなるので、さまざまな臓器障害、
失明や足の壊死がもたらされることになる。１型糖尿病のモデルマウスは公知であり、そ
のモデルマウスを用いて１型糖尿病の治療に関する研究も進んでいる（例えば、Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ．２００３　Ｎｏｖ１４；３０２（５６４８）：１２２３－７参照）。
　２型糖尿病は、臨床的視点からインスリン非依存型糖尿病と呼ばれることもあり、膵臓
のβ細胞におけるインスリン分泌不全と、インスリン抵抗性とによって発症する。インス
リン分泌不全とインスリン抵抗性のどちらが強く関わっているかは個々の症例あるいは各
症例の経過によって異なるが、混在していることも多い。インスリン分泌不全は、正常な
場合は、食事をとりブドウ糖が吸収され血糖値が上がり始めると、それに対応して瞬時に
インスリンが分泌されるが、インスリン分泌不全の状態では、この反応が欠如し、血糖の
上昇に遅れてインスリンが分泌される。
　２型糖尿病は、インスリン作用の相対的な不足が原因で発症する。多くの場合、全身の
インスリン抵抗性が認められるが、以前は経験的にしか理解されていなかった肥満、過食
あるいは運動不足と全身のインスリン抵抗性発症の関連性が、最近になって、分子レベル
で解明されてきた。インスリン抵抗性は、「インスリン感受性の細胞または臓器が生理的
レベルのインスリンに対する反応性が低下している状態」と定義され、２型糖尿病の病態
生理の最も上流に位置する。
　これまで、単なるエネルギー貯蔵臓器としてしか捉えられてこなかった脂肪組織は、実
はアディポサイトカインと総称される多彩な生理活性物質を産生する生体最大の内分泌臓
器であることが知られるようになってきた。特に、肥満における内蔵脂肪の過剰蓄積に伴
う脂肪細胞の機能異常、すなわちアディポサイトカインの分泌異常（例えば、炎症性サイ
トカインＴＮＦαの過剰分泌やアディポネクチンの分泌低下など）が、インスリン抵抗性
を惹起し２型糖尿病や動脈硬化性疾患の多彩な病態の成因として重要な役割を果たしてい
ることが明らかにされている。最近、白色脂肪組織においてマクロファージが浸潤され脂
肪組織中に侵入し炎症性サイトカインを分泌し、その結果インスリン抵抗性を惹起するこ
とが見いだされ、脂肪組織に潜在する骨髄系細胞の病態生理が注目されている。
　インスリン受容体はガングリオシド（スフィンゴ糖脂質）、スフィンゴミエリン、コレ
ステロールなどの相転移温度が高い脂質群が集積して形成される細胞膜カベオラマイクロ
ドメインに存在している。脂肪組織の主要なガングリオシドはＧＭ３と呼ばれるものであ
る。ＴＮＦαで刺激した脂肪細胞や典型的な肥満糖尿病モデル動物の脂肪組織では、ガン
グリオシドＧＭ３およびその合成酵素遺伝子の発現が著しく増加している事が報告されて
いる（Ｔａｇａｍｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．Ｖｏｌ．２７７，３０８５
－３０９２，２００２）。また、インスリン代謝性シグナルの欠損とＧＭ３の過剰蓄積に
よるインスリン受容体のマイクロドメインからの解離との関係についても報告されている
（Ｋａｂａｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．Ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．１５，２１－２
９，２００５）。
　一方、現在２型糖尿病の血液診断は、一般的に血糖値、ＨｂＡｌｃ値、グリコアルブミ
ン値などを指標に診断されている。血糖値は、血液中のブドウ糖濃度を測定した値である
。ＨｂＡ１ｃは、赤血球のヘモグロビンにブドウ糖が結合した糖化タンパク質を意味し、
これが全ヘモグロビンに対してどのような割合で存在するかを測定する。赤血球寿命（１
２０日）から、過去１乃至２ヶ月の血糖コントロール状態を反映するものと考えられる。
　また、グリコアルブミン（ＧＡ）は、アルブミンの半減期が１７日であるため、過去２
週間から１ヶ月の血糖コントロール状態を反映すると考えられる。ＨｂＡ１ｃと比較する
と、早く大きな変動を観察できるので、治療効果の把握、薬剤投与量の指標として有用で
ある。
　しかし、２型糖尿病の病状を正確に把握するためには、これらの測定方法を組合わせる
必要がある。
　また、原島らは、特開２００５－２５３４３４号公報において、各種遺伝子の発現解析
による診断方法を開示している。しかし、この方法の場合、各種遺伝子の発現解析を要す
るもので簡便な操作で診断をすることはできない。
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【発明の開示】
【０００３】
　上記のような状況において、より簡便かつ正確な２型糖尿病の検出方法の開発が望まれ
ている。
　本発明者は、２型糖尿病の検出方法について鋭意研究した結果、血中ガングリオシドＧ
Ｍ３の定量によって、簡便にインスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病を検出す
ることができることを見出し、本発明を完成させた。すなわち、本発明は以下に示す、イ
ンスリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法、インスリン抵抗性病態を示す疾患発症リスク
の予測方法などを提供する。
（１）生体から分離した血液試料中のガングリオシドＧＭ３を定量することを含む、イン
スリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。ここで、「インスリン抵抗性病態を示す疾患」
とは、インスリンの代謝性シグナルが抑制され、インスリン非依存性となった病態を示す
疾患をいい、例えば２型糖尿病、高脂血症、高血圧、肥満等を含む。以下、「インスリン
抵抗性病態を示す疾患」を「インスリン抵抗性疾患」と略記することもある。
（２）生体から分離した血液試料がヒトから分離したものである、上記（１）記載のイン
スリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。
（３）ヒトから分離した血液試料がヒト血漿又は血清である、上記（２）記載のインスリ
ン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。
（４）（ａ）採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する工程、
　（ｂ）分離した血漿又は血清中のガングリオシドＧＭ３を定量する工程、及び
　（ｃ）定量したＧＭ３量を健常人由来の血液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３
量と比較する工程、
を含む、上記（１）記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。
（５）前記ガングリオシドＧＭ３の定量を、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、
高性能薄層クロマトグラフィー（ＨＰＴＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー－質量分析
（ＬＣ－ＭＳ）またはガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトリー（ＧＣ－ＭＳ）
によって行う、上記（４）記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。
（６）インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病、高脂血症、高血圧または肥満であ
る、上記（１）～（５）のいずれかに記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法
。
（７）インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病である、上記（１）～（５）のいず
れかに記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の検出方法。
（８）被験者から採取した血液試料中のガングリオシドＧＭ３量の変動を調べることによ
ってインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症リスクを予測する方法。
（９）被験者から分離した血液試料がヒト血漿又は血清である、上記（８）記載のインス
リン抵抗性病態を示す疾患の発症リスクを予測する方法。
（１０）（ａ）採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する工程、
　（ｂ）分離した血漿又は血清中のガングリオシドＧＭ３を定量する工程、及び
　（ｃ）工程（ｂ）で測定したガングリオシドＧＭ３量と、被験者の正常時の血中ガング
リオシドＧＭ３量とを比較する工程、
を含む、上記（９）記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症リスクを予測する方法
。
（１１）前記ガングリオシドＧＭ３の定量を、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）
、高性能薄層クロマトグラフィー（ＨＰＴＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー－質量分
析（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマトグラフィー－マススペクトロメトリー（ＧＣ－ＭＳ）ま
たは抗ＧＭ３抗体を用いた酵素免疫複合体測定法（ＥＬＩＳＡ）によって行う、上記（１
０）記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症リスクを予測する方法。
（１２）被験者から定期的に血液試料を採取し、採取した血液試料中のガングリオシドＧ
Ｍ３量の変動をモニターする、上記（８）記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症
リスクを予測する方法。
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（１３）インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病、高脂血症、高血圧または肥満で
ある、上記（８）～（１２）のいずれかに記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症
リスクを予測する方法。
（１４）インスリン抵抗性病態を示す疾患が２型糖尿病である、上記（８）～（１２）の
いずれかに記載のインスリン抵抗性病態を示す疾患の発症リスクを予測する方法。
（１５）標準物質としてのガングリオシドを含有する、インスリン抵抗性病態を示す疾患
の検出キット。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
　図１は、血漿中のＧＭ３量を定量した結果を表す。
　図２は、血漿中のＧＭ３値とＧＡ値の相関関係を調べた結果を表す。
　図２Ａは、健常人の血漿中のＧＭ３値とＧＡ値の相関関係を調べた結果を表す。
　図２Ｂは、２型糖尿病患者の血漿中のＧＭ３値とＧＡ値の相関関係を調べた結果を表す
。
　図３は、ＢＭＩ値とＧＭ３値（Ａ）、およびアディポネクチン値（Ｂ）の相関関係を示
す。ＧＭ３値は図１と同様に測定し，血漿アディポネクチンは，アディポネクチン測定キ
ット（大塚製薬株式会社試薬診断薬事業部：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｔｓｕｋａ．ｃｏ
．ｊｐ／ｓｈｉｎｄａｎ／ｋｅｎｋｙｕ／ｍｏｕｓｅ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）を用いて
行った。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００５】
　１．発明の概要
　現在、２型糖尿病の血液診断は、血糖値、ＨｂＡ１ｃ値、グリコアルブミン値などの測
定により行われている。本発明者は、２型糖尿病／肥満モデル動物では、正常動物に比較
して、ガングリオシドＧＭ３の著しい発現増加が起きており、さらに、このＧＭ３の増加
はインスリン抵抗性の原因となっている可能性を見出した。すなわち、インスリン抵抗性
の病態を示す生活習慣病、例えば２型糖尿病、高脂血症、高血圧、あるいは肥満などへの
ＧＭ３の関与が示唆された。この知見を基に、ヒトの血漿中のガングリオシドを分析した
ところ、ガングリオシドＧＭ３が有意に増加していることが明らかとなり、この結果から
新規のインスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病の診断方法を開発した。
　より詳しく述べると、血液中の血球成分を除いた血漿または血清中には、ガングリオシ
ドＧＭ３を主成分として、ＧＤ３、ＧＤ１ａ、ＧＭ２およびＧＴ１ｂなどが存在している
ことが知られている（Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．ｖｏｌ．２３８，３
８８－４００，１９８５，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１８１，６５７－６６２）。ま
た、血漿または血清中のガングリオシド量は、自己免疫疾患（Ｓｅｒａ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ｖｏｌ．５２，１４３－１４８，１
９８２）や胃がん（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．Ａｎａｌ．Ｖｏｌ．３，３０１－３０６，１
９８９）で増加傾向が認められることが報告されているが、２型糖尿病患者におけるガン
グリオシドに関する報告は現在までない。さらに、血漿または血清中のガングリオシドの
由来は肝臓やマクロファージなどの血球系細胞が推定（Ｂｅｒｇｅｌｓｏｎ，Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ，ｖｏｌ．１６，４８３－４８６，１９９５）されているが明確
ではなかった。従って、肥満およびインスリン抵抗性状態における脂肪細胞または脂肪組
織のガングリオシドＧＭ３発現の増加が血液試料において検知し得るか否かは全く不明で
あった。このような状況で、本発明者は、インスリン抵抗性病態を示す疾患、特にヒト２
型糖尿病の患者の血漿中には、ガングリオシドＧＭ３が高値かつ血液中のガングリオシド
分子群の中でも選択的に増加していることを見いだしたものである。さらに、ヒト２型糖
尿病の患者の血漿中のガングリオシドＧＭ３量の増加は、高血糖のパラメーターとは相関
せず、２型糖尿病をはじめとする複雑なメタボリック症候群の病態を新たな角度から検出
することが出来る新規な診断方法として有用であることを見いだし、本発明を完成させた
ものである。以下、２型糖尿病を標的として、詳細に記述する。
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２．インスリン抵抗性疾患の検出・診断方法
　まず、本発明は、生体から分離した血液試料中のガングリオシドＧＭ３を定量すること
を含む、インスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病の検出方法を提供する。ガン
グリオシドとは、シアル酸残基を含むスフィンゴ糖脂質の総称をいい、哺乳動物の細胞壁
の成分である。血漿中のガングリオシドとしてはＧＭ３が最も多く存在し、続いてＧＤ３
、ＧＤ１ａ、ＧＭ２、ＧＴ１ｂなどが存在することが知られているが（Ｓｅｎｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１８１，６５７－６６２，１９８９）、本発明は
、その内、ＧＭ３の血中量を指標としてインスリン抵抗性疾患の検出を行うものである。
インスリン抵抗性疾患としては、２型糖尿病、高脂血症、高血圧、肥満等をあげることが
できる。特に、高脂血症を伴う２型糖尿病の検出には有効である。
　本発明の検出方法は、ヒトの診断方法に限定されず、ネコ、ウサギ、ヒツジ、イヌ、サ
ル、ウマ、ウシなどの哺乳動物の診断に適用することができる。しかしながら、インスリ
ン抵抗性疾患の診断方法は生活習慣病であり、本発明の検出方法は特にヒトにおける診断
を対象としている。この場合は、ヒトから分離した血液試料を用い、好適にはヒト血漿又
はヒト血清を血液試料として診断に用いる。
　より具体的には、本発明は、
　（ａ）採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する工程、
　（ｂ）分離した血漿又は血清中のガングリオシドＧＭ３を定量する工程、及び
　（ｃ）定量したＧＭ３量を健常人由来の血液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３
量と比較する工程、
を含む、インスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病の検出方法を提供する。
　ここで「ヒト」とは健常者および被験者の両者を指し、両者から得られた結果を比較す
ることにより、インスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２型糖尿病の是非を診断すること
ができる。「被験者」とは、本発明の診断を受ける対象者をいい、インスリン抵抗性病態
を示す疾患、特に２型糖尿病患者および２型糖尿病の疑いがある患者を含む。
　また、「健常人由来の血液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３量」は、その地域
、国など特定の領域に在住の健常人をランダムに抽出し、それらの健常人の血中ガングリ
オシドＧＭ３量を測定することによって求めることができる。一般的に、健常人由来の血
液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３量は、３．０～６．５ｎｍｏｌ／ｍｌの範囲
に入るので、この数値を指標として、被験者がインスリン抵抗性病態を示す疾患、特に２
型糖尿病患者であるか、２型糖尿病の疑いがある患者であるか診断することができる。
　まず、上記工程（ａ）において、採取したヒト血液から血漿又は血清を分離する。血液
試料から血漿又は血清を分離する方法は、当業者に既知の方法、例えば、臨床検査技術学
第３版（菅野剛史・松田信義著、医学書院）に記載の方法（真空採血またはシリンジ採血
）を用いることができる。具体的には、全血をＥＤＴＡ添加採血管にに採取し、転倒混和
後、１，５００　ｘ　ｇ，１０分間遠心することによって、全血から血漿を分離すること
ができる。また、全血を血清分離剤の入った採血用試験管に採取し、転倒混和後、室温で
２０分間放置後、上記と同様に遠心分離後、上清を採取し、血清を得ることが出来る。測
定対象となる血液試料は、前処理を行うことによって、より高感度かつ、より高精度な測
定が可能となるので、適当な方法によって前処理してから測定を行うことが好ましい。前
処理においては、例えば、遠心分離、有機溶剤等による除蛋白、有機溶剤による抽出、酸
または塩基による振分け、アミノプロピルカラムの利用等を挙げることができる。
　次に、工程（ｂ）において、工程（ａ）において分離した血漿又は血清中のガングリオ
シドＧＭ３を定量する。ガングリオシドＧＭ３の定量は、特にこれに限定するわけではな
いが、例えば、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、高性能薄層クロマトグラフィ
ー（ＨＰＴＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー－質量分析（ＬＣ－ＭＳ）、ガスクロマ
トグラフィー－マススペクトロメトリー（ＧＣ－ＭＳ）または抗ＧＭ３抗体を用いた酵素
免疫複合体測定法（ＥＬＩＳＡ）によって行うことができる。本発明においては、特に、
高性能薄層クロマトグラフィー（ＨＰＴＬＣ）が好適である。
　血漿または血清中のガングリオシドＧＭ３の定量は、例えば、（１）血漿又は血清から
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ガングリオシド画分を精製し、（２）そのガングリオシド画分を、例えば、高性能薄層ク
ロマトグラフィーによって展開し、ガングリオシドＧＭ３量を測定することによって実施
することができる。
　血漿又は血清からガングリオシド画分を精製する方法としては、公知の方法を用いるこ
とができる。そのような公知の方法として、Ｌａｄｉｓｃｈらの方法（Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．Ｖｏｌ．１４６，２２０－２３１，１９８５；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ　ｖｏｌ　１３８，３００－３０６，１９８７）を用いることができる。
より具体的には、後述する実施例に記載の方法によって血漿又は血清からガングリオシド
画分を精製することができる。
　また、ガングリオシド画分は、高性能薄層クロマトグラフィーにて展開し、それぞれの
成分に分離することができる。血漿中には、ガングリオシドＧＭ３を主成分として、ＧＤ
３、ＧＤ１ａ、ＧＭ２およびＧＴ１ｂなどが存在しており、これらは例えば、メルク社製
の高性能薄層シリカゲルクロマトグラフィー用プレートに、スポットし、当業者に既知の
展開溶媒、例えば、クロロホルム：メタノール：０．２％　塩化カルシウムの比率が５５
：４５：１０（ｖ／ｖ）または５０：３５：８（ｖ／ｖ）を用いて、室温で展開し、分離
することができる。展開後に検出された成分のスポットは、例えば、島津製作所製フライ
ングスポットスキャナーのようなデンシトメーターを用いて、あるいはイメージアナライ
ザーにより定量することができる。本発明においては、デンシトメーターを用いる方法が
望ましい。
　さらに、工程（ｃ）においては、工程（ｂ）において定量したＧＭ３量を健常人由来の
血液試料における平均的ガングリオシドＧＭ３量と比較する。健常人由来の血液試料にお
ける平均的ガングリオシドＧＭ３量は、３．０～６．５ｎｍｏｌ／ｍｌの範囲に入るので
、この上限を超えた場合は、インスリン抵抗性疾患、例えば２型糖尿病に罹患している、
あるいは将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
３．インスリン抵抗性疾患発症リスクを予測する方法
　次に、本発明は、被験者から採取した血液試料中のガングリオシドＧＭ３量の変動を調
べることによってインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病の発症リスクを予測する方法を
提供する。
　上述のインスリン抵抗性疾患の検出方法は、健常人の血中ガングリオシドＧＭ３量と比
較することによってインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病を検出する方法に関する。し
かしながら、種々の遺伝子、タンパク質などの発現レベルには個人差がある。したがって
、そのような個人差を考慮した場合は、健常人の血中ガングリオシドＧＭ３量と比較する
よりも、自己の血中ガングリオシドＧＭ３量を定期的に測定し、その血中ガングリオシド
ＧＭ３量の変動をモニターすることによって、インスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病の
発症リスク、あるいはインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病に罹患しているか否かを判
断したほうがより的確な場合もあり得る。そこで、この実施態様においては、自己の血中
ガングリオシドＧＭ３量の変動を調べることによってインスリン抵抗性疾患、特に２型糖
尿病の発症リスクを予測する。
　血中ガングリオシドＧＭ３量の定量は上述した方法によって行うことができる。本発明
においては、定期的（例えば、３ヶ月毎、６ヶ月毎、１年毎）に血中ガングリオシドＧＭ
３量を測定し、正常時より、例えば、１０％以上、２０％以上、３０％以上、４０％以上
または５０％以上血中ガングリオシドＧＭ３量が増加した場合に、インスリン抵抗性疾患
、特に２型糖尿病の発症リスクがある、あるいはインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病
に罹患していると予測することができる。
　ここで、例えば２型糖尿病の発症リスクがある、あるいは２型糖尿病に罹患していると
予測された場合は、さらに、その他の２型糖尿病の診断方法によって総合的に診断し、２
型糖尿病に罹患しているか否か診断することもできる。
　このようなインスリン抵抗性疾患発症リスクを予測する方法によって、簡便な方法で早
期にインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病の発症リスクを検知し、２型糖尿病の発症を
予防することが可能となる。
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４．インスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病検出キット
　本発明はさらに、上記の方法を用いることを特徴とする、インスリン抵抗性疾患、特に
２型糖尿病の検出キットを提供する。本発明のキットには、使用説明書のほか、標準物質
としてＧＭ３、ＧＤ３、ＧＤ１ａ、ＧＭ２およびＧＴ１ｂを含有することができる。また
、ＧＭ１、シアリルパラグロボシド等の他のガングリオシドを含有してもよい。また、高
性能薄層シリカゲルクロマトグラフィー用プレート、展開溶媒とするための原液（クロロ
ホルム、メタノール、塩化カルシウム水溶液等）を含有できる。
【実施例】
【０００６】
　以下本発明を実施例に基づいて詳細に説明する。
　本研究目的のインフォームドコンセントによって同意を得られた、表１に示した健常人
群（ｎ＝１４）および２型糖尿病群（ｎ＝１４）の健常人および２型糖尿病患者から血液
を採取し、血漿を得、以下のようにガングリオシド分画を精製し、高性能薄層クロマトグ
ラフィー（ＨＰＴＬＣ）で展開後、分析した。

【表１】

　表１は、図１および図２で血漿ＧＭ３を分析した健常人および２型糖尿病患者サンプル
の血糖値，ＨｂＡ１ｃおよびＧＡ値を示す。
　まず、採取した血液にエチレンジアミン４酢酸塩（ＥＤＴＡ）を添加し、混和後、１５
００　ｘ　ｇで遠心し、その上清を採取することによって血漿を得た。
　次に、血漿に１００％エタノールを加えて終濃度を７０％とし、１，０００ｒｐｍで、
５分間遠心して上清を回収した。その後、再度沈殿に１０倍量の７０％エタノールを加え
て、７０℃で１０分間インキュベートした。同様に１，０００ｒｐｍで５分間遠心して上
清を回収し、初めの抽出液と合わせてロータリーエバポレーターを用いて窒素乾固して総
抽出物とした。
　ガングリオシドの精製はＬａｄｉｓｃｈらの方法（Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｖｏｌ
．１４６，２２０－２３１，１９８５；Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　
ｖｏｌ　１３８，３００－３０６，１９８７）によって行った。
　具体的には、得られた総抽出物にジイソプロエーテル／ブタノール（３：２）を６ｍｌ
添加し、１分間超音波処理を施した。５０ｍＭ　ＮａＣｌを３ｍｌ添加し、激しく撹拌（
３０秒間×２）した。１，２００ｒｐｍで５分間遠心後、有機溶媒層を除去した。水層に
再度ジイソプロエーテル／ブタノール（３：２）を６ｍｌ添加し、同様に激しく撹拌後、
遠心して有機溶媒層を除去した。残った水層には５０ｍＭ　ＮａＣｌを５ｍｌ添加して注
射筒に装着したＳｅｐ－Ｐａｋ（登録商標）Ｃ１８（逆相クロマトグラフィー）に全ての
溶液を添加し、精製水４０ｍｌにより脱塩操作を行なった。メタノール１０ｍｌ、クロロ
ホルム／メタノール（１：１）１０ｍｌの順に溶出し、エバポレーターで濃縮し、ガング
リオシド画分を調製した。
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　得られたガングリオシド画分は組織０．２ｇ分全量をＨＰＴＬＣプレートにスポットし
、展開を行なった。展開溶媒はクロロホルム／メタノール／０．５％　ＣａＣｌ２（６０
：４０：９）を用い、発色試薬としてオルシノール硫酸試薬（１２０℃、１０分間）を使
用した。検出後、デンシトメーターにより定量した。その結果を図１に示す。
　図１に示したように、血漿中の主要なガングリオシドであるＧＭ３量を定量したところ
、糖尿病患者群は健常人群に比較して有意な高値を示した。一方、その他のガングリオシ
ド分子であるＧＤ３、ＧＤ１ａ、ＧＭ２およびＧＴ１ｂなどはＨＰＴＬＣプレート上では
有意な変化を認めなかった。従って、２型糖尿病などの生活習慣病病態では、血漿中のＧ
Ｍ３レベルが健常人と比較して有意な高値を示すことが明らかになった。したがって、血
漿中のＧＭ３量は２型糖尿病患者で有意に高く２型糖尿病の新たなマーカーである。
　次に、表１に示した健常人群または２型糖尿病患者群のそれぞれの群内で個々のＧＡ値
とＧＭ３レベルの相関性を検討した。その結果を図２に示す。
　図２に示したように、健常人群および２型糖尿病患者群いずれの群においても両者の相
関関係は低かった。また、血糖値とＧＭ３レベルも健常人群および２型糖尿病患者群にお
いて相関性は認められなかった。これらの結果から、血漿のガングリオシドＧＭ３レベル
は２型糖尿病患者で有意な高値を示すが、高血糖のパラメーターであるＧＡ値や血糖値と
の相関性は無いことが明らかとなった。従って、２型糖尿病患者におけるＧＭ３レベルの
測定は、複雑なメタボリック症候群の病態を新たな角度から検出することが出来る新規な
検出法として有用であることが明らかとなった。
　以上の結果から、表１に示したようなコントロール不良な２型糖尿病患者群（ＨｂＡ１
ｃ：９．６±１．９　ＧＡ値：３１．５±５．０）で有意な血清ＧＭ３レベルの上昇が明
らかになったことから、比較的軽度の２型糖尿病患者群における検討を行った。この際、
表２に示すように「健常人」、「２型糖尿病」、「高脂血症」および「２型糖尿病＋高脂
血症」の各群を比較した。
【表２】

　表２中、「健常人」、「２型糖尿病」、「高脂血症」および「２型糖尿病＋高脂血症」
の血清中のＧＭ３値、血糖値、ＨｂＡｌｃ値、ならびにＨＯＭＡ－Ｒ（インスリン抵抗性
の指標）値を示した。
　その結果、２型糖尿病群（ＨｂＡ１ｃ：７．４±１．６，ＧＡ値：２１±５）では血清
ＧＭ３レベルは上昇傾向を認めたが有意ではなく、インスリン抵抗性の指標であるＨＯＭ
Ａ－Ｒも有意な上昇ではなかった。２型糖尿病＋高脂血症群（ＨｂＡ１ｃ：７．３±１．
０，ＧＡ値：１８±６）では、ＨＯＭＡ－Ｒも３．０±２．１（ｐ＝０．０３）とインス
リン抵抗性を示し、血清ＧＭ３レベルは有意に上昇していた。また、高脂血症群における
血清ＧＭ３値は２型糖尿病群と同様上昇傾向を示したが、健常人群との有意差はなかった
。これらの結果から、インスリン抵抗性を示す高脂血症を併発している２型糖尿病群で血
清ＧＭ３レベルの測定は有用であることが証明された。
　次に、インスリン抵抗性の発症や病態と密接に関連するＢＭＩ（Ｂｏｄｙ　Ｍａｓｓ　
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Ｉｎｄｅｘ）と血漿ＧＭ３レベルの関連性を検討した。その結果、図３に示すようにＢＭ
Ｉ値とアディポネクチン値は逆相関を示したが，血漿ＧＭ３値はＢＭ１高値（ＢＭＩ：＞
３０）の糖尿病群で明らかな高値を示した。この結果からも，ＧＭ３はインスリン抵抗性
を発症する肥満を伴うメタボリックシンドロームの検出・診断に有用であることが示唆さ
れた。
【産業上の利用可能性】
【０００７】
　本発明によれば、生体から簡易に採取し得る血液試料を用い、汎用されている測定機器
を用いて簡便にインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病の診断を行うこ
　また、本発明によれば、被験者から定期的に血液試料を採取し、血中ガングリオシドＧ
Ｍ３量を測定し、血中ガングリオシドＧＭ３量の変動をモニターすることによって、簡便
にインスリン抵抗性疾患、特に２型糖尿病発症リスクの予測を行うことができる。
　このような本発明の検出方法により、様々な生活習慣病に共通の病態であるインスリン
抵抗性を把握できる可能性があり、新たな病態メカニズムの発見に基づく、臨床的に有用
性の高い、２型糖尿病をはじめとする生活習慣病の治療戦略に寄与し得る。

【図１】 【図２】
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