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研究成果の概要（和文）：IgG4関連硬化性胆管炎の組織からタンパクを抽出し，網羅的なプロテオーム解析なら
びにリン酸化修飾解析を行った．対照として用いた原発性硬化性胆管炎と比較すると，IgG4関連硬化性胆管炎は
特徴的なリン酸化修飾パターンを示した．パスウェイ解析では，B細胞や免疫グロブリンに関連したシグナルが
有意に活性化していた．個別のタンパクでは，FYN-binding proteinやallograft inflammatory factor-1が有意
に発現亢進し，主としてM2型マクロファージに発現していた．これらの分子の発現は他臓器のIgG4関連疾患でも
見られ，臓器を問わずIgG4関連疾患に特徴的と考えられた．

研究成果の概要（英文）：The tissue phosphoproteomic examination of IgG4-related sclerosing 
cholangitis (IgG4-SC) and primary sclerosing cholangitis (PSC) revealed that the expression profiles
 of phosphopeptides discriminated IgG4-SC from PSC better than those of non-phosphopeptides.  In the
 pathway analysis, three immunological pathways activated in IgG4-SC appeared to be all B-cell- or 
immunoglobulin-related.  On immunostaining, two highly up-regulated immunological markers in IgG4-SC
 were expressed mainly in M2-type macrophages, suggesting increased phagocytotic activity induced by
 the IgG-Fc-gamma receptor interaction.  In addition, those molecules were also strongly expressed 
in other organ manifestations of IgG4-related disease.  In conclusion, this study highlighted 
crucial roles of B cells and macrophages in IgG4-SC, and also identified potential tissue diagnostic
 markers for IgG4-related disease.

研究分野： 人体病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

1．研究開始当初の背景 

 IgG4 関連疾患は自己免疫性膵炎から提唱
された疾患概念で，膵臓だけでなく全身臓器
に同様の病態が発生することが知られてい
る．我々は、IgG4 関連硬化性胆管炎を含むい
くつかの臓器病変を世界に先駆けて同定し，
IgG4 関連疾患の概念確立に貢献してきた．ま
た，IgG4 関連硬化性胆管炎の病態に関して，
Th2有意の免疫応答、制御性 T細胞の活性化，
CCL1-CCR8 反応が重要であることを報告して
きた．同様の機序は唾液腺炎や間質性腎炎な
ど他の臓器病変でも示され，IgG4 関連疾患に
共通の特徴と認識されている．しかしながら，
これまでの病態研究のほとんどは molecule 
targeted study である．つまり、重要と予想さ
れる分子を解析してきたにすぎない．そのよ
うなアプローチでは，重要な分子を見逃して
いる可能性がある． 

 以前、我々は組織プロテオームを網羅的に
解析するワークフローを確立し，膵癌研究に
応用した．この SysQuant と呼ばれる手法を用
いて 30～100 mg の凍結組織を解析すると，
約 5,000 のタンパクを同定・定量できるだけ
でなく，タンパクのリン酸化部位やリン酸化
タンパクを定量することができる．リン酸化
修飾はタンパクの機能面を反映するため，こ
の手法を用いることでタンパク発現量だけ
でなく，タンパクの活性化状態を知ることが
できる．また，タンパクの相互関係を統計学
的に処理することで，活性化しているシグナ
ル伝達経路を推定できる．以前の研究では膵
癌組織を解析したが，その研究をとおしてこ
の方法を IgG4 関連疾患に応用すれば
molecule targeted studyのセレクションバイア
スを排除でき，重要な知見が得られるのでは
ないかと発想するにいたった． 
  
2．研究の目的 

 本研究では，IgG4 関連硬化性胆管炎の凍結
組織標本を用いて，タンパク発現とリン酸化
修飾を網羅的に解析し，IgG4 関連疾患を特徴
づける組織プロテオームを明らかにする．さ
らに，同定されたタンパクの組織中での局在，
臓器特異性，また病理診断への応用に関して
検証研究を行う． 
 
3．研究の方法 

（1）サンプル：IgG4 関連硬化性胆管炎（n=4）
と原発性硬化性胆管炎（PSC; n=4）の外科的
切除材料から採取した凍結組織を用いる．
IgG4 関連硬化性胆管炎は膵頭十二指腸切除
材料もしくは肝切除材料を，PSC 症例には移
植時摘出肝を用い，肝外胆管もしくは肝門部
胆管から凍結組織を採取する．膵組織や肝組
織は含まない．これらの病変部胆管組織のプ
ロテオームを以下の手順で解析する． 

（2）タンパク抽出：凍結組織片からタンパ
クを抽出し，トリプシン処理してペプチド化

する． 

（3）標識：各サンプルを Tandem Mass Tag
（TMT）を用いて標識する． 

（4）分離：Strong cation exchange 法により，
各サンプルを 8 分画に分離し，各分画別に解
析する． 

（5）Phosphopeptide enrichment：TiO2 と
Immobilized Metal-Affinity Chromatography
（IMAC）を用いて、phosphopeptide enrichment
を行う．各サンプルを 3 つに分け，各々TiO2
処理，IMAC 処理、処理なしとする． 

（6）質量分析：サンプルを液体クロマトグ
ラフィータンデム型質量分析計（LC-MS/MS）
で解析する．なお、対象は 8 サンプルだが，
上述の separation（8 分画），phosphopeptide 
enrichment 処理（3 種類の方法），また各サン
プルを 3回解析するため（biological repeats），
合計 8×8×3×3=576 サンプルの解析を行う． 

（7）統計処理： Thermo Scientific Proteome 
Discoverer 1.3 software を用いて得られたデー
タからペプチドを同定する．クラスター解析
には MeV を，パスウェイ解析には David 
Bioinformatic Resources（共にフリーソフトウ
ェア）を用いる． 

（8）これらの解析により，組織中に存在す
るペプチドのアミノ酸配列を特定でき，個々
のペプチドを定量できる．ペプチドのアミノ
酸配列情報から由来するタンパクを同定で
き，その発現量を推定できる．さらに，
phosphopeptide enrichment 処理を併用するこ
とで，リン酸化ペプチドとリン酸タンパクに
対しても同様の情報を得ることができる． 

（9）プロテオーム解析で得られたデータか
ら，IgG4 関連硬化性胆管炎で過剰発現してい
るタンパクを同定し，免疫染色を行い，その
発現細胞を特定する．同様に，PSC で過剰発
現しているタンパクを対象として免疫染色
を行う． 

（10）さらに，IgG4 関連硬化性胆管炎で過剰
発現していたタンパクが，他臓器の IgG4 関連
疾患でも発現亢進しているのかを同定する
目的で，免疫染色を行う．肺病変，唾液腺病
変，後腹膜病変を対象とする． 
  
4．研究成果 

（1）IgG4 関連硬化性胆管炎と PSC のプロテ
オーム解析 

 IgG4 関連硬化性胆管炎と PSC の凍結組織か
ら採取したタンパクを用いて，網羅的なプロ
テオーム解析ならびにリン酸化修飾解析を
行った．胆管組織からペプチド 23,357 個とリ
ン酸化ペプチド 4,794 個を同定しえた．各ペ
プチドの発現量に基づいてクラスター解析
を行うと，総ペプチドや非リン酸化ペプチド
の発現プロファイルは 2 つの疾患で明確な違



いはなく，両者をクラスターで区別すること
はできなかった．一方，リン酸化ペプチドの
みに着目してクラスター解析を行うと 2 つの
疾患を明瞭に区別することができた． 

この結果は病理学的にも理にかなってい
ると考えられる．IgG4 関連硬化性胆管炎と
PSC では浸潤細胞，組織構成細胞に大きな違
いはなく，発現ペプチドのみで両者を区別で
きないのは当然である．両疾患の違いはステ
ロイド反応性を含めた機能的な点であり，タ
ンパクの機能面を反映したリン酸化修飾が
両疾患をより明瞭に区別しえたと考えられ
る．本研究は，網羅的リン酸化修飾解析を非
腫瘍性疾患に用いた初めての研究であるが，
この手法が非腫瘍性疾患の解析にも有用で
あることを示すものといえる． 

（2）パスウェイ解析 

ペプチドの配列から 4,870 のタンパクを同
定した．そのうち 784 のタンパクは IgG4 関連
硬化性胆管炎で有意に発現量が多く，164 の
タンパクは PSC で発現が亢進していた．また，
1,121 のタンパクで，少なくとも 1 か所でリ
ン酸化が同定され，262 のタンパクが IgG4 関
連硬化性胆管炎で有意にリン酸化が亢進し，
83のタンパクがPSCでリン酸化が有意に多か
った．これらの各疾患で高発現しているタン
パクや優位にリン酸化しているタンパクに
着目してパスウェイ解析を行うと，11 のパス
ウェイが IgG4 関連硬化性胆管炎で活性化し，
その中に 3 つの免疫関連シグナル伝達が含ま
れ て い た （ Fc-gamma receptor-mediated 
phagocytosis, B cell receptor signaling pathway, 
Fc-epsilon receptor I signaling pathway）（表 1）．
興味深いことにすべて B 細胞や免疫グロブリ
ン関連であった。 

表 1．IgG4 関連疾患で活性化したシグナル 
Ribosome 

Spliceosome 

Fc gamma R-mediated phagocytosis 

Protein export 

Proteasome 

Endocytosis 

B cell receptor signaling pathway 

Regulation of actin cytoskeleton 

Huntington's disease 

Fc epsilon RI signaling pathway 

Glutathione metabolism 

Fc-gamma receptor-mediated phagocytosis は
IgG が Fc-gamma receptor に結合した後に活性
化するシグナル伝達で，主としてマクロファ
ージ内で生じる．B cell receptor signaling 
pathway は B 細胞の細胞膜上に存在する B cell 

receptor に抗原が結合すると，B 細胞を活性
化する時に活性化する．Fc-epsilon receptor I 
signaling pathwayは IgEが受容体に結合して活
性化するシグナルで，マスト細胞内で生じる．
この経路は好酸球反応や Th2 反応とも関連し
ている．IgG4 関連疾患では IgE の上昇がしば
しば見られ，Th2 有意の免疫応答が生じてい
ることが知られており，これまでの報告に合
致する結果である．しかし，IgG4 は Fc-gamma 
receptor への結合能力が弱いことが知られて
おり，なぜ Fc-gamma 関連のシグナルが亢進
しているのか解釈が難しい．最近，IgG4 関連
疾患では IgG4 は病態の本質ではなく，過剰な
免疫応答を抑制するために 2 次的に誘導され
ているのではないかとの考えがある．本研究
のこの結果も Fc-gamma receptor 下流のシグ
ナルは IgG4 以外の IgG 分子が活性化し，IgG4
自体はその下流の免疫応答の活性化に関与
していないことを示唆している可能性があ
る．  

一方，PSC では 17 のシグナルが有意に活性
化し，その中に免疫関連のものはなく，Focal 
adhesion や Extracellular matrix-receptor 
interaction など細胞外マトリックスのリモデ
リングに関連したものが含まれていた（表 2）．  

表 2．PSC で活性化していたシグナル 
Arginine and proline metabolism 

Tyrosine metabolism 

Drug metabolism 

Metabolism of xanobiotics by cytochrome P450 

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 

Phenylalanine metabolism 

Hypertrophic cardiomyopathy 

Focal adhesion 

Dilated cardiomyopathy 

Fatty acid metabolism 

Valine, leucine and isoleucine degradation 

Arrhythmogenic right ventricular 

cardiomyopathy 

Glutathone metabolism 

ECM-receptor interaction 

Cysteine and methionine metabolism 

Glycolysis/Glucogenesis 

Viral myocarditis 
 

（3）個別タンパクの解析 

次に，発現亢進していたタンパクのなかか
ら重要と考えられる 2 つのタンパクを選択し，
免疫染色にてその発現を検討した．IgG4 関連



硬 化 性胆管 炎 に関し て は免疫 関 連 の
FYN-binding protein （ FBP ） と Allograft 
inflammatory factor-1（AIF-1）を選択した．免
疫染色を行うと FBP は病変内にびまん性に陽
性像が確認された．小型のリンパ球と思われ
る細胞以外に，細胞質の豊富な間質細胞に陽
性像が確認された．2 重免疫染色を行うと，
FBP 陽性細胞の一部は CD3 を共発現しており，
T 細胞に発現があると考えられた．また，CD68
や CD168 とも共陽性像が見られ，M2 型マク
ロファージに発現があると考えられた．AIF-1
も同様に，CD68 や CD168 と 2 重陽性細胞が
多数見られ，M2 マクロファージが主な産生
細胞であることが明らかとなった．PSC には
FBP はリンパ球に発現が見られたが，マクロ
ファージでの発現は見られなかった．同様に，
AIF-1 の発現もほとんど認められなかった．こ
れらの結果から個別のタンパクに着目する
と，M2 型マクロファージの活性化に関連し
た分子が抽出されたことになる．上述したと
おりパスウェイ解析で同定された Fc-gamma 
receptor-mediated phagocytosis もマクロファ
ージ内のシグナル伝達であり，2 つの手法の
解析のいずれでもマクロファージの活性化
が同定されたことになる． 

一方，PSC では細胞外マトリックスに関連
した Filamin-A と Filamin-C に着目して免疫染
色を行った．Filamin-A は PSC の組織ではマク
ロファージや線維芽細胞に発現が見られ，一
部では障害された胆管上皮にも aberrant な発
現が確認された．さらに興味深いことに，PSC
に合併した胆管癌でも発現が見られ，PSC の
細胞外マトリックスのリモデリングだけで
なく，発癌との関連性も示唆された．Filamin-C
は背景組織では血管平滑筋に発現が限られ
ていたが，PSC では線維芽細胞の一部で発現
が見られた．IgG4 関連硬化性胆管炎では，
Filamin-A の発現が弱く，Filamin-C の発現は血
管平滑筋に限局していた． 

（4）他臓器病変での解析 

他臓器の IgG4 関連疾患でも FBP や AIF-1 の
発現が亢進しているのか，また同定したタン
パクの発現が診断マーカーとなるのかを検
証した．解析した臓器は，唾液腺，肺，後腹
膜である．唾液腺では IgG4 関連唾液腺炎とシ
ェーグレン症候群を，肺では IgG4 関連肺病変
と特発性間質性肺炎を，後腹膜では IgG4 関連
後腹膜線維症と IgG4 非関連の特発性後腹膜
線維症を対象とした．予想したとおり，FBP
も AIF-1 も他臓器の IgG4 関連疾患でも強発現
していた．2 重免疫染色を行うと，硬化性胆
管炎と同様に M2 型マクロファージが主な発
現細胞であることが明らかとなった．また，
対照として用いた他疾患では IgG4 関連疾患
に比してこれらのタンパクの発現は弱く，
FBP と AIF-1 の過剰発現は臓器を問わず IgG4
関連疾患に特徴的であることが明らかとな
った．さらに，これらのタンパクを発現する
細胞は病変内にびまん性に認められ，生検検

体でも陽性細胞は容易に検出でき，診断マー
カーとして臨床的にも使用できる可能性が
示唆された． 

（5）まとめ 

 本研究では，網羅的なプロテオーム解析と
リン酸化修飾を非腫瘍性疾患で用いた初め
ての解析であるが，病態解析におけるこの手
法の有用性が確認されるとともに，IgG4 関連
疾患において活性化しているシグナル伝達
の同定につながった．また，FBP と AIF-1 は
IgG4 関連疾患で高発現している分子で，M2
マクロファージが主な産生細胞で，これらの
分子の発現は病理診断にも応用できる可能
性が示唆された． 
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