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研究成果の概要（和文）：IgG4関連疾患（IgG4-RD）の顎下腺と末梢血単核球（PBMC）、一次性シェーグレン症
候群と健常人のPBMCからT/B細胞を分離し、遺伝子発現をRNA-Seqで比較した。主成分分析ではIgG4-RDの顎下腺
と末梢血間でT/B細胞の遺伝子発現パターンは異なり、顎下腺で発現増加した遺伝子の中で、IL-21、EGR2を含む
複数のサイトカイン、ケモカイン、転写因子が抽出された。パスウェイ解析では、IgG4-RDの顎下腺T細胞では
Th1、Th2、IL-17、wound healing、TLR、SLEシグナルが、顎下腺B細胞ではIL-8、IL-15、補体、線維化、SLEシ
グナルの亢進が認められた。

研究成果の概要（英文）：We conducted RNA sequencing to compare the gene expressions of T and B cells
 in submandibular glands (SMGs) and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in IgG4-related 
disease (IgG4-RD) or IgG4-RD versus primary Sjogren's syndrome (pSS) and healthy controls (HCs) in 
PBMCs. Principal component analysis (PCA) results showed the gene expression patterns of T and B 
cells derived from SMGs differed from those derived from PBMCs in IgG4-RD. The upregulated 
differentially expressed genes (DEGs) in SMGs of IgG4-RD included cytokines, chemokines, and 
transcription regulators such as IL-21 and EGR2. Ingenuity pathway analysis (IPA) for these DEGs 
clarified that Th1, Th2, IL-17, wound healing, Toll-like Receptor (TLR), and systemic lupus 
erythematosus (SLE) signaling for T cells, while IL-8, IL-15, complement, fibrosis, and SLE 
signaling for B cells were positively regulated in SMGs compared with PBMCs in IgG4-RD.

研究分野：膠原病内科学

キーワード： IgG4関連疾患　RNA-Seq　顎下腺　末梢血単核球　T細胞　B細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、RNA-SeqによりIgG4関連疾患（IgG4-RD）の唾液腺病変局所のT/B細胞で発現変動した遺伝子が抽出
され、病態への寄与が示唆されるパスウェイが同定された。これらの遺伝子やパスウェイは、IgG4-RDの新規診
断マーカーや治療標的となる可能性が期待される。また、現在開発が進行中のIgG4-RDの分子標的治療薬の好適
症例の同定や、治療反応性予測にも貢献できる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

IgG4関連疾患（IgG4-related disease; IgG4-RD）は、21世紀になって確立された新規疾患概念
で、血清 IgG4の上昇、全身諸臓器への IgG4陽性形質細胞の浸潤と花筵様と呼ばれる線維化を
特徴とする疾患である［Mod Rheumatol 22:1-14,2012］［N Engl J Med 366:539-551, 2012］。
主な罹患臓器だけでも、膵臓、胆管、唾液腺、涙腺、甲状腺、肺、肝臓、腎臓、前立腺、大動脈
周囲、後腹膜、リンパ節など多彩であり、様々な診療科を受診する機会がある。IgG4-RD は、
現在国の指定難病に認定されており、診断基準と重症度を満たした場合には、医療費助成の対象
となる。指定難病の認定に伴って、近年疾患の認知度が上昇し、原因不明の腫瘤の精査の過程で、
血清 IgG4高値を指摘され、本疾患を疑われて膠原病内科を受診する患者が増加している。病変
部位が多岐に渡る患者も多く、各病変の悪性腫瘍の鑑別を含めて多くの診療科との連携も重要
である。初期治療としてグルココルチコイドは有効だが、近年長期観察例の増加に伴い、グルコ
コルチコイド減量後の再燃は 20～50％［Sci Rep 8:10262, 2018］と比較的高いことも明らかに
なってきた。再燃を抑制する疾患特異的治療が確立されていないため、グルココルチコイドの長
期投与や、再燃に伴う増量を余儀なくされることが多く［BMJ 369:m1067, 2020］、本疾患をめ
ぐる最も重要な unmet medical need となっている。現在、IgG4-RD の病因病態の根本的な解
明と、疾患特異的な治療標的細胞、治療標的分子の同定が求められている。 

  IgG4-RD の病因病態に関して、従来ヘルパーT 細胞の異常や IgG4 を産生する B 細胞、形
質細胞の異常に着目した研究がなされてきたが、最近では自然免疫と獲得免疫のクロストーク
が注目されている［Tsuboi H, et al. Mod Rheumatol 30:7-16, 2020］。申請者は IgG4-RD の病
変局所（唾液腺）に浸潤した獲得免疫細胞として T 細胞、B 細胞に特異的な遺伝子発現のパタ
ーンはあるのか、末梢血と病変局所で差はあるのか、さらに IgG4-RD 同様に唾液腺に細胞浸潤
を呈するものの病因病態が異なるシェーグレン症候群（Sjögren's syndrome; SS）とどのような
違いがあるのかを明らかにしたいと考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、IgG4-RD の顎下腺（submandibular gland; SMG）、末梢血単核球（peripheral blood 

mononuclear cell; PBMC）、疾患コントロールとして SS、および健常人（healthy control; HC）
の PBMC より、獲得免疫細胞として T 細胞、B 細胞を分離し、RNA-Seq を用いて各細胞サブ
セットにおける遺伝子発現を疾患群間、および顎下腺と PBMC間で網羅的に比較し、IgG4-RD

の唾液腺に浸潤した獲得免疫細胞の遺伝子発現パターンを明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

無治療の IgG4-RD 確診例（N=4）から、
組織学的基準を満たす顎下腺（N=3）と
PBMC（N=4）を採取した。また一次性
SS（N=3）と健常人（N=3）からも PBMC

を採取した。顎下腺および PBMC から
magnetic-activated cell sorting

（MACS）で CD3 陽性 T 細胞、CD19

陽性 B細胞を分離した。IgG4-RD、一次
性 SS、健常人の PBMC間、および IgG4-

RD の顎下腺と PBMC の間で、T/B 細
胞の遺伝子発現を RNA-Seqで比較し、
以下の解析を行った（図 1） 

 

1）PBMC（IgG4-RD vs 一次性 SS vs 

健常人）、および IgG4-RD（PBMC vs 顎
下腺）に関して、主成分分析（principal 

component analysis; PCA）によるクラ
スタリングを行った。  

 

2）上記 1）で遺伝子発現パターンに差異がみられた群間で、発現変動遺伝子（differentially 

expressed genes; DEG）の抽出を行った。 

 

3）上記 2）の DEG に関して、Ingenuity pathway analysis（IPA）を用いたパスウェイ解析を
行った。 

 

4）RNA-Seq とは別の IgG4-RD（N=3）の PBMC および顎下腺から CD3 陽性 T 細胞、CD19

陽性B細胞をMACSで分離し、上記 2）で同定されたDEGに関して、定量PCRによる validation

を行った。 

IgG4-RD（N=4）
・包括診断基準2011で確診

・無治療
・顎下腺腫大→生検実施
・顎下腺が病理基準を満たす

一次性シェーグレン症候群
（一次性SS）（N=3）

健常人（N=3）

顎下腺（SMG）
（IgG4/IgG≧40％）

単核球分離

MACS
・CD3（PanT）
・CD19
陽性細胞分離

RNA-Seq

RNA精製→NextSeq500でsequencing
T/B細胞毎に遺伝子発現を比較
1 主成分分析（PCA）によるクラスタリング
2 発現変動遺伝子（DEG）の抽出
3 Ingenuity pathway analysis（IPA）
を用いたパスウェイ解析

4 定量PCRによるvalidation

IgG4-RD（N=3）：PBMC vs SMG

TRIZOL-LSに凍結保存

末梢血
（PBMC）

図1 RNA-Seqを用いたT/B細胞特異的遺伝子発現解析

顎下腺（SMG）部分生検
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４．研究成果 

1）主成分分析によるクラスタリ
ングでは、PBMC の T/B 細胞の
遺伝子発現パターンは、IgG4-

RD、一次性 SS、健常人の 3群間
で類似していた。一方で IgG4-

RD の顎下腺と PBMC 間で T/B

細胞の遺伝子発現パターンは異
なっていた（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2）PBMC と比較し、顎下腺 T 細胞で発現増加した DEG は 214 個、減少した DEG は 50 個、
顎下腺 B 細胞で発現増加した DEG は 630 個、減少した DEG は 109 個であった（図 3）。顎下
腺で発現増加した DEG の中で、IL-10、IL-21、EGR2 を含む複数のサイトカイン、ケモカイン、
転写因子が抽出された（図 4、図 5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD3陽性T細胞 CD19陽性B細胞

SMG

SMG
PBMC PBMC

IgG4-RDのPBMCと顎下腺（SMG）では、CD3陽性T細胞、CD19陽
性B細胞の遺伝子発現パターンはそれぞれ異なっていた

図2 RNA-Seq

主成分分析によるクラスタリング
IgG4-RD（N=3） PBMC vs 顎下腺

図3 発現変動遺伝子（DEG）の抽出
IgG4-RD（N=3） PBMC vs 顎下腺

末梢血CD3+T SMG CD3+T

Heatmap（DEG264個）

CD19+B細胞
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109遺伝子

合計
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CD3+T細胞

SMG > PBMC

214遺伝子

SMG < PBMC

50遺伝子

合計
264遺伝子

DEGの抽出

PBMC vs SMG

FDR補正p-value<0.05

かつ
Fold changeの絶対値>2

の条件でフィルタリング

Heatmap（DEG739個）

末梢血CD19+B SMG CD19+B

図4 DEGの抽出
CD3陽性T細胞 PBMC vs 顎下腺
サイトカイン、ケモカイン、ケモカイン受容体、転写関連因子

顎下腺（SMG）のCD3陽性T細胞で発現変動（vs PBMCのCD3陽性T細胞）
・Cytokines→IFNγ、IL-10、IL-2、IL-21、TNF↑

・Chemokines→CXCL13、CCL3、CCL4↑

・Chemokine receptors→CX3CR1（フラクタルカイン受容体）↓
・Transcription regulators→BCL6、EGR1、EGR2、EGR3、IRF4、IRF8↑

Cytokine, Chemokine, 

Chemokines receptor

Transcription regulator, 

Ligand-dependent nuclear receptor

図5 DEGの抽出
CD19陽性B細胞 PBMC vs 顎下腺
サイトカイン、ケモカイン、ケモカイン受容体、転写関連因子

顎下腺（SMG）のCD19陽性B細胞で発現変動（vs PBMCのCD19陽性B細胞）
・Cytokines→IL-10、IL-33、TNF↑

・Chemokines→CCL2、3、17、18、19、21、22、CX3CL1、CXCL12、13、14↑

・Chemokine receptors→CX3CR1↓

・Transcription regulators→ATF3、EGR1、EGR2↑

Cytokine, Chemokine, 

Chemokines receptor

Transcription regulator, 

Ligand-dependent nuclear receptor



3）Ingenuity Pathway Analysis（IPA）を用いたパスウェイ解析では、IgG4-RD の顎下腺 T 細
胞では Th1、Th2、IL-17、wound healing、Toll-like Receptor（TLR）、全身性エリテマトーデ
ス（SLE）シグナルの亢進が認められた（図 6）。顎下腺 B 細胞では IL-8、IL-15、補体、線維
化、SLEシグナルの亢進が認められた（図 7）。 

 

 

4）定量 PCR による validation におい
て、IgG4-RD の顎下腺 T 細胞では
PBMC と比較して、IL-21、EGR2 の
mRNA 発現は有意に増加していた（図
8）。 

 

以上から、RNA-Seqにより IgG4-RDの
唾液腺病変局所の T/B 細胞で発現変動
した遺伝子が抽出され、病態への寄与が
示唆されるパスウェイが同定された。 
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図6 DEGのIPAによるパスウェイ解析
Z-score of the top 25 ingenuity canonical pathways
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図7 DEGのIPAによるパスウェイ解析
Z-score of the top 25 ingenuity canonical pathways

CD19陽性B細胞 PBMC vs SMG
SMGでupSMGでdown

Ingenuity Canonical PathwaysNo

Systemic Lupus Erythematosus In B Cell Signaling Pathway1

Kinetochore Metaphase Signaling Pathway2

Complement System3

Inhibition of Matrix Metalloproteases4

Pulmonary Healing Signaling Pathway5

TREM1 Signaling6

Osteoarthritis Pathway7
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図8 定量PCRによるvalidation

IgG4-RD（N=3） PBMC vs 顎下腺
IL-10、IL-21、EGR2
Validation候補遺伝子（SMG＞PBMC）

CD3陽性T細胞→IL-10（ランク4位）、IL-21（ランク8位）、EGR2（ランク18位）
CD19陽性B細胞→IL-10（ランク391位）、EGR2（ランク53位）

SMGのCD3陽性T細胞において、PBMCと比較して、
IL-21、EGR2の発現は有意に増加していたが、IL-10

は有意な差は認めなかった
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