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研究成果の概要（和文）：自己免疫性膵炎 (AIP)の病因に、細菌関連物質が関与するというモデルを樹立した。C57BL/
6マウス腹腔内にEscherichia coli投与で、膵にAIP様炎症と高γ-globulin血症、各種自己抗体の産生を来す。血清中
でヒトIgG4に相当するマウスIgG1が上昇した。E. coli外膜のライセイトを二次元電気泳動し、E. coli投与マウスの血
清のみと反応したスポットをTOF/MSで解析し、FliC蛋白を同定した。AIP患者血清はE. coli-FliC蛋白と高反応性を示
したことから、AIPの新たな診断マーカーになり得る可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We previously established a mouse model of AIP using chronic exposure to a 
commensal bacteria, Escherichia coli, leading to pancreatic inflammation, and elevation in IgG and IgG1 
in serum and detection of anti-lactoferrin and anticarbonic anhydrace-II. The outer membrane fractions of 
E. coli were subjected to two-dimensional gel electrophoresis followed by immunoblotting against sera 
from the AIP model. One representative immunoreactive spot was determined using TOF/MS and Mascot search 
as FliC. Sera from patients with AIP had a signiticcantly higher antibody titer. Therefore, we are 
underway to clarify the possibility of a new diagnostic value of anti FliC-Ab titer.

研究分野：免疫学、消化器内科学
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１．研究開始当初の背景 

(1)  自 己 免 疫 性 膵 炎  (autoimmune 

Pancreatitis: AIP)の動物モデルのなかで、

微生物の分子パターンとの関連性について

は、MRL/Mp マウスへの poly I:C 投与による

spontaneous な膵炎発症の促進（Pancreas. 

2010;39:224-231）、IL-10-/-マウスへの poly 

I:C、lipopolysaccharide (LPS)投与による

膵炎の誘導（Pancreas. 2011;40:95-102）が

挙げられる。さらに、AIP患者の B細胞の IgG4

産 生 を 各 種 TLR や nucleotide 

oligomerization domain (NOD)-2 のリガンド

刺激が増強する結果が報告されている

（Arthritis Rheum. 2012;64:914-924）。し

かし、微生物感染による自然免疫賦活が AIP

を誘導する機構は、不明である。 

(2) 我々は Escherichia coli の反復投与に

より、AIP と極めて類似した膵病変や自己抗

体を産生するモデルマウスを樹立している。

AIP 患者の発症、重症度との関係は不明であ

る。 

(3) AIP は、IgG4 関連疾患 (IgG4-RD)の膵

病変であるという考え方が定着しつつあっ

た。 

 

２．研究の目的 

(1) 我々の樹立した AIP モデルである

E.coli 長期投与マウス膵臓の炎症を細胞レ

ベルで詳細に解析し、自己免疫、獲得免疫の

誘導の内容について解明する。 

(2) 膵臓外病変を調べIgG4関連疾患のモデ

ルになり得るか明らかにする。 

(3) E.coli ないし AIPモデルマウスの膵臓

ライセイトからAIPモデルマウスの血清中に

誘導される抗体と反応する成分を検出し、

AIP 発症の病原因子ないし自己の標的抗原を

明らかにする。 

(4) AIP モデルマウスの病原因子に対する

抗体価への変動を AIP 患者で調べ、診断への

応用を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) C57BL/6 マウスに E. coli を反復投与し

膵臓、唾液腺、涙腺、腎臓などの浸潤細胞の

種類、線維化などを免疫組織学的ないし組織

学的に検索する。 

(2) AIP モデルマウスの血中の各種自己抗

体、各種サイトカイン、イムノグロブリンの

クラス、サブクラスの誘導を Elisa 法にて明

らかにする。 

(3) AIPモデルマウスの脾細胞ないしCD4陽

性細胞を RAG2-/-マウスないし TCR-/-マウス

に移入し、膵臓、唾液腺、涙腺、腎臓の炎症

像や浸潤細胞の種類を調べる。 

(4) AIP マウスモデルの病原因子を特定す

るために、E. coli の外膜画分を二次元電気

泳動にて分離した後、ウェスタン・ブロッテ

ィング法にて AIP マウス血清を反応させる。

検出されたスポットを切り出し、MALDI 

TOF/MS および Mascot search にて同定する。

AIP マウス血清と反応した大腸菌蛋白のリコ

ンビナント蛋白を発現させ精製する。そのリ

コンビナント蛋白をC57BL/6マウスの腹腔内

へ投与し、AIP 様所見の再現性を検討する。

さらにAIPモデルマウスの膵臓のライセイト

と AIP マウス血清と反応させ、自己の標的抗

原の同定を目指す。 

(5) E. coli の AIP誘導ドメインを分子生物

学的手法により、FliC の全長と各種ドメイン

のリコンビナント蛋白を作成し、AIP 誘導能

を調べることで FliC と自然免疫系との相互

作用を明らかにする。 

(6) (4)より得られた病原因子 FliC に対す

る AIP患者の抗体価を Elisa 法にて測定する。

比較として AIP 以外の膵疾患、脾臓疾患 free

コントロールを用いる。 

 

４．研究成果 

IgG4-RD の膵病変である AIP のモデルを作成

し検討を行った。C57BL/9 マウス腹腔内に E. 



coli を投与すると AIP 様の、膵管周囲を中心

として高度の線維化を伴う限局性の炎症高

IgG 血症、ヒト IgG4 に相当するマウス IgG1

の上昇、抗 lactoferrin 抗体、抗 carbonic 

anhydrase-II 抗体の産生などを来たし、マウ

ス血清で AIPで高頻度に見られる高 IgE血症

も観察された。E. coli 投与マウスをドナー

として脾細胞を naive RAG2-/-マウスに移入す

るとRAG2-/-マウスの膵臓にAIP様炎症が生じ、

浸潤細胞はCD3陽性ドナー由来細胞であった。

この E. coli 反復投与マウスの脾細胞から分

離した CD4+T 細胞を TCR-/-マウスに移入す

るとレシピエントマウスにAIP様の膵病変を

来した。E. coli 投与マウスは AIPと同じく、

膵組織で CD4+Foxp3+T 細胞の染色性が増し、

病態に Treg の関与が示唆された。膵の炎症

部は高度の線維化を来たしコラーゲン、ファ

イブロネクチン、TGFなどの染色性が増加し

た。さらに E. coli 投与マウスで IgG4-RD で

炎症を来すことが報告されている唾液腺・涙

腺・腎臓などに高頻度に炎症が生じた。また、

AIP の原因となり得る E. coli の病原因子の

特定に成功した。E. coli 外膜のライセイト

を二次元電気泳動し、これをトランスファー

して E. coli 又は PBS 投与マウスの血清と反

応させ、E.coli 投与マウス血清を用いた

western blot より E. coli 投与マウスの血清

のみと反応した spots を切り出して TOF/MS

および Mascot search で解析し E. coli の

FliC との反応性を見出した。この FliC のリ

コンビナント蛋白(rFliC)を作成し前述と同

様の投与実験を行い、AIP 様の膵病変(図 1)

および唾液腺の炎症、自己抗体産生の誘導に

成功した。さらに FliC の wild type と

hyperviable domain部のリコンビナント蛋白

を作成し、マウスに前述と同様の投与実験を

行い、AIP 様の膵組織所見と抗体産生を検討

中である。また AIP 患者血清は rFliC に対し

て高反応性を示し、新たな診断システムの開

発の可能性を得た。以上により AIP ないし

IgG4 関連疾患が常在菌の感染により誘導さ

れる可能性が強く示唆された。 

 

図1 FliC反復投与による膵病変 (H&E染色) 

A; E. coli 死菌ないしリコンビナント rFliC

蛋白を 8 週連続投与し、8 週後にマウスを犠

牲死させ、各種免疫応答や炎症反応について

解析した。 

B; FliC 投与マウスの脾組織像。H&E 染色、

抗 CD3 抗体および B220 抗体を用いた代表的

な免疫組織染色像を2匹のマウスについて示

した。 
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