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研究成果の概要（和文）：サイトカインの網羅解析を行い、IL-35、IL-29が自己免疫性膵炎患者において、優位
に上昇していることを確認した。また自己免疫性膵炎患者の膵組織において、 IL- 12p35とEBi3の免疫染色及び
二重染色を行い、優位にIL-35サブユニットの二重染色陽性細胞数が多い結果であった。又膵組織内における制
御性T細胞のマーカーであるFoxp3陽性細胞とIL-35陽性細胞との三重染色における陽性細胞も確認している。こ
れにより自己免疫性膵炎患者において抹消血・膵組織自体にILー35の関与し、制御性T細胞を介して、炎症に抑
制性に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：IgG4-related disease (IgG4-RD) is a systemic inflammatory disease, which 
includes type 1 autoimmune pancreatitis (AIP). Interleukin-35 (IL-35) exhibits immunosuppressive 
effects in several autoimmune diseases.
However, the expression of IL-35 had not been reported so far in type 1 AIP. We evaluated the 
association
between IL-35 and several cytokines, which mediate the function of Tregs in type 1 AIP. This study 
identified elevated expression of plasma IL-35 and tissue IL-35 subunits in patients with type 1 
AIP. This might lead to inflammation suppression via activated eTregs. IL-35 might be associated 
with this anti-inflammatory role, especially against the Th2 response through several cytokines and 
the differentiation of Tregs in type 1 AIP.

研究分野： 消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで詳細が不明瞭であった自己免疫性膵炎の病態において、その一端となるILー35とILー29の関与が明らか
になった。抑制性の制御をするとのことで、今後治療への応用や、さらなる病態の解明につながる糸口となると
考えられる。

※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-related pancreatitis(Autoimmune Pancreatitis :AIP)の病態には,制御性 T 細胞(regulatory 
T cell:Treg)と制御性 B 細胞(regulatory B cell:Breg)が関与すると報告されているが,関与するメ
ディエーターや詳細な関係性は未だ不明な点が多い.そこでより多く循環血液に存在する Treg
に関与し,抑制的な働きをすると考えられる IL-35 を中心としたサイトカインと AIP の病態との
関連に注目した.AIP に関して,IL-35 が病態にどのように関わるかは未だ報告はない.そのサイト
カインが病勢のバイオマーカー及び今後の新たな治療法となるかを検討するために,AIP 発症時
の状態,治療寛解時及び再燃時の IL-35 の血清 data と制御性 T 細胞の状態を検討する.ヒト検体
で末梢血中の Treg を用いて, IL-35 との関係性やその下流シグナル解析を進め,AIP 膵組織でも
その発現について確認を行う.自己免疫性膵炎モデルマウス(MRL/Mp)を用いて Treg の関与と
IL-35 の 関 係 性 の 確 認 も 行 う . マ ウ ス モ デ ル で の 炎 症 の メ カ ニ ズ ム が 類 似 し て い れ
ば,recombinant IL-35(rIL-35)の vector を用いて in Vitro で rIL-35 を作成し, 投与することで治
療応用の可能性を検討することができると考えられる. 
 
２．研究の目的 
本研究により,AIP における IL-35 の関与する病態の解明を行う.AIP の病態において,IL-35 の発
現に関与する細胞は不明な点が多く,その同定と機能解析を行うことで,AIP 本体の病態の解明に
つながる.具体的には発症時,治療後寛解時期及び再燃時の患者血清や血球を用いて IL-35 や制御
性 T 細胞分画の動きを比較検討する事で,重症度や再燃の指標マーカーとなりうるか検討する.
また IL-35 の示す抑制性を示すメカニズムや治療への応用の解析のため,臨床検体における機能
解析とともに,マウスモデルを用いて治療としての有用性を検討する. 
 
３．研究の方法 
(1)組織学的な IL-35 の発現比較と IL-35 発現細胞の同定 

AIP 患者の手術標本と disease control の標本を用いて,IL-35 の subunit である IL-12p35, EBi3
の抗体を用いて免疫染色を施行しその発現量の比較を行う.IL-35 subunit は様々な細胞で発現し
ている可能性もあることから,発現細胞の同定のため,T 細胞（CD4）,B 細胞(CD19),形質細胞
(CD138),マクロファージ等のマーカーにより免疫組織学的に二重染色を行う.実際の末梢血中
のそれらの細胞での発現も,RNA 抽出キットを用いて行い,cDNA を作成し IL-12p35 と Ebi3 の
発現を qPCR にて比較検討を行う.   

 
(2)Treg とそのサブクラスの IL-35 発現比較 

IL-35 に関与する報告として, Treg の関与が強く示唆されている. Treg については, 転写因子
の Foxp3 が master regulator であることが知られており, CD4,CD45RA 及び Foxp3 にて分類す
ることで,活性化のない naïve Treg(CD4+Foxp3lowCD45RA+)と活性化した制御性 T 細胞
(CD4+Foxp3hiCD45RA-) 及 び Foxp3T 陽 性 に も 関 わ ら ず 制 御 性 T 細 胞 で な い
CD4+Foxp3lowCD45RA-の分画を識別することができる.これまでの報告では, AIP 患者において
は CD4+CD25+Treg が上昇することを確認しているが,その分画内における Foxp3 陽性率など
Foxp3 を用いた Treg の分類との関係性を明らかにする.そこで AIP, disease control 及び健常者
の血球を用いて,CD4+CD25hi で Foxp3 陽性に相当する分画の比率を CD127 も含めて検討する
とともに,それぞれの mRNA の解析を行う為に,CD4,CD127,CD45RA 及び CD25 を用いて
naïve Treg,活性型 Treg の分画を FACS にて回収し,IL-35 subunit (EBi3, p35)の発現を qPCR に
て比較する. 

 
(3)IL-35 下流シグナルの解析 
FACS で回収した Treg の細胞 1.0×103 個の細胞より RNA 抽出を行い,そこから cDNA を作成



し qPCR 用いて STAT1,3 及び 4 について発現量の解析を行う. 
 
４．研究成果 
自己免疫性膵炎患者の血漿・慢性膵炎患者血漿・健常者の血漿を用いて,サイトカインの網羅解
析を行い,IL-35・IL-29 が自己免疫性膵炎患者において,優位に上昇していることを確認している.
以前に当研究室にて CD4 リンパ球内の naive 制御性 T 細胞の減少と,effector 制御性 T 細胞の増
加を報告している.またこれまでの報告にて,IL-35 は制御性 T 細胞から出される報告もある.再
度患者血球にて effector 制御性 T 細胞が優位に増加していることを確認し,自己免疫性膵炎の制
御に制御性 T 細胞の増減とそこからの IL-35 発言が関与しているのではないかと考えた.末梢血
にて IL-35 の関与が示唆された為,自己免疫性膵炎患者の膵組織においても発現の増加があるの
かを確認するために,IL-35 のサブユニットである IL- 12p35 と EBi3 の免疫染色及び二重染色を
行い,慢性膵炎患者組織に対して影響を与えているのかを検討した.慢性膵炎患者組織と比較し
て優位に IL-35 サブユニットの二重染色陽性細胞数が多い結果であった.又膵組織内における制
御性 T 細胞のマーカーである Foxp3 陽性細胞と IL-35 陽性細胞との三重染色における陽性細胞
も確認している. 
ここまでで,末梢血中の effector 制御性 T 細胞の増加と,自己免疫性膵炎病変自体においてと両方
で,IL-35 の関与が確認された。解析可能な n 数に達した時点で,制御性 T 細胞の分画解析と合わ
せて、論文化して投稿とした. 
自己免疫性膵炎患者の血清・血漿の症例数を増やし,解析を行い,さらに自己免疫性膵炎の治療
後・臨床的寛解を得た患者においての制御性 T 細胞の分画の解析や,サイトカインの動きも確認
し,治療法の評価も可能であれば,評価の方針としていた. 
また動物実験に関係するマウスやリコンビナントの IL-35 などを用いた,動物実験における治療
の有用性等も検討は行っていたが,実験ができず未評価となった. 
 
図、自己免疫性膵炎のメディエーター 
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