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研究成果の概要（和文）：手術標本よりＤＮＡを抽出して免疫グロブリン重鎖超可変領域（CDR2）を解析した。１）自
己免疫性膵炎３例、コントロールとしての閉塞性性膵炎３例においてモノクローナルなＶＨ遺伝子のrearrangementは
１例も 認めず、AIPに特徴的なVH familyやVH fragmentは認めなかったが、VH3 familyが比較的多く選択されていた。
２）無体細胞変異クローン率は閉塞性性膵炎が5.1%に対して自己免疫性膵炎では18%と高頻度（P=0.0053)に認められ、
自己免疫性膵炎の発症に自己免疫現象が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ｗe analyzed the immunoglobulin V heavy chain (VH) gene rearrangement and somatic 
hypermutation of lymphoid cells infiltrating in AIP (n=3), using obstructive pancreatitis (n=3) as 
non-autoimmune control. DNA was extracted from the affected inflammatory lesions. After PCR amplification 
of rearranged VH genes, the clones were subcloned. 100 recombinant clones were randomly picked-up in each 
case and sequenced. Monoclonal VH rearrangement was not detected in any cases examined. As compared with 
obstructive pancreatitis, there was no VH family or VH fragment specific to AIP. However, rates of 
unmutated VH fragments in AIP (25%) were higher than that in obstructive pancreatitis (5.1%) (P=0.0039).
Conclusions: Some autoantibodies encoded by germline or less mutated VH genes may fail to be eliminated, 
and could play a role in the development of AIP.

研究分野：消化器

キーワード： 自己免疫性膵炎
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１．研究開始当初の背景 
自己免疫性膵炎および IgG4 関連の全身疾

患はステロイド治療に良好に反応し経過は良好

と報告されてきたが、実際はステロイドの持続的

投与が必要な症例が多く種々の副作用が問題

となっている。成因の解明およびその治療法の

確立が急務である。発症には免疫的機序の関

与が想定されているが、自己免疫の関与は明ら

かにされていない。一方ではアレルギーが発症

に関与している可能性も報告されていた。 
 
２．研究の目的 
本研究においてはまず、免疫グロブリン可変

領域における遺伝子の体細胞変異を解析する

こと(重鎖および軽鎖遺伝子の hypersomatic 

mutation の頻度，usage の偏りの有無、用いられ

ている V,D,J 断片の種類)により、自己免疫の関

与の可能性を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
外科的に切除されたまたは生検にて得られ

た組織標本で HE染色および IgG4染色にて

IgG4 関連疾患と診断した以下の諸臓器の組

織を用いる。自己免疫性膵炎は自己免疫性膵

炎臨床診断基準 2006（厚生労働省難治性膵

疾患調査研究班・日本膵臓学会）により診断

する。その他の IgG4 関連疾患と診断する基

準としては病理学的に以下の特徴を有する

ものを用いた。すなわち、HE 染色ではリン

パ球形質細胞の著しい浸潤と storiform 状、

あるいはherringbone状と呼ばれる特徴的な

線維化、elastica van Gieson (EVG)染色にて閉

塞性静脈炎を、抗 IgG4抗体（The Binding Site 

Ltd., Birmingham, UK,an automated 

immunohistochemical processor (HX system 

Discovery, Ventana)）により免疫染色を行い

IgG4 陽性の形質細胞を１高視野あたり、１

０個以上認めた場合とする。 

従来の報告では末梢の B 細胞をコントロ

ールとして用いてきたが、末梢の B細胞の７

０％は naive または unmuted であるため、

非特異的な炎症をコントロールとするのが

良いと思われる。しかし、IgG４関連疾患で

は臨床上、鑑別すべき疾患が決まっておりこ

れらとの異同が発症原因を推測するのに大

切なため以下のような疾患をコントロール

とした。 

膵臓：自己免疫性膵炎と対象として通常の

慢性膵炎を比較検討。 

硬化性胆管炎：自己免疫性膵炎に合併する

硬化性胆管炎と対象として原発性硬化性

胆管炎を比較検討。 

硬化性唾液腺炎：自己免疫性膵炎に合併す

る硬化性唾液腺炎と対象としてシェーグ

レン症候群を比較検討。 

その他：肺、肝臓の IgG4 関連の炎症性偽

腫瘍。後腹膜線維症など 

（１）ホルマリンおよびパラフィン包埋した

標本を proteinase Kで digestion し、DNAを

抽出する。 

（２） （２）免疫グロブリン重鎖超可変領域（CDR2）を

semi-nested PCR にて増幅する(n>80) 。

VHgene の解析にもっともよく用いられている

framework-2(FR2A) と J 

region(LJH,VLJH)などを primer として用い

る。 

（３）アガロースゲルからモノクローナルバンドを

切り出し、直接シークエンスを行う（DNA シーク

エンサー、アプライドバイオシステムズ、 モデル

310）。さらに用いられている V、D、J 断片の種

類をみるためにコロニー直接 PCR 法にて各症

例 10 個以上のクローンの塩基配列を決定す

る。  

（４）  Immunoglobulin BLAST または V-basなど
のデータベース(http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/igblast/)により得られるgermli

ne配列と得られたCDR2可変領域配列を比較

し、重鎖遺伝子のhypersomatic mutationの

頻度、usageの偏りの有無、用いられているV、

D、J断片の種類を決定することにより自己免

疫性疾患といえるか解析する。 

① 自己免疫性膵炎の切除標本を用いてIg

G、IgG4の重鎖および軽鎖遺伝子の解析を行



う。② 硬化性唾液腺炎、硬化性胆管炎、後

腹膜線維症などの切除標本を用いて同様な

解析を行う。③ コントロールの疾患の切除標本

を用いて同様な解析を行う。 

④さまざまな生検組織からIgG、IgG4を抽出し

て免疫グロブリン遺伝子可変領域における体細

胞変異の解析が生検診断に役だてることが可能

か検討する。 

 

４．研究成果 

（１）ホルマリン固定した手術標本よりＤＮ

Ａを抽出して免疫グロブリン重鎖超可変領域

（CDR2）を semi-nested PCRにて増幅後に V、

D、J 断片の種類をみるためにコロニー直接

PCR法にて各症例 10個以上のクローンの塩基

配列を決定する手技が確立した。 

 

（２）自己免疫性膵炎３例、閉塞性性膵炎３例の

解析が終了した。 

①ＩｇＧ４関連疾患を証明するためにＩｇＧ４，ＩｇＧ

染色を施行した。 

症例 

IgG4-陽性

細胞数

/IgG-陽性

細胞数(%) 

  

自己免疫性膵炎

1 
69 
 

 

 

2 79 
 

3 71 
 

  
 

      p<0.001 

慢性膵炎 

    1 
8.8 

 

2 3.2 
 

3 4.5   

 

② モ ノ ク ロ ー ナ ル な Ｖ Ｈ 遺 伝 子 の

rearrangement は１例も 認めず、閉塞性性膵

炎と比較して AIP に特徴的な VH family や

VH fragment は認めなかった。自己免疫性膵

炎も慢性膵炎においてもVH3 familyが比較的

多く選択されていた。 

 

自己免疫性膵炎 症例 1 
  

VH Total U M U/Tota 

VH1 3 2 1 0.67  

VH2 0 0 0 - 

VH3 41 9 32 0.22  

VH4 19 3 16 0.16  

VH5 2 0 2 0.00  

VH6 0 0 0 - 

VH7 0 0 0 - 

VH3 41 9 32 0.22  

non-VH3 24 5 19 0.21  

Total 65 14 51 0.22  

③VH fragment の無体細胞変異クローン率の

解析  

１） 全体では無体細胞変異クローン率は閉塞

性性膵炎が 5.1%に対して自己免疫性膵炎

は 18%と高頻度（P=0.0053)に認めた。 

 

以下VH3familyと nonVH3familyにわけ

て解析した。 

２） VH3family における無体細胞変異クロー

ン率は閉塞性性膵炎が 5.3%に対して自己

免疫性膵炎は 18%と高頻度（P=0.0050)に

認めた。 

３） nonVH3familyにおける無体細胞変異クロ

ーン率は閉塞性性膵炎が 4.8%に対して自

己免疫性膵炎は 16%と高頻度（P=0.0354)

に認めた。 

VH fragment の無体細胞変異クローン率が自

己免疫性膵炎に高頻度に認められたことは、自

己免疫性膵炎の発症に自己免疫現象が関与し

ている可能 性が示唆された。 
（３） ＩｇＧ４関連硬化性胆管炎の VH 

familyの解析 
 膵外胆管の手術標本は入手困難であったた

め、上述の自己免疫性膵炎の膵内胆管につい



て解析をしたが、膵組織と同様な結果であった。 
（４） 原発性硬化性胆管炎の VH familyの
解析 

 肝移植を施行した手術標本は移植前の胆

管炎、肝不全の状態で好中球が多く解析に適

さなかった。肝生検の標本よりマイクロダイ

セクションなどを用いてリンパ球、形質細胞

の抽出を試みたが、肝内に浸潤したリンパ球、

形質細胞はごくわずかであり、十分なＤＮＡ

量が得られず解析は不可であった。 
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