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研究成果の概要（和文）：自己免疫性膵炎(AIP)のDNAメチル化異常について網羅的な解析を行った。AIPに対してのコ
ントロールには、閉塞性膵炎と正常膵を選択した。それぞれの症例に対してイルミナ社のInfinium MethylationEPIC K
itを用いて全ゲノム網羅的なメチル化アレイ解析を行った。コントロール群に比べて、AIPでプロモータ領域が高メチ
ル化されている炎症や線維化に関与する遺伝子を複数選択し、AIPに特異的なメチル化異常どうかの再検証をメチル化
特異的PCR法で行った。しかしプライマー設定の困難な遺伝子もあり、全ての検証が終わってはいない。今後は免疫染
色など別の再検証法などでも解析を進める予定である。

研究成果の概要（英文）：We used an Illumina Infinium MethylationEPIC Kit to conduct a comprehensive 
analysis of DNA methylation in tissues of patients with autoimmune pancreatitis (AIP). Controls included 
pancreatic tissue acquired from patients with obstructive pancreatitis caused by pancreatic carcinomas as 
well as from normal pancreatic tissue. We compared genes with promoter hypermethylation between patients 
with AIP and the controls. The validation of the method was affected by technical problems. 
Immunohistochemical analysis will be required to determine if promoter hypermethylation of specific genes 
is involved in the pathogenesis of AIP.

研究分野： IgG4関連疾患

キーワード： 自己免疫性膵炎　メチル化解析
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１．研究開始当初の背景 

自 己 免 疫 性 膵 炎 （ autoimmune 

pancreatitis:AIP）は、自己抗体の存在や、

免疫グロブリンの上昇、膵のびまん性腫大

と主膵管のびまん性狭窄、リンパ球と形質

細胞を主体とした著明な細胞浸潤と線維化、

さらにステロイドが著効してこれらの所見

が改善する特異的な慢性炎症である。比較

的高齢者に多く、最近増加傾向にある。 

AIPは2001年に信州大学医学部附属病院

消化器内科の浜野らにより、血清学的に

IgG4 の上昇がみられることが発見され、病

因を解明するための糸口がつかめた

(Hamano et al. The New England Journal of 

Medicine, 2001)。本研究には研究代表者も

黎明期より参加して病理学的解析を担当し

ている。病理組織学的解析では、膵管周囲

に多数の IgG4 陽性の形質細胞の浸潤が認

められる特徴がある。また後腹膜線維症、

シェーグレン症候群、硬化性胆管炎や前立

腺炎など多くの炎症性疾患が合併すること

が知られており、これらの多くは AIP と同

様に多数の IgG4 陽性の形質細胞の浸潤が

認められることがある。  

AIP では体液性免疫異常である自己抗体

として、抗核抗体、抗 carbonic anhydrase

－II(CA-II)抗体、抗ラクトフェリン抗体、

リウマチ因子、抗平滑筋抗体など多様な自

己抗体の出現を認めるが疾患特異性は低い。

AIP の細胞性免疫異常としてはナイーブ制

御性 T 細胞(Foxp3+CD4+RA+CD25high)の低

下 と メ モ リ ー 制 御 性 T 細 胞

(Foxp3+CD4+RA-CD25high)の増加が認めら

れ、減少したナイーブ制御性 T 細胞が AIP

の発症に関与し、一方メモリー制御性 T細

胞は IL-10、TGF-βの産生を促し IgG4 産生

や線維化をきたす。上皮細胞における MHC

クラス II 抗原の発現は、炎症に伴う 2次的

な変化の可能性を否定できないが免疫学的

機序による膵炎の可能性を支持する所見で

ある。また末梢血には好酸球や HLA 陽性の

活性化 CD4、CD8 陽性細胞、特に Th1 型 CD4

陽性細胞の増加を認めるとの報告もある。 

研究代表者はこれまで AIP に合併する硬

化性胆管炎、前立腺炎、胃炎の病理組織学

的検討(上原ら Pathol International, 

2005) (上原ら Pathol International, 

2008) ( 上 原 ら  American journal of 

Surgical Pathology, 2010)を行ってきた。

また、AIP に合併した硬化性胆管炎と、原

発性硬化性胆管炎(primary sclerosing 

cholangitis；以下 PSC)を病理組織学的に

比較検討し、AIP に合併する硬化性胆管炎

には膵臓に見られるものと同様に IgG4 陽

性形質細胞の浸潤などの特徴的な所見が見

られ、ステロイド治療が著効することを報

告した(上原ら Pathol International, 

2005)。さらに AIP に合併する前立腺炎や胃

炎においても AIP と同様の病態が認められ、

ステロイド治療が著効するものがあると報

告するなど(上原ら Pathol International, 

2008) ( 上 原 ら  American journal of 

Surgical Pathology, 2010)、AIP に関連す

る前立腺炎、胃炎の存在を明らかにしてき

た。今回の検討において、これまでの病理

組織学的な知見を踏まえ、分子病理学的な

手法を導入して原因究明と確実な診断方法

の確立を目指した解析を行ってみたいと考

えている。 
 
２．研究の目的 

第１に AIP の原因は、リンパ球系の異常

のみではなく、被障害臓器（膵臓）そのも

のにもあり、これらは何らかの疾患特異的

なエピゲネティックな修飾を受けているこ

と、第２に疾患特異的な共通のエピゲネテ

ィックな修飾を特定し、特定されたメカニ

ズムに基づき、遺伝子発現レベルや蛋白発

現レベルを解析する。 

 

３．研究の方法 



①AIP 症例の選択 

信州大学医学部附属病院で生検ないしは

手術が行われ AIP と診断されたた症例をレ

トロスペクティブに検索して選択する。そ

れら症例に関する保存されている組織や血

清に関して以下のような実験を行う。 

 

②AIP における各遺伝子でのメチル化異常

の網羅的解析 

エピゲネティック異常の中でゲノムワイ

ドな低メチル化は、癌や一部の自己免疫性

疾患で起こることが知られている。またゲ

ノムワイドな低メチル化は、遺伝子プロモ

ーター領域の高メチル化と関係が深い。そ

こで以下の方法で、AIP における遺伝子プ

ロモーター領域のメチル化異常について解

析を行う。そこで患者症例膵組織の DNA を

マイクロダイセクションで抽出し、その後

抽出された DNA に bisulfite 処理を行い、

イルミナ社の Infinium MethylationEPIC 

Kit を用いて網羅的なメチル化解析を行う。 

 

③メチル化異常のある遺伝子をメチル化特

異的 PCR で再検証する 

AIP で特異的なメチル化異常を呈してい

る遺伝子を複数選択し、定量 Methylation 

Specific PCR(MSP)を用いて解析する。 

 

④タンパク発現を免疫染色で解析 

メチル化異常を呈する遺伝子に対応する、

タンパク発現の有無を AIP 患者の組織切片

に対して、タンパクに対する抗体を用いて

免疫染色を行い確認する。原因候補遺伝子

によって作られるタンパク質に対する抗原

が免疫染色によって確認できれば病状の把

握が可能となる。 

 

４．研究成果 

網羅的解析を行う前に、AIP に関連が疑

われるtranscription factorのプロモータ

ー領域のメチル化異常について検討した。

１３症例の AIP を対象とし、正常膵臓をコ

ン ト ロ ー ル と し て 、 １ ０ 個 の

transcription factor について検討を行っ

た。Transcription factor は炎症制御に関

係のあるものから、腫瘍関連のものまで幅

広く対象とした。MSP 法でメチル化異常の

検討を行った。AIP でメチル化異常が明ら

かな遺伝子は認められなかったが、プライ

マー設定の困難なものも多く、別方法での

検討などが必要である。 

AIP の DNA メチル化異常についてイルミ

ナ社の Infinium MethylationEPIC Kit を用

いて網羅的な解析を行った。１３症例の

AIP、コントロールには閉塞性膵炎１４症例

と、正常膵を１４症例選択した。それぞれ

の症例に対してマイクロダイセクションを

行い DNA を濃度 20ng/μL で 1000ng の DNA

を抽出した。Bisulfate 法によって DNA を

処理したのちに、およそ 45 万カ所の CpG

アイランド部位に対して全ゲノム網羅的な

メチル化アレイ解析を行った。解析後、上

位５０および下位５０位の高メチル化遺伝

子領域をピックアップした。そこからプロ

モーター領域でメチル化異常を認める遺伝

子をデータベースと比較しながら選択し、

メチル化異常を示す AIP に関与が疑われる

遺伝子を複数選択した。 

その後，選択された遺伝子のプロモータ

ー領域のターゲット CpG 周辺の DNA 配列を

検索し、メチル化特異的プライマーとメチ

ル化非特異的プライマーを作成し、MSP 法

を用いてメチル化異常が AIP に特異的なも

のかどうかの再検証解析を行っている。プ

ライマー条件が難しく再検証が困難な遺伝

子があるので、別の手法での解析を行う予

定である。また選択された遺伝子のタンパ

ク発現に関して、免疫染色での解析を行っ

ている。 
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