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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群（SS）患者におけるNR4A2、DPP4の病因的意義を検討した。1）SS
患者の口唇唾液腺（LSG）でNR4A2遺伝子発現はコントロールより有意に亢進したが、DPP4は有意差を認めなかっ
た。免疫染色にてSS患者のLSGに浸潤したCD4陽性、IL-17産生細胞の核内にNR4A2の特異的な発現を認めた。2）
SS患者の末梢血CD4+T細胞では健常者より、NR4A2遺伝子発現が有意に亢進し、Th17分化条件下におけるNR4A2核
内発現率が有意に亢進した。Th17分化条件ではImportin阻害剤によりNR4A2核内発現率、IL-21 mRNA発現、IL-17
産生細胞数が有意に減少した。

研究成果の概要（英文）：To clarify a role of NR4A2 and DPP4 in the pathogenesis of Sjogren’s 
syndrome (SS), 1) I examined mRNA expression of NR4A2 and DPP4 in labial salivary glands (LSGs) of 
SS, IgG4-related disease (IgG4-RD) and healthy controls (HC) by qPCR and the protein expression in 
the LSGs by immunofluorescence staining (IF), and 2) performed functional analysis of the gene using
 peripheral CD4+ T cells of SS patients. 1) NR4A2 was significantly higher in LSGs of SS than 
controls, while DPP4 was not. IF revealed higher NR4A2 in CD4+ T cells and IL-17-producing cells in 
LSGs of SS compared with IgG4-RD. 2) Peripheral CD4+ T cells showed significantly increased NR4A2 
mRNA and Th17 polarization in SS compared with HC. Nuclear NR4A2 in Th17-polarized CD4+ T cells was 
significantly higher in SS than in HC. Importazole, inhibiting nuclear NR4A2, suppressed Th17 
polarization and IL-21 mRNA in CD4+ T cells under Th17-polarizing conditions. Thus, NR4A2 could 
contribute to enhanced Th17 polarization in SS.

研究分野： 膠原病学

キーワード： シェーグレン症候群　Th17細胞
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１．研究開始当初の背景 
 シェーグレン症候群（Sjögren’s	
 
syndrome;	
 SS）は、涙腺、唾液腺などの外分
泌腺における慢性炎症と、組織障害を特徴と
する自己免疫疾患である。その原因は未だ明
らかにされておらず、根本的治療は存在しな
い。	
 
	
 SS 患者の涙腺、唾液腺には導管、腺房周囲
に CD4 陽性 T 細胞を主体とする著明なリンパ
球浸潤が認められ、腺組織の破壊と機能障害
をもたらすと考えられている。これまで、SS
患者、SS のモデルマウスにおいて Th1、Th2
サイトカインが、唾液腺の病態形成に重要で
あることが示唆され（van	
 Woerkom	
 JM,	
 et	
 al.	
 
Ann	
 Rheum	
 Dis	
 2005;64:1474-9）、当研究室
においても報告した（Iizuka	
 M,	
 et	
 al.	
 Mod	
 
Rheumatol	
 2013;23:614-616）。さらに、近年、
SS 患者の唾液腺における Th17 細胞の存在も
示された（Sakai	
 A,	
 et	
 al.	
 J	
 Immunol	
 
2008;181:2898–906）。SS のモデルマウスにお
いても、IL-17 あるいは Th17 細胞が SS 様病
態の発症と、増悪に寄与することが示され
（Lin	
 X,	
 et	
 al.	
 Ann	
 Rheum	
 Dis	
 
2015;74:1302-10）、当研究室においても報告
した（Iizuka	
 M,	
 et	
 al.	
 Mod	
 Rheumatol	
 
2015;25:158-60）。	
 
	
 また、SS と健常者の口唇唾液腺（LSG）の
遺伝子発現を、DNA マイクロアレイを用いて
網羅的に解析した報告があり（Hjelmervik	
 TO,	
 
et	
 al.	
 Arthritis	
 Rheum	
 2005;52:1534-44）、
当研究室においても報告した（Wakamatsu	
 E,	
 
et	
 al.	
 Ann	
 Rheum	
 Dis	
 2007;66:844-5）。い
ずれの報告においても、SS の LSG では炎症細
胞浸潤を示唆する遺伝子の発現が、健常者の
LSG に比べて上昇していた。しかし、いずれ
も対照が健常者であることから、その結果は
LSG の炎症細胞浸潤に伴う、疾患に非特異的
な発現の上昇をみている可能性がある。そこ
で、SS と同様に LSG に炎症を来す IgG4 関連
疾患（IgG4-RD）の LSG と遺伝子発現を比較
することで、SS に特異的な発現遺伝子を抽出
できる可能性があると考えた。	
 
	
 IgG4-RD は、涙腺炎や唾液腺炎を合併し、
高 IgG4 血症や腺組織への IgG4 陽性形質細胞
の浸潤を特徴とするが、確立した自己抗体は
存在しない。また、研究代表者が過去に報告
したように（Takahashi	
 H,	
 et	
 al.	
 Joint	
 Bone	
 
Spine	
 2014;81:331-6、Takahashi	
 H,	
 et	
 al.	
 
Rheumatology	
 (Oxford)	
 2015;54:1113）、ス
テロイドへの反応性がよいことや、多彩な臓
器病変が検出されることなど、SS とは異なる
臨床像を呈する。当研究室では、DNA マイク
ロアレイにより、IgG4-RD の LSG における遺
伝子発現を SS と比較し、IgG4-RD で発現が上
昇した遺伝子として CCL18 や
Lactotransferrin を同定し、IgG4-RD の病態
形成への関与について報告した（Tsuboi	
 H,	
 
et	
 al.	
 Arthritis	
 Rheumatol	
 
2014;66:2892-9）。	
 
	
 今回の研究においては、SS で発現が上昇し

た遺伝子に着目する。上記研究において、SS
の LSG で発現が上昇した発現変動遺伝子とし
て、1320 遺伝子が同定された。このうち、ラ
ンク高位、発現量高値、T 細胞機能と関連の
ある遺伝子に注目し、Validation 候補遺伝子
として、CXCL9、NR4A2、CD26	
 (DPP4)、SGK1、
PDK1 を抽出した。	
 
	
 このうち、NR4A2 は、ナイーブ CD4 陽性 T
細胞において IL-21 の産生を介し、Th17 細胞
への分化を促進することが報告されている
（Raveney	
 BJ,	
 et	
 al.	
 PLoS	
 One	
 
2013;8:e56595）。また、CD26 高発現 CD4 陽性
T 細胞は高い IL-17 産生能を有することも報
告されている（Bengsch	
 B,	
 et	
 al.	
 J	
 Immunol	
 
2012;188:5438-47）。以上より、SS の唾液腺
局所において、NR4A2 および CD26 が Th17 細
胞への分化を制御することで唾液腺炎の病
態に関与する可能性を考え、SS における病因
的役割を検討することとした。 
 
２．研究の目的 
	
 DNA マイクロアレイにより同定された、SS
患者の LSG に特異的な発現変動遺伝子（DEG）
（NR4A2、CD26）の病因的意義を明らかにす
る。	
 
①	
 SS 患者の LSG における DEG の遺伝子発現
解析、タンパク質発現解析、発現細胞の同定
を行うことで、SS 患者における唾液腺炎の免
疫学的機序を検討する。	
 
②	
 SS 患者の末梢血 CD4 陽性 T 細胞における
DEG の発現解析および機能解析を行い、SS に
おける病因的役割と、治療標的分子としての
可能性を明らかにする。	
 
 
３．研究の方法	
 
①-1	
 SS 患者（n=15）、IgG4-RD 患者（n=12）、
健常者（n=6）の LSG における、NR4A2、CD26
を含む Validation 候補遺伝子の mRNA 発現を
定量 PCR により比較した。Validation された
DEG のうち、SS との関連が報告されていない
新規の遺伝子に着目した。	
 
①-2	
 蛍光免疫染色を用い、SS 患者の LSG に
おける DEG のタンパク質発現を IgG4-RD 患者
の LSG と比較し、発現細胞の同定を行った。	
 
②-1	
 SS 患者（n=22）および健常者（n=10）
の末梢血 CD4 陽性 T 細胞を用い、DEG の発現
解析を行った。	
 
②-2	
 末梢血 CD4 陽性 T 細胞の Th17 分化にお
ける DEG の機能解析を行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
①-1	
 定量PCRによるValidation	
 では、CXCL9
の mRNA 発現は SS の LSG で健常者よりも有意
に上昇していたが、SS と IgG-RD に有意差を
認めなかった。NR4A2 の mRNA 発現は SS の LSG
で IgG4-RD よりも有意に上昇していた。CD26
の mRNA 発現は SS と IgG4-RD に有意差を認め
なかった。SGK1 の mRNA 発現は SS と IgG4-RD
に有意差を認めなかった。IRF4 の mRNA 発現
は SS の LSG で IgG4-RD よりも有意に上昇し



ていた。PDK1 の mRNA 発現は SS と IgG4-RD に
有意差を認めなかった（図 1）。	
 
図 1	
 定量 PCR による Validation	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
①-2	
 NR4A2 は SS との関連を示した既報がな
いことから、NR4A2 に着目し、SS との関連に
つき検討を進めた。蛍光免疫染色において、
NR4A2のタンパク質発現はSSの LSGにおいて
顕著に認められたが、IgG4-RD の LSG では認
められなかった。そして、NR4A2 と、CD3、CD4、
IL-17 の共染色において、NR4A2 の発現は SS
の LSG に浸潤した CD3 陽性 T 細胞、CD4 陽性
T 細胞、IL-17 産生細胞に認められた。一方
で、IL-17 非産生細胞では NR4A2 の発現がほ
とんど認められなかった。以上より、NR4A2
は SS の LSG に浸潤した Th17 細胞から主に産
生されることが示唆された。そして、NR4A2
はこれらの細胞の核に局在した（図 2）。	
 
図 2	
 LSG における NR4A2 のタンパク質発現	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
②-1	
 SS 患者（n=22）の PBMC から分離された
CD4 陽性 T 細胞において、NR4A2 の mRNA 発現
は、健常者（n=10）と比較し有意に上昇して
いた（図 3）。	
 
図 3	
 末梢血 CD4陽性 T細胞における NR4A2遺
伝子発現	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

②-2-(1)	
 末梢血 CD4 陽性 T 細胞を Th17 分化
条件下に 7 日間培養後、CD4 陽性 T 細胞中の
IL-17+IFN-γ-細胞の割合（%）は、SS 患者（n=5,	
 
4.50±1.41%）で健常者（n=3,	
 2.18±0.84%）
よりも有意に上昇した。一方、Th0 条件の培
養後においては、両者に差は認められなかっ
た。また、Th17 分化条件の培養後 7 日目にお
ける CD4 陽性 T 細胞中の IL-17+IFN-γ-細胞
の割合（%）は、培養前のベースラインにお
ける CD4 陽性 T 細胞の NR4A2 の mRNA 発現量
と有意に正相関した（Spearman	
 R=0.87）（図
4）。	
 
図 4	
 NR4A2 発現量と誘導後 Th17 細胞数との
相関	
 
	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 
②-2-(2)	
 ナイーブ CD4 陽性 T 細胞では、Th17
分化条件（4 日目）において、NR4A2 は特異
的に核内へ局在し、SS 患者では、Th17 分化
誘導後の CD4 陽性 T 細胞における NR4A2 核内
発現率（98.1±2.0%）が、健常者（85.1±8.1%）
と比較し、有意に高値であった。一方、Th0
条件下の CD4 陽性 T 細胞における NR4A2 核内
発現率は、SS 患者（40.5±11.9%）と健常者
（51.2±12.6%）で差は認められなかった（図
5）。	
 
図 5	
 SS 患者の Th17 分化誘導における NR4A2
の細胞内局在	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
②-2-(3)	
 ナイーブ CD4 陽性 T 細胞における
NR4A2 の核局在は、Th17 分化条件下に
Importin-β特異的阻害剤（Importazole;	
 
IPZ）により特異的に阻害された。Th17 分化
条件（4 日目）における NR4A2 の核内発現率
はコントロール（DMSO）において 90.0±10.1%、
IPZ において 43.1±15.1%であった（p<0.05）。
一方、Th0 条件においては、IPZ により NR4A2
の細胞内局在に変化は認められず、NR4A2 の
核内発現率はコントロール（DMSO）において
36.9±30.0%、IPZ において 31.7±21.0%であ
った（図 6）。	
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図 6	
 IPZ による NR4A2 の核移行阻害	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 また、ナイーブ CD4 陽性 T 細胞を Th17 分
化条件で培養した後（4 日目）の CD4 陽性 T
細胞における IL-17+IFN-γ-細胞の割合（%）
は、IPZ により有意に抑制された（コントロ
ール（DMSO）：1.89±0.24%、IPZ：1.16±0.12%）。
一方、Th0 条件で培養後の CD4 陽性 T 細胞に
おける IL-17+IFN-γ-細胞の割合（%）は、IPZ
により変化しなかった（コントロール
（DMSO）：0.20±0.14%、IPZ：0.12±0.07%）
（図 7）。	
 
図 7	
 IPZ による Th17 分化誘導の変化	
 
	
 
	
 	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 さらに、Th17 分化条件（4 日目）では、ナ
イーブ CD4陽性 T細胞における IL-21の mRNA
発現が IPZ により有意に抑制された。Th0 条
件では IPZ により IL-21 の mRNA 発現は変化
しなかった。一方、ナイーブ CD4 陽性 T 細胞
におけるRORCの mRNA発現は、Th17分化条件、
Th0 条件のいずれにおいても IPZ とコントロ
ールで差は認められなかった（図 8）。	
 
図 8	
 IPZ による Th17 関連遺伝子発現の変化	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 以上より、SS 患者では CD4 陽性 T 細胞にお
ける NR4A2 の発現と核局在が増強し、RORγt
非依存的に IL-21 発現が亢進することで、
Th17 分化が促進され、SS の病態形成に関与
する可能性が示唆された。	
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