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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群（SS）は、口腔内の慢性炎症や唾液分泌量の低下、乾燥症状を引
き起こす全身性の難治性自己免疫疾患であり、現状ではSSに対する治療は乾燥症状に対する対症療法が基本とな
ってしまう。本研究では近年注目を浴びている核酸デリバリーシステムを利用した新しい治療法の開発を目指す
べく、原発性シェーグレン症候群モデルマウス（IQI/Jicマウス）を使用し、SS特異的に上昇するmiRNA146a-5p 
とmiRNA146b-5pを同定した。この結果はmiRNA-146aとmiRNA146b-5pを将来的にシェーグレン症候群に対する核酸
デリバリーシステムを利用した治療に使用できる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：Sjogren's syndrome (SS) is a chronic autoimmune disorder characterized by 
lymphocytic infiltration into exocrine glands such as salivary and lacrimal glands, leading to oral 
and eye malfunction such as dry mouth and ocular dryness. Though various treatments for SS have been
 studied, no effective treatment for SS has been found. In this study, we first showed the presence 
of both miRNA-146a-5p and miRNA-146b-5p in IQI/Jic mice used SS model by 3D-Gene assay. This result 
showed that both miRNA-146a-5p and miRNA-146b-5p may have the possibility of becoming one of the new
 treatment methods of SS and becoming a new diagnostic marker of SS.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シェーグレン症候群（SS）は、口腔内の慢性炎症や唾液分泌量の低下、乾燥症状を引き起こす全身性の難治性自
己免疫疾患であり、現状ではSSに対する治療は乾燥症状に対する対症療法が基本となってしまう。本研究ではSS
モデルマウスからmiRNA146a-5pとmiRNA146b-5pを同定した。本研究成果は、これまで関節リウマチや全身性エリ
テマトーデスなどの他の自己免疫疾患と比較し、免疫抑制剤や生物学的製剤による治療法が確立していないSSに
対する、miRNAを利用する新たな治療法の確立へと繋がる学術的、社会的意義を示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
シェーグレン症候群（SS）は、涙腺・唾液腺などの外分泌器官を主な標的臓器として炎症細
胞の浸潤が起こり、慢性の炎症や分泌量の低下、乾燥症状を引き起こす全身性の難治性自己免
疫疾患である。これまでに考えられている原因としては遺伝的要因、免疫学的異常、環境因子
としてのウイルス感染、ホルモンのバランス異常など様々である。治療としては点眼による涙
液補充、ムチン産生促進剤であるジクアホソルナトリウム点眼、レバミピド点眼などがあり、
また口腔乾燥症状に対しては、副交感神経ムスカリン受容体（M3）刺激薬であるセビメリンや
ピロカルピンの使用、人口唾液や水分補給による口腔内乾燥の防止などがある。しかし、現状
では SSに対する治療は乾燥症状に対する対症療法が基本となってしまう。また、関節リウマチ
や全身性エリテマトーデスなどの他の自己免疫疾患と比較し、SSは免疫抑制剤や生物学的製剤
による治療法は確立していない。 
近年、低分子医薬品にかわるシーズとして核酸医薬の研究が盛んになされているが、その中
でも miRNA などの RNA 干渉を応用した技術は疾患の原因となる遺伝子を特異的かつ直接的に攻
撃できることから、次世代の医薬品候補としての期待が大きい。miRNA は約 22 塩基からなる
non-coding RNA であり、複数の mRNA を標的としその塩基相補性を介して、翻訳抑制または mRNA
の分解を導き、タンパクレベルでの発現を抑制する。miRNA の発現は組織や発生、分化段階に
より異なり、細胞の増殖、発生分化、アポトーシスなどの調節を行っていることが明らかとな
り、近年では関節リウマチをはじめとする様々な疾患の病態形成、進展に関与していることが
報告されている(Nakamachi et al., 2016)。miRNA による疾患治療の基本コンセプトは、発現
異常をきたした miRNA を正常状態に戻すというものであり、⑴特定疾患で発現が亢進状態にあ
る miRNA の機能を阻害する、⑵特定疾患で発現が低下した miRNA を補充する、という 2つのア
プローチが考えられている(Montgomery et al., 2014, Salama et al., 2014)。 
これまで SS に対する miRNA として同定されたものには、口唇小唾液腺細胞を用いた検討によ
る miRNA-181b、miRNA17-92 の減少や、miRNA-574-3p、miRNA-768-3p の増加などが明らかにな
っているが(Alevizos et al., 2011, Alevizos & Illei, 2010, Kapsogeorgou et al., 2011)、
他の自己免疫疾患で同定されている miRNA と比較するとその報告は大変少ない。更に、同定さ
れた miRNA が SS 以外の疾患をもつ患者から得られている可能性を否定出来ないことから、疾患
特異的なものと判断するのが難しく、将来的にはバイオマーカーとして利用出来るかどうかと
いう方向性のまま留まっていることからも、実際の SS治療へ向けたアプローチへは至っていな
いのが現状である。そこで今回、私たちは原発性 SSモデルマウスを作成することで SS特異的
な miRNA を同定し、最終的にはそれら miRNA を障害が起きている唾液腺などの外分泌器官を標
的とするデリバリーシステムにより導入するという、in vivo での新たな SS特異的治療法を確
立に向けた検討をしたいと考えている。miRNA は in vitro においては非常に高い活性が得られ
るものの、in vivo では単独投与で十分な活性を得ることは難しい。その主な原因は生体内で
の安定性の低さや物理学的特性に起因するものと言われており、in vivo への応用には反応の
場である細胞質へと核酸分子を効率的かつ安定的に導入する、適切なデリバリーシステムとの
併用が必須条件になっている。そこで本研究の進捗次第では、デリバリー技術として高い汎用
性とともに優れた安全性を持つことが立証されており、将来的に臨床開発へとステージが進ん
だ場合にも対応が可能なアテロコラーゲンを用いた検討(Nakamachi et al., 2016)に進めたい
と考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、シェーグレン症候群（SS）に対する核酸デリバリーシステムを利用した新しい治
療法の開発を目的とする。SS は他の自己免疫疾患と比べても有効な治療は確立されておらず、
対症療法に留まっているのが現状である。そこで本研究では、近年盛んに研究がなされている
核酸医薬とドラックデリバリーに着目し、以下の 2点を検討する。 
(1)原発性 SS特異的モデルマウスを作成し、SSに特異的な miRNA を網羅的に解析、同定する 
(2)同定された miRNA をデリバリーシステムにより障害部へ導入し、その効果を多角的に解析す
る 
これらの結果により、これまでの対症療法とは異なり、根治治療へと繋がる新たな SS の治療法
を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)NFS/sld ミュータントマウスを使用した、シェーグレン症候群（SS）モデルマウスの作成 
 舌下腺粘液細胞に分化異常をきたす NFS/sld ミュータントマウスに生後 3日目の胸腺摘出を
施すことにより、原発性 SS モデルマウスを作成する(Haneji et al., 1994, Haneji et al., 
1997)。 
 
(2)SS モデルマウスから採取した障害唾液腺組織中の miRNA を網羅的解析 
 ① SS モデルマウスから障害が起きている唾液腺組織を採取する。 
 
 ② 採取した障害唾液腺の形態学的観察をするため、ヘマトキシリン・エオジン染色を行い、
炎症の程度を Saegusa らの判定方法を参考にして分別する(Saegusa J et al.,1997)。 



 
 ③ ②の結果から、障害が大きく観察された IQI マウス（10 month）から唾液腺を採取し、miRNA
を miRNeasy mini kit (Qiagen)を使用して抽出する。 

 
 ④ 抽出された total RNA を 3D-Gene miRNA labeling kit (Toray Industries)でラベリング
し、3D-Gene Mouse miRNA Oligo chips (Toray Industries)でハイブリダイズさせる。 

 
⑤ 蛍光シグナルを 3D-Gene Scanner (Toray Industries)により検出し、3D-Gene Extraction 
software (Toray Industries)により解析する。それぞれのデータは、95％信頼区間のブ
ランクスポットのシグナル強度によって決定されたバックグラウンドシグナルの平均強
度で置換することにより正規化する。バックグラウンドのシグナル強度の 2SD より大き
いシグナル強度があるスポットの測定値を有効とし、miRNA の相対的発現レベルは、マイ
クロアレイによる有意なスポットのシグナル強度を比較して計算する。信号強度の中央
値が 25に調整されるように正規化データをアレイごとに網羅的に正規化する。これらの
結果から SS 特異的に値が変化している miRNA を同定する。 

 
４．研究成果 
①2017 年度：研究目的(1)について重点的に検討を行った。当初計画していた研究実施内容に
おいては舌下腺粘液細胞に分化異常をきたす NFS/sld ミュータントマウスを使用予定であった
が、摘出手技の正確性を向上させるためには多くの時間が必要なこと、および摘出後のフロー
サイトメトリー手技の煩雑さの観点から使用マウスを変更し、SS自然発症モデルである IQI マ
ウス（ヒト SS 末期病変と類似した B 細胞浸潤が顕著な唾液腺炎病変を形成する(Saegusa と
Kubota, JVMS, 1997))とした。IQI マウスについて、コントロール群である ICR マウスと比較
検討したところ、IQI マウスでは生後 4 か月から顕著な唾液腺炎病変が観察され、週齢を重ね
るのに比例して唾液腺組織の炎症病変が増加していた（図 1、2）。 
 
 
 
                               
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      
 
 

 
（図 1）生後 10 か月の唾液腺組織像 
A:コントロール ICR マウスの唾液腺組織 B:A の拡大図 
C：IQI マウスの唾液腺組織 D:C の拡大図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 2）IQI マウスにおける唾液腺組織の障害の経時的変化 
 
 



②2018 年度：生後 10か月の IQI マウスを使用し、東レの 3Dgene-assay を利用し、SSに関与す
ると考えられる miRNA を網羅的に解析した。その結果、コントロール群に対して miRNA146a-5p 
と miRNA146b-5p の 2 つが IQI マウスの唾液腺において有意に増加していた（図 3）。miRNA146
は内因性の免疫、炎症性サイトカインの産生、免疫細胞の増殖などに関わっており、この機能
がシェーグレン症候群で観察される唾液腺症状に関連する可能性が示唆された。この結果は
miRNA-146a/b-5p が将来的にシェーグレン症候群の診断マーカーや、核酸デリバリーシステム
を利用した新しい治療法の開発に繋がる可能性を示した。当初計画していた研究目的(2)につい
ては、NFS/sld ミュータントマウスを SS自然発症モデルである IQI マウスに変更したこと、ま
た検討可能になるまでの IQI マウスの成長に多くの時間を費やしてしまったため、今後の検討
課題とする予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(図 3)コントロール ICR マウスと IQI マウスの miRNA 発現量の比較 
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