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研究成果の概要（和文）：近年、自己免疫疾患の病態形成には獲得免疫だけでなく、Toll様受容体（TLR）を介
した自然免疫が関与することが示唆されている。本研究ではシェーグレン症候群（SS）におけるTLRの発現に注
目し、新たなTLR関連分子の同定と機能解析を行った。その結果、TLR8のみがSSの唾液腺で発現が亢進してお
り、主な発現細胞は単球/マクロファージであった。ヒト単球細胞株にTLR8を過剰発現させ、TLR8アゴニストで
刺激実験を行うと、有意にTNF-αの産生が亢進していた。の結果から、TLR8による刺激を介して活性化した単球
/マクロファージがTNF-αを産生することで、SSの発症に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recent studies suggest that Toll like receptors (TLRs) play an important 
role in the initiation of autoimmune diseases. In this study, we addressed to identify the 
disease-associated TLR related molecules in Sjogren’s syndrome (SS), and then examined both 
expression and function of those molecules. DNA microarray and PCR validated the up-regulation of 
TLR8 in SS compared with chronic sialadenitis. TLR8 is reported to recognize viral RNA and self-RNA 
and promote the innate immune responses via TNF-α production. Immunofluorescence double staining 
and flow cytometry analysis confirmed that the expression of TLR8 almost merged with that of the 
monocyte/macrophage marker CD68. In vitro examination of human monocyte cell line (U937) by 
stimulation of TLR8 agonist, concentration of TNF-α in TLR8 knock-in U937 was significantly higher 
than that in untreated U937 and TLR8 KO U937.. In conclusion, TLR8+ monocyte/macrophage via TNF-α 
secretion might be involved in the pathogenesis of SS. 

研究分野： 口腔外科学

キーワード： シェーグレン症候群　Toll様受容体　単球/マクロファージ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現時点ではSSの根治的治療はいまだなく、対症療法のみである。一部の自己免疫疾患では分子標的治療薬が開発
され、良好な治療成績が報告されているが、SSでは有効性が低い。これは、SSの病態には様々なサイトカインが
関与していることが原因の一つとして推察される。よって本研究により、TLRといった免疫機構の上流の分子を
制御することが可能となれば、SSによる腺外症状やドライマウスの改善に寄与できる。

※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 

シェーグレン症候群（SS）は 2015 年より厚労省の「指定難病」に認定され、歯科を受診する患
者も年々増加している。病理組織学的には導管上皮へのリンパ球浸潤を特徴とし、病態進展とと
もに高γグロブリン血症や悪性リンパ腫などの腺外症状が出現することがあるため、リンパ増
殖性病変とも称されるが、病因・病態についてはいまだ不明な点が多い。われわれは従来、SSの
唾液腺に浸潤するヘルパーT（Th）サブセットに着目し、唾液腺から産生されるサイトカインと
Th 細胞の選択的遊走に関与するケモカインの発現パターンから、SS の発症と病態維持には Th1
と Th17 が、病態進展には Th2 と濾胞性ヘルパーT（Tfh）細胞が重要であることを見い出した。 
 しかし、なぜ SS に Th サブセットの偏りがあるかは明らかにされていない。近年、病原体セ

ンサーである Toll 様受容体（TLR）、特に TLR7~TLR9 が炎症などによって生じる自己由来の傷害
関連分子パターン（DAMP）を認識することにより、Th 細胞の活性化や選択的遊走が促進され、
自己免疫疾患の発症に関与していることを報告されている。SS では TLR との関連についての報
告はほとんどないが、唾液腺は外来刺激（ウイルス・細菌感染）により炎症をきたしやすい臓器
であり、SS でも TLR が DAMP を認識して病態（発症）に関与している可能性が十分に考えられる。 
 自己免疫疾患の治療については、従来ステロイドが第一選択薬として用いられてきたが、最

近では分子標的薬が開発され、関節リウマチ（RA）などの一部の自己免疫疾患では良好な治療成
績を得ている。しかし、SSでは多種の Thサイトカインが病態に関わるため、治療効果が限定的
であり、新たな側面（標的分子）からの治療戦略が求められている。 
 
２．研究の目的 

SS は唾液腺や涙腺などの外分泌腺が障害される臓器特異的自己免疫疾患であり、前述の通り、
その発症・病態形成には Th 細胞が重要な役割を果たしていることが示唆されている。近年、ス
テロイドに代わる新規治療薬として、炎症性サイトカイン（IL-6 や TNF-α）を標的とした生物
学的製剤が開発され、一部の自己免疫疾患では良好な治療効果が得られているが、SS に対する
効果は限定的である。その理由として、SSの病態形成には Th細胞から産生される多種のサイト
カインが関与しており、単一のサイトカインを阻害しても病態進展を止めることができないこ
とが推察される。 
 そこで本研究では、Th細胞などの獲得免疫を制御している病原体センサーのTLRに注目して、
SS における発現と機能を解析し、サイトカイン産生を制御する上流の TLR を標的とした治療の
確立を目指す。 
 
３．研究の方法 

 SS 患者の唾液腺組織および末梢血単核球（PBMC）における TLR ファミリー（TLR1〜TLR10）の
発現とその発現細胞を検討した。発現亢進を認めた TLR については、蛍光二重染色法を行い、発
現亢進していた TLR ファミリーの発現候補細胞の陽性率を半定量的に解析した。さらに、発現細
胞の細胞株を用いて、刺激実験を行い、培養上清中の下流分子（炎症性サイトカイン）の濃度を
測定した。最後に、ヒト TLR Tg マウスを作製し、表現型（特に唾液腺の病理評価）を検索した。 
 
４．研究成果 

SS における TLR の発現に注目し、病態形成に関わる新たな TLR 関連分子の同定のため、DNA マ
イクロアレイによる網羅的遺伝子解析を行った。SS と健常唾液腺（HC）の口唇腺における TLR 関
連遺伝子の発現の違いを視覚化するために、ヒートマップを用いた（図 1）。その結果、SSでは、
TLR1、TLR7、TLR8、および TLR9 の遺伝子発現の亢進を認めた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1.口唇腺において発現変動を認めた TLR 関連遺伝子の heat map 
 



次に、DNA マイクロアレイより発現量の変動が示唆されたこれらの遺伝子について、real-time 
PCR 法を用いて口唇腺での mRNA 発現量の差を検証した。各群間で、候補分子の相対的 mRNA 発現
量を比較した。その結果、SS 群の口唇腺では、HC群と比較して TLR8 のみ mRNA 発現が有意に亢
進していた。 
さらに、SSの口唇腺におけるTLR8の発現と局在を確認するために、免疫組織化学染色を行った。
さらに TLR8 発現細胞を同定するために、一般に TLR8 を発現すると報告されている単球/マクロ
ファージ、樹状細胞（DC）、そして B 細胞と、TLR8 の分布を比較した。単球/マクロファージの
マーカーとして CD68、DC のマーカーとして CD11c（骨髄由来 DC）と CD123（形質細胞様 DC）、B
細胞のマーカーとして CD20 を用いた。その結果、SS患者の口唇腺では、TLR8 はリンパ球浸潤部
に強い発現を認め、CD68 および CD11c の発現パターンと類似していた。そのため、蛍光二重染
色法を行い、TLR８の発現候補細胞の陽性率を半定量的に解析したところ、SS の口唇腺において
は、単球/マクロファージ（CD68 陽性細胞）が最も割合が高かった。 
TLR8 は、樹状細胞、単球/マクロファージ、および B 細胞に発現するとされ、２量体を形成

し、ウイルス由来の一本鎖 RNA を認識して、自然免疫反応を引き起こすことが知られている。
最近の研究では、TLR8 は慢性炎症などにより蓄積した自己由来の一本鎖 RNA も認識することが
明らかになっている。そこで、単球/マクロファージの機能解析を目的に、ヒト単球細胞株（U-
937）に TLR8 を過剰発現もしくはノックアウトさせ、TLR8 アゴニスト（R848）で刺激実験を 
行った（図 2）。その結果から、TLR8 アゴニスト刺激により TLR8 を介して TLR8+ 単球/マクロフ
ァージは TNF-αの産生が亢進することが示唆された（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. TLR8 陽性単球の機能解析（材料および方法） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. TNF-α 産生能の比較 
 
東京大学医科学研究所との共同研究によりすでにヒト TLR7 Tg マウスを作製しており、TLR7 

アゴニストによる刺激実験では、血清 IgG1（ヒトの IgG4 に相当）の上昇、唾液腺・膵臓・肺の
リンパ球浸潤および線維化の亢進を認め、SS の類似疾患である IgG4 関連疾患の表現型を呈し
ていたため、本研究ではヒト TLR8Tg マウスの作製を試みたが、TLR8 トランスジェニックマウス
は致死性であり、モデルマウスとしての利用は困難であった。そのため、SS 患者の唾液腺組織
を用いて scRNA-seq 解析を行い、TLR8 の発現細胞とサイトカイン産生を確認した。その結果、
TLR8 の発現細胞は主にマクロファージであり、TNF-αなどの炎症性サイトカインの産生亢進を
認めた。 
この TNF-αは、Th1 誘導型の炎症を引き起こすことや SS においては唾液腺のアポトーシスに関
与していることが知られている。また、TLR8 が認識する一本鎖 RNA は、SSの発症要因とされ 
ているウイルス感染や慢性炎症で蓄積されることや TLR8 が X 染色体に優位に発現しているこ
とからも、TLR8 が SS の病態にも関与していることが推察される。 
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