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研究成果の概要（和文）： 
	
 慢性炎症性の自己免疫疾患のひとつシェーグレン症候群は、主として唾液腺と涙腺が障害さ
れるため口腔乾燥と乾燥眼をきたす。本研究では、唾液腺における酸化ストレスの制御機構を
明らかにするため、酸化ストレスの影響をヒト顎下腺由来 A-253細胞を用いて解析した。ヒト
全ゲノム発現解析の結果から、A-253細胞で H2O2存在下では炎症性サイトカインの発現が亢
進していた。一方で、抗炎症性サイトカインである IL-11も誘導されていた。これは、標的組
織自体が局所の炎症を制御する機能を有することを示唆している。また IL-11は補充療法の候
補分子だと考えられる。さらに、ヒト唾液腺から可溶性 IL-17受容体（IL-17RA)の同定に成功
した。IL-17 はシェーグレン症候群、慢性関節リウマチおよび炎症性大腸炎クローン病
などの炎症性疾患において重要な分子とみなされており、可溶性 IL-17RA は内因性の IL-17
阻害物質となり得る。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	
 Sjogren’s syndrome is a chronic inflammatory autoimmune disorder that affects mainly salivary and 
lacrimal gland, resulting in dry mouth and dry eyes symptoms. In this study, to understand the 
regulatory mechanism of inflammation in salivary gland, oxidative stress response was investigated 
using human submaxillary salivary gland A-253 cells. A whole human genome micro-array analysis 
showed that the expression levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, IL-18 and CXCL1 were 
increased in H2O2 treated cells compared with control cells. While, anti-inflammatory cytokine IL-11 
was up-regulated in H2O2 treated cells. These results suggest that the target tissue itself might have a 
role on regulation of peripheral inflammation. IL-11 might be a candidate molecule for substitution 
therapy. Furthermore, a soluble isoform of IL-17 receptor A (IL-17RA) was identified in human salivary 
gland. IL-17 was supposed to a key molecule of inflammatory disorders such as Sjogren’s syndrome, 
rheumatoid arthritis and Crohn’s disease. The soluble isoform of IL-17 RA could be an endogenous 
antagonist against the IL-17 signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、糖尿病や動脈硬化症など、慢性
炎症による酸化ストレスと疾病との関
連が多数報告されている。シェーグレン
症候群は、主に唾液腺と涙腺が障害され
るため、口腔乾燥とドライアイを主症状
とする自己免疫疾患である。中高年女性
に好発し、潜在患者数を含めた総患者数
は１０万人を超えるとも推定される。患
者の多くが慢性関節リウマチなどの他
の自己免疫疾患を併発している（二次性
シェーグレン症候群）。障害組織は慢性
的な炎症状態にあり、酸化ストレスの影
響を受けていると考えられる。 	
 
	
 シェーグレン症候群の発症や進行には、
IL-17や IL-6などの炎症性サイトカインが密
接に関連していることが報告されている。そ
れに加えて、ウイルス感染や女性ホルモンの
影響など多数の要因が関わっていると考え
られている。患者血清中には、診断基準のひ
とつとなっている抗 Ro/SS-A 抗体、抗
La/SS-B抗体の他にも多種類の自己抗体が認
められている。自己抗体の抗原タンパクのひ
とつ、M3 ムスカリン作動性アセチルコリン
受容体は、唾液の分泌刺激に関与するタンパ
クであることから、自己抗体と症状の悪化と
の関連も考えられるようになってきている。
しかしながら、精力的に研究が進められてい
るものの、シェーグレン症候群の病因は明ら
かになっていない。 
	
 そのため、現在のところ治療法は確立され
ておらず、シェーグレン症候群の治療は
対症療法に留まっている。人工唾液によ
る症状の改善は必ずしも満足のいく成
果をもたらしている状況ではないのが、
現状である。慢性的な口腔乾燥は、口臭
の発生や摂食の障害につながることが
あるだけでなく、う蝕や歯周病の悪化を
まねく要因となることが知られており、
口腔乾燥症状の緩和は強く求められて
いる。 	
 
 
２．研究の目的 
	
 まず、唾液腺が酸化ストレスにより受
ける影響を詳細に解析し、唾液腺の酸化
ストレス抵抗システムを明らかにする
ことを目的とする。さらに酸化ストレス
状態を制御する因子の解析をおこない、
シェーグレン症候群の口腔乾燥症状緩和の
ための対策を進めることを目差す。 
 

３．研究の方法 
（１）顎下腺細胞 A-253の酸化ストレス実験 
- 条件検討 
	
 シェーグレン症候群の初期における Th1
細胞、Th17 細胞の標的組織への浸潤と発症
との関連が知られている。モデル動物や患者
生検では、唾液腺や涙腺、特に導管周囲への
浸潤が観察されている。 
	
 そこで本研究では、ヒト顎下腺導管部由来
細胞株 A-253 を用いて実験を行なった。酸化
ストレス源として H2O2 を用いた。	
 
	
 まず、酸化ストレス条件を検討するため、
濃度、処理時間を変えて細胞培養液に H2O2を
添加して培養し、A-253 細胞への影響を細胞
増殖能などで検討した。 
（２）唾液腺細胞 A-253 の酸化ストレス反応
の検討	
 
	
 （１）の結果をふまえ、H2O2 処理３時間、
６時間、および無処理培養した A-253 細胞か
ら全 RNA を抽出し、ヒト全遺伝子型チップを
用いた発現遺伝子解析を行った。H2O2 添加に
よる遺伝子発現の増減について、サイトカイ
ンやケモカイン等の炎症と関連する分子、成
長因子、メタロプロテアーゼ、プロテアーゼ
阻害タンパク、および細胞接着因子等の細胞
の増殖や組織の維持と関連する分子につい
て特に注目して解析を進めた。また、シェー
グレン症候群患者の保有する自己抗体の抗
原タンパク等についても注意して解析を行
なった。	
 
（３）抗炎症作用を期待できる分子の検索	
 
	
 抗炎症性サイトカインについて（２）の結
果を詳細に解析した。	
 
	
 サイトカインの中には、受容体の可溶性型
が存在し、それがリガンドとなるサイトカイ
ンに対して阻害効果を有する’おとり受容体’
として機能すると報告されているものがあ
る。IL-17 はシェーグレン症候群患者血清で
の増加が報告されている炎症性サイトカイ
ンであり、その受容体は IL-17RA/IL-17RC の
複合体として機能する。IL-17RC については
可溶型が見つかっているが、IL-17RA につい
ては不明であった。	
 
	
 そこで、ヒト可溶型 IL-17RA の検索を RNA
レベルとタンパク質レベルで行なった。RNA
レベルの検索には、正常唾液腺組織全 RNA と
A-253 細胞から抽出した全 RNA をテンプレー
トとし RT-PCR 法を用いた。タンパク質レベ
ルでの解析には、A-253 培養上清を抗 IL-17RA
抗体で免疫沈降し、ウエスタンブロット法で
検出した。	
 



４．研究成果 
（１）唾液腺細胞 A-253 の酸化ストレス感受
性	
 
	
 ヒト顎下腺細胞株 A-253 細胞の酸化ストレ
スに対する抵抗性を H2O2 を用いて検討した。
シェーグレン症候群では、主として唾液腺と
涙腺が障害される。しかし、報告されている
他の組織由来細胞株の受ける影響と比較し
て、唾液腺由来 A-253 細胞が特に酸化ストレ
ス感受性が高いことを示すような結果は得
られなかった。	
 
（２）唾液腺細胞 A-253 のストレス応答	
 
①サイトカイン：ヒト全遺伝子型チップを用
いた発現遺伝子解析の結果から、顎下腺細胞
株	
 A-253 は複数のサイトカインを合成して
いることがわかった。中でも炎症性サイトカ
イン IL-6、IL-18 および CXCL1 は、H2O2 添加
による酸化ストレス条件下において、時間経
過と共に発現量の増加が観察された。シェー
グレン症候群患者唾液中には、炎症性サイト
カインが健常者より優位に多く含まれてい
ることが多数報告されている。唾液中サイト
カインは組織に浸潤した免疫担当細胞から
分泌されたものなのか、唾液のもとである血
清成分に由来するのか、唾液腺で合成分泌さ
れるのか、その由来は不明であったが、解析
の結果から一部のサイトカインは唾液腺組
織上皮に由来しており、その発現は酸化スト
レスにより影響を受けることを明らかにす
ることができた。	
 	
 
②組織の分化再生に関与する分子：シェーグ
レン症候群患者の唾液腺では、機能障害だけ
でなく、組織そのものの障害が観察されてい
る。唾液には上皮成長因子(EGF)等が多く含
まれていることから、酸化ストレスによる成
長因子の発現量の変化を検討したところ、
H2O2 添加によるアンフィレギュリンの発現
上昇が認められた。現時点ではアンフィレギ
ュリンの唾液腺組織のターンオーバーへの
関与は不明であるが、唾液腺組織でのその受
容体の発現が認められている。本研究の結果
から、腺房組織の分化成長を促進する方向へ
影響を与える可能性を有する分子として、ア
ンフィレギュリンを候補に挙げることがで
きた。	
 
③組織の破壊に関与する分子：酸化ストレス
下では、メタロプロテアーゼの発現が誘導さ
れて組織破壊に関与することが知られてい
る。A-253 細胞と H2O2 を用いた今回の解析か
らは、メタプロテアーゼおよびその阻害タン
パクの発現の変化はみられなかった。	
 
（３）抗炎症作用を期待できる分子の検索	
 
①抗炎症性サイトカイン：酸化ストレス条件
下では、抗炎症性サイトカインである IL-11
の発現も誘導されていた。このことから、標
的組織自体が局所の炎症を制御する機能を
有すると考えられる。また、これは唾液腺組

織では IL-11が抗炎症性サイトカインとして
重要であることを示唆する結果であり、
IL-11 は唾液腺の炎症性疾患に対する補充療
法の候補となり得る分子であることが分か
った。 
②可溶型サイトカイン受容体（おとり受容
体）：可溶性型 IL-17RA について、正常唾液
腺および A-253 細胞の全 RNA を RT-PCCR 法で
探索したところ、選択的スプライシングによ
って産生されるヒト可溶性型 IL-17RA の存在
を明らかにすることができた。さらに、A-253
細胞の培養上清中に IL-17RA タンパクが分
泌されていることを確認することができた。
また、ヒトでは可溶性型 IL-17RA は唾液腺
を含む広範な組織で発現していることを
RNA レベルで検出できた。IL-17RA の細胞
外領域とイムノグロブリン Fc 領域との融合
タンパク質は、IL-17 と結合して、その効果
を減弱することが報告されている。可溶性型
IL-17RAは、さまざまな組織で内因性の抗炎
症分子としての機能が期待される分子であ
る。ただし、IL-17 は細菌感染防御に重要な
役割を果たす分子でもあり、生体内での
IL-17 応答の下方制御については慎重に検討
する必要がある。 
③自己抗体と症状との関連性について１研
究開始当初の背景の項で触れた。シェーグレ
ン症候群などの自己免疫疾患患者の多くが、
コイルドコイル構造をもつゴルジ体タンパ
クに対する自己抗体を保有している。これら
の自己抗原タンパクのほとんどが、サイトカ
インや増殖因子などの分泌に関わるもので
あることが知られている。そのような特徴を
もつゴルジ体タンパクの機能解析を行った
ところ、新生タンパクの糖鎖修飾に必須であ
ることがわかった。正常な糖鎖修飾ができな
い場合、糖タンパクが重要な役割をもつ細胞
接着などに重大な影響を及ぼすと考えられ
る。	
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