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研究成果の概要（和文）：本研究はシェーグレン症候群の迅速確実な診断法の確立を RT-PCR
法によるβデフェンシンの遺伝子発現量を基準にして行うためのものである。シックハウス症

候群におけるβデフェンシンの発現の比較によりβデフェンシン４では炎症の急性期では発現

が増加し、慢性期では発現が減少する特徴が明らかになった。シェーグレン症候群患者は口唇

腺に慢性炎症が認められる状態であり、ヒトβデフェンシン４がわずかに認められた。シェー

グレン症候群の疑いがあり、口唇生検を行ったが、シェーグレン症候群でないと診断された患

者の中にβデフェンシン４が強く発現している群があった。βデフェンシン４の上記の特徴を

考慮すると、これらの群はシェーグレン症候群に共通する何らかの変化が生じている可能性が

考えられることが示唆された。口唇腺のヒトβデフェンシン４遺伝子発現を分析することで、

シェーグレン症候群の予備軍を診断できる可能性が期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）：To analyze the details of changes in expression patterns of human 
β-defensins in labial glands in Sjögren’s syndrome, the present study investigated the 
immunoreactivity and gene expression of human β-defensin s in patients with and without 
Sjögren’s syndrome. Otherwise, we analyzed the localization patterns of β defensins , 
in the tracheal epithelium of mouse modeles of sick building mice. The results of this 
study indicated that acute inflammation increased β defensin4 and chronic inflammation 
decreased β defensin4.  
Weak gene expression of human β-defensin4 was detected in labial glands with Sjögren’s 
syndrome, but was almost absent in labial glands without Sjögren’s syndrome. 
Interestingly, a subgroup of labial glands without Sjögren’s syndrome showed gene 
expression of human β-defensin4 and similar morphology to the Sjögren’s syndrome. These 
findings and the result that acute inflammation increased β defensin4 and chronic 
inflammation decreased β defensin4 may indicate a potential for future Sjögren’s 
syndrome. These analyses might prove useful in the diagnosing and assessing risk of 
Sjögren’s syndrome.  
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)シェーグレン症候群は代表的な自己免疫

疾患のひとつで、原因の詳細は不明であ
る。現在、日本では 1999 年厚生省改訂の
診断基準が用いられているが、アメリカ
や ヨ ー ロ ッ パ で は 2002 年 に
American-Europian Consensus Group に
よって提唱された診断基準が用いられて
いる。両者に共通するのは唾液腺生検に
おいて炎症所見が認められることが診断
において最重要であるとされている点で
ある。 

 
(2)抗菌ペプチドであるヒトβデフェンシン

は感染や炎症を起こした際に部位特異的
に強い発現が観察される性質がある。こ
れまで 

 
 
２．研究の目的 
 
シェーグレン症候群患者の口唇腺と正常口
唇腺におけるヒトβデフェンシンの発現パ
ターンの違いをもとにシェーグレン症候群
の早期診断法を確立すること本研究の目的
としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
コントロールとして正常な口唇腺とシェー
グレン症候群の口唇腺とを免疫染色により
ヒトβデフェンシンの発現を分析した。シェ
ーグレン症候群罹患による発現量の比較を
より定量的、精密、迅速に分析するために
RT-PCR 法にて遺伝子レベルでの分析を行っ
た。 
 
＜RT-PCR 法に用いるプライマーの設計＞ 
cDNA ライブラリーは、前回申請者らによって
βデフェンシンの発現が確認されているヒ
ト扁平上皮がん株 HSC4 を培養して RNA 抽出、
cDNA 転写した。次に、NCBI のデータベース
に基づいて各βデフェンシンの遺伝子配列
から Primer3を用いてプライマーを設計合成
した。それぞれのプライマーを用い、上述の
cDNA をテンプレートにして遺伝子を合成さ
せ、シーケンサーを用いて合成された遺伝子
の配列を分析した。CLUSTAL W を用いて NCBI

のデータベースと 100％配列が一致したもの
を本研究用のプライマーとして採用した。な
お、免疫染色ではヒトβデフェンシン 3は
HSC4 が発現していなかったため、ヒトβデフ
ェンシン 3のプライマー作成には市販のヒト
cDNA ライブラリーを用いた。実際口唇腺導管
上皮細胞でのヒトβデフェンシン 3発現を免
疫組織化学法で調べた結果、HSC4 同様、発現
していないということが判明した。以上から
本年度に確定した各ヒトβデフェンシンの
プライマー配列は次のとおりである。ヒトβ
デフェンシン 1: 
forward;cgccatgagaacttcctacc, reverse; 
cttctggtcactcccagctc、ヒトβデフェンシン
2:forward; atcagccatgagggtcttgt, 
reverse; gagaccacaggtgccaattt、ヒトβデ
フェンシン 3: 上記の方法で設計したプライ
マーは全てヒトβデフェンシン 3遺伝子発現
を検出できなかった。ヒトβデフェンシン 4: 
forward; ctcagctcctggtgaagctc, reverse; 
ggatcgcctataccaccaaa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、シェーグレン症候群と同様に細菌やウ
イルス感染を原因としていない炎症を生じ
る、シックハウス症候群におけるβデフェン
シンの発現をシックハウスモデルマウスを
用いて、免疫染色にて分析し、βデフェンシ
ンの発現の特性についても分析を行った。 
 
シックハウス症候群モデルとしてトルエン
曝露マウスを用いた。トルエン曝露に関して
は次に示すシステムを使用した。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４． 研究成果 
 
(1)シックハウス症候群でのβデフェンシン

の発現（抗体法） 
βデフェンシン 1はコントロール群、いずれ
の曝露群も一定の発現量を認め変化がなか
った。βデフェンシン 2では１回曝露群では
変化はなかったが、４回曝露群では発現量が
減少し、１０回曝露群では発現量がさらに減
少した。βデフェンシン 3ではコントロール
群も曝露群も発現は認めなかった。βデフェ
ンシン 4では４回曝露では発現量が増加した
が、１０回曝露群では発現量が減少した。以
上のようにシックハウス症候群においても
βデフェンシンは特徴的な発現を示した。と
くに、βデフェンシン４では炎症の急性期で
は発現が増加し、慢性期では発現が減少する
特徴が明らかになった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) シェーグレン症候群患者の口唇腺にお
けるヒトβデフェンシンの発現（抗体法） 



 
ヒトβデフェンシン 1のシグナルは正常な口
唇腺、シェーグレン症候群患者の口唇腺とも
に、導管上皮細胞に認められた。また、ヒト
βデフェンシン 1 のシグナルの強さは SS の
口唇腺と正常な口唇腺とを比較したところ、
弱くなっていた。 
 
ヒトβデフェンシン 2のシグナルも正常な口
唇腺、シェーグレン症候群患者の口唇腺とも
に、導管上皮細胞に認められ、腺房には認め
られなかった。シェーグレン症候群患者の口
唇腺のシグナルの強度は正常な口唇腺と比
較すると、著しく弱かった。 
 
ヒトβデフェンシン 3のシグナルは正常な口
唇腺においてもシェーグレン症候群患者の
口唇腺においても認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ヒトβデフェンシン 4のシグナルは正常な口
唇腺では導管上皮細胞に認められるのみな
らず、腺房細胞にもわずかに認められるもの
があった。シェーグレン症候群患者の口唇腺
ではすべての標本において導管上皮細胞と
腺房細胞にシグナルが認められたが、シグナ
ル強度は正常な口唇腺で認められたものと
比較して弱かった。 
 
＜正常な口唇腺におけるヒトβデフェンシ
ン 4の発現＞ 
 
 
 
 
 
 
 
＜シェーグレン症候群患者の口唇腺におけ
るヒトβデフェンシン 4の発現＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3)シェーグレン症候群患者の口唇腺におけ

るヒトβデフェンシンの発現（RT-PCR 法） 
ヒトβデフェンシン１ではすべての口唇腺
において同程度の遺伝子発現が認められた。
ヒトβデフェンシン２ではシェーグレン症
候群の口唇腺において遺伝子量が減弱して
いた。ヒトβデフェンシン４ではシェーグレ
ン症候群において遺伝子発現が認められた。
さらに、シェーグレン症候群と診断されなか
った群のなかで遺伝子発現が認められた例
が存在していた。βデフェンシン４は炎症の
急性期では発現が増加し、慢性期では発現が
減少する特徴があることを考慮すると、シェ
ーグレン症候群と診断されていないにも関
わらず、ヒトβデフェンシン４が発現してい
るものは何らかの変化が書字ている可能性
があることが示唆された。口唇腺のヒトβデ
フェンシン４遺伝子発現を分析することで、
シェーグレン症候群の予備軍を診断できる
可能性が期待できる。 
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