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研究成果の概要（和文）：SjSモデルマウスに対するNF-kB抑制剤Bortezomib（Bor）の治療効果の検討を行っ
た。その結果、26Sプロテアソーム阻害剤であるBorはSjSモデルマウスにおいて、腺房構造の破壊阻止に有効な
治療薬となることが示唆された。
HDACインヒビターによる培養腺房細胞株でのAQP5発現増強効果の検討を行った。その結果、培養腺房細胞株を各
種HDACインヒビターにて処理することにより、AQP5 mRNAの発現増強が認められた。HDACインヒビターはAQP5遺
伝子プロモーター領域におけるヒストンH4の脱アセチル化を阻止することにより、腺房細胞におけるAQP5発現の
増強に繋がることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the therapeutic effect of Bortezomib, an NF-kB-inhibitory drug, 
on the destruction of acinar structure of SjS model mouse. As a result, Bortezomib was shown to 
improve the destruction of acinar structure by suppressing the NF-kB activity of acinar cells. 
We examined the effects of HDAC inhibitors on the expression of AQP5 in cultured acinar cells. As a 
consequence, increase of the expression of AQP5 mRNA was observed by the treatment of acinar cells 
with HDAC inhibitors. In addition, it was shown that HDAC inhibitors induce the expression of AQP5 
in acinar cells by inhibiting the deacetylation of histone H4 in promoter regions. 

研究分野：医歯薬学

キーワード： シェーグレン症候群　腺房細胞　導管細胞　アクアポリン5　ケモカイン　サイトカイン　転写因子NF-k
B

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はSjSの発症に関与する分子群を発現制御することにより、多段階的・多重的な治療法を構築するところ
にある。すなわち、唾液腺組織へのリンパ球浸潤を阻止するためCXCL10分子を標的とする治療法の構築、また腺
房構造破壊に関与する転写因子NF-kBを標的とした治療法の構築、さらに腺房細胞における水分泌機能向上のた
めに、水輸送膜蛋白であるAQP5の発現を誘導する治療法の構築である。本治療法は患者が置かれているあらゆる
病期・病態に対応できるシステムである。よって本研究成果は、患者にとって最適な治療法の選択と治療効果の
実質的実現につながることから学術的意義や社会的意義は非常に大きいものと考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
指定難病であるシェーグレン症候群（SjS）患者の唾液腺組織においては、リンパ球浸潤に
より唾液を産生する腺房細胞が破壊される結果、唾液分泌が低下し口腔乾燥（ドライマウス）
をはじめとして、様々な口腔内・外症状を呈する。このため患者の QOL・ADLは著しい低
下を示す。これまで SjS 発症過程には様々な疾患関連分子が関与していることが明らかに
されているが、我々はこれまでに 3種類の疾患関連分子群を明らかにしてきた。そこで当該
研究の目的は、病変発症メカニズムに関与する分子群に基づいて新規治療法を構築するこ
とである。 

 
２．研究の目的 
  (1) 「唾液腺組織へのリンパ球浸潤阻止療法の構築」 
    SjS 患者においては種々のケモカインが唾液腺組織へのリンパ球浸潤開始において重
要な役割を担っていることが報告されている。特に CXCL10と CXCL9及び CXCL11
が唾液腺導管細胞より生産され、これらのケモカインがケモカインレセプターである
CXCR3 を発現する T リンパ球の唾液腺導管細胞周囲への浸潤開始に深く関与してい
ることが示唆されている。そこで、リンパ球の唾液腺導管周囲への浸潤を阻止するため、
培養導管細胞及び SjSモデルマウス導管細胞における CXCL10発現抑制療法を構築す
ることを目的とする。 

  (2) 「腺房構造安定化療法の構築」 
    SjSにおいては、何らかの原因により腺房細胞周囲において基底膜が分解されることに
より腺房細胞はアポトーシスに陥り腺房構造の破壊が引き起こされることが報告され
ている。すでに我々は、導管細胞株と腺房細胞株を TNF-aにて処理した場合、腺房細
胞においてのみMMP-9の活性上昇が見られ、これは転写因子 NF-kBの活性化を介し
ていることを報告している。そこで、腺房構造の消失の阻止を目指して、SjSモデルマ
ウスを用いてNF-kB活性化抑制製剤による腺房構造安定化療法を構築することを目的
とする。 

  (3) 「腺房細胞での水分泌促進療法の構築」 
    多くの SjS 患者においては、上記のごとく腺組織破壊に伴って唾液分泌低下がみられ
るが、腺組織破壊を伴わない場合においても唾液分泌低下がみられることが報告され
ている。正常ヒト唾液腺腺房細胞には水輸送膜蛋白である Aquaporin 5 (AQP5)の存在
が確認されている。一方、TNF-aは AQP5遺伝子プロモーター領域におけるヒストン
H4を脱アセチル化することにより AQP5遺伝子発現を負に制御している。そこで、ヒ
ストンアセチル化の促進を介した AQP5 の発現増強を目指して、培養唾液腺腺房細胞
株及び SjS モデルマウスを用いて AQP5 発現誘導システムを構築することを目的とす
る。 

 
３．研究の方法 
  (1) 「唾液腺組織へのリンパ球浸潤阻止療法の構築」 
    本研究においては、不死化正常ヒト唾液腺導管細胞株（NS-SV-DC）と腺房細胞株（NS-
SV-AC）を用いる。それぞれの細胞株を未処理あるいはサイトカイン（TNF-a、IFN-g）
にて処理した後、ケモカインである CXCL10、CXCL9、CXCL11 及びケモカインレセプター
である CXCR3 の発現について、それぞれの一次抗体（抗 CXCL10 抗体、抗 CXCL9 抗体、
抗 CXCL11 抗体、抗 CXCR3 抗体）を用いて Western blotting 法と間接蛍光抗体法にて
検索する。またそれぞれの mRNA 発現につき定量的に解析する。次に培養細胞を未処理
あるいはサイトカインにて処理した後、培養上清中に存在する各ケモカインを CXCL10 
ELISA test kit 及び CXCL9 抗体とビオチン化抗 CXCL9 抗体を用いて定量する。また
Western blotting 法にて検証する。抗 CXCL10 モノクローナル抗体製剤（MDX-1100）に
よる各培養細胞からのケモカイン産生に及ぼす影響につき、Western blotting 法と間
接蛍光抗体法、Real-time RT-PCR にて検索する。また、SjS モデルマウスより採血した
ヘパリン添加末梢血を比重分離法（Ficoll-Hypaque 液）にて分離し、これにより単核
球層を採取し末梢血単核球とする。末梢血単核球を FITC 結合抗 CXCR3 抗体と反応させ
て後 FACS 解析を行い、CXCR3+単核球数の病変進行に伴う増加を確認する。末梢血単核
球を用いて、各ケモカインに対する遊走能を Transwell 法にて検索する。これにより、
病変進行に伴う各ケモカインに対する遊走能の亢進を確認する。 

  (2) 「腺房構造安定化療法の構築」 
    SjS モデルマウスを用いて、リンパ球浸潤に伴う腺房構造破壊の進行度に対応した
Bortezomib の治療効果につき検討する。すなわち、モデルマウスの腹腔内に生後 3 週
間後、4週間後、6週間後、8週間後、10週間後から週 5回の割合で Bortezomib の投与
を開始する。コントロールとして生食投与群を用いる。そして生後 11 週の時点ですべ
てのマウスを屠殺する。マウスより唾液腺組織を摘出し、通常の方法に従って H&E 組織
染色を行う。炎症病変の組織学的 Grading を White と Casarett の方法に従って行う。
以上の解析より、唾液腺組織におけるリンパ球浸潤の程度と腺組織破壊の進行度の観
点から、Bortezomib の治療効果を判定する。 



  (3) 「腺房細胞での水分泌促進療法の構築」 
    SjS 腺房細胞での AQP5 発現増強に及ぼす HDAC インヒビター（SAHA、VPA、TSA）の影響
につき解析する。各 HDAC インヒビター単独にて腺房細胞を処理した時の AQP5 発現増
強につき、Real-time RT-PCR、Western blottring 法と間接蛍光抗体法にて確認すると
ともに、アセチル化ヒストン H3、H4 の発現増強について解析する。また、AQP5 遺伝子
プロモーター領域におけるアセチル化ヒストン H3、H4 を解析する。TNF-a と各 HDAC イ
ンヒビターにて処理した時の AQP5 発現を解析することにより、TNF-a による AQP5 発現
抑制と HDAC インヒビターによる発現増強を確認する。 

 
４．研究成果 
   「唾液腺組織へのリンパ球浸潤阻止療法の構築」 
   NS-SV-DC細胞とNS-SV-AC細胞の未処理あるいはTNF-aや IFN-g処理におけるケモカイン      
CXCL10、CXCL9、CXCL11 mRNA 及びケモカインレセプターである CXCR3 mRNA 発現を Real-
time RT-PCR にて検索した結果、ケモカインの発現は NS-SV-DC（導管細胞）において強
発現が認められた。なお CXCR3 の発現は両細胞においては認められなかった。間接蛍光
抗体法にて各細胞株における未処理あるいは TNF-a や IFN-g 処理におけるケモカイン、
ケモカインレセプター発現を蛋白レベル、細胞局在レベルにて検索した結果、ケモカイ
ンは導管細胞の細胞質内に認められた。ケモカインレセプターは認められなかった。す
でに我々は、SjS 患者の唾液中には CXCL10 が正常人唾液に比較して著明に高値を示して
いることを明らかにしていることから、CXCL10 に焦点を絞りヒト抗 CXCL10 抗体製剤によ
る培養細胞株へのケモカイン発現に及ぼす影響を解析した結果、抗 CXCL10 抗体により発
現量の低下が認められた。SjS モデルマウスから CXCR3+末梢血単核球を採取し、ケモカ
インへの遊走能を検索した結果、ケモカインへの遊走現象が確認された。以上より、唾液
腺導管細胞におけるケモカイン発現によるリンパ球遊走の促進とその制御が詳細に解析
できた。 
「腺房構造安定化療法の構築」 

   SjS モデルマウスの腹腔内に生後 3 週後、4 週後、6 週後、8 週後、10 週後から週 5 回の
割合で Bortezomib の投与を行なったところ、投与の開始が早い程唾液腺（顎下腺、耳下
腺）組織における腺房構造破壊の程度が軽減されていることが明らかとなった。また、リ
ンパ球浸潤の程度も軽減していた。以上より、26S プロテアソーム阻害剤である
Bortezomib は SjS モデルマウスにおいて、腺房構造の破壊阻止に有効な治療薬となる可
能性が示唆された。 

   「腺房細胞での水分泌促進療法の構築」 
   培養腺房細胞株（NS-SV-AC）を各種 HDAC インヒビター（SAHA、 VPA、TSA）にて処理する   
ことにより、Real-time RT-PCR にて AQP5 mRNA の発現増強が認められた。さらに Western 
blotting での解析により AQP5 蛋白の発現増強が確認された。間接蛍光抗体法にて AQP5
の局在を確認したところ、細胞膜にその局在が認められた。TNF-a による AQP5 遺伝子プ
ロモーター領域におけるアセチル化ヒストンH3と H4を Chromatin immunoprecipitation
法により解析したところ、ヒストン H4 の脱アセチル化が確認された。TNF-a と HDAC イン
ヒビターにて細胞株を処理することにより、ヒストン H4 の脱アセチル化は阻止された。
以上より、HDAC インヒビターは TNF-a による AQP5 遺伝子プロモーター領域におけるヒス
トン H4 の脱アセチル化を阻止することにより、腺房細胞における AQP5 発現の増強につ
ながることが明らかとなった。 
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