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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群 (SS) は唾液腺および涙腺を主な標的とする自己免疫疾患であ
る。我々はSSモデルマウスを樹立し、シングルセルRNAシーケンス解析を実施した。その結果、SSモデルマウス
の唾液腺では、コントロールマウスではみられないユニークなCD4陽性T細胞の集団を見出した。この細胞集団は
炎症反応を誘導する分子を発現しており、それに対する中和抗体をSSモデルマウスに投与することで、病態を改
善することができた。また、その受容体の発現も唾液腺で増加することから、唾液腺局所で病態形成に寄与する
ことが示された。本研究によって、SSの新たな発症機序の解明と新規診断マーカー・治療戦略の確立が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Sjogren’s syndrome (SS) is an autoimmune disease affected salivary and 
lacrimal glands. We made a mouse model for SS (SS model), and performed single cell RNA-sequencing 
by using salivary glands from SS model and control mice. As a result, a unique CD4+ T cell 
population that expressed several proinflammatory molecules was found in salivary glands from SS 
model, but not control. The treatment with a neutralizing antibody improved the autoimmune pathology
 in SS model. The expression of a receptor for a proinflammatory molecule also was increased in 
salivary glands from SS model, suggested that a proinflammatory signal via a unique CD4+ T cell 
population might contribute to the pathogenesis for SS. This study is expected that a unknown 
mechanism for the development of SS will be clarified and new strategies for the diagnosis or 
treatment for SS will be found.

研究分野： 免疫病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が見出したSS特異的なCD4陽性T細胞は、SS病態でどのように関与しているかについて、これまでに報告がな
い。そのため、新規の診断マーカーや治療標的の確立のために非常に重要な細胞集団であると推察される。ま
た、我々の想定している発症機序は、唾液腺局所で生じる現象であり、この機序を阻害することは全身的な影響
を最小限にしながら、SSの発症を抑制できるため、低侵襲な治療法の開発が期待される。

※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 (Sjogren’s syndrome: SS) は唾液腺や涙腺を主な標的とする自己免疫疾患
である。臨床症状としてドライマウスやドライアイをきたすが、根本的治療法はなく、難病指定
されている。疫学的に中年以降の女性に好発することから、性差や加齢が発症に関与することが
想定されるが、詳細な発症機序の解明には至っていない。病理組織学的には、CD4 陽性 T 細胞
を主体とするリンパ球浸潤が認められるものの、SS特異的な病原性 CD4陽性 T細胞の同定はな
されていない。 
同定を困難にしている要因として、

CD4陽性 T細胞の可塑性が挙げられ
る。CD4陽性 T細胞は抗原提示を受
けると、様々なヘルパーT 細胞 
(helper T cell: Th cell) に分化する。な
かでも Th1 cell や Th17 cell, 濾胞ヘ
ルパーT細胞 (follicular helper T cell: 
Tfh cell) は SS の病態に促進的に関
与するとされる。しかし、Tfh cellは
Th1 cellや Th2, 17 cellの表現型を有
するものが存在し、それぞれ Tfh1, 2, 
17 cell といわれている  (Trends 
Immunol 2014)。自己免疫疾患の 1つ
である全身性エリテマトーデスで
は、Tfh2細胞が病態に関与しているとの報告があり (Front in Immunol 2018)、関節リウマチで
は、Tfh2や Tfh17細胞との関連の報告もある (Front in Immunol 2018) ことから、多様な表現型
を有する Tfh 細胞が自己免疫疾患発症や進展に寄与することが示唆されているものの、詳細な
メカニズムについては解明されていない。さらに、Tfh細胞の中でも T-betを共発現するものは、
その分化・成熟の移行段階の細胞である可能性が指摘されており (Immunity 2011)、Tfh 細胞は
可塑性を有することを示唆している (図 1)。以上から、SS の病態を把握するには、多様で可塑
性を有する Tfh細胞集団の全体像を捉える網羅的な解析が必要であると考えられる。 
近年、single cell RNA-sequencing (scRNA-seq) 解析により様々な病態が明らかになってきている。

scRNA-seqは、従来のマイクロアレイ法やバルク RNAシークエンスなどのように、細胞集団全
体の平均値を算出するのではなく、単一細胞レベルでトランスクリプトーム解析を行うため、こ
れまで知られていなかった細胞集団や機能の発見、あるいは調節経路での多数の遺伝子によっ
て生じる動的同時変化を検出できる。申請者は、scRNA-seqによって CD4陽性 T細胞の可塑性
を明らかにすることで、SS病態に特異的な新規の細胞集団を同定することを目指した (図 2)。 
２．研究の目的 
 本研究は、scRNA-seq解析
によりSS病態におけるCD4
陽性 T 細胞の可塑性を明ら
かにし、なかでも SSに特異
的に出現する細胞集団を同
定し、病原性を評価するこ
とで、SS特異的病原性 CD4
陽性 T 細胞の同定を目的と
した。 
 自己免疫疾患の治療法の
多くは、ある特定の免疫細
胞の機能を抑制するが、病
原性免疫細胞と同時に正常
な免疫細胞も抑制されてし
まうデメリットがある。特
に、ドライマウスやドライ
アイを主症状とする SSは、
唾液腺や涙腺などでのみ治
療効果を発揮し、全身的な副作用を少なくするような、低侵襲な分子標的治療が求められる。本
研究によって、SS でのみ認められる細胞集団を見出すことができれば、低侵襲な分子標的治療
の開発にもつなげることができる可能性が考えられる。 
３．研究の方法 
 申請者は雌 NFS/sld マウスの生後 3 日目に胸腺を摘出することで、SS 疾患モデルマウス (以
後、SS model) を作成した。このマウスは 8 週齢頃から SS患者と同様の症状を呈し、その後病
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態が増悪していくことから、10 週
齢の SS model と胸腺を摘出して
いない Ctrl の唾液腺を採取し、
CD45 陽性免疫細胞を単離し、
scRNA-seq解析を行った。ライブ
ラリー作成は Chromium Next 
GEM Single Cell 3ʹ Reagent Kits 
v3.1 (Dual Index) (10X Chromium) 
を用いた。また、scRNA-seqによ
って得られたデータの解析は
Cell Loupe Browser (10X 
Chromium) を用いた。 
 タンパク質発現については、
FACS Canto II (BD) を用いてフロ
ーサイトメトリー解析により評
価した。 
 病理組織学的解析は、免疫組織
化学、免疫蛍光染色および in situ 
hybridization (ISH) を実施した。
免疫蛍光染色は共焦点顕微鏡
A1R (Nikon) にて観察した。ISH
は RNA scope (コスモバイオ) の
各種キットを用いた。 
 SS 患者検体を用いた実験は、徳島大学病院口腔内科および耳鼻咽喉科・頭頸部外科にて口唇
腺生検術を受けた患者を対象とし、徳島大学病院生命科学・医学系研究倫理審査委員会の承認を
受け実施している。 
４．研究成果 
⑴ scRNA-seqによる SS特異的 CD4陽性 T細胞の同定 
scRNA-seqの結果、CD4陽性 T細胞、CD8陽性 T細胞、B細胞、マクロファージなど様々な細
胞集団の遺伝子発現変化を確認することができた。特に、CD4陽性 T細胞では、SS model特異
的に増加する細胞集団を確認することができ、これを SS特異的 CD4陽性 T細胞とした。SS特
異的CD4陽性 T細胞では、炎症反応を促進する分子の遺伝子発現が上昇していた (図3A参照)。 
 次に申請者は、その分子のタンパク質レベルでの発現をフローサイトメトリーにて評価した。
その結果、Ctrl に比較して SS model の唾液腺では有意に増加し、それはリンパ組織でも同様で
あった (図 3B参照)。また、週齢をおって評価すると、6 週齢から発現が上昇することから、発
症初期段階から SS特異的 CD4陽性 T細胞が関与する可能性が示唆された (図 3C参照)。 
⑵ SS特異的 CD4陽性 T細胞の病原性の解明 
 申請者は scRNA-seqにより同定した炎症誘発分子に対する中和抗体を SS modelに投与するこ
とにより SS 特異的 CD4 陽性 T 細胞の病原性を評価した。その結果、中和抗体投与群では対照
群に比較して病理組織学的スコアの改善、免疫細胞数の減少、唾液量・涙液量の増加が認められ
た。以上から、SS特異的 CD4陽性 T細胞に発現する炎症誘発分子が SSの病態形成に寄与する
ことが示された。 
⑶ SS特異的 CD4陽性 T細胞を介した発症機序の解明 
 炎症誘発分子の受容体の発現を免疫組織化学および免疫蛍光染色にて評価した。その結果、
Ctrl では発現細胞が認められないのに対し、SS model では大多数の個体で認められた。以上か
ら、SS特異的 CD4陽性 T細胞は受容体発現細胞との相互作用を介して SS病態形成に寄与する
ことが想定され、今後、この分子機構については詳細な解析を行う予定である。 
⑷ SS患者における SS特異的 CD4陽性 T細胞の浸潤 
 SS modelで認められた SS特異的 CD4陽性 T細胞を SS患者の口唇腺生検材料でも確認した。
SS患者の口唇腺病理標本を用いて炎症誘発分子の発現を ISHにて観察した。その結果、病理組
織学的スコアの高い SS患者ほど炎症誘発分子の発現細胞が多く観察されることが示された。以
上から、SS特異的 CD4陽性 T細胞が SS患者でも認められることが明らかになった。 
⑸ 研究成果の報告 
 以上の研究成果を第 111 回日本病理学会総会 (口頭)、第 51 回日本免疫学会学術集会 (口頭)、
第 33 回日本臨床口腔病理学会、第 64 回歯科基礎医学会学術大会にて発表した。また、SSに関
する研究成果として、Frontiers in Medicine (Sato M et al. 2022), Viruses (Otsuka K et al. 2022)、総
説として、診断病理 (大塚邦紘ら 2022), 日本臨床 (大塚邦紘ら 2022) に報告した。 
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