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研究成果の概要（和文）：HTLV-I 陰性シェーグレン症候群小唾液腺では二次濾胞中に濾胞性樹

状細胞と、CXCL13 の発現がみられたが、HTLV-I 陽性例では見られなかった。唾液腺上皮細

胞と HTLV-I 細胞株との共培養で変動する蛋白質が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）：In labial salivary glands from HTLV-I-seronegative SS with 
germinal center, follicular dendritic cells with CXCL13 were observed. Co-culture of SGEC 
with HCT-5 showed variation of some molecules. 
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１．研究開始当初の背景 

シェーグレン症候群（以下 SS）の発症要因

の一つとして、微生物の中では EB ウイル

スとともに HTLV-I も挙げられるが、

HTLV-I の関与はまだ疫学的および分子生

物学的に確立されたものではない。わたし

たちは以前HTLV-I感染は SS発症の環境要

因であり、抗 HTLV-I 抗体陽性 SS 患者での

HTLV-I 特異的かつ唾液腺特異的な自己免

疫反応の存在は唾液中 IgA 型抗 HTLV-I 抗

体と HTLV-I プロウイルスの存在から確認

されていることを報告した。HTLV-I 感染と

アポトーシス感受性に関しては数多くの研

究が発表され、私たちの in vitro 研究からも

HTLV-I 感染は宿主細胞の NF-κB、Bcl-2、

Bcl-x などの発現誘導およびアポトーシス

抵抗性を惹起し SS の病態形成に関わると

考えられるが、SS 唾液腺生検組織のアポト

ーシス陽性細胞率、Fas/Fas ligand、Bcl-2 関

連蛋白の発現は、HTLV-I 感染の有無で有意
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差は認められない。この結果を踏まえ、

HTLV-I による SS 発症を考える場合、アポ

トーシス以外の機序を考察する必要性を模

索してきたが、その中で下記のように唾液

腺組織の構造破壊に着目してまず研究を進

めた。 

２．研究の目的 

抗 HTLV-I 抗体陰性 SS と比較して、抗

HTLV-I 抗体陽性 SS の唾液腺は構造破壊を

来たしにくいことが明らかとなってきた。

この傾向はHAMに合併するSSに顕著に認

められ、これは HTLV-I 関連 SS で初めて明

らかとなった。HAM には HTLV-I 特異的免

疫反応が顕著に検出されるので、この差異

の解析はHTLV-I関連 SSの病態解析に必要

と考えられる。 

唾液腺局所での ectopic GC は、私たちの組

織学的な検討でも、SS では頻度は比較的低

いも検出されるが、HAM 合併 SS の生検唾

液腺組織には全く ectopic GC は検出されな

い。私たちの検討では GC 形成に重要なケ

モカインであるCXCL13の唾液腺組織にお

ける発現がHAM合併SSでは全く検出され

なかったことも明らかとなり、GC を介し

た唾液腺破壊の観点からも HTLV-I 陰性 SS

との違いがうかがえる。GC 形成には自然

免疫やケモカインの関与が大きいが、

HTLV-I の pＸ遺伝子は transactivator である

Tax 蛋白活性化を介して種々のサイトカイ

ン・ケモカインの産生を亢進させることが

知られている。わたしたちは HTLV-I 関連

SS の発症機序について、ウイルス感染によ

る自然免疫受容体（Toll-like receptor；以下

TLR）の活性化を想定してその下流にある

PI3K-Akt 経路の活性化も検討してきたが、

TLR3のリガンドである poly:ICで初代培養

唾液腺上皮細胞を刺激すると細胞死が増加

しAktもMAP kinaseのリン酸化も伴って活

性化されていることを見出した。そこで今

回、 抗 HTLV-I 抗体陽性 SS と抗 HTLV-I

抗体陰性 SS の唾液腺生検組織での比較検

討を、ectopic GC、ケモカイン、TLRs、Akt

など唾液腺細胞生存に関わる因子の発現を

中心に解析したい。また、これら発現の差

異を、HTLV-I 感染ヒト T 細胞株（HCT-5）

とヒト初代培養唾液腺細胞の共培養実験で

検証し、in vivo では動物モデルを用いて確

認・解析したい。 

３．研究の方法 

HTLV-I の上皮系細胞への感染例としては、

網膜色素細胞株に HTLV-I 感染を誘導でき

た報告が見られる。このため、今回 HTLV-I

が口唇生検で得られた唾液腺上皮細胞に感

染しうるのかを確認したい。HTLV-I 感染細

胞株は HCT-5 を用い、その感染効率がどの

くらいの頻度であるのか、HTLV-I の p19、

p28 および GAG に特異的なモノクローナ

ル抗体を用いた蛍光免疫染色を行い、唾液

腺上皮細胞 100 個あたりの感染数を検討す

る。但し、cell line への感染実験ではないた

め、感染効率が低い可能性はあり、感染実

験の条件により詳細な設定が必要である可

能性がある。さらに HTLV-I の唾液腺上皮

細胞への感染が確認できたら、HTLV-I に対

する特異抗体による細胞染色と同時に、異

種の抗体を用いた二重染色を行う。すなわ

ち、唾液腺上皮側に発現する生存因子は

EGF, PI3K/Akt, XIAP, 報告によっては

Bcl-2 の発現があり、カスパーゼなどのアポ

トーシス誘導分子も発現する。これらの細

胞死を制御する分子と HTLV-I 感染の共発

現が証明できれば、HTLV-I 感染による生存

因子の活性化に言及できると考えられる。

さらにこれらの生存因子の発現レベルを、

ウエスタンブロット法によっても半定量的

に検討する。さらに HTLV-I が感染した場



 

 

合、その過程で発現する TLRs とその局在

を検討する。 
４．研究成果 

唾液腺での検討の前に、ヒトリンパ節の

GC 内の CXCL13 発現が濾胞性樹状細胞

（FDC）の分布と類似していることを連続

切片による免疫染色で確認した。次いで SS

小唾液腺組織における CXC13 と FDC の発

現を蛍光染色で検討したところ、HTLV-I

関連脊髄症 (HAM)合併 SS 小唾液腺や

HTLV-I キャリア SS 小唾液腺では両者発現

はみられなかった。しかし、異所性 GC を

有する HTLV-I 陰性 SS 小唾液腺では、

CXCL13（ローダミン標識二次抗体使用）

および FDC（FITC 標識二次抗体使用）両

者が蛍光免疫染色により共発現していた。

この共発現は、陽性コントロールと用いた

ヒトリンパ節においても確認された。こら

れの結果から、CXCL13 発現およびその供

給源と考えられる FDC は抗 HTLV-I 抗体陽

性 SS 唾液腺では少ないことが確認された。 

また、SS 患者由来培養唾液腺上皮細胞 

(SGEC)と HCT-5 の共培養を行った。共培養

に先立ち、唾液腺用培地中での HCT-5 自体

における HTLV-I GAG 蛋白の発現を FITC

標識した二次抗体を用いて 0,12,24,36,48hr

まで観察したが、GAG は 0-48hr を通して

constitutive に発現しており、共培養に耐え

うることを最初に確認した。また、共培養

0, 72hr 上清のサイトカインアレイを行い、

可溶性 ICAM-1、IP-10、MIF および RANTES

の発現が観察された。特に 72hr での可溶性

ICAM-1 と RANTES の増強が顕著であり、

細胞接着やT細胞のmigrationに関わる機能

亢進が示唆された。一方、唾液腺上皮細胞

ライセートにおけるアポトーシス関連蛋白

アレイ解析では 72hr 共培養後、Fas および

Bcl-x 発現が明らかに増強し、cytochrome C

の初ｇ年も増強していた。この他にも細胞

生存に関わる分子発現の変動が 72hr に観

察されており、今後これらのアレイ解析の

追試を行い、統計学的解析を行う予定とし

ている。 

〈唾液腺上皮細胞とHCT-5共培養上清サイ

トカインアレイ結果：PC は陽性コントロー

ル〉 

 

HCT-5 との共培養において、形態学的に

は細胞数の減少や形態変化はみられず、少

なくとも 72hr までは HTLV-I 感染細胞によ

る唾液腺細胞のアポトーシスを思わせる変

化は得られていない。これらの結果からは

HTLV-I が直接的あるいは液性因子を介し

て間接的に唾液腺上皮細胞に細胞死に関す

る分子に影響を与えていると考えられる。 

 最後に、唾液腺上皮細胞と HCT-5 によっ

て感染が成立するかについて検討した。こ

れまでの検討では、共培養後、48-72hr 時間

までは、唾液腺上皮細胞側に GAG 蛋白発

現は確認できなかったが、96hr 培養では

GAG 蛋白発現と共に、NF-kappa B の核内

移行の可能性が示唆された。 

 今回の解析で少なくとも間接的には、

HTLV-I の存在による上清中のサイトカイン

やや唾液腺上皮細胞の生死に関わる分子の

変動が確認できた。今後直接的な感染の可能

性について検討を進める予定である。 
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