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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群（SS）において注目されている自己抗原であるM3ムスカリン作働
性アセチルコリン受容体（M3R）に対する免疫応答に着目し、ヒトM3R反応性CD4+T細胞のSS病態への影響、およ
びその解析結果を元にした抗原特異的治療法の構築を目的とした。
ヒトSS患者の小唾液腺に浸潤するT細胞より細胞株を樹立した。同時に、ヒトM3Rの全長（590アミノ酸配列）を
カバーする約20mer×45種類の合成ペプチドを作成（5merずつ前後のぺプチドが重なるようデザイン）した。現
在、同一患者のCD14+細胞から誘導した樹状細胞および作製したペプチドを用いてT細胞株のM3R反応性を継続し
て評価している。

研究成果の概要（英文）：Sjogren's syndrome (SS) is an autoimmune disease characterized by 
infiltration of lymphocytes including CD4+ T cells into salivary glands. The restricted usage of T 
cell receptor (TCR) has been reported, suggesting the antigen-specific immune response is the main 
pathologic mechanism. M3 muscarinic acetylcholine receptor (M3R) is evaluated to be one of the 
auto-antigens of SS, so we tried to evaluate M3R recative CD4 T cells from patients.
CD4+ T cells from salivary glands of a patient with primary SS were single-cell sorted and clones 
were established. The TCR Vβ sequences among established clones were checked. Next, functional 
dendritic cells were induced from CD14+ cells of the same patient. Now the evaluation of M3R 
reactivity of established T cell clones are going on, using dendritic cells and M3R peptides. 

研究分野：自己免疫
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１．研究開始当初の背景 
シェ―グレン症候群（Sjogren’s syndrome; 
SS）は慢性唾液腺炎を主徴とする自己免疫疾
患であるが、根治的治療法はない。近年、SS
の自己抗原として唾液腺に高発現し唾液分
泌に重要な役割を果たす M3 ムスカリン作働
性アセチルコリン受容体（M3R）が注目され
ている。SS 患者の末梢血中に抗 M3R 抗体が存
在すること（Dawson L, et al. Arthritis 
Rheum. 2005; 52: 2984-2995）や、M3R 反応
性 T細胞が検出されること(Naito Y, et al. 
Ann Rheum Dis. 2006; 65: 269-71.) などか
ら、SS 病態に M3R 抗原への自己免疫応答の関
与が示唆されている。また、本研究室ではマ
ウスを用いてM3Rに対する自己免疫応答によ
り SS 様の唾液腺炎が誘導されること (M3R 
induced sialadenitis; MIS)を確認した。本
モデルはM3R反応性Ｔ細胞が唾液腺炎の発症
に重要であり、更に申請者はこの自己抗原反
応性T細胞をアナログペプチドにより抑制す
ることで唾液腺炎の発症が抑制できること
を示した(Asashima H, et al. Arthritis 
Rheumatol. 2015; 67: 2213-25.)。これらの
知見から、現時点では 
・ ヒト末梢血において M3R の自己免疫応答
が何らかの SS 病態に関与していること 
・ マウスモデルの検討から M3R 反応性 T細
胞の自己免疫応答が唾液腺炎を誘導するこ
と、およびアナログペプチドにより T細胞を
抑制することで抗原特異的に唾液腺炎が抑
制されること 
が確認されている。しかし、ヒト SS で実際
に病変部局所において M3R反応性 T細胞が存
在するか、またその T細胞が腺組織の破壊に
どのような影響を及ぼすのかは不明である。
病態に関与するのであれば、末梢血中でも
M3R 反応性 T細胞を検出し、末梢血/小唾液腺
いずれの M3R反応性 T細胞も抑制しうるアナ
ログペプチドを選定することで抗原特異的
治療法の確立が期待できる。 
 
２．研究の目的 
SS マウスモデルにおけるアナログペプチド
による抗原特異的治療法を実際 SS 患者にお
いても臨床応用すべく、まずは唾液腺局所に
おける M3R 反応性 T 細胞の検出を行い SS 病
態への関与を検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1） SS 患者の診断時に摘出された小唾液腺
より CD4+T 細胞の single cell sorting を行
い、T細胞株を樹立する。 
（2） T 細胞株のモノクローナリティを確認
するため、（1）で樹立した CD4+T 株より cDNA
を合成し multiplex PCR 法より T細胞受容体
（TCR）をシークエンスで確認する。 
（3）M3R 分子全長をカバーする M3R ペプチド
を作製する。 
（4）T細胞株を樹立した同一患者の末梢血中
よりMACSにてCD14+細胞を単離する。その後、

GM-CSF/IL-4 で 5 日間培養後に TNF α
/LPS/IL-4 で刺激を行い、樹状細胞を誘導す
る（下図）。 

(5) (2)で monoclonality が確認できた CD4+T
細胞株および（4）で誘導した樹状細胞を M3R
ペプチド抗原下で共培養を行い、樹立した T
細胞株の抗原特異性およびT細胞エピトープ
を Elispot Assay および BrdU を用いて評価
する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒ ト SS 患 者 の 小 唾 液 腺 よ り
CD4+CD4+CD14-細胞を single cell sorting
し 45Gy 放射線照射済のアロ末梢血単核球を
フィーダー細胞として用いてT細胞株が樹立
できた（下図）。 

(2) (1)で樹立した各々の T 細胞株より TCR
を確認した。樹立した一部の T細胞株におい
て CDR3 領域を含めた TCR 解析を行い、
monoclonality が確認できた。 
(3）ヒト M3R の全長（590 アミノ酸配列）を
カバーする約 15-20mer のペプチドを 45種類
作製した。尚、それぞれのペプチドが 5mer
前後ずつ重なるようにデザインすることで、
全長をカバーした。 
(4) T 細胞株を樹立した同一の SS患者の末梢
血より CD14+細胞を採取し、上記のプロコー
ルにより培養を行った。HLA-ABC, DR や
CD80/86 などの発現も FACS にて確認し、抗原
提示能を有する樹状細胞が誘導できた。 
(5）（2）で monoclonality を確認した T細胞
株と（4）で誘導した樹状細胞の M3R ペプチ
ド下での共培養を行い、M3R 反応性 T 細胞株
の選定を行った。Elispot Assay にて IFNg 産
生を確認すると共に、BrdU にて細胞増殖能も
評価を行った。現在、各 T 細胞株および M3R

 



ペプチドを組み合わせて順次評価中である。 
 
本内容は、病変局所に存在する抗原特異的
T 細胞の病態への影響を解析するのみならず、
SS という根治的治療薬に乏しい自己免疫疾
患の治療薬開発の一助になりうる有用な研
究と期待される。 
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