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研究成果の概要（和文）： 

シェーグレン症候群などの自己免疫疾患や糖尿病は、ドライマウスの原因疾患であるが、根本
的な治療法は確立されていない。本研究では、サイクロフォスファマイドの投与により I型糖
尿病を誘導した NOD マウスにカテプシン L 阻害剤を投与した結果、CD8 陽性 T 細胞の細胞傷害
活性の抑制を介して、病態が抑制されることを明らかにした。したがって、カテプシン Lの阻
害は I型糖尿病の有効な治療法となり、ドライマウスの改善につながる可能性が示された。 
研究成果の概要（英文）： 
Xerostomia is caused by several diseases such as Sjögren's syndrome and diabetes mellitus. 
Symptomatic therapy is mainly applied for xerostomia. In this study, it was found that 
specific inhibition of cathepsin L affords strong protection from 
cyclophosphamide-induced insulitis and diabetes of NOD mice via inhibiting cytotoxic 
activity of CD8+ T cell. Our results showed inhibition of cathepsin L as a powerful 
therapeutic strategy for autoimmune diabetes and xerostomia. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）①ドライマウスは舌痛症、口臭、歯周
病、カリエスなどの誘因となることが知られ
ているが、現在のところ、対症療法しかなさ
れていない。 
②ドライマウスの主な原因疾患として、シェ
ーグレン症候群や糖尿病が挙げられる。 
 
（２）①カテプシンは抗原提示に関わってい
ることが知られていることから、自己免疫疾

患発症との関係が注目されている。 
②当研究室はこれまでにカテプシン Sがシェ
ーグレン症候群の発症に関わっていること
を明らかにした。 
 
（３）I 型糖尿病の疾患モデルマウスである
NOD（non-obese diabetic）マウスにおいて
カテプシン L遺伝子を欠損すると、胸腺にお
ける T細胞の分化に異常が見られ、自己免疫
病態が抑制されたことから、カテプシンが中
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図3 CD8陽性T細胞の細胞傷害活性に
対するカテプシンL阻害剤の作用
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図4 カテプシンL遺伝子をノックダウンした
場合のI型糖尿病に対する治療額的効果

枢性トレランスの維持に重要であることが
示されたが、末梢の免疫応答におけるカテプ
シンの役割はまだ明らかでない。 
 
２．研究の目的 
NOD マウスを用いて末梢免疫応答におけるカ
テプシンの詳細な機能を解明することによ
り、I 型糖尿病に対するカテプシンを介した
新規治療法の開発を目指し、ドライマウスの
改善、さらには QOL（Quality of Life）の向
上を行うことが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 

（1）カテプシンの発現部位の詳細な解析 

NOD マウスおよび正常マウスにおけるカテ

プシンの mRNA およびタンパク質の発現を、

臓器別および各種免疫細胞別にリアルタイ

ム PCR 法、ウエスタンブロット法、共焦点顕

微鏡解析などにより詳細に解析した。 

 

（2）NOD マウスを用いたⅠ型糖尿病発症機序

におけるカテプシンの関連性の検索 

NOD マウスから分離した免疫細胞に対する

カテプシンの作用を明らかにするため、各種

特異的カテプシン阻害剤を用い、免疫細胞の

サイトカイン産生、増殖反応、活性化などの

機能的解析を行った。解析に関しては、フロ

ーサイトメトリー、生化学的手法および免疫

学的手法など多方面から検討を行った。 

 

（3）カテプシンを介した自己免疫疾患発症

の分子メカニズムの解明 

カテプシン活性を抑制した場合のシグナ

ル分子の活性化を生化学的あるいは免疫学

的手法を駆使して検討し、カテプシンを介し

た免疫細胞活性化経路の全容解明を目指し

た解析を行った。 

 
（４）カテプシン関連試薬を用いた I型糖尿
病に対する治療学的検討 
サイクロフォスファマイド（CY）投与により
糖尿病を誘導した NOD マウスに対して、カテ
プシン阻害剤やカテプシン siRNA の投与を行
い、病態に対する効果を検討した。糖尿病の
治療効果については尿糖および血糖値の測
定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）NOD マウ
スに対し、CY
投与により糖
尿病を誘導す
る際に、各カ

テプシン阻害剤（カテプシン L、S、B）を投
与した結果、カテプシン L阻害剤投与により
病態の抑制が認められた（図 1）。 
 
（2）①病態抑制のメカニズムを解明するた
め、CY 投与により糖尿病を誘導した NOD マウ
スを用いて、膵周囲リンパ節の各種免疫細胞
に対するカテプシン L阻害剤の作用を検討し
た結果、CD8 陽性 T 細胞において、カテプシ
ン L阻害剤の投与により活性化の抑制が認め
られた。 
②共焦点顕微鏡を用いた解析により、CY 投与
により糖尿病を誘導した NOD マウスのランゲ
ルハンス島では、発症していない NOD マウス
と比較して、CD8 陽性 T 細胞の浸潤の増加が
顕著であることが示された（図 2）。 
これらのことから、カテプシン L阻害剤が、

末梢 CD8 陽性 T細胞を標的としている可能性
が示された。 

 
（3）in vitro
で、末梢 CD8
陽性 T 細胞の
活性化に伴い
カテプシン L
活性の増強が
認められるこ
とを確認した。
さらに、CD8
陽性 T 細胞の
細胞傷害活性に対するカテプシンL阻害剤

の効果を検討した結果、カテプシン L阻害剤
は CD8 陽性 T細胞の細胞障害活性を抑制する
ことが示された（図 3）。 
 
（4）CY 投与 NOD
マウスに対し、

small 
interfering RNA
を用いてカテプ
シン L をノック
ダウンした場合
においても、病
態抑制が認めら
れた（図 4）。 
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図1 I型糖尿病に対するカテプシンL阻害剤の

治療額的効果
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図5 NODマウスの末梢血液中CD8陽性
T細胞におけるカテプシンLの発現

N
on

 d
ia
be

tic

D
ia
be

tic
0

2

4

6

8

10

12

C
a
tL

m
R

N
A

 e
x
p
re

s
s
io

n

(R
e
la

ti
v
e
 t

o
 

-a
c
ti
n

x
1
0

-4
)

*

N
on

 d
ia
be

tic

D
ia
be

tic
0

2

4

6

8

10

12

C
a
tL

m
R

N
A

 e
x
p
re

s
s
io

n

(R
e
la

ti
v
e
 t

o
 

-a
c
ti
n

x
1
0

-4
)

**

図5 NODマウスの末梢血液中CD8陽性
T細胞におけるカテプシンLの発現

（5）NOD マウス
は糖尿病の発症
について、個体
差が大きいこと
が知られている
ことから、糖尿
病を発症した群
と未発症群とで、
末 梢 血 液 中 の
CD8 陽性 T 細胞
におけるカテプ
シン L のｍRNA
レベルを解析し
た結果、発症群
で有意に高い発現が認められた（図 5）。 
したがって、この結果からも、Ⅰ型糖尿病

の発症にカテプシン Lが関与していることが
明らかにされた。 
 
（6）上記（1）～（5）の結果より、カテプ
シン Lは I型糖尿病の発症に関係しているこ
とが明らかにされ、カテプシン Lを特異的に
阻害することは I型糖尿病の有効な治療法と
なり、さらにはドライマウスの改善につなが
る可能性が示された。 
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