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研究成果の概要（和文）：本研究においては、シェーグレン症候群（SS）の病期に対応した３つの治療法を構築するこ
とを目的とした。１番目においては、病変初期段階であるリンパ球の唾液腺への浸潤を阻止するものである。この研究
成果として、SS患者唾液腺腺房細胞においては、テストステロンからアンドロゲンに変換する酵素が局在異常するため
であることを明らかにした。２番目は病変中期段階である腺房構造の破壊を阻止する方法である。この研究成果として
、TNF-aが構造破壊の原因分子であることを報告した。３番目は病変後期段階である残存導管細胞にAQP5を発現させる
方法である。これは、導管細胞をデシタビンにて処理することにより達成可能であった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found three findings. First, lymphocytic infiltration in the Sjo
gren's syndrome salivary glands was achieved by the translocalization of 5-a-reductase from the nucleus to
 cytoplasm. Second, destruction of acinar structure of Sjogren's syndrome salivary gland was induced by th
e activation of MMP-9 by TNF-a. Third, salivary duct cells lacking the expression of aquaporin (AQP)-5 was
 induced to express AQP5 by the treatment with DNA demethylating agent, decitabine.
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１．研究開始当初の背景 
シェーグレン症候群はドライマウスとドラ
イアイという乾燥症状を主徴候とする自己
免疫疾患である。本疾患は未だ発症原因が解
明されていないため、その根治的治療法は存
在しない。シェーグレン症候群唾液腺におけ
る病理学的特徴としては、小葉内導管周囲の
巣状リンパ球浸潤と腺組織破壊、そして導管
細胞の増殖が挙げられる。そこで病理組織学
的変化、すなわち各病変段階に対応した治療
法を構築することが求められる。 
 
２．研究の目的 
(1) 唾液腺病変の初期段階であるリンパ球浸
潤に対する浸潤阻止療法である。すなわち、
アポトーシスや-fodrinなどの臓器特異的自
己抗原の成立により、唾液腺導管周囲組織に
おいてリンパ球の浸潤が開始される。そこで
この現象を性ホルモン発現の観点から解析
することを目的とする。 
(2) 唾液腺病変の中期段階である腺房構造の
萎縮・消失に対する腺房構造安定化療法であ
る。すなわち、唾液腺を含む多くの臓器の構
築において非常に重要な役割を担っている
基底膜が、腺房細胞による異常かつ不完全な
laminin 1 chain/laminin 1産生のため、あ
るいは何らかの原因により腺房細胞周囲の
基底膜が分解されることにより、腺房細胞は
アノイキス（アポトーシス）に陥り、腺組織
破壊が引き起こされる。そこでシェーグレン
症候群唾液腺組織において発現の認められ
るサイトカインである TNF-に焦点を絞り、
腺房細胞における TNF-によって誘導され
る転写因子 NF-B および MMP-9 発現の観
点から解析するとともに、これらの抑制が腺
房構造消失阻止につながることを目的とす
る。 
(3) 唾液腺病変の後期段階である残存導管細
胞に対する水（唾液）分泌機能の付与療法で
ある。すなわち、導管細胞周囲の laminin 
1/lamininは完全な構造をしているため、導
管細胞は正常に増殖・分化し、消失した腺房
細胞に置き換わる。そこで正常導管細胞には
発現のみられない水輸送膜蛋白であるアク
アポリン 5 (AQP5)を導管細胞に発現させる
ことにより、唾液分泌機能を消失した唾液腺
組織に水分泌機能を付与することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養唾液腺腺房細胞と導管細胞におけ
る性ホルモン代謝酵素群の検索について. 
血 中 に 存 在 す る 前 駆 物 質 で あ る
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEA-S)
は steroid sulfate (STS)により DHEA に変わ
る。細胞内 DHEA は 17--HSD に より
testosteron に変化する。そして一部の
testosteron は核内に移行し 5--reductase
に よ っ て 男 性 ホ ル モ ン で あ る
dihydrotestosteron (DHT)に変換する。そし

て残りのtestosteronは細胞の分泌側に存在
するaromataseによって女性ホルモンである
17--estradiol に変換する。そこで上記酵素
群の発現について、それぞれの抗体を用いて
間接蛍光抗体法にて検索する。また酵素群
mRNA 発現につき定量的に解析する。すなわち、
それぞれのプライマーを用いて定量的
Real-time RT-PCR にて検索する。 
(2) シェーグレン症候群モデルマウスに対
する Bortezomib およびアルカロイド製剤の
治療効果の検討について. 
モデルマウスの腹腔内に生後3週後 (n=20)、
4週後 (n=20)、6週後 (n=20)、8週後 (n=20), 
10 週後  (n=20) から週 5 回の割合で
Bortezomib(15 g/マウス, n=25; 150 g/マ
ウス, n=25)あるいはアルカロイド製剤 (10 
g/マウス ,n=25; 100 g/マウス, n=25)の
投与を開始する。コントロール群として生食
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。マウスより顎下
腺、舌下腺、耳下腺と涙腺組織を摘出し、H&E
染色を行う。以上の解析より、唾液腺や涙腺
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 とおよ
びアルカロイド製剤の治療効果を判定する。
次に、薬剤の治療効果のメカニズムを解明す
るため、基底膜分解のメカニズムに準じて検
索する。すなわち、唾液腺および涙腺組織切
片を用いて、NF-Bのサブユニットであるp65
とリン酸化 IB-,MMP-9 および IV 型コラー
ゲンの発現につき免疫組織化学的に解析す
る。 
(3) 脱メチル化 AQP5 遺伝子プロモーター結
合 AQP5 cDNA の培養導管細胞への遺伝子導入
について. 
AQP5プロモーター領域の24番目と31番目の
CpG ジヌクレオチドに着目し、CpG のシトシ
ンがメチル化されているものと脱メチル化
されているものを組み合わせた4種類のAQP5
プロモーター領域のオリゴヌクレオチドを
作成する。これら 4種類のオリゴヌクレオチ
ドの転写活性能についてはluciferase assay
にて検索する。すなわち、プロモーター領域
の各オリゴヌクレチドを lluciferase 
reporter plasmid に組み込み、導管細胞に
transfection する。これら導入細胞を
luciferase 発光基質と反応させ、蛍光強度を
測定し AQP5 プロモーター領域の転写活性能
を評価する。そして最も転写活性能の高いオ
リゴヌクレオチドと AQP5 cDNA を adenovirus 
vector に組み込む。遺伝子導入された細胞に
おけるAQP5の発現と機能について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 唾液腺病変の初期段階であるリンパ球
浸潤のメカニズムにつき解析した.その結果、
不死化培養唾液腺腺房細胞と導管細胞を
TNF- に て 処 理 す る こ と に よ り 、
5--reductase と aromatase の発現につぃう
ては Real-time RT-PCR にて解析したところ、



導管細胞においては 5--reductase mRNA 野
発現低下が認められた。腺房細胞においては、
TNF- 処 理 に よ る 5--reductase と
aromataseのmRNA発現に変化はみられなかっ
た。このことは、シェーグレン症候群唾液腺
において観察される、導管細胞周囲へのリン
パ球浸潤の所見と合致するものであった。 
(2) 腺房機能の安定化療法と唾液分泌機能
の付与療法について. 
シェーグレン症候群唾液腺において認めら
れる唾液分泌低下に関して解析を行った。一
般に唾液腺に浸潤したリンパ球から分泌さ
れるサイトカインである TNF-が唾液分泌抑
制に関与していると考えられている。そこで
腺房細胞における AQP5 発現に及ぼす TNF-
の影響につき解析した。その結果、TNF-は
腺房細胞において AQP5 の発現を mRNA と蛋白
レベルで抑制するとともに、腺房細胞からの
水分泌量の低下を引き起こした。そこで
TNF-によるAQP5発現抑制のメカニズムを解
析したところ、TNF-は腺房細胞のヒストン
H4 のアセチル化レベルを低下させるととも
に、chromatin immunoprecipitation 解析よ
り、AQP5 プロモーター領域でのヒストン H4
のアセチル化レベルを低下させることを明
らかにした。したがって、TNF-による AQP5
発現抑制機構には AQP5 遺伝子プロモーター
領域における脱アセチル化が関与している
ことが示唆された。 
(3) 加齢に伴う AQP5 発現変化について. 
シェーグレン症候群は閉経した女性に好発
することから、加齢に伴う AQP5 発現につき
解析した。すなわち、モデルマウスの加齢に
伴う唾液分泌量低下を確認した後、DNA 脱メ
チル化剤であるデシタビンを投与し、唾液分
泌量の回復と AQP5 遺伝子プロモーター領域
における脱メチル化を検索した。その結果、
デシタビンにより唾液分泌量の回復がみら
れ、トータル DNA の脱メチル化と AQP5 遺伝
子プロモーター領域での脱メチル化がMSPに
て確認された。したがって、シェーグレン症
候群唾液腺病変における新規治療法の構築
を示唆しているものと考える。 
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