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研究成果の概要（和文）：本研究では，60名分の自己免疫疾患のシェーグレン症候群の患者血清を検体として，
外分泌腺での水分泌に関わるアクアポリン5（AQP5）に対する自己抗体の有無を調べ，約60%の患者に高頻度で存
在することを見出した．しかも，少なくとも一部の患者由来の抗AQP5自己抗体は，AQP5の機能である細胞膜での
水の透過性亢進を抑制するとともに，細胞膜表面上に存在するAQP5を細胞内へと移動させることも判明した．こ
れらの成績より，シェーグレン症候群に特徴的な症状である外分泌機能異常すなわち乾燥症状が，抗AQP5自己抗
体によって引き起こされている可能性が考えられる．

研究成果の概要（英文）：Sjogren's syndrome (SjS), is an autoimmune disease targeting exocrine 
glands, which results in severe dry mouth and eyes. Specific autoantibodies to cause the 
pathogenesis in SjS have not been identified. Aquaporin-5 (AQP5) water channel, is selectively 
expressed in exocrine glands, and enhances fluid secretion. We, thereofore, hypothesized that SjS 
patients have autoantibodies against AQP5. To prove this hypothesis, in this study, we examined the 
immunoreactivity of sera and IgG fractions from SjS patients, against AQP5-expressing cells. 
Interestingly, 60% of SjS sera and IgG showed specific immunoreactivity in AQP5 expressing cells. In
 addition, SjS-IgG significantly decreased water permeability trough AQP5, and caused 
internalization of AQP5. These results suggest that autoantibodies against AQP5 may be involved in 
the pathogenesis of SjS, by inhibiting AQP5 function and cell surface expression.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 難病に指定されているシェーグレン症候
群は（SjS），涙腺および唾液腺など外分泌能
の障害に基づく乾燥症状（口腔乾燥，乾性角
結膜炎など）を呈する自己免疫疾患であり，
我が国の患者数は 10〜30 万人にのぼると推
定されている．この SjSの診断は，唾液分泌
低下などの自覚症状に加え，血清検査で非ヒ
ストン核タンパクタンパク質に対する自己
抗体である抗 SS-A あるいは抗 SS-B 抗体が
陽性であることなどが基準となる．しかし，
これらの抗体が，SjS 患者の腺組織で認めら
れる炎症性の破壊や外分泌異常といった病
理学的変化の原因とは考え難く，SjS 発症の
機序については未だ不明である．従って，現
行の本疾患の治療は，人工涙液や人口唾液の
補充による乾燥症状の緩和が主であり，急性
増悪時の経口ステロイドを除けば，病態の進
行を阻止する積極的な治療はなされておら
ず，病態生理の解明とそれに基づく治療法の
確立が強く求められている．一方，SjS 患者
の 20〜25%では神経系の合併症を生じるこ
とはよく知られている．中でも視神経脊髄炎
（NMO）は高頻度に生じる合併症である．
近年，このMNO患者では，アストロサイト
型の水チャネルであるアクアポリン 4（AQP4）
に対する自己抗体が患者の血清中から高頻
度に検出されることが判り，この抗 AQP4自
己抗体はMNOの診断マーカーとして確立し
ている．外分泌腺とアストロサイトでは，水
チャネルのアイソフォームこそ異なるもの
の，共に AQP 類の高発現部位に病変が生じ
るという点で共通する．そこで，本研究は SjS
患者に，外分泌腺選択的なアイソフォームで
ある AQP5 に対する自己抗体が存在するの
ではないかとの発想に至った． 
 
２．研究の目的 
 SjS の患者では，外分泌機能の低下が生じ
ることはよく知られているものの，その直接
的な原因は不明である．一方，AQP5の欠損
動物では SjSと様の乾燥症状を生じるとの報
告は，外分泌機能における AQP5の生理的な
重要性を示唆しており，さらに一部の SjS患
者の涙腺では，本来，細胞膜上に存在すべき
AQP5が細胞内にあるという報告もなされて
いる．すなわち，SjS患者の一部では，AQP5
に対する自己抗体が産生され，これが AQP5
機能を阻害している可能性が考えられる．本
研究では，この作業仮説を検証するために，
実際の SjS患者の血清を入手し，その中の抗
AQP5自己抗体の有無を調べるとともに，検
出された自己抗体の AQP5 機能に対する影
響を明らかにすることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 SjS 患者の血清試料は筑波大学附属病院よ
り分与頂いた．実験標本として AQP5を安定
発現させたヒト唾液腺癌細胞株 HSG 細胞 
(HSG-AQP5) ま た は HEK-293 細 胞

（HEK-AQP5）を用いた．これらの細胞に血
清または血清より精製した IgGを処理し，蛍
光標識した抗ヒト IgG 抗体を二次抗体とし
て AQP5と抗体の免疫複合体を検出した．検
出方法も，共焦点顕微鏡を用いた蛍光免疫染
色とプレートリーダーにて蛍光強度を解析
した live-cell ELISA の両方法を使った．一
方，AQP5の水チャネル機能すなわち細胞膜
水透過性は Stopped-flow 法で，また細胞膜
表面上の AQP5タンパク質は Biotin-Switch
法にて回収し，市販の抗 AQP5抗体を用いた
western blot法にて調べた． 
 
４．研究成果 
(1)まず，SjS 患者血清中の抗 AQP5 自己抗体
の有無を定量的に調べるために，ヒト唾液腺
細胞株 HSG 細胞に AQP5 を遺伝子導入して調
製した AQP5 高発現細胞を用いた live-cell 
ELISA 法を構築した．本法で，比較対照であ
る Mock 細胞に比べて HSG-AQP5 細胞で有意
（p<0.05）に強い免疫反応性を示した検体を
陽性とみなしたが，陽性となったものは 60
検体中 46検体（陽性率 77%）であった（表 1）．
この AQP5 に対する免疫反応性が自己抗体に
由来するか否かを確かめるため，患者血清よ
りIgG分画を精製し，同様の実験を行ったが，
60 検体中 31検体（52%）が陽性であった（表
1）． 
 また，HEK-AQP5 細胞を標本に用いた蛍光免
疫染色法でも，AQP5 に対する血清の反応性を
調べた．多くの SjS 患者の血清は，AQP5 をも
たない Mock 細胞でも，細胞質や核に免疫複
合体と考えられる蛍光シグナルを認めたが，
34検体ではAQP5の高発現するHEK-AQP5細胞
で細胞膜に著明な免疫反応を示し（表 1），SjS
患者の血清中に細胞膜上に存在する AQP5 に
対する自己抗体が存在すると考えられた． 
 一方，健常者血清を用いた同様の実験では，
3 検体と例数は少ないものの，いずれの検出
法でも AQP5 特異的な免疫反応は示さなかっ
た（表 1）． 
 
表１．各種検出法による SjS 患者血清中の抗
AQP5 自己抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) SjS 患者血清中に認められた抗 AQP5自己
抗体が AQP5 の機能および細胞内局在影響す
るか否かを調べた．まず，AQP5 の水チャネル
機能については，HEK-AQP5 細胞を SjS 患者血
清より調製した IgG分画で 15分間前処理 (1

Live-Cell ELISA  陽性検体数  陽性率  

　　SjS Serum  46/60  76.7%  

　　Healthy Serum  0/3  0%  

Live-Cell ELISA  陽性検体数  陽性率  

　　SjS IgG 31/60  52%  

　　Healthy IgG  0/3  0%  

Immuno Staining  陽性検体数  陽性率  

　　SjS Serum  34/60  56.7%  

　　Healthy Serum  0/3  0%  



〜2% 血清相当量) し，細胞膜の水透過性を
測定した．その結果，AQP5 に免疫反応を示し
た少なくとも一部のSjS-IgGはその処理濃度
依存的に細胞膜水透過性を抑制，特に強い免
疫反応を示した検体では，代表的な AQP 阻害
薬である塩化水銀と同程度の抑制作用を示
した（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. AQP5 発現細胞の細胞膜水透過性に対す
る SjS-IgG の作用 
 
また，AQP5 の細胞内局在に対する SjS-IgG の
作用も調べたが，少なくとも一部の SjS-IgG
は濃度依存的かつ時間依存的に細胞膜上の
AQP5 量を減少させ（図 2），本抗体が細胞膜
表面に存在する AQP5 の細胞内取り込みを生
じさせると考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 細胞膜表面の AQP5 発現量に対する
SjS-IgG の作用 
 
 これらの成績から，SjS 患者血清に検出さ
れた抗 AQP5 自己抗体が AQP5 の機能阻害や細
胞内局在の変化を引き起こすことで，SjS の
特徴的病態である外分泌機能の低下を生じ
ている可能性が考えられた． 
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