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内容要旨(和文約 1，5 0 0字)

自己免疫疾患の発症に性差が存在することはよく知 られているが、その詳細なメ カニズ

ムに関しては全く不明である。シェーグレン症候群疾患モデルNFS/sldマウスにおいて も

雌優位に自己免疫性唾液腺炎・涙腺炎を発症することから、本研究は本モデルマ ウスにお

ける自己免疫病変の発症におけるエストロジェンの役割を詳細に解析し、性差のメカニズ

ムを解明することを目的とする。

NFS/sJd雌マウスに生後 3日目に胸腺を摘出 (Tx) した後、卵巣摘出 (Ovx)を施し、 自

己免疫病変の動態、免疫調節系への影響を観察し、さらに、 Tx+Ovxマウスへのエストロ

ジェン，そのアンタゴニスト(タモキシフェン)やテストステロンの投与による病態の変

動を+食言すした。また、 in vivo及び invjtro~こおけるエフェクター細胞のエストロジェンに

対する反応性・エストロジェンレセプターの発現について検索したO 加えて、エストロ ジ

ェンが標的臓器に及ぼす影響を腺組織破壊という観点から解析した。

シェーグレン症候群疾患モデルNFS/sJdマウスにおいて、Ovxを施すことにより、自己免

疫病変はさらに増悪することが判明し t:.0 その病変局所においてCD4陽性T細胞の浸潤が

主体を成し、各種炎症性サイトカイン (IL-Is，]し4，IL-7， TNF-α)の産生充進が認められ

た。Tx+Ovxによる変化として、 T細胞系ではTxマウスに比較して牌細胞中の CD8陽性細胞

の有意な低下が認められ、 B細胞系では唾液腺特異的な自己抗原(α-fodrin)に対する自己抗

体の産生が允進していた 。また、 Tx+Ovxによって増悪した自己免疫病変はエストロジ ェ

ン投与により回復し、エストロジェンが自己反応町細胞の活性化を抑制する作用のある

ことが判明した。そのメカニズムのーっとして、 in vjtro~こおいてCD8陽性細胞がエストロ

ジェンに対して有意に反応し、エストロジェンレセプターの強い発現が認められたことか

ら、レセプターを介したCD8陽性細胞のサプレッサー機能をエストロジェンが制御してい

る可能性が示唆された。さらに、 adoptive transfer により CD4陽性細胞が直接病態形成を調

節することが判明した。一方、標的臓器である唾液腺の組織破壊のメカニズムにFasjFas

Ligand( FasL)を介したアポトーシスが関与し、エストロジェンは唾液腺細胞のFぉ発現及び

浸潤Tリンパ球のFasL発現の両者に影響を与えている可能性が示唆された。本実験系から

得られた結果はヒトの自己免疫疾患発症における性差のメカニズムを解明する上で有用で、

あり、シェーグレン症候群の病因に基づいた治療法の開発に重要な知見をもたらすものと

考えられた。
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緒己

自己免疫疾患の多くは中年以降の女性 に 高頻度 に発

症することがよ く知られているが その発 症の メカ ニ

ズムと性差との関連性については不明な点 が 多 い 。 従

来まで、 全 身 性 エ リ トマ トーデスのモデルである

NZB川ZW Flマ ウ ス お よ び 肘fRL/Jpfマウス、 多発性硬化症 の モ

デルである Lewisラ ッ ト や SJL/Jマウス 慢性関節 リ ウ マチ

のモデルである B10:RlIIマ ウ ス 、 I型糖尿病 のモデルであ

る non-obasediabetic (NOD)マウスなどの自己免疫疾患のモデル

動 物 を 用 い て 性ホルモンと病態発症との関連性につ

い て 多 く の 報 告 が な さ れ て い る ト 8 ) 。 その中で女性ホ

ルモンであるエス トロジェンカ{1 L -6 、 1 L -1、 T N F 

ー σ 、 1N F -y などのサイトカインの産生パターンや抗

o N A 抗体などの自己抗体の産生に影響し、自己免疫病

変を大きく修飾することが知られている 6 ・ 7 )。 また

自己免疫性涙腺炎のモデル h侭 L/lptマウスでは 男 性 ホ ル モ

ンであるテストステロンを十支与するこ tとにより、 病変

が劇的に回復したという報告もある 8 )。 しかし 自己

免疫病変の発症機構に関与するエス トロジェンの役割

について組織レベル 細胞レベル 遺伝子レベルにお

ける分子病理学的な詳細な解析を加えた報告はみられ

ない 。

ンエーグレン症候群 (Sjりgren'ssyndrome: 以下 SSと略 ) は、
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] 933年スウェーデ ンの眼科医 ・ シェーグレンにより最

初に記載された慢性唾液腺炎・乾燥性角結膜炎による

乾燥症候群を主徴とする難治性の自己免疫疾患である 。

この ssにおいても中年以降の女性に好発することは既に

よく知られている 。 55のモデル動物として、 NZB州ZWFlマ

ウス、 MRUlprマウス、 NOD マウスなどの他の自己免疫疾

患のモデルに 5 5類似の自己免疫性唾液腺炎および涙腺

炎が随伴すること、ある種の系統の老化マウスに自己

免疫性唾液腺炎が発症すること、などが報告されてい

るがト I 3 )、いずれも臓器特異性という重要な点に関

して は不十分な疾患モデルであった 。 1994年、当教室

で確立された NF51s1dマ ウスは、生後 3 日目の胸腺摘出によ

り雌優意に唾液腺 ・涙腺 に限局した病変を発症し、他

臓器には病変を認めない臓器特異的な原発性ヒト SSに

極めて類似した疾患モデルとして重要である I 4 )。

本研究では、 SS疾患モデル NFSlsJdマウスを用 い、自己

免疫病変の発症におけるエストロジェンの役割を解析

する目的で、卵巣摘出による唾液腺 ft戻腺組織にお け

る 自 己 免 疫 病 変 の 病 態 形 成 へ の 影 響 全身の免疫系へ

の影響、卵巣摘出マウスへのエストロジェン投与によ

る病態の変動などについて検討した 。 また、 invitroにお

けるエフエクター細胞のエストロジェンに対する反応

性およびエストロジェンレセプターの発現について検

索した 。 さらに、標的臓器における自己免疫病変 の発
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症に及ぼすエストロジェンの影響を腺組織破壊といっ

観点からも解析を加えた 。
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実験材料と実験方法

1 . 動 物 お よ び 処 置

NFS/sJdマウスは実験動物中央研究所 (111崎)より購

入し、放射線滅菌試料 CL-2(日本クレア社、東京)、滅

菌水を常時与え、 SPF(Specific pathogen-free)下で 繁 殖 飼 育 し た。

雌 NFS/sldマウスを用い生後 3 日 目 に 胸 腺 摘出(以下 Txと略)

を施し 4 週齢にて卵巣摘出(以下 Ovxと略)を行った 。

2 . 実 験 群

生後 8週齢・ 12週齢・ 16週齢・ 20週齢において、 Tx

マウスと Tx+Ovxマウスとを各群 5・ 7匹を用いて比較した 。

また、 Tx+Ovxマ ウ ス に 生 後 4週齢から 8週齢まで

6 0 mg!kglweekのエストロジェン(Ovahormine depo: 帝園臓器

東京)を筋肉内投寺、 25 mg!kgldayのテストステロン (和

光純薬、大阪) ・ 2. 5 mg!kgldayのタモキシフエン (Research

Biochemica1s IntemationaI， Natick， MA， USA) を皮下投与し、 8週齢で比

較検討した o 対照として、オリーブオイル (和光純薬 )

の皮下投与群を用いた 。 エストロジェン、テストステ

ロ ン 、 タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 群 を 、 そ れ ぞれ Tx+Ovx+E，群 (n=5)

Tx+ovx+Tes群 (n=5) ， Tx+ T如 1群 (n=5) と略す 。 また、正常対照群と

して B札 B/cマウスを適宜使用した 。

3 病理組織学的検討

雌 Tx マウスおよび Tx+Ovxマウスを 8 週齢か ら 2 0 週 齢

まで経時的に屠殺し、全身諸臓器を採取し た o 各臓器
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は 10 %中性緩 衝 ホルマリンにて固定し、軟パラフイン

包 埋 後 、 4 11 m の 組織 切 片 を 作 成 し ヘマトキシリン

エオジン染色 (以 下 H.E染色 と 略 ) を 施した。唾液腺お

よび涙腺 に おける炎症性病変 の 組織 学的評価は以下に

示す如く、 Whiteらの分類 I 5 ) に準 じ た 。

Grade 0 :浸潤巣を認めず 。

Grade 1 :倍率 150倍で、 20個以上の単核細胞よ り なる

浸潤巣が l 視野中に 1-5 個認める 。

Grade 2 同様に浸潤巣が 5 個以上認めら れ 、 実 質 の 破

壊をイ半わない 。

Grade 3 :浸潤巣は多数認められ 、 実質の中等度の変性

破壊を伴 つ。

Grade 4 :多 数の浸潤巣に よ り著しい実 質 の破壊を伴
。、っ

4 .免 疫組 織 化 学 的観察

各種 リンパ球 表面 抗 原 の 検 出 を 免疫組織化 学的手法

ア ピ ジン ・ ビオチンペルオキシダ ーゼ 複合体法

avidin-biotin peroxdase complex; 以 下 ABC法と略 ) 守 よ り実施した o

唾液腺組織 の 凍結切 片を作 成 し 、 内因性ペルオキシダ

ーゼ活性を阻止する ため 、 o. 3 % (容量 /容量;以下 VN

と 略 ) 過酸化水素水を 含む エタ ノールで処理し、リン

酸緩衝生理食塩水 ( Phosphate-buffered saline;以 下 PBSと略 、 pH

7 . 0 )で 洗浄した後、 至適 濃 度に希釈した各種 1 次抗

体 と 室 温にて 1 時間 反 応 させた 。 2 次抗体としてビオ
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チン イヒ抗マウ ス 抗体 (Vector Laboratories、Inc.，Burlingam， CA， USA) を

用 い 、 室温に て 30分間反 応 させた後 、 A 8 C 試薬 (Yector 

Lavoratories， Inc.) と反応 させ 、 3、 3-ジア ミ ノベンチジン

Sigma， 1nc.， St. Luis， Mo， USA) を 用 いて発 色 さ せ た 。 各種の抗マ

ウスモノクローナル l 次 抗 体は抗 Thy1.2，抗L3T4(CD4)，抗Lyt2

(CD8) (Becton Dickinson 1nc.， San Jose， Ca， USA)、抗B220，抗MHCclassII(I-Aq) 

Pharmingen， 1nc.， San Diego， CA， USA)を使用した 。

5 .フローサイトメトリー (FACS)解析

各群マウスを屠殺後、直ちに牌臓を摘出し、 2% (VN) 

Fetal calf serum (FCS)含有 PBS中でホモジナイズし、 トリス塩 化

アンモニウム溶液 (Tris-HCI， pH8 . 0および o. 8 3 % 塩化ア

ンモニウム 1: 9混合溶液 ) 処理 に よ り 溶血 さ せ 、 洗 浄

後 1 X 1 0 6 個に調製した 。 以下に示す各種抗体と反応 さ

せた後に、細胞自動解析装置 (EP1CS，Coulter， Miami， FL， USA )を

用いて解析した 。

PE標識抗マウス CD4(L3T4)モノクローナル 抗 体 (CedarLane 

Laboratories Ltd. Ontario， Canada) 

F1TC標識抗マウス CD8 (Ly 2) モノクロ ナル抗体 (Ced紅

Lane Laboratories Ltd.) 

F1TC標識抗マウス CD44，CD45RB， Mel-14モノクローナル抗体

(Pharmingen， 1nc.) 

ビオチン標識坑 Fasモノクローナル抗体 (Pharmingen，Inc.) 

抗 Fasポリクローナル抗体 (SantaCruz Biotechnology， Inc.， Santa Cruz， 
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CA， USA) 

6 .リンパ球分画分離法

雌 NFS/sldマ ウ ス よ り 摘出 され た 牌臓 か らリンパ球浮遊液

に調製し、 T細胞分離用 ナ イロン ウ ー ル (和光純薬 ) と

イムノマグネティ ッ クビーズ (Oynal，CA， USA)に よ り C04陽

性および CD8陽性 T 細胞を分離 し 、 細 胞 増殖反応、 ウエ

ス タ ン ブ ロ ッ ト法、 RT-PCR法 (以下に記載 )に 用 いた 。

また、発症マウス唾液腺組織内の浸潤リ ンパ球は Ficollリ

ンパ球分離液 (CederLane Laboratories Ltd.)にて分離・洗浄後 1 X 

1 0 6 個に調製し、 F A C S 解析に用いた 。

7 .細胞増殖反応

リ ン パ 球 分 離 法 に て 調 製 さ れ た 10 % (VN) FCS含有

RPMI1 6 4 0培地 (日 本 水 産 、 東 京 ) 浮遊液 と し た リ ン パ

球 5 X 1 0 5 / weIlを 9 6穴マイクロタイタープレ ー ト (Becton

DickinsonLabware， FranklinLakes， NJ， USA)に分注し、各種マイトージ ェ

ノ 2 . 0 IL g/凶 ConA (Concanabalin A: EY Laboratories， Inc.lSan Mateo， CA， USA)、4μ

g/mg LPS (Lipopolysaccaride: OfFCO Laboratories， Oetoroit， MI， USA)および

lO.9M s- エ ス ト ラ ジ オ ル (以下 E，と略 ) (和光純

薬 ) 、 10 ・ 9 M タモキシフェン (以下 T仰と略 ) (RBI) 

に て 72時間 37 ocで培養し、最終 20時間における[3 H 

チミジン (NENLife Science Products Boston， MA， USA)の取 り 込みをオ

トマチック Fシンチレーシヨンカウンター (Aloka、CA，



USA)にて計測し、増殖反応 の評 価を行 った ヲ

8 .ウエスタンブッロト法

当 教室 で精製した唾液腺特異的自己抗原トfodrinl613 0 n g 

を 10 % (重量 /容 量、以下 WNと略 ) アクリルアミド

(和光純薬 )で調製したゲルを用いて Laemmiliの方法に準

じたドデシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミド電気

泳動(以下 SDS-PAGEと略 ) を行った 。 標品 はポリビニリ

デンジフルオライド膜(以下 PVDF膜と略， Biorad Laboratories 

Inc.， Hercules， CA， USA) に 1 0 0 V、 3時 間、氷 冷下にて電気的

に転写した。 PVDF膜 は 5% (W/Y)スキムミルク含有 TB S 

でブ ロ ッキングした後、 1 次抗体として 200倍希釈の

発 症 マ ウ ス 血 清 を 含 む 1 %ス キムミルク ー TBSで室温、 8

時間反応させた。洗浄後、ペルオキシダーゼ標識抗マ

ウス IgG(Biorad Laboratories， Inc.)と 室温で 2 時間反応させた 。 TBS

で洗浄した後、 ECL試薬 (AmershamLife Science， Inc.， Buckinghamshire， 

England)を用いて化学発色法にて自己抗体の検出を行 った 。

また、リンパ球のエストロジェンレセ 4プ ターの検出を

行 う た め に 、 リ ン パ 球 分 画 分 離 法 で 得 られた各 T 細胞 サ

ブセットを 2μ g!ml アプロチニンおよび 10 mM EDTA含 有の

細胞溶解液にて溶解・遠心後、上清を l レー ンあたり

4 0 n gを SDS-PAGEに 展 開 、 PV 0 F膜に転写し、 l 次 抗体と

して抗エストロジェンレセプターモノ クロナール抗体

(Transduction Laboratories Inc.， Lexington， KY， USA)を用い上述の方法を行つ

』圃圃圃圃 圃 圃 園 田 園圃・・・・・戸画面扇面扇面司----._--------~~----~_ .. .，~._~~~-



た 。

9 .酵素免疫測定 法 (ELISA)

発症マウス血清中 の抗唾液腺自己抗体 の検出に、酵素

免疫測定法 (ELISA;Enzyme-linked Immunosorbent Assay)を用いた 。 唾

液腺自己抗原溶液 50 11 1を 96 wellマイクロ タイタープレ

ート (Nunc，Inc.， Poskilide， Denmark)に 加え 4ocで l 晩 固相化した 。

抗原液除去後、 1 0 % (WN)スキムミルク (0 . 0 5 % (VN) 

Tween 2 0含有 ) を 200μ l/well加え、 37 ocで 1 時間静置し

非特異的反応を除去した。 o. 0 5 % (VN) Tween2 0含 有 PBS

で洗浄後、 1 % (W，ハ1)スキムミルク (0 . 0 5 % (VN) Tween 

2 0含有 )で 希釈したマウス血清を 50μVml加え、 37 ocで

1時間静置した。 2次 抗 体 と し て 1000倍希 釈 し た ペ ル

オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ウ マ 抗 マ ウ ス IgG (フナ コ シ 、 東 京 )

を 50μlfwell加え、 37 ocで 60分間反応させ た 。 過酸化水

素水を含む o-フェニレンジアミン (SigmaChemical Co.， St. Louis， 

MO， USA)溶液を基質液として発色反応させ、 49 2 nmで、の

吸光度として吸光度測定器 (TitertecMultiskan MC; Flow Laboratories， 

McLean， V. A. )にて測定した 。 #

10.細胞移入法

イムノマグネティックビーズおよび抗 CD4抗体-抗 CD8

抗体を用いて、未処置の NFS/sldの牌細胞から CD4陽性 T 細

胞を除いた分画(CD4-depletedと略 )、 CD8陽性 T 細胞を除い

た分画 (CD8-depletedと 略 ) および未分画細胞 (Wholeと略 )

)
 

(
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を調整し、それぞれ 1X 1 0 n 個を、 Tx+Ovxマウス の 腹腔内

に Ovx直後に投与した後、 8週齢にて屠殺し各臓器の病

理組織学的評価を行 った(各群 n=5-7) 。

1 1 . RT-PCR ~去

RT-PCR (Reverse transcriptase polymerase chain reaction)法 を 用い T細胞サ ブ

セットにおけるエストロジェンレセプタ 一 messengerRN A (以

下mRNAと略)の発現を以下の如く解析した 。

1 ) RNA 抽出

リンパ球分画分離法にて分離した CD4陽性 T 細胞およ

び CD8陽性 T細胞から to凶 RNA(以下氏NAと略 ) を抽出し

た。抽出は RNeasy kit (Quiagen， 1nc.， Chatsworth， CA， USA)を用いて、

添付プロトコールに従って実施し、使用時まで-8 0 

ocに て保存した 。

2 ) complemen凶 yDNA (cDNA)合成

5 0 ngのtRNAを用い、 65 oc、 5分間加熱した後、氷中に

5分間静置し、 cDNA反応液として Ribonucleaseinhibitor (宝酒

造、京都 1 0 X PCR緩衝液 (5 0 0 血M塩 化 カ リウム

2 0 0 mMトリスー塩酸緩衝液、 pH8. 4; 2 5 mM塩化マ グ

ネシウム)、 1. 2 5 mM dNTPs (dATP， dCTP， dGTP， dTTP; Pharmacia 

Inc.)、1OXhexanucleotid mixture (Boehringer Mannheim， 1肌， Mannheim， Germmany)、

lOOmM dithiothreitol DEPC処理滅菌水、逆転写酵素 (宝酒造、

京都 ) を加え、 42 oc、 60分間反応させ た。 95 "c、

5分間加熱し反応を停止させ、 cDNAを得 た。
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3 ) 遺伝子増幅

cDNAに 10 X PCR緩{奇液、エストロジェンレセプター

遺伝子 5'および 3'プライマー (5' -TCGGTTCCGCATG 

ATGAAC， 3' -AGCAGGTCATAGAGGGGC) 1 7 
1 ~ ¥ 

1 . 2 5 mM dNTPs ， 

2 0 m M 塩 化 マ グ ネ シ ウム、 DNA合成酵 素 と し て Taqポリメ

ラーゼ (PerkinEImer Centus， 1nc.， Norwaik， CT， USA)を加え、至適条

件にてサーマルサイクラー (PerlくinElmer Centus， Inc.) で反応、

増幅させた 。 得 られた PC R 産 物 に エチジ ウムブロマ

イ ドを添加し、 1 . 7 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル電気泳動後、

UVトランスイルミネ タ (UVP， Inc.， San Gabriel， CA， USA)を

用いて検出し、 ポラロイ ドカメラにて撮影した 。

12.マウス顎下腺細胞初代培養

マウス顎下腺細胞 (Mouse salivary gland cell;以下 MSG細胞と略 )

の初代培養を Hannらの方法に準じて実施した 19 .20¥03

週齢の無処置雌 NFS/sldマウスの顎下腺を摘出し Ca2+，Mg2+無添

加の HBSS溶液にて被膜剥離後 1 mm
2角に細切 洗浄し

o . 7 6 mg!ml EDTA， 4. 9 IL g/ml L - ア ス コ ル 正 ン酸、 4. 9μ g!ml 

グルタチオン含有 HBSS溶液 (SigmaChemical Co.)中 にて 37 ocで

1 5分 間 培 養 し た 。 組織細片を DMEM/STI溶液 (SigmaChemical Co.) 

にて洗浄後 、 75 0 U/mlタイプ Iコラゲナーゼ (和光純薬 )

5 0 0 U/mlタイプ IV ヒアルロニダーゼ (和光純薬)、 10 

% (V/V) FCS含有 D恥aM!Fl2 (Sigma Chemical Co.)にて 37 "cで 2時間

処理した 。 10 0 IL mナ イロンメッシユフィルターにて減

12 



過した後、 再び 上 述の酵素処理を 37 ocで 30分間行い、

洗浄後 10 % (V/V) FCS含有の MEM培地 (日本水産、東京 )

に て 37 ocで 24時間 培 養し、 プ レ ー トに接着した細胞を

上皮細胞として用 いた 。 なお、抗 ケラ チ ン抗体 (LSLCo. 

Ltd.，東京)を用いた免疫組織化学 法にて 90 %以上が陽性細

胞であることを確認した 。

1 3 .アポトーシスの検:出

M S G細胞のアポトーシスを誘導するために、 MSG細

胞を 10 0 0 U/UU IFN-γ (Pharmingen， Inc.)にて 37 ocで 24時 間 培 養

後、 10 0 ng/uu 抗 Fasモノクローナル抗体 (Pharmingen，rnc.)と

1 0 -9 M の /3-エストラジオール (和光純薬 ) の存在・

非存在下でさらに 24時間培養した 。 細胞回収・洗浄後、

7 0 %エタノールにて固定し、アポトーシス細胞の検出

試薬である 10 0 mg/mlプロピジウムヨード (Propidium Iodide， 

Sigma Chemical Co. :以下 PIと略)にて 37 ocで 30分間反応させ

た 。 PBSにて洗浄後、細胞自動解析装置 (EPICS，Coulter)によ

り ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 検 出 し た 。

1 4 .統計学的検索

組織学的インデックス、 FA C S、 EL 1 S A、細胞増殖

反応におけるデータは平均士 SD で表し、 Mann-Whi tney U -test 

を用い p<O.05にて有意とする 。
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結果

1 .病理組織学的変化

生後 3 日目にて Txを施した NFS/sldマウスにさらに 4週

齢にて、エストロジェンを欠乏させる目的 で卵巣摘出

を行った 。 Tx+Ovx群 8週齢における唾液腺・ 涙腺における

病理組織像を図 1に示す 。 Txマウスに比較して Tx+Ovxマ ウ

スでは顎下腺、舌下腺、耳下腺、涙腺のいずれの臓器

においても腺組織破壊を伴う著しい炎症性病変が認め

られた 。 8週齢より 20週齢までの各臓器における病変

の経時的変化を図 2 に示す 。 各臓器ともに Txマウスに

比較し、 Tx+Ovxマウスでは自己免疫病変の増強が有意に

認められた 。 なお、いずれのマウスにも他臓器の炎症

性病変は認められなかった 。

2 .唾液腺浸潤リンパ球サブセットの同定

免疫組織化学的検索の結果から、 Tx+Ovxマウスの唾液腺

浸潤リンパ球の多くは Thy1.2陽性 T 細胞 (図 3A ) であり

B 220陽性 B 細胞は少数であった 。 T細胞サブセ ットの

表現形質は CD4陽性 T細 胞 が 優 位 で (図 3B ) CD8陽性 T細

胞は少数であること (図 3C ) が 判 明 し た 。 唾液腺組織

から分離した浸潤リンパ球の FACS解析では 、 CD4陽性 T細

胞は 30 . 2 %、 CD8陽性 T細 胞 は 4. 8 %であった (図 30 )。

3 .卵巣摘出による牌臓 T 細胞および B 細 胞 へ の 影

響

14 
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生体内でのエストロジェン欠乏状態が全身の免疫系に

どのような影響を与えているのかを知る ために、各群

の牌臓における T 細胞サブセットを FACSにて解析した 。

CD4および CD8の二重染色 に よるプロフ ァイルを図 4 に不

す 。 Txを施さない未処置の NFS/sJdマ ウス に比べ、 Txマ

ウスでは CD4・CD8陽性 T 細胞ともに減少していた 。 この

ことは、胸腺を摘出することによる T細 胞の分化・成 熟

不全を反映している 。 Tx+Ovxマウスではさら に T 細胞は

減少 "し 、 特 に CD8陽性 T 細 胞 の 有 意 な 減 少が認められた 。

牌臓における 8220陽性 B 細胞は Txマウスに比較して Tx+Ovx

マウスでは軽度に増加していたが、有意な変化ではな

かった (表 1) 0 B 細胞のマイトージェンである LPSに対

する反応では、 Txマウスよりも Tx+Ovxマウスの方が有意

に 高 い 増 殖 反 応 を 示 し て い た (表 1) 

4 . 自 己 抗 体 の 検 出

発症マウス血清中の唾液腺特異的自己抗原(120kDα-fodrin) 

に 対 す る 自 己 抗 体 を 検 出 す るために、ウエスタン ブロッ

ト法、 ELISAによる解析を行った 。

1 )ウエスタンプロッ ト j去

SSモデル NFS/sldマウス唾液腺から抽出した唾液腺特異

的自己抗原 120kDα-fodrin1 6 ) に 対して、 Txマウスおよび

Tx+Ovxマウス血清を l 次抗体とするウエス タ ン プロット

法を千子ったところ、 Txマ ウ ス に 比 車 交 し て Tx+Ovxマウスで

1 2 0 k 0 に特異的なバンドが強 く検出された。なお
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対 照 と し て 用 い た 正常 BALB/cマウス血清およ び T xを行わ

ずに Ovxの みを施 し た NFS/sldマウ ス 血清と反応するバンド

は認められなかった (図 5A ) 。

2 ) ELISA 

ELISAによ り 唾液腺特異的自己抗体の定量 を行った結果、

Txマウスに比較して Tx+Ovxマウスの血清中 に 自己抗体 量

の有意な増加が認められた (図 5 B )。

5 . Tx+Ovxマウスへのエストロジェン投与 に よる病態

回復効果

Tx+Ovxにより増強された自己免疫病変がエストロジ ェ ン

投与によって回復するか否かを検討した 。 Tx，Tx+Ovx、

Tx+Ovx+E2、Tx+Tam、 Tx+Ovx+Tesの 5群を 4週齢 か ら 8週齢まで処

置し 8週齢にて屠殺し、各臓器の組織学的検索を行った

(表 2)。 エストロジェン投与により、顎下腺・舌下腺

耳下腺 涙腺ともに自己免疫病変の発症は有意に回復

することが判明した 。 また エ ス トロジェンの措抗薬

であるタモキシフェン投与群では顎下腺以外は Tx+Ovx群と

ほぼ同程度の病変であった 。 テストス tテロン投与群で

は耳下腺・涙腺で Tx+Ovx群より も病変の増悪が認められ

た 。

6 . エ ス ト ロ ジ ェ ン 投 与 に よ る 牌 臓 T細胞へ の 影響

無処置， Tx， Tx+Ovx， Tx+Ovx+E2， Tx+ Tam， Tx+Ovx+ Tesの各群での牌細

胞における CD4および CD8陽性 T 細胞の割合を FACSに て検出

し、 CD4/CD8比を図 6 に示した 。 Tx+Ovx群を基準 に する と

16 



エス下ロジェン投与で CD4/CD8比は低下し、タモキシ 7 ..L 

ン投与で同程度となり、テストステロン 投与で上昇す

ることが判明した 。 つまり、 CD4/CD8比 は病変の程度にほ

ぼ連動していることが判った 。 ま た 、 各実験群の牌臓

における CD4陽性 T 細胞の活性化の程度を 知る ため に、 T

細胞の活性化マーカーである CD44，CD45RB， Mel-14発現を FACS

にて解析した。このモデルマウスは Txを施 すことにより、

CD44
high

， CD45RB
1ow

， Mel-14-の活性化パターンを示し、 Tx+Ovx処理 に

よってそのパターンは増強され、エストロジェン投与

に よ り Mel-14とCD44の活性化パターンが弱ま り 、 活 性 化 の

抑制効果が認められた 。(図 7) 

7 .卵巣摘出マウスへの T 細胞分画移入による自己

免疫病変の影響

Tx+Ovxにて増強された自己免疫病変が、正常牌細胞の T

細胞分画を移入することにより回復するか否かを検討

するために、細胞移入実験を行った 。 図 8 に 8週齢に

おける各臓器の組織学的インデックスを示す 。 wholeの細

胞を移入した群および CD8-depleted細胞を移入 した群におい

て各臓器ともに自己免疫病変の回復が有意に認められ

CD4-depleted細胞を移入した群は病変の回復は認め られなかっ

た 。 即ち、 C D 4陽性 T細胞を含む分画の移入により病

変の回復効果が認められた 。

8 in vitroにおける牌細胞の エストロジ ェ ン に 対 す る

反応性
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NFS/sldマ ウス牌細胞のエストロジェンに対 す る 反 応 性 を

知るために、 T細胞および B 細胞のマイトージ £ンであ

る ConAおよび LPSを用 い、 invitroにおけるエストロジ ェンに対

する増殖反応を検討した 。 ConAで、刺激を受けた牌細胞は

エストロジェンを加えることによりさらに反応性が上

昇し、その反応はエストロジェンの桔抗薬であるタモ

キシフェンにより抑制された (図 9A )。一方、エスト

ロジェンのみでは全 く反応し なか った。 LP Sで刺激を

受けた牌細胞はエストロジェンを加えても反応性 に変

イヒは認められなかった 図 9B )。 即ち、活性化さ れた

T 細胞にエストロジェンが作用し、その増殖反応を増強

していることカf 判明した 。 そこで T 細胞 の 各 サ ブ セ ッ

ト を 分 離 し 同様の反応性を検討した 。 CD4陽 性 T細胞

と CD8陽性 T細胞を分離し、 エス トロジェ ン に 対 す る 反

応性を比較すると CD8陽性 T細胞の方が エストロジェ

ンによって有意に増殖反応が元進することが明らかと

なった 。 また その反応はタモキシフェンにより抑制

されること治宝判った (図 9C D ) 。

9 . T 細胞各サ ブセッ ト に お け る エ ス トロジ ェンレ

セプターの発現

CD8陽性 T細胞のエストロジェン に対する 有 意 な 反 応 性

が認められたことから その反応がエス ト ロ ジ ェンレ

セプターの発現と関わっている可能性を明らかにする

ために、 T 細胞各サブセットにおけるエストロジ ェン

lX 
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レセプターの発現を ウエスタンプロット法と RT-PCRy去に

て 検 索 し た 。 ウエスタンプロ ット法では 、約 70 k 0 に

エ ス ト ロ ジ ェ ン レ セ プ タ ー 特 異 的 な バ ンドが検出され

CD4陽性 T細胞に比較 して CD8陽性 T 細 胞に強い発現が認め

られた(図 10 A )。 なお、陽性対照とし て NFS/sJdマウス

の子宮組織ホモジネートを用いた 。 RT-PCR法 においても

CD8陽性 T細胞において、エストロジェンレセ プタ - mRNA 

の発現が CD4陽性 T 細 胞に比べて明らかに増強されてい

ることが判明した (図 10 B ) 

1 0 .自己免疫病 変における Fasを介した 組 織 破 壊 と

エ ス ト ロ ジ ェ ンとの関係

胃炎・甲状腺炎などにおける自己免疫性の組織破壊の

メカニズムの一つに Fasを介したアポトーシスの関与が

知られている 2l- 25 ) o そこで、 Txマウスと Tx+Ovxマウス

における唾液腺浸潤リンパ球の Fasリガンドの発現と、

それぞれのマウスより分離した MSG細胞の Fas発現を FACS

にて比較検討した 。 唾液腺浸潤リンパ球の Fasリガンド

発現は、 Txマウス(図 llA:72%) に比較して、 Tx+Ovxマ

ウスの方がより増強されていた(図 11 B : 8 8 % ) 0 MSG 

細胞における Fas発 現 に お い て も Tx+Ovxマウスの方がよ り

増強されていることが判った (図 11 C ， D ) 

1 1 . in vitroでの Fasを介したアポトーシ ス におけるエ

ス ト ロ ジ ェ ン の 影 響

in vivoにおいて エストロジェン欠乏状態では唾液腺細
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胞の Fas発現が増強されていたことから、 エス ト ロ ン エ

ンが直接唾液腺細胞における Fas発現を調節 す る の か 否

か を 明 ら か に す る た め に、 MSG細胞 に invitroで Fasを発現さ

せ その発現にエス トロジ ェンがどの よ うに影響する

のかを検討した。 ある種の骨髄細胞や glioma細 胞などで、

IFN-γを作用 させることによ り Fasの発現が増強することが

知られている 2 6 
2 7 ) 

。 本実験系で確立 し た MSG細胞 に

おいても IFN-yによって Fasの発現が増強されたこ とから、

この系を用いて、 invitroで、エ ス ト ロ ジ ェ ンの作用を加える

と、 MSG細胞の Fas発現は抑制され、タモキシフェンによ

り そ の 抑 制 効 果 は 相 殺 さ れ る こ と が 判 明 した(図 12 A ) 

また、抗 Fas抗 体 に よ る MSG細胞のアポトーシス誘導実験

においても、 IFN-yで、誘導された Fasを介したアポトーシス

はエストロジェンにより抑制されていることが明らか

となった (図 12 B ) 
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考察

自己免疫疾患の成 立 機 構 は 不 明 で あ るが、染色体上の

複数の遺伝子座 の 働 きと 、 環 境 因子とが相侠っておこ

る多因子性疾患と考 えられ て いる 。 遺伝的因子として

組織適合遺伝子複合体 (MHC;major histocompatibility complex)をはじ

めとする様々な遺伝子群が関与しているこ と が 知 ら れ

ている 1 8 - 3 2 ) 。 環境因子としては ウ イルス感染、 ホル

モン、ストレス 、 加齢など多く要因が知られてお り

その中でも性ホルモン に 関する報告は多い 。 自己免疫

疾 患 の 発 症 に 女 性 優 位 の 性 差 が あ る こ とは従来から 周

知の事実であるが、自己免疫疾患の発症における性ホ

ルモンの役割を組織レベル ・細胞レベル・遺伝子レベ

ルで詳細に解析した報告はない 。 本研究 では、臓器特

異的自己免疫疾患であるシェーグレン症候群の疾患モ

デル NFS/sldマウスを用い、卵巣摘出を施す ことによ り エ

ストロジェン欠乏状態を誘導すると、唾液腺・涙腺 に

お ける自己免疫病変は著しく増悪するにとが判明した 。

また、生理的濃度のエストロジェンを 1flVIVOに経時的に 投

与 す る こ と に よ り そ れ ら の 病 変 は 回 復 することが判 つ

た 。 このことは、エストロジェンが生体内で 自 己免疫

病変の発症に防御的な作用をしていることを示唆して

いる 。 さらに 、 エストロジェンの措抗薬であるタモキ

シフェンを投与することにより卵 巣 摘出 群 と 同程度 の
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病変が誘導できたことからも エス トロジェンの作用

が 病 態 抑 制j効果に働いている可能性が強く示唆 された 。

なお タモキシフ ェ ン 投 与 群 に お い て 唾 液腺炎のうち

で顎下腺病変に増悪がみられなかった原因 と して、 タ

モキシフェンが部分的措抗薬であることや 臓器 によっ

てホルモン感受性に差のある可能性が考えられた 。 SSの

モデルと して肘fRIJlprマウスや NZB州ZWFlマウスを用 いた実

験 で は 、 エス トロジェンではなくアン ドロジェンが病

態抑制に効果的であるという報告があるが 8 . 3 :l ) 
そ、

れらのマウスは全身的な自己免疫疾患を背景とした一

次性 SSの モ デ ル で あ り 本研究で用いた NFS/sld疾患モデ

ルマウスが一次性 SSのモデルである点と異なっている 。

また 個々の系統のマウスによるホルモン感受性の違

いや病態発症のメカニズムの相違も関与しているもの

と思われる。 閉経期以降のエス トロジェン の 欠 乏 状 態

にある女性に好発する SSの病態と、卵巣摘出によって増

強 さ れ る NFS/sld疾患モデルマウスの病態には類似点が多

く認められ、自己免疫疾患の発症に関 4与 するエストロ

ジェンの機能を解析するうえで本モデルの有用性が重

視される 。

卵巣摘出を施したマウスの病変局所に浸潤している リ

ンパ球 は CD4陽性 T 細 胞が主体であり、この所 見 は 胸 腺

摘出のみの NFS/sldi疾 患 モ デ ル と 類 似 し 、 自 己免疫病変 の

形成に CD4陽性 T細胞がエフェクター細胞として機能し
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ているものと考え ら れる 。 ま た 、 正常 CD4陽性 T細胞を

含む分画の移入 に よ り 卵巣摘 出マウスの自己免疫病変

が回復したことから CD4陽性 T細胞中 に自 己免 疫反応に

対して防御的に働く調節性 T細胞が 含 ま れている可能性

を示唆しており
下

、 、ー・ のことは従来の報告 と一致してい

る 3 4 ) 。 卵巣摘出による全身の免疫系へ の 影響 と し て

in vivo における CD8陽性 T細胞の減少が著明であ り 、 invitroに

おいて CD8陽性 T細胞のエストロジェンに対する有意な

反応性がみられたことから 生体内でエス ト ロ ジ ェ ン

が欠乏することによ り CD8陽性 T細胞の増殖 能が抑制さ

れ、サプレッサ 機能に不全状態がもたらされた可能

性が示唆された 。 また、従来から免疫担当細胞には、

エストロジェンレセプターが存在すること が知られて

おり 3 5 3 6 ) 
本モデルマウスにおいて CD8陽 性 T細胞に

優位にエストロジェンレセプターの発現が 認められた

ことは ヒトにおける解析結果 3 7 ) と一致している 。

また、卵巣摘出による自己抗体産生の増強効果は

NZB庁、iZWFlマウスなどにおける従来の報戸 6 . 7 ) と一致し

ており エストロジェンが負の調節因子とし て 働 く IL-6

などのサイ トカインの産生允進によるものであると説

明されている 。 般的に エス トロジェンは標的細胞

の 細 胞 質 に 存 在 す る エ ス トロジェンレセプタ に結合

し エス トロジェン エス トロジ ェ ン レ セフ。タ コン

プレックスを形成し、 そのコンプレ ッ クス が核内 に 移
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行し特定の遺伝子上 に 存 在 す るエストロジェンレスポ

ンシイブエレ メ ント (ERE;estrogen responsive element)と相互作用し 、

標的遺伝子の転写を調節してい る こ と が 明 らかにされ

ている:18 - 4 0 ) 
そ の 標 的 遺 伝 子の中に IL-6，IFN-y， IL-l /f， 。

TNF-σ などの各種サイ トカイン遺伝 子 が存在 してい る と

いつ報告がある 4 1 -4 7 )。 生体内 に お け るエス トロ ンエ

ンの作用として直接細胞の増殖などの機能 に 関与して

いるシグナルと サイ トカインなどを介し て 間 接 的 に

作用しているシグナルとが存在しており 自己免疫病

変の発症メカニズムにこれらエストロジェンの複雑な

直接的・間接的作用が関与している可能性が強く示唆

される 。

多くの自己免疫疾患の組織破壊のメカニズムに Fasを介

したアポトーシスの関与が知られている 21-25.48  49 ) 。

本モデルにおいても、 MSG細胞に Fas抗原が発現し、唾液

腺 に 浸 潤 す る CD4陽性 T細胞に Fasリガンドが検出され、

さらに invitroにおいて MSG細胞の抗 Fas抗体に よ る ア ポ ト

シ ス が 誘 導 さ れ た こ と か ら Fasを介し，たアポトーシス

が唾液腺の組織破壊に関与している可能性が示唆され

た 。 こ の 点 に 関 し て は エス トロジェンの欠乏状態に

よって CD8陽性 T細胞のサプレッサー機能不全やサイ ト

カインの産生允進によるエフェクター細胞の活性化が

もたらされ Fasリ ガ ン ドを強く発現した自己反応性 T 細

胞の局所浸潤を促すと同時に、 IFN-y によ っ てj:~ 5虫され
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た唾液腺細胞側の Fasを介したアポトーシスが誘導され、

これらの結果として組織破壊が進行するというメカー

ズ ム が 考 え ら れ る 。 角膜、精巣、胎盤などの組織側に

Fas抗原ではなく Fasリ ガ ン ド が 発 現 し 、 浸 潤細胞の Fasと

相互作用し浸潤細胞のアポトーシスが誘導され、免疫

防御的な役割を果たしているという報告 5 0 ・ 5 :2 ) や、橋

本甲状腺炎 5 2 ) においては Fasおよび Fasリガ ンドの両方

を発現し浸潤リンパ球とは関係なくアポトーシスが起

こるという報告 5 3 ) なされている 。 本疾患モデルマウ

スにおいて唾液腺細胞には Fas抗原が発現し、 Fasリガン

ドの発現は認められなかったことから、上述したよう

な現象とは異なるメカニズムによる組織破壊と考えら

れる。

NFS/sldマウスにおいて、胸腺摘出を行わず に卵巣摘出を

施しても自己免疫病変は全く認められず、免疫担当細

胞にも影響がなかったことから、胸腺摘出 によって自

己抗原に反応する活性化した T細胞のみにエストロジェ

ンが作用している可能性がある。また t， in vitro~こおける 牌

細胞の増殖反応においても、マイトージェン刺激がな

ければエストロジェンの作用は認められな かったこと

も invivoにおける所見を反映しているもの と 考 え ら れ る 。

免疫系細胞と性ホルモンとの関連性については多 くの

報告があり 5 4 - .5 7 )、それらの中で、胸腺細胞 に は 性 ホ

ルモンに対する強い感受性が存在し、性ホ ルモンが胸
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腺内 T細胞の分化に大きく影響することが明らかにされ

ている。一方、本疾患モデルでは生後 3 日目に胸腺を

いものと考えられる 。 また 古
同 濃度の エス トロジェン

摘 出 し 、 4週齢にて卵巣摘 出を施すので、この実験系に

おいては胸腺細胞とエストロジェンとの関連性は少な

が T細胞の胸腺外分化を誘導することが知られているが

胸腺摘出を施した NFS/sldマウスの肝臓 に おける胸腺外 分

化を示唆する TCR(T印 IIreceptor) /α/3 intのポピュレーション 5 8 ) 

は認められなかったことから、本モデルにおける自己

免疫疾患の発症に胸腺外分化 T細胞は関与していないも

のと考えられた。

この SS疾 患 モ デ ル マ ウ ス を 用 い 、 ヒ ト SSと共通する臓

器特異的自己抗原が α-fodrinであることはすでに当教室か

ら報告されている l 6 ) 
。 自己抗原と エス トロジ ェ ンと

の関係については不明であるが、エストロジェンによっ

て調節を受けるある種のカテプシンやカルパインなど

の 70 ロテアーセゃ群 5 9 ・ 6 3 )が自己抗原の分断化およびフ。

ロセッシングに関係している可能性が4考 えられる 。 本

研究では、卵巣摘出マウスにおいて 12 0 kDα-fodrinに 対 す

る自己抗体の産生尤進が認められたことから、自己抗

うけていることが示唆された 。

原の発現増強がエストロジェンの動態によ って影響を

本研究において、エストロジェンが SS疾患モデ ルであ

る NFS/sldマウスの自己免疫病変に対して防御的 に作用し
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て お り 、 そ の メ カ ニ ズ ム の 一 端が、エストロジ ェ ン欠

乏状態による CD8陽性 T細胞のサプレ ッ サ一機能不全、

イudrioに対する自己抗体産生允進、唾液腺における Fas/Fas

リガンドを介した組織破壊の允進なとであ ることが明

らかになったが、これらの分子生物学的な制御機構に

ついては不明のままである 。 今後、唾液腺 組 織 お い て

エストロジェンによって調節 制御されて自己抗原の

発現や組織破壊に関与する新たな分子群の同定や、自

α 

己反応性 T細胞の活性化を調節するシグナルカスケード

におけるエストロジェンの役割を解析することなどが

重 要 な 検 討 課 題 で あ る 、'
o '-ー れらのアプロ ーチ により

自己免疫疾患発症における性差のメカニズムの分子論

的解明がなされるものと考えられる 。

4 
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奇士 号心、
不口 百周

1 . シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 モ デ ル マ ウス NFS/sldにおいて、

卵巣摘出を施すこと により、自己免疫病変はさら に

増悪することが明らかとな った 。

2 .卵巣摘出により牌細胞中の CD8陽性 T細胞 が減少し、

in vitroにおいて CD8陽性 T細胞が優位 に エストロ ジェン

に反応し さらに CD8陽性 T細胞にエストロジェンレ

セプターの強い発現がみられたことから 、 エ ス ト ロ

ンエンレセフターを介した CD8陽性 T 細胞のサプレッ

サ一機能にエストロジェンが密接に関与している可

能性が示唆された 。

3 .唾液腺特異的な自己抗原 12 0 k 0α-fodrinに対する自

己抗体の産生が卵巣摘出により允進していることが

判 明した 。

4 .標的組織破壊のメカニズムに Fas/Fasリ ガンドを介し

た ア ポ ト ー シ ス が 関 与 し 、 エ ス ト ロ ジェンが唾液腺

細胞の Fas抗原の発現および浸潤 T 細胞の Fasリ ガ ン ド

発現の両者に影響を与えている可能性が示唆された 。

5 .本研究はヒト自己免疫疾患発症における性差のメ

カニズムの一端を解明する上で有用であ り 、 シ ェ ー

グレン症候群の病因に基づいた治療法の 開 発 に 重 要

な 知 見 を も た ら す も の と 考 え る 。
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図の説明

(図 1) 卵巣摘 出による自己 免 疫性唾液腺炎 ・ 涙腺炎

の 病理組織像

T xマウス (左 ) お よび Tx+Ovxマウ ス (右 ) の顎下腺、

舌 下腺、耳下腺、涙腺 (上段よ り)の 8週 齢における組

織像を比較する 。 Tx+Ovxマ ウ ス に おいて各臓器 ともに組

織破壊を伴う自己免疫病変の増強が認められる 。(x 

1 2 0 ) 

(図 2) 卵巣摘出マウス に お け る 自 己 免 疫病変 の 経時

的変化

唾液腺・涙腺における自己免疫病変を Whl民らの組織学

的 index(平均::tSD) で示す 。 Tx+Ovxマウスの各臓器 の 炎 症

性病変は 20週齢まで経時的に増悪している ことがわか

る 。

(図 3) 唾液腺浸潤細胞の免疫組織化学的解析および

FACS解析

浸潤細胞は Thy1.2陽性 T 細胞 (A ) が主体で、 T 細胞の表

現形質は CD4陽性 T 細胞 (B ) が優位で、 CD8陽性 T 細 胞

C ) は少数であることが判明した (1 2週齢顎下腺， ABC 

法、 x3 6 0 )。 浸潤細胞の FACS解析 (D ) を 示 す 。 C D 4 

陽性 T 細胞が 30 . 2 %、 CD8陽性 T 細胞が 4 . 8 %で、 CD4 

が主体である 。(CD4/CD8; 二 重染色 )
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(図 4 ) 牌細胞 における T 細胞表現形質の FACS解 析

8週齢における無処置、 Tx，Tx+Ovxマウスの牌 細 胞 の 表 現

形 質を示す 。 Tx+Ovxに よ り CD8陽 性 T 細胞の有 意な減少が

認められる 。(p < 0 . 0 5 Mann-Whitney U-test) 

(図 5) 唾 液 腺 特 異 的 自 己 抗 原 に 対 す る 自己 抗体の検

索

( A )ウエスタンプロ ッ ト法

Txを行わずに Ovxのみを施したマウス、 Txマウス、 Tx+Ovx

マウス、 Balb/cマウスの各血清を一次抗体とする ウ エスタ

ンプロット法の結果を示す 。 Txマウス、 Tx+Ovxマウス血清

中に 12 0 k D に特異的な バ ン ド を 検 出 し 、 Tx+Ovxマウス血

清中においてより強い発現増強を認める 。

( B ) ELISA 

血清中の自己抗体の定量化を行うために、 ELISAを行っ

た 。 Txマウス血清に比較して、 Tx+Ovxマウス血 清 中 の 自 己

抗体量が有意に増加していることが判 tる 。

p < 0 . 0 5 : Mann-Whitney U-test) 

(図 6 ) 性ホルモンの影響による牌細胞の CD4/CD8比 の

解析

無 処 置 、 Tx，Tx+Ovx， Tx+Ovx+E2， Tx+Ovx+ Tes， Tx+ Tamマ ウ ス の牌 細胞

を用い、 FACS解析にて CD4/CD8比を評価した 。エ ストロ ジェ
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ン投与により有意な減少が (p < 0 . 0 5 : Mann-Whitney U-test) 

テストステロン投与により有意な増加 (p<O.OI

: Mann-Whitney U-test) が認められる 。(CD4/CD8;二重染色 )

(図 7)性ホ ルモンの影響 による牌細胞における T 細

胞活性化マーカーの FACS解析

各群の牌細胞の CD4陽性 T 細胞における活性化マーカー

( CD44， CD45RB， Mel-14) の FACS解析を示す 。 Tx+Ovxマ ウスにお

ける CD44hゆ，CD45RB'OW
， Mel-14-の活性 化 パ タ ー ン か ら、エストロ

ジェン投与によって CD44，Mel-14に お い て ナ イ ーブ型 に移行

し て い る こ と が 判 る 。(CD4/CD44， CD4/CD45RB， CD4ル伍L-14 ・

重染色)

(図 8) 卵巣摘出マウスへの正常 T細胞分画移入によ

る病変回復効果の検討

whole細 胞 お よ び CD8-depleted細胞移入群に各臓器ともに病変

の回復効果が認められ、 CD4-depleted細胞移入群では病変の

回 復 は 認 め ら れ な い 。 (p < 0 . 0 5 : Man，-Whitney U-test) 

(図 9) 牌 細 胞 の エ ス ト ロ ジ ェ ン に 対 す る反応性の解

析

各種マイトージェンおよびエストロジェンに対する牌

細胞の増殖反応を示す (3 well平均 (cpm) :!: SD) 

( A ) ConAで、刺激を受けた牌細胞はエストロ ジェンに
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よ り 反応性 に 有意な増 加 が 認 め ら れ (p < 0 . 05: Mann-Whitney 

U-test) 、タモキシフ ェ ン で そ の 反 応 性 は 抑 制される 。

( B ) LPSに対する反応性はエスト ロジェ ン に よ っ て

影響を受けない 。

( C) CD4陽性 T細胞 の ConA反応 性はエ スト ロジェンに

よって影響を受けない 。

( D) ConAで刺激を受けた CD8陽性 T細胞はエス ト ロン エ

ンによって有意な反応性の増強を示し (p<0.05

Mann-Whitney U-test) 

は抑えられた 。

タ モ キ シ フ ェ ン に よ っ てそ の 反 応 性

(図 10 ) 各 T細胞サブセ ッ トにおけるエス ト ロ ジ ェ ン

レセプターの解析

( A ) ウエスタンプロ ッ ト法

分離した CD4，CD8分画の細胞溶解液 40 n gを 10% S DSゲ

ルに展開後のクマシーブルー染色を示す (左) 。 抗エ

ストロジェンレセプター抗体を一次抗体 (希 釈 X 2 0 0 0 ) 

と す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法の結果を 4示す (右 )。 約

7 0 kDにバンドが検出され、 CD8陽性 T細胞に強い発現が

認められる 。 陽性対照として NFS/sldマウスの子宮組織ホ

モ ジ ネ ー ト を 用 い た 。

( B) RT-PCR 法

各フラクションにおけるエストロジ ェ ンレセプタ-

mRNAの発現を示す (左 ) 0 CD8フラクション に 明 ら か に
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強い発現が 認 め られ る 。(右 /1-actin) 

(図 11) Fasリ ガ ン ド お よ び Fas発現の FACS解 析

( A ， B ) 唾液腺浸潤 リ ンパ球 に お け る CD4陽 性 T細 胞

の Fasリガンド発現の FACS解析を示す 。 Tx+Ovxマ ウ ス は Tx 

マウスと比較して Fasリガンドの強い発現を認める 。

C ， D ) 初代培養マウス唾液腺細胞(MSG) に お け る

Fasの 発 現 を 示 す 。 Txru戊においてやや強い発現傾向が認、

めら れ る 。

(図 12) MSG細胞のアポトーシスにおけるエストロ

ンの役割

ンエ

( A ) MSG細胞での、 IFN-yによって誘導された Fas発現に

対するエストロジェンの影響を FACS解析にて検索し、 MFI

比で示す 。(問， mean fluorescence intensity比 : 抗 Fas抗体の MFIJ

コントロール抗体の MFI) IFN-γ によって誘導された Fasはエ

ストロジェンによって発現が抑制され、さらにタモキ

シフェンにより抑制効果が相殺される， 0 

B) MSG細 胞の 抗 Fas抗体でのアポトーシスへのエス

トロジェンの影響を PI染色によるアポトーシスの検出

で評価した 。 エストロジェンによりアポトーシスが抑

市Ijされることがわかる 。
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1n vivo Role of Estrogens in Organ-specific Autoimmune Lesions of 

an Animal Model for Sjogren' s Syndrome 

Naozumi ISHIMARU 

Department of Oral Pathology， Tokushima University School of Dentistry， 3 

Kuramotocho， Tokushima 770， Japan 

1t is well known that estrogens have important roles on the development of 

autoimmune lesions， and they also modulate immune responses in a number of 

animal models. To analyze the in vivo role of estrogenic action on the 

development of autoimmune lesions in the salivary and lacrimal glands， we 

investigated an animal model for Sjりgren's syndrome in NFS/sld mutant mice 

treated with ovariectomy (Ovx) at 4・weekafter birth. Histology of autoimmune 

les ions in the s ali v ary and lacrimal glands in es tro gen-deficien t mice s how s severe 

des tructi v e changes w ith in flammatory infil tratio n. A s ignifican tly h igher 

4 

incidence of autoimmune lesions was observed in each age (8-week， 12-week， 

16-week， and 20 week) of Ovx-mice compared with those in non-Ovx mice. 

1mmunohistochemical analysis to identify cell populations revealed that a major 

proportion of infiltrating cells were Thy1.2+ and CD4+， with a small number of 

CD8+ and B220+ cells from the onset of autoimmune disease. 1n addition， estrogen 

injections decreased the incidence of autoimmune lesions in Ovx-mice， but 
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tamox i fen treatment s ign ifican tly in creas ed the in ci dence 0 f au toimmu ne les ions i n 

Ovx-mice. We also found a significant increase in serum autoantibody production 

against salivary gland-specific autoantigen in Ovx-mice. Flow cytometric analysis 

using splenic T cells revealed a decreased proportion of CD8+ T cells in Ovx・mlce.

In contrast， proliferative responses of splenic CD8+ T cells to Con A and estrogen 

was significantly higher than those of CD4+ T cells. We detected estrogen receptor 

in splenic CD8+ T cells on immunoblotting and RT-PCR analysis. Proportion of 

tissue-infiltrating CD4+ T cells bearing FasL was significantly higher in Ovx-mice 

than that in non Ovx-mice. In addition， primarily cultured salivary gland epithelial 

cells were found to be reduced expression of Fas antigen. These results indicate 

that dysfunction of CD8+ T cells induced by estrogen deficiency may play a crucial 

role on acceleration of autoimmune lesions in the salivary and lacrimal glands， and 

es trogenic action appears to influence both effector and target cells in animal 

model for Sjりgren's syndrome. 
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シェーグレン症候群疾患モデルマウスにおけるエストロジェンの役割

-c::ロ
ー_，.、、

ヒ，
白

シェーグレン症候群は慢性唾液腺炎・涙腺炎など外分泌障害をきたす原因不明の自己

免疫疾患であり中年以降の女性に特に好発することが知られているが、性差のメカニズ

ムに関しては全く不明である。シェーグレン症候群疾患モデルNFS/sldマウスにおいて

も雌優位に自己免疫性唾液腺炎-涙腺炎を発症することから、本研究は本モデルマウス

を用いて自己免疫病変発症におけるエストロジェンの役割を詳細に角ヰ析したものである。

卵巣摘出を施した疾患モデルNFS/sldマウスにおいて、自己免疫病変はさらに増悪する

ことが判明し、その病変局所においてCD4陽性T細胞の浸潤が主体を成していた。エス

トロジェン欠乏状態における全身の免疫系への変化として、 T細胞系では牌細胞中の

CD8陽性T細胞の有意な低下が認められ、 B細胞系では唾液腺特異的な自己抗原 (α

イodrin) に対する自己抗体の産生が允進 していた。また、卵巣摘出で増悪した自己免疫

病変はエストロジェン投与により回復し、エストロジェンが自己反応性T細胞の活性化

を抑制する作用のあることが判明した。そのメカニズムのーっとして、エストロジェン

レセプターを介したCD8陽性T細胞のサプレッサ一機能をエストロジェンが制御してい

る可能性が示唆された。 さらに、細胞移入により CD4陽性T細胞が直接病態形成を調節

することが判明した。一方、標的臓器である唾液腺の組織破壊のメカニズムに Fas/Fasリ

ガンドを介したアポトーシスが関与し、エストロジェンは唾液腺細胞のFas発現および

浸潤リンパ球のFasリガンド発現の両者に影響を与えている可能性が示唆された。

NFS/sldマウスの病態形成におけるエストロジェンの役割の解析を中心としたこれらの

研究成果は、ヒト・シェーグレン症候群の性差の解明、病因に基づいた治療法の確立、

ならびに歯科医学の発展に貢献するところが大きく、本論文は博士(歯学)の学位授与

に値するものと判定した。
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