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緒　　　言

　自己免疫疾患の多くは多因子疾患であり，様々な発

症要因が複雑に関与していることから，必ずしも疾患

特異的ではない診断，および対症療法による治療が行

われているのが現状であり，本疾患の病態の解明ならび

に根治的治療法の開発が重大な研究課題である。それら

の自己免疫疾患の大半が，女性優位に発症することが知

られている 1）。外分泌腺である涙腺，唾液腺を標的とす

るシェーグレン症候群（Sjögren's syndrome: SS）も，そ
の罹患患者のうち95％以上が女性であるといわれ，特

に閉経期以降の女性に好発する自己免疫疾患である 2, 3）。

その主症状はドライアイやドライマウスであり，さら

に口腔内の乾燥に伴う舌乳頭の萎縮や，齲蝕の多発，味

覚異常，摂食嚥下障害など，多くの口腔症状を引き起

こし，患者のクオリティーオブライフを低下させる 4, 5）。

従来，閉経期前後におけるエストロゲン産生量の変化が

免疫システムの維持に影響を与え，自己免疫疾患の発症

に関与しているものと考えられてきたが，特定の臓器が

自己免疫反応の標的となる詳細な分子メカニズムについ

ては不明である 6-8）。

　これまでに SSの疾患モデルマウスにおいて，卵巣摘
出によるエストロゲン欠乏状態が免疫細胞の機能障害

をもたらすと同時に，標的臓器である唾液腺に Fas依存
的アポトーシスの亢進を誘導することにより，唾液腺

における自己免疫病態の増悪をもたらすことが報告さ

れている 9）。また，正常 C57BL/6マウスにおいて卵巣摘
出術を施すと，摘出後２，３週間に限り，SSの標的臓器
である唾液腺細胞にアポトーシスが誘導され，SSの自
己抗原の一つとして知られている α-fodrinの分断化が一
過性に観察されることなどが明らかにされている 10）。さ

らに，自己免疫疾患の多くが閉経期前後の女性を中心

に発症することから抗エストロゲン作用により誘導さ

れる遺伝子の同定が進められ，シェーグレン症候群の標

的上皮細胞にエストロゲン欠乏によって発現が誘導され

る遺伝子として細胞周期関連因子である Retinoblastoma-
associated protein 48 （RbAp48） 遺伝子が報告されてい
る 11）。RbAp48タンパクは癌抑制遺伝子産物として知ら
れている Rbタンパクと複合体を形成する核タンパクと
して，そのヒト型遺伝子が1993年にクローニングされ

た 12）。その機能としては，ヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC）複合体の構成成分の一つとして細胞の分化増
殖の調節など様々な遺伝子の転写調節に関与するとの

報告があるが，詳細については不明な点が多い 13, 14）。In 
vitroの培養ヒト唾液腺細胞を用いた系で RNA干渉法に
より RbAp48を抑制するとアポトーシス能が低下し，さ
らに，RbAp48遺伝子トランスジェニックマウスにて涙
腺，唾液腺に限局する自己免疫性病変が観察されること

が報告されている 15）。

　アロマターゼは，エストロゲンを合成するために必要

なステロイド代謝酵素であり，ヒトにおいては，生殖器

や，脳，脂肪組織，骨などに広く局在しており，多様な

生理機能に関わっている 16-18）。アロマターゼ遺伝子が欠

損した aromatase knockout （ArKO） マウスは，ヒトでの
エストロゲン産生能の低下した状態が再現されており，

エストロゲンが免疫システムに及ぼす影響を理解するた

めの有用な動物モデルとして知られている 19）。Shimら
は，ArKOマウスにおいて B細胞の分化促進あるいは活
性化亢進による自己抗体の産生を介した自己免疫反応に

より，SS様の炎症性病変が唾液腺に認められることを
報告している 20）。しかしながら，アロマターゼ欠損によ

るエストロゲン欠乏状態が，SSの標的臓器である涙腺，
唾液腺に自己免疫性の病態を引き起こす詳細な分子メカ

ニズムについては不明なままである。そこで，本研究で

は，エストロゲン産生に異常をきたす ArKOマウスを用
い，エストロゲン産生異常が自己免疫病変へ及ぼす影響

について検討を行った。
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材料ならびに方法

１．動物

　ArKOマウスは藤田保健衛生大学医学部生化学講座
（豊明，愛知）および理研バイオリソースセンター（つ

くば，茨城）より提供された。C57BL/6（以下，WTと
略す）マウスは日本エスエルシー（浜松，静岡）より購

入した。SSの疾患モデルのために NFS/N（NFS/sld）マ
ウス 21, 22）の生後３日目に胸腺摘出術（以下，Txと略す）
を行った。Txを行った NFS/sldマウスに，生後４週齢
から４週間１日１回アロマターゼインヒビター （AI）で
ある exemestane （Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）を0.5 
％ carboxymethylcellulose （CMC）（和光純薬工業，大阪）
で50 μg/200 μlになるよう濃度調整して腹腔内投与した。
マウスに放射線滅菌飼料 CL-2（日本クレア社，東京），
滅菌水を常時与え，徳島大学歯学部動物実験施設にて

specific pathogen-free （SPF） 下で繁盛飼育した。すべて
の動物実験に関して，徳島大学動物実験委員会（承認番

号：toku12034）および遺伝子組み換え実験安全管理委
員会（承認番号：第25-112号）の承認を得て実施された。

２．病理組織学的解析

　ArKOマウス，WTマウス，NFS/sldマウスをジエチ
ルエーテルによる安楽死後，全身臓器を採取した。各臓

器は10％中性緩衝ホルマリンにて固定し，軟パラフィ

ン包埋後，4 μmの組織切片を作製し，ヘマトキシリン・
エオジン染色（以下 HE染色と略す）を施した。各臓器
における炎症性病変の有無を評価した。組織像は×100

倍で示す。組織評価方法としては，Kohashiらの方法 23）

に準じて，Slight；炎症病変を認めないもの，Moderate；
リンパ球数が20個以上のリンパ球浸潤が１～５ヵ所認

められるもの，Severe；リンパ球数が20個以上のリンパ
球浸潤が５ヵ所以上あり，実質組織の破壊を認めるもの

として病理評価を行った。

３．蛍光免疫染色法

　ArKOマウスの唾液腺凍結薄切切片を冷アセトンで
固定し，10％ヤギ血清によるブロッキング後，FITC標
識抗マウス CD4抗体（eBioscience, San Diego, CA, USA）
およびビオチン標識抗 B220抗体（eBioscience）と反応
させ，その後それぞれを Alexa488標識抗 FITC抗体（緑
色）（eBioscience），Alexa546標識 Streptavidin（赤色）
（eBioscience）で染色した。また，青色で示される核は4',
6-diamidino-2-phenylindole （DAPI）（Molecular Probe Inc., 
Eugene, OR, USA）で染色した。撮影には LSM 5 PASCAL 
Confocal Laser-scanning microscope（Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany）を使用した。

４．フローサイトメトリー解析

　胸腺，リンパ節あるいは脾臓をホモジナイズして得ら

れた浮遊細胞を0.1 Mリン酸緩衝液（pH 7.6, phosphate 

buffered saline）で洗浄後，1×106細胞に調整し，以下
に示す各種モノクローナル抗体にて染色後，細胞自動

解析装置（フローサイトメーター）（BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, USA）を用いて解析した。
・Phycoerythin （PE）-Cy7標識抗マウス CD4モノクロー
ナル抗体（eBioscience）
・Fluorescein isothiocyanate （FITC） 標識抗マウス CD8モ
ノクローナル抗体（eBioscience）
・Allophycocyanin （APC） 標識抗マウス CD25モノクロー
ナル抗体（eBioscience）
・PE-Cy5.5標識抗マウス CD44モノクローナル抗体
　（eBioscience）
・APC-Cy7標識抗マウス CD62Lモノクローナル抗体
　（eBioscience）
・PE-Cy5.5標識抗マウス F4/80モノクローナル抗体
　（eBioscience）
・APC標識抗マウス CD11cモノクローナル抗体
　（eBioscience）

５．定量Reverse transcription-polymerase chain reaction

（RT-PCR）法

　ArKOマウス，WTマウスおよび Tx-NFS/sldマウスか
ら回収した涙腺，唾液腺，胸腺，脾臓を TRIZOL reagent
（Gibco BRL, Rockville, MD, USA）を用いて，添付プロト
コールに従い全 RNAを抽出した。PrimeScript RT reagent 
Kit（Takara Bio，滋賀）を用いた逆転写反応によって
cDNAを生成した。それぞれの反応物は以下に示すプラ
イマーを用いて増幅した。

・RbAp48, forward, 5'-TATGGAAGAAGAACACCCT-3', 
and reverse, 5'-GCAGATGGTATGCTCATCTG-3'
・Major histocompatibility complex （MHC） class II 

transactivator （CIITA）, forward, 5'-CAGATACCATCAAC
TGCGACCA-3', and reverse, 5'-TCTGCTCCAATGTGCT
CTATGAAG-3'
・Interferon regulatory factor 1 （IRF-1）, forward, 5'-AACTC

CAGCACTGTCACCGTG-3', and reverse, 5'-GAGTTGCC
CAGCAGGCTGTCC-3'
・IFN-γ, forward, 5'-AGCGGCTGACTGAACTCAGATTGT

AG-3', and reverse, 5'-GTCACAGTTTTCAGCTGTATAG
GG-3'
・IL-18, forward, 5'-GTGACCCTCTCTGTGAAGGATA-3' 

and reverse, 5'-TGTGTCCTGGAACACGTTTC-3'
・IL-2, forward, 5'-CCTGAGCAGGATGGAGAATTACA-3', 

and reverse, 5'-TCCAGAACATGCCGCAGAG-3'
・IL-4, forward, 5'-TCTCATGGAGCTGCAGAGACTCT-3', 

and reverse, 5'-TCCAGGAAGTCTTTCAGTGATGTG-3'
・IL-17, forward, 5'-CTCCCAGAAGGCCCTCAGACTAC-3', 

and reverse, 5'-AGCTTTCCCTCCGCATTGACACAG-3'
・T-bet, forward, 5'-CCAGAGCGGCAAGTGGG-3', and 

reverse, 5'-CATATAAGCGGTTCCCTGGC-3'



2 四国歯誌　第 27巻第１号　2014：Thesis シェーグレン症候群の病態形成におけるアロマターゼの影響（岩浅） 3

・GATA binding protein 3 （GATA-3）, forward, 5'-CCTACC
GGGTTCGGATGTAA-3', and reverse, 5'-CACACACTCC
CTGCCTTCTGT-3'

・RAR-related orphan receptor gamma （RORγT）, forward, 5'-
GCCTACAATGCCAACAACCCACACA-3', and reverse, 
5'-ATTGATGAGAACCAGGGCCGTGTA-3'

・Forkhead box P3 （Foxp3）, forward, 5'-CCCAGGAAAGA
CAGCAACCTT-3', and reverse, 5'-TTCTCACAACCAGG
CCACTC-3'

・β-actin, forward, 5'-GTGGGCCGCTCTAGGCACCA-3', 
and reverse, 5'-CGGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG-3'

６．免疫染色

　ArKOマウスおよびWTマウスの唾液腺のホルマリ
ン固定パラフィン薄切切片を 10 mMクエン酸緩衝液
（pH 6.0）による抗原賦活化処理，過酸化水素水によ
る内在性ペルオキシダーゼ枯渇化および Blocking One 
Histo（ナカライテスク株式会社，京都）によるブロッ
キング後，抗マウス F4/80抗体（eBioscience）と反応
させた。二次抗体として ImmPressTMペルオキシダーゼ

標識抗ラットイムノグロブリン（VECTOR Laboratories 
Inc. , Burlingame, CA, USA） を使用し，ImmPACTTM VIP 
（VECTOR Laboratories Inc.） 基質を用いて発色させた。
対比染色にはヘマトキシリンを使用した。

結　　　果

１．ArKOマウスにおける病理組織学的解析

　３～６，６～12，12～18か月齢の ArKOマウスとWT
マウスの解剖を行い，HE染色にて，涙腺および唾液腺
における病理組織学的検討を行ったところ，３～６か

月齢の ArKOマウスでは涙腺，唾液腺のいずれにも炎症
病変は目立たなかったが，12～18か月の ArKOマウス
では涙腺，唾液腺の両方で SS様の広範なリンパ球浸潤
と腺房細胞の破壊を認めた（図１Ａ）。これらの涙腺，

唾液腺における炎症性病変の加齢変化を，Kohashiら
の方法 23）に準じて，病理組織の炎症病変の評価を行う

と，３～６か月齢では B6マウス，ArKOマウスともに
強い炎症性病変は観察されず，６～12か月齢，12～18

か月齢の ArKOマウスの涙腺，唾液腺では病理スコアは
WTマウスと比べて，増悪することが判明した（図１
Ｂ）。さらに，18か月齢の ArKOマウス唾液腺凍結切片
において，病変部での導管周囲に浸潤しているリンパ球

について検討したところ，CD4陽性 T細胞が主体であ
り，B220陽性 B細胞も浸潤していることが分かった（図
２）。

２．ArKOマウスの各臓器における T細胞の動態

　18か月齢の ArKOマウスとWTマウスの胸腺，脾臓，
頸部リンパ節におけるリンパ球を各種モノクローナル

抗体にて染色し，フローサイトメーターにて，各臓器に

おける T細胞の動態について検討を行った。胸腺細胞
のリンパ球分画を CD4と CD8で展開して，CD4＋CD8－，
CD4－CD8＋，CD4＋CD8＋，CD4－CD8－の各分画の割合を
ArKOマウスとWTマウスで比較したところ，両者間で
大きな違いは認められなかった（図３Ａ）。また，脾細

胞と頸部リンパ節細胞のリンパ球分画を CD4と CD8で
展開したところ，ArKOマウスとWTマウスの CD4＋T
細胞と CD8＋T細胞の割合に大きな違いはなかった（図
３Ｂ）。さらに，脾細胞と頸部リンパ節細胞の CD4＋T
細胞にゲートをかけて，CD44と CD62Lで展開し，活
性化したメモリー型の CD4＋T細胞の割合について比較
検討を行ったところ，脾臓と頸部リンパ節での活性化さ

れた CD44highCD62LlowCD4＋T細胞の割合に，ArKOマウ
スとWTマウスではほとんど違いは見られなかった（図
３Ｃ）。

３．ArKOマウスの胸腺，脾臓における T細胞分化に関

連する転写因子のmRNA発現の検討

　アロマターゼの欠損が中枢および末梢免疫組織での T
細胞の分化に及ぼす影響を検討するために，18か月齢

の ArKOマウスとWTマウスの胸腺および脾臓の組織
を回収し，Th1細胞の分化に重要である転写因子 T-bet，
Th2細胞の分化に重要な転写因子である GATA-3，Th17
細胞の分化に重要な転写因子である RORγT，制御性 T
細胞（Treg）の機能に重要な転写因子である Foxp3の
mRNA発現について定量 RT-PCR法にて検討したとこ
ろ，脾臓の T-betの mRNA発現がWTに比べて有意に上
昇していた。その他の因子に関して，胸腺，脾臓ともに

いずれの転写因子の発現量もWTマウスと ArKOマウ
スで有意な差は認めなかった（図４）。したがって，ア

ロマターゼの欠損は末梢組織における Th1細胞への分化
を促進している可能性が示された。

４．ArKOマウスの涙腺，唾液腺におけるアポトーシス

関連遺伝子のmRNA発現の検討

　アロマターゼ欠損が，SSの標的臓器である涙腺，唾
液腺に及ぼす影響を検討するため，両臓器での細胞周

期関連遺伝子及び免疫関連遺伝子の発現を検討した。

RbAp48，CIITA，IRF-1の遺伝子発現量を定量 RT-PCR
を用いて測定を行ったところ，RbAp48の mRNA量は涙
腺，唾液腺ともに ArKOマウスでWTマウスに比較し
て有意に上昇していた（図５Ａ）。さらに，MHC class II
の転写活性化因子である CIITAの遺伝子発現量は，涙
腺では有意差は認めなかったが，唾液腺において ArKO
マウスでWTマウスに比較して有意に上昇していた（図
５Ｂ）。また，IRF-1の mRNA発現量については，涙腺，
唾液腺ともに ArKOマウスとWTマウスで有意な差は
認めなかった（図５Ｃ）。これらの結果から，アロマター

ゼ欠損によるエストロゲンの産生異常が，SSの標的臓
器である涙腺，唾液腺での RbAp48の発現に影響を及ぼ
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すことが示唆され，これまでの卵巣摘出マウスの唾液腺

で見られた RbAp48の高発現と合致する結果が得られた
といえる。

図２　ArKOマウスの唾液腺病変部における浸潤リンパ球
18か月齢の ArKOマウス唾液腺凍結切片を作
製し，蛍光免疫染色を行い，病変部での導管周
囲に浸潤しているリンパ球について解析を行っ
た。左上の緑色（Alexa488）が CD4，右上の赤色
（Alexa546）が B220，左下の青色（DAPI）が核，
右下がそれぞれを重ね合わせたものを示す。写真
は５匹の ArKOマウス唾液腺の代表的な結果を示
す。（Scale bars = 50 μm）

図３　ArKOマウスの各臓器における T細胞の動態
WTマウスおよび ArKOマウスの臓器における T
細胞マーカーについて，フローサイトメーターに
て解析した結果を示す。
（Ａ）胸腺細胞を CD4と CD8で展開。
（Ｂ）脾細胞と頸部リンパ節細胞を CD4と CD8で
展開。
（Ｃ）脾細胞と頸部リンパ節細胞の CD4＋細胞を
CD44と CD62Lで展開。それぞれの結果は各群
（n=5）の代表的なものを示す。

図１　ArKOマウスの涙腺・唾液腺における自己免疫病変
（Ａ）18か月齢WTマウスおよび ArKOマウスの
涙腺・唾液腺の HE染色像を示す。（Scale bars = 
100 μm）
（Ｂ）WTマウスおよび ArKOマウスの３～６か
月齢（n=5），６～12か月齢（n=5），12～18か月
齢（WT n=8，ArKO n=9）における涙腺・唾液腺
の HE染色を行い，病理組織評価を行った結果を
示す。
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５．ArKOマウスの各臓器におけるサイトカインの遺伝

子発現の検討

　次に，定量 RT-PCR法を用いて，ArKOマウスの唾液
腺，脾臓，胸腺におけるサイトカインの mRNAの発現
の検討を行った。炎症性サイトカインである IFN-γの
mRNA発現は，WTマウスと比較して，ArKOマウスの
唾液腺と脾臓で有意に上昇しており（図６Ａ），同じく

炎症性サイトカインである Interleukin （IL）-18の mRNA
発現は，ArKOマウス唾液腺において有意に上昇して
いた（図６Ｂ）。胸腺における IFN-γ，脾臓及び胸腺にお
ける IL-18の発現については両者で差は見られなかった
（図６Ａ，Ｂ）。以上のことから，ArKOマウスでみられ
る唾液腺での SS様の炎症所見に IFN-γや IL-18といっ
た炎症性サイトカインの発現上昇が関与していること

が示唆された。また，脾臓における IL-2，IL-4あるいは
IL-17の mRNA発現についても検討を行ったところ，い
ずれのサイトカインの遺伝子発現においてもWTマウ
スと ArKOマウスで有意な差は認められなかった（図６
Ｃ）。

６．AI 投与 SSモデルマウスにおける病理組織学的解析

　次に，生後３日目に Txを施行した雌性 NFS/sldマウ
スを用いて，４週齢から AIを４週間腹腔内投与し，SS
モデルマウスにおけるアロマターゼ阻害による影響につ

いて検討を行った。Tx後 AIを投与した Tx＋AI群では
Tx＋CMC群の炎症病変に比較して，涙腺，唾液腺に導
管周囲への顕著なリンパ球浸潤と腺房細胞の破壊像を認

めた（図７Ａ）。さらに，ArKOマウスと同様に SS様の

図４　ArKOマウス胸腺および脾臓における T細胞分化
に関連する転写因子の遺伝子発現解析
WTマウスおよび ArKOマウスの胸腺，脾臓にお
ける T細胞分化に関連する転写因子である T-bet，
GATA-3，RORγT，Foxp3の mRNA 発現の結果
を示す。各 mRNA量は β-actin mRNAに対する相
対的な値で表されている。結果は平均値（n=5）±
標準偏差で示されている。（＊：P<0.05，Student's 
t-test）

図５　ArKO マウス涙腺および唾液腺におけるアポトー
シスおよび免疫関連因子の mRNA発現の解析
WTマウスおよび ArKOマウスの涙腺，唾液腺
における RbAp48，CIITA，IRF-1の mRNA発現
を定量 RT-PCR 法にて解析した。各 mRNA量は
β-actin mRNA に対する相対的な値で表されてい
る。結果は平均値（n=5）±標準偏差で示されてい
る。（＊：P<0.05，＊＊：P<0.001，Student's t-test）

図６　ArKOマウスの各臓器における各種サイトカイン
の mRNA発現の解析
WTマウスおよび ArKO マウスの唾液腺，脾臓
および胸腺における IFN-γ，IL-18，IL-2，IL-4，
IL-17の mRNA発現を，定量 RT-PCR法にて解
析した。各 mRNA量は β-actin mRNAに対する
相対的な値で表されている。結果は平均値（n=5）
±標準偏差で示されている。（＊：P<0.05，＊＊：
P<0.001，Student's t-test）
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炎症の程度を評価したところ，Tx＋CMC群に対して，
Tx＋AI群で病理スコアが増悪する傾向を認めた（図７
Ｂ）。この結果より，AI投与によるアロマターゼの阻害
が，SSモデルマウスにおける涙腺，唾液腺での SSの病
態を悪化させることが明らかになった。

７．AI 投与 SS モデルマウスの脾臓における T細胞の

解析

　SSモデルマウスへの AI投与による脾臓での T細胞の
動態についてフローサイトメトリーにて検討を行った。

脾臓のリンパ球分画を CD4と CD8で展開して，各群で
の CD4陽性 T細胞，CD8陽性 T細胞を検討したところ，
胸腺摘出にて減少した CD4陽性 T細胞は AI投与により
非摘出群と同等の割合になった（図８Ａ）。CD8陽性 T
細胞の割合は AI投与によって変化は認めなかった（図
８Ａ）。さらに，CD4陽性 T細胞を CD44と CD62Lで展
開して，CD4陽性 T細胞の活性化について検討したと
ころ，Tx群にて増加した CD44highCD62LlowCD4陽性 T細
胞の割合は AI投与によって著変は認められなかった（図

８Ｂ）。したがって，SSモデルマウスにおいてアロマター
ゼの阻害によって CD4陽性 T細胞の割合は増加するも
のの末梢の活性化には関与しないことが示唆された。

８．AI 投与 SSモデルマウスの唾液腺におけるアポトー

シス関連因子のmRNA発現についての検討

　AI投与による SSモデルマウスの唾液腺でのアポトー
シス関連因子の mRNA発現に及ぼす影響について検討
を行ったところ，RbAp48の mRNA発現は胸腺非摘出群
（non Tx群）と比較して，Tx群と Tx＋AI群で有意に上
昇し，Tx＋AI群でさらに発現の亢進が認められた（図
９）。また，CIITAおよび IRF-1の遺伝子発現について
は AI投与によって有意な差は認められなかったが増加
傾向が見られた（図９）。これらの結果から，SSモデル
マウスへの AI投与による唾液腺のアポトーシスへの影
響が示唆された。

９．ArKOマウスの頸部リンパ節におけるマクロファー

ジおよび樹状細胞についての検討

　WTマウスと ArKOマウスの末梢リンパ節におけるマ
クロファージと樹状細胞の割合について検討を行ったと

図７　AI投与 SSモデルマウスの涙腺・唾液腺における
自己免疫病変
（Ａ）AI４週間投与後の SSモデルマウスの涙腺・
唾液腺の HE染色像を示す。（Scale bars = 100 μm） 
（Ｂ）AI４週間投与後の SSモデルマウスにおけ
る涙腺・唾液腺の HE染色を行い，病理組織評価
を行った結果を示す。写真は各群（n=5）の代表
的な結果を示す。

図８　AI投与 SSモデルマウスの脾臓における T細胞の
動態
AI４週間投与後の SSモデルマウスの脾臓におけ
る T細胞マーカーをフローサイトメーターにて
解析した結果を示す。
（Ａ）脾臓細胞を CD4と CD8で展開した結果を示
す。
（Ｂ）脾蔵の CD4＋細胞をゲーティングし，CD44
と CD62Lで展開した結果を示す。それぞれの結
果は各群（n=5）の代表的なものを示す。
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ころ，ArKOマウスの頸部リンパ節において F4/80陽性
のマクロファージおよび CD11c陽性 F4/80陰性の樹状細
胞の割合が増加していることが明らかとなり，ArKOマ
ウスの末梢でのマクロファージおよび樹状細胞の増加が

自己免疫疾患様病態に関与している可能性が示唆された

（図10）。

10．ArKOマウスの標的臓器におけるマクロファージの

検討

　SSの標的臓器である唾液腺でのマクロファージの動
態について検討を行った。唾液腺の炎症病変部での免疫

染色において，F4/80陽性のマクロファージの集簇像が
確認された（図11）。このことから，ArKOマウスの標
的臓器における炎症病変の形成にマクロファージが関与

している可能性が示された。

考　　　察

　SSを含む多くの自己免疫疾患は，複数の遺伝子座の

異常と環境因子が相関して発症する多因子疾患とされて

いる 24-26）。遺伝的な要因として，主要組織適合遺伝子複

合体（MHC）分子をはじめとする様々な遺伝子群が関
与していることが報告されている 27-31）。また，自己免疫

疾患の多くは男性と比較して，女性で優位に発症するこ

とが知られており 1），SSも，閉経期以降の中高年の女
性に好発する 2, 3）。これまでに，エストロゲンが性ホル

モンの中で最も重要な免疫システムの調節因子であり，

閉経などによるエストロゲンレベルの著明な変化が自己

免疫疾患を引き起こすといった報告があり 32），男女間で

の性ホルモンによる免疫反応の違いが自己免疫病態に影

響を及ぼしていると考えられてきた 33, 34）。

　SS以外に，自己免疫疾患である全身性エリテマトー
デスや関節リウマチなどの病態形成においてもエストロ

ゲンが関与していることが知られているが 35-38），自己免

疫疾患の病態形成と性ホルモンとの関係について個々の

疾患の発症機序が異なる点やステロイド受容体とサイト

カインシグナルの複雑なクロストークの関与が指摘され

図９　AI投与 SSモデルマウスの唾液腺におけるアポトーシスおよび免疫関連因子の mRNA発現の解析
AI投与 SSモデルマウスの唾液腺における RbAp48，CIITA，IRF-1の mRNAの発現を，定量 RT-
PCR 法にて解析を行った。各 mRNA量は β-actin mRNAに対する相対的な値で表されている。結果
は平均値（n=5）±標準偏差で示されている。（＊：P<0.05，＊＊：P<0.001，Student's t-test）

図10 ArKOマウスの頸部リンパ節におけるマクロ
ファージおよび樹状細胞の動態
WTマウスおよび ArKOマウスの頸部リンパ節に
おける F4/80および CD11cの陽性細胞を，フロー
サイトメーターにて解析した結果を示す。結果
は，各群（n=5）の代表的なものを示す。

図11 ArKOマウスの唾液腺における F4/80陽性マクロ
ファージの検討
WTマウスおよび ArKOマウスの唾液腺の凍結切
片を用いて，免疫化学染色法にて F4/80陽性細胞
の解析を行った。対比染色にはヘマトキシリンを
使用した。写真は各群（n=3）の代表的な結果を
示す。（Scale bars = 50 μm）
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ている 39-41）。さらに，女性では男性と比較して T細胞の
増殖能や IFN-γの産生能が高いことや，エストロゲンが
抗原刺激後の CD4陽性 T細胞による IFN-γ産生を誘導
することなどが報告されている 42）。エストロゲンの免疫

系における多彩な機能発現については不明な点が多く，

T細胞，B細胞，抗原提示細胞に対してエストロゲン受
容体（ER-α，ER-β，膜型 ER）を介したサイトカイン産生
や自己抗体産生，さらにはアポトーシスに関与するシグ

ナル伝達分子の転写活性化を調節していることが要因と

考えられている 42）。

　アロマターゼは，アンドロゲンをエストロゲンに転換

するステロイド代謝酵素であり，活性部位にヘムが結合

しており，チトクローム P450スーパーファミリーに属
する 43）。ヒトにおいては，女性生殖組織のみならず，男

性生殖組織や，脳，胎児肝臓，皮膚，脂肪組織，骨，血

管組織などに広く局在しており，アロマターゼ遺伝子の

持つ多重エクソン1／多重プロモーター構造の選択的ス

プライシングにより組織特異的な発現調節が行われてい

る 44, 45）。アロマターゼ遺伝子の厳密な発現制御により，

産生されたエストロゲンは傍分泌・自己分泌機構を介し

て組織独自の多様な生理機能に関わっていると考えられ

ている 46）。

　ヒトのアロマターゼ遺伝子欠損症の症状としては，女

性では２次性徴の欠如，多嚢胞性卵巣，女性仮性半陰陽

（尿道下裂を示す男児様の外陰），多毛，動脈硬化，骨粗

鬆症，脂質代謝異常，男性では，骨端軟骨の閉鎖不全に

よる高身長，脊柱後側彎症，脂質代謝異常などが報告さ

れている 47-51）。

　一方，ArKOマウスにおいては，ヒトでのエストロゲ
ン産生能の低下した状態が再現されており，アロマター

ゼ欠損が骨組織での小柱骨の容積の顕著な低下や，脂肪

細胞の肥大と脂質代謝異常による肥満を引き起こすなど

の報告がある 52, 53）。免疫学の分野においても，エストロ

ゲンがどのように免疫システムに影響を及ぼしているの

かを理解するための有用な動物モデルとして，ArKOマ
ウスはこれまでいくつかの研究で用いられてきた。特

に，Shimらは，ArKOマウスで SS様の自己免疫病変を
認め，その病態として，末梢での B細胞の増加と自己
抗体の産生亢進を報告している 20）。本研究においても，

ArKOマウスの涙腺，唾液腺で加齢に伴い，SS様の炎
症所見が増悪することを認め（図１Ａ），今回データを

示していないが，ArKOマウス血清中の自己抗体の産生
亢進も確認している。

　SS患者の唾液腺にはリンパ球が浸潤しているが，そ
のリンパ球の主体は CD4陽性 T細胞および B細胞であ
り，本研究においても，18か月齢の ArKOマウス唾液
腺において，病変部への CD4陽性 T細胞と B細胞の浸
潤を認めた（図２）。しかしながら，胸腺，脾臓，頸部

リンパ節でのフローサイトメトリーを行った結果では，

CD4陽性 T細胞および CD8陽性 T細胞の割合に変化は

認めず（図３Ａ，Ｂ），脾臓と頸部リンパ節での CD4
陽性 T細胞の活性化についても ArKOマウスとWTマ
ウスで差は見られなかった（図３Ｃ）。また，エストロ

ゲンの産生が低下した ArKOマウスでは，唾液腺での
CD4陽性 T細胞の浸潤とそれに伴う SS様の炎症所見を
認めるが，全身のリンパ組織でのリンパ球の動態には

WTマウスと比較してほとんど変化を認めないことが明
らかとなった。

　生体内においてエストロゲンが免疫システムに及ぼ

す影響の一つとして，エストロゲンが制御性 T細胞を
誘導し，Th1細胞と Th17細胞の機能を減弱させるよう
に働くという報告がある 54, 55）。そのため，胸腺と脾臓

における Th1細胞の分化に重要な転写因子である T-bet，
あるいは，Th2細胞の分化に重要な転写因子である
GATA-3，さらに，Th17細胞の分化に重要な転写因子で
ある RORγT，Tregの機能に重要とされる転写因子であ
る Foxp3の４種類の遺伝子発現について検討を行ったと
ころ，胸腺での各転写因子の遺伝子発現に ArKOマウス
とWTマウスの間で有意な差は認められなかったが，脾
臓での T-betの遺伝子発現が ArKOマウスで有意に増加
しており，ArKOマウスにおけるエストロゲン産生量の
低下が脾臓での Th1細胞の発現を促進していることが示
唆された（図４）。T-bet以外の３種類の転写因子の発現
には両者間で差を認めず，ArKOマウスを用いた本研究
では，エストロゲン低下が Th2細胞，Th17細胞，Treg
に及ぼす影響については確認できなかった。

　Ishimaruらは，エストロゲンの欠乏によって唾液腺細
胞で発現が上昇する遺伝子の中で自己免疫疾患の発症

の引き金になる遺伝子を探索した結果，細胞周期関連

因子である RbAp48遺伝子を同定している 11）。さらに，

RbAp48遺伝子を唾液腺，涙腺にのみ発現するトランス
ジェニックマウスを作製して，唾液腺細胞，涙腺細胞

のアポトーシスを確認している 11）。また，RbAp48トラ
ンスジェニックマウスを経時的に観察を行うと，20週

齢以降に涙腺，唾液腺に炎症性病変を認めることを明ら

かにした 11）。加えて，RbAp48トランスジェニックマウ
スには SS患者で検出される SSA抗体，SSB抗体，抗 α-
fodrin抗体などの自己抗体が血清中に観察されることを
報告している 15）。さらに，RbAp48トランスジェニック
マウスの唾液腺細胞，涙腺細胞には IL-18や IFN-γの産
生に加え，MHC class IIの発現も亢進しており，標的細
胞が抗原提示細胞として機能していることも明らかに

している 15）。つまり，エストロゲン欠乏による標的細胞

での RbAp48を介したアポトーシスに加えて，局所にお
ける抗原提示能が亢進することが，臓器特異的自己免疫

疾患の発症機序の一つになっているものと考えられ，閉

経期以降に発症する多くの自己免疫疾患の病態発症メ

カニズム解明の一助となる有用な所見であると考えられ

る。ArKOマウスの涙腺，唾液腺においても，RbAp48
と CIITAの遺伝子発現が亢進しており（図５Ａ，Ｂ），
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さらに，IFN-γと IL-18といったサイトカインの遺伝子
発現についても ArKOマウスの唾液腺において有意な発
現の上昇を認め（図６Ａ，Ｂ），ArKOマウスの SS様病
態は RbAp48トランスジェニックマウスで報告されてい
る自己免疫病態と類似した病態であることが明らかと

なった。また，ArKOマウスの脾臓においても IFN-γの
遺伝子発現の上昇を認め，脾臓での Th1細胞特異的転写
因子である T-betの発現が促進された結果，Th1細胞の
産生するサイトカインである IFN-γの発現も亢進された
ことが示唆された（図４，図６Ａ）。一方で，各転写因

子の発現亢進を認めなかった Th2細胞の産生する IL-4，
Th17細胞の産生する IL-17の ArKOマウス脾臓における
遺伝子発現は，WTと比較して有意な変化は認められな
かった（図６Ｃ）。Ogawaらは，SS患者の唾液腺にお
いて浸潤リンパ球で産生される IFN-γが，MHC class II，
Fas，および CD40，副刺激分子，iNOSなど病態に関わ
る主要な分子の発現を増大させ，上皮細胞のアポトーシ

ス誘導にも密接に関連している事を報告している 55, 56）。

　生体内におけるエストロゲンレベルの変化は T細胞
だけでなく，その他の免疫担当細胞にも影響を及ぼすと

され，エストロゲンが，抗原提示細胞である樹状細胞の

機能を低下させ，自己免疫疾患における Tregの進展に
関与していることや 8），貪食細胞として初期の免疫反応

で重要な役割を持つ単球やマクロファージに対して，エ

ストロゲン産生が低下した状態により，活性化された単

球あるいはマクロファージが炎症性サイトカインの産生

を調節していることが報告されている 57）。今回の研究に

おいても，ArKOマウスの T細胞の動態にはWTマウス
と有意な違いは認められなかったが，これら樹状細胞や

マクロファージなどの抗原提示細胞の末梢リンパ節での

増加と SSの標的臓器である唾液腺でのマクロファージ
の増加を認め（図９，10），アロマターゼ欠損によるエ

ストロゲン産生量の低下が抗原提示細胞へ影響を与え，

涙腺，唾液腺における SS様の自己免疫病態形成に関与
していることが示唆された。

結　　　論

１． ArKOマウスの自己免疫病態は加齢とともに悪化
し，12および18か月齢の涙腺・唾液腺において著

明なリンパ球浸潤と腺房細胞の破壊を認めた。

２．ArKOマウス唾液腺病変部において，導管周囲への
CD4陽性 T細胞の浸潤を認めた。

３．ArKOマウスの唾液腺において，RbAp48，CIITA，
IFN-γの発現上昇を認めた。

４．SSモデルマウスにアロマターゼインヒビターを投
与することによって，SS病変の悪化が認められた。

５．ArKOマウスの末梢リンパ節および唾液腺でのマク
ロファージの増加を認めた。

　以上より，アロマターゼ欠損によるエストロゲン産生

異常が，涙腺・唾液腺におけるシェーグレン症候群様の

自己免疫病態に関与していることが示唆された。
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