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抄録

本研究ではシェーグレン症候群患者の唾液腺におけるヒトβディフェンシン

1-4(hBD1-4)の発現パターンを明らかにする目的で､シェーグレン症候群患者

(SS群)と非シェーグレン症候群患者(non-ss群)の口唇腺を標本として用い､免疫

組織化学およびリアルタイムRT-PCR法にてタンパク局在と遺伝子発現の分析

を行った｡なお､シェーグレン症候群の診断は 1999年の厚生省の診断基準に従

った｡

hBDlはSS群､non-SS群いずれにおいても､ほぼ同程度の遺伝子発現が測定

されたものの､免疫染色反応ではSS群はnon-SS群と比較して反応が明らかに

弱かったO-方､hBD2はSS群では免疫染色反応､遺伝子発現ともにnon-SS群

と比較すると明らかに強かった｡また､hBD4は､SS群ではわずかな遺伝子発

現が認められ､免疫染色でも同様にわずかな反応が認められたが､non-SS群で

はhBD4遺伝子発現および免疫染色反応もほとんど認められなかった｡つまり､

hBD1､2ではシェーグレン症候群で発現が低下する傾向であったが､hBD4では

逆に増加する傾向であった｡興味深いことにnon-SS群中にはSS群 と近似 した

hBD4遺伝子発現および免疫染色反応を示す群があったO即ち､臨床的にはシェ

ーグレン症候群と診断されていないにもかかわらず､シェーグレン症候群と共

通する特徴が観察された群が存在 したことが判明した｡なお､hBD3に関しては､

SS群non-SS群ともに遺伝子発現も､免疫染色も観察されなかった｡これらの結

果から将来､リアルタイムRT-PCR法による詳細な分析結果がシェーグレン症

候群の診断や罷患リスク評価に有効になる可能性も示唆された｡
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緒言

シェーグレン症候群とは口腔乾燥､眼乾燥を伴う自己免疫疾患である 1)｡口腔

乾燥や眼乾燥は唾液腺および涙腺の障害によって引き起こされ 2)､特に口腔内で

は口腔乾燥による口腔環境の変化が原因となって､カンジダ症や齢蝕リスクの

増加を招き､様々な問題が生じる3)ことから､自覚症状が少ない早期の段階での

診断はこれらの問題の軽減が期待できると言われている4)0

シェーグレン症候群の診断は非常に複雑であり､国や機構によって診断基準

が異なる5),6)｡わが国では､1999年に厚生省により改定された診断基準が採用さ

れている｡具体的には､(1)口唇小唾液腺の生体組織でリンパ球浸潤がある｡(2)

唾液分泌量の低下がガムテス ト､サクソンテス ト､唾液腺造影､シンチグラフ

ィーなどで証明される｡(3)涙の分泌低下がシヤーマ-テス ト､ローズベンガル

試験､蛍光色素試験などで証明される｡(4)抗 SS-A抗体か抗 SS-B抗体が陽性で

ある｡以上4項目の中で2項目以上が陽性であればシェーグレン症候群と診断

するとされている5)｡

また､シェーグレン症候群は自己免疫疾患とされ､他の勝原病の合併が指摘

されている｡即ち､シェーグレン症候群以外の勝原病の合併がみられない一次

性シェーグレン症候群と､ 関節 リウマチや全身性エリテマ トーデスといった､

シェーグレン症候群以外の勝原病の合併がみられる二次性シェーグレン症候群

とに分類される5,6)｡シェーグレン症候群全体で､一次性シェーグレン症候群は

70%程度､二次性シェーグレン症候群は30%程度であるといわれている 7)｡なお､

関節リウマチ患者のうち約 30%がシェーグレン症候群を合併しており､全身性

ェリテマ トーデスでは約 5-10%､強皮症では約 3-8%､多発性筋炎､皮膚筋炎で

は3%が合併しているという報告がある8)｡しかし､その関係については不明確

である｡



ディフェンシンは植物､昆虫､動物､あらゆる生物に発現が認められ､生体

防御反応のうち､免疫応答に先立って発現する際の重要な抗菌ペプチ ドの一つ

として知られている9,10)｡ディフェンシンは恒常的に好中球や上皮細胞で生産､

分泌されており､細菌などが上皮や上皮細胞に侵入すると即座に分泌量が増え､

細菌の細胞膜に付着しチャージを変えることで細胞膜を穿孔させ破壊する8)oヒ

トディフェンシンは好中球型のヒトαディフェンシン(hNP)と上皮型のヒトβ

ディフェンシン(hBD)に分類され 10)､さらに､hBDはhBDl､hBD2､hBD3､hBD4

のサブタイプに分類される11113)｡いずれのサブタイプも近似 した働きを持つが､

大きさ､遺伝子配列､作用の強弱､局在性などが異なっていることが報告され

ている'4)｡いずれの遺伝子も第8染色体に存在 しているが､hBDlは8p23.2-p23､

hBD2は8p23.1-p22､hBD3は8p23､hBD4は8p23.1とすべて別々に存在してい

ることが報告されている Jl･14,15)｡口唇腺でもhBDの局在が報告されており12)､

シェーグレン症候群において発現が変化 していることが報告されている16)もの

の､遺伝子発現変化に関する詳細な分析はなされていない｡そこで､本研究で

はシェーグレン症候群におけるhBDの遺伝子発現をリアルタイムRT-PCR法を

用いて測定し､免疫組織化学染色によるhBDの局在性の変化とともに比較分析

を試みた｡

材料と方法

本研究に用いた口唇腺は岡山大学病院および広島市民病院を受診 した､シェ

ーグレン症候群が疑われる患者から､診断のために口唇生検によって摘出され

たものの一部を使用している｡尚､シェーグレン症候群の診断は 1999年の厚生

省の診断基準 5)に従った｡

摘出された口唇腺はシェーグレン症候群であると診断されたSS群(∩-31)と､
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シェーグレン症候群ではないと診断されたnon-SS群(n-41)とに分類 した｡なお､

non-ss群には口唇腺に異常をきたす疾患の雁患者は認められなかった｡SS群の

内訳は4人が男性､27人が女性で､平均年齢は56.8±14.1歳であった｡一方､non-SS

群では 16人が男性､25人が女性であり､平均年齢は 59.8士12.6歳であった｡両

群に有意差は無かった｡

摘出した口唇腺は免疫組織化学染色に供するものと遺伝子発現を分析に供す

るための標本とに2分割 した｡免疫染色に供する標本は4%パラフォルムアルデ

ヒドに4oCで 1日浸潰した後､定法によりエタノールシリーズで脱水､ トルエ

ン透徹後Paraplast+(Sigma,StLouis,MO,USA)に包埋し7〃mの連続切片を作成

したO遺伝子発現分析に供する標本はRNAlatersolution(Am bion,Austin,TX,

UsA)に4oCで一晩浸漬させ､QIAzoILysisReagent(Qiagen,Hi】den,Gemany)中で

ホモジナイズした後､RNeasyMiniKit(Qiagen)を用いてtotalRNAを抽出し､

Ready-To-GoT-PrimedFirst-Strandkit(GEHealthcare,ChalfontSt･Giles,

Buckinghamshire,UK)を用いてcDNAに逆転写した｡

尚､本研究は岡山大学病院､広島市民病院の倫理委員会の承認を得ており､

対象となった患者には十分なインフォーム ドコンセン トを行い､本研究への口

唇腺の使用の同意を得られ､シェーグレン症候群の診断が下された患者に対し

ては十分な治療が施されている｡

免疫組織化学染色

7pmの連続切片はシランコー トスライ ドにマウン トした｡切片は トルエンで

脱パラフィンした後に,PBS中で水冷しながら電子レンジで断続的照射 して免疫

染色を行った(Kanedaeta1.,2009).使用 した抗体は抗 hBDl抗体(1:200;Peptide

Institute,Osaka,Japan)､抗hBD2抗体(1=200;PeptideInstitute,Osaka,Japan)､抗hBD3



抗体(I:200;SantaCruzBiote血10logy,SantaCruz,CA,USA)､抗 hBD4抗体(1:200;

SantaCruzBiotechnology,SantaCruZ,CA,USA)である｡免疫反応させた後､DAB

反応で可視化し､メチルグリーンでカウンターステインを施して顕微鏡

(Biozero18000;Keyence,Osaka,Japan)にて観察した｡

プライマーの設計

各hBDのプライマーの設計に当たり､hBDsの発現が報告されている 17)重層

届平上皮細胞癌株(HSC4)を用いてcDNAライブラリーを作成 した｡プライマー

はNationalCenterfわrBiotech10】ogyInfわrmation(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)に公

表されている各 hBDの塩基配列をもとにPrimer3を用いて設計した,GenBankID

はhBDl.hBD2.hBD3.hBD4､内部標準用のhumanp-acLinの順に､NM_005218､

AF_040153､NM_018661､NM_004942､NM_001101であり､各プライマーの配列

はTablelに示す通 りである｡リアルタイムRT-PCRに用いた各 hBDのプライマ

ーの組み合わせは､合成産物をTOPOベクターbCRII-TOPO,Invitrogen,CA,

USA)-組み込んでクローニングした後,合成産物の配列を､

CLUSTALW(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)を用いてチェックし､100%一致

したもののみを本研究に使用 した｡

リアルタイムRT-PCRによる分析

RT-PCR はSYBRPremixExTaq(Takara-Bio,Otsu,Shiga,Japan)に記載された方

法に従い,LightCycler1.5ST300(RocheDiagnostics,Mannl1eim,Gemlany)を用いて

sYBRGreendetectionで行った｡ リアルタイムPCRの条件は初期変性 95oCIO秒

間 1サイクル､PCR反応 95oC5秒間､600C20秒間を40サイクル､融解曲線分

析 95oC5秒､65oC15秒､72oC15秒と設定したohBDl.hBD2.hBD3､hBD4の



発現量はヒトp-acLinを内部標準遺伝子 として相対定量解析 した｡なお､段階希

釈 したそれぞれのプライマーペアのPCR産物はstandardcurveのtemplateに用い

た｡結果は平均値±標準偏差で示 し､有意差判定にはMann-WhitneyU検定を用

い､P<0.05を有意差ありと判定 した｡

結果

免疫組織化学染色結果

すべての SS群の標本には､腺房細胞の破壊や線維組織への置換､リンパ球浸

潤が認められ､口唇腺は委縮 していた｡non-SS群の標本ではこのような異常所

見は認められなかった(Fig,lb).

hBDlのシグナルはnon-SS群､ss群ともに､導管上皮細胞に認められ､腺房

には認められなかった(Fig.la)｡また､hBDlのシグナルの強さは SSの口唇腺と

正常な口唇腺とを比較 したところ､ほとんど違いが認められなかった｡

hBD2のシグナルもnon-SS群､ss群ともに､導管上皮細胞に認められ､腺房

には認められなかった(Fig.la)0SS群のシグナルの強度は non-SS群と比較する

と､著しく弱かった｡

hBD3のシグナルはnon-SS群においてもSS群においても認められなかった

(Fig.la)0

hBD4のシグナルはnon-SS群では導管上皮細胞に認められるのみならず､腺

房細胞にもわずかに認められるものがあった｡SS群ではすべての標本において

導管上皮細胞と腺房細胞にシグナルが認められたが､シグナル強度は non-SS群

で認められたものと比較 して弱かった(Fig.la,b)｡
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hBDlの遺伝子発現

本研究ではhLImanp-actinを内部標準遺伝子として相対量を評価 した.

SS群､non-SS群いずれにおいてもhBDJ遺伝子は全ての個体で発現が測定で

きた｡non-SS群では0,25土0.19､SS群では0.20土0.20であった(TabIe2)が､有意

差は認められなかった(p-0.87)0

hBD2の遺伝子発現

SS群､non-SS群いずれにおいてもすべての標本でhBD2遺伝子発現が測定

された｡non-SS群は0,013土0.018であり､SS群の相対量は0.46x10~3±0.001と明

確に高く(Table2)､有意差が認められた(p-0.0031)0

hBD3の遺伝子発現

免疫染色標本と同様にhBD3遺伝子発現はすべての標本において計測されな

かった｡

hBD4の遺伝子発現

non-SS群はhBD4遺伝子発現を測定できた標本(n-9)と､できなかった標本

(n-32)が存在 した.non-SS群でhBD4遺伝子発現が測定できたものの発現量は

0.16±0.15であった.ss群ではすべての個体でhBD4遺伝子発現が測定でき､発

現量は 0.32xlOl3±0.21xlO~3であった.また､non-SS群でhBD4遺伝子発現が測

定できた個体群とSS群間の発現量には有意差が認められた(p-0.0041)0

考察

本研究ではシェーグレン症候群におけるhBDの遺伝子発現をリアルタイム



RT-PCR法を用いて測定し､免疫染色によるhBDの局在性の変化とともに比較

分析 した｡

シェーグレン症候群はシェーグレン症候群以外の勝原病の合併を伴わない一

次性シェーグレン症候群と､シェーグレン症候群以外の暦原病の合併を伴う二

次性シェーグレン症候群とに分類される5,6)｡ss群の患者は 1999年の厚生省の

診断基準 5)を満たしており､すべての患者において口唇腺の破壊､およびリンパ

球浸潤を認めた (Fig.トb)｡尚､本研究のnon-SS群の患者のうち､21人(男性

10人､女性 11人)はシェーグレン症候群以外の勝原病を雁患していたOまた､

SS群の患者のうち 10人(男性 1人､女性 9人)はシェーグレン症候群以外の勝原

病を合併しており､二次性シェーグレン症候群と判定された｡残り21人(男性 3

人､女性 18人)はシェーグレン症候群以外の腰原病の合併は認めず､一次性シェ

ーグレン症候群と判定された｡

本研究ではhBDがシェーグレン症候群のマーカーとなりえるかを検討した｡

金田らⅠ6)がhBD】､旭D2､hBD3の免疫染色による発現変化を評価しており､シ

ェーグレン症候群ではhBDl､hBD2は減少 し､hBD3は発現が認められなかった

という結果が報告されている｡本研究では､より定量的な評価を行 うため､リ

アルタイムRT-PCRによるhBDl､hBD2､hBD3､および近年その存在が新たに

発見されたhBD4の遺伝子発現の比較分析を行ったo

hBDlの遺伝子発現はnon-SS群､SS群と同様であったが､免疫染色ではSS

群では抗 hBDlの反応はnon-SS群と比較すると明らかに弱かった(fig.】a)｡この

ことは､hBDlペプチ ドのターンオーバーがシェーグレン症候群では正常群の場

合と比較して早いがhBDl遺伝子発現そのものは一定である可能性を示唆して

いる｡

また､抗hBD2抗体の反応は､免疫染色ではSS群では減衰していたが､遺伝



子発現でも同様にhBD2の発現は減少していた｡このようなhBD2遺伝子発現の

減少は､正常な小唾液腺に比較 して慢性炎症がある小唾液腺において譜められ

ることが報告されている 18)ことと矛盾しないonon-SS群の口唇腺では異常な病

理学的所見は認められなかった(Fig.1a,b).SS群のhBD2遺伝子発現は､non-SS

群と比較すると著しく少ないことが免疫染色の結果を反映していることが本研

究結果でも示された｡シェーグレン症候群ではその他の器官においてもhBD2

の局在や発現の分析が報告されており､シェーグレン症候群の結膜上皮では

hBD2遺伝子発現の減少が報告されている 】9).即ち､シェーグレン症候群では障

害をうける各組織においてhBD2遺伝子発現が減少する傾向があることが示唆

されている｡

hBD3遺伝子発現は免疫染色反応のシグナル同様､SS群とnon-SS群のすべて

の標本で認められず､hBD3は口唇腺には発現 しない可能性が示唆されたo免疫

染色でも陰性であったことは遺伝子発現のみの研究も遺伝子産物のみの研究も

十分では無く､両者の比較検討が重要であることを示 している｡

本研究ではすべてのSS群でhBD4遺伝子発現が計測されたが､non-SS群のの

うち9例においてもhBD4遺伝子発現が認められ(Table2)､仮に､non-SS(4+)と

した. しかし､SS群とnon-SS(4+)群のhBD4遺伝子発現には有意差があり､

non-SS(4+)群の方が高かった｡ 免疫染色反応でみると､non-SS群では抗 hBD4

抗体のシグナルが認められるもの(Fig.1b-B)とシグナルがほとんど認められない

もの(Fig.lb-A)があった｡すべてのSS群では抗 hfiD4抗体の免疫染色反応も認め

られており(Fig.Lb-C)､これらことが上述のhBD4遺伝子発現の結果を反映 して

いるものと考えられる｡また､non-SS群のうち32例のhBD4遺伝子発現が測定

されなかった群をnon-SS(41)群とした｡non-SS(4+)群はhBD4が発現 していると

いう点でSS群と類似 していると考えられるし､non-SS(4+)群のhBD4遺伝子発
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現量は､non-SS(4+)群､ss群の順で高く､いずれとも有意差を認めた｡hBD2遺

伝子発現の場合がSS群で減少するのに反 し､hBD4遺伝子発現は逆にSS群で上

昇する現象は非常に興味深い｡さらに､本研究のnon-SS群の患者のうち､21人

(男性 10人､女性 11人)はシェーグレン症候群以外の贋原病を躍患 してお り､

non-ss(4+)群はすべてシェーグレン症候群以外の勝原病に鳳患していることが

判明していた｡シェーグレン症候群と勝原病との関連性が示唆されている20･2l･22)

ことから､non-SS(4+)群は将来､二次性シェーグレン症候群に雁患する可能性を

持っていることが推測される｡このように､非シェーグレン症候群(non-ss群)

の中に存在するhBD4遺伝子発現の変化はhBD2遺伝子発現の変化よりも先に生

じている可能性が強いことも興味深い｡

結論

シェーグレン症候群の口唇腺におけるその他の遺伝子発現の分析の報告はあ

る23)が､hBD1-4遺伝子発現パターンの変化と免疫組織化学染色の比較分析の

報告は本研究が最初である｡本研究ではより､迅速簡便に遺伝子発現の分析が

できるリアルタイムRT-PCR法を用いて分析 したことにより｡免疫組織化学的

分析のみでは把握できなかった遺伝子レベルでの変化を把握できたと考えてい

る｡本研究での分析結果もとに更に詳細に発展させることは､シェーグレン症

候群とhBD遺伝子発現パターンの変化との関連を用いてシェーグレン症候群罷

患リスクを迅速､確実に診断する鍵を示す可能性があると考える｡
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TABLES

Table1.01jgonucleotidesequencesofprimersfわrreal-timeRT-PCR

Target Genlial止 Amplicon
Forward(5′ - 3′) Reverse(5′ - 3′)

CDNA AccessionNo. size(bp)

hBDI NM005218 cgccatgagaacttcctacc cttctggtcactcccagctc 229

hBD2 AF040153 atcagccatgagggtcttgt gagaccacaggtgccaattt 172

hBD3 NM018661 ctgtttttggtgcctgltcc tctttcttCggCagCatttt 163

hBD4 NMOO4942 ctcagctcctggtgaagctc ggatcgcctataccaccaaa 116

p-aclin NM001101 agagctaccagctgcctgac agcactgtgttggcgtacag 184

Table2.ExpressionratiosofhBDl,hBD2,hBD3,andhBD4

non-SS(∩-41) SS(∩-31) p-value

hBDI 0.25+_0.I9 0.20士0.20 0.87

hBD2 0.013±0.018 0.46x10-3±0.001 0.0031

hBD3 0 0
non-SS(4+)

(∩-9)

0.16±0.15 0.0041

hBDl遺伝子発現はnon-SS群および SS群のすべての標本にて認められ,non-SS

群,ss群問に有意差はなかった(p-0.87)0

hBD2遺伝子発現もnon-SS群およびSS群のすべての標本にて認められ,non-SS

群,SS群間に有意差があった(p-0.0031)0

hBD3遺伝子発現はすべての標本においてまったく認められなかった｡

16



hBD4遺伝子発現はnon-SS群の32例(年齢:43.4±15.4)に認められず,これらを

110n-SS(-)群としている｡ しかしながら,11011-SS群のうち9例(年齢:44.6±14.4)に

hBD4遺伝子発現が認められ,これらをnon-SS(+)群とした｡SS群のすべての標本

にてhBD4遺伝子発現が認められた.non-SS(+)群とSS群間には有意差が認めら

れた(p-0.0041)｡PIValuesはMann-WhitneyU一検定を用い,P<0.05にて有意差あり

とみなした｡

なお,すべての遺伝子発現量はhumanp-actinにて相対化されている｡

FIGURESLEGENDS

Figurel

トa)non-SS群の口唇腺における抗 hBDl抗体(A),抗 hBD2抗体(B),抗 hBD3抗体

(C),抗hBD4抗体(D)の免疫染色反応を低倍率で示す｡矢印は導管を指してお

り,hBDsの発現を認める.腺房はaで示している.C,D上のdは導管を指 してお

り,シグナルを認める｡Dの二重矢印は腺房を示 しており,これらはシグナルを認

める｡

なお,scalebarsは 100Ltmである.

1-b)SS群およびnon-SS群の口唇腺の抗 hBD4抗体の免疫染色反応を高倍率で示

す｡Aはnon-SS(-)群のうちhBD4のシグナルを認めるものである｡Bはnon-SS(+)

群のうちhliD4のシグナルを認める｡SS群ではhBD4のシグナルが認められた

(C,D)0aは腺房,dは導管を指 している｡daは委縮 した腺房を指 し,CおよびDに

おいて認められる｡Bの導管ではシグナルが認められ,C,Dの導管でもシグナル

が認められる｡シグナルの強さはB,Cいずれもほとんど同じであった｡良,C,Dに

示す二重矢印はシグナルを認める腺房を指 している｡

なお,scalebarsは50Ltmである.
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