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研究成果の概要（和文）：シェーグレン症候群（SS）における M3ムスカリン作働性アセチルコ

リン受容体（M3R）に対する自己免疫応答の病態的意義を明らかにするため、1）抗 M3R抗体の

SS に対する疾患特異性の検討、2）SS 患者における M3R 反応性 T細胞の検出を行った。1）疾患

コントロールとして、関節リウマチ（RA）21例、全身性エリテマトーデス（SLE）21例、原発

性胆汁性肝硬変（PBC）84例、後天性無汗症 12 例の血清を用いて、M3R合成ペプチド（N 末端、

第 1・2・3 細胞外ループ）を抗原とした ELISA により、抗 M3R 抗体を測定した。N 末端に対す

る抗 M3R 抗体は、RA で 42.9％、SLE28.6％、PBC90.5％、後天性無汗症 16.7％の陽性率であっ

た。第 1 細胞外ループは、それぞれ、33.3％、28.6％、72.6％、0％の陽性率であった。第 2

細胞外ループは、33.3％、57.1％、76.2％、0％の陽性率であった。第 3細胞外ループは、33.3％、

28.6％、69.0％、0％の陽性率であった。2）SS3 例、健常人 3 例の PBMCを単離し、M3R混合ペ

プチド（N 末端、第 1・2・3 細胞外ループ）で刺激し、IFNγMACS cytokine secretion assay

を用いて、IFNγ産生 CD4陽性 T細胞を検出した。SS患者のうち、1 例では、M3R 混合ペプチド

に対して特異的に IFNγを産生する CD4 陽性 T 細胞が検出された。一方健常人では検出されな

かった。以上より抗 M3R抗体の SSにおける疾患特異性は示せなかった。SS患者で M3R反応性 T

細胞の存在が明らかとなった。 

研究成果の概要（英文）：To clarify the pathogenic roles of autoimmune response to M3 
muscarinic acetylcholine receptor (M3R) in Sjögren’s syndrome (SS), I examined 1) the 
disease specificity of anti-M3R antibodies in SS, and 2) the detection of M3R reactive T 
cells in SS. 1) Anti-M3R antibodies were examined by M3R peptides (N terminal, 1st, 2nd, 
3rd extracellular loops) based ELISA in sera from rheumatoid arthritis (RA) (N=21), 
systemic lupus erythematosus (SLE) (N=21), primary biliary cirrhosis (PBC) (N=84), and 
acquired anhidrosis (AA) (N=12). Antibodies for N terminal were positive in 42.9% of RA, 
28.6% of SLE, 90.5% of PBC, 16.7% of AA. Antibodies for 1st loop were positive in 33.3%, 
28.6%, 72.6%, 0%, for 2nd loop, 33.3%, 57.1%, 76.2%, 0%, for 3rd loop, 33.3%, 28.6%, 69.0%, 
0%, respectively. 2) PBMC isolated from SS (N=3) and controls (N=3) were stimulated with  
M3R mix peptides (N terminal, 1st, 2nd, 3rd extracellular loops). M3R reactive IFNγ 
producing CD4+T cells were detected by IFNγMACS cytokine secretion assay in one SS, 
but not in controls. In conclusion, it was revealed that anti-M3R antibodies were not 
SS-specific, and M3R reactive T cells were detected in SS.  
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１．研究開始当初の背景 
シェーグレン症候群（Sjögren’s syndrome; 
SS）は唾液腺炎・涙腺炎を主体とし様々な自
己抗体の出現がみられる自己免疫疾患であ
る。SS は他の膠原病の合併がみられない一
次性 SS と、関節リウマチ（rheumatoid 
arthritis; RA）や SLE（ systemic lupus 
erythematosus; SLE）などの膠原病を合併す
る二次性 SS とに大別される。SS では外分泌
腺へのリンパ球浸潤に加えて、抗 SS‐A 抗
体、抗 SS-B 抗体、リウマトイド因子
（ Rheumatoid factor; RF ）、 抗 核 抗 体
（Anti-nuclear antibody; ANA）といった
種々の自己抗体が検出される（Dawson L. et 
al. Arthritis Rheum. 2005; 52: 2984-2995）。
また、SS の唾液腺・涙腺には CD4 陽性のヘ
ルパーT 細胞が多数浸潤し、発症および病態
形成にかかわるとされている。唾液腺局所に
浸潤する T 細胞が認識する対応自己抗原と T
細胞エピトープについては、これまでに
Ro/SS-A52kD タ ン パ ク 、 TCRBV6S7 、
HSP10/60、αアミラーゼが同定されている
（Sumida T. Mod Rheumatol 2000; 10: 
193-198）。以上のように、SS では自己抗体
と自己反応性 T 細胞が検出されているが、SS
に特異的な病因抗体、ならびに自己反応性 T
細胞の病態形成における役割について、結論
は得られていない。 

近年、SS 患者において、外分泌腺
に発現し、分泌に重要な役割を果たす M3 ム
スカリン作働性アセチルコリン受容体
（M3R）に対する自己抗体の存在が報告され
ている（Dawson L. et al. Arthritis Rheum. 
2005; 52: 2984-2995）。我々のグループの先
行研究では、M3R の第 2 細胞外ループの合
成 ペ プ チ ド を 用 い た enzyme-linked 
immunosorbent assay（ELISA）により、一
次性 SS・二次性 SS（Naito Y. et al. Ann 
Rheum Dis. 2005; 64: 510-511）および若年
発症 SS （Nakamura Y. et al. Ann Rheum 
Dis. 2008; 67: 136-137）において抗 M3R 抗
体の存在を明らかにしている。また、
magnetic activated cell sorting (MACS) 
cytokine secretion assay を用いて、SS 患者
の末梢血リンパ球中に、M3R の第 2 細胞外
ループの合成ペプチドによる抗原刺激に反
応して、インターフェロンγ（IFNγ）を産
生する M3R 反応性 T 細胞を検出した（Naito 
Y. et al. Ann Rheum Dis. 2006; 65: 
269-271）。さらに最近になり、SS 患者では
M3R の第 2 細胞外ループ以外の細胞外領域
（N 末端領域、第 1・第 3 細胞外ループ）を
認識する抗 M3R 抗体も存在することを示し
た。ヒト唾液腺（HSG）細胞株を用いた in 

vitro での機能解析の結果から、これらの抗
M3R抗体はM3Rアゴニスト刺激後の細胞内
カルシウム濃度上昇を変化させ、唾液分泌に
影響する可能性も示唆された。抗 M3R 抗体
のカルシウム濃度上昇に対する影響は、抗体
のエピトープにより異なる可能性も明らか
にした（Tsuboi H. et al. Clin Exp Immunol. 
2010; 162: 53-61）。 
 しかしながら、現時点では抗 M3R
抗体の SS における疾患特異性は明らかにな
っておらず、M3R の第 2 細胞外ループ以外
の領域に反応する M3R 反応性 T 細胞の検討
も行われていない。 
 
２．研究の目的 
SS において、近年注目されている自己抗原
である M3R に対する自己免疫応答の病態的
意義を明らかにする。 
 
(1) 抗 M3R抗体の SSにおける疾患特異性を
明らかにする。 
 
(2) SS 患者の末梢血中において、M3R の第 2
細胞外ループ以外の領域にも反応する M3R
反応性 T 細胞の存在を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 疾患コントロールとして、関節リウマチ
（RA）21 例、全身性エリテマトーデス（SLE）
21 例、原発性胆汁性肝硬変（PBC）84 例、
後天性無汗症 12 例の血清を用いて、M3R 合
成ペプチド（N 末端、第 1・2・3 細胞外ルー
プ）を抗原とした ELISA により、抗 M3R 抗
体価を測定した。健常人（HC）42 例におけ
る抗体価の平均＋2SD をカットオフとして、
抗体陽性率を算出した。 
 
(2) HC、SS 患者（各 N=3）から、末梢血単
核球（PBMC）を採取した。M3R の 4 つの
細胞外領域をコードする M3R 混合ペプチド
（N 末端、第 1・第 2・第 3 細胞外ループ）、
あるいはM5Rペプチド（第 3細胞外ループ、
control ペプチド）、抗 CD3 抗体/抗 CD28 抗
体（positive control）を加え、PBMC を 24
時間刺激培養した。IFNγMACS cytokine 
secretion assay を用いて、IFNγ産生 CD4
陽性 T 細胞を分離し、フローサイトメトリー
法により細胞数をカウントした。 
 
４．研究成果 
(1) N 末端に対する抗 M3R 抗体は、RA で
42.9％（9/21 例）、SLE で 28.6％（6/21 例）、
PBC で 90.5％（76/84 例）、後天性無汗症で
16.7％（2/12 例）の陽性率であった。第 1 細



胞外ループに対する抗 M3R 抗体は、それぞ
れ、33.3％（7/21 例）、28.6％（6/21 例）、72.6％
（61/84 例）、0％（0/12 例）の陽性率であっ
た。第 2 細胞外ループに対する抗 M3R 抗体
は、それぞれ、33.3％（7/21 例）、57.1％（11/21
例）、76.2％（64/84 例）、0％（0/12 例）の陽
性率であった。第 3 細胞外ループに対する抗
M3R 抗体は、それぞれ、33.3％（7/21 例）、
28.6％（6/21 例）、69.0％（58/84 例）、0％（0/12
例）の陽性率であった。 
 以上の結果より、RA や SLE といっ
た SS 以外の代表的膠原病においても、N 末
端、第 1・2・3 細胞外ループに対する抗 M3R
抗体が検出されうることが明らかとなった。
SS での抗体陽性率は、N 末端領域 42.9％
（18/42 例）、第 1 細胞外ループ 47.6％（20/42
例）、第 2 細胞外ループ 54.8％（23/42 例）、
第 3 細胞外ループ 45.2％（19/42 例）であり
（Tsuboi H. et al. Clin Exp Immunol. 2010; 
162: 53-61）、SS と比較すると、RA や SLE
における抗 M3R 抗体の陽性率は低い傾向で
あった。 
 一方で、M3R の発現が報告されて
いる胆管上皮や汗腺を障害する PBC や後天
性無汗症に関しても、抗 M3R 抗体の陽性率
を検討した。PBC は胆管上皮に対する自己免
疫応答が病態に関与すると考えられており、
SSとの合併も臨床的にしばしば認められる。
大変興味深いことに、今回の検討で、PBC に
おいて高い陽性率で抗 M3R 抗体が検出され
ることが明らかとなった。PBC において、疾
患特異的自己抗体とされている抗ミトコン
ドリア抗体は、対応抗原がユビキタスに発現
しており、PBC の臓器特異性を説明できない。
PBC における抗 M3R 抗体の存在は、PBC
の臓器特異性に関与する可能性も示唆され、
注目すべき知見である。今後 PBC における
抗 M3R 抗体の病因的意義や、臨床像との関
連について、解析を進めていく予定である。 
 
(2) HC では、M3R 混合ペプチドに対して特
異的に IFNγを産生する CD4 陽性 T 細胞は
検出されなかった。一方、3 例の SS 患者の
うち、1 例（SS3）では、M3R 混合ペプチド
に対して特異的に IFNγを産生する CD4 陽
性 T 細胞が検出された（図 1）。しかしなが
ら、平均値では HC と SS の間で M3R 反応
性 IFNγ産生 CD4 陽性 T 細胞の比率に有意
差は認められなかった（図 2）。 
 今後は、M3R 反応性 IFNγ産生
CD4 陽性 T 細胞が検出された SS 患者の
PBCM を用いて、M3R の 4 つの細胞外領域
（N 末端、第 1・第 2・第 3 細胞外ループ）
のうち、どの領域がドミナントエピトープで
あるかの解析を進めていく予定である。 

さらに、近年 IL-17 を産生する
Th17 が、種々の自己免疫疾患において、重

要な役割を果たすことが示されてきており、
IL-17 MACS cytokine secretion assay を用
いて、M3R 反応性 IL-17 産生 CD4 陽性 T 細
胞の検出も行っていく方針である。 
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