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研究成果の概要（和文）：本研究では、ムスカリン作働性アセチルコリン受容体3（M3R）に対する免疫応答がシェーグ
レン症候群（SS）の発症に関わっているか否かを明らかにする事を目的とした。その結果、1)M3R反応性Th1細胞よびTh
17細胞が、SS類似の自己免疫性唾液腺炎を誘導すること、2)M3R自己抗原のT細胞エピトープがN1領域と第一細胞外ドメ
イン領域に存在すること、3)アナログペプチド（N1APL7）によりMISが抑制されること、を明らかにした。以上の結果
から、SSの発症にM3R反応性Th1およびTh17細胞が関わり、その標的分子のAPLによりSSを抗原特異的に治療する戦略の
開発が可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To clarify the role of M3R immune response in the generation of Sjogren’s 
syndrome (SS), we established M3R induced sialadenitis (MIS) mouse model and examined whether M3R 
reactive T cells trigger the autoimmune sialadenitis or not. In the present study, we obtained evidence 
that M3R reactive Th1 and Th17 cells were associated with the generation of MIS, the major T cell 
epitopes of M3R were N1 and the first extra-cellular domain, and one of analogue ligand peptide (APL) 
coding N1 region could inhibit the induction of sialadenitis significantly. These observations should 
shed light on the antigen-specific therapy in SS near future.

研究分野： 臨床免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 シェーグレン症候群(SS)は原因不明の自
己免疫疾患である。その発症の分子機構を明
らかにし、分子をターゲットとした新規治療
戦略を開発する事は重要課題である。 
 これまでのところ、SS の発症機構に関して
以下のことを明らかにしてきた。1)唾液腺、
涙腺、腎臓に浸潤した T細胞の T細胞受容体
を解析し、一部の T細胞がクローナルに増加
していること、2)唾液腺浸潤 T細胞の自己抗
原の一つがムスカリン作働性アセチルコリ
ン受容体 3（M3R）であること、3)約 50%の SS
患者において、抗 M3R 抗体および M3R 反応性
T 細胞が検出されること、等を明らかにして
きた。 
 
２．研究の目的 
 本研究においては、M3R 分子に焦点をあて、
SS発症の分子機構の解明とM3Rを標的とした
抗原特異的治療戦略を開発することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1)M3R ノックアウト(M3R-/-)マウスに、M3R
の N領域、第一細胞外ドメイン、第二細胞外
ドメイン、第三細胞外ドメインをそれぞれコ
ードする合成アミノ酸を作成して混合して
免疫した。免疫後脾細胞を Rag1-/-マウスに
移入して(M3R-/-→Rag1-/-マウス)唾液腺炎
の有無について H-E 染色法により検討した。 
 
(2)1)で生じた唾液腺炎の発症に CD3+T 細胞
が関わっているか否かを検討するために、
MACS を用いて、M3R を免疫した M3R-/-マウス
の脾細胞を CD3+細胞と CD3-細胞に分画し、
それぞれの細胞を Rag1-/-マウスに細胞移入
した。 
 
(3)M3R-/-→ Rag1-/-マウスの脾細胞と M3R
ペプチドを in vitro で培養し、産生される
サイトカインを ELISA 法で検討した。 
 
(4)M3R-/-→Rag1-/-マウスの唾液腺組織に
関して、IF 法により IFN-γおよび IL-17 発
現を検討した。 
 
(5)IFN-γおよび IL-17 のどちらが唾液腺炎
発症に関わっているかを検討するために、
M3R-/-xIFN-γマウス、M3R-/-xIL-17-/-マウ
スを作成し、それぞれを M3R ペプチドで免疫
した後に Rag1-/-マウスに細胞移入し、唾液
腺炎スコアについて解析した。 
 
(6)M3R-/-→Rag1-/-マウスにおけるM3R反応
性 T細胞の T細胞エピトープを決定するため
に、3 つの N 領域（N1, N2, N3）と 3 つの細
胞外ドメイン領域（第一、第二、第三）をコ
ードする合成アミノ酸を用いて共培養し、そ
れぞれのペプチドに反応するT細胞から産生
されるIFN-γおよびIL-17をELISA法で解析

した。 
 
(7)N1 領域に関しては７つの変異ペプチド
（TCR モチーフの一つのアミノ酸を別のアミ
ノ酸に置換）を、第一細胞外ドメインに関し
ては 8つの変異ペプチドを作成し、M3R-/-→
Rag1-/-マウス由来の T 細胞応答を抑制でき
るか否かを検討し、アナログペプチド（APL）
を選定した。 
 
(8)7)で選定したAPLをM3R-/-→Rag1-/-マウ
スに予防投与して唾液腺発症を抑制できる
か否かを検討した。 
 
４．研究成果 
(1)M3R-/-→Rag1-/-マウスの唾液腺におい
て、唾液腺周囲に著明な単核球浸潤が認めら
れ、そのマウスにおける唾液量も減少してい
た。病理像はSSの唾液腺炎に極めて類似し、
SS の新しいマウスモデル（M3R induced 
sialadenitis, MIS）として報告した。 
 
(2)MIS マウスにおいて、M3R 反応性 T細胞が
唾液腺炎を誘導していることを証明した。ま
た、抗 M3R 抗体のみでは、本唾液腺炎が誘導
できないことは別の実験で明らかにしてい
る。 
 
(3)MIS マウスにおいて、M3R 反応性 T細胞か
らIFN-γおよびIL-17が有意に産生されてい
た。 
 
(4)MIS マウスの唾液腺において、IFN-γおよ
び IL-17 発現細胞が有意に検出された。 
 
(5)M3R-/-xIFN-γ-/-→Rag1-/-マウス、およ
び M3R-/-xIL-17-/-→Rag1-/-マウスともに、
M3R-/-→Rag1-/-マウスに比べて、唾液腺炎
スコアは有意に改善していた。この結果から、
IFN-γおよびIL-17の両方のサイトカインが
MIS 発症に関わっていることが判明した。 
 
(6)MISマウスにおけるM3RのT細胞エピトー
プは、N1 領域と第一細胞外ドメインにあるこ
とが判明した。N1 領域あるいは第一細胞外ド
メイン反応性 T細胞はともに、IFN-γおよび
IL-17 を産生していた。 
 
(7)N1 領域においては、APL5（AA7N→T）、APL6
（AA7N→C）、APL7（AA7N→S）が IFN-γ産生
を 80%以上抑制し、APL として選定された。
一方、第一細胞外ドメインにおいては、
APL8(AA140A→M)がIL-17産生を80%以上抑制
し APL として選定された。 
 
(8)N1-APL7 を MIS に投与した結果、唾液腺炎
が著明に抑制されることが明らかになった。 
 
以上の結果から、(1)Ｍ３R反応性 Th1 細胞お
よび Th17 細胞が SS類似の自己免疫性唾液腺



炎発症に関わっていることが判明した。
(2)APL 投与により自己免疫性唾液腺炎の抗
原特異的制御が可能であることが証明され
た。今後、SS における APL を選定し、SS の
抗原特異的治療戦略を開発する。 
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