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本研究の一部は、 下記の論文に報告したO

T cell receptor Vαand Vß gene use by infiltrating T cells in labial glands of 
patients with Sjりgren's syndrome 

Y. Ohyama， S. Nakamura， G. Matsuzaki， M. Shinohara， A. Hiroki， 
M. Oka and K. Nomoto 

Oral Surg Oral Med Oral Pathol， in press 

略語表

Cα: constant region of T cell receptorαchain 

Cß : constant region of T cell receptor ß chain 

C D  : cluster of differentiation 

cDNA: complementary DNA 

dNTP : deoxyribonucleoside凶phosphate

EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis (実験的自己免疫性脳脊髄炎)

IFN : interferon 

IL : interleukin 

問IC :m司or histocompatibility complex (主要組織適合性複合体)

PBMC : peripheral blood mononuc1ear cells (末梢血単核球)
PCR: polymerase chain reaction 

rh IL-2 : recombinant human interleukin 2 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SS : Sjögren's syndrome (シふーグレン症候群)
PSS : primary Sjりgren's syndrome (一次性シェーグレン症候群)

20SS : secondary Sjりgren's syndrome (二次性シェーグレン症候群)

SSC : standard saline ci汀ate

TCR : T cell receptor ( T細胞レセプター)
TGF: transforming growth factor 

TNF : tumor necrosis factor 

Vα: variable region of T cell receptorαchain 

Vß : variable region of T cell receptor ß chain 
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要 旨

シェーグレン症候群(SS)は外分泌腺が特異的に障害をうける自己免疫疾患であり、 病

期の進展につれ、 種々のリンパ球異常をひきおこすlymphoaggresive disorderと考えられ

ている。 病変局所に浸潤したT細胞はss の発症、 進展に重要と考えられており、 今回

は唾液腺に浸潤したT細胞の解析を行った。

免疫組織学的検索では、ss 患者の口唇腺に浸潤しているリンパ球の大部分は CD3， 

CD4， CD45RO， T細胞レセプタ一(TCR)ゆ陽性の T細胞で、 活性化抗原であるCD25，

CD69を発現しているリンパ球は少数であった。 Polymerasechain reaction ( PCR)法を用い

た TCRVαおよびVß遺伝子の発現の解析では、 口唇腺での発現は多様であるものの末

梢血単核球(PBMC)に比べると限定されていた。 またPBMCに比べて口唇腺での発現が

優位な TCR V領域遺伝子のファミリーはそれぞれの患者で複数認められ、 患者間で異

なっていた。 これらのことから、 口唇腺内のT細胞の大部分は抗原非特異的に浸潤した

ものであるが、 一部に抗原特異的に口唇腺内で増殖したものが存在し、 これらは複数の

TCRを使用している可能性が示唆された。

PCR法を用いた口唇腺内でのサイトカインmRNAの発現の解析では、 IL- 2， IFN -y，正-

6，IL・10 ，TGF-ßのmRNA発現はすべての患者で認められ、IL・4. IL・5のmRNA発現は口

唇腺内のB細胞の浸潤が強い症例で有意に多く認められた。 B細胞の浸潤が軽度である

口唇腺からT細胞クローンの樹立を行ったところ、 百10タイプとThlタイプのT細胞ク

ローンが樹立できた。 これらの結果から、 ThOタイプあるいは Thl タイプの T細胞は

SSの発症に重要であり、 Th2タイプのT細胞は唾液腺局所でのB細胞の増殖、 分化、

さらには自己抗体の産生、 B細胞リンパ腫のようなB細胞の異常発現に関与する可能性

が示唆された。
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緒 言

シェーグレン症候群( SS) は涙腺、 唾液腺などの外分泌腺がリンパ球により特異的に障

害をうける臓器特異的自己免疫疾患と考えられており、 その患者は口腔乾燥、 眼乾燥

(乾燥性角結膜炎)などの乾燥症状を訴える1)。 また、 SS はその病態、の変化から3つのス

テージの病期に分類されている1)。 第一期はリンパ球の腺内浸潤を認める時期で、CD4

1湯性T細胞の導管周囲への浸潤、 さらに浸潤程度が強くなると B 細胞の浸潤も認める

状態で、 血清中に自己抗体を 認めるようになる時期である。 第二期になるとリンパ球は

腺外組織にも浸潤し、 偽リン パ腫や高ガンマグロプリン血症を生じるようになる。 さら

に第三期になるとB細胞リンパ腫が発生し、 低ガンマグロプリン血症や免疫不全状態、を

生じるようになる。 このような病態の変化があることから SSは1ym pho aggres s i ve disorder 

とも考えられている。

免疫組織学的検索により、 その病態の初期においては主にCD4陽性T細胞の唾液腺

組織内、 特に導管周囲への浸潤が認められ、 さらにリンパ球の浸潤の強い症例ではB細

胞が座中心様に浸潤し、 その周囲へ T 細胞の浸潤が認められることが報告されている

わ。 さらに、 SS患者の導管上皮は正常の導管上皮には発現されていないMHCclass II分

子を発現していることも報告されている 3，4)。 また、 免疫遺伝学的検索により特別な

MHC c l ass IIフェノタイプが SS の疾患感受性を有することも報告されている5，机8)。 これ

らの報告から、 他の臓器特異的自己免疫疾患と同様9) に、 SSではCD4陽性T細胞が導

僧上皮に発現したMHCclass II分子上に提示された自己抗原を認識し、 これらがおの

発症、 持続に重要な役割を演じていると考えられる。

以上のように SS はきわめて興味深い病態をもった疾患であるが、 その発症や病態、の

変化のメカニズムは不明のま まである。 私はこれらを解明するのを目的に、 診断のため

に生検時に採取する口唇腺を用いて、 SS の発症、 病態の変化に重要であると考えられ

ている病変局所に浸潤したT細胞についての解析を行った。

自己免疫疾患などのヒトの病変局所のT細胞を解析することは採取可能な組織が限ら

れているため困難であったが、 近年polymeras echain r eaction (PCR)法という少量のサン
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プルから遺伝子を増幅する方法が開発され、 様々な解析が行われてきている。 まず、 私

はこのPCR法を用いて唾液腺に浸潤したT細胞のT細胞レセプター (TCR)遺伝子の解

析を行った。 この解析方法を用いた報告は慢性関節リウマチ10，11，12.，13，1 4) や 多発性硬化症

15，16) などの自己免疫疾患や腫湯川などの疾患でも多数みられる。 T細胞はTCRで抗原提

示細胞上のMHCに提示された抗原を認識するが、 病変局所に特定の(病因となる )抗原

が存在すればこれを認識するTCRを持ったoligoclonalなT細胞が存在することが考え

られる。 Sumida らは一次性 SS(lOSS) 患者の口唇腺においては特定のTCRVßを持った

T細胞の浸潤が優位であることを報告している18)。 今回はさらに解析を進めるため 10SS

と二次性 SS(20SS)患者においてTCRVα， Vß両方のレ パトアの解析を行った。

次に口唇腺に浸潤している T 細胞サブセットの機能を調べる目的で、 SS 患者の口唇

腺内でのサイトカインmRNAの発現をPCR法を用いて解析した。 Mosmannらはマウス

の Tヘルパー細胞はサイトカイン産生能からIL・2， IFN-yなどを産生する Thl細胞と

IL-4， IL-5などを産生するTh2細胞に分類されることを報告し、 これらが感染の場など

で相反する作用 を引き起こすことを報告してきた19，20，21)。 その後ヒトにおいても 同様の

Th1， Th2タイプのT細胞の存在が報告され、 これらは相互に調節を行っていることも明

らかになってきた22.，23，24，25 ，26)。 自己免疫疾患モデルではその病態の変化とサイトカイン

mRNA の発現の変化についての報告がなされている27，28，29)。 しかし、 ヒト自己免疫疾患

においてはサイトカインの産生、 mRNA の発現についての報告はあるが却川、 その病態

の変化との関係についての報告は少ない16)0 SS についてはFoxらが3症例について耳下

腺生検標本から得られた T細胞のサイトカインmRNA の発現の報告をしているが均、

病態の変化との関係については言及していない。 私は SS患者の口唇腺のサイトカイン

mRNAの発現を組織学的所見と比較することにより、 病態の変化と局所でのサイトカイ

ン mRNA の発現との関連についての検討を行った。 さらに、Itoh らの方法に従って幻)

口唇腺から T細胞クローンを樹立し;個々の細胞のレベルでのサイトカイン mRNAの

発現の解析も併せて行った。

3 



F圃圃圃圃圃圃圃園田園・E・E・-ーーーーーーーーーーーーー・圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃園周司.

材料と方法

(1) 対象患者

九州大学歯学部附属病院第二口腔外科を受診したSS患者(TCR 遺伝子のレパトア解

析 では20名、 サイトカインmRNAの発現の解析 では15 名、 T細胞 クローン作製では1

名、 ただし一部重複する)を対象に検索を行った。 これらの患者はSS の診断基準である

厚生省シェーグ レン症候群 診断基準刊およびヨーロッパ診断基準お)を満たしており、1)

口渇の訴えや唾液分泌量の減少、2)耳下腺造影における異常像、3 ) 口唇腺へのリンパ球

の浸潤などの唾液腺の障害を認めた。 組織学的分類には Chisholm & M asonの分類36)を

用い、 TCR遺伝子のレパトア解析を行った症例群では9例がgra de3、11 例がgra de 4で

あり、 サイトカイン mR NAの発現の解析を行った症例群では2例がgrade2、 5例がgrade

3、 8例がgra de 4であった。患者は全て女性で年齢は18歳から70 歳であり、 他の自己

免疫疾患を合併していない 10SS がTCR 遺伝子のレパトア解析群では11 例 、 サイトカ

インmRNAの発現の解析群では 8例であり、 他の自己免疫疾患を合併する20SS は TCR

遺伝子のレパトア解析群では 9 例 、 サイトカイン mRNAの発現の解析群では7 例で、

これら 20SS 患者は皮膚筋炎、 全身性進行性硬化症、 全身性 エリテマト ーデス、 慢性関

節リウ マチ、 原発性胆汁性肝硬変、 橋本病などを合併していた。

(2) 免疫組織学的 ならびに組織学的 解析

口唇腺生検時に得られた口唇腺は直ちに O.C.T.コンパウ ンド( Miles) に包埋し凍結し

た。 凍結切片は通常のavidin-biotìn complex法を用いて免疫染色を行った3九使用した モ

ノクローナル 抗体はLeu-3 a+3 b，Leu-2a ( そ れぞれ抗CD 4 抗体、 抗CD8抗体、 Becton

D icknson)、 uα江・1( 抗①45RO抗体、 ニ チ レイ) 、日1，TCR-8( そ れぞ れ抗 Tαゅ抗体、

抗 TCRC8抗体、 T Cell S cience)、 T E，T3 -II， B 1， 038， AE1 ( そ れぞ れ抗CD2抗体、 抗CD3

抗体、 抗CD20抗体、 抗CD69抗体、 抗CD25抗体、 パージニア大学S .M.Fu 博士より供

与)であった。 各 抗体陽性細胞の陽性率は、 連続するヘマト キシリンーエ オジン染色切

4 

片中の総単核球数と各抗体による免疫組織染色 切片の陽性細胞数を 3 ヶ所の4 mm2の範

囲内で計測し、 各抗体 陽性細胞数/総単核球数 の比率を求めることによって計算した。

( 3 )  RNAの抽出 ならびに complementarγD NA( cD NA) の合成

生検時に採取した口唇腺は直ちに液 体窒素を用いて 凍結し、 RNA 抽出時まで・800Cで

保存した。 また、 同時に静脈血をヘパリン採血 し、 これをリン酸緩衝液で 3 倍に希釈し

Ficol1-Hypaque (Pharmacia)に重層した。250C、 4 00Xgで 3 0分間遠心し、 中間層の単核

球を採取し、 この末梢血単核球(PBMC)を リン酸緩衝液で 3 回洗浄後以下の実験に用い

た。

RNAの抽出にはChomczynsk:iらのacidifi de-guani dium-phenol-chloroform法 38)を用いた。

口唇腺、 PBMCは1 mlのsolution D (4 M グアニジンチ オシアネート 、25 mM クエ ン 酸

ナト リウム( pH7.0)、 0.1M 2-メルカプト エタノール( 以上、和光純薬)、 0.5 % ラ ウリル

酸サ ルコシ ル (S igma) )内で、PBMC は 21 G 針とシリンジ、 口唇腺はポリト ロン

(Kinematica)を用いて ホモジネート した。 これに 0.1 mlの2M酢酸ナト リウム(和光純

薬)、1 mlの水飽 和フェノール(BRL)、 0.2 mlのクロロホル ム 、 イソアミルアルコール(

以上 、和光純薬) 49:1混合液を加えて撹祥後、15分間氷冷した。 40C、10，000 rpmで20

分間遠心し、 RNAを含む水層を採取し、 これに1 mlのイソプロピルアルコール(和光

純薬)を加えて撹非後 、-200Cで 1時間静置した。 そ の後 、40C 、 10，000中mで20分間遠

心し、 上清を除去後に得られた R NAペレットを 再び 0.3 mlの solution D に溶解し、 0.3

mlの イソプロピ ルアルコールを加え撹祥後 -200C で1 時 間静置した。 そ の後、 40C、

10，000 rpmで10分間遠心し、 再沈澱後に沈澱を75 %エタノール(和光純薬)で 洗浄後 乾

燥し、 0.1 % dietyl pyroc紅bonate(S igma)に溶解した。

TCR遺伝子のレパトア解析に用いた cD NAの合成は以下のように行った。3 μgのtotal

RNAに20 U RNAsin ribonuclease inhibitor (Promega)、 1 mM TCR Cαまたは Cßアンチ

センス プライマ一、 0.5 mM各デオキシリポヌクレオチ ド 3 リン酸( dNTP)(Pharmacia)、

反応緩衝液 、10 mM dithiothreitol、 100U R NAse H- reversetranscriptase ( BRL) を 加え、37

℃で1時間イ ンキユベート した。 そ の後、95 tで 5分間加温して酵素を失活させ、 直

5 
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表1. TCRレパトア検出に用いたPCRのプライマーおよびプロープの塩基配列

Primer Sequence Primcr Sequence 

Vαl CTGAGGTGCAACTACTCA Vßl GCACAACAGTTCCCTGACTTGCAC 

Vα2 GTGTTCCAGAGGGAGCCATTGCC Vß2 TCATCAACCATGCAAGCCTGACCT 

Vα3 GGTGAACAGTCAACAGGGAGA Vß3 GTCTCTTAGAGAGAAGAAGGAGCGC 

VαA ACAAGCATTACTGTACTCCTA Vß4 ACATATGAGAGTGGAT了rGTCATT

V0.5 GGCCCTGAACATTCAGGA Vf35.1 ATACTTCAGTGAGACACAGAGAAAC 

Vα6 GTCACTI寸CTAGCCTGCTGA Vf35.2-3 TTCCCTAACTATAGCTCTGAGCTG 

Vα7 AGGAGCCATTGTCCAGATAAA Vß6.1-3 AGGCCTGAGGGATCCGTCTC 

Vα8 GGAGAGAATGTGGAGCAGCATC Vß7 CCTGAATGCCCCCAACAGCTCTC 

Vα9 ATCTCAGTGCTTGTGATAATA V問 AT1寸ACl寸寸AACAACAACGTTCCG

Vα10 ACCCAGCTGCTGGAGCAGAGCCCT Vß9 CCTAAATCTCCAGACAAAGCTCAC 

Vα11 AGAAAGCAAGGACCAAGTGTT VßI0 CTCCAAAAACTCATCCTGTACCTT 

Vα12 CAGAAGGTAACTCAAGCGCAGACT Vßll TCAACAGTCTCCAGAATAAGGACG 

Vα13 GCTTATGAGAACACTGCGT Vß12 AAAGGAGAAGTCTCAGAT 

Vα14 GCAGCTTCCCTTCCAGCAAT Vß13.1 CAAGGAGAAGTCCCCAAT 

Vα15 AGAACCTGACTGCCCAGGAA Vß13.2 GGTGAGGGTACAACTGCC 

Vα16 CATCTCCATGGACTCATATGA Vß14 GTCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAAT 

Vα17 GCATATACTAACAGCATGT Vß15 AGTGTCTCTCGACAGGCACAGGCT 

Vα18 TGTCAGGCAATGACAAGG Vß16 AAAGAGTCTAAACAGGATGAGTCC 

Cα飢ti-sen∞ AATAGGTCGACAGACTTGTCACTGGA Vß17 CAGATAGTAAATGACTTTCAG 

Cα sence GAACCCTGACCCTGCCGTGTACC Vß18 GATGAGTCAGGAATGCCAAAGGAA 

Cα anLÌ-sen印 ATCATAAATrCGGGTAGGATCC Vß19 CAATGCCCCAAGAACGCACCCTGC 

Vß20 AGCTCTGAGGTGCCCCAGAATCTC 

Cß anLÏ-sen印 TTCTGATGGCTCAAACAC 

Cß sence GTGTrTGAGCCATCAGAA 

Cß anli叩nce TCAGGCGGCTGCTCAGGCAGTA 

ちに:7k冷した。なお 、 ここで用いた Cα， Cß アンチセンスプライマーおよび 以後のTCR

遺伝子のレパトア解析に用いたプライマ一、 プロープはサイクロンプラス DNAシンセ

サイザーおよびその専用試薬(Millipore)を用いて 合成 、 精製を行った。 一方、 サイトカ

インmRNAの発現の解析に用いた cDNAの合成は 、TCRC αまたはC ßアンチセンスプ

ライマーの代わりに 0.5μg olígo d(T\2.18 (Phar macia)を用いた以外は同様に行った。

(4) PCR を用いた増幅と評価

6 

1) TCR遺伝子のレパトア解析

PCRによる増幅に際し、まず10 mM トリス塩酸( pH9 .0)、50 mM 塩化カリウム、1.5

mM塩化 マグネシウム、 0.1% Trit on X-100を含んだ反応 緩衝液(Perkin- Elmer/Cetus )に 、

0.2 mM dNTP、25 U/ml Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer/Cetus )を加え、反応液を作っ

た。 これにTCRα鎖については1/19量の 、 TCR ß鎖については1123量の cDNA、 それ

ぞれ 0.4mMの各VαまたはVßに特異的なセンスプライマ一、 0.4mMの CαまたはCß

に特異的なアンチセンスプライマーを加えて PCR を行った。 使用したプライマーは過

去に報告され たもので16，39にその塩基配列を表lに示す。PCRにはサーマル サイクラー

(Per ki n- Elmer/Cetus)を用い、反応条件は denaturation ステップが95 ocで 1分間、

an nealingステップがお℃で1分間、exten sion ステップが720Cで1分間を1サイクル

とし、 24サイクル後の3サイクルごとにそれぞれの反応産物を10μl ずつ採取し、1.8% 

アガロースゲル (和光純薬) 上で電気泳動を行った。 その後ナイロンフィルター Gene

Screen Plus (NEN)にサザンプロットを行い、2 X standard saline buffer (SSC)、 1M塩化ナ

トリウム、1% s odium d odec yl sulfate (SDS ) ( 以上 、和光純薬)、10%デキストラン硫酸塩

(Phぽmacia)、100mg/m l熱変性サケ精子 DNA(Sigma)のハイプリダイゼーション緩衝液

に32pで標識したCαまたはCßのオリゴヌクレオチドプロープを加えて ハイプリダイゼー

ションを千子った。 プロープの才票;哉には T4 polynuc leotíde kinase を利用したキット

MEGALABEL (Takara)とか32p] A TP (A mer sham ) を用いた。500C、18時間のハイプリダ

イゼーションの後 、 フィルターは500Cの2XSSC 、1% SDS 溶液で2回洗浄した。 オー

トラジオグラフィー後、 FujiBA100バイオイメージアナライザー(富士フィルム)を用い

て各Vα， Vßに特異的なバンドの放射活性を測定した。各サイクルにおける放射活性を

測定し、その放射活性が指数関数的に増加している範囲を確認して 、 Ker ckhoveら州の

方法に準じて%Vαまたは%Vß を求めることにより各Vα， Vß の PCR産物の相対量を決

定した。%Vαまたは%Vßは以下のような式で算出した。%Vαまたは%Vß = 100X( 

各VαまたはVßに特異的なバンドの放射活性/全てのVαまたは Vßに特異的なバンド

の放射活性の合計)

7 
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表2.サイトカインmRNAの検出に用いたPCRのプライマーおよびプロープの塩基配列

Molecule Primer Scquence 

�-actin Sence GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 

Anti-sence CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 

Probe CTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCC 

CD38 Sence CTGGACCTGGGAAAACGCATC 

Anti-sence GATCTGAGCATCATCTCGATC 

Probe GCCGACACACAAGCTCTGTTGAGGA 

IL-2 Sence ACTCACCAGGATGCTCACAT 

Anti-sence AGGTAATCCATCTGTTCAGA 

Probe CTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCT 

IL-4 Sence CTTCCCCCTCTGTTCTTCCT 

Anli-s巴nce TTCCTGTCGAGCCGT1寸CAG

Probe CTCGGTGCTCAGAGTCTTCTGCTCT 

IL-5 Senc巴 ATGAGGATGCTTCTGCATTTG 

Anti-sence TCAACTTTCTA1寸ATCCACTCGGTGTTCATTAC

Probe GCCAATGAGACTCTGAGGATTCCTG 

IL-6 Senc巴 ATGTAGCCGCCCCACACAGA 

Anti-sence CATTCATCT1寸寸寸CAGCCAT

Probe CTGAGAAAGGAGACATGTAACAAGA 

IL-I0 Sence ATGCCCCAAGCTGAGAACCAAGACCCA 

AnlÍ-sence TCTCAAGGGGCTGGGTCAGCTATCCCA 

Probe TCCAACAGAAAGGCATCTAC 

IL-12 (戸0) Sence CCAAGAACγrGCAGCTGAAG 

Anti-sen国 TGGGTCTA1寸CCGTTGTGTC

Probe TGCGTTCAGGTCCAGGGCAAGAGC 

IFN-γ Senc巴 AGTTATATCTTGGCTTTTCA 

Anti-sence ACCGAATAATTAGTCAGCTT 

Probe ATTTGGCTCTGCATTATTTTTCTGT 

TGF咽日 Sence GCCCTGGACACCAACTATTGC 

Anti-sence GCTGCACTTGCAGGAGCGCAC 

Probe CAGTACAGCAAGGTCCTGGGCCTG 

2)サイトカインmRNAの発現の解析

サイトカインmRNAの発現の解析はYamamura ら17)の方法によるPCR法で 行った。

反応緩衝液は塩化マグネシウムを2.5mMにした以外は TCR遺伝子のレパトア解析の時

と同ネ設で、 これに 0.2mM dNTP、1mM 5'と 3'オリゴヌクレオチドプライマ一、 種々の

濃度のcDNA、 1∞U/ml Taq DNA polymerase を加え、 サーマルサイクラーにて増幅を行つ

8 

た。 プライマーおよびインターナルプロープの塩基配列は表2に示す通りであるが、 い

ずれも過去に報告されたものであり17，24.41)、 これらは北里大学皮膚科藤村響男博士から供

与されたものである。 反応条件はdenaturationステップが94'tで、 初回は5分間、 2回

目以降は40秒間、 annealing / extensionステップがE・2とIFN-yの場合は55't、 他のサ

イトカインとかactin，CD3ùの場合は65't で90秒間とした。 PCR産物はTCR遺伝子の

レパトア解析の 時と同様に電気泳動、 サザンプロットを行い、32p で標識したインター

ナルプロープを用いてハイプリダイゼーションを行二ぃ、 そのf灸オートラジオグラフィー

を行った。 ただしナイロンフィルターは Nytran(Schleicher & SchuelI)を用いた。

患者間の各サイトカイン mRNAの発現量を比較するための半定量化は、 Yam amuraら

の方法17)に準じた。 T 細胞のマーカーとしては CD3ù m悶'lA、 すべての細胞のマーカー

としてはトactinmRNAを用い、 全症例で等量のPCR産物が検出 されるように、 以下の

ような方法でcDNA量を調整した。 まず、 全ての患者のcDNAを5倍希釈系で希釈して、

それぞれをCD3ùあるいはß-actinのプライマーを用いて増幅させ、 27， 30， 33サイクル

の増幅時にPCR産物を採取し、 電気泳動、 サザンプロット、32pで標識したオリゴヌク

レオチドの インターナルプロープを用いたハイプリダイゼーションを行い、 個々のPCR

産物の放射活性を測定した。 CD3ùとβactinの両者において、 このPCRのサイクル数で

は増幅効率はプラトー相には達しておらず、 またすべての患者において同じ増幅効率で

あることが確認された。 さらに図1に示すように、 5倍希釈系で希釈したcDNAのPCR

産物は直線的に減少しており、 その減少率は患者間で同じ であった。 このようにして、

CD3ùまたはβactinmRNAのPCR産物がすべての患者で等量になるような cDNA量を3

回の実験から決定した。 そしてこの決定したcDNA量をさらに 5倍希釈系で希釈して、

各サイトカインのプライマーを用いた増幅を33サイクル 行った。 CD3ù，ß-actinの場合

と同様にハイプリダイゼーション 、 オートラジオグラフィーを行い、 サイトカイン

mRNAのpα産物を検出し、 以下のように各サイトカインmRNAの発現量を分類した。

一:最高濃度の cDNA を用いても検出できなかった症例、 十:最高濃度の cDNA でのみ

検出できた症例、 ++: 5倍希釈まで 検出できた症例、 ++ +: 25倍希釈以上でも検出で

きた症例。

9 
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(6)統計

口唇腺とPBMCの検出できたバンドの数の比較にはStudent's t 検定を用い、 サイトカ

インmRNA発現とCD20陽性細胞の割合のグループ問の比較にはMann- Whitney U検定

を 用 い検定 を 行った。
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図1. 5倍希釈系で希釈したcDNAを用いたCD38のPCR産物の放射活性

PCR産物の放射活性の減少は患者間でほぼ同じであった。

代表的な症例を示す。日-actinも同様の結果となった。

(5) T細胞クローンの作製

T 細 胞 クローンの作製に 用 いた口唇腺は、 慢性 関節 リウマ チを 発症 し た 3 カ 月 後 に 口

渇を自覚した 39歳、 女性の20 SS患者から採取されたもので、 これを細切し、 ガーゼ

フィルターを通して単離細胞 を採取した。 Itohらの方法33)に従って、 RPMI 1640 (Gibco)， 

10%ウシ胎児血清 (Hyclone)培養液に、 50Gy照射した3人の同種異型の健常者のPBMC

を2X 106 cells / mlの濃度 で 、 さ ら に rh 江 ・250 JRU / ml (武田薬品より供与)と10μg / m1 

phytohaemagglutinin (Sigm a) を 加え、 ζれに限界希釈法を 用 いて調整した口唇腺の単核球

を加えて、 U底96穴プレートで培養を行った。 その後50 Gy照射した別の3人の健常

者から得た1 X 106 cells / mlのPBMC、 50 JRU / mlのrh IL-2を1週間毎に加え、 増殖し

てきたクローンを適宜スケールアップして増殖させてクローンの解析を行った。
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結 果

L患者口唇腺浸潤リンパ球の免疫組織学的解析

Total 

( n=20) 

74.l:tl1.8 
72.6土1 1.3
71.9土10.6
1 6.6土1 4.8
45.2土10.4
2 2.3土 9.4
73.2土1 1.0

0.9土0.9

1.O:t 0.9 
1.3� 0.9 

表3. シェーグレン症候群患者の口唇腺浸潤リンパ球の

免疫組織学的解析
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C
C
C
C
C
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Percentage of st.ained lymph∞ytes. 

10SS 
( n= 1 1) 

73.8I10.5 
72.1土10.8
72.0土5.7
1 2.9土1 3.4
45.1土10.7
1 9.0土 8.1
73.1土 7.7

0.6土0.3

0.7土0.7
1.3土0.9

20SS 
(n=9) 

75.6土1 3.7
73.1土1 2.5
71.7土15.1
1 4.9土15.3
45.4� 4.7 
2 3.4土 7.9
73.3�1 4.7 

1.4土0.4

1.3士0.7
1.4� 0.5 

事陽性細胞の割合は3ケ所の4mm2の範囲内の細胞数を計測し、

各抗体の陽性細胞数/総単核球数X 100を計算した。結果は平均
ノT一セント土SDを示している。

" 

• t 

.、 . 

ss 患者の口唇腺内に浸潤しているリンパ球のサプセットを調べるために、 CD2，CD3， 

CD45RO， CD4 ， CD8， CD20 ， CD25， CD69 ， TCRα広TCRCõに対するモノクローナル抗体を

用いて凍結切片の免疫染色を行った。 表3は20症例の結果を示し、 代表的な症例を図2

に示している。 CD2，CD3， CD45RO陽性細胞の総単核球に占める割合は 70 %を越えて

おり、 全ての患者においてCD8陽性細胞に比べてCD4陽性細胞が優位であった。 大部

分のT細胞がTCR ゆを発現しており、 TCR怖を発現するT細胞は極く少数であった。

活性化リンパ球の表面マーカーであるCD25、 CD69の陽性細胞は20症例全体でそれぞ

れ1.0 %， 1.3 %と少数であった。 以上のことから、 ss患者口唇腺に浸潤している単核球

の大部分は ゆ型T細胞で、 その大部分はCD45 RO陽性 の"memory"T細胞であるが、

活性化した細胞は少数であることが明らかになった。

12 

図2.SS患者の口唇腺に浸潤した T 細胞 A:へマトキシリン.エオジン染色
B-D:連続切片をそれぞれB; T3・II(抗 CD-3抗体)， C; UCHL-l (抗CD45RO抗体) ， 
0;師1(抗TCRゆ抗体)を用いてABC法にで染色した(倍率x 1 80)。

II. 口唇腺浸潤T細胞のTCR遺伝子のレパトア解析

ss患者の口唇腺内の大部分の浸潤T 細胞はTCRゆ鎖を発現していることが免疫組織

学的解析で示されたため、 TCRVαおよびVßのレパトアを各VαおよびVßに特異的な

プライマー とCαおよびCßに特異的なプライマーを用いたPCR法で解析した。 代表的
なオートラジオグラフィーの結果を図3に示す。 すべての患者においてPBMCにおけ

るVαおよびVßのレパトアは多様であり、 検出されたVαおよびVßのファミリーの数

はそれぞれ18.4:l:3.1、 17.2+ 3.4であった。 これに対して口唇腺でも多数のVαおよびVß

13 



13.3土4.1 で PBMC に比べその数はそれぞれ 15.6:i: 2.0、のファミリー が検出されたが、

口唇腺におけるしたがって、危険率0.01未満)。て有意に少なかった(Student's t検定、

。。。.... ‘ :0 00 '剛司PBMCに比べると限られているとVαおよびVßのレパトアは多様性に富んではいるが、
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SS患者の口唇腺(SG)およびPBMCにおけるTCR Vα，Vßの発現

(A); TCRVα1-18， Cα， (B); TCRVßl-20， Cßのプライマーを用いて27

サイクルのPCRを行い， サザンプロット，32PでラベルしたCα，Cß

プロープでハイプリダイゼーションを行った結果を示す。
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\...... 口唇腺 とPBMCにおける % Vα および% Vßのレパトアの比較を行った。つぎに、

∞∞
【(【)

口唇)践における%Vαおよび%VßがPBMCにくらべて50%以上大きいファミリーの際、

口唇腺におただし、と定義した。H口唇腺でのそのファミリーの発現が優位であるHを

また%Vα および% Vß が 5 %未満のファミリーについては実験の再現性がなく、ける

4、表結果の評価に際しては、比較の対象から除外した。生物学的にも無意味と考え、

15 
表5に示すようにPBMCに比べて口唇j践でのそのファミリーの発現が100 %を越えて
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50 %未満の増加を示す50%から100 %の増加を示す群(↑)、増加している群(↑↑)、

PBMCに比べて口唇腺で優位な3群に分類した。 表4，表5に示すように、群(無印)の

Vα およびVßのファミリーは各患者で複数認められ、 患者間で異なっていた。 今回検索
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‘副ー
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r、... 岡.寸‘-噌田ーこ|←と 半数以上の患者で優位であったファミリーる頻度が比較的に高いファミリーであったが、

10SS に比べて口唇腺での発現が優位なファミリーはまた、PBMCはみられなかった。

10SSにおいてはVα2，Vα12， Vα17， Vß8、 20SSにおいと20SSの間で異なる傾向にあり 、

てはVa3，Va8， Vß5.2， Vß7， Vß14 の頻度が比較的に高かった。 そして20SSにおけるVß7 

リンパ球の浸潤程度やCD3のみが半数以上の患者で優位であったファミリーであった。

/CD20比などの組織学的な差異と優位な Vα およびVß のファミリーとの間には明らか

な関係は認められなかった。

III. 口唇腺におけるサイトカインmRNAの発現の解析

江・2， IFN-y， IL-4， IL-5， IL・10といった主にT細胞により産生されるサイトカイン の検出

全症例で等量のCD3õmRNAのPCR産物が検出できるようにcDNA量を調の際には、

図4 は代表的な患者1 と患者15のオートラジ整した。15症例のまとめは表6に示し、

レパトアの項の患者TCR ただしこの患者番号と前述のオグラフィーイ象を示している。
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表6.シェーグレン症候群患者の口唇腺における組織学的所見とサイトカインm貯�A発現

Expression of mRNA ** Surface markers * Lymphocytic Patient 

IL-2 :lfi'f-y _ _ __IL-4__IL-�_.. I1.-1Q__ IL-6 IL-12 TGF-ß CD3/CD20 CD20 CD3 infiltration no. 

+ ++ + +++ 十+41.7 2.0 83.4 2 

+ +++ + + + +++ +++ 5.1 14.3 72.4 2 2 

+ ++ +++ + 十十++20.6 4.2 86.6 3 3 

++ + +++ + +++ 十十17.6 4.9 86.3 3 4 

++ +++ + + +++ + 12.1 6.1 74.0 3 5 

++ + 十十十3.1 23.8 73.0 3 6 

++ ++ + + ++ ++ 2.9 25.0 72.4 .3 7 

+++ + +++ 十+++ +++ 21.1 3.9 82.3 4 8 

十+++ +++ + +++ +++ 18.2 4.9 89.1 4 9 
ト�
00 

++ +++ + ++ +++ ++ 5.7 11.7 66.7 4 ハU1A
 

+++ + +++ + + +++ + 5.4 14.3 78.2 4 11 

+ + + + 十++ ++ 3.0 23.8 72.1 4 12 

+ ++ +++ + + ++ + + 1.8 33.2 61.3 4 13 

++ ++ ++ + + + +++ ++ 1.1 45.2 49.3 4 14 

十十

抗体陽性細胞の比率は3ヶ所の4mrrfの範囲内の細胞数を計測し、 1∞x (抗体揚性細胞数/総単核球数)を示した。
CD3cSまたはß-actin mRNAのPCR産物が等量になるように調整したcDNAをさらに5倍希釈系で希釈して、各サイトカインプライマー
を用いて増幅、 ハイプリダイゼーション、 オートラジオグラフィーを行い、 サイトカインPCR産物の量をパンドの検出程度から以下の
ように分類した。 一:最高捜度のcDNAを用いてもバンドが検出できなかった症例、 +:最高温度のcDNAでのみバンドが検出できた症
例、 ++:5倍希釈までバンドが検出できた症例、 +++: 25倍希釈以上でもバンドが検出できた症例
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図7.シェーグレン症候群患者口唇腺におけるIL-12mRNAの発現とCD20陽性B細胞浸潤の関係

口唇腺においてIL-12mRNAの発現を認める症例と認めない症例の聞にはCD20

陽性B細胞の割合に有意差は認められなかった。

図5.シェーグレン症候群患者口唇腺におけるIL-4、IL-5mRNAの発現とCD20陽性B細胞浸潤の関係

口唇腺においてIL-4、IL-5mRNAの発現を認める症例では認めない症例に比ぺて有意にCD20

陽性B細胞の割合が高かった。

IV. 口唇腺から樹立したT細胞クローンの解析
Patient 15 Patient 1 

口唇腺全体で はなく個々の T細胞レベルでのサイトカインの発現を検討するつぎに、

口唇腺および対照としてPBMCからT細胞クローンを樹立し、 個々のT細胞ために、
ß-actin 

に示す。その結果を表7の 発現について解析を行い、mRNA クローンのサイトカイン

クローンの 樹立に用いた口唇腺はChisholm& Masonによる組織学的分類でgrade IIに属
IL・6

免疫組織学的検索で CD3，CD4， CD8， CD20陽性細胞の割合はそれぞれ87%，64%，し、

この口唇腺全体におけるサイトカインmRNAの発現をみるとIL-2，18%，10 %であった。
IL・12

IFN叩IL-10のmRNAの発現は認められたが、IL-4， IL・5のmRNAの発現は認められな

口唇腺から樹立したCD4陽性の 14クローン はすべてIL-2 ， IFNγのmRNAをかった。TGF・9
この 6クローンのうち 、 2クローそのうち6クローンがIL-10を発現していた。発現し、

CD8陽性の41クローンはlL-4，IL-5のmRNAを発現していた。ンはIL・5のmRNAを 、

図6. 種々の細胞から産生されるサイトカインmRNAの発現

代表的な症例(表6における患者lと患者15 )を示す そのうち2クローンがIL・2のmRNAを発クローンはすべてIFN-yのmRNAを発現し、

21 

現していた。
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同時に得られたPBMCのフローサイトメトリー解析ではCD3， CD4， CD8 ，  CD20陽性細

胞の割合はそれぞれ85.0%，21.7%，47.4%，5.0% であった。このPBMCから樹立したCD4

陽性5クローンはすべて正之のmRNAを発現し、そのうち4クローンがIFN-y、1クロー

ンが江ー10のmRNAを発現していたが、IL-4. IL-5のmRNAの発現 は認め られなかった。

CD8陽性クローンは6クローン樹立され、そのうち3クローンがIL-2 とIFN-y のm貯�A

を発現していた。

表7. シェーグレン症候群患者から樹立したT細胞クローンにおける

サイトカインmRNA発現

Expression of mRNA 

IL-2 18小Y IL-4 IL・5 IL-IO 

saJiva.ry gland tissue +本 + 一 一 +

SG clones CD4+(n=14) 14戦車 14 1 3 6 

CD8
+

(n=4) 2 4 0 0 0 

PBMC + + 一 一 +

PBMC clones CD4+(n=5) 

CD8+(n=6) 

5 

3 

* mRNAの発現は表6と同棟に評価した

4 

3 

。

。

川 サイトカインmRNAを発現しているクローンの数を示す。

SO: salivむy glands 
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考 察

免疫組織学的解析から ss 患者の口唇腺に浸潤している T細胞は主に CD3， CD4， 

CD45 RO， TCRゆ陽性細胞であった。 また活性化 のマーカーであるCD25， CD69は極少

数のリンパ球にしか発現しておらず、B urmester らが慢性関節リウマチにおいて報告し

た42) の と同様の結果であったo TCR遺伝子のレパトア解析でも、 ss患者の口唇腺にお

けるTCR V遺伝子の使用は多様性 に富んでおり、これらの ことからお患者の口唇腺に

浸潤しているT細胞は多様であり、その大部分は自己抗原に反応するものではなく、接

着分子などを介して抗原非特異的に浸潤したものであることが示唆される。しかしなが

ら、 ss 患者の口唇腺内のリンパ球は明らかに導管周囲性に浸潤しており、少なくとも

一部のT細胞は導管上皮の 自己抗原を認識している可能性 が考えられる。 これは導管上

皮が抗原提示に必要なMHCclass II分子を異常発現していることか らも示唆される。 こ

れらを実証するためには、慢性関節リウマチにおける報告 のように12) 局所で活性化して

いるT細胞のTCR遺伝子のレパトアを調べるの もひとつの方法であるが、 ssの場合に

得 ることのできる口唇腺標本は極少量であり、そこから活性化したT細胞だけを分離し

てくるのは非常に困難であり、今回は検討できなか った。

口唇腺とPBMCにおけるTCR V領域遺伝子のレパトアを比較すると、口唇腺におけ

るTCR V 遺伝子発現のパターンはPBMCとは異なっており、多様性に富んでいるもの

の PBMCに比べると限定されていたO このことからも、導管上皮上の抗原を認識した一

部の T細胞が局所で活性化され増殖しており、その結果TCR V遺伝子がオリゴクロー

ナルな発現 を示すということが示唆される。しかし、口唇腺において優位な TCR V遺

伝子は多様であり、個々の症例においても優位なTCR V 遺伝子が複数認められた。 そ

の理由として、種々の 自己抗原または自己抗原決定基の存在の可能性 や、疾患の発症に

関与すると報告されている細菌やウイルスを認識するT 細胞が存復する可能性 などが考

えられる。 あるいは、TCR遺伝子のレパトアは固定化されたものではなく、病気の進行

に伴って変化していくものとも考えられる。 つまりLehmannら43刈)やKaufmanら4.'5)が提

唱する"determin ant spreading"のように、 発症初期の 反応は限られた抗原決定基を認識す
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るものかもしれないが、反応が続くことによって疾患特異的な他 のいろいろな抗原決定

基が認識されるようになり、その結果多様なレパトア を生じるようになると考えられる。

このように、TCR遺伝子は多機であったが、これは病気の発症に種々の抗原がかかわる

というような根本的な違いでなく、病気そのものにいろいろな時期つまり病期が存在し

ており、発症初期から病期が進んだことを意味するのかもしれない。

口唇腺で優位な TCR V遺伝子は患者間でも異なっていたが、これは前述したように

種々の抗原や抗原決定基が存在したり、それらが病期により変化したり、不安定であっ

たりするからかもしれない。 さらに SS の疾患感受性はMHC遺伝子と相関していると

はいえ、患者の 遺伝的背景の多様性が存在することも原因として考えられる。 また、

10SSと20SSでは優位なTCRV遺伝子が異なっていたが、過去の報告では10SSと20SS

では異なったMHC class II分子が疾患感受性をもっており州、このような遺伝的背景の

違いによるのかもしれない。 このような10SSと20SSとの相違についてさらに詳細に研

究を進めることによって、自己免疫疾患の病因について新たな見解が見いだせるかもし

れない。 たとえば、20SS の患者で他の自己免疫疾患の擢患部位についても同様に TCR

遺伝子のレパトアを調べることにより、共通の自己抗原が同定できるかもしれないし、

そうすれば複数の自己免疫疾患がなぜ高頻度に合併しやすいかの理由も明らかになるで

あろう。

Sumidaら18)は10SS患者の口唇腺でのTCRVßは限定されていないものの、Vß2， Vß13 

が7症例中それぞれ4，6症例に優位に認められたと報告している。 この報告は今回の結

果とは異なっているが、このような相違は他の自己免疫疾患での研究においても見られ、

たとえば慢性関節リウマチでは限定された優位な TCR V遺伝子が異なっていたり、限

定された優位な TCR V遺伝子は全く存在しないという報告などもある10・11，12，13，14，46，刊。 こ

のように結果に矛盾があるのは、検索した患者の病期や MHCの違いなどが関係してい

るのかもしれない。 これらの結果を確かめるには、TCR遺伝子の塩基配列を決定し、よ

り詳細に検討していく必要がある。

実験的自己免疫性脳脊髄炎(EAE)のような自己免疫疾患の動物モデルでは、疾患を引

き起こすT 細胞は限られた抗原決定基を認識し、 非常に限られたTCR V遺伝子が病変

局所で使われていることも報告されている州。 このように限定されたTCR V遺伝子が使
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われていれば、抗TCR抗体49)やTCRペプチドのワクチネーション50)を用いてT細胞レ

ベルで反応を阻害することで特異的な免疫療法を行うことができる。 しかしながら、今

回のように TCR V遺伝子の多様性が認められるとすると、なぜ多様であるのか、ある

いは病期によってどのように変化するのかが明確にされなければ ならない。 さもなけれ

ば、選択的な免疫療法をT細胞レベルで行うことは困難である。 あるいは、 病気が発症

する初期の段階に関与する自己抗原、あるいはこれを認識するT細胞を同定することに

従事するべきであろう。 病気の発症にかかわるT細胞クローンを樹立することができれ

ば、 ss のようなヒトの自己免疫疾患に対する新しい治療法を確立する道が開けてくる

かもしれない。

TCR遺伝子のレパトア解析の結呆、SSの病期によって種々のTCR遺伝子が発現さ

れる可能性が示唆されたため、SS患者の口唇腺でのサイトカインmRNAの発現パター

ン、およびその多様性について検討した。 その結果IL-2， IFN叩ll__-6， IL-10， TGF- ß の

mRNAはすべての患者で発現が認められたが、IL-4， IL-5， IL-1 2 のmRNAは15症例中そ

れぞれ8、 6、 8症例で発現が認められた。

Foxら32)は SS患者の耳下腺中の CD4陽性T細胞は百11タイプのE・2， IFN-yのmRNA

を発現しており、唾液腺組織がIL-lα，IL-6， TNF-α のm即吋Aを発現していることを報告

している。 今回検索したすべてのお患者の口唇腺でもIL・2，IL・6，IFN-yのmRNAの発

現を認めた。 EAEやnono bese diabetic (NOD)マウス、 唾液腺炎をひきおこすMRLllprマ

ウスなどの自己免疫疾患モデル動物においては、ll__- 2， IFN-yといったTh1タイプのサイ

トカインや江-6，廿.J"F-αのような炎症性サイトカインの関与が報告されている29山之53，54)。

今回すべてのss 患者において正・ 2， IL・6， IFN-yのmRNAの発現が認められたことから、

これらのサイトカインは SSの発症、 持続に必要であることが考えられる。 これらのサ

イトカインは直接的にT細胞の活性化を促進したり、または間接的に周囲の細胞を活性

化して "second signal"を発現することによってT細胞を活性化したりすることも報告さ

れている。 また、T細胞から産生されるサイトカインの1 つである IFN-y は、唾液腺の

上皮細胞上のMHC class II分子の発現を誘導、増強し、T細胞の抗原認識を誘導したり

増強することも考えられる。
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また、 Foxら32)はSS患者の耳下腺中のCD4陽性T細胞はTh2タイプのIL-4， [L-5の

mRNAをほとんど発現していないと報告しているが、 彼らの結果はかなり病気が進行し

た大唾液腺での結果であることから、 初期の病態における IL-4. IL-5 の関与の可能性を

除外することはできないとも述べている。 しかしながら、 今回の研究ではIL-4，IL-5 の

mRNAは15症例中それぞれ8，6症例で検出でき、 その発現は口唇腺におけるCD 20陽

性 B細胞の割合が高い症例に多かった。 今回の 15症例においてはIL-4，IL・5のmRNA

の発現とリンパ球浸潤程度、 血清中のIgG、 抗SS-A抗体、 抗SS-B抗体の濃度の間に明

らかな相関関係は認められなかったが、 当科を受診したさらに多くの SS 患者で検討し

てみると、 口唇腺においてCD 20陽性 B細胞の割合が高い症例ではリンパ球浸潤程度が

強く、 そして lOSS においては血清中のIgG、 抗SS-A抗体、 抗SS-B抗体の濃度が高い

という相関が認められている(この結果は別に投稿中)。 従って、 症例数を増やすこと

によってIL-4，IL-5のmRNAの発現とリンパ球浸潤程度、 血清中のIgG、 抗SS-A抗体、

抗SS- B抗体の濃度の間に相関関係が認められるかもしれない。 唾液腺局所でのTh2タ

イプのIL-4，IL・5のmRNA発現、 産生によって局所での B細胞の分化、 増殖が起こり、

その結果として血清中のIgG、 抗SS-A抗体、 抗SS-B抗体の濃度の増加が生じる可能性

が考えられる。 さらにIL・4，IL・5，IL-6は B細胞を活性化する結果、EBウイルス感染な

ども加わって B細胞リンパ腫が発生する誘因となることも考えられる。

IL- IO， TG F- ßのmRNAはすべての SS患者において発現が認められ、 その程度とリン

パ球サプセットや他のサイトカインの発現との問には関係を見いだすことはできなかっ

た。 自己免疫疾患動物モデルではIL-IO，TGF-ßは病気の発症を抑制したり、 病気の回復

に関与するサイトカイン であるとの報告も多数認められるが55.56.57.58.59)、 今回の結果 では

とれらのサイトカインと病態の変化の問には明らかな関係は認められなかった。 また、

IL- 12 はThl細胞を活性化し、 その作用はIし4などと桔抗するといわれている向。 今回

の症例においてはIL-12のmRNAは一部の症例で発現が認められたが、 IL・ 4，IL・5 の

mRNAの発現との関係はみられなかった。 今回の結果からはIL・12 の役割について推察

することはできないが、 今後症例を重ねて検討する予定である。

今回T細胞クローンの樹立にはfeeder 細胞として健常者のPBMC を使用しており、
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allorea c ti ve なクローンの樹立も完全には否定できないが、1 週間ごとに別の健常者の

PBMCを使用しており同じallo抗原を長期間認識しえないこと、 樹立されたT細胞クロー

ンが樹立に用いたPBMCと口唇腺のそれぞれのCD4/CD8比を維持していること、 口唇

腺からはIFN-/，IL-I0+のThOタイプのクローンが PBMCよりも多く樹立されたことな

どから、 口唇腺に浸潤したT細胞に特異的なクローンが樹立されたことが示唆される。

今回のT細胞クローン樹立の方法は alloreactivityの確認はもちろん必要であるが、 自己

のPB MCをfeeder細胞とするには患者から長期間にわたり定期的に採血を続ける必要が

あり、 このような方法を採らざるを得なかった。 口唇腺で主に百11タイプのT細胞が産

生するサイトカインが認められた患者の口唇腺から樹立した T 細胞クローンからは

IFNイ，IL・10・のThlタイプのクローンが8クローン、IFNイ，IL・10+，のThOタイプのク

ローンが 6クローン樹立され、 IFN-ずの Th2タイプのクローンは樹立されなかった。 こ

のように、 主にη11タイプのT細胞が産生するサイトカインを口唇腺で認めた症例にお

いて、 クローンレベルの解析から百11タイプだけでなくη10タイプのT細胞の存在が考

えられ、 これらのクローンがSS の発症に重要な役割をはたし、 またThOタイプのT細

胞はTh2タイプのT細胞へ分化し、 B細胞系の異常の発現に関与する可能性も考えられ

た。

今回検索した口唇腺におけるサイトカイン mRNAの発現パターンから、SS患者は少

なくとも 2つのグループに分けることができると考えられる。 主にThO.ThlタイプのT

細胞が浸潤しTh2タイプのT細胞の浸潤がみられないグループと、ThO.ThlタイプのT

細胞に加えてTh2タイプのT細胞の浸潤もみられるグループである。 前者はB細胞の浸

潤が比較的軽度である non-aggressiveタイプと考えられ、 後者は B細胞の浸潤が強く、

自己 抗体の産生の尤進などの B細胞系の免疫異常を伴うようになるaggressiveタイプと

も考えられる。 病気の初期においては、ThO，Thlタイプの T 細胞が局所に浸潤し non­

aggressive な状態でバランスを保っているが、 病気の進行過程で何らかの原因でこのバ

ランスが壊れThOから Th2タイプのT細胞への分化が進み、i岳液j版局所で B細胞の分

化、 増殖が誘導され、aggressiveな状態になるという1つのSS の流れが示唆される。 し

かし、 リンパ球の浸潤程度がかなり強くても IL-4や IL-5 の mRNAの発現を認めない
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non-aggressiveタイプの患者もみられることから、 すべての患者がこのように変化してい

くのではないかもしれない。 いずれにせよ、 このバランス を変える原因が何であるのか、

そしてどのようにしてこのバランスが変わるのかを検討すること は大変興味深いことで

ある。 こ のような唾液腺局所に浸潤したT細胞のダイナミツクな変化が存在するとする

と、 前述したように "determinant sp陀ading"という現象がおこり複数の抗原抗原決定基を

認識するT細胞が浸潤していることも示唆される。 いずれにしてもサイトカインはss

の発症、 進展に重要な役割を演じていると考えられるが、 これら を明確にしていくため

に は、 患者の長期間の経過観察を行い、 病期の進展とサイトカインの変化、 TCR遺伝子

のレパトアの変化などを追っていき、 これらの関係を詳細に解明することが必要で、 こ

れによってサイトカインを用いた免疫療法への道も開けてくるものと考えている。
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