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【原著 ・臨床】

シェー グ レン症候 群疾患 モデ ルに対す るfosfomycinの 治療 効果

石丸 直澄 ・羽地 則雄 ・柳 久美子 ・林 良夫

徳島大学歯学部口腕病理*

(平成12年7月2月 受付 ・平成12年8月21日 受理)

シェーグ レン症候群モデルNFS s1dマ ウスに自己免疫病変の発症 しは じめる4週 齢 よ りfosfomycin

(FOM)を 腹腔内投与すると,12週 齢にて対照群に比較 してFOM投 与群に痢変の抑制効果が認められた。

また,8週 齢および12週 齢でのFOM投 与群の唾液腺組織 におけるTUNEL陽 性腺上皮細胞は有意に減少

していた。ヒ ト唾液腺細胞株(HSG, HSY)のFasを 介 したアポ トーシスは低濃 度域(0.001～0.1μg/mL)

のFOM前 処理にて阻害され,さ らに唾液腺特異的自己抗原 α-fodrinの 分断化を抑制することが明 らかと

なり,そ の メカニズムとしてカスパーゼ(ICE, CPP 32)活 性のFOMに よる抑制効果が示 された。 した

がって,FOMが 臓器特異的自己免疫疾患の治療に応用可能であることが示唆 される。
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シェーグレン症候群(SS)は 乾燥性角結膜炎,慢 性唾液

腺炎による乾燥症候群を主徴とする臓器特異的自己免疫疾患

であるが,そ の病因の詳細は不明であり,治 療についても対

症療法が中心で根本的治療法は確立していない。自己免疫疾

患にはある種の免疫抑制剤,ス テロイドなどによる治療効果

の報告があるが1～3),いずれも全身的副作用が強く,特 に臓

器特異的自己免疫疾患には適用が限られているのが現状であ

る。一方,fosfomycin (FOM)は きわめて副作用の少ない

抗生物質であり従来より免疫抑制効果のあることが知られて

いる4～7)。そこで,わ れわれが確立したSSの 疾患モデルNFS

/sldマ ウス8)にFOMを 投与することにより唾液腺,涙 腺に

限局する自己免疫疾患の発症に対する影響を検討したとこ

ろ,自 己免疫病変の発症を抑制でき,そ のメカニズムの1つ

としてFOMが 末梢エフェクター細胞のカルシニュウリン,

PKCを 介 した活性化経路を阻害することをすでに報告 し

た9)。今回は標的細胞である唾液腺細胞のアポトーシスにお

けるFOMの 影響について詳細に検討した。

1. 材料および方法

1) マウスおよび投与方法

NFS/sldマ ウスは元愛知がんセ ンター病理 ・児島昭

徳博士(現 ・名古屋市衛生研究所)よ り供与を受け,当

施設にてSPF(Specific pathogen-free)下 で繁殖飼育

した。雌NFS/sldマ ウスを用い生後3日 目に胸腺摘出

を施し4週 齢より8週 齢および12週 齢 まで,FOM (300

mg/kg/週)を 腹腔内投与後,屠 殺 し全身各臓器を検索

した。各群5～7匹 のマウスを用いた。

2) 病理組織学的検索

全身諸臓器は10%中 性緩衝ホルマ リンにて固定 し,

軟パラフィン包埋後4μmの 組織切片を作成 し,ヘ マ ト

キシリン ・エオジン染色を施 した。唾液腺お よび涙腺に

おけ る炎症 性病 変 の組 織学 的 評価 はWhiteら の 分類10)

に準 じた。

3) 細 胞 お よび処理

ヒ ト唾 液腺 細胞 株HSGお よ びHSY細 胞 を用 い,抗

Fas抗 体(100ng/mL, MBL)に て アポ トー シス を誘

導 した。培 養 は10%FCS含 有MEM培 地 にて行 った。

FOM (0.001～10μg/mL)は 抗Fas抗 体 処 理 の12時

間前 に添加 した。対照 細胞株 と してJurkat細 胞 を用 い

た。

4) ア ポ トー シスの検出

唾 液腺組 織 にお いてTUNEL (terminal deoxynucleo-

tidyl transfOrase-mediated nick end labehng)法 に よ

るアポ トー シスの検 出を行 った。 また,培 養細 胞の アポ

トー シスの検出 はAnnexin-V/PI (Propidium Iodide,

Trevigen, Inc.)染 色 に よ り フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー

(EPICS, COULTER)に て 検討 した。 各解 析 と もに3

～5回 の実験 を行 った
。

5) ウエ ス タンブ ロッ ト法

FOMに て 処理 された細 胞 を洗 浄後,細 胞 溶解 液に て

溶 解,遠 心 し上 清 を10%SDS-PAGEに 展 開,PVDF

膜 に 転写 し,1次 抗体 と して抗 ヒ トICEポ リ ク ロー ナ

ル抗体(Upstate Bio. Inc .),抗 ヒ トCPP 32モ ノ クロ

ーナ ル抗体(Transduction Laboratories)
,抗 ヒ トα-

fodrinモ ノ ク ロー ナ ル抗 体(Affiniti)を 用 い,2次 抗

体 にはペ ルオキ シダーゼ標識抗 ウサギ お よびマ ウスIgG

(Vector Laboratories)を 使 用 し,発 色 に はECL試 薬

(Amersham Corp.)を 用 いた。

II. 結 果

SSモ デ ルマ ウスNFS/sldに4週 齢か ら12週 齢 まで

週1回 腹 腔内 にFOMを 投 与 す る と,8週 齢 では各臓 器
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に病変の差は認められなかったが,12週 齢において唾

液腺の自己免疫性病変の有意な抑制効果がみられた。一

方,各 実験群における唾液腺導管上皮細胞のアポ トーシ

スをTUNEL法 にて検出 した結果,8週 齢,12週 齢に

てFOM投 与群ではアポ トーシスの抑制効果が認め られ

た(Fig.1a)。FOM投 与群の8週 齢では組織学的に投

与群 と対照群では著変はなかったにもかかわらず,唾 液

腺細胞のアポ トーシスが阻害されていたことか ら(Fig.

1b),FOMが 直接唾液腺細胞のアポ トーシスに影響 を

与えていることが予想 された。、なお,正 常 マウスでの

TUNEL、 陽性細胞 は8週,12週 ともに5%以 下であっ

た。

そこで,ヒ ト唾液腺細胞株HSG,HSYお よび対照 と

してJurkat細 胞 を用 い,FOMと 各 細 胞 の アポ トー シ

スとの関係 をin vitroに て検 討 した。HSY細 胞,HSG

細 胞 は抗Fas抗 体 の添 加 に よ りアポ トー シスが 誘 導 さ

れ るこ とが知 られ てい る。 この系 にFOMを 前 処 理す る

と0.001～0.1μgmLで の低 濃度域 にて抗Fas抗 体 に よ

るアポ トー シスを阻害で きる ことが判 明 した(Fig.2)。

一 方
,わ れ われ はSS特 異 的 自己抗 原 と して120kD

α-fodrinを 同 定 し,SSの 病 態 形 成 に重 要 な抗 原 で あ

る こ とをモデ ルマ ウスお よび ヒ ト患 者 にて 報告 して い

る11)。Fas刺 激 をHSY,HSG細 胞 に加 え アポ トー シス

を誘 導す る とα-fodrinの120kDへ の 分断 化 が認 め ら

れ,こ の培養系 にFOMを 添 加 す るこ とに よ りーfodrin

の 分 断 化 が抑 制 され る こ とが 明 らか とな った(Fig.3

(a)

(b)

Fig. 1. (a) Mean grade of autoimmune lesions in 

the salivary gland in fosfomycin (FOM) -treated 

NFS sld mice (FOM-treated) compared with 

model mice. FOM was administered from 4 

weeks to 8 or 12 weeks of age. Grading of the in-

flammatory lesions was according to the 

method of White10). *p< 0.05; Mann-Whitney 

U test. (b) Detection of TUNEL+ apoptotic epi-

thelial cells in the salivary gland sections from 

FOM-treated and model mice. The percentage 

of cells staining positively by TUNEL was 

determined by using a 10-•~20-grid net mi-

crometer disk covering an objective with an 

area of 0.16 mm3. Data were analyzed in 10 

fields per section and are expressed as mean 

percentage•}SD in five mice examined per 

group. *p< 0.05; * *p< 0.005, Studen's t-test.

Fig. 2. Effect of fosfomycin (FOM) pretreat on 
anti-Fas mAb-induced apoptosis of HSG, 
HSY, and Jurkat cells. Cells were treated 
with FOM (from 0.001 to 100 ,ug mL) for 12 
hours before anti-Fas stimulation. Apoptotic 
cells were detected with a flow cytometer by 
using PI (propidium iodide) and annexin V-
FITC. Data are representative of 3-5 experi-
ments.
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a)。

次に,Fas刺 激にて活性化することがよく知られてい

るカスパーゼ(ICE,CPP32)に ついてウエ スタンブ

ロット法にて経時的に検討すると,Fas刺 激により6時

間か ら活性型ICE,CPP32の 発現増強が認め られ る

が,FOM処 理によ りICE,CPP32と もに発現が抑制

され,24時 間後に検出 され る(Fig.3b)。 この ように

FOMは カスパーゼの活性化を抑制することによって唾

液腺細胞のアポ トーシスを阻害することがわかった。

III.考 察

臓器特異的自己免疫疾患の治療法は対症療法が中心で

あ り,根 本的治療法は確立していない。従来の免疫抑制

剤およびステロイド剤は種々の全身的副作用の危険性が

あ り,臓 器特異的自己免疫疾患への適用は限 られてい

る。 シェーグレン症候群は涙腺,唾 液腺 を標的とする臓

器特異的 自己免疫疾患の1つ であ り,ド ライア イ ・ド

ライマ ウスを主徴 とし,こ の疾患 に関 して も各種点眼

剤,人 工唾液投与などによる対症的治療が中心である。

シクロスポ リンAな どの免疫抑制剤やアン ドロジェン

などのステロイ ドホルモ ンによる治療法が知られている

が,い ず れ も全 身 的副作 用 の影響 が 報告 されて い

る12,13)。一方,FOMは 多 くの薬理作用 を有する抗生物

質で,副 作用が きわめて少ないことから種々の感染症へ

の適用が可能で,す でに多 くの臨床応用が知 られてい

る2,14,15)。さらに,FOMの 免疫抑制効果が報告 されてい

ることから4引,自 己免疫疾患への治療の可能性が推察

されていたが,適 切な実験モデルで検証されたことはな

かった。われわれの確立したシェーグレン症候群モデル

マウスにFOMを 投与す ることにより自己免疫病変の回

復が認められ,そ のメカニズムにはPKCお よびカルシ

ニュウリンを介 したIL-2の 産生 に至るエフェクター細

胞 の活性 化 をFOMが 調節可 能であ るこ とを示 した

が9),以 前の報告においても末梢T細 胞のIL-2産 生機

構にFOMが 抑制的に働 くことが知 られてお り4～7),こ

れ らの結果 と一致する。一方で,FOMは 細胞膜の安定

化を保つことが知 られていることから16～18),免疫反応に

おいてエフェクター細胞への影響以外に標的細胞への防

御的な作用が想定される。そこで,本 研究ではシェーグ

レン症候群の標的臓器である唾液腺の組織破壊 に対する

FOMの 影響を検討した。

(a)

(b)

Fig. 3. (a) Effect of fosfomycin (FOM) on a-fodrin cleavage of HSY and 
HSG cells stimulated with anti-Fas mAb. Protein immunoblot analysis 
with mouse monoclonal Ab to a -fodrin was performed in the treated 
cells. (b) Detection of caspase (ICE and CPP 32) in FOM-treated HSY 
cells. Western blot analysis of ICE (p 20 subunit) and CPP 32 in 
apoptotic HSY cells stimulated with anti-Fas mAb. Cytosolic extracts 
were prepared from HSY cells treated and not treated with FOM (0.01 

g/mL) for various times.
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本モデルマウスにFOMを 投与することにより自己免

疫病変の回復傾向が認められ,そ の際,標 的上皮細胞の

アポ トーシスが有意に抑制されていることが判明 したこ

とから,FOMが 標的細胞のアポ トーシスを直接阻害す

る可能性が考えられた。 この結果をin vitroで 検証す

ると,ヒ ト唾液腺細胞株のFasを 介 したアポ トー シス

に対するFOMの 阻害効果が判明した。多 くの自己免疫

疾患の組織破壊のメカニズムにFasを 介 したアポ トー

シスの関与が知 られているが19, 20),シェーグレン症候群

において もFasを 介 した組織破壊が重要視 されてい

る。ヒ ト培養唾液腺細胞株 にもFas抗 原が発現 し,抗

Fas抗 体で容易にアポ トー シスが誘導 される。Fasの 下

流に存在するカスパーゼの活性化によってアポ トーシス

機構 が綱御 され てい るこ とが知 られ てい る こ とか

ら21～23), FOMの カスパーゼへの影響を検討すると,ICE

およびCPP 32の 活性が抑制 されるとい う知見を得た

が,対 照細胞株のJurkat細 胞においてはカスパーゼの

活性化に影響をおよぼさないことか ら,細 胞種により異

なった作用が予想される。カスパーゼの活性制御におけ

るFOMの 至適濃度が0.001～0.1μg/mLに 相当するも

のと考えられるが,今 後の詳細な検討が必要である。

わ れわ れ はSS特 異 的 自己抗 原 として120kDα-

fodrinを すでに同定 し,そ の病因について詳細な解析

を行ってきた11)。α-fodrinは 生体内で240kDテ トラ

マーのユ ビキタスに存在する細胞膜裏打ち骨格タンパク

として知 られ,ア ポ トーシスに伴う限定的断片化によっ

て120kDに なるとされる24～26)。本研究において ヒト唾

液腺細胞のFasを 介 したアポ トー シスをFOMが 阻害

することにより,α-fodrinの 分断化を抑制す ることが

わかった。 したがって,FOMは 標的臓器における自己

抗原の形成を回避する作用を有し,結 果として病態形成

に対 して防御的 に働 いていることが示唆 される。 α-

飴drinの 分断化 にはカスパーゼの関与 が知 られ てお

り,唾 液腺細胞においてFOMに よるカスパーゼの活性

化抑制効果が示されたことから,こ の抑制効果を介 して

間接的にα-fodrinの 分断化が阻害された もの と考えら

れる。 しか し,FOMの 細胞膜に対する直接的な作用 と

細胞膜の裏打ちタンパ クであるα-fodrinと の関係につ

いてなど今後の検討課題が多 く残されている。

今回の実験結果か ら,ヒ ト唾液腺細胞におけるFOM

のアポ トーシス阻害効果が明らかとなり,シ ェーグレン

症候群を含むある種の自己免疫疾患に対するFOMの 治

療効果が期待できる。
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Theraputic effect of fosfomycin in animal model of sjOgren's syndrome

Naozumu Ishimaru, Norio Haneji, Kumiko Yanagi

and Yoshio Hayashi

Department of Pathology, Tokushima University School of Dentistry,

3-18-15 Kuramoto-cho Tokushima 770•`8504, Japan

Although fosfomycin (FOM) is known to be a unique antibiotic that has an immunosuppuressive

function, the effects of FOM on autoimmune diseases remain unclear. In this study, we report a novel role

of FOM in the tissue destruction of an organ-specific autoimmune disease in a murine model of Sjogren's

syndrome (SS). When we administered FOM to a murine model of autoimmune exocrinopathy in SS from

4 weeks to 8 or 12 weeks of age, fewer autoimmune lesions were found in the salivary and lacrimal glands

of the mice at 12 weeks than in the control mice. In addition, a decreased proportion of TUNEL* apoptotic

epithelial duct cells was observed in the mice given FOM from 4 weeks to 8 weeks. We also found that

preincubation with low concentrations of FOM (0.001ƒÊg/mL-1.0ƒÊg/mL) inhibits anti-Fas-induced

apoptosis in human salivary gland cell lines (HSG and HSY). We detected an inhibitory effect of FOM on

proteolysis of -fodrin in HSG and HSY cells with Fas-mediated apoptosis. Furthermore, treatment with

FOM suppressed caspase activities (ICE and CPP-32) in salivary gland cells stimulated with anti-Fas

mAb. These results suggest that FOM has a theraputic effect on Sjogren's syndrome by inhibiting apoptosis

in salivary gland cells.




