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研究成果の概要（和文）： 

CD44 とそのリガントであるヒアルロン酸は炎症細胞浸潤に関与する接着分子として注目さ
れる。我々は、血清タンパク質 SHAP がヒアルロン酸に共有結合し、CD44 陽性細胞の結合を増
強することを見出した。本研究は、SHAP欠損マウスを用いて、生体内の様々の炎症反応過程を
解析したことろ、SHAP は重要な役割を果たしていることを明らかにした。その役割は多様であ
り、急性肝障害モデルでは、炎症の発生機序に関与するが、気道過敏性や脳出血モデルでは、
炎症の収束機序に関与する。 
 
研究成果の概要（英文）： 

  CD44 and its ligand hyaluronan emerge as important adhesion molecules for leucocyte 
infiltration in inflammatory response.  We have found that the serum protein SHAP binds 
covalently to hyaluronan and enhances the adhesion of CD44-positive cells to hyalurona. 
In this project, we reveal that SHAP plays significant roles in in vivo inflammatory 
responses by using SHAP-deficient mice. Depending on the affected organ and disease model, 
the role of SHAP varies, either being inflammatory (such as in acute liver injury model) 
or being anti-inflammatory (such as in airway hyper-responsiveness model and 
intracerebral hemorrhage model).  
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１．研究開始当初の背景 

   細胞浸潤は炎症反応の重要な要素であ
り、浸潤細胞と内皮細胞や患部組織細胞の表
面に存在する細胞接着分子に依存する。細胞
接着分子として、インデグリンとセレクチン

などが有名だが、他にも多数存在している。
最近、CD44とそのリガントであるヒアルロン
酸(hyaluronan, HA)が最も注目される。 
 HAは GlcAと GlcNAcが重合した長い直鎖状
糖鎖分子で、主に細胞外マトリックスの成分
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として存在する。炎症や悪性腫瘍病態におい
て、内皮細胞や患部組織細胞で HA の合成が
活発となり、細胞表面に HA に富む細胞外マ
トリックスが形成され、細胞の増殖・運動・
形態の制御に関与することが知られている。 
 CD44 は多くの白血球細胞に発現する細胞
膜タンパク質で、HA 分子レセプターであるこ
とから、炎症や悪性腫瘍における解析が盛ん
に行われた。90 年代後半に CD44 遺伝子欠損
マウスが作製されたことによって、細胞浸潤
における CD44-HA相互作用の機能的重要性が
確立された。また、細胞生物学の解析により、
CD44 を介した HA の信号伝達経路もほぼ解明
されている。 
 近年の CD44-HA相互作用についての研究は、
分子修飾による結合能の調節制御機構を中
心に展開している。CD44 遺伝子は一つである
が、20 種類以上ものバリアントフォームを産
生し、さらにリン酸基、硫酸基、パルミトイ
ル基及び糖鎖などの翻訳後修飾を受け、膜上
で会合してオリゴマーを形成し、実に構造多
様性に富む分子である。一方、HAは単純な分
子構造を持ち、修飾も受けず、長さ以外に構
造の多様性がないと思われた。その結果、分
子修飾による結合調節についての研究は
CD44 分子に偏り、リガンドである HA につい
てはほとんど研究例がない状況になった。 
 我々は、現在同定された 20 種類超の HA結
合分子の中、唯一 HA にエステル共有結合す
るタンパク質分子、 SHAP(Serum-derived 
Hyaluronan Associate Protein)を発見し、
それは血清成分の inter –alpha-trypsin 
inhibitor(ITI)ファミリー分子の重鎖サブ
ユニット(Heavy Chain, HC)そのものである
ことも明らかにした。ITI中の HCは軽鎖サブ
ユニットであるビクニン(bikunin)のコンド
ロイチン硫酸(CS)側鎖にエステル共有結合
している。2 価金属イオン要求性酵素因子そ
ｎが触媒するエステル結合交換反応で、HC 
が CS からそのまま HA に転移され、SHAP-HA
複合体が形成される。SHAP-HA 複合体の形成
不能のノックアウトマウスは、卵細胞の周囲
にある卵丘 HA リッチマトリックスの形成不
全が原因で、排卵と受精が障害され、重度な
雌性不妊症になった。細胞培養実験系から、
SHAPが HAの CD44に対する親和性を増加させ
る作用を見出した。これらの結果は、HAの長
い構造上の特性から、様々な分子と相互作用
して高次構造体をつくることで、高次構造体
に特有な機能を持つ可能性を示唆した。HAの
単独の分子機能の解析に始終していた従来
の研究では、このような機能を見出すことは
不可能である。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、SHAP-HA 複合体の形成

機構の解明とともに、CD44-HA 相互作用の
関与する各炎症反応過程において、SHAP の
関与とその役割の解明にある。 

 

 

３．研究の方法 

  SHAP-HA 複合体の形成不能のノックアウト
マウスを用いて、各炎症性疾患モデルを作製
し、野生型マウスの表現型と比較しながら、
解析する。 
(1) 肝疾患モデル：マウスにリポ多糖エンド
トキシン(LPS)/D-ガラクトサミン(GalN)を
投与し、急性肝障害を惹起する。生存率や経
時的に行う血液生化学検査や組織学解析な
どにより、肝損傷発生機序の各段階における
SHAPの関与を詳細に評価する。また、好中球
の肝臓類洞表面への接着を、生体顕微鏡
(Intravital microscopy)法で観察する。 
(2) 肺疾患モデル：卵白アルブミン刺激によ
るマウスに喘息様病態を引き起して、Penh値
を測定し、気道抵抗の変化を評価する。また、
肺洗浄液中細胞外マトリックス関連分子や
炎症性メディエイターなどの分子の動態を
解析する。肺組織病理学の解析も同時に行う。 
(3) 脳出血モデル：脳基底核にコラゲンナー
ゼを注入し、脳出血モデルを作製する。注射
後 8 時間、24 時間、72 時間にマウスの運動
能を採点し、神経損傷程度を評価する。脳を
摘出し、乾燥法を用いて水含量を測定する。
さらに、脳組織切片を作製し、損傷部の大き
さと組織変化を解析する。 
 
 
４．研究成果 
  (1) 肝疾患モデル：野生型マウスに比べて、
SHAP 欠失マウスの肝臓損傷は顕著に軽症で
あった。まず、LPS/GalN 投与後の生存率は顕
著に高かった(野生型マウスの 0~20%に対し、
SHAP 欠失マウスは 90%もあった)。次に、血
液生化学指標（ALT 濃度）や肝組織の病理学
検査においても、SHAP欠失マウスは軽症であ
ることが認められた。TUNEL 染色による肝実
質細胞のアポトーシスを調べたところ、SHAP
欠失マウスでは有意に低下したことが判明
した。さらに、肝臓類洞内皮に SHAP-HA複合
体の沈着を確認し、好中球細胞の類洞内皮へ
の接着は SHAP 欠失マウスでは 4 割程度低下
したことを見出した(図１)。これらの結果は、
SHAP-HA 複合体が類洞内皮に存在し、接着分
子として好中球細胞の粘着や浸潤を促進し、
LPS 肝障害の発症に関与することを示唆した。
また、培養細胞実験系において CD44 バリア
ントフォームの CD44Hと CD44Eの接着性を比
較したところ、CD44E がより強い接着活性を
示した。HA 以外に、E-selectin も CD44E の
リ ガ ン ド で あ る 。 CD44E 陽 性 細 胞 は
E-selectin 処理表面にローリングする挙動



 

 

を示すが、HA 処理表面に粘着する。HA との
親和能が高いことが示唆された。 

 
図１ LPS/GalN 投与後の肝類洞内皮へ好中
球細胞（緑色）の接着（左：野生型マウス、
右： SHAP欠損マウス） 
 
(2) 肺疾患モデル：卵白アルブミンによる喘
息モデルでは、SHAP 欠失マウスの気道過敏性
が、野生型マウスより亢進したことを見出し
た（図２）。SHAP 欠失マウスでは、肺洗浄液
中の IL12 と sTNFR1 の濃度が低下していた
（図３）。IL12 は Th1 細胞を活性化し、気道
過敏性を抑制的に働くことが報告されてい
る。一方、sTNFR1 が TNFa のシグナル伝達を
阻断する作用がある。これらの抑制因子の濃
度低下は、Th2 優位のアレルギー反応である
気道過敏性を亢進させたと推測する。 

 
図２ 卵白アルブミンによる喘息モデルで
は、SHAP欠損マウスの気道過敏性が亢進する 
（WT：野生型マウス、KO：SHAP欠損マウス） 
 

 
図３ 卵白アルブミン感作後、肺洗浄液中各
サイトカイン因子の含量（WT：野生型マウス、
KO：SHAP 欠損マウス） 

また、SHAP欠失マウスでは気道上皮の修復が
遅れていた。損傷後気道上皮の修復には、
Vitronectin 分子が必要であることが報告さ
れている。本研究は、生化学手法により、
Vitronectinと SHAPと相互作用することを確
認できた（図４）。SHAP のもう一面の生理機
能を明らかにした。さらに、臨床応用研究と
して、咳喘息患者の気道組織を用いて、アト
ピー素因のない肺野型肺癌患者の気道組織
を対照に、ヒアルロン酸や SHAP の局在と病
態との関連について検討した．気道上皮分泌
腺周囲における SHAP 量は対照群より少なか
った。また、咳喘息発症後、病程が長い程、
分泌腺周囲の HA 量が少ない傾向があった．
ヒアルロン酸や SHAP はヒト咳喘息における
病態進展の抑制に関与している可能性が示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４ SHAP と Vitronectin の結合分析。96
板に Vitronectin を固相化し、ITI（SHAP）
溶液と保温した後に、抗 ITI 抗体を用いて結
合した ITI を検出した。 
 
 
(3) 脳出血モデル：脳組織に HA が豊富に存
在する。基底核へコラゲナーゼ注射によるマ
ウスの脳出血モデルでは、SHAP-HA複合体が、
出血前に殆ど存在しないが、出血後に顕著に
増加したことを確認した。手術後１日目には、
野生型マウスに比べて、SHAP 欠損マウスの脳
の水含量が有意に高かった。３日後の行動解
析による神経障害評価では、SHAP 欠損マウス
の障害が有意に重かった（図５）。解剖所見
でも、SHAP欠損マウスが脳内血塊の容積が有
意に大きかった（図６）。ヒアルロン酸合成
酵素１(HAS1) 欠損マウスの脳 HA 含量が約 2
割低下したが、コラゲナーゼモデルでは、野
生型マウスと有意な差を観察できなかった。
しかし、損傷度の低い尾状核へ自家血注射に
よる脳出血モデルでは、HAS1 欠損マウスでは、
HA の含量低下と低分子が顕著で、神経障害も
有意に高かった。これらの結果は、脳出血に
おける HAや SHAPの抑炎作用と神経細胞保護
作用を示唆する。 



 

 

 
図５ 行動解析による神経障害評価結果。
WT：野生型マウス、KO：SHAP 欠損マウス、
*:p<0.05 

 

図６ 脳基底核へコラゲナーゼ注射後 24 時
間の脳内血塊（左：SHAP 欠損マウス、右：野
生型マウス） 
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