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研究成果の概要（和文）： 

 研究代表者は腸上皮細胞の微絨毛に特異的に局在する受容体型チロシンホスファターゼ

SAP-1 とその基質分子 p100 による腸管免疫制御機構の解析を行った。その結果、SAP-1 は p100

と細胞外ドメインを介して結合していることが明らかとなった。また SAP-1/p100 を介したシグ

ナル伝達によりケモカインの分泌や細胞の貪食機能が制御されていることも明らかとなり、

SAP-1/p100 系はこれらの生理機能の制御を介して腸管免疫を制御している可能性が考えられ

た。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 SAP-1 is a receptor-type protein tyrosine phosphatase that specifically localizes 
to microvilli of the brush border in gastrointestinal epithelial cells. In this study, 
I found that SAP-1 and p100 interact through their ectodomains and form a complex. 
I also found that SAP-1/p100 regulates the production of chemokine and the 
phagocytosis of HEK293 cells, suggesting intestinal immunity might be regulated by 
these physiological functions of SAP-1/p100. 
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１．研究開始当初の背景 

腸管は常に外界（腸内腔）と接する器官で

あることから、脾臓や末梢リンパ節を中心と

する全身免疫系とは異なった腸管免疫系と

呼ばれる腸管独自の粘膜免疫システムが発

達している。とりわけ最近では、腸上皮細胞

が単に腸内腔と体内を隔てる物理的なバリ

アとして機能するだけでなく、腸内環境を監

視して腸上皮細胞の下層に存在する免疫細

胞と協調しながら腸管免疫系を綿密に制御

していることが示唆されている（Garrett et 

al., Cell, 2010; Artis, Nat. Rev. Immunol., 

2008）。 

研究開始当初、すでに研究代表者は炎症性

腸疾患のモデルマウスとして知られる IL-10

遺伝子破壊（KO）マウスを用いた解析から受

容体型チロシンホスファターゼ SAP-1が腸管

免疫制御に関与している可能性を見出して



いた。具体的には SAP-1/IL-10 二重遺伝子破

壊（DKO）マウスは、IL-10 単独の KO マウス

に比べ大腸炎の重篤化を示すことを明らか

にしていた。さらに研究代表者は、SAP-1 KO

マウス由来の大腸および小腸では約 100 kDa

の膜貫通領域を持つ糖蛋白質（p100）のチロ

シンリン酸化レベルが野生型マウスに比べ

顕著に亢進していることを見出していた。細

胞レベルの解析ではp100の細胞内領域はSrc

ファミリーチロシンキナーゼによってチロ

シンリン酸化され、チロシンリン酸化した

p100 には Syk チロシンキナーゼが結合し、

Syk の下流分子 Vav2, PLC, MAPK の活性化を

誘導することも明らかにしていた。また p100

の細胞外ドメインを認識する anti-p100抗体

でコーティングした 2 m のビーズが p100 を

発現させた腸上皮細胞株に積極的にエンド

サイトーシスされることも研究代表者らは

見出していた。これらの結果から、腸上皮細

胞は in vivo において p100 を介して p100 の

リガンドやリガンドを含む物質を積極的に

細胞内に取り込み腸内環境を監視する機能

を持つことが予想され、またSAP-1/IL-10 DKO

マウスの腸炎の重篤化は、SAP-1 欠損による

p100 のチロシンリン酸化の亢進がその一因

であると考えられた。以上より、腸上皮細胞

に発現する SAP-1/p100 系は、腸管内環境を

監視し腸管免疫を制御する新たなシステム

であると考えられたが、in vivo で実際には

ど の よ う な 分 子 メ カ ニ ズ ム に よ っ て

SAP-1/p100 系が腸管免疫を制御しているの

かについて未だ十分な解析がなされていな

かった。 

 
２．研究の目的 

本研究では SAP-1 とその基質分子 p100 を

介したシグナル伝達系による腸管免疫制御

のメカニズムを、分子から動物個体レベルま

で明らかにすることを目的とした解析を行

った。 

 
３．研究の方法 
(１) 動物個体における SAP-1/p100 系の機能

解析 

①IL-10 KO マウスの SAP-1 欠損によって起こ

る腸炎の重篤化は p100 の過剰なチロシンリ

ン酸化による可能性が考えられた。そこで腸

炎発症への p100 の関与を検討する為に、まず

は腸上皮細胞特異的に機能する villin プロ

モーターを用いて p100 を過剰発現させたト

ランスジェニック（TG）マウスの腸炎重篤度

について解析を行った。次に、IL-10 欠損に

よって生じる腸炎への p100 過剰発現の影響

を調べる為に IL-10 KO マウスと p100 TG マウ

スの交配により IL-10 KO/p100 TG マウスを作

製し、腸炎の重篤度を IL-10 KO マウスと比較

した。同様にSAP-1 KO/p100 TGや SAP-1/IL-10 

DKO/p100 TG マウスも作製し、腸炎の重篤度

について検証を行った。 

②上述の TG マウスを用いた実験とは逆に、

p100の欠損が腸炎に与える影響を検証する為

に p100 KO マウスの作製を行った。 

 

（２）SAP-1/p100 系によるケモカイン産生制

御 

①ケモカイン産生への p100 のチロシンリン

酸化の関与を検証する為に p100 や p100 の

ITAM領域に存在するチロシン残基をフェニル

アラニンに置換したミュータント（p100 

(2YF)）を c-Src や Syk とともに HEK293 細胞

に共発現させ、細胞からのケモカイン分泌量

を ELISA により測定した。 

②腸上皮細胞でのケモカイン産生量への

SAP-1 欠損による影響を動物レベルで調べる

為に IL10 単独 KO マウスと SAP-1/IL-10 DKO

マウスから腸上皮細胞を単離し、それぞれの

細胞でのケモカインの発現量を qPCR により

調べた。 

 

（３）SAP-1 と p100 の相互作用 

①SAP-1と p100は共にマウス個体内において

腸上皮細胞の微絨毛に共局在する。そこで、

これらの分子が分子間で相互作用するか否か

を判定する為に HEK293 細胞に両分子を発現

させ、共沈降するか否かを生化学的に解析し

た。 

②さらに、両分子の相互作用は各分子のどの

領域で行われているのかを調べる為に、各分

子の細胞内領域を欠損させた変異体を用いて

上記(3)- ①と同様の共沈降実験を試みた。 

 

（４）anti-p100 抗体ビーズの取り込みにお



ける p100 のチロシン残基の機能解析 

 研究代表者らは、p100 の細胞外ドメインを

認識する anti-p100 抗体でコーティングした

2 m のビーズが p100 を発現させた腸上皮細

胞株に積極的にエンドサイトーシスされるこ

とを見出していたが、p100 に存在する４つの

チロシン残基のうちどのチロシン残基がビー

ズの取り込みに関与するかについて検討を行

う為に p100 の細胞内領域を欠損させた変異

体（ΔCP）、全てのチロシン残基をフェニルア

ラニンに置換した変異体（4YF）、C 末端側の

３つのチロシン残基をフェニルアラニンに置

換した変異体（3YF）、C 末端側の２つのチロ

シン残基（ITAM領域に存在するチロシン残基）

をフェニルアラニンに置換した変異体（2YF）

を HEK293 細胞に発現させ、anti-p100 抗体ビ

ーズの取り込み能力を検証した。 

 
４．研究成果 

(１) 動物個体における SAP-1/p100 系の機能

解析 

 腸炎発症への p100 の関与を検討する為に、

まずは腸上皮細胞特異的に機能する villin

プロモーターを用いて p100 を過剰発現させ

たトランスジェニック（TG）マウスを作製し

た。その結果、このマウスは正常に発生し、

発育した。このマウスは３ライン得られたが、

小腸及び大腸でのトランスジーンの発現つい

て mRNA レベル（qPCR 法）、蛋白質レベル

（Western blotting）で調べたところ、mRNA

レベルでは野生型マウスに比べ p100 が顕著

に高発現していることが確認できたが、蛋白

質レベルでの発現上昇はわずかであることが

明らかとなった。このマウスについて経時的

に観察を行ったが、腸炎の発症は認められな

かった。そこで IL-10 欠損によって生じる腸

炎への p100 過剰発現の影響を調べることを

目的として IL-10 KO マウスと p100 TG マウス

の交配により IL-10 KO/p100 TG マウスを作製

し、腸炎の重篤度を IL-10 KO マウスと比較し

た。しかしながら p100 過剰発現による腸炎の

重篤度への影響は認められなかった。次に研

究代表者らは p100 の過剰なチロシンリン酸

化の亢進が腸炎の重篤度に影響を与えるとい

う 仮 説 の も と SAP-1 KO/p100 TG や

SAP-1/IL-10 DKO/p100 TG マウスも作製し、

腸炎の重篤度について検証を行った。しかし

ながらこれらのマウスについても p100 過剰

発現による腸炎の重篤度への影響は認められ

なかった。以上の結果は、得られた p100 TG

マウスにおいて p100 蛋白質の過剰発現レベ

ルが低いことによるものと考えられた。そこ

で、SAP-1/IL-10 DKO マウスの腸炎の重篤化

は p100 の過剰なチロシンリン酸化の亢進に

よ る こ と で あ る こ と を 証 明 す る 為 に

SAP-1/IL-10/p100三重遺伝子破壊マウスの作

製を開始した。まず p100 KO マウスの作製を

行ったところ、最近 p100 KO マウスを得るこ

とが出来た。 

 

（２）SAP-1/p100 系によるケモカイン産生制

御 

 細胞でのケモカイン産生への p100 のチロ

シンリン酸化の関与を検証する為に p100 や

p100 の ITAM 領域に存在するチロシン残基を

フェニルアラニンに置換したミュータント

（p100 (2YF)）をc-SrcやSykとともにHEK293

細胞に共発現させ、細胞からのケモカイン分

泌量を ELISA により測定した。その結果、野

生型の p100 と c-Src、Syk を共発現させると

顕著にケモカインの分泌量が上昇することが

明らかとなった。一方、p100 (2YF)と c-Src、

Syk を共発現させた場合にはケモカインの分

泌量の増加は認められなかった。これらの結

果から、p100 のチロシン残基のリン酸化はケ

モカイン産生を誘導すると考えられた。 

 次にこれらの細胞レベルでの実験結果が動

物個体レベルにおいても適用出来るかについ

て検証する為に IL10 単独 KO マウスと

SAP-1/IL-10 DKO マウスから腸上皮細胞を単

離し、それぞれの細胞でのケモカインの発現

量を qPCR により調べた。その結果、IL10 単

独 KOマウスにくらべ SAP-1/IL-10 DKOマウス

から単離した腸上皮細胞ではケモカインの発

現量が上昇している傾向があることが明らか

となった。 

 

（３）SAP-1 と p100 の相互作用 

 SAP-1と p100の相互作用の可能性を検証す



る為に、HEK293 細胞に両分子を発現させ、共

沈降実験を試みたところ、両分子は共沈降し

た。つまり、両分子は結合することが明らか

となった。次に両分子の相互作用は各分子の

どの領域で行われているのかを調べる為に、

各分子の細胞内領域を欠損させた変異体を用

いて同様の共沈降実験を試みたところ、両分

子は細胞外ドメイン同士だけでも共沈降する

ことが明らかとなった。つまり、SAP-1 と p100

は互いの細胞外ドメインを介して協調的に機

能している可能性が示唆された。 

 

（４）anti-p100 抗体ビーズの取り込みにお

ける p100 のチロシン残基の機能解析 

 p100に存在する４つのチロシン残基のうち

どのチロシン残基が anti-p100 抗体ビーズの

取り込みに関与するかについて検討を行う為

に全てのチロシン残基をフェニルアラニンに

置換した変異体（4YF）、C 末端側の３つのチ

ロシン残基をフェニルアラニンに置換した変

異体（3YF）、C 末端側の２つのチロシン残基

（ITAM 領域に存在するチロシン残基）をフェ

ニルアラニンに置換した変異体（2YF）を

HEK293 細胞に発現させ、anti-p100 抗体ビー

ズの取り込み能力を検証した。その結果、野

生型p100に比べ2YF、3YF、4YF発現細胞では、

各細胞に接着もしくは貪食されたビーズの総

数について違いは認められなかったが、細胞

内への取り込み数に有意な減少が認められた。

このことから、p100 を介した貪食活性の誘導

に C 末端側の２つのチロシン残基の関与が示

唆された。p100 の細胞内領域は Src ファミリ

ーチロシンキナーゼによってチロシンリン酸

化されることから、Src ファミリーチロシン

キナーゼの阻害剤PP2にて野生型p100発現細

胞を処理し、ビーズの貪食に与える影響につ

いて検討したところ、PP2 不活性型アナログ

である PP3、溶媒の DMSO で処理した場合に比

べ、PP2 処理した場合にはマイクロビーズの

細胞内への取り込みに有意な低下が認められ

たが、接着もしくは貪食されたマイクロビー

ズの総数については異なる処理を施した細胞

間で違いは認められなかった。以上のことか

らp100のC末端側の２つのチロシン残基のリ

ン酸化がマイクロビーズの貪食の誘導に重要

な役割を持つことが示唆された。 
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