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研究成果の概要：マウスに抗 SHPS-1 抗体を投与することによって接触過敏症の抑制を誘導で

きたが、ハプテン特異的免疫寛容を誘導できなかった。CCR7 刺激による皮膚樹状細胞の遊走

は Rho kinase の活性化を伴っており、抗 SHPS-1 抗体によって CCR7 による遊走および Rho 
kinase の活性化は抑制された。また SHPS-1 変異マウスの骨髄から作成した樹状細胞は CCR7
刺激による遊走が現弱していた。これらのことより SHPS-1 は感作相において接触過敏症を制

御するが、その機序は Rho kinase を介した CCR7 刺激による遊走の制御によるものであるこ

とが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

Signal regulatory protein (SIRP)  

familyは免疫担当細胞の機能制御に重要な役

割を果たしていることが明らかとなってきた。

Src Homology 2 domain-containing protein 

tyrosine phosphatase-1 (SHPS-1) は SIRP 

familyの一つでありSIRPαとも呼ばれ、樹状

細胞(DC)、マクロファージ、好中球、神経細

胞などの細胞膜上に発現している。SIRP 

familyの中でSHPS-1/SIRPaのみが細胞内に

ITIMと呼ばれる抑制性モチーフを有し、活性

化モチーフであるITAMを欠くことから免疫機

能を負の方向に誘導する働きを持つと考えら

れている。我々は皮膚の代表的なDCである



Langerhans 細 胞 (LC) の 細 胞 膜 上 に

SHPS-1/SIRPaが発現し、感作相においてその

抗体やリガンド(CD47-Fc)を結合させること

によってin vivo及びin vitroでLCの遊走およ

び成熟を抑制しハプテンによる接触過敏反応

が減弱すること、およびSHPS-1変異マウスに

おいてLCの遊走、成熟および接触過敏反応

(CHS)が減弱していることを見出した(J 

Immunol, 2004, Eur J Immunol, 2006)。 

 一方、SHPS-1/SIRPaのリガンドである CD47 

は全ての体細胞の細胞膜上に発現しており、

細胞の貪食、アポトーシス、細胞遊走など白

血球の様々な機能と関連することが知られ

ている分子であり、上皮細胞による免疫担当

細胞の機能制御にも関連している。我々は

CD47 が表皮角化細胞(KC)や LC に発現してい

ることを確認し、感作相において CD47 のリ

ガンド(SHPS-1-Fc)を in vivo 投与すると LC

の遊走と成熟が抑制され、さらにハプテンに

よる CHS反応が抑制されることを報告した（J 

Invest Dermatol, 2006）。CD47 は可溶性分子

である thrombospondin-1(TSP-1)とも結合す

ることが知られており、これらの分子によっ

て CD47 のシグナルはさらに制御を受けてい

ると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 角化細胞と樹状細胞間あるいは樹状細胞

と田の細胞との間で相互作用をしている

SHPS-1-CD47 システムは皮膚局所において皮

膚炎症応答を制御している可能性があり、そ

の制御機序を明らかにすることは有意義で

ある。SHPS-1-CD47 システムによる皮膚炎症

制御機序の解明は炎症性皮膚疾患の症状を

抑制する治療法の開発にも役立つと考えら

れる。SHPS-1-CD47 システムにおける接触過

敏症の抑制、およびその抑制機序を検討する。

接触過敏反応を抑制する系ではハプテン特

異的免疫寛容が見られるが、このハプテン特

異的免疫寛容に SHPS-1-CD47システムが関与

するのか、また SHPS-1-CD47 システムは樹状

細胞遊走をどのように制御し、さらに SHPS-1

の抗体によって皮膚炎などの炎症の抑制が

できるのかについて検討する。免疫寛容が誘

導 さ れ れ ば 制 御 性 T 細 胞 の 誘 導 に

SHPS-1-CD47 システムがどのように関与する

のかを検討する。SHPS-1-CD47 システムは樹

状細胞の所属リンパ説への遊走を制御する

ことによって皮膚炎症応答を制御しており、

樹状細胞の遊走を制御する機序についても

検討を行う。 

 

３．研究の方法 

マウスにおける抗 SHPS-1 抗体投与による

接触過敏反応の抑制とハプテン特異的免疫

寛容の誘導：C57BL6 マウスに DNFB で感作を

行い、５日後にチャレンジを行って 24 時間

後に耳介腫脹が起こることを確認した。感作

1時間前に抗SHPS-1抗体あるいはコントロー

ル抗体(rat IgG)を投与し、DNFB感作を行い、

5日後にチャレンジを行った。さらに抗

SHPS-1抗体処置後にDNFB感作を行った14日

後にチャレンジを行った。 

ハプテン塗布後のI-Ab陽性細胞のSHPS-1発現

の変化：マウス耳介にDNFBを塗布し、その 24

時間後に同部より表皮を採取し、抗SHPS-1

体および抗I-A

抗

、b抗体を用いてFACS解析を行い

I-Ab陽性細胞のSHPS-1の発現の変化を検討し

た。 

XS52 細胞の成熟と CCR7 刺激による

chemotaxis と Rho kinase の活性化：XS52 細

胞は GM-CSF 2ng/ml と 10% NS47 stroma cell

培養上清、10%FBS を含む complete RPMI1640

培地で増殖させ、GM-CSF 10ng/ml と IL-4 

10ng/ml の存在下に 9日間培養することによ

り成熟させた。成熟させた XS52 細胞が CCR7

を発現しているかどうかを FACS 解析した。

さらに成熟させた XS52 細胞を MIP3βで刺激

してリン酸化 MBS 抗体を用いて Rho kinase



の活性化を検討した。 

SHPS-1 変異マウスからの骨髄由来樹状細胞

の作成：野生型および変異マウスの大腿骨を

採取し、骨髄細胞を取り出し、浸透圧ショッ

クにより赤血球を取り除いた後に 2x106個の

細胞を 10cmデッシュにて培養した。培養液は

GM-CSF 20ng/ml、10%FBS加complete 

RIPMI1640 を使用し、day３、day６、day８に

培地の交換をした。Day10 にGM-CSF 10ng/ml

とLPS2ug/mlまたはTNF-α 50ng/mlで 2日間

刺激をして成熟させた。 

CCR7 発現の解析：骨髄細胞由来樹状細胞は

I-Ab、CD80、CD86、CCR7 に対する抗体を用い

てFACS解析を行なった。 

骨髄由来樹状細胞中の CCR7 陽性細胞の

enrichment: 骨髄細胞から作成した樹状細

胞を FITC 付き-anti-mouse CD86 抗体でさせ、

洗浄後 MACS Anti-FITC Microbeads 抗体を反

応させた。洗浄後 MACS にて CD86 陽性細胞

fraction を回収した。 

Chemotaxis assay: Boyden chamber法で検討

した。Day12 に回収した骨髄由来CD86 陽性細

胞 5×104個をupper chamberに、MIP3β 

50ng/mlをlower chamberに添加し 4時間培養

した後、遊走した細胞数をWTの骨髄由来CD86

陽性細胞と比較検討した。 

Rho kinase 活性の評価：成熟 XS52 細胞ある

いは Day12 に回収した骨髄由来 CD86 陽性細

胞を MIP3β50ng/ml で 30 分間刺激後、Rho 

kinase によるmyosin-binding subunit(MBS)

のリン酸化レベルの上昇をWestern blotting

により検出し、WT と比較検討した。  

 

４．研究成果 

(1)抗 SHPS-1 抗体のマウスへの in vivo 投与

により接触過敏症の減弱が起こることを確

認した。さらに免疫寛容が誘導されるか否か

について検討を行なったが免疫寛容は誘導

されなかった。このことから抗 SHPS-1 抗体

投与は接触過敏症を抑制するが、免疫寛容を

誘導しないことが示唆された。SHPS-1 変異マ

ウスでは野生型に比べて接触過敏症の減弱

があることを確認した。 

(2)ハプテン塗布 24 時間後の表皮I-Ab陽性細

胞のSHPS-1 発現の変化について検討をした

が、DNFB塗布後 24 時間では表皮I-Ab陽性細胞

は減少していたが、SHPS-1 発現の変化は見ら

れなかった。このことから、樹状細胞はハプ

テン塗布後もSHPS-1 による制御を受けてい

る可能性が示唆された。 

(3) 樹状細胞株 XS52 を IL-4 と GM-CSF で 9

日間刺激することによって成熟させると

CCR7 が発現することを確認した。成熟 XS52

細胞を CCR7 のリガンドである MIP3βで刺激

すると chemotaxis が起こること、およびそ

の際に Rho kinase の活性化がみられること

を見出した（図 1A）。Rho kinase 阻害薬は XS52

の遊走や in vivo での Langerhans 細胞の遊

走を阻害し接触過敏症を抑制することを報

告した（図 1B）。 
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  図１ 

 

(4) 成 熟 XS52 細 胞 の MIP3 β に よ る



 chemotaxis は抗 SHPS-1 抗体によって抑制さ

れたがコントロール抗体では抑制されなか

った(図 2)。 
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  図 2 

 

(5) 成熟 XS52 細胞の MIP3βによる Rho 

kinase 活性化は抗 SHPS-1 抗体によって抑制

されたがコントロール抗体では抑制されな

かった(図 3)。 

  図 4 

これらのことより(1)CCR7 刺激による皮膚樹

状細胞あるいは骨髄由来樹状細胞の遊走に

は Rho kinase の活性化が関与しいること、

(2)抗 SHPS-1 抗体により結合は CCR7 刺激に

よる Rho kinase の活性化を抑制して樹状細

胞の遊走を抑制していることが示唆された。

SHPS-1 が免疫寛容を誘導するということは

明らかにできなかったが、SHPS-1 は樹状細胞

の遊走を制御し、免疫応答を制御しているこ

と、その遊走の制御には Rho kinase が関与

していることを明らかにした。SHPS-1 のシグ

ナル経路は未だ不明であり、Rho kinase の関

与があることは新知見であり、SHPS-1 による

樹状細胞の制御機構を考える上で重要な知

見である。 

 

  図 3 

 

(6)野生型、および SHPS-1 変異マウスの骨髄

細胞から樹状細胞を作成したが、両者はとも

に十分に成熟し CD80, CD86, CCR7 を発現す

ることができることを確認し、抗 CD86 抗体

と MACS によって purify した樹状細胞は約

95%がCCR7陽性であることを確認した（図4A）。

この樹状細胞を用いて chemotaxis ssay を行

ったところ、SHPS-1 変異マウスでは野生型に

比べて MIP3βによる chemotaxis が減弱して

いることを見出した（図 4B）。 

(7)自然発症皮膚炎モデルにおいて T 細胞受

容体の Vβ8 の変異が皮膚炎発症と関連して

いること、さらに TLR2 刺激による IL-13 産

生には Vβ8 陽性細胞が必要なことを見出し

報告した。 

(8)マウス接触過敏反応においてはチオレド

キシンが惹起相を抑制するが感作層には関

与しないことを見いだした。 

 

 



(9)マウス関節炎モデルにおいて抗 SHPS-1抗

体の投与により、関節炎の発症が抑制される

ことを見いだした。In vitro での抗 SHPS-1

抗体の投与により con A 刺激リンパ球からは

Th1 サイトカインの低下が見られたが Th2 サ

イトカインの低下は見られなかった。 
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