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研究成果の概要（和文）： 

脳における細胞質型チロシン脱リン酸化酵素 Shp2 の機能解析を目標に、Cre-loxP システムを
用いて、成熟前脳で Shp2 が特異的に欠損するコンディショナルノックアウト（cKO）マウスを
生産した。現在この cKO マウスを用いて行動解析を行い、データを収集中である。また、脳に
おける Shp2 の主要な結合分子である SIRPa のチロシンリン酸化シグナルの解析を進め、低温ス
トレスが脳における SIRPa のチロシンリン酸化を誘導することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To investigate the functional roles of cytoplasmic protein tyrosine phosphatase Shp2 in 
the brain, I have generated adult forebrain specific Shp2 conditional KO (cKO) mice by 
the use of Cre-LoxP system. The effect of Shp2 ablation on the brain functions is now 
being examined in the cKO mice by the use of several behavioral tests. In this project, 
I have also investigated a signaling mechanism of tyrosine phosphorylation of SIRPa, which 
is a major binding protein of Shp2 in the brain, and found that cold-stress induced 
tyrosine phosphorylation of SIRPa in the brain.  
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１．研究開始当初の背景 
 

脳の高次機能を司る細胞シグナルの中で、

機能分子のリン酸化と脱リン酸化は最も重

要なシグナルの１つであり、分泌装置、チャ

ネル、転写因子などのリン酸化状態の変化に

よって、神経機能は短期的・長期的に制御さ

れる。様々なリン酸化シグナルの中で、蛋白

質チロシンリン酸化シグナルは基本的に多

細胞生物のみで見られる反応で、神経系や免

疫系など、複雑な細胞間コミュニケーション

が求められる組織において特に発達してい
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るが、脳高次機能制御におけるチロシンリン

酸化反応の役割については不明な点が多い。

また、チロシン脱リン酸化を担う蛋白質チロ

シンホスファターゼ（PTP）については、神

経系の発生・発達過程の機能解析が主であり、

脳高次機能への関与はほとんど解析が進ん

でいなかった。 

細胞質型 PTP の１つ、Shp2 は多くの組織

で発現するが、特に脳と心臓に強く発現し、

その遺伝子異常は、先天性心疾患、成長障害、

骨格異常、精神発達遅滞を特徴とする Noonan

症候群の原因となることが報告されている。

Shp2 はその活性化機構が詳細に解析されて

おり、また、神経細胞の分化過程を制御する

ことが報告されているが、成熟脳における役

割はまだ明らかにされていない。一方で、

我々の研究グループではこれまでに、成熟脳

で強く発現する受容体型膜蛋白質 SIRPaの細

胞内領域がチロシンリン酸化を受け、Shp2 と

結合して、これを強く活性化することを明ら

かにしている。また電気生理学的な解析によ

り、SIRPa がシナプス前部の機能制御に関わ

る可能性を見出しつつある。これらの結果は、

成熟脳でも Shp2 が SIRPa シグナルと関連し

て機能しており、脳の高次機能の制御に関わ

る可能性を強く示唆している。さらに研究代

表者は、SIRPa とそのリガンドである膜蛋白

質 CD47 が、神経軸索と樹状突起に局在し、

方向性を持った細胞間コミュニケーション

システム CD47-SIRPa 系を形成することを報

告しており、このシグナル系の下流で Shp2

活性が制御される点に注目していた。 

 
２．研究の目的 

本研究では、Shp2 をモデルとして、成熟

脳における PTP の機能解析を推進し、これま

で知られていない PTPによる高次神経機能制

御を明らかにすることを目標とした。さらに

Shp2 の活性化を誘導することが明らかにな

っている SIRPaのチロシンリン酸化シグナル

について解析を進めることで、脳で PTP を制

御する分子メカニズムの解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１）Shp2 コンディショナルノックアウトマ

ウスの作製 

 Shp2 は細胞の分化と増殖に重要な機能を

果たすため、遺伝子破壊（KO）マウスは発生

過程が障害されて胎生致死となる。そこで本

研究では、Cre-loxP システムを用いて、成熟

した前脳で Shp2 が特異的に欠損する Shp2 コ

ンディショナルノックアウト（Shp2 cKO）マ

ウスを得るため、Harvard Medical School, Dr. 

Neel から Shp2-loxP マウスを、Max-Planck, 

Dr.Kramer から成熟前脳特異的に Cre リコン

ビナーゼを発現する CaMKII-Cre マウスを入

手し、これらを交配することで、成熟前脳特

異的な Shp2 KO マウスを作製し、Shp2 の発現

等の基礎検討を行った。 

 

（２）SIRPa ノックアウトマウスの解析 

 成熟脳における Shp2 の主要な上流シグナ

ル分子である SIRPaの全身ノックアウト（KO）

マウスについて網羅的な行動解析を行った。

行動解析には、ヘテロマウスの交配により作

製した野生型マウスと KO マウスを準備し、

性周期の影響を避けるため、週齡の揃ったオ

スのみを解析に用いた。 

 

（３）SIRPa チロシンリン酸化の解析 

 合成リン酸化ペプチドを抗原にしてチロ

シンリン酸化を受けた SIRPaを特異的に認識

する抗体を作製し、これを用いたウェスタン

ブロットにより、脳組織における SIRPa のチ

ロシンリン酸化状態を検討した。 

 強制水泳（FS）による脳内チロシンリン酸

化を検討するために、FS 直後の脳から海馬を

摘出し、ホモジネートを作製してリン酸化

SIRPa に対する特異的抗体でウェスタンブロ

ットを行い、リン酸化状態を評価した。また、

FSによって誘導される脳内のSIRPaのチロシ

ンリン酸化の増加に対する水温の影響を検

討するため、23℃と 37℃の水温にて FS を行

い、FS 直後の脳から海馬を摘出し、同様の解

析を行った。さらに、拘束条件下の浸水や、

エタノール（EtOH）、あるいはピクロトキシ



ン（PTXN）の腹腔内投与、暗所での絶食、麻

酔下での腹部の冷却など、様々な方法によっ

て強制的に低体温誘導した場合についても

同様の解析を行った。 

 

４．研究成果 

（１）Shp2 コンディショナルノックアウトマ

ウスの作製 

 Shp2-loxPマウスとCaMKII-Creマウスの交

配により、Shp2 cKOマウスを作製したところ、

Shp2 cKO マウスは正常に発生し、生育した。

また脳の構造や、基本的な行動に異常は認め

られなかった。一方、コントロールである

CaMKII-Cre を持たない flox ホモマウスと比

べて、cKO マウスは生育に伴い肥満傾向が認

められた。この結果は脳で特異的に Shp2 を

ノックアウトした既報の研究内容と一致し

ていた(Zhang et al., PNASU, 2004)。 

 作製した Shp2 cKO の脳で Shp2 の発現を解

析したところ、生後の、前脳において Shp2

の有意な減少が認められた。また、組織化学

的な解析により、多くの神経細胞で Shp2 の

染色性が減少していることを確認した。さら

に、一部の神経細胞では Shp2 の発現に変化

が見られないことを新たに見出しつつあり、

現在、各種神経細胞マーカーを用いて、この

神経細胞の分類同定に取り組んでいる。 

 CaMKII-CreをもつShp2-floxホモのオスと、

Shp2-flox ホモのメスを交配することで、週

齡の揃った Shp2 cKO マウス（flox/flox, 

+CaMKII-Cre）とコントロールマウス

(flox/flox)を 20 ペア以上作製した。これら

のマウスについて脳機能を検討するために、

下記の項目について解析できる環境を整え、

現在、網羅的な行動解析を進めている。 

＜行動解析の項目＞ 

1．Light / Dark Transition Test 

2．Open Field Test   

3．Rotarod Test    

4．Social Interaction 

5．Prepulse Inhibition / Startle Response 

6．Porsolt Forced Swim Test  

7．Fear Conditioning Test 

8.Tail Suspension Test  

9. Home Cage Monitoring  

 

（２）SIRPa ノックアウトマウスの解析 

 成熟脳における Shp2 の主要な上流シグナ

ル分子であると考えられる SIRPa の全身 KO

マウスについて網羅的な行動解析を行った

結果、SIRPa KO マウスでは FS テスト（FST）

における無動時間が増加することが明らか

となった。さらに、チロシンリン酸化を受け

た SIRPa を特異的に認識する抗体を作製し、

脳における SIRPaのチロシンリン酸化を検討

したところ、野生型マウスでは FS 直後の脳

で、SIRPa チロシンリン酸化が強く誘導され

た。また、免疫沈降による解析から、チロシ

ンリン酸化により SIRPa と Shp2 の結合が増

加することが確認できた。これらの結果から、

FSストレスにより脳内でSIRPaがチロシンリ

ン酸化を受け、と無動時間の制御にはリガン

ドである CD47が必要であることがわかった。 

 脳内 SIRPa のチロシンリン酸化への Src フ

ァミリーチロシンキナーゼ（SFK）の関与に

ついて、脳の主要な SFK の１つである Fyn の

KO マウスを用いて解析を行ったところ、Fyn 

KO マウスでは、FS ストレスによる SIRPa の

チロシンリン酸化が減弱することが分かっ

た。さらに SFK の自己リン酸化を認識する特

異的抗体を用いてウェスタンブロットを行

った結果、FSにより脳において SFK の自己リ

ン酸化が増強（＝SFK が活性化）することが

分かった。 

 一方、SIRPa のリガンドである CD47 の KO

マウスの脳では、FS に伴う SIRPa のチロシン

リン酸化が強く抑制された。また、CD47 KO

マウスは SIRPa KO マウスと同様に FST にお

ける無動時間の増加傾向を示した。これらの

結果から、FSストレスによる SIRPa のチロシ

ンリン酸化と無動時間の制御にはリガンド

である CD47 が必要であることがわかった。

CD47 との相互作用により、SIRPa がチロシン

リン酸化を受けやすい状態、あるいはリン酸

化が安定化する状態に維持されている可能

性が考えられる。また、FS により CD47 と



SIRPa の相互作用が誘導される可能性も残さ

れている。 

 SIRPaはチロシンリン酸化を受けてShp2を

活性化するため、SIRPa KO マウスでは Shp2

基質分子のチロシンリン酸化が増強する可

能性が考えられた。質量分析による解析の結

果、SIRPa KO マウスの脳では Kv1 ファミリー

に属する電位依存性K+チャネルのβサブユニ

ット Kvb2 のチロシンリン酸化が増強するこ

とが分かった。さらに、Fyn KO マウスでは、

Kvb2 のリン酸化が強く抑制されることから、

Kvb2 もまた SFK の基質と考えられた。Kvb2

は細胞質型の蛋白質 Kvbファミリー（Kvb1-3）

の１つで、チャネルポアを形成する Kv1 ファ

ミリーαサブユニットの N末端細胞内領域と

1:1 で相互作用し、この ab 複合体が４つ集ま

って、１つの電位依存性 K+チャネルが形成さ

れる。Kvb2 は a サブユニットの発現・局在や

チャネル機能を制御する可能性が示唆され

ているが詳細は明らかでなく、またチロシン

リン酸化とその機能についてもまだ報告さ

れていない。しかしながら、K+チャネルの機

能亢進が動物のうつ様行動を促進すること

が報告されていることから、現在、SIRPa KO

マウスでは、Shp2 による抑制がはずれること

で Kvb2 のリン酸化が増加し、これが Kv1 チ

ャネルの機能を亢進して無動時間が増加す

る可能性を想定している。 

さらに、Kvb2 以外の分子についても解析を

おこない、FS ストレスが Fyn 依存的に NMDA

受容体 GluN2B サブユニットのチロシンリン

酸化を増強し、さらに SIRPa KO マウスでは、

この FSによる GluN2B のチロシンリン酸化が

抑制されることを新たに見出し、SIRPa シグ

ナルが SFK による GluN2B のチロシンリン酸

化を促進的に制御する可能性を示した。

SIRPa KOマウスで見られる無動時間の増加は、

24時間間隔で行った２度のFSTの2回目に認

められる。このことは FST における無動時間

の制御には、学習や記憶が関与する可能性を

示しており、SIRPa によるうつ様行動の制御

には、NMDA 受容体のリン酸化を介した記憶・

学習の制御が関与する可能性を考えている。 

 

（３）低温による SIRPa チロシンリン酸化の

解析 

 FS によって誘導される脳内の SIRPαのチ

ロシンリン酸化の増加に対する、水温の影響

を検討するため、23℃と 37℃の水温にて FS

を行ったところ、SIRPαのリン酸化は水温が

23℃の時顕著であったが、水温 37℃ではリン

酸化の誘導は認められなかった。FS の前後で

直腸温を測定したところ、水温が 23℃の時で

はFS後に約10℃もの体温低下が認められた。

一方、水温 37℃では FS 後に体温に変化は認

められなかった。また、浅い水に立たせただ

けのコントロールでは、水温にかかわらず体

温の低下は認められなかった。 

 体温低下と SIRPαのリン酸化の関連を検

討するため、FS とは異なる条件として、拘束

条件下の浸水、エタノール（EtOH）、あるい

はピクロトキシン（PTXN）の腹腔内投与、暗

所での絶食、麻酔下での腹部の冷却など様々

な方法で低体温を誘導したマウスの脳で

SIRPa のチロシンリン酸化を検討したが、い

ずれの条件でも低体温に伴い海馬で SIRPaの

チロシンリン酸化の増加が認められた。 

 さらに細胞に対する低温刺激が直接 SIRPa

リン酸化を誘導する可能性を検討する為に、

培養海馬神経細胞に 23℃の低温刺激を行っ

たところ、神経細胞おいても低温により

SIRPa のチロシンリン酸化が認められた。ま

たリン酸化の温度依存性をみるために 4〜

37℃で温度を変えて刺激を行ったところ、

16℃と23℃にてSIRPaのリン酸化増加を認め

たが、4℃と 30℃では有意なリン酸化の増加

は認めなかった。さらに、神経細胞ではなく

マウスマクロファージ由来の RAW267.4 細胞

においても、23℃の低温刺激にて SIRPa のチ

ロシンリン酸化が認められた。これら結果か

ら低温刺激によって誘導される SIRPaのリン

酸化は、細胞への直接的な低温刺激によって

誘導され、また非神経細胞でも起きることが

わかった。 

 低体温による SIRPaのチロシンリン酸化の

分子メカニズムを検討するため、CD47 KO マ



ウスにおいて、麻酔下での冷却にて低体温を

誘導したところ、CD47 KO マウスでは野生型

マウスに比較して SIRPaのチロシンリン酸化

が強く抑制された。一方、Fyn KO マウスで同

様の実験を行ったところ、Fyn KO マウスでは

野生型マウスに比べて低体温で誘導される

SIRPa のリン酸化の程度に有意な差は認めら

れなかった。さらに培養海馬神経細胞におい

て、23℃の冷却による SIRPa のリン酸化の誘

導は、SFK のインヒビターである PP2 の存在

下においても認められた。このことから、SFK

の活性化は、低温における SIRPa のリン酸化

に必ずしも必要でないと考えられた。この結

果から、低温での SIRPa のリン酸化には、リ

ガンドである CD47 が重要であり、一方、FS

による SIRPa のリン酸化に重要な SFK の寄与

は少なく、SFK 以外のチロシンキナーゼが働

いている可能性が考えられた。 

 低温で誘導される SIRPa のリン酸化と、そ

れに伴う Shp2 の活性化は、低代謝状態や神

経活動が低下した状態において神経機能を

制御するシグナルとして作用する可能性が

考えられる。今後、低温状態による SIRPa の

リン酸化のメカニズムのさらなる解明から、

脳内における SIRPαによる Shp2 活性化シグ

ナルの機能解明が進むことが期待される。 
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