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研究成果の概要（和文）：受容体型チロシンホスファターゼであるSAP-1は腸上皮細胞に特異的に発現し、その
基質分子であるCEACAM20のチロシンリン酸化レベルを制御することによって腸管免疫系を制御すると考えられて
いる。本研究ではSAP-1/CEACAM20の機能や発現の制御機構についてin vitro及びin vivoレベルでの解析を行
い、SAP-1/CEACAM20による腸管免疫系制御機構の一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：SAP-1, a receptor-type protein tyrosine phosphatase that is specifically 
expressed in intestinal epithelial cells, likely participates in the regulation of intestinal 
immunity by controlling the tyrosine phosphorylation level of its ligand CEACAM20. In this study, 
the regulatory mechanisms of SAP-1/CEACAM20-function and -expression were analyzed in vitro and in 
vivo. I showed a part of regulatory mechanisms of SAP-1/CEACAM20-mediated intestinal immunity.

研究分野： 生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	 腸管は、常に病原菌などの細菌を含む外来
抗原と接する生体内で最大の免疫応答の場
であり、腸管免疫の破綻はクローン病、潰瘍
性大腸炎に代表される炎症性腸炎(IBD)ある
いは大腸がんなどの病因となることが示唆
されている。腸管免疫の制御においては、病
原微生物を感知する樹状細胞やマクロファ
ージなど自然免疫系細胞が T、B 細胞など獲
得免疫系細胞を活性化し病原微生物を攻撃
する（図１）。	

	 他方、制御性 T 細胞などは腸内常在細菌に
対して免疫寛容をもたらし、過剰な免疫応答
を抑制する。この正と負の免疫バランスが腸
管免疫の恒常性維持に重要であり、この破綻
が IBD の発症要因の１つであるとされている。
従って、これまで腸管免疫制御や IBD の病因
の研究は、上記の免疫系細胞の機能やその異
常を中心に行われてきた。	
	 しかし、近年、腸上皮細胞が物理的なバリ
ア機能を果たすのみならず、常に腸内環境を
監視して腸管免疫の制御に重要な役割を果
たすことが示唆されつつある。例えば、腸上
皮細胞は TGF-β、TSLP などのサイトカイン、
あるいは defensin などの抗菌ペプチドを産
生することで、免疫系細胞や腸内細菌叢に直
接作用して腸管免疫を制御することが示さ
れている（ Peterson	 &	 Artis,	 Nat	 Rev	
Immunol.,	2014）。しかしながら、腸上皮細
胞による腸管免疫制御の分子機構の理解は
十分でなく、特に腸上皮細胞がいかに腸内環
境を監視しているのか、あるいは腸上皮細胞
と免疫系細胞の連携はどのようにしてなさ
れているか、その分子機構はほとんど明らか
にされていない。	
	 研究代表者は、受容体型チロシンホスファ
ターゼ（PTP）SAP-1（別名 PTPRH）が、消化
管粘膜上皮細胞の微絨毛に特異的に発現・局
在することを明らかにしていた(Sadakata,	
Matozaki	et	al.,	Genes	Cells,	2009)（図
２）。さらに最近、SAP-1 が炎症抑制性サイト
カイン IL-10 と協調して腸炎発症を抑制的に
制御すること、また、SAP-1 の脱チロシンリ
ン酸化基質分子として同じく微絨毛に局在
する膜型分子である CEACAM20 を同定し、
SAP-1とCEACAM20の作用のバランスが腸管免

疫の制御に重要であるというモデルを提唱
している（Murata,	Matozaki	et	al.,	PNAS,	
2015）（図２）	

 
２．研究の目的 
	 本研究では、研究代表者が独自に見出して
いる上述の腸上皮細胞微絨毛を足場とする
チ ロ シ ン リ ン 酸 化 シ グ ナ ル 系
（SAP-1/CEACAM20 系）の生理機能とその作用
機序を明らかにすることにより、腸上皮細胞
による腸管免疫制御の新たな分子機構の解
明を目的とした。	
 
３．研究の方法 
（１）腸管免疫制御における SAP-1/CEACAM20
シグナル系の機能解析	
	 腸炎モデルマウスである IL-10 遺伝子欠損
（KO）マウスと CEACAM20	KO マウスを交配す
ることでIL-10/CEACAM20	２重KOマウスを作
製した。この２重 KO マウスと IL-10	KO マウ
スについて体重、便の軟度、血便の程度、脱
肛の程度を測定することにより腸炎の程度
を比較した。また、大腸切片についても HE
染色を行い、腸炎の程度を比較した。	
	
（２）腸内細菌による SAP-1/CEACAM20 シグ
ナル系の発現及び機能制御についての解析	
①腸内細菌による SAP-1/CEACAM20 の発現制
御	
	 腸内細菌を感知する受容体として知られ
ている Toll 様受容体（TLR）が CEACAM20 の
発現を制御するかにつき、TLR の一つである
TLR2受容体とTLR受容体の下流シグナル分子
として中心的な役割を果たす Myd88 の KO マ
ウスの小腸または大腸より単離した上皮細
胞における CEACAM20 蛋白質の発現をイムノ
ブロット法により解析した。	
	 一方で、4 種の抗生剤（アンピシリン、ネ
オマイシン、メトロニタゾール、バンコマイ
シン）を含む飲料水および通常の飲料水を一
ヶ月間与えた野生型マウス（SPF 飼育下）、ま
たは無菌マウスより小腸および大腸由来上
皮細胞を回収し、腸上皮細胞における SAP-1
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の発現をイムノブロット法により解析した。	
②腸内細菌による SAP-1 の機能制御	
	 腸内細菌依存的な腸上皮細胞の細胞機能
制御への SAP-1/CEACAM20 系の関与を個体レ
ベルで解析する目的で、抗生剤投与による
SAP-1 遺伝子破壊マウスにおける腸上皮細胞
の微絨毛部でのチロシンリン酸化状態の変
化について、組織免疫染色による解析を行っ
た。	
	
（３）CEACAM20 の細胞外領域のリガンドの検
索	
	 CEACAM20 は細胞外部分にフィブロネクチ
ンタイプ III 様構造、イムノグロブリン様構
造を有することから、細胞外領域に対するリ
ガンド分子が存在する可能性が高い。
CEACAM20 は腸微絨毛に局在することから、そ
のリガンド分子の候補として腸内細菌の菌
体成分や腸上皮細胞から分泌される可溶性
分子などが考えられる。そこで、CEACAM20 の
細胞外領域とヒト IgG1 の Fc 領域との融合蛋
白質である CEACAM20-Fc を結合させたビーズ
を野生型マウスの腸内容物より調整した蛋
白質を含む溶液と反応させ、ビーズを洗浄、
ビーズに含まれる蛋白質を回収後、SDS-PAGE
にて分離し、銀染色により蛋白質の検出を行
った。	
	
（４）SAP-1/CEACAM20 シグナル系による IL-6
の発現制御	
	 HEK293 細胞に CEACAM20、c-Src の発現ベク
ターおよびコントロールベクターをリポフ
ェクション法により導入し、48 時間後に培養
液中に含まれる IL-6 を ELISA 法により定量
解析した。	
	
４．研究成果	
（１）腸管免疫制御における SAP-1/CEACAM20
シグナル系の機能解析	
	 交配によりIL-10/CEACAM20	２重KOマウス
を得た。このマウスと IL-10 単独の KO マウ
スにおける腸炎の重篤度を比較したところ、
IL-10	KO マウスにおける CEACAM20 遺伝子の
更なる欠損が腸炎の増悪化を誘導すること
を見出し、CEACAM20 が腸管免疫制御に関与す
る可能性が確認できた。	
	
（２）腸内細菌による SAP-1/CEACAM20 シグ
ナル系の発現及び機能制御についての解析	
①腸内細菌による SAP-1/CEACAM20 の発現制
御	
	 研究代表者らは、これまでに腸上皮細胞に
おける CEACAM20 の発現制御について検討し
た結果、4 種の抗生剤（アンピシリン、バン
コマイシン、メトロニタゾール、ネオマイシ
ン）投与マウスや無菌マウスの腸上皮細胞で
の CEACAM20 の発現がコントロールマウスに
比べて、有意に減少することを見出していた。
さらに、グラム陽性菌に強い抗菌作用を示す
バンコマイシンの投与を行ったマウスの腸

上皮細胞において CEACAM20 の発現量の強い
低下が認められ、グラム陽性菌が CEACAM20
の発現制御に関与する可能性が示唆された。
そこで、細菌などの外来抗原の認識に関わる
TLRがCEACAM20の発現制御に関与する可能性
について検討する目的で、細菌のリポ蛋白質
やグラム陽性菌のペプチドグリカンを特異
的に認識し自然免疫反応を惹起する TLR2 お
よび TLR の主要なアダプター分子である
Myd88 の遺伝子破壊マウスと野生型マウスの
小腸および大腸由来腸上皮細胞における
CEACAM20 の発現量について比較検討した。そ
の結果、野生型マウスおよび TLR2 または
Myd88 遺伝子破壊マウス由来腸上皮細胞間に
おいて、著明な CEACAM20 の発現量の変化は
認められなかった。	
	 また、CEACAM20 を基質分子とする SAP-1 が
腸内細菌によりその発現制御を受けるか否
かについて、4 種の抗生剤（アンピシリン、
バンコマイシン、メトロニダゾール、ネオマ
イシン）投与マウスおよび無菌マウスを用い
た解析を行ったところ、抗生剤投与マウスお
よび無菌マウスにおいて小腸由来上皮細胞
では SPF 飼育下での野生型マウスに比べ
SAP-1 の発現量が僅かに増加する傾向が認め
られた。一方、大腸由来上皮細胞ではその発
現量の変化はほとんど認められなかった。	
②腸内細菌による SAP-1 の機能制御	
	 SAP-1 遺伝子破壊マウスでは腸上皮細胞の
微絨毛での強いチロシンリン酸化を示すシ
グナルが抗生剤非投与時において認められ
たが、投与時ではその減弱傾向が認められた。
すなわち、腸内細菌により誘導される腸上皮
細胞の微絨毛におけるチロシンリン酸化の
制御に SAP-1 が関与する可能性が示唆された。	
	
（３）CEACAM20 の細胞外領域のリガンドの検
索	
	 CEACAM20の細胞外領域をヒトIgG1の Fc領
域と融合させた組換え蛋白質（CEACAM20-Fc）
の発現ベクターを構築し、一過性に発現ベク
ターを HEK293 細胞に導入することで、最終
的に分泌型の組換え蛋白質 CEACAM20-Fc を得
た。その後、得られた CEACAM20-Fc を用い、
マウスの腸内容物の可溶性分画から
CEACAM20 に結合する蛋白質のアフィニティ
ー精製を試みたところ、コントロールのヒト
IgG とは異なり、CEACAM20-Fc では腸内容物
の可溶性分画に相互作用する可能性のある
蛋白質の存在を示唆する実験結果が得られ
た。	
	
（４）SAP-1/CEACAM20 シグナル系による IL-6
の発現制御	
	 研究代表者は、培養細胞を用いた解析から
CEACAM20がc-Srcによりチロシンリン酸化を
受けることで、IL-8 の産生を促進的に制御し、
一方、SAP-1 による CEACAM20 のチロシン脱リ
ン酸化が CEACAM20 による IL-8 の産生を抑制
することを見出していた。そこで、IL-8 に加



え、腸管免疫応答に密接に関連する炎症性サ
イトカイン IL-6 の産生について検討したと
ころ、HEK293 細胞への CEACAM20 と c-Src の
共発現が、CEACAM20 の単独発現に比べ、有意
な IL-6 の産生誘導を示し、IL-6 の産生制御
に CEACAM20 が関与することが示唆された。	
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