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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病(T2D)の病態形成には免疫異常が強く関与することが知られている。本研究
課題においては、樹状細胞(Dendritic Cell:DC)における細胞質型チロシン脱リン酸化酵素Shp-1のT2Dへの関与
を明らかにすることを目的に研究を行った。その結果、DC特異的にShp-1を欠損するコンディショナルノックア
ウトマウス(Shp-1 CKO)は、高脂肪食を負荷しても耐糖能障害の程度が軽く、糖脂質代謝に関するデータ異常も
軽度であった。Shp-1 CKOが高脂肪食の負荷に対して抵抗性を示す機序としては、抗炎症性サイトカインである
IL-10の産生亢進や、脾臓での糖の消費が亢進することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：Abnormalities of the immune system are associated with the development of 
type 2 diabetes (T2D). In this project, we tried to analyze the contribution of a cytoplasmic 
tyrosine phosphatase Shp-1 expressed on dendritic cells (DC) in the pathogenesis of T2D. Shp-1 CKO 
the conditional knockout mice, which lack Shp-1 specifically in DC, had a mild degree of glucose 
intolerance and had mild data abnormalities related to glycolipid metabolism when they were 
subjected to a high-fat diet (HFD). Increased production of IL-10, an anti-inflammatory cytokine, 
and increased sugar consumption in the spleen are considered as possible mechanisms for the 
resistance of Shp-1 CKO to HFD-induced glucose intolerance.

研究分野：免疫学、腎臓病学、リウマチ学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CD11cを発現するDCやマクロファージにおいてShp-1を欠損させると、高脂肪食を負荷しても耐糖能の悪化が少な
いことがコンディショナルノックアウトマウスの解析から明らかになった。今回の解析を通じて、CD11cを発現
する細胞のShp-1を標的とした治療法が直ちに開発できる可能性は少ないと思われたが、IL-10をターゲットにす
る治療法の開発を探索するなど、本研究課題を通じてT2Dの病態解明や治療法の開発における端緒が得られた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
樹状細胞(Dendritic Cell:DC)はプロフェッショナルな抗原提示細胞であり、T細胞の活性化を通じ
て獲得免疫に多大な貢献をする。さらに、自然免疫応答においても重要な細胞である。DCの機
能障害は自己免疫疾患の発症に深く関わっており、なかでも全身性エリテマトーデス(SLE)にお
いては、DCから産生される IFNαの過剰産生が SLEの発症要因の 1つとされている。 
また、血球系に広く発現が見られる細胞質型チロシン脱リン酸化酵素 Shp-1 を遺伝的に欠損す
る motheatenマウスでは、抑制性のシグナル伝達機構の障害から、全身性に激しい自己免疫疾患
を生じることが明らかになっている。しかし、DCにおける Shp-1の機能に関しては不明な点が
多かった。そこで、申請者らは DCにおいて特異的に Shp-1を欠損するコンディショナルノック
アウトマウス(Shp-1 CKO)を作製して解析を行った。その結果、Shp-1 CKOでは DCからの炎症
性サイトカインの産生や、T細胞からの IFNγの産生亢進が見られ、40週齢を超える Shp-1 CKO
において、抗 DNA 抗体の産生と腎炎が発症することを見出している (Kaneko T 他, J Immunol. 
2012)。そしてこれらの事実から、DCに発現する Shp-1は DCの過活性を抑制し、自己免疫の発
症に関して防御的な機能を発揮していることが証明できた。 
ところで近年になり、腎臓や脂肪組織などに常在するマクロファージが臓器の炎症を助長す
ることが明らかになっている。特に、肥満がもとで耐糖能障害をきたす 2型糖尿病(T2D)では、
脂肪組織の内部に常在するマクロファージを除去することが糖尿病の改善に寄与することがマ
ウスの実験で証明されている。そして、このように炎症を助長する組織常在性マクロファージは
DC に特徴的な表面抗原である CD11c を発現していることも明らかになっているので、組織常
在性マクロファージはマクロファージと DC の形質をともに有するハイブリッド型の細胞であ
ると考えられている。本研究課題においては、Shp-1 CKOに見られる DCが過活性になる事実に
着目し、Shp-1 CKOを用いて T2Dのモデルを作成すると、DCや組織常在性マクロファージが炎
症を助長して耐糖能が悪化するという仮説をたて、Shp-1 CKOの糖代謝異常における DCや組織
常在性マクロファージの意義を解析した。また、腎臓に常在するマクロフファージの解析も合わ
せて行った。 
 
２．研究の目的 
 
DC は T 細胞や B 細胞などの様々な免疫細胞の機能を調整する細胞であり、獲得および自然免
疫応答に重要な細胞である。T2Dにおいては T細胞や B細胞に機能が失調することはこれまで
に報告されているので、Shp-1 CKOにおける耐糖能異常における T細胞や B細胞の関与が証明
されれば T2D における免疫応答の異常がより一層明らかにできる。このように、本研究課題は
T2Dの病態解明を進めることと、新規治療法の端緒を得ることを目的として行われた。 
 
３．研究の方法 
 
DCにおける Shp-1の機能解析を目標にコンディショナルノックアウトマウスである Shp-1 CKO
を作製して研究に用いた。Shp-1 CKOは Cre-loxPシステムを用いて DCのマーカーである CD11c
を発現する細胞に特異的に Shp-1を欠損する特徴を有しており、遺伝的背景は C57/BL6である。
腎常在性マクロファージの解析には 8週齢の C57/BL6を用いた。また、Shp-1 CKOを用いて高
脂肪食(High Fat Diet: HFD)を負荷して耐糖能異常をきたす T2D のモデル(HFD モデル)を作成し
たが、このモデルには 8週齢の Shp-1 CKOを用いて行った。体重の変化は毎週確認し、HFD開
始後 12週経た時点で空腹時血糖を測定し、グルコースの負荷試験とインスリン負荷試験を行っ
た。さらに糖脂質代謝に関する検討を行い、アディポカインとサイトカインを ELISA 法にて測
定した。 
 
４．研究成果 
 
4-1. 腎常在性マクロファージの機能解析 
 
フローサイトメーター(FCM)でマクロファージを同定する際には CD11b や F4/80 を用いること
が多いが、腎臓に常在するマクロファージを FCMで解析したところ、腎常在性マクロファージ
は CD11bや F4/80に加えて DCのマーカーと考えられる CD11cを共に発現することが確認され
た。さらに腎常在性マクロファージを単離する際には DCの分離に準じた酵素処理を行うことが
重要なことが判明した。また、Shp-1 CKOにウシのアルブミンを免疫することによって誘導する
実験腎炎のモデルを Shp-1 CKOに施行したところ、Shp-1 CKOではクレアチニンの上昇や尿タ
ンパクの顕在化などの腎機能の悪化がみられた。そして、腎炎を発症した Shp-1 CKO の腎臓内
には腎常在性マクロファージが増加しており、なかでも F4/80を強く発現するマクロファージの



増分が大きかった。この事実は、腎炎の形成過程において組織常在性マクロファージの活性化が
病態形成に大きく寄与することを示唆することとなった。 
 
4-2. Shp-1 CKOにおける糖脂質代謝の変化 
 
Shp-1 CKOに対して T2Dのモデルを行ったところ、Shp-1 CKO は高脂肪食を負荷した場合の体
重の増加率はコントロールと同様であった。しかし、グルコース負荷試験とインスリン負荷試験
において耐糖能の改善が得られ、空腹時の血中インスリンとグルコース値から計算されるイン
スリン抵抗性の指標である HOMA-IR も Shp-1 CKO において改善することが判った。さらに、
血中の糖脂質代謝に関するマーカーを検討したところ、コレステロールや中性脂肪、さらに遊離
脂肪酸などが Shp-1 CKOにおいて改善している事実が得られた。また、Shp-1 CKOにおいては
アディポネクチンの産生量がコントロールと同等であったが、Shp-1 CKO においてレプチンが
有意に低下していた。通常、HFD モデルをマウスに施行した場合に、体重増加と耐糖能の悪化
が並行してみられることが多く、内蔵脂肪の増加が糖代謝を悪化させる方向に寄与するといっ
た報告が多い。しかし、Shp-1 CKOにおいては体重の増分がコントロールと同様の傾向を示した
割に糖代謝の改善が得られた。この事実は肥満になった Shp-1 CKO の体内において、糖の消費
に関与する筋肉などと、糖代謝に悪影響を及ぼす内蔵脂肪の構成に変化が起きたことを示唆す
る結果となった。 
 
4-3. Shp-1 CKOにおける体組成の変化 
 
高脂肪食負荷を行った Shp-1 CKO におけて、体重の変化と耐糖能の改善が乖離した事実に着目
して、Shp-1 CKOの内蔵脂肪の分布と筋肉量の変化をマウス用の X線 CTである latheta LCT-200
を用いて測定した。その結果、高脂肪食負荷後の Shp-1 CKO では筋肉を含めた内蔵脂肪以外の
腹腔内の構成要素が増加する事実を得た。中でも顕著な脾腫が見られることが判明した。そして、
グルコースのアナログである 2-NBDGを用いて脾臓細胞による糖の取り込みを確認したところ、
高脂肪食負荷を行った Shp-1 CKO において、脾臓による糖の消費が亢進することを示唆する結
果が得られた。つまり Shp-1 CKO が高脂肪食負荷に抵抗を示す機序として、増大した脾臓によ
る糖の消費の亢進が重要なことが判明した。 
 
4-4. Shp-1 CKOにおける免疫学的異常の解析 
 
高脂肪食の負荷により肥満となった Shp-1 CKOの血中におけるサイトカインを測定したところ、
Shp-1 CKOでは炎症性サイトカインである IL-6と TNFαの産生量に変化はなかったが、抗炎症
性のサイトカインである IL-10の産生が有意に亢進していた。また、腹腔内に B細胞の亜群であ
る B1細胞の増生がみられた。 
 
結論 
 
CD11c陽性細胞特異的に Shp-1を欠損する Shp-1 CKOでは、DCが過活性となることから自己免
疫疾患を発症する。しかし Shp-1 CKOを用いて T2Dのモデルで行っても、Shp-1 CKOは耐糖能
異常の程度が軽度であった。この事実は、DC などの CD11c 陽性細胞に発現する Shp-1 は T2D
発症に対して抑制性に寄与することを意味し、T2D の新規治療法の標的となりうる可能性を示
唆するものであった。今後は、高脂肪食負荷によって肥満となった Shp-1 CKO の免疫異常に関
して、Th細胞や制御性 T細胞などに関して機能解析をさらに進める必要がある。 
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