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研究成果の概要（和文）： 

 研究代表者は腸粘膜上皮細胞の微絨毛に特異的に発現する受容体型チロシンホスファターゼ

SAP-1 の生理機能と病態的意義の解析を行った。その結果、炎症性腸炎モデルマウスである

IL-10 遺伝子破壊マウスを用いた解析から、SAP-1 遺伝子の欠損が腸炎の増悪化をもたらすこと

を見出した。また、SAP-1 によりチロシン脱リン酸化を受ける新規基質候補分子として膜蛋白

質 p100 を同定した。さらに、SAP-1/p100 シグナル系が腸粘膜上皮細胞によるケモカイン産生

を介して腸管免疫の制御に関与する可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 SAP-1 is a receptor-type tyrosine phosphatase that is specifically expressed at the 
microvillus of intestinal epithelial cells. In this study, the physiological and 
pathological roles of SAP-1 in the intestine were examined. I showed that the deficiency 
of Sap1 contributes to enhance colitis in IL-10 knockout mice, a mouse model for 
inflammatory bowel disease. I found that p100, a membrane protein, is a novel substrate 
for SAP-1 in the intestinal epithelial cells. Furthermore, I also found that SAP-1/p100 
signal might be involved in the regulation of intestinal immunity through the production 
of chemokines by intestinal epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質チロシンリン酸化シグナル伝達系
は、細胞の増殖、分化、接着、運動などの細

胞機能制御に重要な役割を果している。この
シグナル伝達系は蛋白質チロシンリン酸化
を担うチロシンキナーゼと脱リン酸化を担
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うチロシンホスファターゼが基質蛋白質（シ
グナル伝達分子など）のリン酸化状態を厳密
に制御することで成り立っている。一方、こ
のリン酸化状態のバランスの破綻は、自己免
疫疾患、がん、神経疾患などの発症に深く関
与することが示唆されている。チロシンホス
ファターゼは、構造上、細胞質内に局在する
細胞質型と細胞膜上に局在する受容体型に
分類されており、ヒトではそのゲノムデータ
ベースの解析から 100種類以上ものチロシン
ホスファターゼが存在することが確認され
ている。しかしながら、個々のチロシンホス
ファターゼの生理機能およびその異常と疾
患との関わりについては十分に明らかとは
なっていなかった。 
 SAP-1 は細胞外領域に複数のフィブロネク
チンタイプ III 様ドメインをもち、細胞領域
内に１つのチロシンホスファターゼ（PTP）
ドメインをもつ受容体型のチロシンホスフ
ァターゼであり、大腸や小腸の粘膜上皮細胞
においてその微絨毛に特異的に発現し局在
することをこれまでに研究代表者らは明ら
かにしていた。一方、この SAP-1 の腸粘膜上
皮細胞における生理機能の解析を行うため、
SAP-1 遺伝子破壊（KO）マウスの作製を行っ
たが、SAP-1 KO マウスは正常に発生し、成体
マウスでは腸管の形成、小腸粘膜上皮細胞お
よび、その微絨毛の形成や形態、細胞間接着
に顕著な異常は認められなかった。しかし、
腸疾患と SAP-1との関連性について検討する
目的で、SAP-1 KO マウスを用い、炎症性腸炎
のモデルマウスの作製を試みたところ、
SAP-1 の遺伝子欠損により、腸炎の重症度と
発症率が高度になる可能性を見出していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、腸粘膜上皮細胞による腸管免
疫制御の観点から、SAP-1 の生理機能を明ら
かにすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）腸炎モデルマウスの作製と評価 
 腸管における免疫制御の異常は、炎症性腸
炎の発症につながることが知られている。抑
制性サイトカインである IL-10の遺伝子破壊
マウスは、炎症性腸炎を発症することから、
一般的に、炎症性腸疾患のモデルマウスとし
て広く用いられている。そこで、SAP-1 と腸
管免疫制御の関連性を評価する目的で、
IL-10 KO マウスと SAP-1 KO マウスとの交配
を行い、野生型マウス、SAP-1 KOマウス、IL-10 
KOマウス、SAP-1/IL-10二重遺伝子欠損（DKO）
マウスについて、腸炎の発症度および重症度、
また、腸管におけるサイトカイン・ケモカイ
ン産生、腸粘膜上皮細胞構造や細胞間接着構
造などについて検討した。腸炎の発症度およ
び重症度は、Disease Activity Index (1.便

の堅さ、２.血便の有無、３.脱肛の程度)お
よび組織学的解析に基づき点数化すること
で評価した。 
 
（２）チロシンリン酸化蛋白質の単離と同定 
 SAP-1 KOマウス由来腸粘膜上皮細胞の微絨
毛膜画分を調整し、抗リン酸化チロシン抗体
によるチロシンリン酸化蛋白質のアフィニ
ティー精製および質量分析を行うことで、複
数のチロシンリン酸化蛋白質の単離と同定
を試みた。 
 
（３）p100 の機能解析 
 p100 の SAP-1 による脱リン酸化、p100 の
チロシンリン酸化部位、また、p100 を介した
細胞の機能制御につき、培養細胞および
SAP-1 KO、SAP-1/IL-10 DKO マウスを用い、
生化学的、分子細胞生物学的手法にて解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）IL-10/SAP-1 DKO の解析 
 野生型マウス、SAP-1 KO マウス、IL-10 KO
マウス、SAP-1/IL-10 DKO マウスにおける腸
炎の発症、および重症度について検討したと
ころ、野生型マウス、SAP-1 KO マウスにおい
ては、腸炎の発症等は認められなかったが、
IL-10  KO マウス単独に比べ、SAP-1/IL-10 
DKO マウスにおいて、著明に腸炎の発症度お
よび重症度が亢進することが明らかとなっ
た。また、この結果と一致して、腸粘膜にお
ける IL-1、TNF-αなどの炎症性サイトカイン
の産生量が、野生型マウス、SAP-1 KOマウス、
IL-10 KO マウスに比べ SAP-1/IL-10 DKO マ
ウスでは有意な増加が認められた。これらの
結果から、腸粘膜上皮細胞の SAP-1 が腸炎の
病態形成に関与することが示唆された。さら
に、抗生剤投与により、腸炎の発症率、重症
度ともに低下することから、SAP-1/IL-10 
DKO マウスにおける腸炎の病態形成やその維
持には、腸内細菌叢が密接に関与することが
示唆された。一方、腸炎の増悪化の原因とし
て、SAP-1 遺伝子欠損に伴う、上皮細胞の細
胞増殖能や形態、細胞間接着の異常等が考え
られるが、SAP-1 KO マウスにおいて、上皮細
胞の増殖能、細胞形態、上皮細胞間の接着構
造や透過性などに顕著な異常は認められな
かった。 
 SAP-1 がチロシンホスファターゼであるこ
とから、SAP-1 の遺伝子欠損による IL-10 KO
マウスでの腸炎の増悪化には腸管粘膜上皮
細胞での何らかの蛋白質のチロシンリン酸
化の亢進が関与する可能性が高いと考えら
れた。そこで、抗リン酸化チロシン抗体によ
る腸組織の免疫染色を試みたところ、野生型
マウスに比べ SAP-1 KO マウスでは、小腸お
よび大腸において SAP-1が本来存在する腸粘



膜上皮細胞のアピカル面（微絨毛部位）での
蛋白質のチロシンリン酸化の亢進が認めら
れた。この結果と一致して、腸組織より腸粘
膜上皮細胞の微絨毛膜画分（MVM）の粗精製
を行い、抗リン酸化チロシン抗体によるウエ
スタンブロットを試みたところ、100 KDa 付
近に、野生型マウスに比べ SAP-1 KO マウス
由来 MVMにおいてチロシンリン酸化が顕著に
亢進する蛋白質の存在が認められた。これら
の実験結果から、SAP-1 の遺伝子欠損により、
腸粘膜上皮細胞の MVMにおける蛋白質チロシ
ンリン酸化の亢進が、SAP-1/IL-10 DKO マウ
スで認められた腸炎の増悪化に寄与する可
能性が高く、チロシンリン酸化蛋白質の一つ
として p100 の関与が考えられた。 
 
（２）リン酸化蛋白質の単離と同定 
 抗リン酸化チロシン抗体を用いたアフィ
ニティー精製および質量分析を行い、100 kDa
付近のチロシンリン酸化蛋白質の単離同定
を試みた。その結果、100 kDa 付近のチロシ
ンリン酸化蛋白質として一回膜貫通型の膜
蛋白質である p100 を単離同定することがで
きた。 
 
（３）p100 のチロシンリン酸化に関する解析 
 p100 に対する特異抗体を作製し、MVM にお
ける p100 のチロシンリン酸化の程度につい
てウエスタンブロットにて評価検討したと
ころ、野生型マウスに比べ SAP-1 KO マウス
では、p100 のチロシンリン酸化の亢進が認め
られた。さらに、p100 が SAP-1 の基質候補分
子であるについて検討した。in vitro におけ
るチロシンリン酸化 p100 の SAP-1 による脱
リン酸化の有無について、精製した SAP-1 の
ホスファターゼドメイン蛋白質とチロシン
リン酸化を受けた p100 とを用い解析した結
果、p100 が直接 SAP-1 により脱リン酸化を受
けることが明らかとなった。一方、腸組織に
おける SAP-1 と p100 の免疫染色から、両者
が腸粘膜上皮細胞のアピカル面に存在し、お
そらくは微絨毛部位にて局在が一致すると
考えられた。また、培養細胞での SAP-1 およ
び p100 の過剰発現実験から、両者が複合体
を形成することが確かめられた。これらの実
験結果から、p100 が SAP-1 の基質分子である
と強く示唆された。 
 アミノ酸配列から p100 は細胞内領域に 4
つのリン酸化を受ける可能性の高いチロシ
ン残基が存在すると考えられた。そこで、細
胞内領域の 4つのチロシン残基をすべてまた
は一部をフェニルアラニン残基に置換した
変異体を作製し、培養細胞を用い、p100 変異
体の過剰発現、および pervanadate によるチ
ロシンホスファターゼ活性の阻害を行い、
p100 のチロシンリン酸化部位の同定を試み
た。その結果、カルボキシル末端側の 3つの

チロシン残基がリン酸化を受ける可能性が
高いと考えられた。また、チロシンキナーゼ
の阻害剤を用いた実験等から、このチロシン
リン酸化には Srcファミリーチロシンキナー
ゼが関与すると考えられた。 
 
（５）p100 の生理機能の解析 
 腸管上皮細胞は、ケモカインなどを分泌し
免疫系細胞の機能を制御することで腸管免
疫制御に関与することが知られている。そこ
で、腸管上皮細胞に発現する p100 がケモカ
イン産生などを通じて免疫系細胞の機能に
関与するかについて検討を試みた。その結果、
培養細胞を用いた解析から、p100 がケモカイ
ン産生の誘導に関与するとともに、p100 の細
胞内領域のチロシンリン酸化が p100 を介し
たケモカイン産生に重要であることが示唆
された。また、興味深いことに、p100 を過剰
発現した細胞では、p100 に対する特異抗体で
コートされたビーズ（直径 2μm）を取り込む
活性（貪食活性）を示し、この貪食活性にも
細胞内のチロシンリン酸化が関与すること
が示唆された。腸管上皮細胞の微絨毛は、常
に食物抗原や常在菌と接している。従って上
記の実験結果は、p100 が受容体型の膜蛋白質
であることから、その細胞外領域を介して腸
管内腔の食物抗原や常在菌を感知し、それら
を上皮細胞内に取り込むことで、ケモカイン
産生などを通じて腸管免疫を制御する可能
性を示唆するものであるとも考えられた。ま
た、SAP-1/IL-10 DKO マウスで認められた腸
炎の増悪化に p100 のチロシンリン酸化状態
の異常が関与する可能性を示すものである
とも考えられる。 
 p100 の SAP-1/IL-10 DKO マウスで認められ
た腸炎の増悪化への関与と p100 の生理機能
をより詳細に解析する目的で、p100 のエクソ
ン 1およびエクソン 2を neo カセットに置き
換え、ヘテロに p100 遺伝子の一部を欠損し
た ES 細胞株を複数樹立した。さらい、樹立
した 2 種類の ES 細胞株を用い、キメラマウ
スの作製を行い、最終的に異なる 2種類の ES
細胞株から作製された p100 KO マウスを得る
ことができた。現在、SAP-1/IL-10/p100 三重
遺伝子欠損マウスの作製を行い、腸炎の発症
度、重症度につき解析を進めている。 
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