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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患、生活習慣病に共通した疾患関連遺伝子として注目され

る細胞内アダプター蛋白質 Lnk/Sh2b3 について、機能異常の標的となる細胞や細胞間相互作用

の解明を目指した。Lnk/Sh2b3 発現をモニターできるレポーターマウスを樹立し、成熟 T 細胞

や樹状細胞においても発現することを確認した。Lnk 欠損マウスでは CD44+	
 CD8+T 細胞が増加す

ること、この増加は IL-15 への反応性亢進に因ること、小腸で自然発症する絨毛萎縮の責任細

胞となることを見出した。Lnk 機能障害が自己免疫性組織障害の病態形成に繋がる可能性を初

めて明らかにした。	
 

	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：The	
 intracellular	
 adaptor	
 Lnk/Sh2b3	
 regulates	
 cytokine	
 signals	
 
that	
 control	
 lymphohematopoiesis.	
 In	
 humans,	
 mutations	
 in	
 the	
 LNK/SH2B3	
 gene	
 are	
 found	
 
in	
 myeloproliferative	
 disease	
 patients,	
 and	
 LNK/SH2B3	
 polymorphisms	
 have	
 been	
 
demonstrated	
 to	
 be	
 associated	
 with	
 celiac	
 disease	
 and	
 autoimmune	
 diabetes.	
 In	
 this	
 study,	
 
we	
 revealed	
 a	
 previously	
 unrecognized	
 function	
 of	
 Lnk/Sh2b3	
 in	
 preventing	
 the	
 
accumulation	
 of	
 inflammatory	
 CD8+	
 T	
 cells	
 and	
 intestinal	
 villous	
 atrophy.	
 Generation	
 of	
 
an	
 Lnk-Venus	
 reporter	
 mouse	
 revealed	
 expression	
 of	
 Lnk/Sh2b3	
 in	
 mature	
 T	
 cells	
 and	
 
dendritic	
 cells.	
 CD44+CD8+	
 T	
 cells	
 were	
 increased	
 in	
 Lnk-/-	
 mice,	
 and	
 many	
 mice	
 exhibited	
 
signs	
 of	
 villous	
 atrophy	
 in	
 the	
 small	
 intestine.	
 Lnk-/-	
 CD8+	
 T	
 cells	
 survived	
 longer	
 and	
 
proliferated	
 even	
 in	
 non-lymphopenic	
 host	
 animals	
 in	
 response	
 to	
 IL-15.	
 Transfer	
 of	
 Lnk-/-	
 
CD44hiCD8+	
 T	
 cells	
 together	
 with	
 wild-type	
 CD4+	
 T	
 cells	
 into	
 RAG2-deficient	
 mice	
 
recapitulated	
 villous	
 atrophy	
 in	
 ileum.	
 Our	
 results	
 provide	
 for	
 the	
 first	
 time	
 a	
 missing	
 
link	
 between	
 Lnk/Sh2b3	
 and	
 autoimmune-like	
 tissue	
 destruction	
 responses.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 免疫システムを構築する細胞は、造血幹細
胞から前駆細胞を経て分化し生体の生涯に
わたって供給され続ける。恒常性維持のため、
免疫担当細胞の分化・活性化は、抗原やサイ
トカイン、細胞接着や遊走因子など細胞外か
らの様々な情報の受容機構を介して厳密な
制御機構の下に置かれており、これらの制御
機構の解明は、免疫システムの作動・維持機
構の理解、細胞の増殖・分化決定機構という
生物学の基本命題、さらに免疫異常状態の制
御や修復に向けて多くの知見を提供し非常
に重要である。細胞外情報が受容され核へと
伝達される過程においては、受容体やそれら
に結合する酵素群とともに酵素活性は持た
ないものの蛋白質相互作用を担うアダプタ
ー蛋白質群がシグナルの増幅や抑制、修飾や
クロストーク等に重要な働きをすることが
わかってきた。	
 
	
 
	
 Lnk/Sh2b3 は、SH2-B/Sh2b1 や Aps/Sh2b2
とともにアダプター蛋白質ファミリーを形
成し、各種造血系細胞におけるサイトカイン
およびインテグリンを介するシグナル制御
分子として機能する。我々は、遺伝子改変マ
ウスの樹立及び解析から、Lnk/Sh2b3 が、1）
B リンパ球前駆細胞の増殖・分化を制御し B
細胞産生量を規定すること(Immunity	
 2000)	
 
(J	
 Immunol	
 2003)、2）造血幹細胞の維持・
増幅及び生着能の制御機能を持つこと(J	
 Exp	
 
Med	
 2002,	
 Dev	
 Cell	
 2005,	
 PNAS	
 2007)、3）
巨核球の増殖及び成熟を抑制し血小板産生
量を制御すること（Exp	
 Hematol	
 2008）等、
造血細胞の産生・維持に重要な制御機構を担
う分子であることを明らかにしてきた。また、
Lnk/Sh2b3 欠損で他に例をみない程の造血幹
細胞の増加が起こることから、その機能ドメ
インを同定してドミナントネガティブ変異
体を開発し、移植による免疫系再構築に有用
であることを示した	
 (Blood	
 2006)。加えて、
サイトカインシグナルと細胞接着系のクロ
ストークに関する制御系としての作用機構
を明らかにしつつある(J	
 Clin	
 Invest	
 2010)。	
 

さらに、Sh2b1/SH2B欠損(Mol	
 Cell	
 Biol	
 2002)
や Sh2b2/APS 欠損(Diabetes	
 2003,	
 Mol	
 Cell	
 
Biol	
 2004)など全てのファミリー遺伝子改変
マウスを揃え、世界をリードする知見を収集
してきた。	
 
	
 
	
 一方、近年ゲノムワイド関連解析(GWAS)が
盛んに行われており、各種疾患と連関する一
塩基多型 SNPs 及び疾患関連遺伝子の同定が
進んでいる。１型糖尿病に対する GWAS から、
LNK/SH2B3 遺伝子のアミノ酸置換を伴う SNP
（R262W）が疾患と高い連関を示すことが報
告された(Nat	
 Genet	
 2007)。さらに、セリア
ック病患者群の解析からも同じ SNP との連関
が相次いで報告された	
 (Nat	
 Genet	
 2008)（N	
 
Engl	
 J	
 Med	
 2008）。生活習慣病である心筋梗
塞、高血圧の症例の GWAS からも、同 SNP
（R262W）との有意な連関が報告され、Lnk/	
 
Sh2b3 の機能及び多型による機能変化が注目
を集めている。セリアック病は、麦類の摂取
で発症する腸管アレルギーと自己免疫疾患
の組み合わさったものである。本邦では主食
が米であり重症化する頻度が少なかった可
能性や HLA 型の違い等の理由で患者数は少な
いとみられてきた。しかし、麦類を除いた食
事は近年困難になってきており症例が散見
されるようになってきている。１型糖尿病は、
インスリン産生β細胞に対する自己免疫応
答によりおこる疾患である。自己抗体が認め
られるものも多く他の自己免疫疾患を合併
しやすいが、β細胞に対する免疫応答が誘発
される機構は不明である。これらを含め自己
免疫疾患の克服において、寛容破綻から免疫
応答異常が維持されるメカニズム解明が非
常に重要であり、動物モデルを用いた個体レ
ベルの解析が精力的に進められている。一方、
メタボリック症候群で注目を集める動脈硬
化、高血圧、心血管障害は患者数も多く、リ
スクファクター及び遺伝的素因の把握は非
常に重要である。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 セリアック病や I型糖尿病等の自己免疫疾
患、心筋梗塞、血圧異常に共通した疾患関連
遺伝子として細胞内アダプター蛋白質
LNK/SH2B3 の多型が相次いで報告されている
が、免疫寛容の破綻や慢性炎症と関連する生
理機能についてはほとんど知見がなく不明
である。本研究では、Lnk/Sh2b3 の欠損や機
能障害の標的となる細胞や細胞間相互作用
を明らかにし、自己免疫疾患及び心血管障害
の克服へ向けての基盤を確立する。免疫寛容
維持や慢性炎症に関わる未知の制御機構を
明らかにして、病態形成過程の理解と新たな
治療標的の創出に資する。	
 



	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 Lnk/Sh2b3 の発現とその制御：Lnk/Sh2b3
遺伝子座に改変型 GFP をノックインしたマウ
スを新たに作成し、非造血組織や少数の免疫
細胞における発現、各種刺激や環境による発
現変化を明らかにする。骨髄を始めとし、末
梢リンパ器官や腸管粘膜組織、非免疫組織に
おける Lnk/Sh2b3 発現細胞の同定、組織内分
布を検討する。骨髄抑制剤投与や放射線照射
により造血を誘導した際、様々な免疫操作を
施した際の骨髄や二次リンパ組織における
発現細胞の分布や発現レベルの変化を蛍光
発現によりモニターする。	
 
	
 
(2)	
 粘膜免疫、腸管リンパ球における Lnk/	
 
Sh2b3 の機能：	
 Lnk/Sh2b3 欠損による免疫応
答の変化、粘膜免疫応答への影響を検討する。
Lnk/Sh2b3 がセリアック病の危険因子として
同定されていることを鑑み、これまで解析が
進められていない腸管粘膜免疫応答への関
与について解析する。細胞移植時の腸管組織
依存的な Lnk/Sh2b3 発現変化、発現を抑制す
る因子や刺激の検索を行う。予備実験の結果、
Lnk 欠損マウスの小腸遠位部で絨毛萎縮が自
然発症することがわかった。この絨毛萎縮の
性状について IEL 及び LPL の細胞分画の変化、
サイトカイン産生能を検討する。養子リンパ
球移入実験等により、免疫細胞あるいは腸管
上皮細胞の関与を検討し、責任細胞を明らか
にする。	
 
	
 
(3)	
 樹状細胞における Lnk/Sh2b3 の機能と免
疫応答：Lnk/Sh2b3 欠損マウスで樹状細胞が
増加しており、樹状細胞前駆細胞からの分化
過程及び分化後の増殖に関与する GM-CSF や
Flt-3L 等のサイトカイン反応性の亢進が原
因であることが明らかになってきた。樹状細
胞は GM－CSF 依存性にレチノイン酸産生性を
獲得し、腸管指向性のリンパ球生成に関与す
る。Lnk/Sh2b3 欠損が樹状細胞の機能にどの
ように影響するのか調べる。GM-CSF 反応性亢
進がみられる Lnk 欠損樹状細胞の免疫応答誘
導能の変化を明らかにする。	
 	
 

	
 
４．研究成果	
 
	
 Lnk/Sh2b3 の発現低下は造血系及び免疫系
細胞の産生に大きな影響を及ぼす。各種刺激
や環境による発現の変化、組織内での発現細
胞の分布について、また免疫応答および病態
形成における発現変化を検討するため、改良
型 GFP である Venus を Lnk/Sh2b3 遺伝子座に
ノックインし生細胞で Lnk/Sh2b3 発現をモニ
ターできるレポーターマウスを樹立した。一
次、二次リンパ器官や腸管粘膜組織における
Lnk/Sh2b3 発現細胞の組織内分布、Lnk/Sh2b3
発現量の変化を検討した。B 細胞、樹状細胞
で発現が高いこと、B 細胞系では骨髄 B 前駆
細胞で一旦低下し分化成熟に伴って発現が
回復することが確認された。骨髄抑制剤であ
る 5-FU の投与では、造血前駆細胞群におけ
る Lnk/Sh2b3 発現が数日にわたって一過性に
低下し、緊急の造血誘導に対して有利に働く
ことが示された。造血前駆細胞でみられた
Lnk/Sh2b3 発現は、胸腺細胞で一旦消失する
ものの成熟に伴い末梢 T細胞で回復した。成
熟 T細胞でも B細胞には及ばないものの発現
することが確認された。腸管関連組織の T細
胞では脾臓や末梢血の T細胞に比べ発現が低
下することがわかった。そこで T細胞分画を
詳細に解析し、Lnk/Sh2b3 欠損により CD44 を
高発現するメモリー型	
 CD8+T 細胞が有意に
増加することを新たに見出した。この増加は
IL-15 への反応性が Lnk/Sh2b3 欠損により亢
進するためであることを明らかにした。野生
型マウスに CD8+T 細胞を移入しても恒常性維
持増殖が誘導されない環境のため増殖しな
いが、Lnk 欠損 CD8+T 細胞を移入すると数週
のうちに増殖した。IL-15 欠損マウスに移入
した場合この増殖はみられず IL-15 依存性で
あった。	
 
	
 
	
 セリアック病の危険因子として Lnk/Sh2b3
の一塩基多型がが同定されていることを鑑
み、これまで解析が進められていない腸管粘
膜免疫応答への関与について解析した。腸管
粘膜でもIFN-γ産生性CD8+T細胞が増加して
おり、回腸部の絨毛萎縮が自然発症すること
がわかった。この絨毛萎縮の性状について、



IEL 及び LPL の細胞分画の変化、サイトカイ
ン産生能、反応性を検討した。絨毛萎縮は Lnk
欠損 CD44+CD8+T 細胞を野生型 CD4+T 細胞と
ともにリンパ球欠損マウスに移入すること
で再現された。Lnk 機能障害が、CD44+CD8+T
細胞の IL-15 反応性亢進による増幅から腸管
障害を起こすこと、セリアック病の病態形成
に繋がる可能性を初めて明らかにした。	
 
	
 
	
 また、Lnk/Sh2b3 欠損マウスでは樹状細胞
数が増加しており、前駆細胞の分化過程や分
化後の増殖に関与する GM-CSF や Flt-3L 等へ
の反応性亢進が原因となることが判明した。
さらに Lnk/Sh2b3 欠損樹状細胞は、IL-15 に
対しても感受性が亢進することがわかり、炎
症応答への影響を検討している。	
 
	
 
	
 骨髄増殖性疾患症例で LNK/SH2B3 遺伝子の
欠損や変異例が見つかっている。Lnk 欠損造
血幹細胞では TPO 反応性亢進により Bcl-xL
発現が亢進することを明らかにした。放射線
照射に対し Lnk 欠損造血幹細胞は正常細胞よ
りも強い抵抗性を示し骨髄再建能を維持し
た。Lnk 欠損造血幹細胞の移植時生着能は
Bcl-xL のノックダウンによりほぼ正常化し
た。LNK/SH2B3 変異例では、セカンドヒット
による遺伝子異常の蓄積確率が上昇すると
いう発症機構への関与が考えられる。一方、
短鎖アルギニンペプチドを付加した
Lnk/Sh2b3 分子を作製し、核酸ベクターを用
いない細胞内導入により造血腫瘍細胞株の
増殖抑制が可能なことを示した。また、Lnk/	
 
Sh2b3 のドミナント阻害変異体の遺伝子導入
により iPS 細胞からの造血細胞群の試験管内
産生を促進できることを明らかにした。	
 

	
 

	
 一方、血管内皮前駆細胞が含まれる骨髄の

c-Kit陽性Sca-1陽性分化抗原陰性(KSL)分画

から血管内皮への分化決定に Lnk/Sh2b3 を介

する制御系が機能することを明らかにした。

脊髄損傷モデルマウスにおいて、Lnk/Sh2b3

欠損 KSL 細胞の移入は損傷部の血管新生及び

神経細胞群の回復を促進することを明らか

にした。さらに、骨折時の血管新生や骨形成

においても Lnk/Sh2b3 欠損では治癒が促進さ

れることを示し、骨折治療に Lnk/Sh2b3 阻害

が有用である可能性を提示した。血管内皮産

生への Lnk/Sh2b3 の関与が明らかとなり、心

血管障害との関連については血管内皮への

影響にも注目して検討を進めることが必要

である。	
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