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研究成果の概要（和文）：膜型分子SIRPαは、強制水泳ストレスにより脳内でチロシンリン酸化を受け、SIRPα欠損に
より水泳中のマウスの無動が増加する。本研究では、SIRPαチロシンリン酸化と強制水泳時の低体温との関連を報告し
、SrcファミリーチロシンキナーゼがSIRPαのリン酸化に関る事を明らかにした。また、SIRPα以外にも、CaMKIIは低
体温依存性に、MEK、CREBは低体温非依存性に強制水泳後の脳内でリン酸化が変化することを見出した。さらに、チロ
シン脱リン酸化酵素Shp2がSIRPαのリン酸化に対してポジティブに作用することをShp2のコンディショナルKOマウスを
使った実験から明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Forced swim stress induced tyrosine phosphorylation of SIRPα, a membrane 
protein, in the brain of mice, and the lack of this molecule resulted in increased immobility of mice 
during forced swim in water. We have published our findings suggesting that the tyrosine phosphorylation 
of SIRPα in the brain primarily depended on the hypothermia induced by the immersion of mice in cold 
water. We have also found multiple src family tyrosine kinases participated in the hypothermia-dependent 
phosphorylation of SIRPα. We found that forced swim stress also induced changes in the phosphorylation 
level of other signaling molecules, CaMKII, MEK, and CREB. Hypothermia is important for the change of the 
phosphorylation of CaMKII, but not for MEK and CREB. We also found that a protein phosphatase Shp2, a 
down-stream signaling molecule of SIRPα, positively regulates tyrosine phosphorylation of SIRPα in the 
brain, by the use of neuron-specific conditional Shp2 knockout mice.

研究分野： 細胞シグナル伝達

キーワード： タンパク質チロシンリン酸化　脳　ストレス
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１．研究開始当初の背景 

 脳は外界からの様々なストレスを適切に評

価し、これに適応するために多様な生体反応

や行動を司る。一方で、脳はストレス感受性の

高い組織であり、過度や長期のストレスは脳

機能に変調をきたし、うつ病等の気分障害の

原因となる可能性が指摘されている。研究代

表者は、細胞間で相互作用する２つの膜タン

パク質 SIRPと CD47 について、SIRP KO マ

ウス、CD47 KO マウスの両方が、実験動物の

うつ様行動を評価する強制水泳（FS）テストに

おいて、うつ様行動の指標とされる無動時間

の増加傾向を示すこと、FS ストレスにより野生

型マウスの脳内で SIRPのチロシンリン酸化

が強く誘導されることを明らかにすると共に、こ

の反応には、SIRPのリガンドである CD47 と

の相互作用が重要であることを見出しており、

CD47 と SIRPの相互作用を中心とするタン

パク質チロシンリン酸化シグナルが、脳のスト

レス応答反応や行動制御に重要な役割を果

たす可能性を見出していた。 

 

２．研究の目的 

 SIRPα をリン酸化する Src ファミリーチ

ロシンキナーゼ、SIRPα に結合するチロシ

ン脱リン酸化酵素 Shp2 等が関与するチロ

シンリン酸化シグナルのネットワークが、

ストレス応答を制御する可能性を検討し、

新規ストレス応答シグナルの探索を進める。

それらの結果から、脳の新たなストレス応

答メカニズムを明らかにし、その成果を気

分障害などストレス性精神疾患の病態解明

に結びつけることを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）脳内シグナル分子のリン酸化状態の解

析 

 野生型マウスおよび SIRPα KO マウスにつ

いて、強制水泳（FS）直後の脳から海馬を摘

出し、ホモジネートを作製した。これをサン

プルとして、うつ状態との関連が議論されて

いるシグナル分子、カルシウム/カルモジュリ

ンキナーゼ II（CaMKII）、MEK、CREB につ

いて、それぞれの分子のリン酸化状態に特異

的な抗体を用いたウェスタンブロットを行

い、FS がこれら分子のリン酸化状態に与える

影響を検討した。さらに、FS に伴う低体温の

影響を検討するために、マウスを麻酔下で冷

却して低体温を誘導し、これらシグナル分子

のリン酸化状態を上記と同様に比較検討し

た。CaMKII のリン酸化については、冬眠中

のシマリスの脳から調製したサンプルでも

ウェスタンブロットによる解析を行った。 

 

（２）SIRPα チロシンリン酸化メカニズムの

検討 

 研究計画初期の段階で、強制水泳による

SIRPα のリン酸化が低体温に依存することが

新たに明らかとなったため、そのメカニズム

を検討した。チロシンキナーゼである Src, 

Fyn, Pyk2, FAK をノックダウンするための

shRNA を発現するレンチウィルスを作製し、

マウス海馬培養神経細胞に感染させ、これら

のチロシンキナーゼをノックダウンさせた

神経細胞を作製した。これらの神経細胞に低

体温刺激を加えてSIRPαのチロシンリン酸化

を誘導し、それぞれのチロシンキナーゼ欠損

の影響を検討した。さらに、Shp2 についても

ノックダウン用のレンチウィルスを作製し

て、同様にその影響を検討した。 

 

（３）成熟前脳神経細胞特異的 Shp2 コンデ

ィショナル KO マウスの解析 

 成熟前脳神経細胞特異的に Cre リコンビナ

ーゼを発現する CaMKII-Cre マウスを、

Shp2-flox マウスと交配して、成熟前脳神経細

胞特異的な Shp2 コンディショナル KO マウ

スを作製し、強制水泳による SIRPα のリン酸

化状態への影響についてウェスタンブロッ

トによる検討を行った。またこれらの動物に

ついて行動解析を行った。 

 

（４）成熟前脳神経細胞特異的 SIRPα コンデ

ィショナル KO マウスの解析 

 上記（３）と同様の方法で、CaMKII-Cre

マウスと、SIRPα-flox マウスを交配して、成

熟前脳神経細胞特異的 SIRPα コンディショ

ナル KO マウスを作製し、強制水泳テストを

行い、神経細胞に発現する SIRPα の欠損が、

強制水泳時の無動行動を制御する可能性を



検討した。 

 

（５）CD47 KO マウスの行動解析 

 以前より SIRPα のリガンドである CD47 の

全身性 KO マウスについて解析を継続してい

たが、網羅的に行った行動解析のデータをま

とめた。 

 

４．研究成果 

 

（１） 脳内シグナル分子リン酸化状態の解

析 

 抗リン酸化抗体を用いた解析の結果、強制

水泳後の野生型マウスの脳内では、MEK、

CREB の活性化を示すリン酸化が増強する一

方で、CaMKII の活性化を示すリン酸化が減

弱することが明らかとなった。また、SIRPα 

KO マウスと野生型マウスの比較では、これ

ら分子のリン酸化状態の変化に違いは見ら

れなかったことから、これら分子の活性化制

御に SIRPαシグナルが関与する可能性は低

いと考えられた。 

 これら分子のリン酸化状態変化の原因が、

強制水泳時にマウスに誘導される低体温に

あるかどうかを検討するために、麻酔下のマ

ウスの身体を強制的に冷却して低体温を誘

導したところ、MEK、CREB のリン酸化状態

には変化がなかったが、CaMKII のリン酸化

は強制水泳時と同様に減弱することがわか

った。また、脳内 CaMKII リン酸化の減少は

冬眠中のシマリスについても認められた。こ

れらの結果から、強制水泳ストレスによる脳

内タンパク質リン酸化の変化には、低体温に

依存するものと、依存しないものがあること

がわかった。低体温に依存しない MEK、

CREB のリン酸化変化は、強制水泳による感

覚的なストレスが原因となる可能性が考え

られた。強制水泳をストレスとして用いる場

合、低体温の作用と感覚的、情動的ストレス

等の作用とを区別して考慮する必要性が明

らかになると共に、MEK、CREB 等のシグナ

ル分子が、後者と関連する可能性が新たに明

らかとなった。 

 

（２） SIRPα チロシンリン酸化メカニズム

の検討 

レンチウィルスを用いたノックダウンの実

験系を確立し、培養神経細胞で Src ファミリ

ーチロシンキナーゼである Src、Fyn をノック

ダウンしても、神経細胞に発現する SIRPα の

低温刺激によるチロシンリン酸化反応は認

められたが、その程度は有意に減弱していた。

一方、別のチロシンキナーゼである Pyk2、

FAK のノックダウンは、SIRPα のチロシンリ

ン酸化状態にほとんど影響を及ぼさなかっ

た。さらに、Src ファミリーチロシンキナー

ゼの阻害効果が高い dasatinib は、基底状態お

よび低温刺激によるSIRPαのチロシンリン酸

化を強く抑制した。これらの結果から、SIRPα

のチロシンリン酸化には、複数の Src ファミ

リーチロシンキナーゼが協調的に働いてい

る可能性が考えられた。 

 

（３） 成熟前脳神経細胞特異的Shp2コンデ

ィショナル KO マウスの解析 

 Shp2 は、チロシンリン酸化した SIRPα の細

胞内領域に直接結合して活性化するタンパ

ク質チロシン脱リン酸化酵素である。成熟前

脳神経細胞特異的Shp2コンディショナルKO

マウスの脳内 SIRPα の basal なリン酸化を検

討したところ、野生型マウスに比べてチロシ

ンリン酸化の有意な減弱が認められた。また、

強制水泳後の脳内SIRPαについても同様の解

析を行ったところ、強制水泳ストレスによる

SIRPα リン酸化も有意に減弱していた。また、

前述のレンチウィルスによるノックダウン

と同様の実験系を用いて、培養神経細胞の

Shp2 をノックダウンしたところ、刺激の有無

に関わらずSIRPαのチロシンリン酸化の減弱

が認められた。これらの結果から、神経細胞

における SIRPα のリン酸化を、チロシン脱リ

ン酸化酵素 Shp2 が促進的に制御するという

予想外の可能性が強く示された。 

 Shp2コンディショナルKOマウスについて

は、複数の行動解析を行ったが、Shp2 がスト

レス応答性のうつ様行動に関わる可能性は

見いだせなかった。一方で、このコンディシ

ョナル KO マウスが多動行動を示すことを見

出し、さらに、脳内における最初期遺伝子の

発現解析などにより、Shp2 欠損が神経活動性



の低下を引き起こし、このことが多動の原因

となる可能性を示した。 

 

（４） 成熟前脳神経細胞特異的 SIRPα コン

ディショナル KO マウスの解析 

 神経細胞に発現するSIRPαが強制水泳時の

無動行動を制御する可能性を検討するため

に、成熟前脳神経細胞特異的 SIRPα コンディ

ショナル KO マウスについて、強制水泳テス

トを行ったところ、神経細胞に発現する

SIRPα の欠損は、全身性 SIRPα 欠損の場合と

は逆に、強制水泳時の無動行動を減少させる

という予想外の結果を得た。このことから、

SIRPα は発現する細胞毎に、異なる形で強制

水泳時の無動行動制御に係わっており、神経

細胞に発現するSIRPαは無動を促進する作用

がある可能性が新たに明らかとなった。さら

に、全身性 SIRPα KO マウスは無動が増加す

る事から、神経細胞以外の細胞に発現する

SIRPα が、強制水泳時の無動を抑制する方向

に働いている可能性が考えられた。 

 

（５） CD47 KO マウスの行動解析 

 SIRPα のリガンドである CD47 の全身性

KO マウスについて網羅的な行動解析のデー

タを蓄積した結果をまとめて報告した。CD47 

KO マウスは強制水泳テストにおける無動時

間の増加の他に、社会性行動の異常や、感覚

運動ゲーティングの障害（プレパルス抑制の

異常）が見られることが分かった。

CD47-SIRPα シグナル系が、ストレス応答、

うつ様行動以外の行動制御に関わる可能性

が新たに示された。 
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