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研究成果の概要（和文）：　免疫系・造血系・心血管系疾患に共通する疾患関連遺伝子としてLnk/Sh2b3が注目されて
おり、Lnk/Sh2b3を介する制御系の標的細胞及び細胞機能の解明が課題となっている。リスクファクターとなることが
報告されている疾患群を考慮したモデル系を用い病態形成機構を解析した。Lnk欠損では樹状細胞の変化からTh1応答が
起きやすく易炎症性が獲得されること、IL-15反応性亢進による活性化CD8+T細胞の蓄積から腸管障害を起こすこと、IF
N-γを産生するCD8+T細胞の腎臓や血管内皮への浸潤により高血圧誘導への感受性が亢進すること、血球細胞に依存す
る耐糖能異常が生じることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Mutations in the LNK/SH2B3 gene are found in myeloproliferative disease 
patients, and LNK/SH2B3 polymorphisms have been reported to be associated with several autoimmune 
diseases and cardiovascular diseases. The intracellular adaptor Lnk/Sh2b3 regulates cytokine signals that 
control lymphohematopoiesis, However, the functions of Lnk/Sh2b3 related to autoimmune inflammation or 
cardiovascular dysfunction have not been understood. We have revealed that the ability of DCs to support 
Th1 response was altered by Lnk-deficiency. We have shown that Lnk/Sh2b3 plays a role in preventing 
pathogenic expansion and activation of CD8+ T cells leading to intestinal tissue damage in Lnk-/- mice. 
IFN-gamma-producing CD8+ T cells were increased in kidney and arteries, resulting in increased 
susceptibility for hypertension. We also found that Lnk-/- mice showed impaired glucose tolerance that 
was largely depend on the abnormality of hematopoietic cells.

研究分野： 免疫学
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様	 式	 Ｚ－１９	

１．研究開始当初の背景	
	
	 免疫系・造血系を構築する細胞群は、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・造血細胞の分化・活性化は、抗
原やサイトカイン、細胞接着や遊走因子など
諸々の細胞外からの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、細胞の増殖・分化決
定機構という生物学の基本命題、免疫系の作
動・維持機構の理解、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
やクロストーク等重要な働きをすることが
わかってきた。	
	 Lnk/Sh2b3 は、主に造血系細胞及びリンパ
組織に発現する細胞内アダプター蛋白質で
ある。申請者らは、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)、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)、
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、血小板を中心とした解析から、サイト
カインシグナルと細胞接着系のクロストー
クに関与する制御系として Lnk/Sh2b3 を介し
た分子機構を解明した(J	Clin	Invest,	2010)。	
	 一方、ゲノムワイド関連解析(GWAS)を行っ
た複数のグループから、自己免疫疾患である
１型糖尿病において LNK/SH2B3 遺伝子のアミ
ノ酸置換を伴う SNP（R262W）が疾患関連多型
として報告された(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）。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。さらに、骨髄増殖性疾患
群の解析からは、LNK/SH2B3 遺伝子の欠損や
アミノ酸変異例が JAK2 変異を持たない症例
で見つかり、造血前駆細胞の制御異常に起因
する増殖性疾患発症において LNK/SH2B3 依存
性経路の破綻が関与することがわかってき
た。	
	 我々は、骨髄増殖性疾患発症の分子機序の
一つとして、Lnk を欠損する造血幹細胞では、
TPO 反応性亢進からアポトーシス阻害に働く
Bcl-xL の発現亢進が起こっていること、Lnk
欠損造血幹細胞は放射線を始めとするアポ
トーシス誘導刺激に対し抵抗性が増大して

いることを明らかにした（Exp	 Hematol,	
2012）。これがセカンドヒット等による遺伝
子異常が蓄積する確率を上昇させ、増殖性疾
患の発症に至る可能性が考えられる。	
	 以上のように、申請者ら及び海外複数のグ
ループにより、Lnk 欠損ないし機能阻害が B
細胞及び血小板の過剰産生や造血幹細胞の
増幅及び機能亢進に繋がることが明らかに
されてきた。しかし、現在明らかになってい
る Lnk/Sh2b3 の作用点や機能からは、GWAS で
関連が示された自己免疫応答や心血管障害
の危険性が高まるメカニズムは未だ不明で
ある。免疫系・造血系・心血管系疾患に共通
する疾患関連遺伝子として、Lnk/Sh2b3 の機
能異常と疾患感受性、免疫寛容維持に与える
影響、動脈硬化や血圧への関与のメカニズム、
Lnk/Sh2b3 を介する制御系の標的細胞及び細
胞機能等の解明が重要な検討課題として浮
かんできている。	
	
	
２．研究の目的	
	
	 自己免疫疾患、骨髄増殖性疾患、高血圧
及び心血管障害の共通のリスクファクター
と し て 、 細 胞 内 ア ダ プ タ ー 蛋 白 質
Lnk/Sh2b3 の多型や変異が同定され注目さ
れている。Lnk/Sh2b3 は B 細胞や造血幹細
胞の産生・維持における抑制制御系を担う
が、免疫寛容破綻や慢性炎症との関連は全
く不明である。本研究では、セリアック病
や１型糖尿病などの自己免疫疾患、血管内
皮や血小板の機能異常とも関連する心血管
障害、さらに糖代謝異常が、Lnk/Sh2b3 依
存性制御系の破綻から、どのように波及し
病態の形成に至るのかを明らかにする。
Lnk/Sh2b3 変異による機能変化ならびに機
能異常の標的となる細胞や細胞間相互作用
を解明し、疾患克服に向けての基盤を確立
する。慢性炎症に関わる新規制御機構をあ
ぶり出す有用な疾患モデルであり、その解
析により新たな治療標的の創出及び修復法
の確立に資することを目的とした。	
	
	
３．研究の方法	
	
	 リスクファクターとなることが報告され
ている疾患群を考慮し、Lnk/Sh2b3 欠損マウ
スで自然発症する腸管組織障害の病態形成
機構を解析する。高血圧誘導モデル、糖尿病
モデルを用い、Lnk/Sh2b3 の欠損ないし機能
障害が免疫寛容破綻や慢性炎症の修飾にど
のように関連するか、障害の標的となるのは
いかなる細胞集団のどのような細胞機能な
のかを明らかにする。機能変化が疑われる T
細胞、樹状細胞に特に注目し異常を明らかに
するとともに、病態形成への関与を RAG 欠損
マウスとの交配、それらへの養子移入、骨髄
キメラマウスの作成等により検証する。	



	 一方、Lnk/Sh2b3 発現をモニターできる
Lnk-Venus ノックインレポーターマウスを樹
立する。病態形成時の Lnk 発現細胞の動態、
Lnk 発現の差による機能変化を自己免疫の標
的臓器や骨髄組織、末梢リンパ関連組織で明
らかにする。病態形成過程や病態の維持にお
ける発現変化やその病態形成への関与、分子
機構を明らかにする。	
	
	
４．研究成果	
	
	 初年度は、Lnk/Sh2b3 遺伝子座に改良型 GFP
である Venus をノックインしたレポーターマ
ウスの作成により、各組織の生細胞で
Lnk/Sh2b3 発現をモニターできるシステムを
樹立した。腸管での自己免疫様組織障害機構
を明らかにし、新しいセリアック病モデルと
しての可能性を提示した。	
	 改良型 GFP である Venus を Lnk/Sh2b3 遺伝
子座にノックインし、Lnk/Sh2b3 発現をモニ
ターできるレポーターマウスを樹立し、これ
までに報告がなされていた B細胞や造血前駆
細胞以外に末梢 T 細胞や樹状細胞でも
Lnk/Sh2b3 が発現することを確認した。T 細
胞における Lnk/Sh2b3 欠損の影響を解析し、
欠損マウスでは活性化 CD8+T 細胞が増加する
こと、この増加は IL-15 反応性亢進に因るこ
とを見出した。組織障害に着目して検討し、
腸管組織でも活性化 CD8+T 細胞が増加し、小
腸遠位部の絨毛萎縮を自然発症することが
わかった。この絨毛萎縮は、Lnk 欠損 CD8+T
細胞を野生型 CD4+T 細胞とともにリンパ球欠
損（RAG 欠損）マウスに移入する事により再
現され、絨毛萎縮に CD8+T 細胞が大きな役割
を果たしていることがわかった。IL-15 欠損
との交配により検討したところ、Lnk 欠損で
観察された活性化 CD8+T 細胞の蓄積はほぼ正
常化し、Lnk 欠損 IL-15 欠損マウスでは腸管
絨毛の萎縮はみられなくなった。Lnk/Sh2b3
機能障害
が IL-15
反応性亢
進による
活 性 化
CD8+T 細
胞の蓄積
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。	
	
	 Lnk-Venus レポーターマウスの解析から、
免疫応答の初動から制御に重要な機能を果

たす樹状細胞においても Lnk/Sh2b3 が高発現
することを確認した。平成 26 年度は、樹状
細胞における炎症性サイトカインに対する
反応性の変化の詳細を検討した。Lnk 欠損マ
ウスでは樹状細胞が増加しており GM-CSF	や
IL-15 に対して感受性が亢進することがわか
った。さらに樹状細胞における Lnk/Sh2b3 の
機能と樹状細胞機能の変化による T細胞分化
誘導や活性化・維持への影響を明らかにした。
様々な環境下、特に制御性 T細胞を誘導する
ような環境下においても IFN-γ産生性ヘル
パーT（Th1）細胞分化を誘導する機能が Lnk
欠損樹状細胞では亢進していることが明ら
かになった。	
	

	
	 この現象のメカニズムについて、IL-15 反
応性亢進により樹状細胞上の IL-12Rβ鎖の
発現上昇が生じており、IL-12 のオートクラ
イン的な作用によりナイーブT細胞へのIFN-
γ供給が増強していることを明らかにした。
さらに、GM-CSF 反応性亢進によってレチノイ
ン酸産生能が増強する。その結果、TGF-β存
在下に制御性 T細胞が誘導される環境下にお
いても	IL-15 と GM-CSF によって IFN-γ産生
性ヘルパーT 細胞が誘導されることがわかっ
た。Lnk 欠損個体では Th1 応答が起きやすく
なっており、易炎症性が獲得されていること
が考えられた。	
	
	 平成 27 年度は、高血圧及び糖尿病病態の
解析を推進した。LNK/SH2B3 の多型は心血管
障害のリスクファクターでもあると報告さ
れているが、心血管系での機能は未だ不明で
ある。少量のアンギオテンシン II を持続的
に負荷したところ、野生型マウスでは血圧上
昇が認められない量でも Lnk 欠損マウスでは
高血圧が誘導されることがわかった。この高
血圧感受性亢進のメカニズムを検討し明ら
かにした。心血管組織やアンギオテンシン産
生に関わる腎臓に浸潤する免疫細胞群を解
析し、サイトカイン産生能、血管内皮の応答



性変化について詳細に検討した。定常状態で、
Lnk 欠損マウスの腎臓には野生型に比して
CD8+T 細胞の浸潤が多く起こっており、これ
らは IFN-γを産生する活性化状態にあるこ
と、腎臓が慢性炎症状態に陥っていることが
わかった。これに加えて、大動脈の外周組織
にも細胞浸潤が観察され、内皮から産生され
る NO レベルが低下していた。これらの変化
による動脈の弛緩障害が高血圧の感受性亢
進に寄与していることを見出した。	
	
	 さらに、糖尿病の病態形成における Lnk 依
存性制御の破綻の影響と細胞標的を解析し
た。1 型糖尿病と LNK/SH2B3 遺伝子の SNP と
の関連が報告されているが、どの細胞のどの
ような反応性に影響し膵島障害のリスクと
なるのか全くわかっていない。Lnk 欠損マウ
スでは定常状態の血糖値が高く、グルコース
負荷試験で耐糖能が低下していることを新
たに見出した。インスリン血中濃度は正常で
あり、インスリン負荷試験ではインスリン抵
抗性が認められた。インスリン標的組織の異
常による耐糖能異常は耐糖能低下であり、
Lnk/Sh2b3 欠損骨髄を野生型レシピエントに
移植した骨髄キメラマウスでも耐糖能異常
が観察されることから、血球細胞に依存する
耐糖能異常であると考えられた。リンパ球の
関与について RAG 欠損マウスと Lnk/Sh2b3 マ
ウスを交配し重複欠損マウスを作成したが、
依然として耐糖能異常は観察されたことか
ら、T 細胞や B 細胞の関与は補助的であると
結論した。Lnk/Sh2b3 欠損により IL-15 への
反応性亢進が生じることから、IL-15 欠損マ
ウス、MyD88 欠損マウスとの交配により、血
糖値上昇の変化について解析を進めている。	
	
	 今後は、作成したマウスをドナーやレシピ
エントとして用いた骨髄移植マウスを作製
し、免疫系細胞が再構成された後にグルコー
ス負荷試験、インスリン負荷試験を行い、耐
糖能及びインスリン抵抗性を評価する。骨髄
球系細胞、NK 及び NKT 細胞の関与について検
討する。これらの解析により血糖値上昇をも
たらす責任細胞を同定する。Lnk-Venus ノッ
クインマウスを用いた解析からはリンパ球
以外にも、NK 細胞、樹状細胞、マクロファー
ジ等の細胞集団にも Lnk 発現が観察されてい
る。それらの細胞集団についてもサイトカイ
ン産生や活性化の変化を解析する。交配に血
糖値改善がみられる群、血糖値上昇がみられ
る群に分類し、腸内細菌叢の変化について検
討する。Lnk 機能変化と腸管感染抵抗性に関
係がみられるか検討することも課題である。	
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