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研究成果の概要（和文）：本研究では、消化管粘膜上皮細胞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
とその基質候補分子p100による腸管免疫制御機構とその病態的意義について解析を進めた。その結果、SAP-1と同様に
炎症性腸疾患のモデルマウスであるIL-10ノックアウトマウスでのp100の欠損が大腸炎の増悪化をもたらすことを確認
した。さらに、SAP-1の新たな基質候補分子としてp90を同定した。これらのことから、SAP-1はp100やp90のチロシンリ
ン酸化を制御することで、腸上皮細胞による腸管免疫制御に関与する可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I investigated molecular mechanisms, by which SAP-1, a 
gastrointestinal epithelial-specific protein tyrosine phosphatase, and its putative substrate p100 in 
intestinal epithelial cells modulate intestinal immunity. The pathological roles of these molecules were 
also examined. I found that ablation of p100 as well as that of SAP-1 markedly increased the severity of 
colitis in IL-10-deficeint mice. I also found that p90 was another putative substrate for SAP-1 at the 
microvilli of intestinal epithelial cells. Therefore, SAP-1, through de-phopshorylation of p100 and p90, 
is likely to contribute to the modulation of intestinal immunity by intestinal epithelial cells.

研究分野： 生化学･分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 腸炎の病態形成やその維持には、腸管にお
ける免疫応答の乱れが寄与するとされている
が、これまで腸管免疫制御や腸炎発症の分子
メカニズムの解析は、免疫担当細胞の機能や
その異常を中心とした研究がなされてきた。
一方、最近では外界との物理的なバリアを果
たす腸上皮細胞が TGF-β、TSLP、MIP-2、KC
などのサイトカインやケモカイン、あるいは
Defensin などの抗菌ペプチドを産生し、免疫
担当細胞や腸内細菌叢に直接作用して腸管免
疫を制御することが示唆されているが、腸上
皮細胞による詳細な腸管免疫制御機構につい
ては、十分に明らかではない。 
 SAP-1 は研究代表者が所属する研究グルー
プにおいて単離同定された受容体型のチロシ
ンホスファターゼ（PTP）であり、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、細胞内領域に１つの PTP ドメイ
ンをもつ。これまでに研究代表者は、SAP-1
が大腸や小腸の上皮細胞に特異的に発現し、
その微絨毛に局在すること。また、炎症性腸
炎モデルマウスとして知られているIL-10 遺
伝子破壊（KO）マウスと SAP-1 KO マウスの二
重遺伝子欠損（DKO）マウスを作製したところ、
SAP-1/IL-10 DKO マウスはIL-10 単独の KOマ
ウスに比べ高い大腸炎の発症率と重症度を示
すことを見出していた。さらに、SAP-1 KO マ
ウス由来大腸および小腸では野生型マウスに
比べチロシンリン酸化が亢進する約 100 kDa
の膜蛋白質（p100）が腸粘膜の上皮細胞の微
絨毛に存在することを突き止めていた。また、
培養細胞などを用いた解析から、この p100 は
SAP-1 によりチロシン脱リン酸化を受ける一
方で、Src ファミリーチロシンキナーゼによ
りチロシンリン酸化を受け、大腸炎の重篤化
に寄与すると示唆されているケモカインIL-8
（マウスでは KC、MIP-2 に相当する）の産生
を正に制御する可能性を示す実験結果を得て
いた。これらのことから、腸上皮細胞による
腸管免疫制御の新たな制御機構として
SAP-1/p100シグナルが機能する可能性が高い
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SAP-1/p100 シグナルを中心に
SAP-1 シグナル系の腸管免疫制御における役
割とその病態的意義について解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）p100 KO マウスの作製 
 p100 遺伝子のエクソン 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。さらに、得られた ES 細胞を胚盤胞
の受精卵に移植し、最終的に、p100 遺伝子欠
損キメラマウスを得た。その後、野生型

C57BL/6Jマウスとのバッククロスを4世代行
い、得られた p100 KO マウスを実験に使用し
た。また、p100 KO マウスが作製出来たこと
は、サザンブロット法および PCR 法によるゲ
ノム DNA における p100 遺伝子の部分的欠損
の有無の解析と単離した腸上皮細胞におけ
る p100 蛋白質の発現の有無の解析により確
認した。 
 
（２）腸炎モデルマウスの作製と評価 
 腸管における免疫応答制御の異常は、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。また、IL-10
遺伝子欠損とは異なり、デキストラン硫酸の
摂取による化学物質誘導性の大腸炎モデル
マウスが知られている。そこで、p100 および
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 p100 KO マウスとの
交配を行い、野生型マウス、p100 KO マウス、
IL-10 KO マウス、p100/IL-10 二重遺伝子欠
損（DKO）マウス、SAP-1 KO マウスとの交配
も行い、p100/SAP-1/IL-10 の三重遺伝子欠損
マウスの作製を進め、それぞれのマウスの腸
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・ケモカインの mRNA の発現
量について検討した。なお、腸炎の発症度お
よび重症度は、Disease Activity Index (DAI、 
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。また、p100 KO マウスと野生
型マウスに対して、1.5%デキストラン硫酸を
飲料水中に加え 7日間摂取させることで、化
学物質誘導性の腸炎モデルを作製し、それぞ
れの腸炎の程度について、主に、体重の減少
率、便潜血の有無、便の堅さで評価した。 
 
（３）サイトカイン産生制御の解析 
 p100、SAP-1 シグナル系がサイトカイン産
生の制御に関与するかについて、培養細胞に
p100およびSAP-1とc-Srcとの過剰発現を行
い、培養中の炎症性サイトカイン IL-6 の産
生量を ELISA にて定量することで評価した。
また、野生型マウス、p100 KO マウス、SAP-1 
KO マウスの小腸よりクリプト細胞を単離し、
腸オルガノイド培養を行い、腸オルガノイド
での IL-6（および MIP-2）の mRNA の発現量
について、Q-PCR にて評価した。 
 
（４） SAP-1、p100 の発現制御の解析 
 SAP-1およびp100が腸内細菌によりその発
現制御を受けるかについて評価する目的で、
通常の飼育条件下（SPF）での野生型マウス、
抗生剤により腸内細菌を除去した野生型マ
ウスおよび野生型の無菌マウスから腸上皮
細胞を単離し、トータル RNA の抽出を行い、
得られたトータル RNA を用い、Q-PCR を行う
ことで SAP-1 および p100 の mRNA の発現量に



ついて検討した。さらに、通常の飼育条件下
（SPF）での野生型マウス、抗生剤により腸
内細菌を除去した野生型マウスの腸管にお
ける IFN-γを含む炎症性サイトカインの
mRNA の発現量の検討も同様に行った。また、
野生型マウスの小腸よりクリプト細胞を単
離し、腸オルガノイド培養を行い、IFN-γお
よび TNF-α刺激により腸オルガノイドでの
p100 の発現量が変化するかについて、ウエス
タンブロット法、および Q-PCR 法により検討
した。 
 
（５）p100 および SAP-1 リガンド分子の検索 
 p100とSAP-1が互いにリガンド分子である
かについて評価するため、p100 および SAP-1
の野生型および細胞内領域欠失した変異体
を発現する発現ベクターを構築し、培養細胞
に導入した後、p100 または SAP-1 の特異抗体
を用い両者の免疫沈降を行い、p100 および
SAP-1 が共沈するか否かを検討した。 
 
（６）SAP-1 基質候補分子の単離･同定 
 SAP-1 KOマウス由来腸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、約 90 
KDa のチロシンリン酸化蛋白質の単離と同定
を試みた。さらに、p90 の特異抗体を用い、
野生型および SAP-1 KO マウスの微絨毛膜分
画から p90 の免疫沈降を行い、免疫沈降され
たp90のチロシンリン酸化の程度について抗
チロシンリン酸化抗体を用い評価した。 
 
４．研究成果 
（１）動物個体における腸管免疫制御および
病態への SAP-1/p100 シグナルの関与 
 IL-10 KO マウスと p100 KO マウスとの交配
を行い、p100/IL-10 DKO マウスを作製し、腸
炎の発症度および重症度について検討した。
その結果、p100/IL-10 DKO では、IL-10 KO
マウスおよび p100 KO マウスに比べ、生後 15
週以降での DAI が有意に高く、高い腸炎の発
症率と重症度を示すと考えられた。また、大
腸におけるサイトカイン IL-6 およびケモカ
イン KC、MIP-2 の発現量について、IL-10 KO
マウスに比べ p100/IL-10 DKO において高い
傾向を認めるに留まった。一方、p100 KO マ
ウスと野生型マウスに対して、5 日間、1.5%
デキストラン硫酸（DSS）を含む飲料水を摂
取させたところ、p100 KO マウスと野生型マ
ウスではDSS摂取による体重減少については、
大きな差が認められなかった。これらのこと
から、p100 は腸管免疫の制御に関与すると考
えられるが、腸炎の発症機構により、p100 の
作用が異なる可能性が高いと考えられた。 
 また、p100/SAP-1/IL-10 の三重遺伝子欠損
マウスについては、解析を行う段階へと至っ
た。 
 
（２）SAP-1、p100 シグナルによる腸管免疫

制御機構の解析 
 腸上皮細胞はサイトカイン、ケモカインを
分泌することで腸管免疫を制御することが
知られている。これまでの解析から、SAP-1
および p100 シグナルがケモカイン産生の制
御に関与することを見出していた。そこで、
SAP-1およびp100がサイトカイン産生の制御
に関与するかについて、培養細胞に p100 お
よび p100 変異体（チロシンリン酸化部位を
フェニルアラニンに置換した変異体）また
p100のチロシンリン酸化を担うc-Srcとの過
剰発現を行い、腸炎と密接に関連する炎症性
サイトカインIL-6の産生について評価した。
その結果、野生型 p100 と c-Src を同時に過
剰発現させた場合には、野生型 p100、変異型
p100、c-Src 単独、および変異型 p100 と c-Src
との共発現に比べ、IL-6 産生の有意な増加が
認められ、p100 および SAP-1 シグナル系が炎
症性サイトカイン産生制御にも関与するこ
とが強く示唆された。一方、SAP-1 KO、p100 
KO、野生型マウス由来腸オルガノイドにおけ
るサイトカイン IL-6（またはケモカイン
MIP-2）の mRNA の発現量については、有意な
差は認められなかった。 
 腸管内腔に存在する腸内細菌による腸上
皮細胞の遺伝子発現制御が、腸上皮細胞を介
した腸管免疫制御に関与することが知られ
ている。そこで、腸内細菌により p100 およ
び SAP-1の遺伝子発現が制御されるかについ
て検討した。その結果、抗生剤投与マウスお
よび無菌マウスを用いた解析から、小腸上皮
細胞において p100 は、グラム陽性菌により
その発現が促進され、一方、SAP-1 について
は腸内細菌によりその発現制御を受けない
可能性が示唆された。さらに、腸オルガノイ
ドを用いた解析から、p100 は炎症性サイトカ
インである IFN-γによりその発現が正に制
御されることを見出した。興味深いことに、
抗生剤投与マウスにおいて、腸管における
IFN-γの mRNA 量の減少が認められたことか
ら、腸内細菌叢おそらくはグラム陽性菌によ
りその発現が誘導される IFN-γにより、p100
の小腸上皮細胞での発現が促進的に制御さ
れている可能性も考えられた。 
 
（３）p100 および SAP-1 リガンド分子の検索 
 p100 が SAP-1 の基質分子であることから、
p100およびSAP-1が互いの細胞外領域を介し
て結合し、リガンド分子としても機能する可
能性が考えられた。そこで、培養細胞に SAP-1
または p100 の野生型および細胞内領域欠変
異体を過剰発現させ、SAP-1 と p100 の複合体
形成について検討した。その結果、細胞内領
域を欠失させた p100 および SAP-1 同士の複
合体形成が認められたことから、両者が細胞
外領域を介して互いのリガンド分子として
機能する可能性が示唆された。 
 
（４）SAP-1 の新たな基質候補分子の単離･
同定 



 SAP-1 KO マウス由来微絨毛分画において、
p100 以外にチロシンリン酸化の亢進を認め
られる約 90 kDa の蛋白質を見出していた。
そこで、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、90  
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、細胞質型の蛋白質で
あり、腸上皮細胞の微絨毛に存在する約 90 
KDa のチロシンリン酸化を受ける p90 を単離
同定することができた。さらに、p90 はその
アミノ酸一次構造から複数のリン酸化を受
ける可能性の高いチロシン残基を持つと考
えられた。実際、SAP-1 KO マウス微絨毛膜由
来分画から抗p90抗体を用い免疫沈降を行っ
た p90 については、野生型マウスから免疫沈
降を行ったものに比べ、チロシンリン酸化の
亢進を認めた。以上のことから、p90 が SAP-1
の新たな基質分子である可能性が強く示唆
された。 
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