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研究成果の概要（和文）：樹状細胞(dendritic cell:DC)における細胞質型チロシン脱リン酸化酵素Shp-1の機能解析を
目標にDC特異的にShp-1を欠損するコンディショナルノックアウトマウス(Shp-l cKO)を作製して解析を行った。その結
果Shp-l cKOにおいては、加齢にともない自己免疫性の腎炎が生じ、腎臓内にマクロファージやT細胞が強く浸潤するこ
とが明らかになった。また、腎臓内に浸潤する細胞が炎症性サイトカインを強く産生することも判明した。

研究成果の概要（英文）：We generated a conditional knockout mouse (Shp-1 cKO) in which Shp-1, an 
intracytoplasmic tyrosine phosphatase, is specifically depleted in dendritic cells (DCs). Shp-1 cKO 
developed autoimmune nephritis with aging, which was characterized by massive infiltration of macrophages 
and T cells. The cells prepared from the kidneys of Shp-1 cKO were able to produce large amounts of 
inflammatory cytokines, therefore we conclude Shp-1 in DCs acts as a negative regulator for the 
development of autoimmune nephritis.

研究分野： 膠原病
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１． 研究開始当初の背景 
 
 脱リン酸化酵素である Shp-1、Shp-2 の基質
タンパク質として同定された SIRPαはマク
ロファージと樹状細胞(Dendtiric cell ; DC)に
強く発現する分子である。SIRPαは細胞質内
領域に抑制性のシグナル伝達に重要とされ
る ITIM と呼ばれるアミノ酸配列を有してい
ることから、抑制性のシグナル伝達分子とし
て機能することが考えられてきた。また SIRP
αは細胞接着などの刺激によりチロシンリ
ン酸化が生じ、Shp-1、Shp-2 を介してシグナ
ルが伝達されると考えられている。SIRPαの
リガンドとなる CD47 は T 細胞や B 細胞を含
めた免疫担当細胞に広く発現する分子であ
り、免疫系においては CD47 と SIRPαは T 細
胞が DC により抗原提示を受ける際に補助刺
激分子として機能する事が想定されている。
これまでに研究代表者らのグループでは
SIRPαの ITIM 領域を欠損する遺伝子改変マ
ウスである SIRPαミュータントマウス(SIRP
α MT)を用いて解析を続けてきている。SIRP
α MT は SIRPαの細胞外領域が CD47 との
相互作用を有しながら、Shp-1、Shp-2 のシグ
ナル伝達が障害されるように作製された遺
伝子改変マウスである。そして、SIRPα MT
を用いた解析で、DC から産生される IFNγ
がコントロールマウスに比べて著しく減少
し、T 細胞の Th1 タイプへの分化が減弱する
ことを見いだしている(Tomizawa T., et al., J 
Immunol.2007)。また、抗原特異的自己免疫疾
患のモデルであるコラーゲン誘導関節炎に
対して、SIRPα MT は抵抗性を示す事が判明
し た (Okuzawa, C., Biochem Biophys Res 
Commun., 2008)。このように SIRPαから
Shp-1、Shp-2 へのシグナルが遮断されると、
免疫応答は減弱することが明らかになった。
これらの事実から DC における脱リン酸化酵
素である Shp-1や Shp−2の機能を明らかにす
る必要性が生じ、DC において特異的に Shp-1
を欠損するコンディショナルノックアウト
マウス (Shp-1 cKO)を作製した。そして Shp-1 
cKO の解析で、研究代表者らは Shp-1 cKO で
は DC が脾臓内で増加することや、DC から
の TNFαや IL-6 などの炎症性サイトカイン
の産生が亢進する事を見いだした。また、
Shp-1 cKO は生後 40 週齢の時点で、自己免疫
性の腎炎や肺炎を発症する事も確認してい
る(Kaneko T., et al., J Immunol.2012)。そして、
これらの事実から、研究代表者は Shp-1 cKO
の腎炎を解析することが、ループス腎炎など
の自己免疫性腎炎に対する新規治療法の開
発に有用であると考え解析を行った。 
 
２． 研究の目的 

 
 本研究においては、研究代表者がこれまで
に得ている研究成果を基盤にして、DC に発

現する Shp-1 がコントロールする臓器特異的
自己免疫現象の解析を試みた。具体的には 40
週齢を超える Shp-1 cKO に見られる自己免疫
性の腎炎の解析を目的として、Shp-1 cKO の
腎臓内に分布する炎症細胞を同定し、免疫学
的な機能を解析するとともに、Shp-1 cKO よ
り DC の亜群である形質細胞様樹状細胞
(plasmacytoid dendritic cell; pDC)を単離して、
TLR9 のリガンドで刺激してサイトカイン産
生を確認した。 
 
３． 研究の方法 

  
 本研究では、C57BL/6 の遺伝的背景を有し、
DC 特異的に Shp-1 を欠損する Shp-1 cKO を
用いて解析を行った。DCは細胞表面にCD11c
を特異的に発現する細胞であるので CD11c
のプロモーター活性に依存して Cre を発現す
るトランスジェニックマウスと Shp-1 のエク
ソン特異的に loxPを発現する Shp-1トランス
ジェニックマウスを交配して Shp-1 cKO を産
生し解析に使用した。 
 
(1) Shp-1 cKO にみられる腎炎の組織学

的検討 
 

 本研究では Shp-1 cKO の自己免疫性腎炎の
分子機構を詳細に検討する目的で、40 週齢の
Shp-1 cKO を用いて病理組織学的な検討を行
った。腎臓は固定法により、酵素抗体の発色
が安定しないため本研究においては良好な
染色性を得るためアルコールやアセトン、ま
た亜鉛を用いた各種の固定法を試み、安定し
た免疫組織染色法を確立した。さらに、腎組
織の凍結切片を用いて蛍光染色を行うこと
で、糸球体に沈着する免疫グロブリンを同定
した。また、腎臓をコラゲナーゼで処理する
事で腎臓内に浸潤する単核球を単離するこ
とが可能であるが、Shp-1 cKO の腎臓から単
離された単核球を用いて、多重染色法による
フローサイトメトリー解析を行った。この時
抗 F4/80抗体や抗CD4抗体などのマクロファ
ージやT細胞などを特異的に検出する抗体を
用いて腎臓内に浸潤する細胞の変化を量的
にも評価した。さらに磁気ビーズによる細胞
分離装置を用いて腎臓内のマクロファージ
や T 細胞を単離し、サイトカイン産生に関し
て検討を行った。 
 
(2) pDC からのサイトカイン産生の検討 

 
 pDC から産生される I 型 IFN である IFNα
は DC の活性化や、免疫グロブリン産生の増
強等の多彩な作用を有している。さらに、最
近では IFNαによる免疫細胞の過剰な活性化
が全身性エリテマトーデスの原因になるこ
とも想定されており、pDC の機能異常がもた
らす IFNαの産生障害に注目が集まっている。



そこで本研究ではpDCにSiglec H抗原が特異
的に発現することを利用し、Shp-1 cKO の脾
臓から pDC を磁気分離装置で単離し、in vitro
において TLR9 のリガンドである合成オリゴ
デオキシヌクレオチド(CpG)で刺激し、IFNα
の産生に関しても検討を行った。 
 
４． 研究成果 

 
(1) Shp-1 cKO にみられる腎炎の組織学

的検討 
 

 40週齢のShp-1 cKOの腎臓を病理組織学的
に検討したところ、Shp-1 cKO では、糸球体
のメサンギウム領域が拡大することが明ら
かになった。そして、蛍光染色を行ったとこ
ろ、糸球体内の拡大したメサンギウム領域に
IgG を中心とした免疫グロブリンの沈着が確
認できた。 
 さらに Shp-1 cKO の腎間質には単核球の浸
潤が強く認められ、特にボーマン嚢の周囲に
血球系のマーカーである CD45 陽性細胞の強
い浸潤が確認された(図 1)。そして、これら
の CD45 陽性細胞の多くは抗 F4/80 抗体や抗
CD4 抗体などを用いた染色から、主にマクロ
ファージにより形成されていることが明ら
かになった。さらに、腎臓をコラゲナーゼ処
理すること
により得ら
れる単核球
を用いたフ
ローサイト
メーターに
よる解析で
も、40 週齢
のマウスで
は F4/80 陽
性のマクロ
ファージの
増加が確認
され、その
他、CD4 陽
性の T 細胞
の増加も確
認できた。
これらの結
果は腎の免
疫組織染色
の結果を支
持するもの
であった。
そ し て 、
Shp-1 cKO の腎臓から得られた単核球から磁
気ビーズによりマクロファージと Th 細胞を
分取したところ、マクロファージは TNFαを
強く産生し Th 細胞は IFNγを産生すること
が確認できた。 
 

(2) pDC からのサイトカイン産生の検討 
 

 Shp-1 cKO に DC の増殖因子である Flt3 リ
ガンドを投与し、骨髄中に増生した pDC を抗
Siglec H 抗体を用いた磁気ビーズで単離した。
得られた pDC を CpG の存在下で培養し IFN
αの産生量を測定した。その結果、Shp-1 を
欠損する Shp-1 cKOの pDCにおいても IFNα
の産生は確認することができたが、コントロ
ールマウスに比べて有意差をもった IFNα産
生の相違は確認できなかった。 
 
 以上の研究結果から、Shp-1 を欠損する DC
がマクロファージやT細胞を活性化すること
で、腎炎が形成されることが判明した。また
DC の機能異常は B 細胞の活性化を通じて自
己反応性の液性免疫応答を惹起し、その結果
腎臓に免疫グロブリンが沈着する事も明ら
かになった。しかし、その一方で Shp-1 cKO
のpDCから産生される IFNαの産生に著変が
なく、pDC の機能異常が自己免疫性腎炎の原
因となる可能性は示唆されなかった。 
 そして、上記の研究結果は臓器特異的な自
己免疫性腎炎の病態を考える上で DC が果た
す重要性を示すものとなった。 
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