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研究成果の概要（和文）：脂質メディエーター、スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）は、スフィンゴシン・キナー
ゼ(SphK1およびSphK2）により生成し、細胞膜受容体（S1P1～S1P5）を介して多彩な作用を発揮する。本研究
は、マクロファージの機能調節にスフィンゴ脂質シグナル伝達系がどのようにかかわっているのかを検討した。
その結果、抗がん剤ブレオマイシンにより誘発される肺線維症がマクロファージに発現するS1P2の働きにより顕
著に増悪すること、また、高脂肪食による粥状動脈硬化がマクロファージのSphK2の欠如で顕著に増悪すること
を見出した。これらの知見は新な治療戦略の可能性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：The sphingolipid mediator, sphingosine-1-phosphate (S1P), which is generated
 by the action of sphingosine kinases (SphK1/2), acts through cell surface receptors (S1P1-S1P5) to 
exsert diverse biological activities. We have reported that S1P2 receptor expressed in blood vessels
 are required for maintenance of vascular barrier function and inhibition of tumor angiogenesis. In 
this study, we investigated whether and how the sphingolilid signaling system regulates macrophage 
functions, by employing two disease models. First, deletion of S1P2 markedly ameliolated 
bleomycin-induced lung fibrosis. We found that S1P2 expressed in macrophages potentiates expression 
of inflammatory cytokines such as interleukin-13 to aggravate pulmonary inflammation and resustant 
fibrosis. Second, deletion of SphK2, but not SphK1, markedly aggravated high fat diet-induced 
atherosclerosis. We found that SphK2 is required for degradation of phagocytosed lipid droplets 
through autophagy-lysosome system.

研究分野： 細胞分子生理学

キーワード： マクロファージ　脂質メディエーター　遺伝子改変動物

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
S1Pは５つの受容体サブタイプを介して多彩な生物効果を発揮し、様々な病態への関与も明らかにされつつあ
る。本研究は第一に、マクロファージのS1P2受容体が肺線維症の増悪に関与することを明らかにし、S1P2特異的
遮断薬が肺線維症の治療薬の候補となる可能性を提示した。第二に、これまでその機能が十分明らかでなかった
S1P産生酵素の一つSphK2が、S1P産生以外の機序で粥状動脈硬化の進行抑制に働いていること、その分子機構と
して、粥状動脈硬化の主役（泡沫細胞）であるマクロファージにおいて、貪食脂肪滴のオートファジー-リソソ
ーム系による分解・処理機能遂行に、細胞内のSphK2が必要なことを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

スフィンゴ脂質メディエーター、スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）は、S1P 産生酵素（SphK1 および

SphK2）により生成し、G タンパク共役型受容体（GPCR）の複数のサブタイプを介して多彩な作用を発

揮する。我々は当初オーファン受容体としてクローニングした AGR16/Edg5/S1P2 (1)、ならびに当時唯一

相同性を認めた Edg1/S1P1と、これらに遅れて報告された Edg3/S1P3のリガンド S1Pを海外のグループ

とほぼ同時に同定し、S1P1～S1P3 の CHO 細胞強発現系を樹立して共役 G タンパクと細胞内情報伝達系

を解明した(2-4) 。S1P1と S1P3はGi共役‐Rac活性化を介して S1Pに対する化学遊走を惹起する(2-5)。

一方、S1P2 は G12/13‐Rho 活性化‐Rac 抑制を介して細胞遊走を抑制する初めての GPCR である 

(3-9,13,14,16,17)。実際、がん細胞に発現する S1P1 と S1P3は in vitro における細胞遊走・マトリゲル浸

潤の促進と in vivo 尾静脈注入モデルにおける血行性肺転移の促進を媒介したのに対し、S1P2はこれらす

べてを抑制した(10,11)。さらに S1P2 ノックアウト（KO）マウスを作出し、S1P2 が血管壁細胞とマクロ

ファージ（M）に発現し、これらの細胞の S1P2 が協働してがん血管新生と腫瘍増大の抑制を媒介するこ

と(13,19-21,27)、また、血管内皮細胞の S1P2 は血管壁バリア機能維持に必要なこと(26,27)、一方、

SphK1 ・S1P1 を全身に高発現するトランスジェニックマウスは、それぞれ心筋肥大・心筋線維化を発症

すること、それぞれ S1P3‐TGFクロストーク、アンジオテンシン II‐IL-6クロストークとの連関に基づ

くことを明らかにした(18,22-24,28)。 

Mは生体防御において重要な役割を担う（M1 phenotype）一方、様々な疾患への関与（M2 phenotype）

が指摘されている。M1/M2 Mは異なる形質（極性 polarity）を示し、各々の誘導には別個のサイトカイ

ンが関わっている。加えて、様々な因子が M2 Mの極性誘導への関与を通じて病態の増悪に関わっている

と推測され、これらの因子の同定と分子機構の解明が疾患の新規治療戦略に繋がると期待されている。 

 

２． 研究の目的 

スフィンゴ脂質情報伝達系のMにおける病態生理学的意義とその分子機構を 2 つの疾患モデル（肺線維

症、粥状動脈硬化）を用いて明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

S1P2KO マウス, SphK1トランスジェニック（Tg）マウスは当研究室で作出した。SphK1KO, SphK2KO

マウスは共同研究者（R. Proia博士）より提供を受けた。ApoEKO マウスは Jackson Laboratory より購

入した。いずれも C57BL/6J の遺伝的背景にて、同腹野生型マウス（WT）を対照群として比較検討した。

金沢大学動物実験審査委員会の承認のもとに以下の実験を行った。 

（１） 肺線維症モデル 

S1P2KO マウスおよび同腹WT マウスの 2群にブレオマイシン（35mg/kg）あるいは生理食塩水を 3日

おきに腹腔内投与し、33 日後に肺線維化の程度を比較検討した。気管支肺胞洗浄液中に回収される肺胞

Mにおける向炎症性サイトカインの発現・細胞内情報伝達をマイクロアレイ・qPCR解析およびウェスタ

ンブロット法を用いて検討した。また、抗サイトカイン抗体、単球系造血因子 CSF-1受容体阻害薬、S1P2

選択的遮断薬の効果を検討した。 

（２） 粥状動脈硬化モデル 

SphK1KO および SphK2KO マウスをそれぞれ ApoEKO マウスと交配し、ApoE欠損の遺伝的背景とし

た上で高脂肪食を負荷し、粥状動脈硬化の程度・病理組織像、単離Mのスフィンゴ脂質含量、貪食能、酸

化 LDL 取り込み能、コレステロール汲み出し能、サイトカイン産生能、SphK1・SphK2 の細胞内局在と

オートファジー・リソソーム系の形態・機能について検討した。 

 

４．研究成果 

（１） 肺線維症モデル 

S1P2欠損により、ブレオマイシン負荷による肺組織の線維化が約 70％抑制された。。気管支肺胞洗浄液

中に回収される M数、総タンパク、可溶性コラーゲンはいずれも S1P2KO マウスにおいて同腹 WTマウ
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スの約 50%抑制された。S1P2遺伝子座に-ガラクトシダーゼ（LacZ）をノックインした S1P2LacZ/+マウス

を用いた検討により、肺組織および気管支肺胞洗浄液中のMac3陽性肺胞 Mに S1P2 の発現を確認した。 

骨髄移植によりキメラマウスを得て検討した結果、肺線維化の程度は S1P2KO 骨髄の移植により約 50％

軽減され（図１）、骨髄由来Mの関与が大きいと考えられた。さらに、単球系造血因子 CSF-1 の受容体阻害

薬（BLZ945）を全身投与した WT マウスでは、ヴィークルコントロールの投与に比較して、ブレオマイシ

ン負荷による肺線維化が半減し、気管支肺胞洗浄液中の肺胞 M、可溶性コラーゲンも 50%以上減少した。 

以上から、骨髄由来Mに発現する S1P2 受容体がブレオマイシン肺線維症の増悪に関与すると考えられた。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

の活性化の指標となるチロシンリン酸化も S1P2KO マウスで約 70％抑制されていた（図３）。一方、IL-13, 

IL-4 の受容体の mRNA 発現は S1P2KO と WT で差がなかった。気管支肺胞洗浄液中の IL-13 含量は

S1P2KO とWTで差を認めず、M以外の細胞種（Th2、type II ILCs等）が IL-13産生の主役と考えられ

た。以上から、Mの S1P2 受容体活性化は IL-13、-4 の受容体活性化以降のステップで STAT6リン酸化レ

ベルを増強し、FIZZ1発現を亢進させ、ブレオマイシンによる肺線維化を増悪させると考えられる。 

抗 IL-13 抗体を WT マウスに全身投与したのちブレオマイシン負荷を行って IL-13 の線維化への関与の

程度を検証検討したところ、ヴィークルコントロールと比較して、気管支肺胞洗浄液中マクロファージ数・

可溶性コラーゲンはそれぞれ約 50％・40％抑制、肺組織の線維化は約 50％された（図４）。さらに、S1P2

受容体特異的遮断薬（S1P2Ri）の全身投与によりブレオマイシンによる肺線維化が約 50％抑制された。 
 

（２） 粥状動脈硬化モデル 

ApoEKO の遺伝背景において、高脂肪食負荷 12 週間後に解析した大動脈粥状動脈硬化病変の面積は、

SphK2KO マウス（SphK1WT; SphK2KO）において同腹野生型マウス（SphK1WT; SphK2WT）に比較

図 ２．気管支肺胞洗浄液中

細胞に発現する mRNA の

qPCR解析により、WTマウス

で観察される IL-4, IL-13, 

FIZZ1 のブレオマイシン負荷

による発現の亢進が S1P2 欠

損により顕著に抑制されること

が分かった。 

図 ３．肺胞マクロファージのチロシンリン酸化 STAT6（p-STAT6）

レベルはブレオマイシン負荷で増加するが、S1P2KOマウスでは

同腹WTマウスに比較して有意に軽減された。 

図 1．骨髄移植後にブレオ

マイシン(Bleo)負荷により誘

発した肺線維化は、レシピ

エントの遺伝子型に関わら

ず、S1P2KO骨髄を移植し

た場合に有意に軽減され

た。 

 

図 ４．抗 IL-13抗体の投与に

より、ブレオマイシンによる肺

線維化が抑制された。 

気管支肺胞洗浄液中の Mに発現する mRNA

のマイクロアレイ解析および qPCR により、

S1P2WT マウスではブレオマイシン負荷により

向線維化サイトカイン IL-13, IL-4 の発現亢進、

および、これらサイトカインの作用により（細胞

内の転写因子 STAT6 のチロシンリン酸化を介して）発

現が誘導される線維化促進因子 Fizz1の発現亢進

が観察されたが、S1P2KO マウスでは発現の亢進

がほぼ完全に抑制された（図２）。実際、STAT6 
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して約 50％増大していた（図５）。一方、SphK1KO マウス（SphK1KO; SphK2WT）の大動脈粥状動脈

硬化面積は野生型（SphK1WT; SphK2WT）と同程度であった。SphK2KO マウスの血漿コレステロール、

中性脂肪およびリポタンパクプロフィールは野生型マウスと同様であった。骨髄移植したキメラマウスの

解析では、SphK2KO マウス骨髄の移植が粥状動脈硬化を悪化させた。以上から、骨髄由来 Mの SphK2

欠損が粥状動脈硬化を増悪させると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

能・コレステロール汲み出し能は野生型マウスの Mと同等であったが、細胞内のスフィンゴシン、セラミ

ドレベルが増加し、細胞内脂肪蓄積が増加し泡沫化が著しかった。また、SphK2KO マウスでは泡沫化し

た血中単球も増加していた。 

血管内膜下の Mに取り込まれた酸化 LDL はリソソームで分解された後、小胞体でトリグリセリドと会

合して脂肪滴 (lipid droplet, LD) となり、細胞質に放出された LD はオートファジーによって分解され、

遊離したコレステロールは ABCトランスポーターによって細胞外に排出されることが知られている。 

SphK2KO の Mでは、オートファゴソーム～オートリソソームの数とサイズの増大、脂肪蓄積の増加、

リソソーム内酸性化およびタンパク分解活性の低下、さらには血清・アミノ酸飢餓によりオートファジー

を誘発した際の脂肪分解能の低下を認めた。 

また、SphK2KO マウスではリポポリサッカライド投与後の血漿 IL-1増加が亢進していた。 

以上の結果より、SphK2KO のMで観察されるオートファゴソーム～オートリソソームへの脂肪蓄積は、

主としてオートファジーによる脂肪滴分解の障害によると考えられた。SphK2KO Mを S1P で処理しても

過剰な脂肪蓄積は改善しなかったが、SphK1Tg と交配して得た SphK1 過剰発現 SphK2KO マウス

（SphK2KO; SphK1Tg）では粥状動脈硬化が改善し、単離 Mのスフィンゴシン・セラミドの増加、オー

トファゴソーム～オートリソソームの脂肪蓄積、リソソームのタンパク分解活性低下、p62 および LC3-II

の増加についても、いずれも部分的な改善が認められた。 

以上の結果から、SphK2欠損はオートファジーによる LD 分解を障害する結果、Mの泡沫化を促進し動

脈硬化を悪化させることが示唆される。SphK2 の作用は SphK1 の過剰発現によっても完全には代替され

ない SphK2特異的な機能である。また、この SphK2作用は細胞外 S1P を介するのではなく、細胞内スフ

ィンゴシン・セラミドレベルを低下させる作用によることが示唆される。 
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