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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン-1-リン酸（S1P）は、癌の進行に重要な機能を制御する脂質メディエ
ーターである。膵癌微小環境形成におけるS1Pシグナルの役割を解明することを目的として研究を行った。本研
究では、膵癌手術検体のS1P濃度が、非癌の膵組織より有意に高いことを明らかにした。また、S1P産生酵素
（SphK1とSphK2）をCRISPR/Cas9でノックアウトしたマウス膵癌細胞株を作成し、野生型細胞との比較を行い、
膵癌細胞においてSphK1は抗癌剤耐性に、SphK2は発育進展に関与する結果を得た。本研究は膵癌微小環境形成に
関わるシグナル伝達経路を検討する上で新たな視点をもたらすだろうと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a lipid mediator that regulates important 
functions in cancer progression. The aim of this study was to elucidate roles of S1P signaling in 
the formation of pancreatic cancer microenvironment. We revealed that the S1P level in surgical 
specimens of pancreatic cancer tissue was significantly higher than that in noncancerous pancreatic 
tissue. Furthermore, we produced murine pancreatic cancer cell lines in which gene of S1P producing 
enzyme (SphK1 or SphK2) was knocked out, and compared them with wild type cells. Our study indicated
 that SphK1 promotes anticancer drug resistance, and that SphK2 is involved in proliferation and 
progression of pancreatic cancer cells. This study will bring a new perspective in signal 
transduction pathways involved in the formation of pancreatic cancer microenvironment.

研究分野：外科学一般
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで癌組織中のS1P濃度を測定する方法がなく、癌の発育進展における脂質メディエーターの役割が注目を
集める中、手術検体を用いた研究はなされてこなかった。我々は、膵癌手術検体から組織間液を抽出し、質量分
析装置を用いて間質液中のS1P濃度を測定することに成功した。さらに培養細胞におけるS1P産生酵素をノックア
ウトし、野生型細胞との比較を行うことで、S1Pシグナルが癌の微小環境形成ならびに発育進展に関わる可能性
を示唆する結果を得た。本研究はS1Pシグナルの膵癌微小環境における役割を検討する上で新たな視点をもたら
したと言える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
膵癌は極めて予後不良な悪性腫瘍の一つであり、手術により治癒できる症例はごく一部に限

られる。また化学療法や放射線療法にも高い抵抗性を示すことから、新たな治療法の開発が望ま

れている。膵癌が治療困難な原因の一つとして、腫瘍微小環境（tumor microenvironment、 以

下 TME）の関与が考えられる。一般に、低酸素環境は癌細胞の化学療法や放射線療法に対する

抵抗性を高めるが、膵癌の TMEは腫瘍血管が少なく、厳しい低酸素状態である。さらに、腫瘍

内の間質が密で治療薬が有効に到達しづらいことも、癌の発育進展や治療抵抗性に関与するこ

とが明らかになりつつある（Oncotarget 2016）。そのため膵癌 TMEは、新たな治療標的として

注目を集めている。 

スフィンゴリン脂質であるスフィンゴシン-1-リン酸（Sphingosine-1-phosphate、以下 S1P）

は、癌細胞の増殖や生存、血管・リンパ管新生など、癌の進行に重要な機能を制御する脂質メデ

ィエーターである。S1P は、癌細胞や周囲の間質細胞内にある 2 種類のスフィンゴシンキナー

ゼ（SphK1、SphK2）によって産生され、細胞外に分泌されて機能を発揮する。私達の研究グル

ープはこれまでに、S1Pが「リンパ管新生およびリンパ節転移に重要な役割を果たしている」こ

とや「SphK1が乳癌の発育進展に重要な機能を有する」こと、「慢性炎症を伴う発癌に関与する」

ことなどを発見した（Cancer Res 2012、FASEB J 2013、Cancer Cell 2013）。 

S1Pは脂質であるため直接測定することが難しく、タンパク質よりも研究が遅れている。私

達の研究グループは、質量分析器による S1P濃度測定を用いて、実験モデルのみならず、癌患

者においても S1Pが重要な役割を果たしていることを世界に先駆けて明らかにした（J Surg 

Res 2016）。S1Pは、悪性腫瘍のみならず様々な疾患に関与していることが明らかになり

（Adv biol reg 2014）、S1P受容体の機能的阻害薬 FTY720は、多発性硬化症に対する治療薬

として FDAおよび厚生労働省で既に認可されている。S1Pは、悪性腫瘍に対する新規治療の

標的としても、注目を集めている。一方、膵癌の TME形成における S1Pの役割は未だに明ら

かでない。 

申請者らは、S1Pの多彩な作用は、癌の TME形成において重要な役割を果たしていると推察

し、「膵癌 TME 形成における S1P シグナルの役割を解明することは、膵癌の治療成績向上に

重要な課題である」という着想に至った。以上を踏まえ、「膵癌 TME内で活性化された S1P産

生酵素が、脂質メディエーターである S1Pの産生を亢進し、膵癌 TME形成を促進すると共に、

癌細胞の浸潤能、生存能を高めることで癌の発育進展に関与している」という仮説を立て、本研

究を企画した。 

 
２．研究の目的 

 

本研究の目的は、「膵癌の TME形成における S1P産生酵素と S1Pの分子制御機構を解明し、

その臨床的意義を明らかにして、新たな治療法開発へ向けた科学的基盤を確立すること」である。 

 
３．研究の方法 

 

膵癌患者における癌間質液中 S1P測定と臨床的意義の解明 

 膵癌患者手術症例において、膵癌組織と非癌部の膵組織から間質液を低速遠心分離による組

織間質液抽出法を用いて抽出し、質量分析により S1P を含めたスフィンゴリン脂質の濃度を測

定した。 



 

マウス膵癌細胞におけるスフィンゴシンキナーゼ 1型および 2型の機能解析 

S1P 産生酵素である SphK1 遺伝子または SphK2 遺伝子を、CRISPR/Cas9 を用いてノック

アウト（KO）したマウス膵癌細胞株（PAN02）を作成した。KO細胞と野生型（WT）細胞を用

いて WST-8 を用いた増殖アッセイとスクラッチアッセイを行い、増殖能や遊走能を検討した。

また膵癌微小環境に近い状況を想定し、低酸素培養下でも増殖能や遊走能を検討した。さらに抗

癌剤であるジェムシタビンを添加した培地で増殖能を比較した。 

動物実験では、これらの細胞をマウスに腹注して腹膜播種モデルを作成し、生存期間を比較し

た。 

 
４．研究成果 

 

膵癌手術検体における癌間質液中のS1Pの測定 

 膵癌組織におけるS1Pを含むスフィンゴリン脂質の発現を検討するため、膵癌手術検体中の

膵癌組織と非癌部膵組織から間質液を抽出し、質量分析を用いてスフィンゴリン脂質の濃度を

測定した。膵癌組織中のS1P、DHS1P、Sph、DHSph濃度は、非癌部膵組織に比べ有意に上

昇していた。S1Pは、膵癌組織内で非癌膵組織より多く産生されていることが示唆された。 

 今後は、膵癌組織中のS1P発現と臨床病理学的因子および長期成績との比較を行い、膵癌間

質液中のS1P濃度と転移・浸潤に関わる病理学的因子や、化学療法感受性、再発や予後などに

ついて検証していく予定である。 

 

マウス膵癌細胞におけるSphK1およびSphK2の機能解析 

最初に膵癌細胞におけるSphK1とSphK2の役割を解析するため、通常の培養条件でSphK1 

KO細胞・SphK2 KO細胞とWT細胞の増殖能を検討したところ、SphK1 KO細胞は，WT細胞

と比較して細胞の増殖能が有意に上昇し、SphK2 KO細胞の増殖能はWT細胞と比して有意に

低下していた。また、膵癌微小環境に近い状況を想定し、酸素濃度1％未満の低酸素培養下で

同様に増殖能を検討したところ、通常の培養条件での実験同様に、SphK1 KO細胞は，WT細

胞と比較して細胞の増殖能が有意に上昇し、SphK2 KO細胞の増殖能はWT細胞と比して有意

に低下していた。スクラッチアッセイを用いた遊走能の検討では、SphK1 KO細胞の有意な遊

走能の上昇とSphK2 KO細胞の有意な遊走能の低下を認め、増殖アッセイと同様の傾向が確認

された。さらに低酸素培養下での遊走能を検討したところ、通常の培養条件での実験と同様

に、SphK1 KO細胞ではWT細胞と比較して遊走能の有意な上昇が認められ、SphK2 KO細胞

ではWT細胞と比較して有意な遊走能の低下が認められた。SphK2が膵癌細胞において増殖や

遊走を促進することを示唆する所見と考えられた。 

 続いて、膵癌細胞におけるS1P産生酵素の役割をin vivoで検討するため、マウスの腹腔内に

膵癌細胞を注入することで腹膜播種モデルを作成し、その生存期間を比較した。SphK1 KO細

胞移植マウスは，WT細胞移植マウスよりも生存期間が短く、SphK2 KO細胞移植マウスは、

WT細胞移植マウスより生存期間が長かった。in vitroの実験と同様に膵癌の発育進展には、

SphK2が重要な役割を有する可能性が考えられた。 

S1Pは、癌細胞の増殖や遊走だけでなく、抗癌剤耐性に関与することも知られているため、

抗癌剤（ジェムシタビン）存在下での膵癌細胞の生存能について検討を行ったところ、意外な

ことにSphK1 KO細胞はWT細胞と比較して生存能が有意に低下した。SphK2 KO細胞につい



てもこれまでの増殖能や遊走能の実験結果と異なり、生存能の有意な上昇が認められた。

SphK1は、抗癌剤耐性に関与している可能性が考えられた。 

膵癌細胞におけるS1P産生酵素の様々な機能発現のメカニズムをさらに検討するため、S1P

産生酵素が膵癌細胞の代謝動態の制御に関与し、その多彩な機能を発現するという仮説を立

て、メタボローム解析を実施した。SphK1 KO細胞では、WT細胞と比較してアミノ酸合成や

TCA回路の代謝産物の低下、ATP産生の低下が認められた。また抗酸化物質であるグルタチオ

ンについては明らかな変化を認めないものの、酸化ストレスに対するGSHの代謝産物である

GSSGの低下が認められ、SphK1の膵癌細胞における代謝動態への影響や特殊な微小環境中で

の細胞生存や抗酸化能に対する関与が示唆された。 

本研究によって、膵癌組織中にS1Pが高濃度で存在すること、SphK1とSphK2によって産生

されるS1Pが膵癌細胞において異なる機能を有し、膵癌細胞の代謝動態に影響を及ぼしなが

ら、増殖や遊走、薬剤耐性に関与する可能性が示唆された。今後はS1P産生酵素KOマウスと本

研究で使用したS1P産生酵素KO膵癌細胞を用いて、宿主と癌細胞が産生するS1P産生酵素の相

互作用と膵癌微小環境形成における意義について検証し、S1Pシグナルを標的とした膵癌治療

の可能性を探る。 
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