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研究成果の概要（和文）：我々は乳癌患者の腫瘍免疫微小環境において脂質メディエーター・スフィンゴシン
-1-リン酸（S1P）が重要な役割を担っていると仮説を立て、本研究を企画した。本研究の目的は、腫瘍免疫微小
環境におけるS1Pの役割を解明し、その臨床的意義を明らかにして治療応用のための研究基盤を築くことであ
る。動物実験ではS1Pが供給されない腫瘍微小環境では癌の発育が困難であることが示され、腫瘍微小環境にお
けるS1Pの重要性が示唆された。手術検体の免疫組織化学やトランスクリプトームデータのバイオインフォマテ
ィクス解析の結果、腫瘍微小環境においてS1Pは抗腫瘍免疫及び免疫逃避機構と関連していることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that a lipid mediator, sphingosine-1-phosphate (S1P), plays 
an important role in the tumor immune microenvironment of breast cancer patients, and planned this 
study. The aim of this study is to elucidate the role of S1P in the tumor immune microenvironment, 
clarify its clinical significance, and establish a research base for its therapeutic application. 
Animal studies showed that cancer development is difficult in tumor microenvironments to which S1P 
is not supplied, suggesting that the importance of S1P in tumor microenvironments. 
Immunohistochemistry of surgical specimens and bioinformatics analysis of transcriptome data 
revealed that S1P is associated with antitumor immunity and escape mechanisms of the immune system 
in the tumor microenvironment.

研究分野：腫瘍外科学

キーワード： 脂質メディエーター　スフィンゴシン－1－リン酸　乳癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、蛋白ではなく脂質分子であるS1Pの腫瘍免疫微小環境における働きを解析し、癌と宿主
とが産生するS1Pが腫瘍形成において必須の役割を担っていることと、腫瘍免疫微小環境において、抗腫瘍免疫
と免疫逃避機構とに関連していることを明らかにしたことである。社会的意義として、本研究の成果を基盤とし
て、今後、免疫療法をはじめとした乳癌の新しい治療法開発につながり、ひいては乳癌治療成績の向上につなが
っていくことが期待されることである。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
日本では乳癌治療の進歩にもかかわらず乳癌死亡数は年々増加し続けており、日本人の乳癌
に特異的な治療開発が必須である。乳癌は比較的早期からミクロ病変を伴う全身病を来してい
ると考えられており、このような乳癌の根治には主病巣の外科治療に加え、切除範囲外や遠隔臓
器に存在するミクロ病変を根絶することが必要である。癌の転移は、癌細胞自体の能力と、癌を
取り巻く微小環境との相互作用によって成立する。近年、腫瘍免疫の重要性が大きく注目されて
いるが、癌の転移・再発抑制には「微小環境において如何に腫瘍免疫を制御し、ミクロ病変を根
絶できるか」が 1つの鍵と考えられる。腫瘍免疫微小環境の調節因子としてサイトカインやケモ
カインが知られるが、新たな調節因子として脂質メディエーター分子が注目されている。 
脂質メディエーター・スフィンゴシン-1-リン酸（sphingosine-1-phosphate; S1P）は、脂質であ
りながらタンパク質と同じように情報伝達物質として働く脂質メディエーターであり、細胞の
増殖、遊走等の細胞機能を調節する。S1Pは細胞内で 2つの異なる S1P産生酵素（SphK1と SphK2）
によって産生される。SphK1と SphK2とでは細胞内での局在が異なり、産生される S1Pも各々
局在の違いから異なる作用を示す。SphK1 は細胞質内に存在し、産生された S1P は Spns2 等の
輸送体によって細胞外に放出され、細胞表面の S1P 受容体を活性化し、細胞の増殖や生存に寄
与する。SphK2 は核に存在し、産生された S1P は遺伝子の転写調節等に関わる。我々はこれま
でに、癌では SphK1 が高発現し、S1P が癌のリンパ行性転移を促進すること、炎症性腸疾患に
伴う大腸癌において、SphK1 と S1P が炎症を増幅し炎症性発癌を促進すること、肥満状態では
SphK1 によって産生された S1P が炎症細胞の動員と炎症性サイトカインの産生を促進し乳癌を
悪化させることを発見した。これらの知見から、癌が産生した S1P が腫瘍微小環境中の免疫細
胞に作用し癌の発育や転移を促進している可能性があるという発想に至った。 
 腫瘍免疫微小環境においては、癌を抑制する免疫細胞と、癌に対する免疫を抑制し癌の進展を
促進する免疫細胞とが存在する。S1Pは腫瘍免疫微小環境において、癌細胞を制御するこれらの
免疫細胞に影響を及ぼしている可能性が示唆された。申請者は「乳癌において S1P が免疫細胞
に作用することで腫瘍免疫微小環境の形成に寄与し、癌の発育、転移や薬物治療効果に影響を及
ぼす」と仮説を立て、本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、腫瘍免疫微小環境における S1P の役割を解明し、その臨床的意義を明らか
にして治療応用のための研究基盤を築くことである。 
 
３．研究の方法 
（１）S1Pによる腫瘍免疫微小環境制御機構の解明と S1P標的治療の可能性の検討 

S1P 産生酵素ノックアウト（KO）マウスを用いた癌移植モデルによる腫瘍免疫微小環境の解
析として、CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術を用いて作製した SphK1KO 乳癌細胞株及び SphK1KO
マウスを用いて癌移植実験を行い、癌の発育進展と微小環境を解析した。 
乳癌細胞株 E0771、MDA-MB-231 に対して S1P 情報伝達経路に対する特異的阻害薬である

FTY720を用いて、S1P標的治療の可能性を検討した。WST-8アッセイにより細胞増殖能を評価
し、IC50を算出した。 
 
（２）乳癌患者における S1Pと腫瘍免疫微小環境との関連性とその臨床的意義 
乳癌患者における S1Pと腫瘍免疫微小環境との関連性を検討するため、外科手術検体を用い、
質量分析装置によりスフィンゴリン脂質の網羅的リピドミクス解析とゲノム解析、トランスク
リプトーム解析を行った。免疫組織化学を用いてリン酸化 SphK1の発現を評価し、TIL、TAM、
Treg等の腫瘍関連免疫細胞について評価した。得られたデータを比較解析し、S1Pを含めた脂質
メディエーターと腫瘍微小環境との関連性と、その臨床的意義について検討した。 
 
（３）バイオインフォマティクスによる S1Pと腫瘍免疫微小環境との関連性の検証 
公的データベースを用いたバイオインフォマティクス解析として、The Cancer Genome Atlas
（TCGA）を基盤とした公的データベースを用いてバイオインフォマティクス解析を行い、乳癌
における S1P情報伝達系と腫瘍免疫微小環境との関連性を検証した。 
 
４．研究成果 
 
（１）S1Pによる腫瘍免疫微小環境制御機構の解明と S1P標的治療の可能性の検討 

S1Pによる腫瘍免疫微小環境制御機構と S1P標的治療の可能性を検討するため、S1P産生酵素
ノックアウト（KO）マウスを用いた癌移植モデルを作製した。CRISPR/Cas9 遺伝子編集技術を



用いて作製した SphK1KO E0771乳癌細胞株及び SphK1KOマウスを用いて癌移植実験を行った。
E0771細胞株は C57BL/6系統マウスから作成された乳癌細胞株であり、これを C57BL/6マウス
に移植することで拒絶反応を回避でき、免疫微小環境の解析が可能となった。SphK1KO 細胞を
WTマウスに移植すると、WT細胞をWTマウスに移植した場合と比較して腫瘍体積が有意に低
下した。さらに SphK1KO細胞を SphK1KOマウスに移植すると腫瘍が形成されず、腫瘍微小環
境において、腫瘍からも宿主からも S1P が供給されない場合に腫瘍形成が著しく阻害されるこ
とが示唆された。さらに癌細胞と宿主の産生する S1P が、①TIL、②腫瘍関連マクロファージ
（TAM）、③Tregに与える影響について解析を行っている。 
細胞外へ放出される S1P は主として SphK1 によって産生されることから、癌微小環境では

SphK1が産生する S1Pが重要であると考え、上記実験では SphK1KOマウスを用いたが、宿主の
SphK2によって産生された S1Pの影響は不明である。SphK1と SphK2のダブル KOは胎生致死
となるため、本研究課題では標的臓器においてのみ SphK1及び SphK2を KOする条件的ダブル
KOの作製に着手し、SphK1及び SphK2の Creマウスを樹立した。現在、Cre-loxPシステムを用
いて乳房における条件的ダブル KOマウスを作製中である。 
乳癌細胞株 E0771、MDA-MB-231 に対して S1P 情報伝達経路に対する特異的阻害薬である

FTY720を用いて、S1P 標的治療の可能性を検討した。WST8アッセイでは、いずれの細胞株も
5～10μM の FTY720 によって増殖が抑制された。現在、乳癌患者から採取した癌組織を用いて
細胞外マトリックス内でオルガノイドを作製し、S1P標的治療の効果を検討中である。今後はさ
らに既存の抗癌薬物療法や分子標的薬、免疫チェックポイント阻害薬との組み合わせによる相
乗効果についても検討を行う。 

 
（２）乳癌患者における S1Pと腫瘍免疫微小環境との関連性とその臨床的意義 
乳癌患者における S1P と腫瘍免疫微小環境との関連性について、外科手術検体を用い、質量
分析装置によりスフィンゴリン脂質の網羅的リピドミクス解析とゲノム解析を行った。リピド
ミクス解析では乳癌患者の腫瘍組織では、正常組織や境界部と比較して、S1Pの濃度が有意に高
値であることを確認した。免疫組織化学を用いてリン酸化 SphK1 の発現を評価し、腫瘍関連免
疫細胞について評価した。腫瘍における S1Pが高濃度の乳癌では、pSphK1の発現が高く、CD4
や CD8などの T細胞や CD68や CD163などの単球系のマーカーの発現が高まっており、S1Pと
腫瘍免疫との関連が示唆された。乳癌患者血漿検体のリピドミクス解析では、乳癌患者の血漿中
S1P濃度が乳癌の進行度やホルモン感受性と関連することを見出した。乳癌患者の腫瘍検体のゲ
ノム解析では、乳癌の悪性度に関わる遺伝子変化を見出し、トランスクリプトーム解析を追加し、
S1Pとの関連についてさらに検討を行っている。 
 
（３）バイオインフォマティクスによる S1Pと腫瘍免疫微小環境との関連性の検証 

The Cancer Genome Atlas（TCGA）を基盤とした公的データベースを用いてバイオインフォマ
ティクス解析を行い、腫瘍免疫微小環境について、免疫関連の分子について解析を行った。SphK1
を高発現している乳癌では、CD4 や CD8 などの抗腫瘍免疫に関わる T 細胞マーカーや、CD68
や CD163 をはじめとした腫瘍関連マクロファージのマーカーが高値を示した。さらに TNF や
IL-6、TGF-βなどの腫瘍免疫に関わるサイトカインの発現が高値を示し、PD-1や PD-L1、CTLA4
の発現も有意に高くなっており、S1P産生の高い腫瘍では免疫逃避機構の働きも強くなっている
ことが示唆された。以上より、S1Pは抗腫瘍免疫に影響を及ぼしており、高 S1P状態の腫瘍免疫
微小環境では、腫瘍と免疫が拮抗状態にあることが推察された。 
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