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研究成果の概要（和文）：本研究では，スフィンゴシン-1-リン酸受容体 1（S1PR1）が，マント

ル細胞リンパ腫や一部の成人 T 細胞白血病/リンパ腫に高発現しており，パラフィン切片での免

疫組織学的マーカーとして日常病理診断に応用できることがわかった。さらに，S1PR1 を高発

現するマントル細胞リンパ腫株や HTLV-1 感染 T 細胞株を用いて FTY720 の効果を検討したとこ

ろ， 10μM の高濃度では PP2A の活性を高めることで細胞の増殖・生存を抑制するが，1～10nM

の低濃度では，FTY720 phosphate/S1PR1 シグナルを介して血清で誘導される細胞遊走を抑制す

る可能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, we found that sphingosine-1-phopshate (S1PR1) was strongly 
expressed in mantle cell lymphoma and adult T-cell leukemia/lymphoma and S1PR1 
immunohistochemistry can be used as a robust means for the diagnosis of mantle cell lymphoma in 
formalin-fixed and paraffin-embedded sections. We further studied the impacts of FTY 720 on mantle 
cell lymphoma cells and HTLV-1 infected T-cells with high S1PR1 expression. It showed possibility that 
FTY 720 of 10uM concentration suppresses cell proliferation and survival of these cells by activating 
PP2A whereas that of 1 to 10nM concentrations suppresses serum-induced cell motility via FTY720 
phosphate /S1PR1 signaling. 
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(1) ス フ ィ ン ゴ シ ン - １ - リ ン 酸
sphingosine-1-phosphate (S1P)は，血管内皮細
胞やリンパ球，癌細胞の細胞運動の調節や増
殖，生存に関与する lysophospholipid であり，
血小板や血漿中に多量に含まれている。研究
代表者は，1992 年，米国において，S1P が細
胞運動を調節する内因性脂質メディエータ

ーであることを発見した（Sadahira Y et al． 
Proc Natl Acad Sci USA 89:9686-9690，1992）。
その後，他研究室で血管内皮細胞にある edg-1
が，sphingosine-1-phosphate receptor であるこ
とが見出された。さらに S1P は 5 つのサブタ
イプの Edg ファミリーG 蛋白共役型受容体を
介して多彩な生理効果を発揮することが報
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告され，edg-1 は現在 S1PR1 と名称変更され
た。 S1PR1 は血管内皮細胞やリンパ球，アス
トロサイトの細胞増殖や遊走に関与するこ
とが知られている。しかしながら，ヒト腫瘍
における S1PR の役割はほとんど解明されて
いない。この原因のひとつに，これまで，S1PR
に特異性の高い抗体が得られておらず，ヒト
の生体内組織や腫瘍のどのような細胞にど
のようなタイプの S1PR が高発現しているの
か具体的な知見には乏しいことが挙げられ
る。 
 
(2) 一方，生体内で S1PR の chemical modulator
として働く FTY720 が見つかり，最近，多発
性硬化症に臨床応用されている。FTY720 は，
生体内でリン酸化されて FTY720Pとなり S1PR
（S1PR2 を除く）と結合・内在化することで
これを強力に down-regulation することが判
明している。 
 
２．研究の目的 
本研究では，悪性リンパ腫，特にマントル

細胞リンパ腫における 5 つのタイプの S1P 
receptor（S1PR1～5）の発現を免疫染色や QT 
RT-PCR 法を用いて定量化し，病理診断への応
用を検討する。さらに FTY720 のマントル細胞
リンパ腫やその他リンパ腫の細胞株の増
殖・生存，また細胞遊走に対する影響につい
て検討し，その治療応用の可能性を探る。 
 
３．研究の方法 
本研究では，悪性リンパ腫における 5 つのタ
イプの S1P receptor（S1PR1～5）発現を免疫
染色や real time RT-PCR 法を用いて定量化し，
臨床病理学的パラメーターとの相関を調べ
ることによって，リンパ・造血器腫瘍におけ
る S1PR の発現の臨床病理学的意義について
検討する。次いで，その高発現がみられた悪
性リンパ腫に関しては，その培養細胞株にお
ける S1PR の発現を western blot と免疫細胞化
学によって確認し，さらに FTY720などの S1PR 
modulator による培養細胞の細胞走化性の抑
制の有無をTranswell assayで検討する。また，
可能ならば SCID マウス腹腔内に移植したマ
ントル細胞リンパ腫に対する S1PR modulator 
の効果を検討し，FTY720 の治療応用の可能性
を探る。 
 
４．研究成果 
(1) まず，われわれは，S1PR1 に対する多数の
抗体を S1PR1-/-マウスと S1PR1+/-マウス胎児
心臓のホルマリン固定・パラフィン包埋切片，
FFPE）の切片をスクリーニングした結果，免
疫組織学的に使用可能な抗体を見出した。こ
の特異性を確認した抗 S1PR1 ウサギ抗体を用
いて，ヒトの正常組織における S1PR1 の発現
を免疫組織化学により検索した。その結果， 

S1PR1 は全身の血管・リンパ管内皮細胞，リ
ンパ濾胞のマントル細胞，胸腺髄質のリンパ
球に高発現していることが判明した（J Mol 
Histol 2008）。 
 
(2)上記の結果を参考に，S1PR1 を強発現する
と予想される腫瘍について検討した。まず血
管肉腫細胞株（ISO-HAS）では，S1PR1 が強発
現していることが immunocytochemistry，
western blot および QT RT-PCR で明らかとなっ
た。そして多数症例の肉腫における S1PR1 の
発現を免疫組織化学で検討した結果， S1PR1
が血管肉腫の病理診断にきわめて有用な免
疫組織学的マーカーとなることを報告した
（Virchows Arch 2009.）。 
 
表１：各臓器における S1PR1 の発現細胞 

 

表２：血管肉腫における S1PR1 の発現 

 

(3) 次に，マントル細胞リンパ腫細胞株（Rec-1, 
Jeko-1, Granta）を western blot と QT RT-PCR で
検討した。Rec-1 では S1PR1 が高発現してい
たが，その他 4 つの S1P レセプターの発現は
すべて低値であった。また Jeko-1，あるいは 
Granta では cyclinD1 が Rec-1 と同程度発現し
ているにもかかわらず，すべての S1P レセプ
ターの mRNA 発現量が低くかった。そして，
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様々な悪性リンパ腫の FFPE を免疫組織学的
に検討し，S1PR1 がマントル細胞リンパ腫の
組織学的診断に極めて有用であることが判
明した（Mod Pathol 2010，写真１）。 

 
写真１：マントル細胞リンパ腫における S1PR1
の発現  

 

a. Mantle zone パターンを示すマントル細胞リンパ腫 

b. 濾胞性リンパ腫に類似する濾胞パターンを示すマン

トル細胞リンパ腫 

c. びまん性パターンを示すマントル細胞リンパ腫 

d. Blastic type のマントル細胞リンパ腫 

e. cyclinD1 陰性のマントル細胞リンパ腫 

f. e の強拡大像 

 
(4) さらに，S1PR1 は免疫組織学的に成人 T
細胞白血病リンパ腫 28 症例のうち 5 例に陽
性であり，western blotting および QT RT-PCR 
の検討でも，HTLV-1 感染細胞株 5 株のうち特
に MT2 には高発現を認め免疫染色陽性であ
ったが，MT1 は MT2 に比較して 1/8 の mRNA
量であり，免疫染色陰性であった。 
 
(5) 一方， 40 症例の悪性リンパ腫の凍結リン
パ節について，5 つの S1P レセプター(S1PR1
〜S1P5)の発現を QT RT-PCR で調べた（表３）。
その結果，血管免疫芽球性 T 細胞リンパ腫
(AILT)において S1P3 mRNA の高発現が見られ
たが，組織学化学的にはリンパ球ではなく，
血管・リンパ管内皮細胞や血管周囲細胞，血
管平滑筋細胞に発現していた。S1PR4 は T 細
胞リンパ腫で高発現していたが S1PR2と S1P5
はいずれにも発現は見られなかった。以上か
ら S1PR1 は，マントル細胞リンパ腫や一部の
T 細胞リンパ腫の腫瘍細胞に高発現し，S1PR4
は T 細胞リンパ腫に高発現すること，一方
S1P3 はリンパ腫細胞には発現せず，間質細胞
にのみ高発現していることが判明した。
S1PR4 の発現については，免疫染色に有用な
抗体が見出されておらず，蛋白レベルでの確
認はできていない。 

表３：悪性リンパ腫の凍結組織における QT 
RT-PCT による S1PR と sphingosine kinase の発
現の検討 

 
 
(6) このような悪性リンパ腫や血管肉腫での
S1PR の発現に関するデータの信憑性を確認
するために，正常のヒト脳における S1PR の
発現についても検討し，抗 S1PR1 ウサギ抗体
の特異性について確認した（ J Histochem 
Cytochem 2010，写真２）。 

 
(7) 次いで，日常検査に用いる FFPE から S1PR
の QT RT-PCR が行えるか否か検討した。リン
パ腫とヒト大脳のパラフィン切片より mRNA
を抽出し，アンプリコンサイズが 100bp 前後
の probe（Qiagen）を用いて real time PCR を
施行した。その結果，S1PR1 がマントル細胞
リンパ腫に多い事や，パラフィン切片でも
S1PR の mRNA の発現が定量的に解析できる
ことが確認された。 

 
写真２：ヒト剖検脳における S1PR1 の発現 

 
Case 1～4 の脳について，灰白質（C）と白質（W）に分
け，蛋白を抽出し，western blot にて検討した。免疫染色
の結果と一致し，白質には S1PR1 は尐ない事がわかった。 

 
(8) 一方，本研究中に米国の Ohio State 

University のグループからマウスを使った実
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験で FTY720 がマントル細胞リンパ腫の治療
に有効であることが報告された（Clin Cancer 
Res. 2010;16:3182-392）。そこで，FTY720 のマ
ントル細胞リンパ腫に対する抗腫瘍効果に
関するメカニズムについて in vitro で解析し
た。 
その結果，10μM の FTY720 は S1PR1 の発現

量の有無にかかわらず，いずれのリンパ腫細
胞株（MT2・MT1・Rec-1・Granta）において
も増殖・生存を抑制した。またおもしろい事
に，MT2 や Rec-1 を 1nM の FTY720 や FTY720P
と短時間 incubate するだけで，これら腫瘍細
胞の血清への遊走が抑制された（図１）。 

 
図１：各培養細胞株における血清で誘導さ

れる細胞遊走への FTY720 と FTY720P の効果 

 

 
この極めて低濃度の FTY720 の細胞遊走抑

制効果が FTY702P を介したものか否か検討す
るために，MT2 を 5nM の FTY720 と FTY720P
で，それぞれ 0， 3， 5， 10， 30min 処理
した後，血清に対する細胞走化性を Transwell 
assay で測定した。FTY720P では 3 分の処理で
遊走抑制効果が見られたが，FTY720 の抑制効
果は FTY720P に比べると 10分の time-lag があ
った（図２）。   

 
図２： MT2 細胞遊走への FTY70 と FTY720

暴露時間の影響 

 

 
(9) Agonist 刺激後の S1PR1 の internalization を
抗 S1PR1 抗体を用いた免疫細胞化学と
western blot で検討したところ，S1P，FTY720-P，
FTY720(S)-P のいずれの刺激後 10 分でもすで
に S1PR1 は細胞膜から細胞質に移行した。し
かし，FTY720-P や FTY720(S)-P では S1P と異な
り S1PR1 の recycling は起こらず，一時的に細
胞質から完全に消失した（写真３）。一方， 
FTY720 の添加では S1PR1 の internalization と
分解は起こっているが，FTY720P に比較した
場合，時間的な遅延が起こっていた。S1PR1
の分解を western blot でみると、免疫染色の
結果とほぼ一致し、100nM の FTY720P 添加後
4 時間後には、S1PR１はほぼ消失した（写真
４）。 

 
写真３：MT2 における S1P (500nM), FTY720 
(100nM), FTY720P (100nM) 添加後の S1PR1 の
internalization（免疫染色） 

 

 
 
 

写真４： MT2 における FTY720 (100nM), 
FTY720P (100nM) 添加後の S1PR1 の発現
（western blot） 
 

 

 

 
(10) 次いで，MT2 と Rec-1 において，10nM～
10μM濃度の FTY720と FTY720Pが，Akt， Erk1/2， 
stat-3 および protein phosphatase 2A （PP2A）
のリン酸化に及ぼす影響を western blot で検
討した。血清添加によって，MT2 細胞では Akt
や Stat-3 のリン酸化が，Rec-1 では Akt のリン
酸化がみられた。これらに 10μM の FTY720
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を添加した場合，いずれもリン酸化の有意な
抑制を認めた。一方 100nM 以下の添加では，
これらリン酸化の抑制は認められなかった
（写真５）。また PP2A に関しては，10μM で
は Y307 のリン酸化が抑制された。以上のこ
とから 10μM の FTY720 でのリンパ腫細胞の
増殖抑制効果は S1PR を介したものではなく，
主に PP2A の活性化による Akt などの脱リン
酸化亢進に基づく増殖シグナルの抑制によ
るものと思われた。また，FTY720 の 10～1nM
での細胞遊走抑制効果は，S1PR1 の発現量に
依存していることから，細胞内での sphK2 に
よる FTY720の FTY720Pへの変換と外部への放
出，S1PR への結合，FTY720/S1PR1 シグナルに
よる結果であり，悪性リンパ腫の転移能の抑
制に関与する可能性が示唆される。 
 
 
写真５：MT2 における FTY720 10nM, 10μM お
よび FTY720P 10nM, 10μM 添加 30 分後の
PP2A, Akt, Stat3 のリン酸化の状態と S1PR1, 
β-actin の発現  （免疫染色） 
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