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研究成果の概要（和文）： 
腸管上皮細胞におけるスフィンゴ脂質の代謝物であるスフィンゴシン-1-リン酸（S1P）及びそ

の受容体の生理作用について解析した。腸管上皮細胞では、5 種類の S1P 受容体のうち S1P2
が高発現していることが示された。また腸管上皮細胞においてある種の Toll 様受容体を活性化

した状態では、S1P はインターロイキン 6 など炎症性サイトカイン発現を S1P2 及び cAMP 経

路を介して増強することが見出された。この現象はマウス腸管組織でもみられ、これより S1P
及び S1P2 は腸管における炎症反応に関与することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We analyzed the physiological function of sphingosine-1-phoshate (S1P) and S1P receptors in the 
intestinal epithelial cells. It was observed that S1P2 receptor is highly expressed in the intestinal 
epithelial cells (IECs). Then we analyzed the effect of S1P on immune function of IECs. Treatment of 
mouse IEC line with S1P additionally up-regulated the mRNA expression and secretion of IL-6 induced 
by Pam3CSK4 (TLR1/2 ligand) and also TLR2, 5, 7 ligands. S1P and S1P2 agonist induced the IL-6 
secretion and mRNA expression in the Pam3CSK4-treated IEC line and this effect was completely 
abolished by treatment with S1P2 antagonist (JTE013). Luciferase reporter assay indicated that treatment 
with Pam3CSK4 induced the promoter activity of the murine IL-6 gene (from -375 to +15), and 
additional treatment with S1P2 agonist further induced the IL-6 promoter activity. cAMP responsive 
element (CRE: from -183 to -175) on the murine IL-6 promoter was necessary for the induction by S1P2 
agonist. The siRNA targeting GNAS and PKA inhibitor (H-89) abolished the enhancement of IL-6 
secretion by S1P and S1P2 agonist in the Pam3CSK4-treated IECs. The expression level of IL-6 mRNA 
in the mouse ileum induced by Pam3CSK4 was significantly blocked by treatment with JTE013. These 
results suggest that S1P regulates cytokine production, especially IL-6, in IECs via S1P2 and cAMP 
signaling pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
消化管の最前線に位置する腸管上皮細胞

は食品成分などによって最も高頻度かつ高

濃度に曝されることから、その機能が食品因

子などにより制御・調節を受けることが考え

られる。腸管上皮細胞の主要な機能としては、

（１）食品栄養素の吸収機能、（２）生体異

物の侵入を妨げるバリヤー機能、（３）外来

刺激を受容して生体内へ伝達するシグナル

変換機能などであり、いずれも生体にとって

も重要な働きである。しかしながら腸管上皮

細胞は食品成分などによって最も高頻度か

つ高濃度に曝されることから、腸管上皮機能

が食品因子などによって制御・調節を受ける

ことは十分に考えられる。しかしながら従来

の食品機能研究では、アミノ酸やペプチド類、

フラボノイド・カロテノイドなどのポリフェ

ノール類、また Bifidobacterium などのプロ

バイオティクスなどを用いた研究例が大半

であり、実際に申請者のグループも腸管上皮

細胞に対する食品因子の作用を検討する際

には、上記の食物質を用いてきた経緯がある。

そこで申請者は今日新たに注目されつつあ

る機能性食品因子として、“スフィンゴ脂質

と呼ばれる生理活性脂質”に注目することと

した。特にスフィンゴ脂質の中でも代表的な

スフィンゴシン 1-リン酸（Sphingosine 
1-phosphate; S1P）は、現在 S1P1 から S1P5
までの 5 種類の 7 回膜貫通型 G タンパク質

共役型受容体（G-protein coupled receptor; 
GPCR）が存在することが明らかとなってお

り、これら受容体を介して免疫反応をはじめ

様々な生理現象に関与することが明らかと

なりつつある。S1P に関する研究はその受容

体が GPCR に属し創薬のターゲットとなる

ことからこれまで主に医学・薬学分野で研究

が進められてきたが、その研究対象は心臓、

肺及び脳・神経などが中心であり、消化管、

特に腸管においては未だ研究に至っていな

いのが現状である。一方で農学・食品機能研

究の観点からみても、脂質に関する研究は現

在脂質代謝に多くの注目が集まっており、そ

の機能性研究もポリフェノールなど他の食

物質と比べ立ち遅れている感は否めないの

が現状である。そこで本研究では、腸管上皮

細胞におけるスフィンゴ脂質、特に S1P の

新たな生理作用を徹底的に解明することと

した。 
 
２．研究の目的 

上記のような背景のもと、本研究では以下
の具体的な目標を持っておこなうこととす

る。 
(1) 腸管上皮細胞にどのようなタイプの S1P
受容体が発現しているか、その発現パターン
を解析する。 
(2) 腸管上皮細胞の細胞機能及びそれに関連
する発現分子（トランスポーター、解毒排出
酵素、サイトカイン、タイトジャンクション
構成分子など）に対する S1P の影響を生化学
的・分子生物学的手法などを用いて解析する。
またその作用機序を分子・細胞レベルで詳細
に解析することとする。 
(3) (1)及び(2)で見出された S1P の作用が in 
vivo あるいは ex vivo においてもみられるか
どうか実験動物を用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸管における S1P 受容体の発現解析 
腸管上皮モデル Caco-2, LS180, Mos13 細

胞よりRNAを抽出し cDNAを合成、RT-PCR
によって5種類のS1P受容体の発現を検討し
た。またマウス小腸上皮細胞画分を分画し、
同様に RT-PCR に供した。並行してマウス腸
管切片を作成し、S1P1 及び S1P2 抗体を用
いて蛍光免疫染色をおこなった。 
 
(2) 腸管上皮細胞機能に対する S1Pの機能解
析 
腸管上皮細胞が分泌するサイトカイン産

生量は酵素結合免疫吸着検定法(ELISA法)を
用いて、mRNA 発現量は定量的 RT-PCR 法
を用いてそれぞれ解析した。さらにマウス
IL-6 のプロモーター領域およそ 400 bp を単
離し、ルシフェラーゼ遺伝子上流に組み込ん
でレポーターベクターを構築した。構築した
ベクターをリポフェクション法によって遺
伝子導入し、IL-6 プロモーター活性に対する
S1P の作用を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 腸管上皮細胞における S1P受容体の発現
パターン 

まず 5 種類の S1P 受容体の発現パタ
ーンを RT-PCR 法にて解析したところ、
腸管上皮モデルとして用いられるヒト
結腸癌由来株化細胞 Caco-2 及び LS180、
マウス腸管上皮モデル細胞株 MoS13 で
は S1P1-S1P5 の発現が確認され、また
マウス小腸上皮細胞画分では
S1P1-S1P4 の発現が確認された。また
これら 5 種類の S1P 受容体の中で、い
ずれも S1P2 の発現が最も強かった（図
１）。そこで実際にマウス腸管の切片を
作成し S1P2 及び S1P1 の抗体で免疫染
色をおこなったところ、腸管上皮細胞で
は S1P2 が強く発現していることが確認
された。  



 
 

 
 
 
 
 

 
図１ 腸管上皮モデル LS180 細胞及び

Caco-2 細胞における S1P 受容体の発現パタ

ーン  
 
(2) 腸管上皮細胞機能に対する S1Pの生理作
用解析 
次に腸管上皮細胞の各種細胞機能に対す

る S1Pの生理作用を解析した。その結果、Toll
様受容体（TLR）の一種である TLR1/2 のリ
ガンド（Pam3CSK）刺激によって誘導され
た、炎症性サイトカインの一種であるインタ
ーロイキン 6（IL-6）産生が S1P 添加によっ
てさらに亢進されることが見出された（図
２）。この S1P による産生増強作用は IL-6 だ
けでなく MCP-1 でも観察された。 
そこでこの S1P の作用に S1P1-S1P5 のど

の S1P 受容体が関与しているのか検討する
こととし、腸管上皮で最も高い発現が確認さ
れた S1P2 の選択的アンタゴニストである
JTE013 を添加したところ、JTE013 添加に 
よって S1P の亢進作用は完全に抑制された。
また S1P2 選択的アゴニストであ CYM5520
によっても S1P と同様な IL-6 産生増強作用
がみられ、この作用はやはり JTE013 によっ
て抑制されたことから、S1P による TLR1/2
刺激による IL-6 産生亢進に対する増強作用 
は S1P2 を介していることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２ 腸管上皮細胞における TLR1/2 リガンド

(Pam3CSK)刺激下での S1P による濃度依存的

IL-6 産生亢進 
 

また Pam3CSK 処理によって増加した
IL-6の mRNA発現量は S1P 添加によってさ

らに増加し、S1P の増強作用は mRNA レベ
ルであることが示された。さらに S1P は
Pam3CSK によって増加した IL-6 転写活性
をさらに増強させることが明らかとなり、そ
の亢進には IL-6 プロモーター領域上に存在
する CRE（cAMP response element）が必
要であることが見出された。そこで CRE の
上流に位置する PKA の阻害剤である H-89
を添加、及び PKA を活性化することが知ら
れる G タンパク質の一種である Gs を RNA
干渉法にてノックダウンしたところ、いずれ
の場合も S1P による IL-6 産生亢進増強が有
意に抑制された。 
また本現象が ex vivo でもみられるかどう

かマウス回腸フラグメントを用いて検討し
た結果、Pam3CSK による IL-6 mRNA 発現
亢進は JTE013 によって有意に抑制された。
これより S1P は S1P2 を介して、腸管におい
てTLR1/2による IL-6などの産生増強に関与
しており、S1P2 は腸炎症状に関与している
ことが示唆された。 
上記と関連して、S1P2 が cAMP カスケー

ドを活性化して CRE 依存的な転写活性を亢
進することが見出された。そこでヒト腸管上
皮モデル Caco-2 細胞にレンチウィルスを用
いて S1P2 を遺伝子導入し高発現させたとこ
ろ、S1P 添加によって CREB 標的遺伝子の
一つであるグルコーストランスポーター
GLUT5 の mRNA 発現の増加がみられた。今
後さらに、IL-6 や GLUT5 と同様に S1P が
S1P2 を介して CREB 標的遺伝子の発現に及
ぼす影響を検討する予定である。 
以上本研究より、腸管上皮細胞には S1P2

受容体が最も高発現していること、S1P は
S1P2受容体を介して IL-6などある種のサイ
トカイン産生を制御すること、またサイトカ
インに加えて cAMP カスケードで制御され
る遺伝子群の発現を S1P が制御する可能性
が見出された。これらの知見は国内外を問わ
ず極めて新規な内容であり、今後さらに腸管
における S1P2 受容体の機能的役割を明確に
すると共に S1P2 受容体と食品因子の相互作
用についても解析を進めたいと考えている。 
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