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研究成果の概要（和文）：生理活性脂質であるスフィンゴシン 1 リン酸（S1P）の細胞外への放

出に関わる輸送体として SPNS2 が哺乳類の血管内皮細胞で機能していることを見いだした。

このホモログである SPNS1 と SPNS3 は細胞内膜系に局在するため細胞外への S1P 放出に関

与していないことを示した。また S1P の光標識化合物を新たに作成し、その化合物は細胞に発

現させた SPNS2 を標識することができ、赤血球の輸送体の探索に用いることができる可能性

を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：Sphingosine 1-phosphate (S1P) is a lipid mediator which was 

secreted from vascular endothelial cells by SPNS2. SPNS2 homologues, SPNS1 and SPNS3, 

were localized at intracellular compartment and not function as a S1P exporter from the 

cells. We also develop a novel S1P analogue which functions as a light induced cross-linking 

to SPNS2. This compound would be useful for identification of erythrocyte S1P 

transportr(s). 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 細胞内において脂質は細胞膜の構成成
分であり、細胞の恒常性の維持などに重要で
あると共に、刺激に応答して細胞内外で情報
伝達物質としても働いている。しかしながら、
細胞でどのようにして脂質メディエーター
等の両親媒性情報伝達物質が輸送されるか、
特に細胞外への膜を介した放出機構につい

てはほとんど分かっていない。我々はこの機
構が情報伝達におけるmissing linkと考えそ
の全容の解明を目指している。我々はその中
でも、血小板に蓄積し血小板の活性化に伴っ
て細胞外へ放出されるスフィンゴシン１リ
ン酸（S1P）に着目し解析を進めてきた。 

 S1P は脂質メディエーターの１種であり、
細胞移動やアポトーシスの抑制等様々な生
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理機能に関与することが明らかとなってい
る。その中でも最近、血清中に一定濃度存在
する S1P のリンパ組織との間の濃度勾配が
リンパ球の血液中への移行に必須であるこ
とが示され、S1P 受容体のアゴニストである
FTY720 が新しい免疫抑制剤として注目され
ている。 

 我々はこれまでに、血小板の細胞膜に特異
的に異なる大きさの穴を開けたセミインタ
クト細胞を用いることで、S1P が血小板の細
胞膜に局在する ABC 輸送体によって放出さ
れている可能性を見いだした。さらに赤血球
に お い て も ABCA1 輸 送 体 の 阻 害 剤
Glyburide で阻害される ATP 依存的な輸送
体が存在することを見いだした。その後、い
くつかのグループから異なる細胞、例えばア
ストロサイトやマスト細胞からはそれぞれ
ABC輸送体であるABCA1とABCC1が S1P

の細胞外放出に関与することが培養細胞等
を用いて報告された。しかしながらこれらの
遺伝子のノックアウトマウスでは血液中の
S1P 量は変化せず、実際の個体での血液系で
の生理機能に係わる S1P 輸送体は未だ明ら
かになっていない。これまでに S1P 受容体と
して５種類（S1P1-5）が同定され、それぞれ
異なる組織や細胞で特異的な機能を担って
いることが分かっている。受容体と同じよう
に輸送体も組織や細胞において異なる輸送
体が異なる調節機構で働いている可能性が
ある。例えば血小板はトロンビン等の血小板
活性化刺激に応答して S1P を放出するが、赤
血球は刺激を必要とせず常に S１P を細胞外
へ放出していることを明らかにしている。本
申請ではこれらの結果をもとに、血小板や赤
血球の S1P 輸送体の性質の生化学的な解明
を進めることで、分泌輸送介在型情報伝達の
中心である輸送体の同定とその多様性の解
明を目指す。これにより、トランスポーター
オリエンティドの創薬のための基盤が確立
できると考えている。 

(2) 一方我々は、ABC 輸送体以外のオーファ
ン輸送体の機能解析から生体内で生理的に
働く S1P 輸送体を同定することに最近成功
した。この輸送体は ABC と同じようにバク
テリアにおいて多剤排出に関与する MFS 型
輸送体と有為な相同性を持っていた。この輸
送体は実際に生体内で働くことを明らかと
した最初の S1P 輸送体である。この輸送体は
哺乳類では３種類のホモログを遺伝子上で
持つことを明らかにしており、ABC 型の輸送
体とともに解析を進めることで S1P 輸送体
の組織、細胞における多様性が解明できると
考えている。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究期間中に特定の基質に着目した
輸送体蛋白質の解析からの手法と、発現細胞

やノックアウトマウスを用いた遺伝子情報
からの手法を並行して用いることで、異なる
細胞や組織に発現する S1P 輸送体の実態を
明らかにし、その多様性のもたらす個体での
生理的な役割を明らかにする。これにより、
脂質メディエーターの細胞外への放出を担
う輸送体の普遍性と多様性を解明し、分泌輸
送体介在型情報伝達というべき新しい概念
の確立を目指す。 

３．研究の方法 

(1) 血小板および赤血球からのスフィンゴ
シン１リン酸（S1P）放出輸送体の同定 

 我々は血小板以外にも赤血球からの S1Pの
も血小板と同じ ABC輸送体によるものである
ことを示唆する結果を得ている。赤血球はこ
れまでに反転膜を用いた各種輸送体の解析
に広く用いられており、また、血小板とは異
なり輸送体は常に活性されており、さらに多
くの膜を得ることが出来るという利点があ
る。これまでに ATP 依存的な S1Pの反転膜小
胞への取り込みを測定できる系の構築に成
功している。この系を用いて輸送体の酵素科
学的な性質を明らかにし、その活性を指標に
して細胞膜画分から各種界面活性剤により
可溶化、ゲルろ過やアフィニティー精製、再
構成により輸送体分子の精製を行う。部分的
にでも精製できたところで LC-MS/MS などの
質量分析により、輸送体の配列を明らかにで
きると考えている。 
 S1P に光架橋剤を結合した化合物を合成し、
α-Toxin 処理したセミインタクト細胞で、
ATPもしくは Ca2+によって S1Pの放出を誘導
した条件で架橋のかかる蛋白質を単離し、
MALDI-TOF-MSにより配列を同定する。蛋白質
の配列が明らかになった後、遺伝子を単離し、
培養細胞への発現による輸送活性を測定し、
生理的な役割を確定するためにノックアウ
トマウスを作成する。 
 
(2) オーファン輸送体の網羅的検索による
S1P 輸送体の同定 

我々は血小板からの S1P 放出の生化学的解
析から ABC の A 型輸送体が関与することを
示してきた。さらに、実際に S1P を輸送する
蛋白質を同定するために、細細胞内に S1P を
蓄積する細胞を構築し、そこにオーファン輸
送体を発現させることで細胞外への S1P 放
出を測定できる系を作った。しかしながらこ
れまでに ABC 輸送体の A サブファミリーに
属するオーファン輸送体の中で活性を持つ
ものを同定できていない。その中にはアスト
ロサイトやマスト細胞で S1P の放出に関与
することが報告された ABCA1 と ABCC1 も
含まれている。この結果は、これら遺伝子の
ノックアウトマウスで血液中の S1P 濃度が
変化しなかった結果と一致する。すでに述べ
たように、我々は最近 ABC 型ではないオー



ファン輸送体の中で S1P 輸送体を同定して
おり、これを構築した細胞を用いた測定系に
発現させると刺激非依存的に S1P を放出す
ることが観察できた。このことはこの測定系
が S1P 輸送体のスクリーニングに用いるこ
とが出来ることを実証している。そこで、本
年度は網羅的にこれまで検討していないオ
ーファン ABC 輸送体をしらべることで ATP

依存的な S1P 輸送体の同定を目指す。 

(3) 新しく同定した S1P輸送体分子の機能解
析 
zebrafish において生理的に機能する S1P 輸
送体として SPNS2を同定した。この輸送体は
哺乳類においても相同遺伝子を３種類の持
つことを明らかとした。そのうち最も相同性
の高いもの（ヒト SPNS2）では細胞に発現さ
せることで S1P放出活性を持つことを明らか
にした。そこでそれ以外の２種類の相同体の
遺伝子を単離し、S1P輸送体として機能する
か細胞を用いた系で調べる。さらにその哺乳
類での組織、細胞間での発現を調べることに
よって哺乳類での生理的役割を明らかにす
る。輸送体分子の輸送活性の生化学的解析を
進めることで S1P輸送の普遍的機構を明らか
にする。 
 
４．研究成果 
(1)赤血球の S1P 輸送体の性質の生化学的な
解明を進めた。赤血球の反転膜を用いて S1P

の輸送活性を測定できる系を構築すること
に成功し、S1P は ATP 依存的に輸送される
ことを明らかにした、しかしこの輸送は ATP

の加水分解を必要としないことを見い出し
た。さらに赤血球の輸送体は血小板の輸送体
と同じように glyburide で阻害され、さらに
vanadate や bafilomycinA1 でも阻害される
ことが分かった。この S1P 輸送体はこれまで
知られている輸送体とは異なる新しいタイ
プの輸送体であると考えられる。 

 赤血球の S1P 輸送体の基質認識の特異性
を調べたところ、スフィンゴシンやその類似
体は輸送せず、リン酸化を受けた S1P とその
類似体を輸送することが分かった。この結果
は血管内皮細胞の輸送体である SPNS2 の結
果と一致し、S1P 輸送体の基質認識機構が異
なる分子間で共通である可能性を示唆して
いる。 

 この赤血球における S1P 輸送体を同定で
するために、S1P に光架橋基を導入し他化合
物を作成した。この分子が実際に輸送されな
くても基質結合部位には入り込んで輸送を
阻害したりするものであれば輸送体の同定
は可能であると考える。この分子はすでに
S1P 輸送体として同定している SPNS2 を弱く
標識できることを明らかにした。この分子で、
赤血球の反転膜と反応させたところ、反応性
は弱いが特定の分子量のバンドが標識され

るた。今後さらに、架橋残基の導入位置や大
きさ等を変化させたものを合成し、まず S1P
の輸送の阻害を調べる事で、特異性の高い標
識効率の良い架橋剤の選択を行なうことで
標識タンパク質の同定が可能となった。 
 

(2)マウスの血小板から単離したmRNAを用
いて ABCA 型の輸送体の発現を調べ、それら
をそれぞれ単独で CHO 細胞を用いて S1Pの
放出活性を調べたが、いずれも活性がなかっ
た。これまでに ABC 型ではなく MFS 型であ
る SPNS2 でのみ S1P 輸送活性を見いだせて
いることから。MFS 型（哺乳類では SLC 型）
のオーファン輸送体にも対象を広げ、S1P 輸
送体の探索を進めた。これまでに SPNS2 と
アミノ酸の相同性が比較的近いものと赤血
球、血小板に発現する物を細胞を用いた S1P

輸送活性測定系で解析したが、これまでに
S1P 輸送体として働く物を見いだせなかっ
た。このことは S1P は他の有機アニオンを基
質とする基質認識が甘い輸送体ではなく、比
較的特異性の高い輸送体によって輸送され
ていることを示している。 

 

(3) ゼブラフィッシュにおいて同定した
S1P 輸送体 SPNS2 の哺乳動物オルソログ
やホモログの機能解析を進めた。これまで
に我々は S1Pの放出活性を持つ血小板や赤血
球において、その活性は glyburide感受性で、
ATP が必要であることを明らかにしている。
そこで、SPNS2 の生理的役割を明らかにする
ため、glyburide および ATP 依存性を調べた
が、いずれも S1P輸送活性に影響を与えなか
った。このことからこれら血球細胞からの
S1P の放出に SPNS2 は関与していないことが
明らかとなった。 その生化学的な性質を明
らかにするため、エネルギー依存性や阻害剤
感受性を調べたが、これまでに有力な候補が
得られていない。また、その輸送活性は細胞
内から細胞外への１方向性であり、細胞外の
S1P を細胞内へ輸送する活性を見いだせてい
ない。これまでの結果から SPNS2 は膜に形成
された S1Pの濃度勾配に従って細胞内から外
へ S1Pを輸送するチャネル様の活性を持つ輸
送体であると考えている。 
 ヒトには SPNS1 から 3 まで３種類のホ
モログが存在するが、我々が構築したCHO
細胞にスフィンゴシンキナーゼを発現させ
た細胞を用いた S1P 放出アッセイでは
SPNS2 のみが S1P 放出能を持ち、SPNS1
および SPNS3 は細胞膜に局在せず、細胞
外へ S1P を放出できなかった。これらの蛋
白質は組織での発現部位が異なっており、
その組織、細胞において異なる機能を持っ
ていることが推測された。SPNS2 と SPNS1
及び SPNS3はそのアミノ酸配列が 60％程度保
存されており、SPNS2 における S1P 輸送に必



須と考えられる残基が保存されていた。この
ことより SPNS1と SPNS3も細胞膜に局在させ
れば S1Pの細胞外放出活性を持つ可能性があ
る。そこで、これらと SPNS2 とのキメラ蛋白
質を作り細胞膜に局在させたが、S1P 輸送活
性を持たなかった。細胞内オルガネラに局在
する SPNS2ホモログは S1P輸送体ではなく別
の活性を持っている可能性が考えられる。      
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