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研究成果の概要（和文）：胆汁酸は、胆道および腸管の浄化作用を担うだけでなく、種々の生理作用を引き起こ
す重要な情報伝達物質として働くことが明らかになってきた。私達は胆汁酸が脂質メディエーターであるスフィ
ンゴシン-1-リン酸（S1P）の特異的受容体に直接作用し、細胞内情報伝達を活性化することを報告してきた。本
研究では、胆道疾患（胆嚢炎、胆嚢癌、胆管癌等）における胆汁酸とS1P情報伝達機構について研究を行った。
本研究では、各胆道疾患の胆汁及び組織中のS1P濃度を測定し、胆道癌組織では正常組織と比較してS1P濃度が有
意に上昇していることを明らかにした。さらにS1Pが胆道癌のリンパ行性転移に寄与していることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：It has been revealed that bile acids work not only as detergent in the 
biliary tract and intestine, but also as signaling molecules that cause a variety of biological 
effects. We have previously reported that bile acids act directly on specific receptors of the lipid
 mediator, sphingosine-1-phosphate (S1P), to activate intracellular signal transduction. In this 
study, we investigated bile acids and S1P signaling in biliary diseases (cholecystitis, gallbladder 
cancer, cholangiocarcinoma, etc.). In this study, we measured S1P levels in bile and tissue in 
patients with each biliary disease, and revealed that S1P levels were significantly elevated in 
biliary tract cancer tissue compared with normal tissue. Furthermore, we revealed that S1P plays an 
important role in the lymphatic metastasis of biliary tract cancer.

研究分野： 消化器外科学関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、胆道疾患において胆汁及び組織中のS1P濃度を質量分析装置で測定した初めての研究であり、学術的
に意義がある。また、ヒトの胆道癌組織を用いた解析により、生体内の胆道癌組織においてもこれまでの基礎実
験と同様、S1Pが癌のリンパ行性転移に寄与していることを明らかにしたことは臨床的に意義がある。今後、胆
道癌のリンパ行性転移におけるS1Pの役割を明らかにすることで、胆道癌のリンパ行性進展転移を制御する新た
な治療法開発へつながる可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
胆汁の主成分である胆汁酸は、胆道および腸管の浄化作用を担うだけでなく、細胞に直接作

用することによって、種々の生理作用を引き起こす重要な情報伝達物質として働くことが、最
近明らかになってきた。私達はこれまでに、脂質メディエーターであるスフィンゴシン-1-リン
酸（S1P）の特異的受容体に胆汁酸が直接作用し、細胞内情報伝達を活性化することを発見し
（Hepatology 2012）、胆汁酸が S1P 受容体を介して肝臓における脂質代謝を制御していること
を明らかにしてきた（Hepatology 2015）。さらに、S1P が腫瘍微小環境に作用しリンパ管新生・
血管新生に関与すること（Cancer Res 2012）、炎症性発癌に関与すること（Cancer Cell 2013）を
細胞培養実験、動物実験で実証してきた。これらの知見を踏まえ、今回私達は S1P と胆汁酸と
による細胞情報伝達機構に着目し、「S1P および胆汁酸が細胞膜上の S1P 受容体に作用し、情報
伝達物質として働くことで、胆嚢炎の増悪、胆道癌の増殖・浸潤・転移に関与する」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「胆道疾患（胆嚢炎、胆嚢癌、胆管癌等）において、S1P 受容体を介したシ

グナル伝達機構を解明し、その臨床的意義を明らかにすること」である。 
 
３．研究の方法 
 
（1）肝胆道系組織のリピドミクス解析と胆汁 S1P 産生部位別濃度の解明 
 

S1P は、細胞膜構成成分であるセラミドからセラミダーゼによって変換されたスフィンゴシ
ンが、細胞内でスフィンゴシンキナーゼによりリン酸化されることで産生される。本研究では
質量分析装置を用いた網羅的脂質解析（リピドミクス解析）により、肝胆道系の組織内 S1P 濃
度に加え、S1P の前駆体であるスフィンゴシン、セラミドの濃度を網羅的に解析した。切除標
本から正常部組織（肝臓、胆管上皮、胆嚢上皮、膵臓）および癌部（肝細胞癌、胆管癌、胆嚢
癌、膵癌）を採取し、直ちに液体窒素で凍結保存した。共同研究施設である米国バージニア州
立大学リピドミクス部門において、各組織中の S1P 濃度および関連するスフィンゴリン脂質濃
度を質量分析装置により測定した。また、米国の癌ゲノムデータベースである TCGA のデータ
を用いて、胆道癌および正常部におけるスフィンゴリン脂質に関連する代謝酵素の mRNA 発現
量を解析し、胆道癌におけるスフィンゴリン脂質代謝経路について検討した。 
 
（2）胆道疾患（胆嚢炎・胆道癌）における胆汁内 S1P および胆汁酸濃度測定 
 
正常胆嚢内の胆汁、胆嚢炎における胆汁、胆嚢癌における胆汁、胆嚢炎を併発した胆嚢癌に

おける胆汁を採取し、メタノール・クロロホルム混合液で保存した。リピドミクス解析により、
胆汁中の S1P、スフィンゴシン、セラミド濃度を測定した。 
 
（3）ヒト胆管癌・胆嚢癌細胞株を用いた細胞培養実験：S1P 受容体を介したシグナル伝達機構
の解明 
 
胆汁酸、精製 S1P、S1P 受容体阻害剤 JTE-013 と共にヒト胆管癌細胞株を培養し、細胞実験

により細胞機能（増殖能、浸潤能、遊走能、生存能）を解析した。癌細胞が産生する S1P の生
理的機能を解析するために、胆管癌細胞株、膵癌細胞株を用いて、SphK1 をプラスミドベクタ
ーにより過剰発現、あるいは同酵素を CRISPR/Cas9 によりノックアウトした細胞株を樹立し、
浸潤能・遊走能の制御実験を行った。 
 
４． 研究成果 
 
（1）肝胆道系組織のリピドミクス解析と胆汁 S1P 産生部位別濃度の解明 
 
胆道癌患者の外科切除標本より採取した正常部組織（肝臓、胆管上皮、胆嚢上皮、膵臓）お

よび癌部（肝細胞癌、胆管癌、胆嚢癌、膵癌）を用いて、S1P を含むスフィンゴリン脂質濃度
を質量分析装置で定量した結果、いずれの癌種においても癌部において S1P および関連する脂
質メディエーターの濃度が有意に上昇していた。TCGA データを用いて、胆道癌における S1P
産生責任酵素SPHK1を含むスフィンゴリン脂質代謝関連酵素のmRNA発現量を解析した結果、
癌部においてセラミド合成経路の 1 つである de novo pathway を介し、S1P 産生が亢進している
ことが明らかとなった。癌部における SPHK1 発現は、リンパ行性転移関連因子の発現と正の
相関関係を認めた。さらに胆嚢癌の外科切除標本を用いて免疫組織化学を行い、リンパ節転移
陽性例と陰性例とで癌部におけるリン酸化 SPHK1 発現を比較した結果、リンパ節転移陽性例



において有意にリン酸化 SPHK1 が高発現していた。以上から、胆道癌ではセラミド合成経路
の活性化と S1P 濃度の上昇を認め、SPHK1 により産生された S1P がリンパ行性転移を促進し
ていることが示唆された。S1P は脂質であるが故に測定が困難であったため、ヒトの生体内で
の S1P の生理機能に関する研究は遅れており、胆道癌患者における S1P の癌に対する作用機序
や、リンパ行性転移への関与を含めた臨床的意義については全く未解明であった。本研究にお
いて、ヒトの胆道癌組織を用いた解析により、生体内の胆道癌組織においても、これまでの基
礎実験と同様、S1P が癌のリンパ行性転移に寄与していることを明らかにしたことは臨床的に
意義がある。今後、胆道癌のリンパ行性転移における S1P の役割を明らかにすることで、胆道
癌のリンパ行性転移を制御する新たな治療法開発へつながる可能性が期待される。 
 
（2）胆道疾患（胆嚢炎・胆嚢癌）における胆汁内 S1P および胆汁酸濃度測定 
 
正常な胆嚢内の胆汁、胆嚢炎における胆汁、胆嚢癌における胆汁、胆嚢炎を併発した胆嚢癌

における胆汁を採取し、リピドミクス解析により、胆汁における S1P、スフィンゴシン、セラ
ミド濃度を測定することに成功した。胆汁中の S1P やスフィンゴリン脂質を質量分析装置で直
接測定した研究はこれまでほとんどなく、今後症例数を増やし、各疾患と胆汁中の脂質メディ
エーター関連について解明していく予定である。 
 
（3）ヒト胆管細胞・胆嚢癌細胞株を用いた細胞培養実験：S1P 受容体を介したシグナル伝達機
構の解明 
 

S1P は、胆管癌細胞株の遊走を促進し、S1P 受容体阻害薬のひとつである JTE-013 は S1P に
よる胆管癌細胞の遊走を阻害した。また、S1P は胆管癌細胞株の浸潤能を有意に促進した。
SphK1 を CRISPR/Cas9 によりノックアウトした細胞株を樹立し、浸潤能・遊走能の制御実験を
行い、SphK1 が浸潤能・遊走能に寄与していることが明らかとなった。これらの知見から、S1P
情報伝達経路は胆道癌の発育進展に重要な役割を果たしており、今後、胆道癌における治療標
的となりうる可能性が示唆された。 
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