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研究成果の概要： 

癌自然転移モデルでの内因性脂質メディエータースフィンゴシン-1-リン酸（S1P）レベルの

高低が及ぼす癌増殖・転移、そして血管新生への影響を検討した。S1P レベルが高いと、癌増

殖能・血管新生能が昂進しており、低いと抑制していることが示された。転移においては、明

らかな相違は認められなかった。以上から、内因性 S1P レベルの高低が癌増殖・血管新生・血

管成熟への影響へ与えることが示された。 
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１． 研究開始当初の背景 

 

脂質メディエータースフィンゴシン-1-リ
ン酸（S1P）は、細胞の運動制御、細胞骨格
制御、形態変化、増殖など多彩な生理活性を
示す。S1Pはスフィンゴシンキナーゼ（SphK）
によりスフィンゴシンがリン酸化されるこ
とによって、S1Pリアーゼ（SPL）によりホス
フォエタノールアミンとパルミトイルアル
デヒドに加水分解される。SphK活性は成長因
子、サイトカインやケモカインで活性化され
るため、炎症などの局所で S1P産生が亢進し

ていると考えられている。一方、SPL 活性の
制御はほとんどわかっていない。体液中の
S1P は細胞内で生成された S1P が細胞外に放
出されたものであり、体液中の S1P 濃度は
SphK、SPL 両酵素により調節されていると言
える。S1P は主として細胞表面受容体への結
合を介して作用すると考えられている。 
 私達の S1P 受容体群の機能解析の過程で、
S1P受容体のうちS1P1とS1P3はともに細胞
運動の分子スイッチと考えられる低分子量G

蛋白質 Rac の活性を促進し、化学遊走を誘導
するのに対し、S1P2 受容体は逆に Rac 活性
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を抑制し、その結果細胞運動を抑制すること
を世界に先駆けて発表した（Okamoto H. et 

al. Mol Cell Biol. 2000）。S1P2受容体を発現
する血管平滑筋細胞（Ryu Y. et al. Cir. Res., 

2002）や CHO 細胞において S1P2受容体に
よる Rac、細胞運動の抑制作用を報告した。
さらに、細胞遊走の抑制性制御の分子基盤と
して S1P2受容体による Rac の抑制には Rho

の活性化が必須であり、その上流には三量体
G 蛋白質 G12及び G13が介在していることを
証明した（Sugimoto N. et al. Mol. Cell. Biol. 

2003）。この発見は細胞運動制御の分子機構
解明の研究全般に大きなインパクトを与え、
Science 誌 On Line 版 の Signal 

Transduction Knowledge Environment 

(STKE)で紹介された。メラノーマ細胞等の
ある種の癌細胞においては、S1P2 受容体は
Rac 抑制を介して、遊走・浸潤を強く抑制す
ること、一方、S1P1受容体は逆に遊走・浸潤
を亢進させることを見いだした（Arikawa K. 

et al.  J Biol Chem. 2003）。私達は、さらに、
マウス尾静注後の癌肺転移モデルにおいて、
S1P が S1P2受容体を介してメラノーマ細胞
の血行転移を抑制すること、逆に S1P1 受容
体を介して血行転移を促進することを示し
た（Yamaguchi H., et al. Biochem. J. 2003）。
しかし、一方で、S1P は血管内皮細胞に存在
する S1P 受容体への作用を介して、白血球の
血管内皮接着に影響することが最近国外の
グループにより報告されており、S1P の癌転
移修飾作用において宿主側の S1P 受容体の
関与も考慮する必要があると、私達は考えて
いる。癌組織では癌細胞の産生した TNFαや
VEGF をはじめとするサイトカイン・増殖因
子の作用により、マクロファージや T リンパ
球等の免疫担当・炎症細胞の浸潤が通常みら
れる。これらの浸潤細胞はさらに TNFα等の
サイトカインを産生すると考えられ、局所で
産生されたこれらの生理活性物質は腫瘍組
織内の癌細胞や血管細胞等の SphK活性を亢
進させていると考えられる。腫瘍組織内の
S1P 産生の亢進は、腫瘍血管新生・癌細胞の
増殖・浸潤能、及び転移に影響を及ぼすこと
により、癌の進展に大きく関わっていると推
測された。 

 

 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、私達の作成した SphK トラン
スジェニック（-Tg）マウス及び SPL-Tg マ
ウスを用いて、生体における内因性 S1P 産生
の高低が癌の進展・血管新生に及ぼす影響を
解明した。 

 

 

３．研究の方法 

 

Ⅰ、癌自然転移モデルでの内因性 S1P レベル
の高低が及ぼす癌転移への影響 

癌の増殖・浸潤、転移の検討 

 

 S1P 産生酵素（SphK）、S1P 分解酵素
（SPL）のトランスジェニックマウス及び同
腹野生型マウスの足底あるいは側腹部に
B16 メラノーマ細胞やルイス肺癌細胞を接
種する。癌組織の増殖を体表からその大きさ
を計測することで経時的に観察する。癌細胞
接種後 28 日目に、多量の麻酔薬にて安楽死
させ、肺、リンパ節や他の臓器への転移を観
察する。 

 

Ⅱ、癌自然転移モデルでの内因性 S1P レベル
の高低が及ぼす癌血管新生への影響 

⑴血管新生、血管成熟等の免疫組織化学的検
討 

 

 SphK-Tg マウスと SPL-Tg マウス及び同
腹野生型マウスに移植した癌細胞を接種後
28 日目に摘出して、凍結切片を作成する。各
種特異的抗体を用いて免疫組織化学染色を
おこない、血管新生および血管成熟を評価す
る。 

 血管新生の評価のために、抗 CD31 抗体や
抗フォンビルブラント抗体により血管内皮
細胞を標識し、光学及び蛍光顕微鏡下で単位
面積あたりの陽性細胞数や血管腔面積を検
討する。 

 血管成熟の評価のために、抗 alph 平滑筋
アクチン抗体により血管平滑筋を標識し、抗
NG2 抗体により周皮細胞を標識し、光学及び
蛍光顕微鏡下で単位面積あたりの陽性細胞
数や陽性細胞で覆われた血管数及び面積を
検討する。 

 さらに、抗 caspase-3 抗体によりアポトー
シス陽性の細胞や癌組織内でのその分布を、
抗 Ki-67抗体により増殖中の細胞やがん組織
内でのその分布を評価する。また、抗 CD4、
CD8、CD34 抗体により血球由来細胞を、抗
Mac-1 抗体によりモノサイト・マクロファー
ジを標識して、免疫・炎症性細胞侵入の程度
等を評価する。 

 

⑵血管透過性の検討 

 

 SphK-Tg および SphL-Tg マウス及び同腹
野生型マウスの側腹部に癌細胞を接種し、接
種後 21 日目に、麻酔下にて、尾静脈から色
素（エバンスブルー等）を注入する。注入 30

分後、癌組織から漏出した色素を可視的およ
びホルムアミド抽出により評価する。血管成
熟が進行するにつれて、色素漏出量が減少す
る。 



 

 

 

 以上の検討から、内因性 S1P レベルの癌の
進展への影響を明らかにした。 

 

 

 

４．研究成果 
 

移植後 7〜10 日間で、SphK-Tg マウスで、
増殖がコントロールと比べ腫瘍増殖が早く、
SPL-Tg マウスではコントロールと比べ腫瘍
増殖が遅い傾向があった。移植腫瘍の浸潤・
転移については、各群間で、有意な違いは認
められなかった。今後、飼育期間を延長して
観察する必要があると思われた。 

 SphK-TgマウスとSPL-Tgマウス及び同腹野
生型マウスに移植した癌細胞を接種後 28日
目に摘出して、凍結切片を作成して、各種特
異的抗体を用いて免疫組織化学染色をおこ
ない、さらに、マウスの側腹部に癌細胞を接
種し、接種後 21日目に、麻酔下にて、尾静
脈から色素（エバンスブルー等）を注入する
血管透過性試験をおこない、血管新生および
血管成熟を評価した。、SPL-Tgマウスでは、
血管新生および血管成熟が抑制もしくは抑
制傾向にあること、一方、SphK-Tgマウスで
は、血管新生および血管成熟が亢進もしくは
亢進傾向にあることが判明した。 

 
以上から、内因性 S1Pレベルの高低が癌増

殖・血管新生・血管成熟への影響へ与えるこ
とが示された。 
 
 今後、外部から S1P濃度を制御することで、
癌への新しい治療ストラテジーを確立して
いきたい。 
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