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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一リン酸 (S1P) は、免疫疾患、がんや動脈硬化
の発症に関連することが示唆されており、S1P シグナル伝達系に発現する分子が創薬標的になり得ると考えられ
ている。S1P は特定の組織に局在する可能性が示唆されているが、現在までの解析手法では、S1Pの組織分布を
可視化することが困難であった。本研究によりS1P特異的な検出法の開発と、高感度かつ高分解能組織切片MSイ
メージング法の開発を実施し、新規Phostag誘導体化試薬の合成により、Phostag誘導体化試薬ライブラリーを構
築し、S1Pの高感度検出に成功した。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine monophosphate (S1P)　is a bioactive lipid and has been 
implicated in the pathogenesis of immunological diseases, cancer, and atherosclerosis. S1P and its 
related molecules expressed in their signaling pathway are considered potential drug targets. 
However, it has been difficult to visualize the tissue distribution of S1P using conventional 
analytical methods. In this study, we developed a S1P-specific detection method and a highly 
sensitive and high-resolution tissue section by MS imaging. We constructed a library of Phostag 
derivatization reagents by synthesizing novel Phostag derivatization reagents, and succeeded in 
highly sensitive detection of S1P.

研究分野： 臨床分析化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、S1Pを高感度に検出できる新規Phostag試薬の合成に成功した。本研究では、Phostag誘導体化試薬を複
数種合成したことにより、Phostagライブラリーを構築したが、この試薬類は様々な化合物に対して応用できる
可能性が考えられるため、学術的な意義が高い。また、S1P関連疾患に対する分子メカニズム解析にも有用であ
り、疾患解明に貢献するため社会的意義が高いと考えられる。本研究により新たな創薬に役立つことが期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



1. 研究開始当初の背景 
スフィンゴ脂質は、真核生物の細胞を構成する多機能性脂質の一種であり、疎水性骨格のセラミドに、

極性基であるホスホコリンを有したスフィンゴミエリン、糖鎖が結合したスフィンゴ糖脂質やセラミダ
ーゼで分解されたスフィンゴシン (Sph) 等に分類される。Sph は、S1P シグナル伝達系でスフィンゴシ
ンキナーゼ (SphK) により S1P に代謝され、トランスポーター (Spns2) を介して細胞外へ輸送され、
標的細胞の受容体 (S1P1̃5) に結合し、細胞応答を惹起することが明らかにされている。また、血管内皮
細胞に発現する Spns2 は、リンパ液中の S1P 濃度調整への関与が示されたが、近年の研究で赤血球や
血小板に発現する Msfd2b が新規 S1P トランスポーターとして同定され、血液中に含まれる S1P 濃
度の制御機構が明らかにされた。また、血液中のアポリポタンパク質の一種である ApoM は、S1P のキ
ャリアとして共役することも示唆され、生体内において循環し局所に分布する S1P の役割が明らかにさ
れつつある。従って、血管内皮細胞やリンパ節における S1P シグナル伝達系の制御機構を明らかにする
ためには、組織局所における S1P の分布変化を直接可視化できる必要がある。しかしながら、これまで
の生物学的な手法では、組織局所の S1P を直接可視化することはできなかった。以上の背景から、S1P 
分布変化がもたらすシグナル伝達系への影響を解明するために、組織局所における S1P を一細胞 (μ
m) 以下のレベルで可視化できる手法の開発が求められていた。 

申請者は、液体クロマトグラフ三連四重極型質量分析計 (LC-MS/MS) による S1P の高感度分析手法
を開発し、レーザーマイクロダイセクション (LMD) で作成した微量組織片の S1P を定量することで
組織分布を明らかにした。しかしながら、LC-MS/MS に供する試料は、組織を潰して抽出された分子を
分析するため、位置情報が失われ、一細胞以下のレベルで S1P の分布を評価することは困難であった。
申請者は、近年開発された MS イメージング法にマトリックス支援レーザー脱離イオン化法 (MALDI)
を組み合わせ、病態モデル動物から得られた組織切片などからスフィンゴ脂質を含む様々な生体分子の
可視化に成功している。しかしながら S1P は、MS イメージング法を得意とする研究者でも組織切片上
での検出が難しいことが議論されており、新たな手法の開発が切望されていた。 
 
2. 研究の目的 

本研究の目的は、S1P を含むスフィンゴ脂質を一細胞以下のレベルで可視化する MS イメージング法
を開発し、病態モデル動物における S1P シグナル伝達機構の変化がもたらす S1P とスフィンゴ脂質の
組織分布変化を捉え、創薬標的を明らかにすることである。 

具体的には、以下が研究開始当初の課題であった。 
 S1P のリン酸基を選択的に誘導体化する試薬を有機合成し、MSイメージング法を用いて 2 μm 以

下の空間分解能で、S1P あるいはスフィンゴ脂質を高感度に検出する手法を開発する。 
 野生型および病態モデル動物から全身切片を作成し、S1P シグナル伝達系が分布する脳、脾臓、血

管、リンパ節やパイエル板における S1P の局在変化を明らかにする。 
 病態モデル動物に薬剤を投与し、S1P の分布変化を捉え、創薬標的となる組織あるいは S1P シグナ

ル伝達分子を明らかにする。 
 
3. 研究の方法 

Phostag 合成経路を参考にし、各種置換基を導入した誘導体化試薬を合成した。また、亜鉛は 68Zn



を購入して用いた。次に、合成した試薬をマトリックス試薬であるパラニトロアニリンと混合し、
S1P およびリゾフォスファチジン酸を添加した。各溶液を MALDI-MS イメージング分析に供した
（分析条件は、成果論文を参照）。分析結果はソフトウェア(Xcalibur)にて解析した。 
病態モデルマウスを用いたスフィンゴ脂質解析は、各種組織を採取し、クライオスタットで 8μm の
凍結組織切片を作成し、スライドガラスに添付した。全身組織については、導電性粘着フィルム（川
本忠文博士の協力を得た）を用いて作成した。 
また、糖セラミド異性体分離は、標準試薬を購入し、CyclicIMS を用いて分離条件の最適化を実施し
た。 
 

4. 研究成果 
① これまでに、MS イメージング法による S1P の組織分布解析は不可能であったことから、観察され

た組織分布の正確性を示す必要があった。そこで我々は、レーザーマイクロダイセクションで脳組
織各部位を採取し、UHPLC-MS/MS による S1P の定量を実施することに加え、S1P の代謝酵素の
一種である S1P リアーゼのノックアウトマウスから得られた脳組織における S1P の MS イメージン
グ分析を実施することにより、開発した手法によって得られた S1P 分布が正確であることを示した。
この成果は、分担研究者である可野邦行博士のグループを中心にまとめ、S1P のリン酸基を Phostag
で特異的に誘導体化する新規 MS イメージング法として発表した。 

② 研究成果①で用いた Phostag は、タンパク質のリン酸化部位の同定などを標的として開発された試
薬である。従って、Phostag の化学構造に置換基を入れることにより、より S1P 選択的な誘導体化
試薬を見出すことができると考えられる。そこで我々は、Phostag 誘導体化試薬を有機合成すべく、
初めに Phostag の基本構造に各種置換基を導入した。次に、生体試料由来のマススペクトルが複雑
になることを防ぐことを目的とし、試薬の精製を繰り返し、同位体の影響を最小限にするために高
純度な亜鉛 68Zn を用いることで高純度な Phostag 誘導体化合物を 10 種程度有機合成した。また、
MALDI-MS 解析により S1P が 2 倍程度高感度に検出することができ、感度に影響する修飾位置や
置換基を明らかにした（論文執筆中）。最終的には、分担研究者の松本博士のグループと協力するこ
とで 20 種以上の Phostag 誘導体化試薬を有機合成に成功し、リン酸基を有する分子の MS による高
感度検出に向けた試薬ライブラリーを開発した（合成手法特許出願準備中のため、構造は未発表と
する）。 

③ これまでに、MS イメージング法による組織切片上に含まれる S1P の高感度検出に関する技術開発
を進め、少なくとも 10̃20 μm レベルの空間分解能であれば、日常的に S1P の分布解析を実施す
ることができるようになった。一方で、研究開発当初の目標としていた 2 μm 以下の空間分解能で
の MS イメージング法の開発については、装置の根本から見直す必要があると考え、新たに開発さ
れつつある投影型の MALDI-MS 装置に着目した。投影型 MS イメージング装置は、一細胞以下の
レベルでの高感度可視化の可能性があるため、開発者である青木順博士の協力のもと、我々が独自
に開発した導電性粘着フィルムと組み合わせて、マウス全身組織を採取し MS イメージングに供し
た。その結果、比較的低分子領域のシグナルが検出されることが判明し、ナノスケールでの可視化へ
有用な成果が得られた。 

④ 我々は、研究を進める過程で、S1P の機能解明には、スフィンゴ脂質代謝全体について MS イメー



ジングで捉えられるかどうかについても検討を進めるべきであると考えた。例えば、スフィンゴシ
ンやセラミドは、高分解能型による解析であれば MS イメージングによる検出は容易であるが、糖
脂質のように、異性体が存在する生理活性脂質を分離分析なしに MS イメージングすることは極め
て困難である。そこで我々は、可野グループの所有する最新型のイオンモビリティを搭載した
CyclicIMS を駆使し、一部のグルコシルセラミドおよびガラクトシルセラミド分子種の異性体分離
に挑戦成功した。さらに、野生型マウスの脳と病態モデルマウスにおける違いを明らかにできたた
め、今後スフィンゴ脂質関連分子を同定する上で極めて有用であることに加え、S1P の代謝制御解
明に向けて大きな研究発展であると考えられる。 
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