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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン 1-リン酸（Sph-1-P）は血小板の活性化に伴い大量に
放出されるが，その役割は不明である．研究の結果，血管内皮細胞で TNF-aにより惹起された
組織因子（TF）の発現が活性化血小板上清（Plt-sup）により劇的に増幅されること，Plt-sup
中の TF発現増幅効果の本体が Sph-1-Pであり，種々の炎症因子により惹起された TF発現に
対しても増幅作用を有することを明らかにした．その Sph-1-P のシグナルは，MAPK カスケ
ードを介するものであった．以上の結果より，血小板の過剰な活性化により放出された Sph-1-P
が血管局所に作用し，動脈硬化および血栓症の増悪に関与していることが示唆された． 
 
研究成果の概要（英文）：Sphingosine 1-phosphate (Sph-1-P), abundantly stored in platelets, 
is released by the platelets’ activation. However, the role of released Sph-1-P from activated 
platelets is remained unclear. In the present study, it was revealed that, in vascular 
endothelial cells, 1) the supernatant of the activated platelets (Plt-sup) enhanced 
TNF-a-induced expression of tissue factor (TF), an initiator of coagulation system, that was 
stimulated by Sph-1-P into the Plt-sup, 2) that Sph-1-P could enhance the expression of TF 
induced by inflammatory mediators, and 3) that Sph-1-P promoted TF expression by the 
induction of the transcriptional factors such as Egr-1, NF-kB and AP-1 through MAPK 
cascade. These results suggest that Sph-1-P would closely be involved in the exacerbation 
of arteriosclerosis and thrombosis disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 血液中のスフィンゴシン 1-リン酸

（Sph-1-P）産生は，無核細胞の赤血球と血

小板が担い，恒常的な産生放出を行う赤血

球に対して，血小板は殆どの Sph-1-P を細

胞内に蓄積して活性化に伴い大量に放出す

る．赤血球により維持される血漿中 Sph-1-P

は，細胞膜上の Sph-1-P受容体（S1P1~5）の

中でも S1P1 を発現する血管内皮細胞に対

して成熟血管形成，血管透過性制御，NO

産生誘導などの血管生理機能維持に不可欠

である．一方で，血小板の活性化に伴い放

出される局所的に極めて高濃度な Sph-1-P

の生理的又は病理的な意義は十分に解明さ

れていない．さらに，血栓症や動脈硬化の

発症・進展において炎症性因子および酸化

ストレスが Sph-1-P シグナルにどのような

役割又は影響を及ぼすのか十分に分かって

いない． 

 
２．研究の目的 
 血栓症および動脈硬化の危険因子である

高脂血症，高血糖，高血圧では，その病態

進行過程で生じる過剰な炎症性サイトカイ

ンや酸化ストレスなどのストレス関連因子

が，過剰な血小板活性化や血管内皮障害な

ど様々な障害を引き起こす．本研究課題で

は，動脈硬化や血栓症の発症・進展に関わ

るストレス関連因子が血管内皮の Sph-1-P
シグナルおよびその生理機能に与える影響

を検討した． 
 
３．研究の方法 

幾つかの動脈硬化の危険因子と深い関連の

ある炎症性因子および酸化ストレスが，血

中 Sph-1-P 産生・代謝および動態に及ぼす

影響，そして動脈硬化および血栓形成にお

ける Sph-1-Pの関与を解析した． 
(1) 血栓や動脈硬化などの血管病変に関わ
ると考えられる血中Sph-1-Pシグナルの破
綻について，Sph-1-Pのキャリア蛋白質で
あるリポ蛋白質（LDL，HDL）およびアル
ブミンへの分布動態を中心とした解析を行

った． 
(2) ストレス関連因子により障害された血
管内皮細胞について，血栓形成の初期因子

である組織因子（TF）発現に対する
Sph-1-Pの影響について検討した．また，
Sph-1-Pを大量に含む活性化血小板の放出
産物についても TF 発現を調査し，その生
理活性物質の同定を行った． 
(3) Sph-1-PによるTF発現増幅機構につい
てそれぞれの細胞内シグナル伝達経路およ

びシグナルのクロストークについて解析を

行った． 
 

４．研究成果 

(1)血中 Sph-1-P の恒常的な供給源である
赤血球から放出されるSph-1-Pおよび血小
板活性化により大量に放出される Sph-1-P
について，ヒト血漿中の輸送担体（リポ蛋

白質およびアルブミン）への結合分布を解

析した．[3H]標識スフィンゴシン（Sph）
を取り込んだ赤血球および血小板は，細胞

内で[3H]Sph-1-P に変換して細胞膜トラン
スポーターを介して輸送担体に受け渡すた



め，採血・分離精製したヒト赤血球または

血小板を[3H]Sph で標識し，それぞれ血漿
中にて 1 時間インキュベートした．なお，
血小板はコラーゲンによる活性化後，1 時
間インキュベートした．その結果，赤血球

か ら 放 出 さ れ た [3H]Sph-1-P は ，

LDL/VLDL，HDL，アルブミン分画中で主
に HDL に分布する一方で，活性化血小板
から放出された[3H]Sph-1-P は主としてア
ルブミンに分布した（図 1）．また，正常な

血漿中の Sph-1-P（濃度：300-500 nM）の
分布は LDL/VLDL：HDL：アルブミンで
それぞれ約 1：6：3 であるが，微量の
[3H]Sph-1-P を分布させた血漿中に外部よ
り Sph-1-P（0.1-1 mM）を添加していくと
その結合分布は Sph-1-P 濃度依存的に
HDL よりもアルブミン優位になることも
明らにした．これらの結果から，血中

Sph-1-Pの輸送担体にはその結合容量に限
界があり，高親和性のHDLの Sph-1-P結
合容量を超えるとその過剰なSph-1-Pがア
ルブミンへ結合する事が明らかになった．

HDLに結合した Sph-1-Pは S1P受容体へ
の作用が制限される一方で，アルブミンに

結合したSph-1-Pは制限されないという報
告がある．このことから，活性化血小板由

来の Sph-1-P は S1P 受容体への強力に作
用すると考えられる． 
 
 (2) ストレス関連因子により障害された

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）の
TF 発現に対する Sph-1-P の影響について
検討した．その結果，Sph-1-Pが共存する
とトロンビン， TNF-a，IL-1b，リポポリ
サッカライドおよびアンジオテンシン II
によって惹起されたHUVECの TF発現が
劇的に増加することをイムノアッセイによ

り見出した（図 2）．なおこの活性は，活性
化血小板上清（Plt-sup）および煮沸処理さ
れた Plt-sup でも誘導されることから，
Plt-sup 中の脂質性メディエータによるも
のと推察された．活性物質のスクリーニグ

の結果，Sph-1-P および TXA2アナログに

おいて TF 発現の促進効果を検出した．
Plt-sup における TF 発現増幅は，S1P1お

よび S1P3の阻害剤VPC23019により完全
に抑制された．一方，TXA2 の半減期が極

めて短いことが知られており，Plt-sup 中
において TXA2の作用を確認することは難

しいと考えられる．これらの結果より

Sph-1-P および TXA2は，炎症局所におい

て活性化血小板から放出され，TNF-aなど
の他の炎症性因子と協調して内皮細胞を活

性化し，血栓形成の亢進や炎症反応の増幅

に関与している可能性が示唆された． 
 
(3) Sph-1-PによるTF発現増幅における細
胞内シグナル伝達機構について，特異的阻

害剤を用いたイムノアッセイ，半定量的

RT-PCR法およびゲルシフトアッセイによ



り検討を行った．その結果 Sph-1-P は，
HUVECのS1P1およびS1P3から共役する

Gi タンパク質，MAPK 系の MEK を介し
て転写因子 Egr-1および c-Fosの発現を増
幅し，それによりTF転写に関わるEgr-1，
AP-1およびNF-kBの活性が増強されるこ
とを明らかにした（図 3）．これらの事から，
Sph-1-Pは細胞内シグナルのクロストーク
を介して種々のストレス関連因子による

TF 発現シグナルを増幅することが示唆さ
れた． 
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