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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン１－燐酸(S1P)は、脂質メディエーターとして細胞膜に発現するS1P受容体を
活性かすることで機能を発揮する。S1Pは細胞内で生成され、細胞外に輸送されることで初めて脂質メディエーターと
して働くことになる。本研究では、S1P 輸送体Spns2の哺乳類での機能を解明することを目的とした。Spns2の遺伝子破
壊マウスと血管内皮細胞特異的破壊マウスを作製して、リンパ球の移動に関してSpns2が機能していることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：We had identified Spns2 as a S1P transporter in zebrafish. Therefore, we aimed at 
studying the function of Spns2 in mammals in S1P signaling.
　First, we developed global Spns2 knockout (KO) mice and analyzed the number of lymphocytes in primary 
and secondary lymphatic organs, because S1P is known to be essential for egress from the primary 
lymphatic organs. Mature T- and B- lymphocytes in the blood were decreased. Mature T-lymphocytes were 
accumulated in the thymus. Consistently, the number of mature T-lymphocytes was decreased in the 
secondary lymphatic organs. Similarly, the number of mature B-lymphocytes in the bone marrow and the 
secondary lymphatic organs was decreased, suggesting that the egress of T- and B-lymphocytes were 
decreased. The endothelium-specific Spns2 KO mice exhibited the similar phenotype found in global KO 
mice. These data indicate that endothelial Spns2 functions as a S1P transporter to induce the egress of 
lymphocytes from the primary lumphatic organs.

研究分野： 循環器発生・細胞生物学
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  ２版



１．研究開始当初の背景 
スフィンゴシン－１－燐酸(S1P)の生理作用
が細胞レベルで解明されつつあるが生体で
の機能を発揮するための輸送体の機能が以
下の点で明らかになっていなかった。我々は
ゼブラフィッシュでS1P輸送体Spns２を同定
してその機能を明らかにしていた。 
しかし、 
(1) S1ＰトランスポーターSpns2 が哺乳類で
機能しているのか？またどのような作用が
あるのかが不明 
(2) S1P が生体内のどの細胞で生成されるの
かが不明 
(3) S1P を生成する細胞がわかったとして、
細胞のどちらに向けて Spns2 輸送されるの
かがによって不明 
スフィンゴシン-1-燐酸(S1P) が S1P 受容
体(S1P1-S1P5)に結合し活性化することで、
様々な生物学的現象を惹起することが示さ
れている。S1P 受容体の遺伝子破壊マウスを
用いた研究からも、S1P-S1P 受容体シグナル
の重要性は証明されてきた（S1P1 受容体欠損
による血管形成異常、同受容体欠損によるリ
ンパ球の骨髄・胸腺からの血管内への遊走低
下、など）。さらに、SphK（SphK1, -K2）の
遺伝子欠損によってもS1Pが発生ならびに恒
常性維持に必須な分子であることが証明さ
れてきた。しかし、唯一 S1P 情報伝達機構を
司る分子で生体での機能が明らかにされて
いない分子が、S1P トランスポーターである。
これまでにABCトランスポーターが細胞では
S1P の細胞外輸送を促進することも報告され
てきたが、生体で S1P トランスポーターを証
明した研究はない。我々が同定した S1P トラ
ンスポーターSpns2 もゼブラフィッシュでの
機能の証明と細胞でのS1Pトランスポーター
機能が明らかになったに留まっている。右図
に示すように Sph から S1P が生成されて、細
胞外に発現するS1P受容体に作用するには細
胞外への輸送が不可欠であり、哺乳類生体で
のトランスポーターの機能を明らかにする
ことが重要であると考えた。 
S1P は、赤血球あるいは血小板で生成され、

血中 S1P 濃度が（～1M）に維持されている。
一方、血管内皮細胞も S1P を生成されること
が報告されている。血管内皮細胞には S1P1
受容体が、血管平滑筋細胞には、S1P2, S1P3
受容体が発現することから血管内皮細胞か
ら の S1P 輸 送 が 血 管 へ の autocrine, 
paracrine 機構による直接作用を有している
可能性が考えられているが明らかになって
いなかった。生体でどの細胞がどれだけ、S1P
生成に寄与しているのかは不明である。 
血管内皮細胞で生成される S1P が血管内

皮細胞に作用する場合には、S1P1-Akt-eNOS
のよる血管弛緩作用が主に発揮され、血管
平滑筋に作用すると S1P2/S1P3-Rho キナー
ゼあるいは Calmodulin キナーゼによる血
管収縮が主となるはずである。つまり血管
内皮細胞の発現部位による差によって生理

作用が全く異なる可能性がある。S1P が血
管内腔側に発現する Spns2 によって細胞外
に輸送されるのか？あるいは管腔反対側に
発現するのかによって生体での血圧が変化
する可能性がある。つまり局在の違いによ
り生理作用が相反する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
①Spns2 が哺乳類で S1P トランスポーター
としての機能を果たしているのか 

②Spns2 がもし主要な S1P トランスポータ
ーならば、どこで発現しているのか？ 

③もし血管内皮細胞に発現しているならば、
管腔側(luminal side)・管腔反対側 
(abluminal side)のいずれかで発現して
生理作用を発揮しているか？ を明らか
にしたい。 

 
３．研究の方法 
哺乳類としてマウスを用いた解析を行う計
画である。 
A-1) Spns2 がマウスで S1P トランスポータ
ーとして機能しているかを調べるために、
Spns2 の global KO を作製する。Spns2 
flox/flox マウスの繁殖と global KO マウ
スの繁殖を行う。Spns2flox/flox マウスは
研究開始時に作製完了しており、global KO
達成のために CMV-Cre マウスと交配して個
体を得ていた。胎生致死ではなく、表面上
は眼球の異常（symblepharon：眼瞼の閉鎖・
結膜の異常、角膜潰瘍）を呈するのみであ
る。交配も可能であり、global KO マウス
数増加のための繁殖を繰り返すとともに
Spns2 flox/flox マウスの繁殖も行う。 
A-2) Conditional Spns2KO マウスの作製 
 Spns2 flox/flox との交配を予定する組
織特異的 Cre 発現マウスの準備 
以下の４種類を計画した 
・血管内皮細胞特異的 Cre 発現マウス: 
Tie2-Cre  

・リンパ内皮細胞特異的 Cre 発現マウス：
Prox1ERT2-Cre (tamoxifen inducible) 

・ 血 小 板 特 異 的 Cre 発 現 マ ウ ス ： 
Platelet-specific Cre : Pf4-Cre 

・赤血球特異的Cre発現マウス:  Red blood 
cell-specific Cre: GATA1-Cre 

  Tie2-Cre マウスは、すでに当施設で繁殖
済み。 Prox1ERT2 (St. Jude Chirdren’s 
Hospital in Menphis の Dr. Guillermo 
Oliver より)も入手していた。 
 これらのマウスを用いて 
■血中 S1P 濃度の測定 ■血球数 (外部委
託) ■血圧の測定 ■FACS による一次リン
パ器官、二次リンパ器官のリンパ球数・分画
の検討 ■網膜の組織学的検討 ■リンパ
管の組織学的検討を行った。 
■血中 S1P 濃度測定■血圧を調べることで、
免疫系と循環器での Spns２の機能を明らか
にする。 
 



 
４．研究成果 
 
Spns2 global ノックアウトマウスの免疫系
の異常 
S1P が T リンパ球の血管内への遊走に重要で
あることが報告されていたために、まず免疫
系について検討した。 
 一次免疫組織である胸腺で成熟Tリンパ球
の増加を認めたことから、胸腺からの血液内
への移行が障害されていることがわかった。
また血中の成熟Tリンパ球が減少していたこ
とからも胸腺から血管内へのTリンパ球の移
動に異常があることに矛盾しない結果であ
った。さらに骨髄で未成熟 Bリンパ球が蓄積
し成熟 B細胞が減少していた。血中でも成熟
B リンパ球が減少していることから骨髄から
血管内へのBリンパ球の移動の異常があるこ
とがわかった。 
 ２次リンパ器官である脾臓では成熟Tリン
パ球が減少し Bリンパ球も減少していた。リ
ンパ節でも同様に成熟Tリンパ球が減少する
とともに成熟 B リンパ球が減少していた。
FACSを用いて血中ならびに胸腺での成熟Tリ
ンパ球（CD4,CD8 陽性細胞）を測定した結果
に基づいている。B リンパ球に関しては表面
マーカーとして B220 low/high IgM +/- に従
って成熟あるいは未成熟Bリンパ球を測定し
た。 
 Plasma S1P 濃度を血中で測定した結果
Spns2 ノックアウトマウスでは野生型に比
べて半減していた。他のスフィンゴ脂質や
LPA に両者で差は認めなかったことから、
Spns２が S1P 特異的な輸送体として哺乳類
でも機能していることが予想された。骨髄移
植をノックアウトマウスに行い血液細胞か
らの S1Pの生成が血中 S1P濃度ならびにリン
パ球の一次リンパ器官からの遊走に重要で
あるかを検討した結果、骨髄移植をしても改
善が認められなかったことから、血液細胞由
来のS1P非依存性にこれらの異常が生じてい
ることがわかった。 
 Spns2 の in situ hybridization を行い
発現部位を確認したところ胸腺の血管内皮
細胞に発現を認めた。また、各種培養血管内
皮 細 胞 （ HUVEC, Human microvascular 
endothelial cell, human aortic 
endothelial cell. Human dermal lymphatic 
endothelial cell）を用いて RT-PCR  を行っ
たところいずれも Spns２が発現しているこ
とがわかった。一方 Hela 細胞や HEK293 細
胞では Spns2 の発現を認めなかったことか
ら、内皮細胞が Spns２の主な発現部位である
ことが強く示唆された。 
 
血管内皮細胞特異的 Spns2 ノックアウトマ
ウスの解析 
 Global ノックアウトマウスの結果と血管
内皮細胞の発現が見られたことより、Spns2 
の血管内皮細胞での発現が T リンパ球・Bリ

ンパ球の一次リンパ器官からの血管内への
移動を制御していると考えられた。このため
にまずは Tie2-Cre マウスを用いて血管内皮
細胞特異的に Spns2 の発現を抑制すること
にした。 
 Spns2 の血管特異的欠損マウスは、global  
ノックアウトと同様に血中のS1Pが半減して
いた。また、胸腺でも成熟 Tリンパ球の蓄積
と抹消組織の脾臓、リンパ節での成熟 Tリン
パ球の減少、血中の成熟 Tリンパ球の減少を
認めた。成熟 Bリンパ球に関してもグローバ
ルノックアウトマウスと同様な結果であっ
た。従って胸腺、骨髄からのリンパ球の血管
内への移行には血管内皮細胞からのS1Pが必
須であることがわかった。 
 Spns2 は血中でも減少していることから、
内皮細胞は管腔内への輸送が血中のS1P濃度
を規定し、管腔外にむいた Spns2 の輸送が一
次リンパ組織におけるリンパ球の血管内へ
の移動のために機能していることが示唆さ
れた。モノクローナル抗体の作製を試みたが
最終的には、組織学的（免疫電顕）に使用可
能な抗体が作製できなかったために管腔外
にむけた内皮細胞の Spns2 の決定的な証明
はできなかった。 
GATA1-Cre, Prox1CreERT2 も交配を始めた

が血液からの S1P の輸送には関係ないと示
唆されたので、これは中断した。また
Prox1CreERT2 に関してもTie2-Creによる血
管内皮細胞特異的Spns2 欠損によるTリンパ
球、B リンパ球の異常が Global ノックアウ
トと同じであったために解析を中断した。 
ゼブラフィッシュの Spns2 変異体が二股

心臓を呈することから、心臓前駆細胞の移動
に S1P が重要であることがわかっていたが、
S1P が如何に心臓前駆細胞の移動を制御して
いるかが不明であった。このためにこのメカ
ニズムを解明することで哺乳類の心臓形成
における S1P の機能を推定しようとした。し
かし、Spns2 の global ノックアウトマウス
は二股心臓とならなかった。このためにゼブ
ラフィッシュでの検討を行った結果、卵黄合
胞体層から Spns２によって輸送された S1P 
が内胚葉の S1P2 受容体を活性化して、さら
に内胚葉の Yap1 依存性転写を調節すること
により内胚葉の維持をしていることがわか
った。S1P によって内胚葉が維持されること
で、内胚葉が心臓前駆細胞の足場となって、
両側中胚葉領域に存在している心臓前駆細
胞を正中に移動可能として、原始心筒の形成
を司ることがわかった。 
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