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研究成果の概要（和文）：　スフィンゴシン1-リン酸(S1P)は細胞内で合成された後、細胞外へ放出され標的受容体に
認識され、シグナルを伝える。我々は初めてのS1P放出輸送体としてSPNS2を同定した。SPNS2の生理的役割を解明する
ため、SPNS2-KOマウスの解析を行なった。その結果、SPNS2-KOマウスは血漿中のS1P濃度が約60%程度に減少していた。
またSPNS2が血管内皮細胞においてS1P輸送体として機能しており、赤血球や血小板では機能していないことを明らかに
した。またSPNS2によって供給されるS1P依存的に胸腺からT細胞が移出することを見いだした。

研究成果の概要（英文）： Sphingosine-1-phoshphate (S1P), a bioactive lipid mediator, is intracellularly sy
nthesized, released from the cells and recognized by S1P receptors (S1PR1-S1PR5). We had identified a nove
l S1P transporter, SPNS2. In order to reveal the physiological roles of SPNS2 in mammals, we analyzed SPNS
2-knockout (KO) mice. 
 S1P abundantly exists in plasma and plasma S1P is thought to originate from erythrocytes, activated plate
lets and endothelial cells. Vascular endothelial cells purified from SPNS2-KO mice are unable to release S
1P, while S1P release from erythrocytes and platelets of SPNS2-KO mice is not changed. These results sugge
st that SPNS2 functions as the sole S1P transporter in endothelial cells. Furthermore, SPNS2-KO mice exhib
ited lymphopenia, while thymocytes are able to differentiate into mature cells and migrate towards S1P. Th
ese date indicate that S1P released by SPNS2 on endothelial cells is recognized by S1PR1 on matured thymoc
ytes and enable thymic egress.
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 細胞膜の主要な構成成分であるスフィン

ゴミエリンから合成されるスフィンゴシン

1-リン酸(S1P)は細胞内においてセカンドメ

ッセンジャーとして働くだけでなく、標的細

胞表面に発現する S1P 受容体(S1PR1-5)を介

して細胞間情報伝達物質としても働く新し

いタイプの生理活性脂質である。また S1P ア

ナログである FTY720 が循環リンパ球数を減

少させる免疫抑制剤として承認されたこと

から、免疫機能における S1P の役割が特に注

目されている。S1P は細胞内で合成されるた

め、細胞間情報伝達物質として働くためには

細胞内で合成された後、細胞外へと分泌され

る必要がある。申請者はこれまでに S1P の分

泌を担う分子の探索を行ってきた結果、S1P

分泌輸送体“Spns2”の同定に成功した。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

本研究では哺乳類における S1P 分泌輸送体

SPNS2 の生理的役割を解明する。研究期間内

に以下のことを明らかにする。	
 

	
 

(1)各組織における SPNS2 の発現部位を明ら

かにする。	
 

	
 

(2)生理的条件下において SPNS2 が機能して

いる細胞を同定する。これまでに in	
 vitro

の実験から、SPNS2 が血管内皮細胞から血液

中へ S1P を供給している可能性が考えられる。	
 

	
 

(3)リンパ球は血液―リンパ液―リンパ組織

間を循環する細胞で、このリンパ球の循環に

S1P シグナリングが重要な働きをしている。

しかしリンパ球によって認識される S1P の供

給機構については分かっていない。SPNS2 が

リンパ球の遊走に必要な S1P を供給している

可能性を考え、免疫機能における SPNS2 の役

割を明らかにする。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)生理的条件下で SPNS2 が機能している細

胞の同定	
 

	
 これまでにヒトの血管内皮細胞である

HUVEC において SPNS2 が S1P 分泌輸送体とし

て働いていることを示唆する結果を得てい

る。しかし siRNA 実験では非特異的な発現抑

制や不完全な抑制効果などが問題となるた

め、より確実な結果を得るために野生型(WT)

及びノックアウト(KO)マウスから血管内皮

細胞を精製して、機能を調べる。	
 

	
 

(2)SPNS2 の生理的役割の解明	
 

	
 SPNS2-KO マウスでは血液中の循環リンパ

球数の減少が見られたため、リンパ球の遊走

もしくはリンパ球の成熟自体に異常がある

可能性が考えられる。リンパ球の一種である

T 細胞は胸腺で成熟した後に S1P シグナル依

存的に血液中に出てくるため、胸腺の T細胞

の成熟状態を CD 抗体を用いたフローサイト

メトリー解析により明らかにする。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)S1P は生体内において血液中に最も豊富

に存在する。SPNS2-KO マウス及び WT マウス

から血液を採取し、それぞれの S1P 濃度を測

定したところ、SPNS2-KO マウスでは WT マウ

スと比べて約 60％程度に減少していた(図

１)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

つまり SPNS2 は血液中に S1P を供給している

細胞で S1P 放出輸送体として機能している可

能性が考えられた。血液中に S1P を供給する

細胞として赤血球や血小板といった血球細

胞にまず着目し、SPNS2-KO マウスからこれら

の血球細胞を調製し、各細胞からの S1P 放出

活性を測定したが、WT マウス由来の血球細胞

と同程度の S1P 放出活性を保持していた(図

２)。	
 

	
 

つぎに血液中に S1P を供給する細胞として血

管内皮細胞に着目した。マウスの大動脈より

血管内皮細胞を精製し、S1P 放出活性を測定

したところ、WT マウス由来の血管内皮細胞で

は S1P が培養液中に放出されたのに対して、

SPNS2-KO マウス由来の血管内皮細胞では S1P

の放出が完全に失われていた(図３)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 



	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

さらに SPNS2 がヒトの血管内皮細胞において

も機能しているのか調べた。HUVEC	
 (Human	
 

Umbilical	
 Vein	
 Endothelial	
 Cells)は臍帯

静脈由来の血管内皮細胞で、HPAEC	
 (Human	
 

Pulmonary	
 Artery	
 Endothelial	
 Cells)は肺

動脈由来の血管内皮細胞である。SPNS2 に対

する siRNA をこれらの血管内皮細胞に導入す

ることで、発現抑制を行い、S1P 放出活性の

測定を行った。２種類の siRNA を用意したが、

どちらの siRNA も効率良く SPNS2の発現を抑

制し、さらに細胞外への S1P の放出も抑制さ

れた(図４)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

つまり SPNS2 はヒトの血管内皮細胞において

も S1P 放出輸送体として機能していることが

示された。また SPNS2-KO マウスのターゲテ

ィングベクターは Spns2 遺伝子を lacZ 遺伝

子に置換するようにデザインされているた

め、ヘテロマウスをX-gal染色によって Spns2

の発現を調べることが可能である。その結果、

胸腺や大静脈の血管内皮細胞において Spns2

の発現を確認した(図５)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

これらの結果より、SPNS2 は血管内皮細胞に

おける唯一の S1P 放出輸送体で、血液中に存

在するS1Pの約40％が血管内皮細胞に由来す

るものと考えられる。	
 

	
 

(2)SPNS2-KO マウスでは血液中 S1P 濃度の減

少に加えて、血液中の循環リンパ球数が減少

していた。特に T細胞数が大きく減少してい

た(図６)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

T 細胞は胸腺で成熟した後、T 細胞表面に発

現する S1PR1 受容体が活性化されることで、

血液中へと移出することが可能となる。そこ

で SPNS2-KO マウスの胸腺について詳しく調

べた。T 細胞は CD4 及び CD8 を発現していな

い DN	
 (double	
 negative)から DP	
 (double	
 

positive)、そして CD4 もしくは CD8 の片方

を発現する SP	
 (single	
 positive)へと分化・

成熟する。SPNS2-KO マウス及び WT マウスの

胸腺を解析したところ、SPNS2-KO マウスでは

成熟した SP 細胞が蓄積していた(図７)。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

SPNS2-KOマウスの胸腺において成熟したT細

胞は S1PR1 受容体を発現しており、S1P 依存

的な遊走能を保持していた(図８)。WT と比べ

ると S1P に対する反応性が上昇していたが、

これは補償機構が働き、S1PR1 受容体の発現

量が増加したためと思われる。	
 



	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

これらの結果は SPNS2-KO マウスの胸腺にお

いて T細胞の成熟過程に問題はなく、胸腺か

ら血液中への移出に必要な S1P が供給されな

かった結果、SPNS2-KO マウスでは成熟 T細胞

が胸腺に蓄積していたことを示している。	
 

	
 

(3)血液中と胸腺の間では S1P の濃度勾配が

形成されており、胸腺の成熟T細胞はこのS1P

濃度勾配により移出が可能となると考えら

れていた。SPNS2-KO マウスでは血液中の S1P

濃度が減少するものの、胸腺との濃度勾配は

維持しており、成熟 T細胞の S1PR1 受容体を

活性化するには充分な濃度である。しかしな

がら、SPNS2-KO マウスでは成熟 T細胞の移出

が阻害されていた。これは単純な胸腺―血液

間の S1P 濃度勾配が T細胞の移出を制御して

いるのではなく、SPNS2 がより局所的な濃度

調整を行っている、もしくは成熟 T細胞に直

接 S1P を提示している可能性が考えられる。	
 

	
 これまで S1P を含む脂質メディエーターの

シグナル伝達機構は受容体を中心に解析が

行われてきたが、本研究は情報の発信元であ

る S1P 放出輸送体によって制御される生理機

能を解析したものである。未だ多くの脂質メ

ディエーター分泌輸送体が未解析のままだ

が、本研究を皮切りに本研究領域が大きく進

展するものと期待される。	
 

	
 SPNS2-KO マウスにおいて循環リンパ球数

が減少するということは SPNS2 の活性を阻害

する薬剤によって循環リンパ球数を制御し、

免疫反応を抑制することが可能となる。輸送

体を標的とする薬剤は少なく、70％以上の薬

剤は受容体を標的としているが、SPNS2 を標

的とする新しい免疫抑制剤の開発が望まれ

る。	
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