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研究成果の概要（和文）：脂質メディエーターであるスフィンゴシン－1－リン酸（S1P）の生理的及び病的や役割とそ
の制御機構について、S1PトランスポーターであるSpns2に着目し解析を行った。その結果、Spns2を介して内皮細胞か
ら産生されたS1Pは、オートクリンあるいはパラクリン因子として機能し、内皮細胞間接着を増強することでリンパ管
構造の維持に寄与することが示された。また、ゼブラフィッシュにおいて、卵黄合胞体層からSpns2を介して放出され
たS1Pは、S1P2受容体を介して内胚葉の核転写調節因子Yap1を活性化し、心臓前駆細胞の移動の足場となる内胚葉構造
を維持することで心臓発生を制御することが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have investigated physiological and pathophysiological role of 
bioactive lipid mediator sphingosine-1-phosphate (S1P), focusing on its transporter, Spns2. As a result, 
we found that S1P secreted from endothelial cells through Spns2 promotes endothelial cell-cell junctions 
in an autocrine manner, thereby maintaining the integrity of lymphatic vessels. In addition, we also 
investigated the physiological role of S1P in zebrafish development and found that S1P released from yolk 
syncytial layer through Spns2 induces activation of nuclear transcription factor Yap1 to regulate 
endoderm formation, which is required for migration of cardiac precursor cells. Therefore, S1P/S1P2/Yap1 
signaling regulates cardiac development through endoderm formation.

研究分野： 血管生物学

キーワード： スフィンゴシン－1－リン酸　Spns2　血管　リンパ管　発生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
血管を構成する血管内皮細胞、血管平滑筋細
胞、ペリサイトは、互いにコミュニケーショ
ンすることで、血管ホメオスターシスに重要
な役割を担っている。しかし、これら細胞の
機能が障害を受け、血管ホメオスターシスが
破綻すると、動脈硬化症をはじめとした様々
な血管病が引き起こされる。申請者らはこれ
まで、血管ホメオスターシスの分子基盤を理
解するため、血管内皮細胞の機能を制御する
分子メカニズムについて研究を行い、血管構
造の安定化に関わる新規シグナル伝達機構
を明らかにした（Fukuhara et al. Mol. Cell. Biol. 
2005; Somekawa, Fukuhara et al. Circ. Res. 
2006; Fukuhara et al. Nat. Cell Biol. 2008; Sako, 
Fukuhara et al. J. Biol. Chem. 2009; Noda, 
Zhang, Fukuhara et al. Mol. Biol. Cell 2010; 
Zhang, Fukuhara et al. J. Biol. Chem. 2011 など）。 
  申請者は最近、血管系において多彩な機
能を有する脂質メディエータースフィンゴ
シン-１-リン酸（S1P）が、血管ホメオスター
シスを制御する機構について研究を進めて
いる。S1P は、スフィンゴシンがスフィンゴ
シンキナーゼによってリン酸化されること
で、細胞内で生成される。細胞内で作られた
S1P は、トランスポーターを介して細胞外に
放出され、細胞膜上に存在する S1P 受容体を
活性化することで、運動、形態、増殖、生存
など多岐に渡る細胞機能を制御する。S1P 受
容体は、G 蛋白質共役型受容体ファミリーに
属する S1P1~S1P5の 5つのサブタイプから構
成されるが、中でも広範な組織、細胞に発現
する S1P1~S1P3 が、S1P の作用の多くを制御
すると考えられている。 
  S1P は、血液やリンパ液中に多量に存在
するが、組織中では S1P 分解酵素が広範に発
現するため非常に低い濃度に保たれている。
このため S1P シグナルは、血液・リンパ液が
接する血管・リンパ管系や免疫系で重要な役
割を担っている。S1P は、胎生期における血
管形成に関与する一方で、成体では血管新生
抑制作用、血管バリア機能亢進作用、血管ト
ーヌス調節作用等を有し、血管ホメオスター
シスに寄与している。また、S1P は動脈硬化
症や血栓症といった血管病の発症・進展とも
密接に関与している。免疫系では、S1P はリ
ンパ球の輸送など多岐に渡る機能を制御し
ている。 
  S1P を産生する細胞として、赤血球、血
小板、血管・リンパ管内皮細胞、ペリサイト
などが知られている。しかし、これら細胞か
らの S1Pの細胞外放出に関わるトランスポー
ターの分子実体については不明な点が多く
残されていた。申請者が所属する研究グルー
プは、2009 年に、心臓発生に異常を呈する変
異体ゼブラフィッシュの解析から、生体内で
機能する S1Pトランスポーターとしてはじめ
て、Spinster 2（Spns2）を同定した（Kawahara 
et al. Science 2009）。申請者らは、さらに、哺
乳動物における Spns2 の機能を明らかにする

ため、Spns2 遺伝子欠損マウスを樹立・解析
し、血管内皮細胞が Spns2 を介して S1P を細
胞外に放出すること、さらにこの血管内皮細
胞から産生された S1P が１次リンパ組織（胸
腺、骨髄）から血管内へのリンパ球の輸送に
必須であることを示した（Fukuhara et al. J. 
Clin. Invest. 2012）（図 1）。しかし、Spns2 を
介して血管内皮細胞から放出された S1P が、
血管ホメオスターシス、血管病の発症・進展
を制御するメカニズムは、未だ解明されてい
ない。さらに、Spns2 が血管内皮細胞以外の
細胞でも機能しているのか（これまでの解析
から Spns2 は赤血球・血小板など血液細胞で
は機能しないことを明らかにしている）など、
不明な点も数多く残されている。 
 

 
２．研究の目的 
S1P トランスポーターSpns2 を介して S1P を
放出する細胞を同定し、それら細胞から産生
された S1Pの生理的及び病的や役割を解明す
る（図 2）。具体的には、Spns2 を介して産生
された S1P が、① 血管ホメオスターシスを
制御する分子メカニズム、② 動脈硬化症・
血栓症などの血管病の発症・進展を制御する
分子メカニズムを明らかにする。さらに、S1P
が関わる疾患の治療薬開発を目指して、Spns2
の中和抗体を開発する。以上の点を踏まえ、
本研究では以下の点について解析を行った。 
 
(1) Spns2 を介して血管内皮細胞から産生さ

れた S1P が、血管新生、血管バリア機能、
血管トーヌスを制御する分子機序の解
明 

(2) Spns2 を介して血管内皮細胞から産生さ
れた S1P が、動脈硬化症・血栓症の発
症・進展を制御する分子機序の解明 

(3) Spns2 を介して S1P を産生する血管内皮
細胞以外の細胞の同定とそれら細胞か
ら産生される S1P の生理的・病的な役割
の解明 

(4) Spns2 の中和抗体の開発とその疾患（動
脈硬化症、多発性硬化症）に対する治療
効果の検討 

 



 
３．研究の方法 
(1) 実験動物 

マウスおよびゼブラフィッシュを用い
た動物実験は、独立行政法人国立循環器
病研究センターの実験動物委員会での
承認を受け、当センターの動物実験の指
針を順守して実験を遂行した。 

全身性 Spns2 欠損マウス（Spns2-/-）
および内皮細胞特異的 Spns2 欠損マウス
(Spns2f/f; Tie2-Cre)は、以前に樹立したも
のを使用した (Fukuhara et al. J. Clin. 
Invest. 2012)。動脈硬化症における Spns2
の機能を解析するため、Spns2 および
ApoE の 2 重遺伝子欠損マウスを樹立し
た。 

種々のトランスジェニック（Tg）ゼ
ブラフィッシュは、遺伝研の川上浩一博
士らが開発した Tol2 転移システムを用
いて樹立した。 

(2) ゼブラフィッシュ胚の in vivo イメージ
ング解析 
ゼブラフィッシュ胚を 0.016%トリカイ
ンで麻酔し、1%低融点アガロースの入っ
た 35 mm glass-base ディッシュにマウン
トした。ディッシュを 0.016%トリカイン
入り E3 胚培地で満たし、オリンパス
FV1000/FV1200 共焦点蛍光顕微鏡を用
いてイメージング解析を行った。 

(3) 細胞培養 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞 HUVEC を用
いて解析を行った。実験には、継代数７
までの細胞を用いた。 

(4) Spns2 中和抗体の作製 
Spns2 を安定発現する細胞を免疫原とし、
マウスに移植することで Spns2 の細胞外
ドメインを認識するモノクロナール抗
体を作製した。 

 
４．研究成果 
(1) Spns2 を介して血管内皮細胞から産生さ

れた S1P が、血管新生、血管バリア機能、
血管トーヌスを制御する分子機序の解
明 

これまで S1P が内皮細胞間接着を亢進
し、血管構造の安定化に寄与することが
報告されている。そこで、Spns2 を介し
て内皮細胞から放出された S1P が内皮
細胞間接着を制御し、血管構造の安定化
に関与するか検討した。その結果、全身
性 Spns2 欠損マウスおよび内皮細胞特異
的 Spns2 欠損マウスのリンパ管では、内
皮細胞の細胞間接着形成異常が観察さ
れ、内皮細胞由来 S1P は、血管よりもリ
ンパ管の構造維持に関与することが示
唆された。 

そこで、内皮細胞間接着形成におけ
る S1P の機能を理解するため、コンフル
エントの培養内皮細胞を S1P で刺激し
たとこと、内皮特異的な細胞間接着分子
Vascular endothelial（VE）カドヘリンが
細胞間接着部位に集積し、内皮細胞のバ
リア機能が亢進した。我々はこれまでに、
低分子量 G 蛋白質のひとつ Rap1 がアク
チン細胞骨格系を再編することで VE カ
ドヘリン接着を亢進し、内皮細胞バリア
を 増 強 す る こ と を 報 告 し て い る
（Fukuhara et al. Mol. Cell. Biol. 2005; 
Noda et al. Mol. Biol. Cell 2010）。そこで、
Rap1 が S1P の効果に関与するか検討し
たところ、S1P 刺激によって Rap1 の活
性化が誘導され、細胞間接着部位に沿っ
てアクチン繊維が形成された。以上の結
果から、Spns2 を介して内皮細胞から産
生された S1P は、オートクリンあるいは
パラクリン因子として作用し、主にリン
パ管構造の維持に寄与している可能性
が示唆された。また、その分子メカニズ
ムとして、S1P は Rap1 を介してアクチ
ン細胞骨格の再編を惹起し、内皮細胞間
接着を増強することが示唆された。 

我々は、さらに S1P の下流で機能す
る Rap1 がアクチン細胞骨格の再編を惹
起し、VE カドヘリン接着を増強するメ
カニズムについて解析を行った。その結
果、Rap1 は Rho ファミリーに属する低
分子量 G タンパク質 Rho の活性を抑え
ることで VE カドヘリン部位を起点とし
て形成されるストレスファイバーを消
失させ、その一方で、もう一つの Rho フ
ァミリーメンバーである Cdc42 を活性
化し、細胞間接着部位に併走するアクチ
ン繊維の束を形成することで VE カドヘ
リン接着を増強することが示された
（Ando et al. J. Cell Biol. 2013）。 

 
(2) Spns2 を介して血管内皮細胞から産生さ

れた S1P が、動脈硬化症・血栓症の発
症・進展を制御する分子機序の解明 
Spns2 依存的に細胞外に放出される S1P
が、動脈硬化症、血栓症の発症・進展を
制御する機構を解析するため、Spns2 お
よび ApoE 欠損マウスを交配したところ、
Spns2 と ApoE の 2 重遺伝子欠損マウス



は、予想される数より少ない個体数しか
生まれなかった。このことから、Spns2、
ApoE の 2 重遺伝子欠損マウスは何らか
の異常を呈している可能性が考えられ
た。しかし、Spns2 依存的に細胞外に放
出される S1P の動脈硬化症における役
割を解析するのに十分な数の Spns2、
ApoE の 2 重遺伝子欠損マウスが得られ
なかったことから、これ以上解析を進め
ることが出来なかった。 

また、Spns2 欠損マウスを C57BL/6
マウスと戻し交配することで、遺伝的に
均一なコンジェニック系統の樹立を試
みた。しかし、コンジェニック系統の
Spns2 ホモ欠損マウスの多くは胎生致死
となり、胎生期における Spns2-S1P シグ
ナルの重要性が示唆された。 

 
(3) Spns2 を介して S1P を産生する血管内皮

細胞以外の細胞の同定とそれら細胞か
ら産生される S1P の生理的・病的な役割
の解明 
S1P 産生細胞と S1P の新たな生理機能を
明らかにするため、ゼブラフィッシュを
用いた解析を行った。これまで、S1P の
受容体である S1P2 や Spns2 の変異体ゼ
ブラフィッシュは、二股心臓の表現型を
呈することから、Spns2 を介して放出さ
れた S1P が S1P2 受容体を介して、心臓
発生を制御することが示唆されている。
そこで、心臓発生に関わる S1P が Spns2
を介してどの細胞種から産生され、どの
ようなメカニズムで心臓発生を制御し
ているのか検討を行った。その結果、卵
黄合胞体層から Spns2 を介して放出され
た S1P が内胚葉において S1P2 受容体を
活性化することで、心臓前駆細胞の移動
の足場となる内胚葉構造を維持してい
ることが分かった。即ち、内皮細胞にお
ける S1P シグナルが阻害されると、心臓
前駆細胞の足場となる内胚葉構造が破
壊され、それにより心臓の発生異常が起
こることが分かった。また、その分子メ
カニズムとして、卵黄合胞体層から
Spns2 を介して放出された S1P は内胚葉
の S1P2 を活性化することで、セリン/ス
レオニンキナーゼである Lats1/2 を阻害
し、それにより核転写調節因子 Yap1 の
核への移行を促進していること、さらに、
Yap1は結合組織増殖因子Ctgfaの発現を
促進し，Ctgfa が基質であるフィブロネ
クチンに結合することにより内胚葉構
造を維持していることを明らかにした
（Fukui et al. Dev. Cell 2014）。 
 

(4) Spns2 の中和抗体の開発とその疾患（動
脈硬化症、多発性硬化症）に対する治療
効果の検討 
内因性の Spns2 を検出でき、Spns2 機能
の阻害活性を有する抗体の作製を試み

た。Spns2 は、12 回膜貫通領域を有する
蛋白質であり、細胞外領域が小さいこと
から、これまで内因性の Spns2 を認識で
きる抗体は存在しない。そこで、Spns2
を安定発現する細胞を免疫原とし、マウ
スに移植することで Spns2 の細胞外ドメ
インを認識するモノクロナール抗体を
作製した。得られたモノクロナール抗体
を組織免疫染色法、FACS 解析法、ウエ
スタンブロット解析法により評価した
ところ、残念ながら感度が低く免疫染色
などに使用できないことが分かった。こ
のため、現在のところ、Spns2 の機能を
阻害する中和抗体は得られていない。 
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