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研究成果の概要（和文）：これまでよくわかっていなかった哺乳動物における脂質メディエータ

ー、スフィンゴシン１リン酸（S1P）の細胞外放出輸送体の１つとして血管内皮細胞で働く

SPNS2 を同定した。SPNS2 機能欠損マウスでは血液中へのリンパ球の遊走が阻害されること

から、この輸送体に対する阻害剤が新しい免疫抑制剤となる可能性を示した。また、ABC 輸送

体のノックアウトマウスの解析から ABCA5 がアテローム性動脈硬化に関与する可能性を見い

だし、オーファン輸送体の脂質輸送の新しい役割を提唱した。 
 
研究成果の概要（英文）： Sphingosine 1-phosphate (S1P) is one of the most important 
lipid mediators and essential for cell migration. To elucidate a physiological role of 
SPNS2 in mammals, we analyzed Spns2-defecient mice. Spns2 transcripts were 
detected in vascular endothelial cells and S1P secretion were abolished in the vascular 
endothelial cells prepared from SPNS2-defecient mice. Consequently, blood plasma 
S1P concentration of SPNS2-defecient mice was reduced to approximately 60% of 
wild-type. Although about a half of S1P remaining in blood plasma, the blood of 
SPNS2-deficient mice contained significantly fewer lymphocytes. However, 
lymphocytes in SPNS2-defecient mice thymus express more S1p1 and show a high 
migration activity at a lower S1P concentration. These results suggested that S1P at 
microenvironments around the thymus endothelial cells is rather important for the 
lymphocytes egress from the thymus than overall S1P concentration in plasma. 
 Among the constructed various ABC transporters knockout mice, ABCA5 deficinet 
macrophage decrease cholesterol efflux and enhance the atheroscrelosis. These results 
suggested various orphan transporters play physiological important lipids modulators.   
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１．研究開始当初の背景 

 細胞内において脂質は細胞膜の構成成分で
あり、細胞の恒常性の維持などに重要である
と共に、何らかの刺激に応答して細胞内外で
情報伝達物質としても働いている。このよう
な脂溶性情報伝達物質は開口放出ではなく、
その物理化学的な性質から細胞膜を単純拡
散で透過すると考えられている。そのため、
このような生理活性脂質類の膜を介した放
出機構についてはほとんど解析が進んでい
なかった。しかしながら、このように微量で
重要な生理活性を示す物質が細胞から自由
に放出されるとは考えにくく、何らかの調節
的な機構が存在すると考えられる。我々はこ
のような生理活性脂質放出機構解析のモデ
ルとして、血小板に蓄積し、血小板の活性化
に伴って細胞外へ放出されるスフィンゴシ
ン１リン酸（S1P）に着目し解析を進めてき
た。血小板の細胞膜に特異的に異なる大きさ
の穴を開けたセミインタクト細胞を用いる
ことで、S1P が血小板の細胞膜に局在する
ABC 輸送体によって放出されている可能性
を見いだした。そこで本研究ではこの研究を
発展させ、S1P をはじめとする脂溶性情報伝
達物質の輸送機構の生化学的な解明を進め
輸送体を同定することで、細胞間情報伝達の
missing-linkともいえる生理活性脂質の細胞
外放出機構の全体像の解明を目指す。 

 

２．研究の目的 

 これまでに、細菌の異物排出蛋白質が如何
にして異物を認識するかは不明であった。し
かし、異物排出タンパク質の X 線結晶構造決
定により、この輸送体が側面に開口部を持ち、
細胞質膜の脂質二重層から基質を取り込ん
で排出していることが明らかになった。これ
は、多くの毒物・薬物が脂質二重層を通って
細胞内へと侵入するときに、水際で異物を排
除できるきわめて巧妙な仕組みであった。と
ころで、この仕組みはまさに、両親媒性の情
報伝達分子が分泌されるときに予想される
分子機構と全く同じでと考えた。つまり、両
親媒性情報伝達分子分泌輸送体は、異物排出
輸送体ファミリーの中で、基質未知のオーフ
ァン輸送体の中にあるのではないかという
着想に至った。 

 そこで本研究期間中に特定の基質（まずは
スフィンゴシン 1 リン酸）に着目した輸送体
蛋白質の解析からの手法と、発現細胞やノッ
クアウトマウスを用いた遺伝子情報からオ
ーファン輸送体の生理的基質を明らかにす
る手法を平行して用いることで、その個体で
の生理的な役割を明らかにする。近年のゲノ
ムプロジェクトの進展によってオーファン
受容体が数多く見いだされ、機能解析の標的
となっている。それと同時に、オーファン輸

送体というべき分子も数多く見いだされて
きており、これらの中に情報伝達物質の輸送
体となるべきものが隠れている可能性があ
る。しかしながら、これらがいまだ機能解析
が進んでいないのには系統だった解析が行
われていなかったことと、輸送体の基質を明
らかにする方法が確立していなかったこと
があげられる。我々はこれまで ABC 輸送体
の A サブファミリーに属するオーファン
ABCA 輸送体群に着目してノックアウトマ
ウスなどを用いてそれら輸送体の研究を進
めてきた。これに近年輸送体研究に応用され
つつある LC-MS/MS を用いたディフェレン
シャルメタボローム法などの網羅的手法を
導入することで、解析が困難で見過ごされて
きた基質を同定することが出来ると考えて
いる。一方、特定の生理活性脂質に着目し、
細胞を用いたスクリーニング系の構築も進
めている。この細胞に網羅的に細胞や組織か
ら抽出した cDNA やオーファン輸送体遺伝
子を導入することで、目的の生理活性脂質の
輸送にかかわる輸送体を同定する。最近我々
は、国立循環器病センターの川原らのグルー
プとの共同研究で見い出したオーファン輸
送体の 1 つ SPNS2 を細胞に発現させること
で、生理活性脂質である S1P が細胞から放出
されることを世界で初めて明らかにした。こ
の輸送体はこれまでまったく予想されてい
なかったものである。これは構築した測定系
の有用性を示しており、本研究期間中にこの
輸送体が S1P の生理的な輸送体であること
が明らかに出来ると考えている。これをさら
に他の輸送体の同定へと展開させることで、
脂質メディエーター等の生理活性脂質の細
胞外への放出に輸送体が関わっているとい
う分泌輸送体介在型情報伝達というべき新
しい概念の確立を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1) 脂溶性情報伝達物質の放出輸送体の同
定と生理機能の解析 

 我々はこれまで脂溶性情報伝達物質（脂質
メディエーター、ステロイドホルモンなど）
の放出機構の解明を進めてきた。これまでに
血小板内に高濃度に蓄積し、細胞外の刺激に
より放出される脂質メディエーターの１つ
である S1P が、血小板内に多く存在する分泌
顆粒内に蓄積して開口放出により分泌され
るのではなく、細胞膜の細胞質側に局在して、
ABC 輸送体により放出される可能性を明ら
かにしている。本研究ではこの S1P をモデル
として解析を進め、エネルギー依存的な輸送
活性を指標にして、膜から単離した輸送体の
再構成により輸送体本体の同定を目指す。 

また我々は国立循環器病センター（現理研
QBiC）の川原らのグループとの共同研究で



哺乳類以外の脊椎動物の心臓の発生に異常
を起こす変異体の原因遺伝子として見い出
したオーファン輸送体 SPNS2 が、S1P の細
胞からの放出に関与することを明らかにし
た。これは個体で S1P 輸送体として生理的に
機能する世界で初めての蛋白質である。この
遺伝子は大腸菌の多剤排出蛋白質の１つの
グループである MFS 型と相同性があり、哺
乳類で 3種類の相同体を持つことが分かった。
このうち 1つは神経系での機能が推定されて
いるが、他の 2 つについてはその局在や機能
がまったく分かっていない。そこで、SPNS2

が哺乳動物においても S1P の輸送に関与す
ることを調べ、その局在などを明らかにする
ことでその生理機能を明らかにする。 

 
 (2) オーファン輸送体の網羅的検索による
情報伝達物質輸送体の同定 

 近年の大規模ゲノムプロジェクトにより
既知遺伝子産物の相同体として多数の機能
未知の蛋白質をコードすると思われる遺伝
子が同定されてきた。そのうちリガンドの不
明なオーファン受容体が注目を浴びて解析
されている。一方、輸送基質の分かっていな
いオーファン輸送体、特に細胞からの物質の
放出に関わる輸送体はその解析の難しさか
らあまり理解が進んでいなかった。しかし、
情報伝達物質などの分子の細胞外への放出
には輸送体が関与している可能性が示され、
これまであまり注目されていなかったこれ
らオーファン輸送体の中から、情報伝達物質
を基質として排出している輸送体を見いだ
せる可能性がある。我々は MFS 型に属する
オーファン輸送体の１つが S1P 輸送体とし
て機能する可能性を明らかにしていが、それ
以外に血小板などでは ABC 型輸送体の S1P

輸送への関与を明らかにしている。ABC 輸送
体の A サブファミリーに属する ABCA1, A3

及び A4 は、コレステロールなどの脂質やそ
の誘導体の細胞外への輸送に関与すること
が分かっている。そこで多数のオーファン輸
送体の中から ABC 輸送体の A サブファミリ
ーに着目して解析する。 

オーファン輸送体の機能解析がこれまで進
んでいなかった理由は系統的に輸送体の機
能を評価できる系が存在しなかったためで
ある。申請者らはこれまでにオーファン輸送
体の遺伝子の機能発現や欠損を用いた系統
立てた解析法の構築を進めており、その上
LC-MS/MS 等を用いた網羅的な手法を導入
することでオーファン輸送体の生理機能及
び輸送基質の同定を進める。これまでにオー
ファン輸送体では先に述べたように MFS 型
輸送体の１つが S1P 輸送体として機能する
可能性を明らかにしている。このような手法
で、オーファン輸送体を網羅的に解析するこ
とで、主に解析を進めてきた S1P 以外の情報

伝達物質の輸送体をも明らかにすることが
できる。 

 我々は ABCA 型輸送体に対する抗体を作
製しており、それを用いて ABCA7 輸送体が
血小板に発現していることを Western 

blotting により確認した。そこで、ABCA7

のノックアウトマウスを用いて血小板から
の S1P 輸送への関与を明らかにする。また、
培養細胞に ABCA7 を発現させ、細胞内から
の S1P の放出を測定する。我々は S1P キナ
ーゼを大量発現させる事により細胞内に有
為な量の S1P を蓄積させる系を作る事によ
って細胞外への S1P 放出を測定できる系を
構築しており、ABCA7 以外で網羅的にオー
ファン輸送体を発現させることで S1P 輸送
活性を持つ分子の同定を進める。 

 

 (3)オーファン輸送体の網羅的結晶構造解
析 

 これまでバクテリアにおいて多くの輸送
体の３次元構造が明らかにされてきている
が、高等生物の輸送体ではほとんど明らかに
なっておらず、その構造機能相関の解析には
バクテリアのホモログが用いられている。し
かし、例えばバクテリアで構造を明らかにし
た RND 型輸送体とその哺乳類ホモログの間
では非常に相同性が低く構造を推定するの
は困難である。今後の基礎的な輸送体機能の
解明と構造に基づく薬剤設計などには哺乳
類の輸送体の高次構造が必須である。我々は
これまでのバクテリア輸送体の構造解析の
バックグラウンドに立ち哺乳類オーファン
輸送体の構造解析を進める。特に RND 型輸
送体はバクテリアにおいても機能を持つこ
とが示されており、まず大量調製の容易なバ
クテリアでの発現系を用いて蛋白質の精製
を試みる。他のオーファン輸送体についても
クローンの得られているものから順次培養
細胞、酵母などを用いた大量発現系の構築を
進める。 

 
４．研究成果 
(1) 哺乳動物におけるスフィンゴシン１リ
ン酸輸送体の同定と機能の解明 

 哺乳類における SPNS2 の生理的役割を明
らかにするために、SPNS2 機能欠損マウス
の解析を進めた。SPNS2 機能欠損マウスは
正常に出生し、通常は閉じている目が出生児
に開いているという表現型を示したが、他の
臓器などに目立った異常は見られなかった。
このことは心臓の発生に異常があったゼブ
ラフィッシュとは SPNS2 の生理的役割が異
なっていることを示している。 

 マウスにおいて血液に高濃度に S1P が存
在することが明らかになっており（〜1μM）、
S1P 濃度の低い２次リンパ組織などとの間
で形成される S1P の濃度勾配を認識してリ



ンパ球が血液中に移行することが示されて
いる。S1P 輸送体として機能する SPNS2 の
遺伝子欠損マウスでは血漿中の S1P 濃度が
半分程度にまで減少していた。SPNS2 の組
織分布を調べたところ血管内皮細胞に局在
することを明らかにし、SPNS2 の機能が欠
損することで血管内皮細胞からの S1P の放
出が完全に消失していた。これまでに S1P 合
成酵素の 1つであるスフィンゴシンキナーゼ
１の機能欠損マウスにおいて、血漿中の S1P

濃度が半分程度に減少することが報告され
ていたが、このマウスでは血中のリンパ球数
などに異常は報告されていなかった。しかし、
SPNS2 の遺伝子欠損マウスは血中へのリン
パ球の移行が完全に阻害されており、リンパ
球減少症となっていた。特に T リンパ球の血
中数が大きく減少し、リンパ球の S1P 認識の
能は正常であるにもかかわらず、胸腺からの
T リンパ球の血中への移行が阻害されていた。
S1P の輸送体である SPNS2 の機能がリンパ
球の遊走に関わる S1P の供給にあることが
明らかとなった。このことはこれまで血液中
の S1P の主要な供給源であると考えられて
いた赤血球による血液全体の S1P 濃度では
なく、リンパ球などが血管内に出てこようと
する部位に存在する血管内皮細胞の局所的
な S1P 供給がリンパ球の血液中への移行を
調節していることを示しており、この輸送体
を標的とした副作用の少ない免疫抑制剤を
開発できる可能性を示唆している。 

 また我々はヒト S1P 輸送体 SPNS2 が
DH-S1P をはじめ phyto-S1P、C17-S1P を輸
送することができるが、その脱リン酸化体は
輸送できないことを明らかにした。さらに、
S1P 受容体に作用する新しい免疫抑制剤で
ある FTY720 のリン酸化体も SPNS2 が輸送
活性を持つことを明らかにし、これら薬物の
体内動態に重要な役割を果たすことを示し
た。 

 

(2) ABC 型オーファン輸送体の生理機能の
解明 

 ABC 輸送は 49 種類が存在するがその約半
数が機能未知のオーファン輸送体である。特
に ABCA 型輸送体はコレステロール輸送体
である ABCA1 など数種類は疾病との関わり
を含め機能がよくわかっているが、多くのも
のはその働きはよくわかっていない。そこで
まず、組織、細胞における発現を調べるため
に抗体を作成し、これまでに ABCA5、
ABCA7、 ABCA8b と ABCA9 の発現を
Western blotting で確認できる抗体の作成
に成功した。特に ABCA7 は血小板に特異的
に発現していたため、ABCA7 ノックアウト
マウスの血小板からの S1P 放出活性などを
調べたが特に大きな機能の異常は見られな
かった。他の輸送体のノックアウトマウスを

作成し、その表現型などの解析を進めたとこ
ろABCA型輸送体の１つであるABCA5の欠
損マウスから調製した骨髄を移植した雌の
LDL 受容体欠損マウスにおいて有為にアテ
ローム性動脈硬化になりやすくなることを
見いだした。ABCA5 欠損のマクロファージ
からの ApoA1 依存的なコレステロールの放
出が増加し、この細胞では ABCA1 の発現の
増加が見られることから、ABCA5 は直接コ
レステロールの細胞外への輸送に関わって
いないが、マクロファージでのコレステロー
ルの調節に関わっていることを明らかとし
た。このことは、細胞内のコレステロールの
調節に ABCA1 や ABCG5/8 以外にも ABC

輸送体が関わっていることを初めて明らか
にした結果である。 

 また、血小板や赤血球における S1P 輸送体
の同定を目指して、ABCA 型輸送体を培養細
胞に強制発現させて細胞内に蓄積した S1P

の細胞外への放出活性を測定したが、試した
いずれの輸送体も単独で S1P 放出活性を示
さなかった。このことは ABCA1、ABCA7、
ABCC1 のノックアウトマウスで血中の S1P

濃度が野生型と同程度に維持されていた結
果と一致し、こららの輸送体は少なくとも単
独では S1P 輸送活性はなく他の因子と一緒
になって初めて機能する、もしくは他に機能
を相補する輸送体があると考えられる。。 

 

(3) 脂溶性情報伝達物質輸送体の機能構造
相関の解明 

 哺乳動物の脂溶性物質輸送体の構造を明
らかにするために、まず我々が S1P 輸送体と
して機能することを見いだした SPNS2 の大
量調製を試みた。哺乳動物培養細胞では大量
調製に手間がかかる可能性があるため、大腸
菌と酵母への発現系を構築した。この際、精
製のために C 末端に His タグを導入し、種差
によるコドン利用頻度の違いを考慮して遺
伝子を改変したものを用いた。しかし、様々
なベクターを用いたが、全く蛋白質の発現が
見られなかった。このことはこの蛋白質が大
腸菌や酵母内では発現できない、もしくは発
現しても不安定である可能性を示唆してい
る。そこで発現が唯一観察できる培養細胞の
系を用いて精製を試みた。現在のところ高度
に精製することができていない。 

 現在、他の輸送体については一部酵母を用
いて発現が確認できているものがあり、この
輸送体のさらなる大量発現と精製を進める
ことで結晶構造解析まで進めることができ
ると考えている。 
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