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研究成果の概要（和文）： 
  スフィンゴ脂質代謝は正常妊娠の維持に重要であり、代謝バランスの異常により流産が引
き起こされる。今回の研究では、ノックアウトマウスを用いてスフィンゴ脂質代謝異常によっ
て起こる流産のメカニズムの解明を試みた。ELISA 法および免疫染色法により、Sphk1-/-Sphk2+/-

の脱落膜組織においてのみ、CXCL1 値が著明に増加していた。その結果、Sphk1-/-Sphk2+/-では、
CXCL1 の発現領域に一致して、好中球が著明に浸潤していた。したがって、正常妊娠において
は、Sphk1 や Sphk2 が発現することにより、過剰な炎症を抑制し、移植片である胎児が、母体
の中で平和的に共存することを可能にしていることが明らかになった。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
    Sphingolipid metabolism is critical for the maintenance of normal pregnancy. 
Disturbance in sphingolipid metabolism causes early pregnancy loss. In this study, I 
elucidated the mechanism of pregnancy loss using sphingosine kinase-deficient female mice. 
The CXCL1 levels were markedly increased in the Sphk1-/-Sphk2+/- decidua, where 
considerable amounts of neutrophils infiltrated, leading to embryonic death. These 
results suggest that sphingosine kinases might play a central role in conferring immune 
tolerance on the semiallogeneic embryo-fetal transplant by suppressing excessive 
inflammation in normal pregnancy.  
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１．研究開始当初の背景 
 
  スフィンゴ脂質と呼ばれる一群の脂質の
一つであるスフィンゴシン 1-リン酸 (S1P)
は、多様な生物学的活性を有する脂質メディ
エーターである。S1Pは細胞内で細胞の生存、
増殖の制御やカルシウムの動員を引き起こす
セカンドメッセンジャーとして作用する一方、
細胞表面の S1P 受容体 (S1PR1-5)と呼ばれる
Gタンパク質共役受容体に結合し、血管形成、
リンパ球の遊走などに非常に重要な役割を果
たしている。S1P が近年、特に注目を集めて
いるのは新規免疫抑制剤 FTY720 の登場にあ
る。FTY720 は体内でスフィンゴシンキナーゼ 
(Sphk)と呼ばれる酵素によってリン酸化され
て FTY720 リン酸となり、これが S1P の作用を
模倣して S1P 受容体に結合し、胸腺やリンパ
節からのリンパ球の遊走を阻害する。さらに
FTY720は再発性多発性硬化症の有力な治療薬
として臨床治験段階にある。 
  S1P は、生体内でスフィンゴシンキナー
ゼ (Sphk)によってスフィンゴシンがリン酸
化されることにより生成される。現在、Sphk
には Sphk1と Sphk2の 2種類が知られている。 
  私はこれまで主に Sphk ノックアウトマ
ウスを用いてスフィンゴ脂質代謝の解析を
行ってきた。Sphk1 および Sphk2 シングルノ
ックアウトマウスの表現型はほとんど正常
である一方、Sphk1/Sphk2 ダブルノックアウ
ト マ ウ ス は 胎 生 致 死 で あ っ た 。
Sphk1-/-Sphk2-/-マウスは胎生 11.5~12.5 日
目に全身とくに頭部の出血で死亡し、血管内
皮細胞の重篤な異常や神経管の閉鎖を含む
神経系の発生異常が見られた。 
  さらに、最近の研究で、私はスフィンゴ
脂質代謝経路が妊娠の継続維持に不可欠で
あることを発見した  (Mizugishi et al. 
(2007) J Clin Invest. 117: 2993-3006)。
スフィンゴ脂質の代謝は正常妊娠中に非常
に活性化しており、Sphk1-/-Sphk2+/-の雌マウ
スは不妊を呈する。Sphk1-/-Sphk2+/-の雌マウ
スでは、亢進した代謝経路の一部が遮断され
ることにより、細胞毒性の強いスフィンゴシ
ンおよびジヒドロスフィンゴシンが子宮内
の脱落膜細胞(decidual cell)および血管内
皮細胞に異常に蓄積していた。これらの結果、
血管内皮細胞が完全に破壊され、胎児を取り
囲む脱落膜 (decidua)領域における出血お
よび脱落膜細胞の細胞死の著明な増加がお
こり、母親側の原因により、ほぼ全ての胎児
は胎生 7.5~8.5 日目に死亡した。以上の結
果はスフィンゴ脂質の代謝経路が子宮内膜
脱落膜化 (decidualization)や血管形成に
おいて極めて重要な役割を果たしているこ
とを示している。私は妊娠におけるスフィン
ゴ脂質代謝の役割に焦点を当て、さらに研究

を進めている。 
 
２．研究の目的 
 
(1) スフィンゴ脂質代謝経路の遮断によっ 
て引き起こされる流産のメカニズムの解明 
 
  ノックアウトマウスを用いた研究から、
スフィンゴ脂質代謝バランスの異常によっ
て流産が引き起こされることが明らかにな
ったが、詳細な分子メカニズムについては明
らかにされていない。Sphk1-/-Sphk2+/-マウス
はいわゆる不育症モデルと考えられる。不妊
症は人工受精などで治療が可能であるが、不
育症については有効な治療法がないのが現
状である。このモデルマウスを用いて、流産
の分子メカニズムを明らかにし、治療法の開
発を試みる。 
 
(2)ヒトの生殖器系におけるスフィンゴ脂質
代謝の意義の解明 
 
  スフィンゴ脂質代謝経路が妊娠に重要
であり、その異常によって流産が引き起こさ
れることは、ノックアウトマウスを用いた研
究で明らかになった。しかし、ヒトにおける
スフィンゴ脂質代謝の生物学的意義につい
て は ほ と ん ど わ か っ て い な い 。
Sphk1-/-Sphk2+/-マウスで観察される表現型は
ヒトの習慣性流産の症状と非常によく似て
いる。したがって、私の研究成果は原因不明
の習慣性流産の分子生物学的メカニズムを
明らかにし、有効な治療法の開発に道を開く
可能性が高い。また、この研究成果は日本が
抱えている深刻な少子化問題にも大きく貢
献することができる。習慣性流産や不育症の
50%は原因不明であり、私の研究成果はこれ
らの疾患の原因解明、治療、予防に大きく道
を開き、少子化問題の解決の一助となること
が期待できる。これらの長期的展望をもち、
ヒトの妊娠におけるスフィンゴ脂質代謝の
役割についての検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1) スフィンゴ脂質代謝経路の遮断によっ
て引き起こされる流産のメカニズムの解明 
 
  まず初めに、胎生 7.5 日目の野生型およ
び  Sphk1-/-Sphk2+/-の雌マウスの脱落膜 
(decidua)を用いてマイクロアレイ解析を行
った。その結果、いくつかのケモカインのリ
ガンドや受容体の発現が Sphk1-/-Sphk2+/-脱
落膜において著明に増加していた。炎症は正
常妊娠の維持に不可欠なイベントである。し
かし、過度の炎症は流産のような妊娠の合併



症を引き起こす。Sphk1-/-Sphk2+/-の雌マウス
における流産の分子メカニズムを明らかに
するために、real-time PCR、ウェスタンブ
ロッティング、免疫染色などを用いて、これ
らの分子の発現や機能を解析する。 
 
(2)ヒトの生殖器系におけるスフィンゴ脂質
代謝の意義の解明 
 
  ヒトのサンプルを用いた研究を行うに
あたり、まず、京都大学および協力病院の倫
理委員会に研究計画書を提出する。妊娠初期
の人工妊娠中絶あるいは自然流産症例につ
いて、患者本人および配偶者の同意が得られ
た場合においてのみ、脱落膜組織を無菌的に
採取し、脱落膜細胞を分離・精製する。得ら
れた細胞を培養し、Sphk の阻害剤や siRNA を
投与し、ケモカインやサイトカインの発現を
real-time PCR 法、ELISA 法、ウェスタンブ
ロッティング法などを用いて検討する。 
 
４．研究成果 
 
(1) スフィンゴ脂質代謝経路の遮断によっ
て引き起こされる流産のメカニズムの解明 
 
  マイクロアレイの結果から、まず、好中
球遊走因子の一つである、CXCL1 に注目した。
妊娠子宮の脱落膜組織 (Decidua)および着
床間組織 (Interimplantation tissues)を用
いて、CXCL1 値を ELISA 法により定量したと
ころ、Sphk1-/-Sphk2+/-の脱落膜組織において
のみ、CXCL1 は著明に増加していた。さらに、
免疫染色を行ったところ、 CXCL1 は、
Wild-type では胎児を囲む脱落膜領域で弱く
発現しているのに対して、Sphk1-/-Sphk2+/-で
は、吸収されつつある胎児を囲む脱落膜領域
で、その発現が顕著に増加していた。その結
果、Sphk1-/-Sphk2+/-では、CXCL1 の発現領域
に一致して、好中球が著明に浸潤していた。
Sphk1 および Sphk2 は、正常では、胎児を取
り囲む脱落膜組織に発現している。したがっ
て、正常妊娠においては、Sphk1 や Sphk2 が
発現することにより、過剰な炎症を抑制し、
移植片である胎児が、母体の中で平和的に共
存することを可能にしていることが明らか
になった。他のいろいろな分子についても現
在、検討中である。流産を引き起こす鍵とな
る分子を同定し、その分子の阻害剤などをノ
ックアウトマウスに投与することにより流
産の治療法の開発に取り組んでいる。 
 
(2)ヒトの生殖器系におけるスフィンゴ脂質
代謝の意義の解明 
 
  ヒトの脱落膜組織を用いて行う研究計
画を京都大学および協力病院の倫理委員会

に提出し、承認を得た。妊娠初期の人工妊娠
中絶あるいは自然流産症例について、患者本
人および配偶者双方の同意が得られた場合
にのみ、脱落膜組織を採取した。サンプルは
医療的処置に伴って得られるものであり、研
究のための追加の処置は行わず、さらに患者
が不利益を被らないよう、プライバシーの保
護に十分配慮した。確立された方法に従い、
脱落膜組織から脱落膜細胞を単離・精製した。
脱落膜細胞を適切な培養液中で培養し、3~4
回継代した。この段階で vimentin（脱落膜細
胞に対するマーカー）や CD45（白血球に対す
るマーカー）に対する抗体などを用いて免疫
染色を行い、90%以上の細胞が脱落膜細胞で
あることを確認した。また、8-Bromo-cAMP、
progesterone、estrogen で細胞を処理し、再
脱落膜化を起こさせる系を確立した。これら
の処理により、細胞の形態変化および脱落膜
化マーカーの発現を確認した。現在、無処理
の脱落膜細胞および再脱落膜化を起こした
細胞を用いて、実験を継続中である。 
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