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研究成果の概要（和文）：動脈硬化症制圧のため新しい標的を確立することが重要である。抗動

脈硬化作用をもつ高密度リポタンパク質HDLは生理活性脂質スフィンゴシン1-リン酸 (S1P)に

富む。S1P の培養血管内皮細胞への作用、および心血管危険因子保有者の血漿 S1P 濃度と血管

内皮機能の関係を明らかにした。また、新規 S1P 供与体として人工 HDL 粒子を創製し、その生

理活性を評価し動脈硬化の先駆的治療方法を開発した。 

 
研究成果の概要（英文）：A novel strategy for conquering atherosclerosis is desirable. 
Athero-protective HDL is rich in bioactive lipid, sphingosine-1-phosphate (S1P). The 
effect of S1P on vascular endothelial cells was clarified. The relationship between plasma 
S1P and vascular endothelial function was evaluated. A newly synthesized biomimetic HDL 
nanoparticle rich in both S1P and apoA1 exhibited promising anti-inflammatory effects 
on endothelial cells in culture and on mice challenged with LPS. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）動脈硬化症のさらなる制圧のために全
く新しい標的を確立することが重要である。
血管内皮機能障害は、全身の動脈硬化の指標
となるだけでなく、心血管イベント発生の予
測因子となる。スフィンゴシン 1-リン酸
（sphingosine-1-phosphate, S1P）は、生理
活性脂質として内皮細胞や平滑筋細胞のシ
グナル伝達物質として機能し、S1P 受容体を
介して血管構成細胞の成熟過程、血管のトー

ヌスや血栓形成を修飾する。また、S1P は動
脈硬化の発症、進展を抑制する高密度リポタ
ンパク質 (high-density lipoprotein, HDL)
により血中を輸送され、内皮障害時の修復過
程にも重要な役割を果たすことが示唆され
ている。 
（２）HDL は肥満、食事、運動不足、喫煙な
どで低下する。治療として食事療法、運動療
法、禁煙などがある。薬物療法にはフィブレ
ート系薬やニコチン酸誘導体がある。しかし
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強い効果は望めず、生活習慣改善の補助的役
割にとどまっている。新たな HDL を増加する
薬剤が期待されている。 
 
２．研究の目的 
（1）心血管疾患の危険因子を有する初期動
脈硬化症の病態における内皮機能、さらに内
皮を修復・保護する要素としての血管内皮細
胞と S1P の関係を解明し、内皮修復機構を明
らかにする。 
（2）血管保護因子としての S1P の有用性を
HDL 代謝との関連から解明する。新たな S1P
供与体を創製することにより、初期動脈硬化
症に対する先駆的治療方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
（１）血漿 S1P と患者が保有する心血管危険
因子の関係の解析 
同意を得た患者から採血し血管内皮機能を
測定する。その後、生活習慣改善に加え薬物
治療が必要と判断された場合は薬剤を開始
し 8週後にフォロー検査を行い介入前後で以
下の項目を検討する。1．反応性充血を用い
た血管内皮機能検査および指尖容積脈波に
より血管内皮障害の程度を評価する。2．血
管内皮細胞の S1P 受容体サブタイプ
（S1P1-S1P5）の発現量および S1P 産生酵素 
[sphingosine kinase (SK) 1, SK2] の遺伝
子発現を PCR 法で解析する。3．蛍光標識-高
速液体クロマトグラフィー (HPLC) 法で測
定した血漿 S1P濃度の血管内皮障害マーカー
としての有用性を評価する。4．HDL、血漿 S1P
レベルの変化と内皮機能の改善との関係を
横断的に検討する。 
 
（２）S1P 供与体の新たな創製 
1. 金ナノ粒子表面を、S1P を含有する脂質を
持つアポリポタンパク A1（ApoA1）で修飾し、
サイズと表面組成が HDL に近く、異物認識を
回避したステルス性の高い人工 HDL粒子を新
たに創製する。本ナノ粒子は S1P を効率よく
供給することが可能と考えられる。2. S1P 供
与体の物性を評価する。3. 培養血管内皮細
胞を用い人工 HDL 粒子がもつ抗炎症作用、抗
血栓作用の有無を検討する。4. マウスで人
工 HDL 粒子の静脈投与により抗炎症作用、抗
血栓作用を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）血管内皮細胞の S1P 受容体発現 
ヒト血管内皮細胞株 EA.hy926 では S1P 受容
体 (S1P1, 2, 3) が発現しており S1P は内皮型
一酸化窒素合成酵素 (eNOS) の mRNA 発現
を 増 加 さ せた  (quantitative real-time 
PCR)。 血管内皮前駆細胞でも S1P 受容体 
(S1P1, 2, 3) が発現しておりS1P は eNOS mRNA 
発現を増加させた。本研究により新たな S1P

供与体を開発することにより効率よく S1Pを
初期動脈硬化病変部位に到達させることは、
血管に保護的な作用を有する内皮細胞の S1P
に対する応答や S1P 受容体発現などを制御す
ることを含めて、動脈硬化症の先駆的治療法
として用いられる可能性が示唆された。  
 
（２）脂肪細胞での S1P 産生と低酸素への応
答 
肥大した脂肪組織は低酸素に陥ることが知
られているため、3T3-L1 前駆脂肪細胞を脂
肪細胞へ分化させ、低酸素環境 (1% O2)で培
養した。低酸素環境暴露により細胞外 S1P 濃
度は有意に増加した。細胞内 S1P 濃度に有意
な変化は見られなかった。細胞内では低酸素
状態により S1P生成が増加し細胞外へ放出さ
れる可能性が示唆された。脂肪細胞では ABC
トランスポーターが発現していた。ABC トラ
ンスポーター阻害剤処理により細胞外への
S1P の輸送は有意に抑制され、S1P は ABC ト
ランスポーターを介して細胞外へ放出され
ることが示唆された。 
 
（３）低リスク患者の S1P 濃度と内皮機能の
関係 
低リスク患者の血漿 S1P 濃度を蛍光標識- 
HPLC 法により測定し、同時にエコーを用い
た血流依存性血管拡張反応 (flow-mediated 
dilation, FMD) により内皮機能を測定して
S1P の臨床的意義を検討した。また血小板活
性化の指標として血漿セロトニン濃度を
HPLC で測定した。血漿セロトニンは血小板数
で補正後に正規分布を示した。セロトニン/
血小板は FMD および血漿 S1P と逆相関を示
した。スタチン治療は脂質異常を改善し、FMD
を増加させた。スタチンによる血漿セロトニ
ンの低下は、S1P の増加とよく相関した（図
１）。S1P は脂質中で HDL と有意な正相関を示
し、内皮機能とも相関を認め、S1P は HDL の
血管保護的な役割の一つであると考えられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１スタチン治療による血漿セロトニンの
低下と血漿 S1P の増加の関係 
 



（４）心血管疾患リスクの高い肥満患者の血
漿 S1P 濃度 
合併症のない高血圧症や脂質異常症の患者
で HPLC により血漿中 S1P 濃度を測定し病態
との関連を解析した。肥満度を示すbody mass 
index (BMI)が 25 以上のグループは 25 未満
のグループに比べ血漿 S1P濃度が高く（図２）、
体脂肪蓄積と S1P の関連が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ BMI と血漿 S1P 濃度との関係 
 
（５）血漿 S1P の解析と患者が保有する心血
管疾患危険因子の関係の解析 
喫煙者 21 人で採血後、血管内皮機能を測定
した。生活習慣改善と禁煙指導を行い 8週後
に再検査を行った。血漿 S1P 濃度および S1P
誘導体であるジヒドロスフィンゴシン 1-リ
ン酸 (DHS1P)濃度を蛍光標識-HPLC 法で測定
した。禁煙指導前後で血漿 S1P 濃度に有意な
変化は見られなかった。DHS1P 濃度は有意に
低下した。ニコチン代謝生成物であるコチニ
ン濃度が 8週後に有意に低下し禁煙に成功し
た 11 例で血漿 S1P 濃度に変化は見られなか
ったものの DHS1P 濃度は有意に低下した。コ
チニン濃度が低下しなかった群では S1P 濃度、
DHS1P 濃度とも変化は見られなかった。内皮
機 能 を 反 映 す る peripheral arterial 
tonometry (PAT) ratio は禁煙成功群で有意
に増加したが、禁煙非成功群では変化がなか
った。スフィンゴ脂質は内皮障害を反映する
可能性が示された。 
 
（６）S1P に富んだ HDL 模倣薬である人工 HDL
ナノ粒子の開発とその物性評価 
HDL コレステロールの作用増強に伴う動脈硬
化症の治療を目標としたナノキャリアの開
発では、S1P および ApoA1 を金ナノ粒子に搭
載した人工 HDL ナノ粒子の調製を行った。塩
化金酸水溶液にアルカンチオールを添加し
水素化ホウ素ナトリウムで還元しアルカン
チオールで表面保護した金ナノ粒子を調製
した。その後、S1P を粒子表面に添加・挿入

した。次に ApoA1 水溶液を加え粒子表面に結
合させた。S1P 含量はリン定量により、ApoA1
含量はタンパク定量により求めた。動的光散
乱法により測定した平均粒子径を約 20nm に
制御した金ナノ粒子 1 個に、50 分子の S1P と
20 分子の ApoA1 が結合していた（図３）。こ
の人工 HDL 粒子の分散状態は 1ヶ月以上の長
期間安定であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ 人工 HDL ナノ粒子 
 
（７）新たに創製された S1P 供与体（金ナノ
粒子）の生理活性の評価 
ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）をリポ
多糖 (LPS) で刺激し炎症を誘導させ、そこ
に調製した人工 HDL ナノ粒子を加えた。その
後、血栓性や動脈硬化症促進のマーカーであ
るプラスミノーゲン活性化抑制因子（PAI-1）
の mRNA 量をリアルタイム RT-PCR により定量
した。人工 HDL ナノ粒子は添加後数時間以内
に LPS で増加した PAI-1 の mRNA 量を低下さ
せた。人工 HDL ナノ粒子は血管内皮細胞に対
して PAI-1発現を抑制することで抗血栓作用
を示し、将来、初期動脈硬化症の進展を抑制
する治療に有用な製剤として期待できる。
S1P は HDL の血管保護的な役割の一つである
と考えられた。本方法により生理活性の強い
新たな S1P供与体を開発することを強く期待
できることが示された。 
 
（８）炎症誘導モデルマウスでの S1P 供与体
（金ナノ粒子）の抗炎症効果 
人工 HDL粒子のもつ抗炎症効果をマウスで評
価した。マウスに LPS を投与して炎症を誘導
した後、人工 HDL 製剤を投与した。LPS で誘
導される PAI-１ mRNA 発現をリアルタイム
RT-PCR で評価した。人工 HDL 製剤投与により
LPS で誘導される PAI‐1 発現は低下し、血管
炎症の抑制に有用である可能性が示された。 
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