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研究成果の概要（和文）： 

スフィンゴシンおよびスフィンゴシンアナログ(SG-12)が細胞内でスフィンゴシンキナー

ゼによってリン酸化されることにより細胞死を誘導することを見出した。スフィンゴシンキナー

ゼは癌細胞において発現が亢進していることが知られており、この結果はスフィンゴシンキナー

ゼの阻害剤に注目した従来の方針とは異なる、新しいタイプの抗がん剤の可能性を示唆する。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Sphingosine kinase (SPHK), which catalyzes the phosphorylation of sphingosine to generate 

sphingosine-1-phosphate, has two mammalian isotypes, SPHK1 and SPHK2. Both isozymes are 

promising anti-cancer therapeutic targets. In this study, we found that sphingosine and SG-12, a 

synthetic analogue of sphingosine that acts as a SPHK2 inhibitor, induce cell death via 

phosphorylation by SPHK1 and SPHK2, respectively. The present results revealed the novel 

anti-cancer potential of a sphingosine analogue in the pathological setting where SPHK2 is 

upregulated. 
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１．研究開始当初の背景 

 

本研究は平成 22 年度から 24 年度
(2010-2012)に渡っておこなった。スフィン
ゴ脂質の機能には生体膜の主要な構成要員
および生理活性物質としての二つの側面が
ある。これに対応して、研究開始当初には
大きく分けて二つの研究の潮流があった。

一つはスフィンゴ脂質・コレステロールの
集合による膜ドメインの実験的裏付けであ
り、もう一つはスフィンゴシン-1-リン酸
(S1P)の機能解明である。本研究は後者の範
疇に属する。 

S1P は当初、G タンパク質共役型受容体
Edg のリガンドとして、その生理活性が注目
された生理活性脂質である。Edg-1 (S1P 受
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容体, S1P1) 欠損マウスの代表的な表現型
として、平滑筋細胞が大動脈の周囲に正し
く配置されず血管の裏打ちが不完全になる
（したがって出血や浮腫が起こり胎生致死
になる）、二次リンパ器官から循環血へのリ
ンパ球の動員がおこらない（免疫不全）こ
とが報告された。これらの研究結果から、
循環血中には高濃度(200-900 nM)の S1P が
存在し、S1P 受容体を発現している細胞を循
環血中に動員するという図式が明らかにな
った。また走化性因子としての S1P の作用
を弱めることにより、多発性硬化症におけ
る免疫細胞の過度な中枢神経系の攻撃を抑
制できること、免疫抑制により移植時の拒
絶を回避できることが報告され、スフィン
ゴシンの類似化合物である FTY720（細胞内
にとりこまれてリン酸化され S1P のアナロ
グとして作用する）の臨床応用が始まった。 

一方S1Pは細胞内においても作用をもつ
ことが指摘され、S1P の標的分子として
TRAF2, プロヒビン（ミトコンドリア呼吸
鎖）、ヒストンデアセチラーゼなどが報告さ
れた。これらの分子とS1Pとの相互作用は、
総じて S1P による増殖促進効果を説明する
ものであった。癌細胞ではSPHKが高発現し、
それにより細胞増殖が亢進することから、
SPHK 阻害剤は抗がん剤の有力な候補と考え
られた。 

 
２．研究の目的 

本研究ではスフィンゴ脂質代謝と細胞死
誘導の関連を解析した。 

 
３．研究の方法 

S1P 産生に関わるスフィンゴ脂質代謝酵
素（スフィンゴシンキナーゼ１および 2, ス
フィンゴシンリアーゼ、スフィンゴシンホス
ファターゼ）の安定発現細胞を作成し、スフ
ィンゴシンアナログやスフィンゴシンによ
る細胞死誘導の有無を調べた。 

 
 
４．研究成果 

 
(1) スフィンゴシンキナーゼ 2(SPHK2)阻害

剤SG-12によるSPHK2発現細胞の細胞死
誘導  

 
スフィンゴシンをリン酸化して S1P を生

成する酵素には SPHK1, SPHK2 の二種類があ
る。SPHK1, SPHK2 は組織分布、細胞内局在が
異なる。また SPHK2 は SPHK1 に比べて基質特
異性が厳密ではなく、従って FTY720 の細胞
内におけるリン酸化はSPHK2によって起こる。
SPHK は抗がん剤の候補として注目されてき
たが、これまでの研究では SPHK1 に焦点をあ
てたものが多かった。 

報告者らはスフィンゴシン類似化合物で
あり、SPHK2 の酵素活性を阻害する SG-12 
[(2S, 3R) -2-amino-4- (4-octylphenyl) 
butane -1-3-diol]がマウス B 細胞由来細胞
株 A20/2J 細胞において Fas 依存性の細胞死
を 亢 進 す る こ と を 見 出 し て い た 
(Hara-Yokoyama, M. T., K.; Kihara, A.; Kim 
J. W.; Park, C. S.; Hirabayashi,Y.; 
Igarashi, Y.;Yanagishita, M. The Open 
bioactive compounds journal 2008, 1, 22)。
本研究では SG-12 の効果を SPHK1, SPHK2 を
安定発現させたA20/2J細胞で調べたところ、
SG-12 は SPHK2 発現細胞において細胞死（細
胞質酵素であるラクトースデヒドロゲナー
ゼの培地中への放出を指標として測定）を誘
導することがわかった。この結果は予想外で
あった。SG-12 が SPHK2 の阻害剤として作用
とするならば、SPHK2 の発現により SG-12 の
作用は減弱するはずであり、実際に A20/2J
細胞に [3H]スフィンゴシンを取り込ませた
場合に、SG-12 による[3H]S1P SG-12 による
[3H]S1P 産生の抑制は SPHK2 発現により解除
された。そこで次に SPHK2 のどのような性質
に依存してSG-12は細胞死を誘導したのかを
解析した。 

SPHK2 の核移行シグナル、活性部位、BH3
ドメインに機能変異を起こした変異体、それ
ぞれ(R93E/R94E), G213D, L219A、の安定発
現株を作成し SG-12 の効果を調べたところ、
活性部位を変異させた場合にのみSG-12によ
る細胞死誘導がみられなくなった。このこと
から SG-12 は SPHK2 の活性に依存して細胞死
を誘導することが明らかになった。さらに
SG-12 は SPHK2 活性に依存して[-32P]ATP に
よりリン酸化され、その時の Km 値は 5.5 M
であった。この Km 値はスフィンゴシンに対
する値とほぼ同等であった。 

SG-12によるSPHK2依存性の細胞死はカス
パーゼ阻害剤z-VADにより部分的に抑制され
た。電子顕微鏡観察においてもクロマチンの
凝集がみられ、またカスパーゼ 3の活性化も
確認された。以上の結果を総合すると、基質
特異性の広い SPHK2 が SG-12 をリン酸化し、
それによりアポトーシスが誘導されたと考
え ら れ る 。 こ の 結 果 は Bioorganic & 
Medicinal Chemistry Letters (2013) 23, 
2220-2224 に掲載された。 

 
(2) SPHK1 発現細胞のスフィンゴシンによる

細胞死誘導 
  

SG-12がSPHK2によってリン酸化されて細
胞死を誘導したので、次に、S1P 産生に依存
した細胞死の可能性を調べた。するとスフィ
ンゴシンの添加により SPHK1, SPHK2 の触媒
活性に依存して細胞死が誘導された。しかし
SG-12 による細胞死誘導の場合とは異なり、



スフィンゴシンの場合にはカスパーゼ阻害
剤 Z-VAD による解除はみられなかった。また
電子顕微鏡観察においても、クロマチン凝集
はみられず、リン酸化 SG-12 の産生による細
胞死とS1P産生による細胞死とは異なる機序
で進行することが示唆された。 

S1P 産生による細胞死はネクロスタチン
によっても解除されず、ネクロプトーシスと
も異なる機序であると考えられる。 
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