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研究成果の概要（和文）：スフィンゴシン１リン酸（S1P）は、血液中に存在する細胞間情報伝達物質であり、免疫力
の維持や血管の形成に重要な働きをしている。S1Pは赤血球や血小板で作られ、何らかの輸送体によって血液中へ運ば
れるが、その輸送体が何か分かっていない。S1Pを血液中へ運ぶ輸送体は新しい薬の標的として期待される。本研究で
は、タンパク質と強く結合するように分子構造を改変したS1Pを合成し、S1Pを運ぶ機能を持つ輸送体のSPNS2や、S1Pを
血液中へ運ぶ輸送体の候補となる赤血球や血小板のタンパク質を標識することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine 1-phosphate (S1P) is a bioactive signal transmitter present in blood. 
Blood plasma S1P plays important roles in immune system and angiogenesis. Erythrocytes and platelets synth
esize and secrete S1P. However, the S1P transporters of erythrocytes and platelets have not been identifie
d. The S1P transporters are attractive candidates for drug target. In this study, we performed photoaffini
ty labeling of erythrocyte and platelet proteins with photoreactive S1P analogs. We showed that the S1P tr
ansporter, SPNS2 is selectively labeled by the photoreactive S1P analog.
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１．研究開始当初の背景 
 スフィンゴシン１リン酸（S1P）は脂溶性
の細胞間情報伝達物質であり、赤血球や血小
板から放出され、リンパ球や血管内皮細胞の
細胞膜に存在する S1P 受容体に結合し、細胞
の遊走や増殖、分化を促進する。S1P 受容体
の S1P1は、胸腺および二次リンパ組織からの
リンパ球の移出に必須であり、S1P1ノックア
ウトマウスは血管成熟不全により死に至る
ことから、S1P が免疫系および血管系におい
て重要な細胞応答を引き起こすことが明ら
かである。S1P のような脂溶性の細胞間情報
伝達物質は、産生細胞からの細胞外放出機構
がほとんど注目されておらず、未解明な部分
が多い。S1P のような物質は脂溶性が高いと
いう理由から、多くの場合、単純拡散により
細胞膜を透過すると考えられている。しかし、
S1P は強い生理活性を持つことから産生細胞
からの放出過程は厳密に制御される必要が
ある。 
S1P は血小板において高濃度に蓄積されて
おり、トロンビンなどの刺激に依存して細胞
外へ放出される。私たちのグループでは血小
板からのS1P放出が分泌顆粒を介したもので
はなく、ATP 依存性および Ca2+依存性の輸送
体を介したものであることを明らかにして
いる。一方、赤血球からの S1P 放出は、血小
板とは異なり特定の刺激には依存しない。赤
血球から放出される S1P は、血漿中に一定濃
度含まれる S1P の主な供給源になっており、
胸腺や脾臓からのリンパ球の移出を促進す
る。私は、赤血球の反転膜小胞を用いた S1P
輸送解析から、S1P が ATP の加水分解を必要
としない新しいタイプのATP依存性輸送体に
より輸送されることを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
(1) 光架橋性 S1P-biotin と相互作用する赤
血球膜タンパク質の探索による赤血球S1P輸
送体の同定 
(2) 血小板において、光架橋性 S1P-biotin
と相互作用するタンパク質の探索による血
小板の ATP 依存性および Ca2+依存性 S1P 輸送
体の同定 
(3) 血小板と赤血球の細胞質で S1P-biotin
と相互作用する因子の同定による、血小板と
赤血球におけるS1Pの細胞内局在および細胞
内動態の解明 
(4) S1P 輸送体を安定発現させた培養細胞か
ら調製した反転膜小胞を用いたS1P輸送活性
測定系の確立と、活性阻害剤のデザイン 
 
３．研究の方法 
(1) S1P-biotin-diazirineと相互作用する赤
血球膜タンパク質の同定 
 S1P-biotin にあらかじめ光架橋基の
diazirine を導入したものを合成し、赤血球
の反転膜小胞と共にインキュベートした後、
UV 照射によりタンパク質をラベルした。ラベ
ルされたタンパク質をアビジンビーズによ

り精製後、質量分析により同定した。アビジ
ン HRP によるウェスタンブロットにより、標
識されたタンパク質を検出した。 
(2) S1P-biotin-diazirineと相互作用する血
小板タンパク質の同定 
Sphingosine-biotin に 光 架 橋 基 の
diazirine を導入したものを合成し、血小板
と共にインキュベートした後、UV 照射により
タンパク質をラベルした。ラベルされたタン
パク質をアビジンビーズにより精製後、質量
分析により同定した。アビジン HRP によるウ
ェスタンブロットにより、標識されたタンパ
ク質を検出した。 
(3) S1P 輸送活性の測定 
方法(1)(2)により同定された遺伝子をク
ローニングし、Sphingosine kinase を安定発
現させた CHO 細胞または HEK293 細胞に発現
させた。これらの細胞に Sphingosine を添加
すると、Sphingosine は細胞内へ速やかに取
り込まれ、Sphingosine kinase によって S1P
が合成される。Sphingosine を細胞外に添加
し、インキュベートした後に細胞外へ放出さ
れる S1P を HPLC により定量した。 
 
４．研究成果 
(1) S1P-biotin-diazirine による BSAおよび
SPNS2 のラベリング 
合成したS1P-biotin-diazirineを用いて、
S1P のキャリアタンパク質である BSA のラベ
リングを行った結果、UV 照射依存的に BSA が
強くラベルされることを確認した。そこで、
S1P-biotin-diazirine により、S1P 輸送体を
ラベルすることができるのかどうかを検証
するため、私たちが S1P 輸送体として同定し
ている SPNS2 を CHO 細胞に発現させ、
S1P-biotin-diazirine によるラベリングを
行った。その結果、S1P-biotin-diazirine に
より SPNS2発現細胞のラベリングを行った場
合に限り、アビジンビーズにより SPNS2 が精
製された。一方、細胞質局在性のタンパク質
であるクロラムフェニコールアセチルトラ
ンスフェラーゼ（CAT）を CHO 細胞に発現さ
せ、同様に実験を行ったが、アビジンビーズ
により CAT は精製されなかったことから、
S1P-biotin-diazirine によるラベリングは
SPNS2 特異的であり、S1P-biotin-diazirine
が S1P輸送体の光親和性ラベリング試薬とし
て機能することが明らかになった。
S1P-biotin-diazirineによるSPNS2のラベリ
ングにより、SPNS2 の S1P 結合サイトが明ら
かになれば、SPNS2 阻害剤のデザインも可能
になると考えられる。 
(2) S1P-biotin-diazirineと相互作用する赤
血球膜タンパク質の同定 
S1P-biotin-diazirine により赤血球反転
膜小胞のタンパク質をラベルし、アビジン
HRP を用いたウェスタンブロッティングによ
り検出したところ、約 50, 75, 100kDa のバ
ンドが観察された。これらのバンドは、UV 照
射依存的であり、過剰量の S1P を加えること



で、ラベル量が減少したことから、S1P に特
異的なラベリングであると考えた。アビジン
ビーズを用いてラベルされたタンパク質を
精製し、質量分析により解析したところ、
SLC16A1, SLC43A1, SLC40A1, SLC14A1, RHD, 
CD36 が同定された。これらの遺伝子をクロー
ニングし、CHO 細胞に発現させたところ、ど
の遺伝子も S1P 輸送活性を示さなかった。
S1P-biotin に対し特異的に結合したタンパ
ク質が微量であった為、質量分析により同定
されなかった可能性があると考え、ラベルす
る赤血球反転膜小胞の量を増やし、アビジン
ビーズ添加後のビーズの洗浄を念入りに行
った。また、アビジン HRP を用いたウェスタ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、
S1P-biotin-diazirine によりラベルされる
のにも関わらず、アビジンビーズで精製され
ないタンパク質が複数確認されたことから、
ラベル後のタンパク質の可溶化および変性
条件の検討を行った。その結果、ラベルされ
たタンパク質は、Triton X-100 および SDS を
含むバッファーにより効率良く可溶化でき、
さらに、urea と dithiothreitol によりタン
パク質を変性させた後、iodoacetamide によ
りアルキル化すると、効率良く精製されるこ
とが分かった。以上の方法により精製された
タンパク質と、アビジンビーズへ非特異的に
吸着する赤血球反転膜小胞のタンパク質を
アビジンHRPを用いたウェスタンブロッティ
ングにより比較したところ、約 60, 75, 80, 
100kDa の タ ン パ ク 質 が
S1P-biotin-diazirine によるラベリング特
異的に精製された（図１）。質量分析により、
これらのタンパク質を解析した結果、物質輸
送に関係する膜タンパク質として Band3 と
CD36 が同定されたが、これらの遺伝子を CHO
細胞およびHEK293細胞に発現させたところ、

S1P の輸送活性を示さなかった。CD36 は酸化
LDL 受容体として知られており、S1P が酸化
LDL の取り込みに関与している可能性も考え
られることから、今後解析を行う予定である。 
(3) S1P-biotin-diazirineと相互作用する血
小板タンパク質の同定 
血小板において、S1P-biotin-diazirine に
よりラベルされたタンパク質をアビジンビ
ーズにより精製し、アビジン HRP を用いてウ
ェスタンブロッティングを行ったところ、約
100kDa のタンパク質が検出された。このタン
パク質を質量分析により解析したところ、
Atp2a3 が同定されたことから、今後 S1P 輸送
解析を行う予定である。 
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図１. S1P-biotin-diazirine によりラベルされた

赤血球膜タンパク質の精製 
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