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研究成果の概要（和文）：スフィンゴ脂質の代謝産物であるスフィンゴシン-１-リン酸（S1P）が悪性腫瘍、動
脈硬化や糖尿病、骨粗鬆症などの病態進行を調節する重要な因子として最近注目を浴びている。S1Pは様々な細
胞から分泌され、5つの特異的なGタンパク質共役型受容体を介するシグナル伝達因子として、オートクライン、
パラクラインに作用するが、口腔がんにおけるS1Pシグナル伝達については未だ不明な点が多い。本研究では、
口腔癌細胞株を用いて、S1Pによる細胞増殖能や細胞遊走能への影響について検討し、さらに細胞株のS1P受容体
サブタイプ（S1PR1-5）の発現様式を確認のうえ、そのシグナル伝達経路についていくつかの知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine-1-phosphate (S1P) is a metabolized product of the sphingolipid. 
It acts as an important factor in regulating malignant tumor progression, arteriosclerosis, 
diabetes, osteoporosis, etc.  Therefore, it has attracted a lot of attention in the recent times.  
S1P is secreted by various cells and acts in an autocrine or paracrine manner as a signaling factor 
through five specific G protein-coupled receptors, but S1P signal transduction in oral cancer is 
still not clear.  In this study, we examined the influence of S1P on cell proliferation and cell 
migration by using cell lines of oral squamous cell carcinoma. We obtained some knowledge about 
S1P-signaling only after confirmation with an expression pattern of the S1P receptor subtype 
(S1PR1-5) of the cell lines. 

研究分野： 口腔外科学

キーワード： 口腔癌　S1P
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１．研究開始当初の背景 
悪性化した組織は自身を増殖維持しなが

ら、同時にリンパ行性あるいは血行性に遠隔
に転移する性質を有する。その増殖、浸潤、
転移の特質はがん種により異なるが、取り巻
く周囲組織との環境において、さまざまな因
子や伝達系を介して複雑に相互作用する一
定の病態基盤が存在すると思われる。がん細
胞が生存し遠隔への転移能力を保持するた
めには、生体の免疫防御システムや細胞外マ
トリックスバリアーの克服、そして栄養源と
なる血流を獲得していく必要があり、これら
多段階の発がん過程において多様な key 
factor が存在している。それゆえに、がんの
進行を食い止めるためにはがん種の特性を
把握し、ステージに即した治療戦略が必要と
なることは言うまでもなく、治療の効果を上
げるにはこれらを制御する key factor のシグ
ナル調節機構を明らかにし、分子標的を適切
に選択していく必要がある。 

近年、スフィンゴ脂質の代謝産物であるス
フィンゴシン-１-リン酸（S1P）が悪性腫瘍、
動脈硬化や糖尿病、骨粗鬆症などの病態進行
を調節する重要な因子として明らかになり
つつある。S1P はスフィンゴミエリン（SM）
の代謝産物であるセラミド（CER）がセラミ
ダーゼによってスフィンゴシン（SPG）とな
り、さらにスフィンゴシンキナーゼ（SphK1、
SphK2）でリン
酸化を受けるこ
とによって産生
され、多くの細
胞から分泌され
ている（図１）。
S1P はこれまで
同定されている
5 つの特異的な G タンパク質共役型受容体
（S1PR1-S1PR5）を介して細胞内へのシグ
ナル伝達因子としてオートクライン、パラク
ラインに作用し、主に細胞の増殖、生存、遊
走などの活性化因子として位置づけられて
いる。特に S1P 産生に必要となる SphK につ
いてはスフィンゴ脂質代謝経路において重
要な酵素であり、うちSphK1については様々
なヒト腫瘍でその mRNA 発現レベルの増加
がみられることや、線維芽細胞や上皮細胞由
来の TNF-αによって誘導されることなどが
明らかにされている（Maceyka M, et al. 
Trends Cell Biol. 2012）。最近，抗がん剤の
耐性とSphK１の活性，細胞内CER／S1P 比
との相関がイマチニブ耐性 K562 細胞株
（Baran Y, et al. J Biol Chem. 2007）ある
いはカンプトテシン耐性の異なる前立腺が
ん細胞株（Akio Y, et al. Biochem Biophys 
Res Commun. 2006）等で認められることや、
SphK1 の高発現が赤白血病を進行させる癌
遺伝子の発現に関与しているなどの報告が
あり、SphK１が抗がん剤の感受性予測因子
や抗がん化学療法の新規分子標的となる可
能性を支持するものである。また、CER につ

いても 1989 年に岡崎らによりヒト白血病細
胞株 HL60 のビタミン D3 による分化に際し
て、SM が分解され CER の増加が起こるこ
とがすでに報告されており、細胞死や老化の
促 進 因 子 と し て 位 置 づ け ら れ る な ど
（Okazaki T, et al. J Biol Chem. 1989）、
S1P シグナル伝達系のがんへの役割が注目
されている（Pyne NJ, et al. Nature Rev 
Cancer. 2010）。Spiegel らは、これら CER
と S1P の量的バランスが細胞の運命を決
定するとして sphingolipid rheostat model 
を提唱した（Cuvillier O, et al. Nature 
1996; Hait NC, et al. Biochem Biophys 
Acta. 2006）。この説によれば、スフィンゴ
脂質代謝酵素系の活性変化や酵素タンパク
質量の変化によってスフィンゴ脂質代謝産
物の量的変化が生じ、細胞の生存や増殖動
態が影響されるというものである（図 2）。 
このように、

S1P代謝経路
ががん細胞の
活性化におい
て重要な役割
を果たしてい
ることはこれまでの報告で明らかにされて
きているところであるが、口腔がんでの研
究はわずかであり、特に S1P 受容体を介す
るシグナル伝達系の詳細は未だ未解明であ
る。従って、口腔がんの増殖、浸潤、転移
のメカニズムの解明にとって重要な知見が
得られ、より効果的な新規治療法開発への
一助となる課題と考え、本研究を計画する
に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、がん細胞の活性化において

重要な役割を果たしている S1P の作用に
着目し、口腔がんの増殖、浸潤、転移とい
う多段階の発がん過程における S1P シグ
ナル伝達機構の解明と新規分子標的の確立
を目指すことを目標に掲げた。 
これまで頭頸部がんのスフィンゴ脂質に

関する報告は、野田らが pan-SphK 阻害剤
である Safingol を用いた研究で、口腔扁平
上皮癌由来細胞が脱接着性に細胞死を誘導
するとの報告や（Noda T, et al. Apoptosis 
2009）、がんの進行ならびに生存率の低下
と SphK1 の高発現、活性化との相関を示
す報告（Facchinetti MM, et al. Cells 
Tissues Organs 2010; Liu G, et al. BMC 
Cancer 2010; Shirai K, et al. Cancer Prev 
Res. 2011）、および SphK1 の活性化が放
射線抵抗性を示すとする報告（Sinba UK, 
et al. Head Neck. 2011）などが見受けられ
るが、S1P のシグナル解析まで踏み込んだ
報告には至っていない。それゆえ口腔がん
の進行や、薬剤・放射線感受性のメカニズ
ムを理解するには増殖、分化、遊走、細胞
死などの細胞機能に関する転写レベルでの
調節機序の解明が不可欠と考える。スフィ



ンゴ脂質代謝産物が図 1 に示すような代謝
カスケードの活性化によって調節がなされ
ていることから、本研究を口腔がんにおけ
る多段階発がんのスフィンゴ脂質代謝に関
する研究と位置づけ、以下のような研究の
遂行を目的とした。すなわち、口腔がん由
来の細胞を用いて、これら代謝酵素による
タンパク質修飾について検討し、さらには
S1PR1-5 の各受容体発現様式の確認、S1P
シグナル応答の解析、そして活性化に関与
すると思わ
れるシグナ
ル伝達や転
写因子によ
る作用など
の研究を行
うというも
の で あ る
（図 3）。 

 
 

３．研究の方法 
口腔がん由来の細胞株を用いて、S1P に

よる細胞増殖能や細胞遊走能への影響につ
いて検討を加え、さらに異なる細胞株の
S1P 受容体サブタイプ（S1PR1-5）の発現
様式を確認のうえで各 S1P-S1PR のシグ
ナル伝達経路を検証する。 
（１） S1P の細胞増殖能の検討 
 MTT（3-（4，5-dimethyl-2-thiazolyl）

-2，5-diphenyl-2H tetrazolium bromide）
アッセイを用いて細胞増殖能を測定する。
MTT アッセイは細胞のミトコンドリア活
性を測定する方法で、反応に関与するのは
生細胞のみである。S1P の濃度依存性に増
殖能を検討し、細胞株別での反応性がどの
程度異なるかについて解析する。 
（２）S1P の化学遊走能の検討 

S1Pは化学遊走因子としての機能を持ち、
Tリンパ球などの細胞がS1Pの濃度勾配に
したがって移動することが知られている
(Hla T, et al. Science 2005)。この機能が口
腔がん細胞に対しても働くか検証するため、
S1P 濃度が段階的に異なる培地を準備し、
間葉系幹細胞の chemotaxis が濃度依存性
になっているか確認する。 
（３）発現している S1P 受容体サブタイプ
の確認 

S1P 受容体は上記のとおり現在までに 5
種類のタイプがあることが知られているが、
そのシグナル伝達経路については 1998 年
以降、本邦の多久和らをはじめ幾つかのグ
ループによってデータが蓄積されている
（Rosen, et al. Nat Rev Immunol. 2005; 
Takuwa Y, et al. Biochem Biophys Acta 
2008）。サブタイプの組織特異性や細胞の
発現パターンと G タンパク質との親和性
の違いによってシグナル伝達経路が異なる
ことが分かっている。従って、口腔がん細
胞やその他の臓器由来の細胞を用いて

S1PR 発現パターンを解析する。S1PR1－
S1PR5 の発現は real-time RT-PCR により、
口腔がん由来細胞株にいずれのサブタイプ
がどのような発現様式をしているか調べる。
またウエスタンブロット法により、受容体
タンパクの発現を見る。 
（４）S1P 受容体下流のシグナル伝達経路
の検証 
既知のシグナ

ルに着目し、そ
の選択的阻害剤
を 用 い た 阻  
害実験によって
増殖、生存、遊
走能について検
証する（図 4）。 
 
４．研究成果 
がん細胞株は理化学研究所 Cell Bank より
口腔扁平上皮癌由来細胞株として HO-1-u-1、
Sa3、SAS、HSQ-89 を入手した。 
S1P を介した伝達経路に関する口腔がんの

報告は少なく、診断・治療への新規標的因子
としての可能性を期待でき、本研究を発展さ
せる意義は大きい．口腔扁平上皮癌細胞株に
おける S1P－S1PR シグナルにおける増殖能、
遊走能の検討で、その特異的な反応を確認し
た。また、細胞株 HSQ-89, HO-1-u-1, Sa3, SAS
を用いて S1PR の mRNA，タンパク発現解析を
行った．タンパク発現はウエスタンブロット，
フローサイトメトリー，免疫染色で検討した。
細胞膜上 S1PR の発現で細胞株でのパターン
の相違を確認した。 
S1PR を介するシグナル伝達経路としては、

既知の主要経路である 
（１）p43/44 MAPK 経路：選択的 MEK 阻害

剤 U0126、 
（２）PIK3/Akt 経路：選択的 PI3K 阻害剤

wortmannin、 
（３）Ras/ERK 経路：選択的 AP-1 阻害剤

curcumin 
（４）NF-κB経路：p65 サブユニットのモ

ノクローナル抗体を用いて免疫染色を行い、
陽性の場合に NF-κB阻害剤 helenalin、 
を用いて、特異性を検証する阻害実験を行っ
た。 
またドラッグデリバリーの探索として、

Antibody-drug conjugate (ADC) を用いた
Immunotoxin(IT)の細胞毒性などの解析にも
着手した。さらには IT の癌細胞への内在化
促進を狙って，１）界面活性作用のある
saponin の併用，2)癌細胞内にエンドサイト
ーシスにより取り込まれた IT をエンドソー
ムから効率的に細胞質内に放出させる目的
で、Photosensitizer の AlPcS2a, TPPS2a を
同時に細胞内に内在化させ，これを 650nm, 
410nm で励起する事で一重項酸素の発生を誘
発 す る 光 化 学 的 手 法 Photochemical 
internalization(PCI)、などについても、効
率的デリバリーへの応用として検討の準備



を開始した。IT と saponin の併用，ITと PCI
の併用により，口腔癌細胞のより効率的な抗
腫瘍効果を期待でき、今後の展望として発展
させていきたい。S1P-S1PR シグナルをターゲ
ットした免疫療法の可能性，また免疫放射線
療法の可能性についても今後の検討項目と
しての目標に掲げ、癌細胞内への薬物送達法
の開発にも視野を広げ、治療応用の可能性を
高めていきたいと考える。 
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