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血小板由来 リゾリン脂質メディエータースフィンゴシン 1-リン酸は血管平滑

筋細胞において,Rac活性および細胞遊走 を負に制御する

龍 泰治 (りゅう やすじ)

研究の背景

スフでンゴシン-1一リン酸 (SIP)は,細胞増殖作周,細胞運動

調節作乳 細胞分化作乱 血管収縮,血管新生作周などの多彩

な活性を示す脂質メディエーターとして注目されている1)(図1).

SIPは血婆中に約200nM,血清中に500nMの濃度で存在する.

1990年初めヒト瞭帯静脈内皮細胞をホルボールエステルで刺激

することにより発現が誘導される遺伝子として血管内皮分化因

千ll(endothelialdifferentiationgene-1:Edgュ)が報告されてい

た.この遺伝子はそのア ミノ酸配列からG蛋白共役型受容体

(GPCR)をコー ドすると考えられた. しか し,そのリガン ドは

不明であった.-方,筆者の属 した研究室では1993年に,辛

は りGPCRをコ- ドすると考えられた新規遺伝子AGR-16を血

管平滑筋 よりクローニ ング したが,遺伝子データベース上

AGR-16(その後Edg5と命名)と唯-高いホモロジーを示 したの

が上述のEdglであった.1998年に到 り,筆者の研究室を含む

い くつかの研究室からEdgl(最近はSIPlと呼称)がSIPに対す

る特異的受容体であることが見出されたのを皮切 りに相互にホ

モロジーの高い一群のGPCR(Edgファミリー)がSIP特異的受

容体であることが見出された.現在では,SIP特異的GPCRと
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図 1.SIPの構造 と生成

して,5つのサブ タイプSIPl/Edgl,SIP2/Edg5/AGR16,

SIPS/Edg3,SIP4/Edg6,SIPS/Edg8が同定されている.こdL

らのSIP受容体 と近縁関係 にある受容 体群 (LPAl/Edg2,

LPA2/Edg4お よびLPA3/Edg7)は リゾホス フアナ ジ ン酸

qysophosphaddicacid･.LPA)に対する特異的受容体であること

が解明されている.

各SIP受容体はサブタイプ特異的に発現分布が異なるが,多

くの臓器では複数のSIP受容体が発現 している (表1).ラット,

マウスではSIPl,SIP2,SIP3は全身のほとんどすべての臓器 ･

組織に広範に発現 しているが,これとは対照的にSIP4はリンパ

系組織および肺に,SIP5は神経系のみに発現が限局 している.

外来導入遺伝子の機能解析によく使われるCHO細胞は内因

性のSIP受容体の発現が弱いため,親細胞ではSIPに対する反

応はほとんど見られない.外因性のSIP各受容体を遺伝子導入

したCHO細胞を用いてSIP受容体遺伝子のシグナル伝達経路

を筆者 らの研究室では検討 した2) (図2).SIPlはGiを介 して,

Ras-ERE(extracellularsignal-regulatedkinase)の活性化,ホス

ホリパーゼC(PLC)の活性化,アデニル酸シクラーゼの抑制に

共役 している.SIP3は,SIPlと同様にGiを介してRas-ERKお

表1.Edg受容体ファミリーとその特徴

受容体名 新命名法 発現組織 文 献

sIP受容体

Edg1
3
5
′hU
00

g
蛋
蛋
g

d
d
d
d

E
E
E
E

SIP
SIP
SIP
SIP
SIP

広範囲に発現 HlaandMaciag(1990)
広範囲に発硯 Yamaguchietal.(1995)
広範囲に発現 Okazakietal.(1993)
リンパ組織 ･肺 Graleratal.(1998)
神経系 Niedembergetal.(2002)

LPA受容体

Edg2 LPAl 広範囲に発現 Masanaetal.(1995)
Edg4 LPA2 神経系,腎 AnetaL.(1998)

葦丸,節

Edg7 LPA3 畢丸,前立腺, Bandohetal.(1999)
心,脂,節,腎
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よびアデニル酸シクラーゼの抑剛に共役するほかに,Gqを介

してPLCの活悼化に,Glyl:iを介してRhoの活性化に共役 して

いる.SIP2は,SIP:与と剛剰ニGi,Gq,Glut:)を介してそれぞれ

Ras-ERR,PLCおよびRhoを活性化するが,ERK活性化能を指

SIPl/Ed g l SIP3/Edg3 SIP 2/Edg5

l / I ＼ / I ＼(:亘⊃ ① ① ∈ ∋ (二重D

(:亘 ⊃ (亘三∋l I I I I I IRasIMAPK RasIMAPK PLC Rho RasJMAP
K PLC RhoAC抑制 AC抑制

AC抑制PLC PLC

PLC図2.SIPl/Edgュ,SIP:i/Edg3,SIPヒ/Edg5の情相伝
遁経路PLC:ホスホリパーゼC,AC:アデニル酸シクラーゼ

(uus6S雌米昏)哨増留男 0 0.1 1

10PDGF濃度(nmol/L) 標として評価するとGiへの

共役はほかの2つの受容体に比較 して弱い.SIPの興味深い作

用の1つに細胞のタイプ特異的な細胞運動の促進と抑制の二爾作間がある.

血管内皮細胞では細胞運動の促進:Uを,好中球や悪性黒色腫

細胞,血管平滑筋細胞 4)などでは細胞運動抑制効果が報告され

ていた.我々は,前述の外来遺伝子を導入 したCHO細胞を用いて各SIP受容体

の細胞遊走におよはす影響を検討 した.細胞遊走の評価はボイデン

チャンバー法を用いて行った.ボイデンチャンバーの1丁稚汁:のみSIP

を加えSIP単独の細胞遊走効果を観察 したところ,上欄のSIPlおよ

びSIP:l
発現細胞はSIPの濃度依存的に下槽へ遊走した.一
方
,
SIPヨ
発現 細胞では

,
遊走を誘導しなかった

.CHO細胞に対する強力な化学走化図千であるインスリ

ン構成民間千一Ⅰ(IGF-I)杏下槽に加えると,遺伝子導入を受けていない親細胞を含めいず

れのSIP受容体サブタイプ発現細胞も活発に下槽に遊走した
.
下槽にSIPとIGF-
Ⅰを同 時に加えると

,
SIPlあるいはSIP:l

発現
細胞ではIGF-
Ⅰ単独刺激の場合に比較して
,
ごく軽度の遊走先

進がみられたが
,
SIP2
発現細胞ではSIPは潰度依存的にIGF-I

による遊走を強く]仰糾した
.

5
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5SIP濃度 (mol/L)図4.A.SIP濃度による化学遊

走の変化これまでの研究で,Rhoファミリーに属する低分子

故G室鋸 l質Rho,Rac,Cdc42が細胞運動の調節園子

であることが明らかにされており51,その中でとくにRaeの耽要性が指摘 さ

れている.IGF-Ⅰ刺激にて, 遺伝 予尊大を受けていない親細胞を育めいずれのSIP受容体サブタイプ発親細胞でもGTP粧侶F.･Ll,R

ae(活性型)のレベルは増強した.SIPl及びSIP:l党 親

和目地では,SIP刺激で細胞内のGTP結合型Racのレベルは繊度依存｢

机二相漉し,その容旋反応11掴射よSIPによる細胞遊走の促進のそれ

と類似 していた.-一･万SIP2発現細胞は,SIP刺激準紬でG

TP組合型Raeレベルをわずかに抑制した.さらに.SIPL,発現細胞

はIGF-ⅠによるGTP縮合型Racレベルの増加をSIPの漉度依

存的に押倒 した.このSIPによるRac活性抑制の容jli:反応t1

11線もIGF-Ⅰによる細目抱遊走のSIPによる抑削の容鼠反応曲線とほほ

-致していた.また,Raeの優性抑制型変異体N17Racを発

現させるとIGF-Ⅰによる細胞遊走や,SIPl及びSIP:l受容

体を介したSIPによる遊走は強く抑制された.以上の結果

から,SIP2はRac活性を抑制する結果,細胞遊走の抑制を

もたらすと考えられた.SIPによる血管平滑筋細胞の遊

走抑制とそのメカニズム動脈硬化の発生,進展には持続する

高脂血症,糖尿病,紬fIL圧や機械的および酸化ストレスな

どの慢性刺激に対する血管壁の内皮細胞,平滑筋細胞の応答な

らびに血中 由来の白血球細胞による炎症 ･修復過程が重要であ

る.バルーン拡張術やステント留置術などの経度的血管形成術は,冠動脈

疾患や閉塞性動脈硬化症などに現在広く行われている治療法で

ある.しかし,血管の再狭窄が高率に発生する事は大 きな閉篭と

なっている.Lfll.管形成術により内弾性板と内膜は断裂

され,中膜血管平滑筋細胞の内膜への遊走と増殖を引き起こしその

結果,新生内膜肥厚が生じる.私は高安賞受賞論文において,血管

平滑筋紬抱および血管内皮細胞の遊走に及ぼす

SIP受容体の働きについて検討した.SIPに対する受容体が同定される以前にSIPが血管平滑筋細 一

･ 一 一■ ■ - - - GTP-Rac- 蜘-

-- 救 鵬 妙 聯 脚■ト1/100TotalRac鱒棚 ミふ棚 戯細癖 脚 + GTP.RhoA㈱ 磯聯磯鱒+1/100T

otalRhoA~~ ●■■■-'■-■ ~̀■■~ '- M ~~岬

､叫 + GTP-Cdc42鳩胸脚 車齢+ 1/6TotaICdc

42- 9 8 7

6SIP濃度 ･log(mol/L)

B.SIP濃度によるRae冊-JJ北

の変化SIPl/Edgl

S

IPa/Edg3SIP2/Edg5SIP4/Ed96SIPS/Edg

8GAPDH 攻 敬勝 N.D.■図5.ラットLrl1一作､柑欄 紬]'d(RASM).ヒ川l

L竹 ､lJ'･LJ.･汁筋細胞(HASM),ヒト晒借倒 )紺.J皮細胞 (HUVIl:C)に,J13日･る祐slI'受容体mRNAの発現ILXJ3.4,5はCircul
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が, 円酎こPDGFを加えると,平滑筋細胞は活発に下欄に遊走

した.下糟にSIPとPDGFを同 時に加えるとSIPは濃度依存的

にPDGFによる遊走を強 く抑制した (ボイデンチャンバー法,

図3A&B).

低分予量G蛮白質(分-銅 とは20-30kDa)はシグナル伝達の

基本因](-の---つで,大きく分けてRas,Rho,nab,その他のフア

ミ.)一に分類される.Rhoファミリーはアクチン細胞骨格の再

構成を介して細胞の形態や運動を制御していることが知られて

いる.Rhoファミリーのうち,Rhoはストレスファイバーの形

成に,Racは細胞膜のラツフリングにCdc42はブイロボデアに

関係する.Racについて検討するとPDGFは強力にGTP結合塑

Raeレベル机削州させたが,SIPは遊走抑制効果と同様の濃度

勾配を持-,て(汀P結合型Racレベルを4'印刷した(図3C).つづい

て,lr日刊;内皮細胞についても刷射こ1鋸;J.した.SIPは単独で濃

度依存的に紺胞机 姓 追させ,またGTP翁LT･'f_用IiRacレベルを増加

させた (図4).Racの憧性J胴 u型変異体N17Racを血管平滑筋細

胞,nL竹内皮細胞に発現させると, 血管平滑筋細胞ではPDGF

による化学遊走が,ll蛸 ;内皮細 胞ではSIPによる化学遊走がそ

れぞれ動く抑制された.Racの4-1一服 性制御が遊走抑制のメカニ

ズムであることが示唆された.

ノーザンブロット榊'JT･をしたところ, 血管内皮細胞には,

SIP)が撒く発現し,SIP2の発現はほとんど検出.されなかった.

｣J,血竹､相 川'/)'射肌包ではSIP2が独く発現しているがSIPlの

発現は弱い.SIP:-はいずれの細胞でも中等度に発現 していた

(図5).SIP覚容体サブタイプのうち,内因椎には発現のほと

んど兄吊 しない受容休をそれぞれの細胞に遺伝子導入した.血

キ牛l'-･附筋細胞にSll'Iを曲発現させると,SIPによる化学遊走抑

制勃県およびⅠtac抑刷勅根はかなり減弱した∴--･jJIで,lflL管内

皮細胞にSIPllを曲発現させるとSIPによる化学遊走およびRac

冊l/回ヒがJ購fuされた.

以l･.の結果か吊J:ln.竹､t珊 筋伸也における細胞運動抑制効果

はSl1㌔.の旧けな発現を,lrTJ.17'̂律IJ皮細胞における細胞運動促進

勅根はSII'1の侶:†な発現をそれぞれ介して,Racを正負いずれ

かのノj伸 二調節することにより紳j/i運動を二万向性にHi･り御して

いることが′Jlllされた.

あわりにS

IPによる血管平滑筋細胞の遊走抑制および血管内皮細胞における遊走促進は,Rac活性の抑制もしくは促進と相関しており,異なるSIP受容体を介していることが示唆された.SIP2特異的アゴニス トやSIPl特異的アンタゴニス トが新生内膜形成や血管新生

の抑制に働き,これらの作用を介して,動脈硬化や腺痛血管新生に対する新たな治療

手段 となる可能性があり,今後さらなる検討を進めていく必要があると考えられる.

謝 辞本研究は


