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研究成果の概要（和文）：生理活性脂質スフィンゴシン1-リン酸は血管内皮細胞のバリア機能を強化することに
より血管透過性を抑制することが知られている。本研究において、内皮細胞に発現するスフィンゴシン1-リン酸
2型受容体が、内皮型一酸化窒素合成酵素抑制を介して急性肺損傷時の血管バリア機能破綻に防御的に働くこと
が示された。以上の結果から、スフィンゴシン1-リン酸2型受容体が急性肺損傷の新しい治療標的となる可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sphingosine　1-phosphate (S1P) is a lysophospholipid mediator and plays an 
important role in the regulation of vascular barrier function. In this study, we found that S1P2 
mediates the protection from acute lung injury possibly through inhibiting endothelial nitric oxide 
synthase, pointing to S1P2 as a promising novel target for treating acute lung injury.

研究分野： 脂質生物学

キーワード： スフィンゴシン1-リン酸　急性肺損傷
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（1）急性肺損傷/急性呼吸窮迫症候群 
急性肺損傷/急性呼吸窮迫症候群は重症感

染症、外傷、手術などに合併する肺胞領域の
炎症を伴う急性肺水腫であり、致死率の高い
重篤疾患である（Ware & Matthay、 N. Engl. 
J. Med. 2000）。急性肺損傷における肺水腫
はマクロファージ・好中球などの炎症細胞や
血管内皮細胞・肺胞上皮細胞などの肺組織を
構成する細胞から放出された種々のサイト
カインによる肺毛細血管のバリア機能の破
綻により生じる。そのため、急性肺損傷の治
療戦略として、この血管バリア機能破綻を抑
制することにより肺水腫と炎症細胞浸潤を
抑制できる可能性があるが、急性肺損傷に有
効な治療薬は現時点ではなく、血管バリア機
能破綻の分子病態の解明とそれに基づく新
規治療薬の開発が急務である。 
 

（2）スフィンゴシン1-リン酸と血管バリア機
能 
スフィンゴシン1-リン酸（S1P）は生体膜を

構成するスフィンゴ脂質の代謝産物であり、 
血管バリア機能の維持管理に重要な脂質メ
ディエーターである（Garcia et al.、 J. 
Clin. Invest. 2001）。S1Pは血漿に極めて高
濃度（～1μM）に存在し、S1P特異的G蛋白質
共役型受容体であるスフィンゴシン1-リン酸
1型（S1P1）受容体、 2型受容体、 3型受容体
を介して生理機能を発現する（Takuwa et al.、 
Biochim. Biophys. Acta. 2008）。これまで
の研究から、血漿S1Pは内皮S1P1受容体に作用
して恒常的に血管透過性を低く保っているこ
とが明らかとなっている（Camerer et al.、 J. 
Clin. Invest. 2009）。 
 

（3）アナフィラキシーによる急性の血管バ
リア破綻におけるスフィンゴシン 1-リン酸 2
型受容体の役割 
①研究代表者らは、スフィンゴシン 1-リン

酸 2型（S1P2）受容体遺伝子座にβ-ガラクト
シダーゼ遺伝子を挿入したマウスを作製・解
析し、多くの組織において S1P2 受容体が血
管内皮細胞と平滑筋細胞およびマクロファ
ージに発現していることを明らかにした（Du 
et al.、 Cancer Res. 2010）。しかしながら、
S1P2 受容体の血管バリア機能に及ぼす作用
は不明であった。 
②研究代表者は、代表的な血管バリア機能

障害の病態であるアナフィラキシーモデル
を用いて、S1P2 受容体の血管バリア機能にお
ける役割を検討し、内皮細胞に発現する S1P2
受容体は内皮型一酸化窒素合成酵素抑制を
介して、アナフィラキシーによる急性の血管
バリア破綻から血管を防御していることを
明らかにした。（Cui et al.、 J. Allergy Clin. 
Immunol. 2013）。 

 
（4）急性肺損傷におけるスフィンゴシン 1-
リン酸の役割 
最近、 アナフィラキシーと同様、血管バ

リア機能障害の病態である急性肺損傷にお
ける肺血管透過性や炎症に対してスフィンゴ
シン 1-リン酸（S1P）が保護的に働くことが
報告されている（Peng et al.、 Am. J. Respir. 
Crit. Care. Med. 2004; Sammani et al.、 Am. 
J. Respir. Cell Mol. Biol. 2010）。しかし
ながら、これらの先行研究では受容体におけ
るスフィンゴシン1-リン酸1型受容体の役割
は検討されたが、スフィンゴシン 1-リン酸 2
型（S1P2）受容体の機能は不明であった。そ
こで、研究代表者らは、急性肺損傷における
S1P2 受容体の役割を検討した。急性肺損傷の
動物モデルとして広く用いられているリポ
多糖（LPS）誘発（気道内投与）急性肺損傷
モデルを用いた予備実験の結果、LPS 投与 24
時間後、S1P2 受容体ノックアウトマウスでは
野生型マウスに比較して、肺血管透過性亢進
および炎症細胞の浸潤を伴った急性肺損傷
が増悪していることを見出した。すなわち、
LPS 誘発急性肺損傷において、S1P2 受容体は
血管バリア機能破綻及び炎症細胞浸潤に対
して抑制的に働くと考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究は、急性肺損傷のマウスモデルを用

いて、スフィンゴシン 1-リン酸 2型受容体が
どのような機構により急性肺損傷時の血管
バリア機能破綻に防御的に働くかを研究代
表者らが作製した遺伝子改変マウスなどを
用いて解析し、急性肺損傷に対するスフィン
ゴシン1-リン酸2型受容体選択的アゴニスト
の効果を検討することを目的として行った。 

 
３．研究の方法 
（1）急性肺損傷モデル 
 マウス急性肺損傷モデルはリポ多糖の気
管内投与およびブレオマイシン腹腔内反復
投与により作製した。 
 
（2）血管透過性の解析 
 エバンスブルー色素漏出法、肺組織の乾
燥重量/湿重量比の測定、Miles アッセイ、
気管支肺胞洗浄液の細胞数・総タンパク量
の測定を行った。 
 
（3）マイクロアレイによる網羅的解析 
 ブレオマイシン誘発急性肺損傷モデルの
肺を用いて、マイクロアレイ解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）スフィンゴシン 1-リン酸 2 型受容体欠
損によるリポ多糖誘発急性肺損傷の増悪 
リポ多糖投与 24 時間後、スフィンゴシン

1-リン酸 2型受容体ノックアウトマウスでは
野生型マウスに比較して、肺血管透過性亢進
および炎症細胞の浸潤を伴った急性肺損傷



が増悪していた。 
 

（2）スフィンゴシン 1-リン酸 2 型受容体欠
損によるリポ多糖誘発急性肺損傷の増悪に
おける一酸化窒素合成酵素阻害薬の効果 
スフィンゴシン 1-リン酸 2型（S1P2）受容

体ノックアウトマウスで観察される急性肺
損傷の増悪に一酸化窒素（NO）の関与を検討
する目的で、NO 合成酵素阻害薬 L-NAME を投
与した。L-NAME は、S1P2 受容体ノックアウ
トマウスで見られるリポ多糖による急性肺
損傷の増悪を改善した。 
 

（3）スフィンゴシン 1-リン酸 2 型受容体欠
損によるリポ多糖誘発急性肺損傷の増悪に
おける内皮型一酸化窒素合成酵素の効果 
スフィンゴシン 1-リン酸 2型（S1P2）受容

体ノックアウトマウスと内皮型一酸化窒素
合成酵素（eNOS）ノックアウトマウスを交配
し，ダブルノックアウトマウスを作成した。
eNOS 遺伝子欠損は S1P2 受容体ノックアウト
マウスで見られるリポ多糖による炎症細胞
の増加を抑制した（図 1）。 

 
（4）骨髄移植実験 
 骨髄移植法を用いて、血管内皮細胞あるい
は骨髄由来マクロファージのいずれのスフィ
ンゴシン 1-リン酸 2 型（S1P2）受容体が急性
肺損傷における血管バリア機能破綻防御に重
要であるかを検討した（図 2）。S1P2 受容体
欠損骨髄を移植した野生型マウスに比べて，
S1P2 受容体欠損骨髄を移植した S1P2 受容体
ノックアウトマウスでは，リポ多糖による炎

症細胞の増加傾向が認められた。また、野生
型骨髄を移植した野生型マウスに比べて，野
生型骨髄を移植した S1P2 受容体ノックアウ
トマウスでは，リポ多糖による炎症細胞の増
加傾向が認められた（図 2）。以上の結果か
ら、血管内皮細胞の S1P2 受容体が急性肺損傷
における血管バリア機能破綻防御に重要であ
ると示唆された。 
 
（5）スフィンゴシン 1-リン酸 2 型受容体欠
損による抗がん薬ブレオマイシン誘発急性
肺損傷の増悪 
 ブレオマイシン投与 10 日後、スフィンゴシ
ン1-リン酸2型受容体ノックアウトマウスで
は野生型マウスに比較して、肺血管透過性亢
進および気管支肺胞洗浄液中の総タンパク
量の増加が認められた（図 3）。 

 
（6）マイクロアレイによる網羅的解析 
ブレオマイシンによる内皮細胞障害を検討

するため、ブレオマイシン誘発急性肺損傷モ
デルの肺を用いて、マイクロアレイ解析を行
った。血管透過性に関与するサイトカインや
接着因子の遺伝子発現変動の他に、細胞老化
に関与する遺伝子群の発現増加が認められた。
私たちは線維芽細胞やマクロファージの細胞
老化がスフィンゴシン1-リン酸2型（S1P2）受
容体欠損で促進されることを観察しているこ
とから、S1P2受容体欠損によるブレオマイシ
ン誘発急性肺損傷の悪化は、S1P2受容体欠損
による内皮型一酸化窒素合成酵素の活性化の
他に細胞老化促進による内皮細胞の機能低下
が考えられた。 
 
（7）スフィンゴシン 1-リン酸 2 型選択的ア
ゴニストの効果 
①スフィンゴシン1-リン酸2型受容体選択的
アゴニストCYM5478の特異性 
スフィンゴシン1-リン酸2型（S1P2）受容体

選択的アゴニストCYM5478の特異性を、S1P受
容体安定発現Chinese Hamster Ovary（CHO）
細胞株を用い、細胞外シグナル伝達調節キナ
ーゼERKのリン酸化を指標として検討した。



CYM5478によるERKのリン酸化はS1P2受容体以
外のS1P受容体安定発現細胞株では認められ
ず、またS1P2受容体以外のS1P受容体阻害剤に
より抑制されなかった。しかし、S1PによるERK
のリン酸化と比べて、Vmaxが約4分の1と低く、
EC50が約100倍高い値を示した。以上の結果か
ら、S1P2受容体選択的アゴニストCYM5478は内
因性アゴニストであるS1Pと比べてアゴニス
ト活性は弱いが、S1P2受容体に対する特異性
は高いと考えられた。 
 

②血管透過性因子による皮膚血管内皮の透
過性亢進反応におけるスフィンゴシン1-リ
ン酸2型受容体選択的アゴニストCYM5478の
効果 
スフィンゴシン1-リン酸2型（S1P2）受容

体の活性化による血管バリア破綻の抑制効
果について、Milesアッセイを用いて血管透
過性因子である血小板活性化因子（PAF）の
皮膚血管内皮の透過性亢進反応における
S1P2受容体選択的アゴニストCYM5478の影
響を検討した。CYM5478はPAFによるエバン
スブルー色素漏出に対して抑制作用を示し
たが、効果は弱かった。以上の結果は，血
中S1PレベルがマイクロMオーダーであり、
S1P2受容体が恒常的に活性化されているこ
と、また、CYM5478のアゴニスト活性がS1P
より100倍弱いためS1P2受容体の十分な活
性化が得られなかったのではないかと考え

た（図4）。 
 
以上の結果から、内皮細胞に発現するス

フィンゴシン1-リン酸2型受容体が、アナフ
ィラキシーによる急性の血管バリア破綻の
防御作用と同様、内皮型一酸化窒素合成酵
素抑制を介して急性肺損傷時の血管バリア
機能破綻に防御的に働くことが考えられた。
また、血管透過性因子による血管透過性亢
進反応に対してS1P2受容体選択的アゴニス
トが抑制作用を示したことから、S1P2受容
体が急性肺損傷の新しい治療標的となる可
能性が示唆された。 
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