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序論

スフィンゴシン1－リン酸(SIP)は，スフィンゴシンがスフィンゴシンキナーゼによりりン酸化されることで産生される

生理活性脂質であり，細胞表面上の受容体を介して細胞内カルシウムス卜アからのカルシウム放出，アクチ

ンの重合，細胞増殖，細胞運動の制御等，多彩な細胞応答を引き起こすこヒが知られてぃる． SIP受容体

はGタンパク質共役型の7回膜貫通型の受容体であり，これまでにSIP,，SIP2’SIP3．SIP4およびSIPsが報

告されており，それぞれの受容体について機能解析が行われてぃる．これら受容体のうちSIP4は，特に免疫

糸組織およぴ血波糸細胞に発現してぃる．しかしながら，SIP。についてはその情報伝達糸について殆ど明ら

かにされてぃなぃ．そこで本研究では，SIP受容体SIP。の情報伝達糸の解析および低分子量Gタンパク質

を介した細胞運動の制御，ならびにSIP受容体アゴニストによる免疫制御機構について検討した．

結果ヒ考察

1． SIP刺激によるSIP4の下流シグナル

SIP4を除（各種SIP受容体についてはその細胞応答が検討されてぃるものの，SIPエについては殆ど検討され

てぃなぃ．また，SIP,，SIP2およびSIP3はRhoファミリ―低分子量Gタンパク質を活性化または抑制することに

より細胞運動を制御してぃることが報告されてぃる，そこで，SIPユの下流シグナルについて検討するこヒとした．

SIP4を安定に発現するCHO細胞を用いて，SIP刺激によるMAPK活性化におよぼす作用について検討した．

その結果，抗リン酸化ERKl/2抗体を用いたウエスタンブロット法により，SIPおよびSIP受容体アゴニストであ

るFTY720リン酸刺激によってERKのりン酸化が誘導されることを確認した．この反応は百日咳毒素の前処理

によって消失した．次に，SIP4を安定に発現するCHO細胞を用いてSIP刺激による低分子量Gタンパク質活

性化におよぼす作用について検討した，その結果，トランズウェルを用いた細胞避走実験によりS1Pに対する

遊走能の亢追を，また，PAK1の活性型Racおよび活性化型Cdc42結合ドメイン(PBD)ならびにGSTとの融合

タンパク質であるGST－PBDを用いたプルダウンアッ．セイにより，SIP刺激後3分をピークヒした一過性のCdc42

の活性化を確認Lた．一方，Racの活性化は認められなかった，っづぃて，マウスTh2細胞株であるD10．64.1

およびマウスリンパ腫細胞株であるEL4細胞を用いてSIPの細胞運動におよぼす影響について検討した，

RトPCR法によりD10.G4.1細胞およびEL4細胞における各種SIP受容体mRNAの発現を確認したところ，SIP,

およびSIP4の発現を認めた．トランズウェルを用いてD10.G4.1細胞およびEL4細胞の細胞遊走能について検

討したところ，ともにSIPに対する遊走能を示した．また，SIPはD10.G4.1細胞およびEL4細胞のRhoファミリ

ー低分子量Gタンパク質であるRacおよびCdc42を活性化Lた. EL4細胞のSIPに対する遊走能は百日咳

毒素およぴRhoファミリー低分子量Gタンバク質阻害剤であるToxinBにより阻害され，さらにドミナントネガティ
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ブRacおよびドミナントネガティブCdc42の発現によっても抑制された．以上より，S1Pユの下流におぃてERKおよ

び Cdc42はS1Pの刺激 により 活性化 することが明らかヒなった．リンバ球に存在する内因性S1PエはCdc42を

介してS1Plヒともにりンパ球の細胞運動に関与してぃると考えられた．

2．S1PtおよびS1P‘の相互作用の可能性

多（の7回膜貫通型受容体は，ホモダイマーあるいはヘテロダイマーを形成するこヒが知られてぃるが．S1P

受容体もまたS1P1’S1P2およぴS1P3ヒの間においてそれぞれホモダイマーおよぴヘテ口ダイマーを形成すること

が報告されてぃる．しかしながらS1P4に関しては報告されてぃない，リンパ球におぃてS1PlおよびS1P4の発現

を 認めた こヒより，本研究ではS1PIおよびS1P4の相互作用について検討するこヒヒした．C末端にHAタグを

付 加 し た S1P1を 安 定に 発 現 す る CHO細 胞 にN末 端に FLAGタグを 付加 したS1P4を，ま たC末端に HAタグを

付 加 し た S1P4を 安定 に発現 するCHO細胞 にN末端に FLAGタグ を付加 したS1P1をそれ ぞれ 一週性 に発現 さ

せ た 後 ， 抗 HA抗 体 を 用 いて 免 疫 沈 降 を， 抗 FLAG抗 体 お よ び 抗HA抗 体を用 いて間 接蛍光 抗体 染色を 行

った，その結果，抗FLAG抗体を用いたウエスタンブ口ット法により，S1P1およびS1P。の共沈を確認した．この共

沈 はS1P刺激 の有無 にかか わらず 認めら れた ．また ，間接蛍光抗体染色によりS1P1およびS1P4の細胞表面

上における共局在が確認された．リンパ球においてはS1P1およぴS1P。が存在してぃるこヒ，および今回の検

討により，S1PlおよびS1P4は共局在することによってその情報伝達系に何らかの影響をおよぼしてぃるものと推

測された，

3．S1P愛容体アゴニス卜による免疫抑制作用

FTY720は冬虫夏草の一種である向rぬ館馴轟W菌が産生する天然物，myriocin（ISP―I）より誘導された，シク口ス

ポリンおよびタクロリムスヒは異なる作用機序を有する強カな免疫抑制薬であり，海外および国内におぃても

腎 移植を 対泉 とした 臨床試 験が遣 行中 である ．FTY720は 各種モ デル動 物に おぃて末梢血循環リンパ球を

二 次リン パ組 織およ び胸腺 中に隔 離し，末梢血中のりンパ球数を減少させることによって免疫抑制作用を

示すことが報告されてぃる，近年，FTY720は生体内におぃて二次リンパ糸組繊に存在するスフィンゴシンキ

ナーゼ2によってFTY720リン酸に変換され，S1P2を除（S1P受容体に対してアゴニストとして作用するこヒが報

告された．そこで．FTY720リン酸の細胞応答におよぼす作用について検討した．S1PlはS1P刺激により細胞内

へ 移 行 し ， 刺激 後 2～ 3時間 にお ぃてそ の一部 の受容 体が 再び細 胞表面 上へ発 現する こヒ が報告 されて

いる．FTY720リン酸のS1P1に対する細胞内移行にっいて検討したヒころ，S1P刺激時ヒは異なり，より長時間

の 細胞内 移行 を誘導 するこ ヒを確 認し た，マ ウスCD4T細胞の S1Pに 対する 避走能 にお よぼす FTY720リン

酸 の作用 を確 認した ところ ，FTY720リ ン酸 の前処 理によってマウスCD4T細胞のS1Pに対する遊走はFTY720

リン酸の濃度依存的に阻害されるこヒを確認した．

以 上より ，FTY720による 末梢血 リンパ球数の減少作用は，生体内におぃて生成されたFTY720リン酸による

S1P1の細胞 内移行 に伴 う，S1P／S1Pl依存性 の二次 リンパ組織および胸腺からのりンパ球の移出の阻害に

よるものヒ推察された
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学 位 論 文 題 名

スフインゴシン1―リン酸受容体と低分子量G夕ンパク質

を介した細胞運動制御機構および

スフインゴシン1－リン酸受容体アゴニストによる免疫制御

  スフインゴシン1―リン酸(SIP)は、Gタンパク質共役型の7回膜貫通型の受容
体を介して細胞増殖、細胞運動制御、形態変化など多彩な生理作用を示す．これら
はそれぞれの受容体に共役する3量体G蛋白質とその下流のシグナル伝達経路の
活性変化の結果生じたものである。これまでにSIPi’SIP2’SIP3’SIP4およびSIPR
が報告されており，それぞれの受容体について機能解析が行われている．これら受
容体のうちSIP4は，特に免疫系組織および血液系細胞に発現している．しかしなが
ら，SIP4についてはその情報伝達系について殆ど明らかにされていない．そこで本
研究では，SIP受容体SIP4の情報伝達系の解析およぴ低分子量Gタンパク質を介し
た細胞運動の制御，ならびにSIP受容体アゴニストによる免疫制御機構について検
討した，
  SIP4の下流シグナルを明らかにするために，SIP。を安定に発現するCHO細胞を用
いて，SIP刺激によるMAPK活性化におよぼす作用について検討した．その結果，
SIPおよびSIP受容体アゴニストであるFTY720リン酸刺激によってERKのりン酸化
が誘導されることを確認した，次にSIP刺激による低分子量Gタンパク質活性化に
およぼす作用にっいて検討した結果，遊走能の亢進とSIP刺激後3分をピークとし
た一過性のCdc42の活性化を確認した．っづいて，マウスTh2細胞株である
Dl0. G4.1およぴマウスリンパ腫細胞株であるEL4細胞を用いてSIPの細胞運動にお
よばす影響について検討した． RT－PCR法によりDl0. G4.1細胞およぴEL4細胞にお
ける各種SIP受容体mRNAの発現を確認したところ，SIP、およびSIP4の発現を認めた．
これらの細胞はともにSIPに対する遊走能を示した，また，SIPはDl0. G4.1細胞お
よぴEL4細胞のRhoファミリー低分子量Gタンパク質であるRacおよぴCdc42を活
性化した．以上より，SIP4の下流においてERKおよぴCdc42はSIPの刺激により活
性化することが明らかとなった．リンパ球に存在する内因性SIP4はCdc42を介して
SIP、 と と も に り ン パ 球 の 細 胞 運 動 に 関 与 して い る と 考 え ら れ た ．
  C末端にHAタグを付加したSIP．を安定に発現するCHO細胞にN末端にFLAGタグ
を付加したSIP4を，またC末端にHAタグを付加したSIP4を安定に発現するCHO細
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胞にN末端にFLAGタグを付加したSIP、をそれぞれ一過性に発現させた後，抗HA抗
体を用いて免疫沈降を，抗FLAG抗体および抗HA抗体を用いて間接螢光抗体染色を
行った．その結果，抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロット法により，SIP、およ
ぴSIP4の免疫共沈降を確認した，また，間接螢光抗体染色によりSIP,およ1ぴSIP。
の細胞表面上における共局在が確認された，今回の検討により，SIP,およびSIP4は
共局在することによってその情報伝達系に何らかの影響をおよばしているものと推
測された．
    FTY720はシクロスポリンおよぴタクロリムスとは異なる作用機序を有する
強カな免疫抑制薬であり，海外およぴ国内においても腎移植を対象とした臨床試
験が進行中である．FTY720は各種モデル動物において末梢血循環リンパ球を二
次リンパ組織およぴ胸腺中に隔離し，末梢血中のりンパ球数を減少させることに
よって免疫抑制作用を示すことが報告されている．近年，FTY720は生体内にお
いて二次リンパ系組織に存在するスフインゴシンキナーゼ2によってFTY720リ
ン酸に変換され，SIP，を除くSIP受容体に対してアゴニストとして作用すること
が報告された．そこで，FTY720リン酸の細胞応答におよばす作用について検討
した．SIP，はSIP刺激により細胞内へ移行し，刺激後2～3時間においてその一
部の受容体が再ぴ細胞表面上へ発現することが報告されている．FTY720リン酸
のSIP、に対する細胞内移行について検討したところ，SIP刺激時とは異なり，よ
り長時間の細胞内移行を誘導することを確認した．マウスCD4T細胞のSIPに対
する遊走能におよぼすFTY720リン酸の作用を確認したところ，FTY720リン酸の
前処理によってマウスCD4T細胞のSIPに対する遊走はFTY720リン酸の濃度依
存的に阻害されることを確認した．以上より，FTY720による末梢血リンパ球数
の減少作用は，生体内において生成されたFTY720リン酸によるSIP．の細胞内移
行に伴う，SIP／SIP、依存性の二次リンパ組織およぴ胸腺からのりンパ球の移出
の阻害によるものと推察された．

本研究では，これまで未解明であったSIP4のシグナル経路の同定を行い，さら
に免疫系において発現している2つのSIP受容体SIP,とSIP4のクロストークを
明らかにした．また，臨床応用の可能性の高いFTY720の分子メカニズムに対す
る知見を得ている．よって，申請者は博士（薬学）の学位を受領するに十分な資
質を有するものであることを認めた．
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