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研究成果の概要（和文）： 

Sprouty/Spred ファミリー分子は、増殖因子やサイトカインによる ERK 経路活性化を抑制する
調節因子である。このファミリー分子のノックアウトマウスを作製し、解析を行ったところ、
Sprouty は血管形成に、Spred はリンパ管形成に重要であることがわかった。Sprouty4 は VEGF-A
（血管内皮増殖因子）による ERK 活性化を抑制するが、リンパ管形成に重要な VEGF-C による
ERK 活性化は抑制しない。一方 Spred1/2 はリンパ管新生に必要な VEGF-C のシグナルを効率よ
く抑制することがわかった。Sprouty と Spred の VEGF シグナルにおける差異を明らかにした。
また SPRED1はヒト神経芽細胞腫 I型様の疾患の原因遺伝子であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Sprouty/Spred family proteins negatively regulate ERK signaling activated by growth 
factors and cytokines. We have analyzed gene knockout mice of this family and found that 
Sproutys negatively regulate angiogenesis, while Spreds regulate lymphangiogenesis. 
Sprouty4 inhibits vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A) induced ERK activation, 
while Spred1/2 efficiently inhibit VEGF-C, which is essential for lymphangiogenesis. We 
have identified the difference between Sproutys and Spreds.in the action of VEGFs signal 
transduction. We also found that human SPRED1 is responsible for neurofibromatosis type 
I like disease.  
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１．研究開始当初の背景 

Ras/MAP キナ－ゼ(MAPK)経路は細胞外刺激に

応じて細胞増殖、分化を調節する細胞内シグ

ナル伝達経路としてよく知られている。また

Ras の恒常的活性型変異は約 30%の癌でみら

れる。さらにこの経路のシグナル分子や制御

因子の家族性の変異が神経繊維腫やヌーナ

ン症候群で発見されている。しかし、Ras/MAP

キナーゼ経路の負の制御メカニズムについ

ては未だ不明な点が多い。このなかで

Spred/Sprouty ファミリーが負の調節因子と

して注目を集めている。Sprouty はショウジ

ョウバエのRas/MAP キナーゼ経路を抑制する

分子として単離された。また 2001 年に C 末

端に Sprouty と相同性を持つ関連分子 Spred 

(Sprouty- related protein with EVH-1 

domain) が 同 定 さ れ 、 Spred/Sprouty は

Ras/MAP キナーゼ経路を抑制する新たなファ

ミリーを形成することが明らかとなった 

(Nature,2001)。哺乳類において、Sprouty

は 4 種類、Spred は 3 種類知られている。最

近ヒト家族性優性遺伝を示す神経繊維種や

ヌーナン症候群様の家系において SPRED1 の

機能喪失型変異を複数発見された(Nature 

Genetics, 2007)。 

 Spred3の発現は主に脳に限局しているが、

Spred1とSpred2は広範な組織で発現が見られ、

特に胎仔期では重複して発現が認められる。

Spred1、Spred2それぞれの単独欠損(KO)マウス

は頭蓋の形成異常や造血系の亢進が認められ

るが、ともに出生、生殖は可能である。胎仔期

においてはSpred1とSpred2の機能的相補が考

えられたので、我々はSpred1/Spred2両ホモ欠

損(DKO)マウスの作製を試みた。その結果、

Spred1/Spred2 DKO胎仔は著明な出血、浮腫を

認め、胎生12.5~15.5日に100%致死であった。

出血は主に頸部、腎臓周囲を中心にみられ、リ

ンパ管あるいは血管の異常が予想された。驚い

たことに、正常な胎仔では見られないLYVE-1、

CD31両陽性の管腔がSpred1/Spred2 DKO胎仔の

頸部において認められた (Mol Cell 

Biol.2007) 。このことはSpred1/Spred2 DKOマ

ウス胎仔ではリンパ管と血管が分離されてい

ない可能性を示唆している。一方、Sprouty2 

/Sprouty4 DKO 胎仔も胎生12.5日までに血管の異常を

認め100％致死であった。これらの結果より、Sprouty

は血管新生の、Spredはリンパ管発生・新生の調節因子

として使い分けられている可能性が示唆された。 

２．研究の目的 

(1) Sprouty4 によるVEGF-A/VEGFR-2 シグナルの

制御様式を明らかにする。 

(2) Sprouty4 KO マウスの解析を行い、Sprouty4

が血管新生制御に重要な役割を果たしているの

ことを証明する。これを虚血モデルの治療に応用

できないか検討する。 

(3) Sprouty とSpred の作用機序の違いを明らか

にする。 
 
３．研究の方法 

(1)ライブイメージングによるPKC活性化、

PIP2産生の測定 

リガンドによるMARKCS及びPKCδの移動は

以 前 報 告 が あ っ た 通 り に 行 っ た 

(Kuriyama ら, 2004)。まず VEGFR-2 安定発

現HEK293T細胞をトランスフェクション前

日に 6well プレートに撒き、FuGENE HD を

用いて各々のプラスミドをトランスフェ

クションした。GFP 融合 MARCKS 及び PKCδ

プラスミドは斉藤博士 (神戸大学細胞機

能制御研究分野)に分与いただいた。トラ

ンスフェクションから6時間後に細胞を回

収し、ガラス底の 35mm ディッシュに撒き

なおした。それから18時間後に観察した。

培養液は血清フリーの HBSS に置換した。

GFP 融合タンパクの移動は 25ng/ml の

VEGF-A を培養液内に直接投入して惹起さ

せた。GFP 蛍光の観察は共焦点レーザー顕

微鏡を用いて行った (LSM510 invert, 

Carl Zeiss)。画像はタイムラプスで 10 秒

ごとに撮影した。すべての観察は 37 度の

条件下に行った。形質膜における蛍光強度

の相対変化は[(Imb ‒Icy)/ (Imb +Icy)]で計算

した。Imb は形質膜の蛍光シグナル強度を、

Icy は細胞質の蛍光シグナル強度を表して

いる。 

刺激依存性の PIP2 加水分解を評価するた

めに、GFP 融合 PH ドメイン (PLCδ-1)ベク

ターを佐々木雄彦先生(秋田大学)から分

与いただき、MARCKS-GFP 及び PKCδ-GFP と

同様にVEGFR-2 安定発現 HEK293T 細胞へト

ランスフェクションを行い、その挙動を観

察した。 

 その他の生化学的なアッセイは既報に

従って行った。 

 

(2)マウス急性下肢虚血モデル 



 

 

C57BL/6 マウス(male, 20-25 g)を麻酔後、右

鼠径部を切開、右大腿動脈を露出した。大腿

動脈起始部を 6-0 絹糸を用いて結紮、さらに

膝窩動脈と伏在動脈の分岐部直前で同様に

結紮した。結紮後、右大腿動脈を切除・除去

した。切開創を縫合閉鎖し手術を終了した。

shRNA plasmid は 3 ヶ所に分けて筋肉注射し

た。1. 非投与群、2. pSUPER shGFP（コント

ロール）投与群、3. pSUPER shSpry2 と shSpry4

の混合投与群の3群において虚血下肢の骨格

筋内へ 1 肢あたり 40µg 筋注投与し、14 日後

の血流をレーザードップラー血流像にて評

価を行った。 

 

４．研究成果 

(1)Sprouty4 は PKC 下流のエフェクターを阻

害する 

 Sprouty4は VEGF-CではなくVEGF-Aによる

ERK 活性化を抑制する。まず初めに、Sprouty4

のターゲットを決定するために、VEGFR-2 を

安定的に発現した HEK293T 細胞を用いて PKC

下流のエフェクターについて調べた。プロテ

インキナーゼD(PKD)はVEGFR-2シグナルにお

いて PLCγ/PKC を介して活性化される Raf-1

のキナーゼであることが報告されている。

Sprouty4の過剰発現によりPKDのリン酸化は

抑制された。 

 続いて、PKC の基質としてよく知られてい

る MARCKS の細胞内移動を調べた。MARCKS は

無刺激状態では形質膜に局在し、PKC 活性化

によって細胞質へ移動することが知られて

いる。GFP を融合させた MARCKS-GFP を導入す

ることによって、MARCKS の移動を共焦点顕微

鏡下に生細胞にて観察することが可能であ

る。MARCKS-GFP は VEGF-A 刺激に応じて速や

かに形質膜から細胞質へ移動した。しかしこ

の移動は Sprouty4 の過剰発現により抑えら

れた。SproutydC104 は MARCKS の移動を抑えら

れず、SproutydN80は野生型 Sprouty4 と同様の

働きを示した。これらの結果より、Sprouty4

はカルボキシ末端（C 末端）の CR ドメインを

介して様々なPKC 下流のシグナル経路を抑制

することがいえる。 

 次に、PKC 活性化に対する Sprouty4 の効果

を確認した。PKC 活性化は細胞内の PKC の移

動で測った。PKC 活性化には細胞質から形質

膜への移動が必要である。VEGF-A によってお

こるPKCδの移動はSprouty4の過剰発現によ

り抑制された。SproutydC104は PKCδの移動を

抑制せず、アミノ末端（N 末端）の欠損変

異体はやはり移動を抑制した。このことか

ら Sprouty4 は C 末端の CR ドメインを介し

て PKC の上流で作用しているといえる。 

 PLCγは PIP2に触媒作用を及ぼして、ジ

アシルグリセロール (DAG)とイノシトー

ル 1,4,5-3 リン酸 (IP3)を産生する。DAG

は PKC を活性化し、IP3 はカルシウム経路

を活性化する。Sprouty4 は膜透過性の DAG

アナログである、1,2-ジアクトノイル-sn-

グリセロール (DOG)によるMARCKS及びPKC

δの移動は抑制しなかった。また PLCγ下

流のもうひとつのシグナル経路である、

IP3-カルシウム経路を調べたところ、

VEGF-A によるカルシウム流動はコントロ

ール細胞において滑らかに惹起されたが、

Sprouty4 過剰発現細胞においては強く抑

制されていた。これらの結果より、

Sprouty4は DAGより上流でPKCの活性化を

抑制しているものと考えられる(下図)。 

 

(2)Sprouty4 は VEGF-A による PIP2分解を

抑制する 

 続いて、カルシウム流動の上流のシグナ

ルである、VEGF-A による IP3産生を調べた。

HEK293T-VEGFR-2細胞においてもVEGF-A刺

激により IP3 の蓄積が見られることがわか

った。Sprouty4 はこの IP3蓄積を抑制した。

SproutydC104は VEGF-AによるIP蓄積に対し

て何も抑制活性を持たず、SproutydN80 はや

はり野生型 Sprouty4 同様抑制効果を示し

た。 

 GFP-PLCδ-1 PH ドメインは PIP2 と IP3
に選択的に結合することが知られており、

PLC活性化によりPLCδ-1 PH ドメインの形

質膜から細胞質への解離が惹起される。こ

のことは PIP2の加水分解及び IP3の細胞質

内への放出を意味している。生細胞を用い

た系で観察したところ、コントロールの

dC104 

wild-Spry4 

control 



 

 

HEK293T-VEGFR-2細胞においてGFP-PHドメイ

ンは VEGF-A 刺激により速やかな形質膜から

細胞質への移動を起こした。ところが、

Sprouty4 過剰発現細胞ではこの GFP-PH ドメ

インの移動が強

く抑制されてい

た（右図参照）。

Sprouty4 過剰発

現は PLCγ-1 の

VEGFR-2 への結

合に影響を及ぼ

さないことから、

Sprouty4 は PLC

γ活性化を阻害

することなく、PIP2の加水分解を抑制してお

り、その結果、IP3と DAG の合成が抑制され、

下流のカルシウム流動やPKC活性化がブロッ

クされていたと考えられる。 

 生理的な Sprouty4 発現レベルにおいて上

記の仮説を証明するために、外来の VEGFR-2

を安定発現した Sprouty4 欠損線維芽細胞 

(mouse embryonic fibroblast : MEF)を用い

た。Sprouty4 欠損 MEF において、VEGF-A に

よる PKD 及び MARCKS の活性化は野生型(WT)

の MEF より亢進しており、かつ遷延していた。

またVEGF-AによるIP3産生を測定したところ、

Sprouty4欠損MEFではVEGF-AによるIP3蓄積

が亢進していた。これらのデータより、

Sprouty4 は生理的な発現レベルにおいても

PLCγを介した PIP2 の分解を抑制しているこ

とがわかった。 

 

(3)Sprouty4はGPCRを介したPIP2分解を抑制

する 

 これまでのデータより、Sprouty4 は PLCγ

を介した PIP2の分解を抑制することで、下流

のPKC 活性化及びカルシウム流動を制御して

いることが示唆される。Sprouty4 はおそらく

CR ドメインを介して PIP2と結合し、PLCγが

PIP2へアクセスするのを妨害することでPIP2
加水分解を抑制していると思われる。この仮

説が正しければ、Sprouty4 は成長因子以外の

刺激による PIP2 分解をも抑制すると考えら

れ る 。 リ ソ フ ォ ス フ ァ チ ジ ン 酸 

(Lysophosphatidic acid: LPA)は G タンパク

結合受容体 (G-protein-coupled receptor; 

GPCR)を介したPLCβ/ε- IP3/DAG経路を活性

化することが知られたリガンドである。そこ

で NIH3T3 細胞を用いて LPA による PLC シグ

ナルにおける Sprouty4 の効果を調べた。

LPAによるカルシウム流動はSprouty4の過

剰発現により完全に抑制された。同様に、

Sprouty4は LPAによるPKCの活性化も抑制

した。更に、LPAによるPIP2分解もSprouty4

過剰発現により抑制された。これらの結果

から Sprouty4 はチロシンキナーゼによっ

て活性化されるPLCγだけでなくGPCRを介

する PLCβ/εによる PIP2 の加水分解をも

抑制していることが示唆される。 
 
(4)Sprouty4 欠損マウスにおける血管新
生の亢進 
 次に Sprouty4 の個体での機能を明らか
にするために、Srouty4 KO マウスの血管新
生を調べた。Sprouty4 KO マウス由来の血
管内皮細胞では VEGF-A シグナルが過剰に
入り、血管密度の増加、血管新生の亢進を
認めた。また腫瘍血管の数や虚血モデルに
おける新生血管の数も Srouty4 KO マウス
で多く、Sprouty4 が生理的にも血管形成を
負に制御していることが明らかになった。 
 次に下肢結紮による虚血モデルを施行
した。Srouty4 KO マウスは WT マウスに比
べて結紮による血流低下が優位に少なく、
下肢の壊死も少なかった。また結紮後の血
管新生も多く、このことが Srouty4 KO マ
ウスが虚血に抵抗性を示す原因と思われ
た。 

 さらにこの現象を治療に応用すべく

shRNA を用いて Sprouyt2 と Sprouty4 のノ

ックダウン実験を行った。Sprouty2 も

Sprouty4 と同様に虚血により発現が上昇

するために Sprouty2 も同時にノックダウ

ンすることにした。その結果 Sprouty2/4

のダブルノックダウンは下肢虚血による

血流の低下、下肢の壊死を有為に抑制した。

Sprouty の抑制が虚血性疾患の治療法とな

りうることが示された（下図）。 

 

(5) Sprouty と Spred の差異 

我々は Sprouty と Spred の KO マウスや in 



 

 

vitroの解析からSproutyが VEGF-Aを介した

血管新生の調節に、Spred が VEGF-C を介した

リンパ管発生/新生の調節にそれぞれ役割を

分担していると考えている。この現象は、

VEGFR-3 は Ras 経路を主に使用し、VEGFR-2

は PLC-PKC 経路を主に使用すると仮定すると

うまく説明できる。そこで HEK293T 細胞に

VEGFR-2 もしくは VEGFR-3 を安定に発現する

細胞を調製し、ドミナントネガティブ Ras の

効果およびPLC,PKC 阻害剤の効果を検証した。

その結果VEGF-Aは VEGFR-2安定発現HEK293T

細胞において NF-kB や ERK を活性化した。こ

れらの活性化は PKC 阻害剤である GF109203X

で抑制された。更にドミナントネガティブ体

の H-Ras (N17)の過剰発現は VEGF-A による

NF-kB や ERK 活性にほとんど影響を及ぼさな

かった。これらのことより、HEK293T 細胞に

おいて VEGF-A によるシグナルは PKC 依存性

であり、Ras-Raf-MEK-ERK 経路は寄与しない

ことが確認できた。一方 VGF-C/VEGFR-3 経路

はドミナントネガティブRasによって著しく

阻害を受けた。以上の結果よりVEGFR-3はRas

経路を主に使用し、VEGFR2 は PLC-PKC 経路を

主に使用することが証明された。Spred, 

Sprouty の作用機序の差異に関する機構を下

図に示す。 

 

 最近、アフリカツメガエルの消化管形成に

おいて、初期の段階では Sprouty が FGF によ

る PLCγを介したカルシウム流動及び PKC シ

グナルを抑制するが、ERK 活性化は抑制せず、

一方で Spred は ERK 活性化は抑制するものの、

カルシウム流出入及びPKC シグナルには影響

しないとする報告がなされている (Sivak ら, 

2005; Wang ら, 2008)。 

 構造上、Sprouty は C 末端に高度に保存さ

れたシステインリッチな領域 (CR domain)と

変化に富む N 末端から成っている。N 末端領

域のチロシン残基 (Sprouty2 では Y55、

Sprouty4 では Y53)をリン酸化できないア

ミノ酸に置換したSprouty 変異体はFGF に

よるERKキナーゼ活性においてドミナント

ネガティブに働くことがわかっている。そ

のため、FGF による ERK 活性化を抑制する

Sprouty の抑制作用において N 末端のチロ

シン残基がリン酸化を受けることが必須

といえる(Hanafusa ら, 2002; Sasaki ら, 

2001)。しかしながら VEGF-A シグナルの場

合、Sprouty4 の Y53 を含む N末端はその抑

制作用に必要でなく、むしろ C 末端の CR

ドメインが必須である (Sasakiら, 2003)。

したがって Sprouty は FGF と VEGF-A で異

なった抑制機構を持つと想像される。 

 以前の研究でSprouty2 の CR ドメインは

PIP2と結合することが報告されている。今

回の研究で、おそらく Sprouty4 も CR ドメ

インを介して PIP2 と結合し、VEGF-A によ

る PIP2 の加水分解を抑制していることが

示唆された。その結果 Sprouty4 の過剰発

現によって PIP2 の分解に伴うカルシウム

流動やさまざまなPKC下流のシグナル経路

が抑制されることがわかった。更に

Sprouty4 は LPA による PIP2加水分解をも

阻害することがわかった。すなわち

Sprouty4 は成長因子のみならず GPCR を活

性化するリガンドによって活性化される

PLC の抑制因子であるといえる。Sprouty

の生理機能は血管新生のみならず形態形

成や神経細胞の分化制御など多岐にわた

る。今後それぞれの局面での機能解明が待

たれる。 
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