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研究成果の概要（和文）：ヒト舌癌細胞株における Sprouty/Spred  ファミリーの発現を調べたところ、Sprouty2,4 
と Spred1 の発現が強く、それぞれが MAPK 経路を介して発現が誘導されていた。なかでも Sprouty2 は舌癌細胞株に
おいて EGF および FGF 刺激による MAPK 経路の活性化を抑制するのみでなく、さらに別の癌増殖シグナルとして知ら
れる TGF-β ス－パーファミリー刺激による Smad 1/5/8 の活性化を抑制する結果を得た。
また、癌細胞における血管上皮増殖因子（VEGF) の発現を抑制することが示され、癌の増殖のみならず転移機構の抑制
に関わる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：After examining the expression of Sprouty/Spred family in the human tongue cancer 
cell line, expression of Sprouty2,4 and Spred1 was expressed and each expression was induced through MAPK 
cascade. Among them, Sprouty2 inhibited not only the activation of MAPK induced by EGF and FGF stimulation
 in tongue cancer cell line but also inhibited the activation of Smad 1/5/8 due to the transforming growth
 factor-beta superfamily stimulation to be known as yet another cancer growth signal.
Furthermore, Sprouty2 suppressed the expression of vascular epidermal growth factor (VEGF) in tongue cance
r cell line, so it was suggested that Sprouty2 was associated with the suppression of the metastatic mecha
nism as well as the growth.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の増殖や分化は、多くの細胞外刺激が
細胞表層にあるチロシンキナ−ゼ型受容体を
活性化することにより制御されているが、一
方で、チロシンキナ−ゼ型受容体からの刺激
は、そのシグナルにおける抑制因子を転写・
誘導し、負のフィ−ドバック機構を形成する
ことで細胞外からの刺激を調節している。 
 Sprouty/Spredファミリーは、こうしたチ
ロシンキナ−ゼ型受容体からの刺激により転
写・誘される負の調節因子で、哺乳類におい
ては、現在までに 4 種類同定されている状況
であった。 
 Sprouty と癌に関しては、乳癌、前立腺癌
などいくつか報告されていたが、そのほとん
どが原発巣の growth 及び migration の抑
制に関する研究であった。また、Sprouty と
似た配列を C 末端に持つ Spred は、骨肉腫
の細胞株において、転移を抑制することが報
告され、転移抑制機構にも深く関わっている
可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
  口腔癌の中でも代表的な舌癌および骨肉
腫細胞株の増殖と転移機構において、 
MAPK 経路制御因子である Sprouty ファ
ミリーがどのような役割を有しているか調
べることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 Sprouty ファミリーによる 扁平上皮癌お
よび骨肉腫の増殖およびリンパ行性転移抑
制機構を解明するため、以下の 3 点につい
て調べた。 
 (1).ヒト扁平上皮癌（舌癌）細胞株／骨肉  
   腫細胞株における Sproutyファミリー 
     の発現 
 (2).腫瘍細胞（SQUU-A,B および SaOS-2）  
     の増殖と転移機構における Sproutyフ 
     ァミリーの作用 
  (3).リンパ管新生に対するSproutyファミ 
     リーの役割 
(1) 同一患者より分離した舌癌細胞株

SQUU-A, B 細胞および骨肉腫細胞株と
して知られる SaOS-2 細胞より RNAを
抽出し、RT-PCR 法により cDNA を作
製、real-time PCR 法にて、各 Sprouty
ファミリーの発現を調べた。mRNA レベ
ルでの発現確認後、タンパク質レベルで
の発現・局在の違いについて、免疫組織
学的手法をもちいて検討した。 

(2) 各種 Sprouty ファミリーの Plasmid を
作製し、それらを各種細胞に遺伝子導入
し、増殖因子にて刺激後に細胞内シグナ
ル伝達分子で細胞増殖に関わる分子の活
性化を western blot 法にて調べた。 

(3) リンパ節転移に関わると考えられている 
細胞による VEGF 産生に関して, 遺伝子
導入した各種細胞の培養上清をもちいて 

ELISA 法にてその産生量を比較した。 
 
４．研究成果 
 
 SQUU-A, B 細胞における Sprouty ファミ
リーの mRNA の発現を調べたところ、EGF・
FGF 刺激の種類によらず、Sprouty2 は 
SQUU-A, B 両細胞で発現しており、Sprouty4 
は EGF 刺激で特に強く誘導されていた。ま
た、Spred1 は高転移株である SQUU-B 細胞で
のみ発現していた（図 1）。 
 
 
図 1. 
 

 
 次に、SaOS-2 細胞における Sprouty ファ
ミリーの mRNA の発現を調べたところ、EGF 
刺激よりも FGF 刺激の方がより強く発現誘
導することが分かった（図 2）。 
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 次に、各種 Sprouty ファミリーを細胞に
遺伝子導入し、細胞増殖に関わる細胞内シグ
ナル伝達分子の活性化にどのように影響し
ているかを調べた。なかでも、刺激に関わら
ず発現の強かった Sprouty2 遺伝子導入群
では、 FGF 刺激時、SQUU-B 細胞における 
MAPKp44/42 の活性化を抑制していた（図 3）。 
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また、SaOS-2 細胞における つぎに Sprouty2 
の細胞内シグナルに対する影響を調べたと
ころ、FGF 刺激において MAPKp44/42 の活性
化を抑制し、併わせて Akt のリン酸化を抑
制していた（図 4）。 
 
図 4. 
 

  
 一方で、癌の増殖シグナルには MAPK 経路
シグナルのみならず、TGF-βシグナルが重な
働きをしているとが知られており、TGF-βス
ーパーファミリーのなかでも BMP-2 は骨肉
腫の増殖にも深く関わっている可能性が高
いことから、Sprouty2 を遺伝子導入した 
SaOS-2 細胞を BMP-2 で刺激し、下流のシグ
ナルの活性化を調べた。その結果、Sprouty2 
を強制発現した SaOS-2 細胞における
Smad1/5/8 のリン酸化が時間依存的に抑制
されていた(図 5)。 
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また、SaOS-2 細胞において、 BMP-2 刺激に
おける Smad のリン酸化への Sprouty2 の
役割を確認するため、さらに下流の分子の
mRNA の発現を調べた。その結果、アルカリ
フォスファターゼ（ALP）、オステリックス
（Osx）, オステオカルシン（OCN）の発現を
調べたところ、Sprouty2 遺伝子導入群でこ
れら下流因子の mRNA 発現誘導が抑制され
ていた（図 6）。 
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 さらに、 SaOS-2 の石灰化に対する 
Sprouty2 の影響を調べたところ、Sprouty2 
が石灰化を抑制していた（図 7）。 
 
図 7. 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 SQUU-A, B 細胞における VEGF 産生に対す
る Sprouty2 の影響を調べるため、VEGF-C 
の発現を調べた。まだ、プレリミナルな結果
であるが、Sprouty2 強制発現群で VEGF-C 
の発現が抑制されていた。 
 
 以上の結果から、 Sprouty ファミリーは
特に Sprouty2 において、口腔扁平上皮癌や
骨肉腫などの悪性腫瘍の増殖抑制に深くか
かわっており、その転移機構に関しても抑制
性に働く可能性が示唆された。 
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