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研究成果の概要（和文）：　Sproutyファミリーは EGF や TGF-βによる刺激よりも FGF により発現誘導される
が、その機能はチロシンキナーゼ型受容体下流のシグナル伝達機構の制御のみならず、上皮間葉転換と深く関わ
りのある TGF-βシグナル伝達機構における Smad1/5/8 のリン酸化も抑制することが示され、上皮間葉転換を負
に制御する可能性を見いだすことができた。また、Raft においてMAPキナーゼ経路のみで作用する Caveolin と
の結合は、Spry ドメインのシステイン rich な領域が関与しており、TGF-βシグナルの抑制は Caveolin 非依
存的に作用することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Sprouty family members are induced by FGF rather than by EGF or TGF-β, 
and their function is not only to regulate signaling downstream of tyrosine kinase-type receptors 
but also to inhibit Smad1/5/8 phosphorylation in the TGF-β signaling pathway, which is closely 
related to epithelial mesenchymal transition. Phosphorylation in the TGF-β signaling pathway, which
 is closely related to epithelial-mesenchymal transition, and may negatively regulate 
epithelial-mesenchymal transition. In addition, the cysteine-rich region of the Spry domain is 
involved in the binding of Caveolin, which acts only in the MAP kinase pathway in Raft, suggesting 
that the inhibition of TGF-β signaling is Caveolin-independent.

研究分野： 口腔外科

キーワード： 細胞内シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年がん治療における分子標的薬の進歩はめざましく、日々新たな薬が開発されている。この分子標的薬に関
して、分子生物学的理解や機能解明は必要不可欠である。がん細胞の細胞内シグナル伝達経路としてMAPK経路や
 Akt経路が知られているが、他にもTGF-βシグナルががん増殖や転移と関係があることが報告されている。本研
究の学術的意義は、Sprouty2 が MAPK経路やAkt 経路のみでなく、TGF-βシグナル伝達経路も抑制することを新
たに示したことであり、またその社会的意義はSproutyファミリーががんの増殖や転移の抑制に寄与する標的分
子になり得る可能性を示したことにある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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。Sprouty 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・誘導される負の調節因子で、細胞内シグナルを抑制性に制御している（図

1）。その細胞内シグナルは細

胞の増殖のみならず細胞の

遊走も調節していることか

ら、癌の浸潤／転移の制御に

も関与している可能性が高

い。口腔癌は、近年その罹患

率が増加しており、その解剖

学的位置のため、頸部リンパ

節へリンパ行性転移を起こ

すことの多い疾患であるが、手術療法以外の治療法で有効なものは確立されておらず、このリン

パ行性転移を制御することは口腔癌のみに留まらず、多くの癌で切望されているが、未だ不明な

点が多い。近年、血管新生における研究で、血管上皮成長因子 (VEGF) とその受容体 (VEGFR) 

の解明が進み、リンパ管にも VEGFR3 が発現していることが知られている。一方、我々は過去に 

VEGF シグナルが PLCγ-PKC 経路を介して MAPK を活性化する経路において Sprouty が抑制性

に作用して VEGF シグナルを抑制することを報告した。そうした中、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るが、そのほとんどが原発巣のみに関する研究であり、

転移に影響を及ぼす細胞内シグナル伝達における Sprouty の作用は不明なままであった。さら

に、癌の転移には上皮間葉転換 (EMT) が関与していることが知られており、この EMT に Sprouty 

がどのような影響を及ぼすかは分かっていない状況であった。 

 
２．研究の目的 
 チロシンキナーゼ阻害分子である Sprouty が、癌のリンパ節転移に関連する細胞内シグナル

伝達経路においてどのような作用を持つかを分子生物学的・生化学的手法を用いて解明するこ

とを目的とした。 

 
３．研究の方法 

  各種増殖因子をリガンドとして細胞を刺激した際誘導される各種 Sprouty ファミリーの

mRNA の発現をリアルタイム PCR 法にて調べた。また、Sprouty2 および Sprouty4、さらには 

Spred1 と Spred2 の全長 cDNA を pcDNA3 ベクターに取り込むべく、TA クローニングを用い

て Plasmid を作製した。またその際、SPRY domain の機能する領域を決定するため、C末端の 

deletion mutant を作製した。これらの Plasmid を細胞に強制発現させ、各種増殖因子で刺激

したあとのシグナル伝達経路における下流の因子の活性化を western blot で解析した。さら

に扁平上皮がんの病理組織切片を用いて、免疫組織化学的に Sprouty2 の発現解析を行い、細胞

増殖活性を示す Ki-67 との発現と比較した。 

 また、SPRY domain における deletion mutant で、Raft 分画を採取したサンプルにおける 

ERK1/2 のリン酸化を western blot で解析した。さらに、Sprouty が Raft 分画で会合してい

る Caveolon1 との結合の有無を deletion mutant で調べ、Caveolin の dominant negative 
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form である DGV-Caveolin1 との結合を Immuno-precipitation により生化学的に解析した。 

 

４．研究成果 

(1) FGF 刺激による癌株化細胞への Sprouty2 の誘導 

癌細胞における Sprouty2 の発現誘導を調べるために、real time quantitative reverse 

transcription-PCR を実施した。その結果、

bFGF 刺激により Sprouty2 の発現が顕著

に増加した。また、Sprouty2 以外の 

Sprouty/Spred ファミリー遺伝子も bFGF 

刺激により有意に発現が誘導されたが、

TGF-βスーパーファミリーのリガンド刺激

はこれらの遺伝子発現に影響を与えなかっ

た（図 2）。また、本細胞における Sprouty2 

タンパク質の発現量を調べたところ、bFGF 

刺激で発現が増加することがわかった。 

 

(2) FGF 刺激による細胞増殖シグナルに対する Sprouty2 の影響 

癌細胞の増殖に対する Sprouty2 の影響を調べるために、Cell Counting Kit-8 による細胞増

殖アッセイを実施した。癌株化細胞において bFGF を投与したところ、対照群に比べ、増殖が促

進された。しかし、Sprouty2 強制発現細胞では、この細胞増殖が抑制された。これらの結果は、

Sprouty2 が FGF 誘導性の癌株化細胞を負に制御していることを示唆している。bFGF  刺激の

影響を調べるために Myc タグ付き 

Sprouty2 を遺伝子導入した癌株化細胞

を bFGF で刺激し、ERK1/2 活性化をウ

ェスタンブロッティングにより経時的

に分析した。その結果、bFGF 刺激後 

Sprouty2 の発現により ERK1/2 のリン

酸化は経時的に徐々に抑制された。逆に、

Sprouty2 の siRNA ノックダウン後は、

コントロールの siRNA を導入した細胞

と比較して、Sprouty2 と phospho-

ERK1/2の ERK2に対する相対強度を調べ

たところ、bFGF による ERK1/2 の活性化

が増加した（図 3）。 

一方、Sprouty2 が PI3K-Akt 経路に及

ぼす影響を検討するために、Sprouty2 を強制発現し、bFGF で刺激して Akt のリン酸化を調べ

た。その結果、Sprouty2 は ERK1/2 リン酸化と同様 Akt のリン酸化も抑制した（図 4）。 

 

(3) Sprouty2 の過剰発現は、癌株化細胞の TGF-β-Smad シグナルを阻害する 

近年、Sprouty1 が TGF-β のシグナル伝達を制御していることが報告されているため、これに
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な ら い 、 癌 株 化 細 胞 に お い て 

Sprouty2 が Smad シグナルに影響を

与えるかどうかを検討した。Sprouty2 

の Smad シグナルへの影響を調べる

ために、Myc タグ付き Sprouty2 ベク

ターを癌株化細胞に遺伝子導入後、

TGF-βスーパーファミリーのリガン

ドで刺激し、Smad1/5/8 のリン酸化を

調べた。その結果、Smad1/5/8 のリン

酸化は Sprouty2 の過剰発現によっ

て負に制御され、Sprouty2過剰発現細

胞では Smad1/5/8 のリン酸化レベル

が減少していることが明らかとなった

（図 5）。 

 

(4) 口 腔 癌 病 理 組 織 に お け る 

Sprouty の発現と Ki-67 陽性率との

関連 

 実際の患者の病理組織標本における 

Sprouty の免疫染色を行い、Ki-67 陽

性率との関連を調べるべく免疫組織化

学染色を行ったが、ユビキタスに発現

する Sprouty2 の発現は非特異的に染まる箇所もあり、抗体の精度が高いものがなかったこと

から、免疫染色の結果に関しては有益な結果は得られなかった。 

 

(5) Spred1 におけるシステイン rich 領域の働きと Raft における Caveolin との結合 

Sprouty/Spredファミリーで、Spred1 の C 末端にパルミトイル化された部分が存在し、これ

を介して細胞膜の Raft における Caveolin1 との介在を調べるため、Sprouty domain を欠失

させた Myc タグ付き Spred1 deletion mutant と Caveolin1 との結合実験を行った。C 末端

を欠失させた dc26 と dc56 で差が

出たことから、C 末端の Cysteine 

rich 領域が Raft における結合に関

与することが分かった（図6）。ま

た、Caveolin1 のドミナントネガテ

ィブ変異体である DGV-Caveolin1 を強制発現させることで、Sprouty ドメイン（SPRYドメイ

ン）を欠失させた各種 Spred1 との結合を調べた。その結果、DGV-Caveolin1 でも Raft 分画

には移行的に局在が認められた。Sprouty2 がチロシンキナーゼ型受容体を介した古典的 MAPK 

経路および PI3K-Akt 経路のみでなく、TGF-β- Smadシグナル伝達経路にも影響を及ぼすとい

うこれまでの結果から、そのターゲット分子と Sprouty2、とくに SPRY ドメインにおける関連

を解析し、そのターゲット分子候補を Caveolin1 とした。しかしながら、Caveolin1 自身も 

古典的 MAPK 経路の制御分子として作用しており、Sprouty2 が Smad1/5/8 と直接会合してい

るのか、もしくはその上流の分子と会合することで Smad1/5/8 の活性化を抑制しているのかは

0

20

40

60

80

100

120

1 2 3 4 5 6

100

80

60

40

20

0

R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity
p-

A
kt

 / 
β

-a
ct

in
 (

%
)

bFGF 0 15 30 60 120 240 min

Control
Sprouty2

図4

120

0

20

40

60

80

100

1 2 3 4 5 6

100

80

60

40

20

0R
el

at
iv

e 
in

te
ns

ity
p-

S
m

ad
1/

5/
8 

/ β
-a

ct
in

 (%
)

TGF-β 0 15 30 60 120 240 min

Control
Sprouty2

図5



未だ不明であり、今後解明されることが望まれる。最終的には Sprouty2 の TGF-βシグナルに

おける制御機構を解明することで、口腔癌転移に深く関与する Sprouty の上皮間葉転換を介し

た転移機構における抑制メカニズムの糸口を解明することができた。 
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