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研究成果の概要（和文）：　エナメル上皮腫細胞株 AM-1 細胞において、Sprouty2 は EGF 刺激時に強く誘導さ
れることが分かった。一方、エナメル上皮腫の切除切片において Sprouty2 がその増殖活性に与える影響を解析
したところ、Sprouty2 が強く発現している部位では Ki-67 の発現が抑制されていた。また、エナメル上皮腫の
発生母地である骨における Sprouty2 の作用として、BMP2  刺激における増殖も抑制し、サイトカイン分泌も抑
制した。
　以上より、エナメル上皮腫において EGF に誘導された Sprouty2 が FGF 刺激を抑制性に制御して腫瘍増殖を
抑制する事が分かった。

研究成果の概要（英文）：  In the ameloblastoma cell line AM-1 cells, Sprouty 2 was found to be 
strongly induced upon EGF stimulation. On the other hand, when the influence of Sprouty 2 on its 
proliferation activity in resected sections of ameloblastoma was analyzed, the expression of Ki - 67
 was suppressed in the site where Sprouty2 was strongly expressed. In addition, as an action of 
Sprouty 2 in the bone that is the origin of ameloblastoma, it inhibited proliferation by BMP 2 
stimulation and suppressed cytokine secretion.
  From the above results, it was found that EGF - induced Sprouty2 in enamel epithelioma suppresses 
tumor growth by controlling FGF stimulus suppressively.

研究分野：口腔外科

キーワード： シグナル伝達
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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/Spredファミリーは、これまでの多
くの報告から FGF シグナルの抑制因子で
あることが明らかになっている。 
 エナメル上皮腫は顎骨に発生する最も代
表的な歯原性腫瘍の１つで、顎顔面領域に発
生する良性腫瘍として知られている。エナメ
ル上皮腫の発生はエナメル芽細胞に分化す
る前のエナメル上皮に由来することから、歯
の発生期における歯原性上皮と歯原性間葉
組織の相互誘導に基づいていると考えられ
ており、FGF ならびに EGF が深く関与し
ているとの報告がある。またエナメル上皮腫
の増殖・分化の過程が、MAPK 経路と 
PI3K-Akt 経路によって制御されていること
が多くの報告でなされている。このエナメル
上皮腫は良性腫瘍であるが、一部悪性化して
転移など、がんと同じく生命を脅かす病態を
示すことから、その増殖機構の解明や治療に
つながるメカニズムの解明は大いに期待さ
れるものである。しかしながら、エナメル上
皮腫の増殖・分化を制御する分子についての
報告はなく、現在、分子を標的とした腫瘍の
制御機構は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 エナメル上皮腫の増殖・分化に関わる増殖
因子が EGF もしくは FGF のどちらであ
るのかを調べるとともに、他の増殖因子の関
わりに関しても検討する。また、MAPK 経
路や  PI3K 経路を介した増殖を中心に、
Sprouty がその制御をどのように行ってい
るのかを解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 叢状型と濾胞型における各種 Sprouty の
発現 ならびに局在を調べるため、生検時・手
術時において検体を採取。mRNAでの発現量を
比較するため、採取した組織から Total RNA
を抽出し、RT-PCR 法を用いて検討した。また
パラフィン切片を用いて、Sprouty のみなら
ず、EGF や FGF のタンパク質レベルでの発
現・局在を免疫組織学的染色法にて検証した。  

一方、エナメル上皮腫が増殖する “場”であ
る骨組織において、骨形成にも Sprouty が関
与することが分かってきたことから、マウス
の頭蓋骨から骨芽細胞を初代培養して、
real-time PCR 法を用いてその発現を調べ、
Smad 経路における Sprouty の関与を調べる
ため、Sprouty2 を強制発現させた骨芽細胞の 
Smad の活性化を westernblot 法を用いて解
析した。さらに骨形成に関わる m-RNA の発現
量を real-time PCR 法で解析し、石灰化への
影響を von Kossa 染色で調べた。 

 

４．研究成果 
 1) エナメル上皮腫における Sprouty2 の
発現と誘導 
・RT-PCR 法による解析で、Sprouty2 が強く
発現していたことが分かった。また、
Sprouty2 は FGF 刺激により発現誘導がな
されていることが判明した（図 1）。 
 
図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2) エナメル上皮腫切除切片における 
Sprouty2 の発現と Ki-67 の発現 
・Sprouty2 発現部位における Ki-67 陽性細
胞の頻度は低い傾向があった（図 2）。 
 
図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3) 骨における Sprouty2 の発現 
・骨における Sprouty2 の発現部位は図 3 
に示すような局在を示した。 
 
 図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



この局在から、OCN は骨芽細胞のマーカーで
あり、Sprouty2 が骨芽細胞において何らか
の機能を有していることが示唆された。 
 
4）骨芽細胞の初代培養と Sprouty2 の誘導 
・マウス頭蓋骨から骨芽細胞を単離し、初代
培養を行った(図 4)。 
 
 図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 この単離した骨芽細胞を bFGF で刺激し
て誘導される Sprouty2 を real-time PCR 
法にて測定した。その結果、Sprouty2 が FGF 
刺激で誘導されることが示された（図 5）。 
 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5) 骨芽細胞増殖における Sprouty2 の作用 
・骨芽細胞株 MC3T3-E1 細胞において 
Sprouty2 がどのような作用を有するかを調
べるため、 Sprouty2 を強制発現させ、FGF 
で刺激して WST-8 Assay を行った。 
 その結果、Sprouty2 を強制発現した群は 
Empty と比較して有意に細胞増殖が抑制さ
れ、FGF 刺激時にさらに顕著な抑制効果を示
した（図 6）。 
 
図 6 
 

 
 
 
 

 
 
 本結果をシグナル伝達機構の観点からも
解析するため、古典的 MAPK 経路である 
ERK1/2 のリン酸化を western blot 法で解
析した（図 7）。 

 
図 7 
 

 

 
 
 
 
 その結果、これまでの報告と同じく FGF 
刺激において、Sprouty2 を強制発現させる
と ERK1/2 のリン酸化が抑制され、細胞増殖
を抑制性に制御することが示唆された。 
 
6) RTK 以外のシグナル伝達経路における 
Sprouty2 の作用 〜 BMP シグナルを中心に 
〜 
・これまで多くの研究が RTK （チロシンキ
ナーゼ型受容体）の下流で、そのリガンドの
作用を制御する報告がなされているが、
Sprouty2 に関してそれ以外のシグナル伝達
経路に影響するという報告はない。しかしな
がら、2016 年に Joo A. らが in vivo の解
析で Sprouty2 が BMP シグナルに関与する
と報告した。しかしながら、本報告では分子
生物学的解析に乏しかった。そのため、
Sprouty2 を強制発現させた MC3T3-E1 細胞
を BMP で刺激して、下流の Smad のリン酸
化を解析した（図 8）。 
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 その結果、western blot で Sprouty2 が 
BMP シグナルを Smad1/5/8 のリン酸化を抑
制することが判明した。本結果は、1990 年
から続く Sprouty2 の機能解析の歴史におい
て、in vitro の系で Sprouty2 が RTK 以外
のシグナル伝達経路を制御することを世界
で初めて証明する結果となった。 
 
7) 骨マーカー発現と Sprouty2 の関係 
・FGF シグナルが骨マーカーの発現を誘導す
ることから、FGF シグナルを抑制する 
Sprouty2 が骨マーカーの発現抑制に作用す
ることが考えられた。今回、BMP シグナルを
抑制することが判明したことから、BMP 刺激
で誘導された骨マーカーの発現にも 
Sprouty2 が関与するかどうかを調べた。 
 その結果、BMP2 で誘導された骨マーカ
ー：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) 
の発現が、Sprouty2 によって抑制されてい
た（図 9）。 
 



図 9 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
8) 骨組織の石灰化に及ぼす Sprouty2 の作
用 
・BMP シグナルによって制御される骨の石灰
化に及ぼす Sprouty2 の作用を解析するた
め、 von Kossa 染色を行い、染色面積の割
合（％）を調べた。 
 その結果、Sprouty2 の発現により、石灰
化が抑制されることが分かった（図 10）。 
 
図 10 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 以上の結果から、Sprouty2 がエナメル上
皮腫の増殖に関して、腫瘍細胞内における発
現で腫瘍の増殖を抑制する可能性が考えら
れ、それは FGF 刺激に依存した増殖に対し
て抑制していることが分かった。 
 また、今回新たにエナメル上皮腫の発生母
地である骨において、その骨形成の主たる細
胞である骨芽細胞において、これまで報告さ
れていたシグナル伝達経路とは別の Smad 経
路の抑制に関与していることが判明した。今
回はマウスやラットでの結果なので、ヒトで
も同じ作用を持つのか検証が必要である。 
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