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研究成果の概要（和文）：当研究にてSprouty2（Spry2）が骨芽細胞の増殖と分化に与える影響を調査した。骨
芽細胞におけるSpry2の発現を検討したところ、bFGF刺激によりSpry2が高発現に認められた。一方、Spry2を強
発現させたところ、骨芽細胞の増殖は抑制された。また、Spry2はbFGF刺激後のERK1/2とBMP刺激後のSmad1/5/8
のリン酸化を負に調整していた。さらにSpry2は骨分化マーカーであるOSXとALPとOCNの遺伝子発現とマトリック
ス石灰化を抑制した。以上より、Spry2はFGF誘導ERK1/2とBMP誘導Smadを不活化させて、骨芽細胞の増殖と分化
を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the involvement of Sprouty2 (Spry2) in 
osteoblast proliferation and differentiation. We examined Spry2 expression in MC3T3-E1 cells, and 
found that high levels of Spry2 expression were induced by basic FGF stimulation. Overexpression of 
Spry2 in MC3T3-E1 cells resulted in suppressed proliferation compared with control cells. Sprouty2 
negatively regulated the phosphorylation of ERK1/2 after basic FGF stimulation, and of Smad1/5/8 
after BMP stimulation. Furthermore, Spry2 suppressed the expression of osterix, alkaline 
phosphatase, and osteocalcin mRNA, which are markers of osteoblast differentiation. Additionally, 
Spry2 inhibited osteoblast matrix mineralization. These results suggest that Spry2 is involved in 
the control of osteoblast proliferation and differentiation by downregulating the FGF-ERK1/2 and 
BMP-Smad pathways, and suppresses the induction of markers of osteoblast differentiation.

研究分野：歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
線維芽細胞増殖因子（FGF）と骨形成タンパク質（BMP）は分裂促進因子活性化蛋白質キナーゼ1/2（ERK1/2）と
Smadのシグナル伝達経路を通して骨形成と骨芽細胞活性に関して重要な役割を担っている。Spryファミリーは
FGFシグナル経路の細胞内抑制因子であり、哺乳類において４つのオルソログが同定され、特にSpry2は骨形成に
関与すると言われている。当研究成果によって解明された骨芽細胞のメカニズムは歯周炎にて失われた歯槽骨を
再生する治療法の開発の一助を担うと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

現在では、組織誘導再生法(GTR 法)やエナメル基質タンパク質(EMD)などを用いた歯周組

織再生療法が臨床応用されている。GTR法では増殖の早い歯肉上皮細胞の骨欠損部位への侵

入を人工膜で防ぎ、骨の自己再生を誘導する方法であるが、術式が複雑であることからその

成否は多分に術者の手技に依存する。一方、EMD法は歯の発生期を模倣することで歯周組織

再生を促すものであるが空間維持能力に乏しい、ブタ歯胚由来の異種タンパクであるなどの

問題点もある。また、近年、塩基性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth factor: bFGF）

が歯周組織再生に有効であるとの臨床試験結果が導き出されている。 

Sprouty(Spry)はショウジョウバエの遺伝子解析により FGF シグナルを負に調節する分子と

して 1998年に同定された。ショウジョウバエからほ乳類まで種を超えて広く保存され、ほ乳

類の Spryには少なくとも 4種類のホモログが存在する。特に Sprouty2 (Spry2)は古典的MAPK

である ERK により誘導されるネガティブフィードバック制御因子であり、FGF による ERK

の活性を抑制する一方、上皮細胞増殖因子(epidermal growth factor: EGF)に対しては活性化を抑

制しない (Sasaki et al. J. Biol.Chem.2001) 。しかし、Spry2の詳細な作用メカニズムについては

未だに不明な点が多く、見解も研究者間で異なっているのが現状である。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、Spry2 が阻害される作用点をタンパク質構造解析より割り出し Spry2 阻

害剤を開発することである。最終的に、歯周組織破壊が起きた部位に、創薬された Spry2 阻

害剤を局所適用することで、炎症の終焉および速やかな骨造成が開始される新しい歯周組織

再生療法を開発し、その有用性を確立したいと考えている。 
 
３．研究の方法 

MC3T3-E1骨芽前駆細胞に Spry2強発現変異体を遺伝子導入して、以下の解析を行なった。 

I.  bFGF刺激による Spry2の遺伝子およびタンパク質発現の経時的変化について検討した。 

II.  bFGF刺激におけるMC3T3-E1細胞の ERK1/2のリン酸化と細胞増殖能・骨分化能を、BMP

刺激における Smad1/5/8のリン酸化と骨分化能を検証した。 

III. bFGFまたは BMP刺激における石灰化能を測定した。 

 
４．研究成果 

図１．FGF刺激は骨芽細胞において Spry2を誘導する 

 最初に、in vitroにて初代培養細胞における Spry2

発現の経時的変化を調査するために、マウスの頭蓋

骨から骨芽細胞を単離した（図 1A）。リアルタイム

PCR 解析の結果、bFGF 刺激後に Spry2 の遺伝子発

現が亢進した（図 1B）。次に、MC3T3-E1 骨芽前駆

細胞を使用してEGFおよび bFGF刺激を行なったと

ころ、遺伝子レベル（図 1C）でも蛋白質レベル（図

1D）でも EGF 刺激ではなく bFGF 刺激によって

Spry2が増強されることが明らかとなった。 

 

 

 

図２．骨芽細胞において Spry2が細胞増殖・骨分化および FGFシグナル経路に与える影響 



Spry2 が骨芽細胞の増殖に与える影響を検証するため

にWST-8解析を行なった。bFGFで刺激したMC3T3-E1

細胞は対象群と比べて有意に増殖を促進したが、この増

殖は Spry2強発現遺伝子変異体を導入した細胞において

抑制を受けていた（図 2A）。従って、Spry2 は骨芽細胞

増殖において負に調整することが示唆された。次に、

ERK1/2 の活性化に関してウェスタンブロット法にて解

析したところ、bFGF 刺激後に Spry2 の強発現によって

経時的に抑制されることが明らかとなった（図 2B）。さ

らに、Runx2と ALPの遺伝子発現は bFGF刺激により増

加するが、Spry2 の強発現によって有意に減少した（図

2C）。 

 

 

 

図３．骨芽細胞において Spry2が BMPシグナル経路および骨分化に与える影響 

 今度は Spry2 が BMP シグナル経路に与える影響を検

証するためにウェスタンブロット解析を行なった。BMP

刺激後に Spry2の強発現によって Smad1/5/8のリン酸化

が経時的に抑制されることが明らかとなった（図 3A）。

さらに、骨分化マーカーである ALP、OSX、OCN の遺

伝子発現は BMP 刺激により増加したが、Spry2 の強発

現によってこれらの発現がすべて有意に減少した（図

3B）。 

 

 

 

 

 

図４．骨芽細胞において Spry2が骨石灰化に与える影響 

 Spry2 の石灰化能を検討するために von Kossa 染色

を行なったところ、Spry2 の強発現は bFAGF 刺激だ

けでなく BMP刺激による石灰化を抑制した（図 4A，

B）。結論として、当研究により Spry2 は FGF 誘導

ERK1/2と BMP誘導 Smadを不活化させて、骨芽細胞

の増殖と分化を制御していることが示唆された（図

4C）。 
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