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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 に Sprouty2 を強制発現させ MAPK のリン酸化を調べたところ、
FGF 刺激による MAPK のリン酸化は抑制するものの、EGF 刺激ではむしろ MAPK のリン酸化を
増強した。また Akt のリン酸化や BCL-xL の発現は EGF 刺激で増強し、FGF 刺激では逆に抑
制する結果を得た。このように Sprouty2 は FGF 刺激により細胞増殖を抑制する一方で EGF 
刺激では抗アポトーシスに作用する。 
 以上より、エナメル上皮由来のエナメル上皮種の増殖・分化に EGF 刺激が深く関与しており、
Sprouty2 により増強されていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 AM-1 cells stimulated with EGF were shown ERK activation strongly compared to FGF 

stimulation. Forced expression of Spry2 inhibited FGF-induced ERK activation, but 

accelerated EGF-induced ERK activation adversely.  

 On the other hand, in terms of an anti-apoptotic signaling, Akt activation and BCL-xL 

expression were enhanced by EGF stimulation. Spry2 induced by Ras-ERK signal cascade was 

negative regulator for ERK activation by FGF signaling, but accelerated it by EGF 

signaling in AM-1 cells. Spry2 might be associated with the growth of ameloblastoma 

through the promotion of EGF signaling. 
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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、今回着目し
た Sprouty に関しては、哺乳類で現在までに
4 種類同定されている。その機能として、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。 
 一方、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。しかしながら、
エナメル上皮腫の発生および増殖・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 
 FGF や  EGF 刺激により MAPK 経路と 
PI3K-Akt 経路を介した増殖・分化と深く関
わっているエナメル上皮腫が、 Sprouty に
よってその発生・発育がどのように制御され
ているかを調べることを目的にした。 
 
３．研究の方法 
 2005 年の WHO の分類により、エナメル上

皮腫は 1) 充実型/多嚢胞型、2) 骨外型/周

辺型、3) 類腱型、4) 単嚢胞型 に分けられ

ているが、その中でも最も代表的な充実型/

多嚢胞型の組織型を濾胞型 （follicular 

type）と叢状型 (plexiform type)に大別し、

それぞれの組織における各種 Sprouty の発

現を Real-time PCR 法や westernblotting 

法にて調べた。また各種 Sprouty の局在を

in situ hybridization 法および免疫組織学

的染色法により調べた。 

 また、in vitro における研究として、既に

所有しているエナメル上皮腫細胞株 AM-1 

における各種 Sprouty の発現を EGF、 FGF 

刺激下で調べ、各種 Sprouty とそのドミナ

ントネガティブ変異体を遺伝子導入し、細胞

増殖能や抗アポトーシスの状態を分子生物

学的・生化学的手法を駆使して調べた。 
 
４．研究成果 
(1) AM-1 における Sprouty mRNA の発現 
 AM-1 における Sprouty mRNA の発現を    
 Real time RT-PCR によって調べた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  その結果、上図にあるように、EGF 刺激に  
 より MAPK 経路を介して Sprouty2,4 がそ  
 れぞれ誘導されていることが分かった。 
 
(2) AM-1 における Sprouty2 の発現 
 mRNA において、 EGF 刺激で強く誘導され  
 る Sprouty2 について、そのタンパク質レ 
 ベルでの発現を Western blot 法を用いて 
 調べた。 
 
 
 
 
 
 
  その結果、上図に示すように、タンパク質  
 レベルでも Sprouty2 は EGF や FGF に 
 より MAPK 経路を介して誘導されている 
 ことが確認できた。 
 
(3) Sprouty2,4 による MAPK 活性化への影  
  響 
 AM-1 における Sprouty2,4 の MAPK の活  
 性化への影響を調べるため、Sprouty2 お 
 よび Sprouty4 のプラスミドを作成し、 
 AM-1 に強制発現させた後、EGF と FGF で 
 刺激して MAPK のリン酸化を Western  
 blot にて調べた。 
 その結果、Sprouty2,4 ともに FGF 刺激に  
 よる MAPK のリン酸化を抑制するものの、  
 その程度は Sprouty4 の方が強かった。 
 一方、EGF 刺激による MAPK のリン酸化は   
 Sprouty2 の強制発現により強くなり、EGF  
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 刺激を増強することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) AM-1 の細胞増殖能に関する Sprouty の  
  機能 
 AM-1 の細胞増殖に Sprouty2 がいかに 
  関与しているかを調べるために、 
  Sprouty2 ドミナントネガティブ変異体  
  Sprouty2 Y55A を作成し、強制発現した 
  後 MTT アッセイを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  その結果、EGF 刺激下において Spry2   
 Y55A を強制発現させた群における細胞 
 増殖が Control 群と比較して抑制され 
 る結果となった。 
 
(5) AM-1 における Sprouty2 の抗アポトー 
  シス作用 
 AM-1 におけるアポトーシスへの Sporuty2  
 の関与を調べるため、EGF および FGF で 
 各々刺激して、Akt のリン酸化ならびに   
 BCL-xL の発現を調べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  その結果、AM-1 に Sprouty2 を作用させ
ることで、EGF 刺激により抗アポトーシスに
作用し、細胞の生存を維持していることが分
かった。 

(6) Sprouty2 の in vivo における機能解析 
  ~ sprouty2 KO マウスの解析~ 
  次に、in vivo における Sprouty2 の機  
 能を解析するために、Sprouty2 KO マウス  
 の解析を行った。その結果、sprouty2 KO マ 
 ウスの表現型として、顎口腔領域において 
 口蓋裂を呈することが分かった（下写真）。 

  
  また、口蓋裂を呈した部分の組織を HE  
 染色にて確認したところ、胎生 16.5 日に  
 おいて野生型（WT）マウスの口蓋は左右の 
 上顎突起 (P) が癒合しているのに対し、  
  KO マウスでは舌（T）の下方もしくは側方 
  に留まっており、癒合できていなかった。 

 
(7) 上顎突起部分間葉系細胞の増殖におけ  
  る Sprouty2 の関与 
  Sprouty2 KO マウス (E 16.5) で上顎突 
   起が舌の下方に存在する理由として、間 
   葉系細胞の増殖が考えられたため、WT の 
   上顎突起の間葉系細胞に Sprouty2 siRNA  
   を導入して Sprouty2 を Knock down し 
   た細胞の増殖を BrdU の取り込みを指標 
   に解析した。 
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  その結果、Sprouty2 を Knock down した  
  細胞群では BrdU の取り込みが上昇し、細 
  胞増殖能が強いことが分かった。 
 
（8）口蓋間葉系細胞における Sprouty2 の 
   機能と EGF/FGF シグナル 
   口蓋間葉系細胞の増殖が EGF/FGF シグ 
 ナルのいずれによるものかを解析するため、  
 WT マウスから採取した口蓋間葉系細胞に  
 Sprouty2 siRNA を導入した細胞を用いて、 
 EGF および FGF で刺激して、MAPK (ERK1/2)  

 のリン酸化を調べた。 
   その結果、FGF 刺激による ERK のリン 
 酸化は、Sprouty2 を Knock down した細 
 胞で強くなり、EGF 刺激を行った細胞では  
 Control 群と siRNA 群とでリン酸化の程 
 度に違いは認めなかった。このことから、 
 口蓋裂を呈するという Sprouty2 KO マウ 
 スの表現型は FGF シグナルが強く入るこ 
 とによるものであることが明らかになっ 
 た。  
 
 以上の結果から、in vitro および in vivo
において Sprouty2 は EGF シグナルは増強
する一方で、FGF シグナルは抑制し、両シグ
ナルが深く関わるエナメル上皮種の増殖・分
化にも、両シグナルとくに EGF 刺激による 
MAPK 経路の活性化を促し、また抗アポトー
シスな作用を呈していることが分かった。 
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