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研究成果の概要（和文）：本研究では、Spry2が歯周組織の再生において新しい治療標的となり得るのかどうかについ
て、骨芽細胞、歯肉上皮細胞、歯根膜細胞を用いて検討を行った。
骨芽細胞では、Spry2を抑制しbFGFとEGFの同時刺激を行うことで、ERKの活性、細胞増殖が亢進するとともに、ALP活性
、Runx2の発現が上昇し、骨分化も促進された。歯肉上皮細胞では、骨芽細胞とは逆にERKの活性、および細胞増殖が低
下した。その原因としてSpry2の抑制が、EGF受容体のユビキチン化およびプロテアソームでの分解を誘導していること
が示唆された。一方、歯根膜細胞においては細胞増殖、細胞遊走が亢進したが、骨分化能は抑制された。

研究成果の概要（英文）：Transduction of a dominant-negative mutant of Spry2 (Y55A-Spry2) enhanced basic fi
broblast growth factor (bFGF)- and epidermal growth factor (EGF)-induced ERK activation in MC3T3-E1 osteob
lastic cells. In contrast, it decreased their activation in GE1 cells. Consistent with these observations,
 Y55A-Spry2 increased osteoblast proliferation with bFGF and EGF stimulation, whereas the proliferation of
 Y55A-Spry2-introduced GE1 cells was decreased via the ubiquitination and degradation of EGF receptors (EG
FRs). In addition, Y55A-Spry2 caused upregulation of Runx2 expression and downregulation of Twist, a negat
ive regulator of Runx2, with treatment of bFGF and EGF, resulting in enhanced osteoblastogenesis accompani
ed by alkaline phosphatase activation and osteocalcin expression in MC3T3-E1 cells.
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は特定の歯周病細菌によって引き

起こされる慢性炎症で、ギネスブックに世界

で最も多くの人が罹患している疾病として

登録されており、歯槽骨の吸収により歯を喪

失する疾患として認識されている。現在では

、 組 織 誘 導 再 生 法 (guided tissue 

regeneration: GTR)やエナメル基質タンパク

質(enamel matrix derivative: 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。その中でも塩基性線維芽細胞増殖因子

(basic fibroblast growth factor: bFGF)は

線維芽細胞、血管内皮細胞、骨芽細胞、上皮

細胞などさまざまな細胞の増殖を誘導する

ことが知られており、日本国内で臨床試験が

進められ新しい再生療法として期待されて

いる。一方、GTR法とは増殖の早い歯肉上皮

細胞による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、空間確保に基

づいた治療法であるが、サイトカイン療法と

比較しても同等の組織再生効果をもつ。 

このことから、増殖因子だけでなく骨再生の

空間を保持するスペースメイキングもまた

歯周組織再生を成功に導く要因の一つであ

ることが理解できる。しかしながら、これら

の再生治療はいずれも、狭く深い 2-3 壁性の

垂直性骨欠損が対象であるなど適応症が限

られている。 

Sprouty 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 Sprouty には少なくとも 4種類のホモ

ログが存在する。特に Sprouty2 は古典的 MAP 

(mitogen-activated protein)キナーゼであ

る ERK(extracellular regulated kinase)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 ないこ と が明ら か になっ て い る 

(Sasaki ら  J. Biol. Chem. (2001) 276: 

36804-08)。 

 
２．研究の目的 

近年の研究によりSpry2がさまざまな組織

の再生に対して治療標的になる可能性が見

出されている。しかし、歯周組織再生に関し

て、Spry2 がどのような影響を及ぼすのかに

ついては不明である。本研究では歯周組織に

対してSpry2がどのような影響を及ぼすのか、

また歯周組織の再生において、新しい治療標

的となり得るかどうかについて、マウス骨芽

細胞様細胞株 MC3T3-E1 細胞、マウス歯肉上

皮細胞株 GE1 細胞、ヒト歯根膜細胞株 1-17

細胞を用いて、in vitroにおける検討を行っ

た。 

 
３．研究の方法 

マウス Sprouty2 のドミナントネガティブ

変異体を作製し、マウス頭蓋冠由来骨芽細胞

株である MC3T3-E1 およびマウス歯肉上皮細

胞株である GE1 に遺伝子導入し、ヒト歯根膜

細胞株 1-17 細胞には Sprouty2 の siRNA を導

入した。それぞれを bFGF・EGF・bFGF+EGF に

て刺激を行った後、細胞内シグナル伝達経路

をウエスタンブロット法により解析した。ま

た、Sprouty2 が細胞機能に及ぼす影響につい

て検証した。 

 

 
４．研究成果 

Spry2 の骨芽細胞の骨芽細胞分化マーカーの

発現への影響 

次に、Spry2 の抑制が骨芽細胞の分化にど

う影響するのかを MC3T3E-1 細胞を用いて検

討した。Col 1、Bsp、Alp は初期の骨分化マ

ーカーである。Y55A-Spry2 を導入した

MC3T3-E1 細胞に bFGF＋EGF 刺激を加えると、

Col 1、BSP 遺伝子発現に対しては影響がなか

ったが、石灰化誘導培地での培養3日目のAlp

の mRNA 発現が上昇した。また、Ocn、Opn は

後期の骨分化マーカーである。Y55A-Spry2 を

導入した MC3T3-E1 細胞に bFGF＋EGF 刺激を

加えると、Opn 遺伝子発現に対しては影響が

なかったが、石灰化誘導培地での培養 3日目

の Ocn遺伝子の mRNA 発現がやや上昇した。 

（図参照） 
 
 



 

Spry2 優性阻害変異体を導入した骨芽細胞の

ALP 活性への影響 

Y55A-Spry2 を導入した MC3T3-E1 細胞に

bFGF＋EGF 刺激を加えると、ALP の mRNA 発現

が上昇したため、bFGF、EGF、bFGF＋EGF の各

刺激における ALP 活性への影響を検討した。

図に示すように、Y55A-Spry2 を導入した

MC3T3-E1 細胞に EGF、bFGF＋EGF 刺激を行う

と、3 日目の ALP 活性は control に比べて有

意に増加した。また、図に示すように、ALP

染色でも同様に、Y55A-Spry2 を導入した

MC3T3-E1 細胞に EGF、bFGF＋EGF 刺激を行う

と、ALP 活性が亢進した。（図参照） 

 
 

 

Spry2 優性阻害変異体を導入した骨芽細胞の

Runx2 発現への影響 

Y55A-Spry2 を導入した MC3T3-E1 細胞に

bFGF＋EGF 刺激を加えると ALP 活性が亢進し

たことから、次に、Runx2 の蛋白質発現への

影響を検討した。control に bFGF＋EGF 刺激

を行うと、無刺激と比較して Runx2 発現の減

少が確認されたのに対し、Y55A-Spry2 を導入

した MC3T3-E1 細胞においては bFGF＋EGF 刺

激を与えた方にRunx2発現の増加が認められ

た。（図参照） 

 

Spry2 優性阻害変異体を導入した歯肉上皮細

胞における受容体の発現への影響 

bFGF＋EGF にて刺激した時、Y55A-Spry2 を

導入した GE1細胞では ERKの活性及び細胞増

殖能が低下したため、GE1 細胞の FGF 受容体

（FGFR）と EGF 受容体（EGFR）の両受容体の

発現について検討を行った。その結果、図に

示すように、Y55A-Spry2 を導入した GE1 細胞

では、FGFR1 の発現量に対しては変化が認め

られなかったが、EGFR の発現量が減少してい

ることが確認された。（図参照） 

 

 



Spry2 優性阻害変異体を導入した歯肉上皮細

胞におけるEGF受容体減少のメカニズムの解

析 

EGF 刺激が入った EGFR は通常、ユビキチン化

され、インターナリゼーションを起こし細胞

内へ取り込まれ、プロテアソームにより分解

され、再び受容体として利用される。

Y55A-Spry2 を導入し、bFGF＋EGF 刺激を加え

た GE1 細胞では EGFR の発現が減少していた

ため、まずその EGFR のユビキチン化の亢進

に着目した。GE1 細胞抽出液を抗 EGFR 抗体で

免疫沈降し、抗ユビキチン抗体でウェスタン

ブロットを行ったところ、Y55A-Spry2 を導入

し、bFGF＋EGF 刺激を加えた GE1 細胞ではユ

ビキチン化が亢進していることが確認され

た（図参照）。さらに、共焦点レーザー顕微

鏡を用いて、ユビキチン化された EGFR の細

胞内分布を確認したところ、Y55A-Spry2 を導

入し、bFGF＋EGF 刺激を加えた GE1 細胞の

EGFR はインターナリゼーションが誘導され、

細胞内部に集積しているEGF受容体が著しく

減少していた（図参照）。つまり、control と

比較して EGFR の分解が亢進されていること

が明らかとなった。 

Spry2siRNA 歯根膜細胞への刺激による遊走

活性への影響 

歯根膜組織は硬組織形成能を有すること

がわかっており、歯周組織の再生の起点とな

っている。そこで、次に歯根膜細胞に対する

Spry2 の影響を検討するために遊走活性に及

ぼす影響を検討した。 

図に示すとおり、Spry2 を抑制することで細

胞増殖が亢進し、bFGF＋EGF 刺激を加えるこ

とでさらにその効果が増強された。 
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