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研究成果の概要（和文）：通常、マクロファージは歯周病細菌であるP. gingivalisのLPSとIFN-γで刺激すると
M1（炎症性）細胞の表現型を示すが、Spry2の抑制により、低分子量Gタンパク質Rac1の活性化を介して
efferocytosis (アポトーシス細胞の認識と除去) が促進され、IL-10やbFGF, EGF, VEGF, PDGF等の成長因子を
産生するM2（抗炎症性）細胞型に分化誘導されること、さらに、PI3K，AKTの活性化を介してIκBの分解とNF-κ
Bの活性化が抑制されることにより、M1細胞型への分化が抑制されることを解明した。

研究成果の概要（英文）：Periodontitis is a chronic inflammatory disorder caused by specific bacteria
 residing in the biofilm, particularly P gingivalis (Pg). In this study, we investigated the 
mechanisms through which Spry2 depletion by IFNγ and Pg LPS stimulation affected the physiology of 
macrophages in vitro. Transfection of macrophages with Spry2 siRNA promoted the expression of genes 
characteristic of M2 macrophages, IL-10 expression, and enhanced arginase activity, even in cells 
stimulated with IFNγ and Pg LPS. In addition, we found that PI3K and AKT activation by Spry2 
downregulation enhanced efferocytosis of apoptotic cells by increasing Rac1 activation and 
decreasing NFκB p65 phosphorylation. Collectively, our results suggested that topical 
administration of Spry2 inhibitors may efficiently resolve inflammation in periodontal disease as 
macrophage-based anti-inflammatory immunotherapy and may create a suitable environment for 
periodontal wound healing. 

研究分野：歯周病学
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１．研究開始当初の背景 

歯周病は複数の歯周病細菌によって惹起

される慢性炎症で、歯槽骨など歯の支持組織

の破壊により歯の喪失の原因となる疾患で

ある。その炎症反応は好中球の流入により生

体内の異物を排除する「初期過程」と、それ

に続くアポトーシス細胞や組織片を除去し

組織を修復へと導く「収束過程」からなる。

初期過程においては血管透過性亢進とそれ

に続く好中球の浸潤・活性化が起き、異物の

迅速な除去が行われる。これに対して、収束

過程においては好中球数が減少する一方で

マクロファージの流入が増大し、損傷した組

織片やアポトーシス好中球のクリアランス

が起こる。また、初期過程では組織破壊を引

き起こすM1(炎症性)マクロファージが主体

となり、収束過程では組織修復を担うM2(抗

炎症性)マクロファージが優位となる。すな

わち、マクロファージは破壊と再生の両面に

関与しており、炎症と組織再生のインターフ

ェースにおいて重要な役割を担っている。 

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(EGF)に対し

ては活性化を抑制しない。 

 
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。私たちはこれまでの研究で、

Spry2を抑制しbFGFとEGFの同時刺激を行うこ

とで、歯肉上皮細胞の細胞増殖が抑制される

とともに、骨芽細胞の細胞増殖と骨分化が誘

導され、さらに歯根膜細胞の細胞増殖と細胞

遊走が亢進することを報告した。すなわち、

歯周炎による歯槽骨吸収部位に対してSpry2

阻害剤、bFGFとEGFを併用すると歯肉上皮のダ

ウングロースが妨げられ、GTR法のように物理

的なバリアを用いることなく生物学的に再生

の空間が確保されると同時に、歯槽骨の造成

および歯根膜のアンキローシスを防ぎながら

の根面遊走が誘導される可能性があることか

ら、Spry2は新たな歯周組織再生療法を確立す

る上で標的分子となる可能性を見出した。 

しかしながら、歯周組織の再生が開始され

るためには炎症状態の収束が不可欠である。

一方、M2 マクロファージは組織修復において

重要な役割を担っていることが知られてい

る。本研究では、Spry2 が炎症と再生を制御

するマクロファージに及ぼす影響について、

マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 細胞

を用いて、in vitro における検討を行った。 

 
３．研究の方法 

マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 細

胞に Spry2 の siRNA を導入した。マクロファ

ージを P. gingivalis の LPS と IFN-γにて

刺激を行った後、細胞内シグナル伝達経路を

ウエスタンブロッティング法により解析し

た。また、Spry2 がマクロファージの細胞機

能に及ぼす影響について検証した。 

 
４．研究成果 

Spry2 抑制による炎症性、抗炎症性サイトカ

インの産生量への影響 

次に、J774.1 細胞に Spry2 siRNA を導入し

IFNγ + Pg LPS 刺激を行った場合の、炎症性

サイトカインである IL-12、IL-6 および抗炎

症性サイトカインであるIL-10の産生量への

影響について検討した。Spry2 siRNA 群では

Control siRNA 群よりも IL-12、IL-6 の産生

量は有意に減少し、IL-10 の産生量は有意に

増加した。 



Spry2 抑制による iNOS、Arg1 のタンパク質発

現への影響 

続いて、J774.1 細胞に Spry2 siRNA を導入

し IFNγ + Pg LPS 刺激を行った場合の、iNOS

と M2マーカーである Arg1 のタンパク質発現

への影響について検討した。Spry2 siRNA 群

では Control siRNA 群よりも iNOS のタンパ

ク質発現は有意に抑制されたが、Arg1 のタン

パク質発現は有意に亢進した。 

 

Spry2 抑制による増殖因子の mRNA 発現への

影響 

M2 マクロファージは増殖因子を産生する

（Lamagna et al., 2006）。そこで、J774.1

細胞に Spry2 siRNA を導入し IFNγ + Pg LPS

刺激を行った場合の、増殖因子である bFGF、

EGF、PDGF、VEGF の mRNA 発現への影響につい

て検討した。Spry2 siRNA 群では Control 

siRNA 群よりも bFGF、EGF、PDGF、VEGF の mRNA

発現が有意に上昇した。したがって、J774.1

細胞に Spry2 siRNA を導入し IFNγ + Pg LPS

刺激を行うと、M1 型に分化せず M2 型に分化

誘導される可能性が示唆された。 

 

Spry2 抑制による efferocytosis への影響 

続いて、Spry2抑制マクロファージにIFNγ 

+ Pg LPS 刺激を行うと M2 型に分化誘導され

るメカニズムを解析することとした。 

マクロファージがアポトーシス細胞を認識

し、速やかに貪食・除去するプロセスを

efferocytosis という。さまざまな病態の場

において死細胞は生成されるが、マクロファ

ージはefferocytosisによりアポトーシス細

胞表面のホスファチジルセリン（eat me 

signal）を認識し、死細胞からの炎症性サイ



トカインの放出を防いでいる。アポトーシス

細胞が細胞内に取り込まれると、arginase の

発現上昇、抗炎症性サイトカインの産生が誘

導される（Ravichandran, 2010; Korns et al., 

2011）。そこで、J774.1 細胞に Spry2 siRNA

を導入し IFNγ + Pg LPS 刺激を行った場合

の、efferocytosis への影響について共焦点

レーザー顕微鏡を用いて検討した。Spry2 

siRNA 群では Control siRNA 群よりも

efferocytosis の促進が確認された。 

 

Spry2 抑制による PI3K、AKT の活性への影響 

さらに、Spry2抑制が IκBの分解とNF-κB 

p65 の活性を抑制するメカニズムを解明する

こととした。マクロファージにおけるM1型、

M2 型への分化のシグナルにはさまざまなク

ロストークが存在する。PI3K、AKT は、増殖

因子がRTKに結合することにより活性化する

シグナル伝達分子であり、LPS により誘導さ

れる NF-κB シグナルをクロストークにより

抑制し、結果的に炎症性サイトカイン、NO の

産生が減少するという報告がある（Liu et 

al., 2013）。そこで、J774.1 細胞に Spry2 

siRNA を導入し IFNγ + Pg LPS 刺激を行った

場合の、PI3K、AKT の活性への影響について

検討した。Spry2 siRNA 群では Control siRNA

群よりもPI3K、AKTの活性は有意に亢進した。 

Spry2 抑制による M1 分化の抑制および M2 分

化の促進のモデル 

Pg LPS および IFNγがそれぞれの受容体に

結合し、シグナル伝達経路が活性化されると、

Spry2の抑制はPI3K/AKTシグナルを構成する

さまざまな分子を活性化させる。Spry2 抑制

は増殖因子により誘導される Rac1 の活性を

亢進させる。Spry2 抑制は M2 分化を促進させ

る efferocytosis を誘導する。Pg LPS 刺激は

IκB の分解と NF-κB p65 のリン酸化を誘導

する。リン酸化を受けた NF-κB p65 が核移

行してκBに結合することにより転写が活性

化される。一方、IFNγ 刺激は STAT1 をリン

酸化させる。リン酸化を受けた STAT1 が核移

行して ISRE に結合することにより転写活性

化が行われる。これらの刺激はともに、iNOS

の発現を亢進させ、M1 型への分化を誘導する。

Spry2 抑制による PI3K、AKT の活性化は IκB

の分解と NF-κB p65 のリン酸化を阻害し、

結果的に M1 型への分化を抑制する。 
 

結論として、本研究より J774.1 細胞に対

して Spry2 siRNA を導入し IFNγ + Pg LPS

刺激を行うと、M1 型ではなく M2 型に分化誘

導されることが判明した。臨床応用として、

歯周炎による歯槽骨吸収部位に対してデブ

ライドメントを行い、炎症性物質を可及的に

減少させた後に Spry2 阻害剤を使用すると、

M2 マクロファージへの分化誘導を経て、残存

した炎症の抑制・創傷治癒が誘導されること

により歯周組織が効率的に再生される可能

性が期待される。 
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