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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ウイルス感染のメカニズムをRas-Raf-ERK/MAPKとその内因性抑制因
子Spred2の観点から明らかにし、Spred2の補充よるERK抑制を介した抗ウイルス戦略に挑戦した。Spred2遺伝子
導入により、ERK-MAPKの活性化は抑制され、ウイルス感染は抑制できた。Spred2過剰発現マウスでのウイルス感
染に差はなく、生来発現するSpred2で必要な抑制系は作動していると考えられた。今回作製した膜透過性ペプチ
ドを付加したSpred2はERK活性化を抑制できなかったが、機能性Spred2タンパクの補充は、新しい抗ウイルス薬
となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the mechanism of viral infection from the 
viewpoint of Ras-Raf-ERK / MAPK and its endogenous suppressor Spred2, and we challenged the 
antiviral strategy via ERK suppression by supplementation of Spred2. Activation of ERK-MAPK and 
viral infection were suppressed by Spred2 gene transfer. There was no difference in virus infection 
in Spred2 overexpressing mice, suggesting that the endogenous Spred2 is sufficient to inhibit the 
infection. Cell-penetrating Spred2 created in this study failed to inhibit ERK activation, however, 
supplementation of functional Spred2 protein may become a new antiviral drug.

研究分野：実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題により、Spred2導入によるウイルス感染制御を確認できた。Spred2過剰発現マウスの検討から、健常
時は生来発現するSpred2により必要な抑制系は作動していると考えられた。本研究により、ヒトインフルエンザ
感染血清や肺線維症肺での解析も実施できた。これらの疾患時に、膜透過性ペプチドを付加した機能性Spred2タ
ンパクを補充できれば、汎用性の高い新しい抗ウイルス薬となる可能性が示唆された。これらの臨床データをも
とに、新たな抗ウイルス戦略が期待できた意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
新興感染症の多くは未知のあるいは変異したウイルス感染である。これまで開発されてきた薬
剤は、ウイルスの複製・増殖をターゲットとしたものが多い。しかし新興感染症には無効であ
る場合が多く、新しい治療法の開発が求められている。最近、ウイルス感染における
Ras-Raf-ERK-MAPK 経路の関与が注目されている。MDCK 細胞への H1N1/PR8 感染は ERK インヒビ
ターU0126 で抑制される。ERK はウイルスゲノムの入ったリボヌクレオタンパク（RNP）の核外
移行にも関わる。申請者は、ERK 経路とその内因性抑制因子である Spred(Sprouty-related 
EVH1-domain-containing protein)-2 に焦点をあて複数の動物モデルを用いて ERK-MAPK の分子
基盤を解析してきた。インフルエンザ感染モデルの解析では、Spred2 欠損マウスはインフルエ
ンザウイルス（H1N1/PR8）感染に脆弱で、感染肺でのウイルス量は野生型に比べて有意に高値
を示した。気道上皮細胞 MLE-12 の Spred2 を siRNA で消去すると、H1N1/PR8 感染による ERK 活
性は増強し、ウイルス感染は増悪した。この結果から、ERK 経路はウイルスの細胞内進入（感
染）のキープレーヤーではないか、との着想に至った。Spred2 による ERK 抑制がウイルス感染
制御に繋がる可能性がある。 
 
２．研究の目的 

ウイルス感染のメカニズムをシグナル伝達の観点から明らかにし、Spred2 による ERK 抑制によ
りウイルス感染を制御するという新たな抗ウイルス戦略に挑戦する。本研究課題では、Spred2
導入によるウイルス制御を確認後、膜透過性ペプチドを付加した機能性 Spred2 タンパクを作
製し、汎用性の高い新しい抗ウイルス薬の開発に繋げる。Spred2 によるウイルス感染制御を証
明することにより、シグナル伝達とウイルス感染の新しいパラダイムを形成する。本研究課題
の遂行により抗ウイルス戦略に卓越した成果が期待でき、社会への波及効果は極めて大きい。 
 
３．研究の方法 

本研究では、以下の検討によって Spred2 による ERK 経路の制御が抗ウイルス戦略に有効である
ことを示し、Spred2 による革新的抗ウイルス治療戦略に挑戦することとした。 

❶ Spred2 過剰発現によるウイルス感染抑制 

Spred2 過剰発現プラスミドを肺胞上皮細胞等に導入し、ウイルス感染への影響をみる。 

❷ Spred2 過剰発現によるインフルエンザ感染抑制 

 独自に作製した Spred2 過剰マウスにインフルエンザ感染を誘導する。 

❸ Spred2 ペプチド導入によるウイルス感染防止への取組 
常時 Spred2 を高発現する肺胞上皮細胞株を作成してウイルス感染への影響をみる。次に、 
膜透過性ペプチドを付加した機能性 Spred2 を作製し、ウイルス感染への影響をみる。 
 
４．研究成果 
 
１）Spred2 過剰発現ベクター作成と H1N1/PR8 感染実験 
 His-Tag をつけた Spred2 発現ベクターを作成した。これを肺胞上皮細胞に導入し、Spred2
を過剰発現させた。Spred2 の過剰発現は、mRNA の上昇に加え、抗 His-Tag 抗体によるタンパク
発現で確認した。また、新規にポリクローナル抗 Spred2 抗体を作製した。抗体の特異性確認は、
Spred2 過剰発現時に抗 His-Tag 抗体と同じ位置にバンドに検出できることで確認した。同抗体
は免疫染色にも有効であった。肺胞上皮細胞やマクロファージに H1N1/RP8 を感染させると
ERK-MAPK の活性化が誘導されるが、Spred-2 遺伝子導入により、ERK-MAPK の活性化は抑制され
た。このとき、感染細胞からのウイルスタンパクは有意に減少したことから、Spred2 導入によ
り、ウイルス感染が抑制できることを明らかにできた。次に、Spred2 導入遺伝子に修飾を加え、
核内に留まるタイプ、核外に排出されるタイプを作製した。いずれも Spred2 の高発現を確認で
きたが、核内に留まるタイプでもっとも強い細胞遊走能抑制効果を発揮した。また、この機能
をつかさどるタンパク活性部位を調べるため、異なるサイズの Spred2 発現ベクターを作製して
活性部位候補の同定を行った。 
 
２）Spred-2 過剰発現によるインフルエンザ感染抑制 
 遺伝子改変マウスの作出に成功し、Spred2 過剰発現マウスの繁殖を開始した。過剰発現マウ
スのマクロファージにおいて、刺激により Spred2 過剰発現マウスで有意な発現量の増加を確認
できた。Spred-2 過剰発現マウスに H1N1/PR8 の感染実験を行ったところ、感染肺の重症度に大
きな違いを見ていない。Spred2 欠損マウスでは病状の悪化を確認しているため(Crit Care Med. 
2016 Jul;44(7):e530-43)、生来発現する内因性 Spred2 で必要な抑制系は作動していると考え
られる。引き続き、ウイルス感染量を増減するなどして、さらなる検討を行う必要がある。 
 



３）Cell-penetrating peptide (CPP)-Spred2 の作成と効果検証 
常時 Spred2 を高発現する肺胞上皮細胞株の作成を試みた。一過性発現は問題なく作製できたが、
が、Spred2 の細胞毒性のため常時発現細胞の確立には至らなかった。そこで、膜透過性ペプチ
ドを付加した機能性 Spred2 作製することとした。CPP として、HIV-1 の Tat タンパク質由来の
塩基性ペプチド（TAT：GRKKRRQRRRPPQ）を Raf 結合部位（Spred2 は Raf に結合して、
Raf-Ras-ERK-MAPK を抑制する）が近い C末端側に組込んだ遺伝子組換体（pET21a h-spred2-TAT）
を作製し、大腸菌 BL21(DE3)で大量発現させた。通常の可溶性タンパクとして抽出が困難であ
ったため、封入体可溶化し、His-tag 精製を行い、dropping 法でリフォールディングして濃縮
して TAT-spres2 タンパクを得た。得られた TAT-Spred2 を H1993 細胞（肺癌由来細胞株）およ
び HepG2 細胞（肝癌由来細胞株）に添加したところ、いずれの添加細胞でも Spred2 タンパクの
強発現を確認できた。しかし、ERK 活性化は抑制できず、また、Ras-Raf-ERK 活性阻害で起こる
べき細胞増殖抑制も確認できなかった。FGF 刺激により、Raf-Ras-ERK-MAPK 活性化を誘導した
状況でも、同様の結果であった。以上より、作製した TAT-Spred2 タンパクは細胞内には導入さ
れるものの、その機能を発揮しないと判断した。リフォールディング時の問題でタンパク質の
構造に問題が生じ、Raf に結合できない可能性、結合してもキナーゼとの作用部位に問題があ
る可能性が考えられた。Spred2 の結合部位、機能部位に対する最小ドメインを決定し、同部位
に対する TAT 融合タンパクを発現・精製を試みている。 
 
４）ヒトインフルエンザ感染血清を用いての検討 
インフルエンザ A （pd2009H1N1）で死亡した剖検肺では、ERK-MAPK の活性化と Spred2 の発現
が検出された。インフルエンザ感染時のサイトカイン産生は ERK-MAPK-Spred2 により制御され
る可能性がある。そこで、小児インフルエンザ肺炎患者 10 例、インフルエンザ脳症患者 10名、
非感染性患者 6名（＝対照群）の血清中のサイトカイン量を測定した（岡山大学倫理審査委員
会承認）。より重篤な脳症患者では、肺炎患者に比べて、IFNα、IFNγ、IL-6, IL-10 は高い傾
向を示し、MCP-1 は有意に高値であった。この結果は、上記サイトカインが脳症発生に関わる
可能性を示している。  
 
５）ヒト肺線維症肺を用いての検討 
Spred2 欠損マウスにおいて、ブレオマイシン（Bleomycin）誘導肺線維症は軽減することを見
出している。このことは、本プロジェクトの目的である Spred2 補充療法が肺線維症の新たな治
療法につながる可能性を示唆する。そこで、実際の肺線維症患者の摘出肺での Spred2 発現量に
ついて、非線維症肺を対照として比較検討した（岡山大学倫理審査委員会承認）。その結果、肺
線維症では、Spred2 発現量は有意に高値を示した。内因性 Spred2 は線維化に対して対症的に
発現上昇し、その抑制に寄与するものの、発現量が不十分で線維化抑制に至らない仮説にたて
ば、Spred2 補充は線維化抑制につながる可能性がある。 
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