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研究成果の概要（和文）：データベースやがん症例を用いて、がん部ではSPRED2の発現が低いことを示した。が
ん細胞株のSPRED2消去によりERK1/2活性化を介して細胞増殖能、浸潤能は増強し、上皮間葉移行およびがん幹細
胞性は促進し、オートファジーは抑制された。SPRED2過剰発現では逆の現象がみられた。SPRED2の抗がん剤とし
ての有用性を検討し、既存薬と同等の抗腫瘍活性を有するSPRED2短鎖ペプチドを開発した。また、ホストSPRED2
が欠損した状況ではCD8Ｔ細胞の機能増強により、がんの縮小、転移の減少を認めた。SPRED2補填はがん細胞を
抑制し、がん微小環境のSPRED2除去はがん抑制に繋がることが示された。

研究成果の概要（英文）：Using database analysis and clinical cancer cases, we found that SPRED2 
expression is low in cancer areas, and deletion of SPRED2 in cancer cells increased cell 
proliferation and invasiveness, promoted epithelial-mesenchymal transition and cancer stemness, and 
inhibited autophagy via ERK1/2 activation, while the opposite was observed with SPRED2 
overexpression. We developed a SPRED2 short-chain peptide and investigated the usefulness of SPRED2 
as an anticancer drug and found that the new peptide showed antitumor activity comparable to that of
 existing drugs. In the situation where the host is deficient in SPRED2, we observed cancer 
shrinkage and reduction of metastasis by enhancing the function of host CD8T cells. Taken together, 
our results suggest that SPRED2 supplementation suppresses cancer, while SPRED2 removal from the 
cancer microenvironment leads to cancer suppression.

研究分野：実験病理学

キーワード： シグナル伝達　内因性抑制因子　上皮間葉移行　がん肝細胞性　微小腫瘍環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Ｒas/Raf/MEK/ERKのシグナルコンダクターSPRED2は、がん抑制因子である事実を発見し、SPRED2のがん細胞内導
入は新規治療戦略になる可能性を示した。その検証のため、細胞内導入を企図してSPRED2の短鎖ペプチド（111
残基）を作製し、既存抗がん剤と同等の抗腫瘍活性を示す結果を得た。Ras-Rafを標的にした抗がん剤の開発は
進んでいるが、薬剤耐性による無効化や標的分子の阻害作用がある。本研究により、新たな対がん戦略を示した
点は意義がある。一方で、腫瘍微小環境のSPRED2除去は腫瘍免疫を賦活することがわかり、SPRED2は標的細胞に
より相反する作用を示す新知見が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、がんの発症・進展・転移に、慢性炎症が深く関わることが判明している。炎症反応を通
して、免疫細胞の活性化・機能不全、がん細胞の上皮間葉移行(EMT)、幹細胞性獲得がおこり、
がんは進展・転移し、治療抵抗性を示す。がんは、炎症細胞社会で自らを育む環境を創出してい
る。最近、免疫チェックポイント阻害剤や CAR-T 細胞療法を主体とする免疫療法が脚光を浴びて
いるが、重篤な副作用や無効例は多く、医療費は高額である。従来と違う観点から、がん増殖・
転移・幹細胞性獲得のメカニズムを解析し、その成果をがん治療の新たな選択肢に加える必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、MAPK/ERK シグナル伝達経路の内因性抑制因子
SPRED2 は急性・慢性炎症を抑えるとともに、がんの増殖・
浸潤も抑止する新事実を発見した。本研究では炎症学と
腫瘍学の双方の観点から、シグナルコンダクターSPRED2
に着目したがんの分子・細胞機構を明らかにし、新しい
がん治療への応用に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
 
内因性因子 Spred2 は「がんの増殖・進展・転移を抑制」、
かつ「がんの炎症細胞社会（微小環境）を抑制」して、が
んを制御するのではないか、との着想に至り、各種研究
資源（表 1）を駆使して、in vitro、in vivo、in silico
および臨床検体を用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)がんの増殖・転移・幹細胞性獲得における SPRED2 の役割解明   
ヒト肝細胞がん細胞株（HepG2、Hep3B、HLE 細胞）は様々なレベルの SPRED2 を発現しており、
SPRED2 をノックダウンすると ERK1/2 の活性化が増加した。CRISPR-Cas9 法で SPRED2 を消去し
た SPRED2 ノックアウト（KO）-HepG2 細胞は、上皮-間葉転換（EMT）の特徴である細胞遊走・浸
潤能向上とカドヘリンスイッチの増加を伴う伸長した紡錘形状を示した。SPRED2-KO 細胞は、球
形やコロニーを形成する能力が高く、幹細胞マーカーを高レベルで発現し、シスプラチンに対し
てより抵抗性であった。興味深いことに、SPRED2-KO 細胞は幹細胞表面マーカーCD44 と CD90 を
高レベルで発現した。野生型 HepG2 細
胞の CD44+CD90+と CD44-CD90-の集団
を解析したところ、CD44+CD90+細胞で
は SPRED2 のレベルが低く、幹細胞マ
ーカーのレベルが高かった。さらに、
野生型HepG2細胞を3次元培養すると
内因性の SPRED2 発現は減少したが、2
次元培養では回復した。臨床的 HCC 組
織における SPRED2 のレベルは、隣接
する非HCC組織におけるレベルよりも
有意に低く、無増悪生存期間と負の相
関を示した。以上の結果より、肝細胞
がんにおけるSPRED2の抑制は、ERK1/2
経路の活性化を通してEMTと幹細胞化
を促進し、より悪性ながん表現型をも
たらすことを示した（Int. J. Mol. 
Sci.2023,24,4996）。 
現在、SPRED2 は p53 と結合して核
内に入るという新知見を発見し、核内に移行した SPRED2 は miR-506-3p の発現調整を介して幹
細胞性を制御する事実を見いだしている（投稿準備中）。また、SPRED2 はエクソソームの分泌
を負に制御し、細胞間情報伝達をコントロールすることを明らかにし、学会等で精力的に発表
している。 
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(2) ヒトがん組織における SPRED2 の発現 
275 例の尿路上皮腫瘍の検討結果から、SPRED2 mRNA 発現は高異型度非浸潤性乳頭状尿路上皮
癌 (HGPUC)で最も高く、上皮内癌 (CIS)と浸潤性尿路上皮癌 (IUC)で低下し、SPRED 2 タンパク
発現は HGPUC で高く、CIS と IUC では HGPUC に比べて減少していることを見いだした。HGPUC で
SPRED2 膜発現を示すものは SPRED2 膜陰性のものと比べ、ERK 活性化レベルと Ki67 index が有
意に低かった。以上より、SPRED2 は非浸潤性膀胱癌の進展を調節する鍵であると提唱した（PLoS 
One. 2021 Nov 24;16(11):e0254289）。 
77 例の肺腺癌(LUAD)組織についても、SPRED2 の発現と ERK1/2 活性化、Ki67 指数および臨床
病理学的特徴との関係を調べた。免疫組織化学的には、浸潤性腺癌（IA）では in situ 腺癌（AIS）
に比べて SPRED2 の発現が低下していた。SPRED2 と pERK1/2 発現との間には負の相関があり、
SPRED2 発現と Ki67 index との間には正の相関があった。データベース解析では、SPRED2 発現が
高い患者の生存確率は、発現が低い患者よりも高かった。In vitro では、SPRED2 の欠失は 3つ
の LUAD 細胞株（A549：KRAS 変異、H1993：MET 増幅、HCC4006：EGFR 変異）の細胞増殖、遊走、
浸潤を増加させたが、SPRED2 の過剰発現はこれらの反応を減少させた。従って、SPRED2 は LUAD
の進行を制御する因子であり、LUAD の治療標的となる可能性があることを示した（論文査読中）。 
 
(3) オートファジーにおける SPRED2 の関与 
Cancer Genome Atlas (TCGA) Liver Cancer Database では、SPRED2 のレベルとオートファジ
ーが阻害されると増加する p62(ユビキチン鎖を認識して特異的なタンパク質や細胞小器官（オ
ルガネラ）をオートファジーへと導く受容体タンパク質)との間に負の相関があることが示され
た。免疫組織化学的に、SPRED2 の発現が低いヒト HCC 組織（自験例での検討）では p62 の蓄積
が検出された。肝がん細胞株に SPRED2 を過剰発現させると、オートファゴソームと損傷を受け
たミトコンドリアを含むオートファジー数が増加し、p62 のレベルは低下し、オートファジーの
マーカーである LC3-II のレベルが上昇した。対照的に、SPRED2 の欠損は p62 レベルを増加さ
せ、LC3-II レベルを減少させた。SPRED2 の発現レベルは、マイトファジーマーカーである TOM20
の発現レベルと負の相関があった。オートファジーのメカニズムとして、SPRED2 を過剰発現さ
せると ERK の活性化が抑制され、その後、mTORC1（mammalian target of rapamycin complex 1）
を介したシグナル伝達経路が
活性化されることを示した。さ
らに、SPRED2欠損マウスの肝臓
では、飢餓に応答して肝脂質滴
が蓄積する肝オートファジー
が障害されていた。これらの結
果は、SPRED2ががん細胞だけで
なく正常肝細胞においてもオ
ートファジーの重要な制御因
子であることを示しており、こ
のプロセスを操作することに
よって肝病態の新たな知見が
得られる可能性を示した（Int. 
J. Mol.Sci.2024,25,6269）。  
 
(4) がん炎症細胞社会での Spred2 の機能解析 
乳がん細胞を Spred2 欠損マウスに埋植すると、野生型マウスに比べてがんの縮小、肺転移の
減少を認めた。この時、がん生着部における CD4 および CD8Ｔ細胞浸潤は、野生型マウスと比較
して Spred2 欠損マウスで有意に増加していた。T細胞の活性化・誘導に関わる IFNγ、CXCL9、
CXCL10 の発現増加が Spred2 欠損マウスで認められ、腫瘍微小環境における Spred2 の欠損が腫
瘍免疫応答を増強することが示唆された。Spred2 の欠損により T 細胞の ERK シグナル伝達経路
は活性化し、T細胞の増殖能は亢進し、細胞傷害能は増強していた。以上より、宿主細胞、特に
T 細胞における Spred2 欠損は、細胞増殖と活性化を誘導し、がん免疫を増強することを明らか
にした（論文投稿準備中）。 SPRED2 は標的細胞によりがん病態において相反する作用を示す新
知見が得られた。 
 
(5) SPRED2 のがん治療への応用 
  上記の結果より、Ras-Raf-MEK-ERK の内因性抑制因子 SPRED2 は、がん細胞内で抑制因子とし
て働くことが示された。SPRED2 をがん細胞に導入できれば、先例のない抗がん剤となる。SPRED2
の分子量は大きく、そのものの細胞内導入は難しいため、SPRED2 の短鎖化を目指し、構造解析
プログラムを用いて、シミュレーション解析を行った。複数の候補のプラスミド発現を行い、最
も短く、全長と同等の効果を示す候補因子を絞り、そのペプチド合成によりシード化合物を作出
した。このシード化合物は、従来の抗がん剤と同程度の IC50 を示す。現在、シード化合物の作
用機序等のメカニズム解明に取組んでいる。 
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