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研究成果の概要（和文）：KRAS遺伝子の活性化型変異は大腸がん患者のおよそ４０%で確認されており、この変異を有
する大腸がん患者に対して効果的な治療法は確立されていない。本研究ではKRASの下流にあるMEK/ERK経路が大腸がん
の治療標的になる可能性について検証した。Kras変異のない家族性大腸ポリープ症モデルマウスにおいてMEK/ERK経路
の活性化は腫瘍間質細胞で認められ、COX2の発現や血管新生を介しポリープ形成を促進させることを解明した。一方、
MEK阻害薬がKras変異大腸がんモデルマウスの腺がん形成を抑制したことから、KRAS変異の有無に関わらずMEK/ERK経路
は大腸がんの治療標的となる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：Activating mutations in KRAS gene are found in about 40% of colon cancer 
patients, and effective treatment for these patients with KRAS mutation is yet to be established. This 
study determined whether the MEK/ERK signaling, a downstream pathway of KRAS, would be a therapeutic 
target for colon cancer. The MEK/ERK signaling was activated in the stroma of intestinal polyps of a 
mouse model for familial adenomatous polyposis, and was responsible for promoting intestinal polyp 
expansion through stimulation of COX2 expression and angiogenesis. Treatment with a MEK inhibitor blocked 
intestinal adenocarcinoma formation in a mouse model for Kras mutant colorectal cancer. These results 
suggest that the MEK/ERK signaling may be an attractive therapeutic target for colon cancer regardless of 
the KRAS mutation status.

研究分野： 総合生物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がんによる死亡者数は増加の一途をたど
り、総死因の実に３分の１近くががんとなっ
ている。大腸がんは、食生活の欧米化に伴い
増加傾向にあり、２０２０年には日本人の最
も罹患率の高い悪性腫瘍になると予想され
ている。近年、上皮増殖因子受容体（EGFR）
に対する分子標的薬（セツキシマブ、パニツ
ムマブ）による治療は進行性の大腸がん患者
の予後を有意に改善させる薬として注目を
集めているが、同時に KRASに変異がある大
腸がんに対して効果が低いことも明らかに
なっている。 
 KRAS 遺伝子の活性化型変異がおよそ４
０％の大腸がん患者で確認されている。この
遺伝子は EGFR など増殖因子受容体の下流に
位置する Small GTPase をコードし、上流か
らの刺激を正に制御し、主に MAP キナーゼ
(MAPK)経路及びPI3キナーゼ(PI3K)経路を介
して細胞増殖及び成長促進、並びに細胞死の
抑制作用をもたらす。従って KRAS 変異は上
流の制御を受けず常に増殖刺激を誘導する
ため、EGFR 標的薬に抵抗性を示し、現在まで
に KRAS 変異大腸がんに対して有効な治療方
法は確立されていない。 
 申請者はこれまでに腸管腫瘍のマウスモ
デルを用いて良性腫瘍である腸管腺腫およ
び悪性の腸管腺がんの形成過程における増
殖シグナル経路の役割について、特に mTOR
経路を中心に解明してきた。本研究では KRas
変異を併せ持つ大腸がんモデルマウスを作
出し、変異型 KRASを有する腸がんに対して、
有効な分子標的薬の効果を検証する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では家族性大腸腺腫症のマウスモ
デルを用いて良性腫瘍である腸管腺腫およ
び悪性の腸管腺がんの形成過程における増
殖シグナル経路の役割、特に、KRAS の下流経
路の一つである MAPK(MEK/ERK)経路の役割を
解明し、その阻害薬が KRAS 変異大腸がんマ
ウスモデルの腺がん形成を抑制する可能性
について検証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸管良性腫瘍（ポリープ）形成における
MAPK(MEK/ERK)経路の活性化状態の検討。 
 家族性大腸腺腫瘍モデルマウスである Apc
Δ716マウス(Apc マウス)を用い KRAS の下流の
MAPK経路であるMEK/ERK経路の活性化状態を
確認する。MEK/ERK 経路の活性化の指標とし
て MEKの基質である ERKのリン酸化状態を免
疫染色法およびウェスタンブロット法によ
り 検 証 す る 。 ERK のリ ン 酸 化 は Cell 
Signaling Technology (CST) 社 の anti- 
phospho-ERK1/2 抗体を用いて検出し、MEK 阻
害薬トラメチニブを 2 mg/kg 投与したマウス
の組織を比較対照とした。また線維芽細胞な
ど間葉系細胞は Vimentin、血管内皮細胞は
CD34、筋線維芽細胞はSMA、神経細胞は

-Tubulin III、リンパ管は LYVE-1、血球細
胞は CD45 に対する抗体をそれぞれ用いて
MEK/ERK 経路の活性化の局在を検証した。 
 
(2) 腸管良性腫瘍（ポリープ）形成に対する
MEK 阻害薬の効果の検討。 
 MEK 阻害薬トラメチニブを 2 mg/kg の用量
で 1日 1回 Apcマウスに経口投与する。腸管
腫瘍形成に対する影響はポリープの大きさ
および形成数を実体顕微鏡により評価する。
血管新生は CD34 を免疫染色により、細胞増
殖は BrdU 標識により測定し、MEK 阻害薬によ
る影響を検証する。 
 
(3) Kras変異腸がん形成に対する MEK阻害薬
の効果の検討。 
 Kras 変異大腸がんマウスモデルとして
Ctnnb1E3/KrasLSLG12D/villin-CreERT2 複合変
異マウス（Ctnb/Kras マウス）を用いる。
4-hydroxytamoxifen (4OHT) 0.1 mg を腹腔内
投与し、腸管特異的に腺がんを形成させる。
4OHT投与4週後からMEK阻害薬トラメチニブ 
2 mg/kg、mTOR 阻害薬 AZD8055 20 mg/kg、ま
たは EGFR 阻害薬エルロチニブ 50 mg/kg を 4
週間経口投与し腺がん形成に対する効果を
検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 腸管良性腫瘍（ポリープ）形成における
MAPK(MEK/ERK)経路の活性化状態の検討。 
 リン酸化ERKに対する抗体を用いてウェス
タンブロット法により野生型マウスの腸管
粘膜、Apc マウスの腸管正常部、及びポリー
プにおけるMEK/ERK経路の活性化を検証した。
野生型マウスの腸管粘膜では上部消化管の
十二指腸で最も強く認められ、下部消化管の
大腸に向けて ERK のリン酸化が減少した（図
1A）。一方、ポリープのリン酸化 ERK は正常
粘膜と比較して、同等か減少傾向が認められ
た（図 1A）。免疫染色によりリン酸化 ERK の
局在を検証したところ、十二指腸から空腸に
かけて陰窩(Crypt)の上皮細胞で認められた
が、回腸から大腸の粘膜上皮細胞では殆ど認
められなかった（図 1B）。一方、十二指腸か
ら大腸の間質細胞の一部でリン酸化ERKのシ
グナルが認められた（図 1B）。またポリープ
においても腫瘍上皮細胞ではなく間質細胞
で強いシグナルが認められた（図 1C）。トラ
メチニブによりこれらシグナルが減弱して
いることから、検出したシグナルは正確にリ
ン酸化ERKの局在を反映している（図1B,C）。 
また免疫蛍光染色によりポリープ管腔側に
多数存在する血管内皮細胞（CD31 陽性）や筋
線維芽細胞（SMA）の 60〜80%で MEK/ERK
経路が活性化していたことから（図 2）
MEK/ERK 経路の活性化は主に腫瘍上皮細胞で
はなく血管内皮細胞や筋線維芽細胞などの
間質細胞を介し、ポリープ形成に関与する可
能性を示唆している。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. (A) 野生型マウスおよび Apc マウスの
腸管におけるMEK/ERK経路活性化をウェスタ
ンブロット法により検証. Duo:十二指腸、
Jej:空腸、Ile:回腸、Col:大腸、N:回腸正常
部、P:回腸ポリープ. (B) 野生型マウスの腸
管におけるリン酸化ERKの免疫染色. (C) Apc
マウスの大腸ポリープにおけるリン酸化 ERK
の免疫染色. 上段枠内の拡大をそれぞれ下
段に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Apc マウスの腸管ポリープにおける
MEK/ERK 経路活性化細胞の同定. 赤;各種マ
ーカー、緑：リン酸化 ERK、青:DAPI. 
 
 
(2) 腸管良性腫瘍（ポリープ）形成に対する
MEK 阻害薬の効果の検討。 
 腸管ポリープ形成に対するMEK/ERK経路の
役割を検証するため、Apc マウスにトラメチ
ニブ 2 mg/kg 8 週間経口投与を行い、ポリー
プ形成数を測定した。1.5 mm 以下のポリープ
数はコントロール群との差は認められなか
った。一方、1.5 mm 以上のポリープ数はトラ
メチニブ投与により有意に減少しており（図
3A）、残存する 1.5 mm 以上のポリープも退縮
が認められたことから、MEK/ERK 経路の活性
化はポリープの拡大に関与することを示し
ている（図 3B）。また正常粘膜上皮細胞の増
殖に影響はなかったが、腫瘍上皮細胞の増殖
はトラメチニブにより抑制されていた（図
4A）。またポリープ拡大に必要な血管新生も
抑制されていた（図 4B）。 
 ポリープ管腔側の血管内皮細胞や筋線維
芽細胞などの間質細胞がシクロオキゲナー
ゼ 2（COX2）を発現し、血管新生や腫瘍細胞
増殖促進を介しポリープの拡大に寄与する

ことが報告されている。トラメチニブの投与
により Apc マウスのポリープでは COX2 の発
現が mRNA 及びタンパクレベルで減少してお
り（図 5A,B）、COX2 の発現とリン酸化 ERK の
発現が一致していることから（図 5C）、ポリ
ープ間質における MEK/ERK 経路の活性化は
COX2 の発現に関与していることが推測され
る。 
 マウス腸管から単離した線維芽細胞にト
ラメチニブを処置し、COX2 の発現低下を確認
した。さらに、このサンプルを用いサイトカ
インアレイを行い、血管新生や炎症反応に関
与するケモカイン CCL2 の発現が有意に低下
することを発見した。COX2 阻害薬ロフェコキ
シブを線維芽細胞に処置した場合も CCL2 の
発現を抑制したことから CCL2 の発現は COX2
により制御を受けることを示唆している。 
 以上の結果から腸管ポリープ形成におけ
る間質細胞の MEK/ERK 経路の活性化は
COX2-CCL2 の発現を介し、血管新生や腫瘍細
胞の増殖を促進させることで、ポリープの拡
大に寄与することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. MEK 阻害薬トラメチニブは Apc マウス
の腸管ポリープ形成を抑制する. (A) 直径
1.5 mm 未満（左）と 1.5 mm 以上（右）のポ
リープ数. (B) 小腸上と大腸ポリープの HE
染色. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. MEK 阻害薬トラメチニブは Apc マウス
の腸管腫瘍上皮細胞の増殖と血管新生を抑
制する. (A) BrdU 染色による細胞増殖を測定. 
(B) CD34染色によるポリープ管腔側の血管新
生を測定. 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. MEK 阻害薬トラメチニブはポリープ間
質細胞のCOX2発現を抑制する.ウェスタンブ
ロット (A) 及び定量的 PCR (B) による COX2
の発現検証. (C) 連続切片を用いた染色によ
る COX2 とリン酸化 ERK の発現局在の検証. 
 
 
(3) Kras変異腸がん形成に対する MEK阻害薬
の効果の検討。 
 Ctnb/KrasマウスEGFR阻害薬エルロチニブ、
mTOR 阻害薬 AZD8055、MEK 阻害薬トラメチニ
ブを投与し、腺がん形成にあたえる影響を検
証した。Ctnb/Krasマウスは villinプロモー
タによる制御を受けるため、腺がんの発生は
十二指腸から空腸に集中する。エルロチニブ
を投与したマウスでは多数の腺がんが十二
指腸から空腸で認められ、抑制効果が認めら
れなかった（図 6）。一方 AZD8055 やトラメチ
ニブの投与により腺がん形成は強力に抑制
されていたことから、Kras変異腸がんに対し
て MEK 阻害薬および mTOR 阻害薬が有効であ
る可能性を示唆している（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. Ctnb/Kras マウスの腸管腺がん形成に
対するEGFR阻害薬（左）、mTOR阻害薬（中央）、
MEK 阻害薬（右）の効果の検証。 
 
まとめ 
 本研究では KRAS 変異の有無に関わらず
MEK/ERK 経路は大腸がんの間質細胞で活性化
しており、COX2 の発現を調節していることを
世界で初めて明らかにした。また KRAS に変

異のある大腸がんでも MEK/ERK 経路や mTOR
経路が治療標的となる可能性を示した。 
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