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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、Ras-Raf-ERK/MAPKとその内因性抑制因子Spred-2に焦点をあて各種動物モ
デルを用いて、ERK経路抑制による炎症とがんの制御機構を明らかにした。検討結果から、Spred-2は種々のモデルで炎
症制御に中心的な役割を担うことが明らかとなり、抗炎症の新規ターゲットになると考えられた。また、ヒトがん組織
に発現するSpred-2は、細胞のがん化とがん進展に密接に関係する事が示唆された。さらに、炎症反応を制御するSpred
-2は、がん細胞及び間質細胞の共存する微小炎症環境で、がんの増殖・進展に関わる可能性を見いだした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have analyzed the role of Ras-Raf-ERK/MAPK and its endogenous 
inhibitor, Spred-2 in various animal models, using Spred-2 knock-out (KO) mice. We have demonstrated that 
Spred-2 plays a central role in the regulation of inflammation in various types of inflammation. Our 
results suggest that Spred-2 can be a new target for controlling inflammation. We also demonstrated that 
Spred-2 expressed in clinical cancer tissue may be involved carcinogenesis and cancer progression. 
Furthermore, our results indicate that Spred-2 may be essential regulator of cancer metastasis by 
modulating epithelial mesenchymal transition (EMT).

研究分野： 実験病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

  

 炎症は、病原刺激を取り除く生体防御反応

であるが、過剰な反応は健常組織を傷害し、 

生命の危険をもたらす。炎症は「諸刃の剣」

であり、絶妙なバランスで調節される必要 

がある。申請者らは、敗血症など感染症モデ

ルを用いて以下を明らかにしてきた。①Th1/2 

サイトカインやケモカインによって自然免疫

の賦活と抑制が誘導される(J. Immunol. 

163:6148,1999.164:2738,5362,2000.Infect.

Immun.68:6108,2000) ②CCR8/4、TLR9、DLL1/4

といった細胞表面レセプターは炎症反応発

動・抑制のゲイトキーパーである(FASEB J. 

20:302,2006.Eur.J.Immunol.38:2290,2008.J

.Immunol.178:3777,2007.J.Clin.Invest.119

:33,2009.Am.J.Respir.Crit.Care.Med.180:1

227,2009.Infect.Immun.77:108,2009.PLoSOn

e.5:e12172,2010.PLoSPathog.7:e1002341,20

11) ③炎症反応は、シグナル伝達因子

JAK-STAT とそのフィードバック系SOCS によ

り制御される（J. Exp. Med.193:679,2001. J. 

Immunol.171:6198,2003.175:3354,2005.177:

8650,2006.178:3777,2007.Clin.Immunol.133. 

382,2009）。 

 がんの20％は慢性炎症が原因とされる。が

んは治らない傷であり、がんの組織を構成す 

る細胞群は炎症修復期に見られる細胞群と類

似している（N. Engl. J. Med.25:315,1986）。

炎症反応・炎症メディエーターは、がんの発

症 、 発 育 、 進 展 に 深 く 関 わ る

（Gastroenterology 138:2101,2010）。炎症

性サイトカインで活性化される転写因子

NF-kB は発がんプロモーターであり(Nature 

431:461,2004)、シグナル伝達因子STAT3 の持

続活性化は腫瘍促進性に働く(Curr. Pharm. 

Des.18:3831,2012)。このように、炎症反応・

細胞内情報伝達とがんの関連が明らかになっ

てきた。 

 細胞内シグナル伝達経路の中で、細胞の

がん化と最も密接に関連しているのは、

Ras-Raf-ERK/MAPK 経路である（Biochem. 

Biophys. Acta.1773:1263,2007）。申請者

は、Ras-Raf-ERK 経路の劇症肝炎における役

割を明らかにする中で、その生体内抑制因

子である Spred-2（Raf の抑制に働く）の重

要 性 を 明 ら か に し た (Clin.Immunol. 

144:272,2012)。Spred-2 は各種臓器に常時

発現し(BBRC.302:767,2003)、生体恒常性維

持に働くと考えられる。ERK 経路の抑制はが

ん制御のターゲットと考えられている

（ Expert Opin. Ther. Targets 16:103, 

2012）。以上より、Spred-2 は炎症とがんを

つなぐ抑制系の missing link ではないか、

との発想に至った。細胞の増殖・分化・細

胞死を誘導する ERK 経路の制御は、がん制

圧のターゲットの１つである（Curr Opin 

Investig Drugs. 9: 614, 2008）。本研究

は、ERK 経路に着目し、炎症とがんをつなぐ

抑制系の missing link を明らかにする独創

的な取組である。 

 

２．研究の目的 

  

 本研究では、Ras-Raf-ERK/MAPK 経路抑制に

よる炎症とがんの制御機構を明らかにし、炎

症とがんをつなぐ抑制系の missing link を

明らかにする。これにより、シグナル伝達抑

制による炎症・がん制御の分子機構を確立す

る。以下にしたがって、ERK 経路抑制による

炎症とがんの制御機構を明らかにし、炎症と

がんをつなぐ抑制系の missing link を明ら

かにし、疾患制御パラダイムを確立する。 

１） 炎症モデル動物による ERK 活性化と

Spred-2 による自然免疫制御機構の解明 

２） ヒトがん組織における ERK 活性化・

Spred-2 の発現とその意義 

３） 炎症発がん、がん転移モデルにおける

ERK 活性化と Spred-2 の役割 

 

３．研究の方法 

 

 本研究では、以下にしたがって ERK 経路抑

制による「炎症」と「がん」の制御機構に着

目し、炎症とがんをつなぐ抑制系の missing 

linkを明らかにしてERK経路抑制による疾患

制御パラダイムを確立する。 

１） 炎症モデル動物での ERK 経路による免

疫制御機構 



２） ヒトがん組織での ERK 活性化・Spred-2

の発現とその意義 

３） 発がん、がん転移モデルでの ERK 活性化

と Spred-2 の役割 

 

【炎症モデルの解析】 

異なる炎症モデルを用いて、ERK 経路の病態

形成に及ぼす役割を明らかにする。 

1. 炎症局所の採取検体を用いて、ERK活性化

と Spred-2 の発現を経時的に明らかにす

る。 

2. サイトカイン産生と病態の関係を観察す

る。 

3. ERK inhibitor(U0126 等)投与時の病態

変化を確認し、ERK 経路の意義を明らか

にする。 

4. ERK inhibitor 投与後のサイトカイン

産生の変化を観察する。 

5. 病態形成に働くサイトカインの主たる

産生細胞を同定する。 

6. Spred-2 欠損マウスに炎症モデルを導

入し、ERK 過剰時の病態変化を比較検討

する。 

7. 骨髄 chimera マウス（野生型骨髄→

Spred-2KOマウスへ、Spred-2KO骨髄→野

生型マウスへ）を用いて病変の違いが炎

症細胞によるのか臓器細胞によるのか、

を検証する。 

8. Spred-2-flox マウスを作製し、組織特異

的 Spred-2 欠損マウスで病態形成に関わ

る細胞（炎症細胞／臓器実質細胞／非実

質細胞）を同定する。 

【ヒトがん組織の解析】  

1. ヒトがん組織における、ERK 活性化と

Spred-2 発現を調べる 

2. 上記ヒトがん組織を用いて、がんの

進展度、分化度、浸潤様式と ERK 活

性化・Spred-2 発現を比較検討する。 

 

【発がん、がん転移モデル】 

1. DSS (dextran sulfate sodium)誘発

結腸がんモデルでの ERK の活性化と

病変の変化を観察する。次に、

Spred-2KO マウスでの炎症発がんを

野生型と比較検討する。 

2. がん細胞株を野生型マウスおよび

Spred-2KO マ ウ ス 、 組 織 特 異 的

Spred-2KO マウスに投与し、がんの生着

と増殖、転移の違いを比較検討する。 

3. がん細胞株の Spred-2 発現を修飾し

（siRNA で消去、遺伝子導入で高発現）、

マウスに接種して、がんの発育・転移を

比較検討する。 

 

４．研究成果 

【炎症モデルの解析】 

炎症モデルを用いた検討により、ERK-MAPK

経路による免疫制御機構を、その内因性抑制

因子 Spred-2 に焦点を絞って解析した。 

［敗血症モデル］ 

感染性敗血症モデルにおけるマウス生存率

は、Spred-2 欠損マウスは野生型マウスに比

して有意に高かった。この時、Spred-2 欠損

マウスでは炎症細胞浸潤の増加、サイトカイ

ンの産生上昇が確認できた。また、Spred-2

欠損マクロファージの細菌貪食能は野生型

と比較して有意に亢進していた。そのメカニ

ズムとして、マクロファージ上の補体レセプ

ターの発現は亢進していることを見いだし

た。以上より、Spred-2 は自然免疫に負の影

響を及ぼす事が判明した。 

［ConA 誘導劇症肝炎モデル］ 

ConA 誘導劇症肝炎モデルでの肝傷害は

Spred-2 欠損マウスで増悪し、この時、肝細

胞のアポトーシスおよびネクローシスは有

意に増強していた。Spred-2欠損マウスでは、

血中 IFNγレベルの上昇と肝臓中の CD8T 細

胞の増加が見られ、Perforin や Granzyme B

の産生は上昇していた。リンパ球欠損マウス

では肝障害は認めず、IFNγ産生は誘導され

たかった。クッパー細胞を野生型および

Spred-2 欠損マウスより単離し、ConA および

IFNγで刺激すると、Spred-2 欠損クッパー

細胞での CXCL9/10 の有意な産生上昇を認め

た。以上より、Spred-2 欠損マウスでは、肝

臓中の T 細胞／NKT 細胞により誘導される

IFNγが上昇し、これにより CXCL9/10 の産生

誘導、それによる CD8T 細胞の増加により肝



障害は増悪したと考えられた。 

［ARDS モデル］ 

マウス気道内にLPSを投与して誘導するARDS

モデルを用いて解析した。野生型に比べ

Spred-2 欠損マウスでは急性肺炎は増悪し、

局所でのサイトカイン、ケモカインは上昇し

ていた。この時、ERK の過活性化は肺胞上皮

細胞と炎症マクロファージに見られ、

Spred-2 欠損マウスで見られた炎症増悪は

U0126 で抑制された。次に、MLE-12 細胞（肺

胞上皮細胞）と RAW264.7 細胞（マクロファ

ージ）に Spred-2 si-RNA を導入して LPS で

刺激したところ、サイトカイン・ケモカイン

産生は増加し、逆に Spred-2 発現プラスミド

を導入したところ、その産生量は低下した。

以上より、Spred-2 は肺胞上皮および肺胞マ

クロファージにおけるサイトカイン・ケモカ

イン産生を抑制し、炎症制御に働くことが示

された。 

［DDS 腸炎モデル］ 

マウスにDDSを経口投与して腸炎を誘導した。

Spred-2KO マウスでは腸炎発症は有意に低下

した。このとき、炎症重篤度に差はないもの

の Spred-2KO マウスでは創傷治癒が早く、腺

上皮の再生が促進されていることが判明し

た。骨髄キメラマウスを作成して解析した結

果、創傷治癒促進は腺上皮に依存した現象で

あることが確認できた。MLE-12 細胞のスクラ

ッチテストでも、Spred-2 siRNA 導入により

上皮の増殖は促進され、Spred-2 発現プラス

ミドの導入で上皮の増殖は抑制された。以上

より、腺上皮の修復に Spred-2 が重要な役割

を担うことを見出した。 

［H1N1 肺炎モデル］ 

インフルエンザ A （pd2009H1N1）で死亡した

剖検肺では、ERK-MAPK の内因性抑制因子であ

る Spred-2 の発現が検出された。そこで、イ

ンフルエンザ A (A/PR/8)をマウスに投与し

たモデルを用いて、ERK-MAPK と Spred-2 の役

割を解析した。インフルエンザ A を Spred-2

欠損マウスに感染させると、野生型に比べウ

イルス量の増加、炎症反応の増強、高サイト

カイン産生がみられ、マウスの致死率は増加

した。骨髄キメラマウス等の解析から、肺胞

上皮細胞での ERK-MAPK の過剰発現がこの原

因と考えられた。マイクロアレイの結果等か

ら、肺胞上皮での phosphatidylinositol 

3-kinase signalingの増加がウイルス量の増

加に関与していることが判明した。以上より、

Spred-2 は、インフルエンザ感染の治療ター

ゲットになることを示した。 

 以上の結果は、シグナル伝達抑制による免

疫機構の解明は、難治性炎症疾患、炎症免疫

疾患の新たな治療ターゲットに繋がる可能

性があることを示唆する。今後、本研究課題

で作製した、Spred-2 過剰発現マウスや組織

特異的 Spred-2 欠損マウスを用いて、さらに

詳細なメカニズムを解析していく。 

【ヒトがん組織の解析】  

ヒトがん組織でのSpred-2の発現を免疫組織

学的に解析した。肺がん、乳がん、膀胱がん、

食道がん、胃がん、大腸がんについて検討し

たところ、膀胱がんについて新しい治験を得

た。すなわち、正常組織では Spred-2 は強く

細胞質に発現しているものの、異形成および

上皮内がんではその発現は減弱し、進行がん

になると、細胞膜に陽性を示す傾向を見いだ

した。膜型 Spred-2 の発現と、腫瘍細胞の活

性型 ERK 発現には逆相関が見られた。ERK 発

現と Mib-1 陽性細胞数には相関がみられた。

Spred-2 により内因性抑制機構の解除ががん

化、およびがんの浸潤に関与することが示唆

された。 

 現在、がんの浸潤の程度と Spred-2 発現、

転移の有無などについて検討している。また、

他のがん組織についても、検討開始している。 

 

【発がん、がん転移モデル】 

 AOM-DSS (dextran sulfate sodium)誘発結

腸がんモデルを作成し、がん組織での ERK の

活性化を確認した。そこで野生型と Spred-2

欠損マウスに AOM-DSS 結腸がんモデルを作

成し、病変の変化を観察したが、両者間に有

意な差は見いだせなかった。現在、Spred-2

発現マウスを用いて、腸炎および腸炎誘発発

がんに変化がないか検証している。 

 Spred-2 欠損マウスの皮下組織に肺癌細胞

（LLC）を接種し、野生型との比較検討を行

った。その結果、局所の腫瘍細胞の成長速度



に変化はなかった。肺や肝臓への転移につい

ても有意な差は得られなかった。Spred-2 過

剰発現マウスへの接種実験を行うとともに、

腫瘍細胞特性により可能性があり、他のがん

細胞埋植実験を行っていく。 

 がん細胞株（A549等）のSpred-2発現をsiRNA

で消去したところ、細胞増殖、浸潤能の増悪を

認めたため、Spred-2 はがん細胞の増殖・進展

を抑制性に調節していることが示唆された。さ

らに、肺癌細胞 A549 を TGFβで刺激すると、

上皮細胞の形態は紡錘形に変化し、上皮間結

合が減少する（EMT）。この EMT は、Spred-2 

siRNA 導入により促進されることを見いだし

た。Spred-2 ががんの転移に関わる可能性が

あり、現在さらに解析中である。 
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