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研究成果の概要（和文）：S100蛋白ファミリーのS100A8/A9に対してEmmprinとneuroplastin bは受容体である。
Emmprin高発現メラノーマ細胞をS100A9Tgマウスの尾静脈から注入すると皮膚に転移巣を生じた。本研究では
C57/BL6マウスの皮膚にB16F10細胞を注射し、肺に転移するマウスモデルを確立した。しかし、
S100A8/A9-Emmprinの結合を抑制する物質は発見できなかった。

研究成果の概要（英文）：The S100 protein family, especially S100A8 and S100A9, mediates the 
inflammatory reaction and is involved in the proliferation and metastasis of cancer cells. Emmprin 
(extracellular matrix metalloproteinase inducer) and neuroplastin b are S100A8/A9 receptors on the 
surface of keratinocytes. Immunohistological analysis of melanomas revealed that Emmprin was 
expressed at both the invasive edge of lesions and the adjacent skin. Tail vein-injected, highly 
Emmprin-expressing melanoma cells（SK-MEL2）metastasized to the skin of epidermis-specific S100A9 
transgenic mice. In our recent study, a C57/BL6 mouse model of pulmonary metastasis from primary 
cutaneous melanoma (B16-F10 cells) was established to assess metastasis quantitatively by MRI. A 
model using S100A9 transgenic mice will be deployed to analyze metastasis of SK-MEL2 melanoma cells.
 ELISA screening failed to detect a molecule inhibiting the binding of S100A9 with recombinant 
Emmprin fixed on a plate.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： メラノーマ　転移　S100A8/9
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１．研究開始当初の背景 
メラノーマ(malignant melanoma)はメラ

ノサイト由来の悪性腫瘍で、日本人には多く
ないが近年増加傾向にある。悪性度が高く、
化学療法も効きにくい。ほかの皮膚悪性腫瘍
に比較して転移しやすい性質と免疫学的治
療が有効なことから、浸潤・転移の研究モデ
ルとして広く利用されている。また、化学療
法の効きにくい悪性腫瘍であり、分子標的薬
以外にも、さらに有効な治療法の開発が強く
望まれている。 

S100 蛋白ファミリーはカルシウム結合性
蛋白で、20 種類以上からなるファミリーを形
成している。そのなかでも S100A8 と
S100A9 は生体内でヘテロダイマーを形成し、
炎症性メディエーターとして慢性炎症性疾
患や癌細胞において高発現している。様々な
癌細胞を用いた転移実験から S100A8/A9 が
転移の際の誘導物質として働いていること
が示唆されている（Nat. Cell Biol. 2008）. 
一方、Emmprin（ extracellular matrix 

metalloproteinase inducer ） は basigin 
(CD147) と も 呼 ば れ 、 immunoglobulin 
superfamily に属し、種々のリガンドと結合
する。Emmprin を高発現している癌は予後
不良であることが知られている。また、悪性
腫瘍においてはMMP (metalloproteinase)を
誘導することが知られている。 
我々はこれまでに、S100A8/A9 が培養ケラ

チノサイトの増殖を促進し、炎症性サイトカ
インや S100A8/A9 を分泌するポジティブ・
フィードバック機構を有することを報告し
た。その過程で S100A9 が正常皮膚には存在
せず、浸潤したメラノーマの周囲皮膚に強く
発現することを報告した（図、文献 6, Cancer 
Res 2013）。また、S100A9 に結合するタン
パクを培養ケラチノサイトから分離精製し、
LC/MC-MC 解析から Emmprin であること
を同定した。さらに、浸潤メラノーマの先端
に Emmprin が強く発現していることも確
認 し た （ 図 、 Cancer Res 2013 ）。
S100-Emmprin 相互作用による MMP 誘導
は siEmmprin により有意に抑制された。さ
らに、Emmprin 高発現メラノーマ細胞を、
皮膚特異的に S100A9 を過剰発現するトラ
ンスジェニック(Tg)マウスの尾静脈から注入
すると皮膚転移することを確認した(Cancer 
Res 2013）。 

 
２．研究の目的 
本研究では S100A8/A9-Emmprin 系がメ

ラノーマの増殖・転移に強く関係していると

考えて、ヒト Emmprin 高発現メラノーマ細
胞や dominant negative B16 クローン細胞
を用いて、増殖・転移に及ぼす影響を種々の
方法で定量的に解析する。これらを抑制する
薬剤のスクリーニングを ELISA、培養細胞と
S100A8/A9Tg マウスを用いた転移実験によ
り実施し、メラノーマに対する新規抗がん剤
の開発を目指す。 
① ヒトEmmprin高発現メラノーマ細
胞や dominant negative B16 クローン細胞
を、Wild や S100A8、S100A9Tg マウスの
尾静脈から注入して肺転移や皮膚転移を定
量的に観察し、S100A8/A9 -Emmprin 系の転
移における役割を確認する。 
② ヒトEmmprin高発現メラノーマ細
胞や dominant negative B16 クローン細胞
を用いて細胞内の情報伝達経路（MAPK, 
NFkB）を解析し、さらに増殖抑制効果を示
す薬剤のスクリーニングを行う。 
③ S100A8/A9-Emmprin 系の結合を
抑制する薬剤、つまり転移抑制薬のスクリー
ニングを ELISA、培養細胞と S100A9Tg マ
ウスを用いた転移実験により行う。 
 
３．研究の方法 
① 細胞：メラノーマ細胞として
Emmprin 発現量の異なるヒトメラノーマ細胞
株（SK-MEL2[高発現],SK-MEL5[低発現]）
(ATCC) と、 Emmprin について dominant 
negative 効果をもつ B16 melanoma クローン
株を使用する。 
② マウス：Involucrin をプロモータ
ーとして表皮に特異的に S100A9 あるいは
S100A8 を過剰発現させたトランスジェニッ
ク(Tg)マウスを資生堂リサーチセンターか
ら供与を受け、当院の動物舎で継続飼育する。 
③ ELISA: S100A9-Emmprin 結合阻害ス
クリーニングのために rS100A9 あるいは
rEmmprin をプレートに固相化し、抗 S100A9
抗体や抗 Emmprin 抗体を使用した ELISA 系を
作製する。この ELISA を用いて種々の試薬、
薬剤、生薬などから S100A9-Emmprinn の結合
を阻害する候補物質を大規模スクリーニン
グし、活性の高いものを選別し、転移抑制薬
としての可能性を検討する。まず、ヒトメラ
ノーマ細胞(SK-MEL2) を rS100A9固相化プレ
ートに添加して、上記の候補物質の接着阻害
能を確認する。 
④ Emmprin 高発現メラノーマ細胞や
dominant negative B16 ク ロ ー ン 細 胞
（Emmprin）を、Wild マウス、S100A8Tg マウ
ス、S100A9Tg マウスの尾静脈から注入して肺



転移や皮膚転移を肉眼的に、また組織学的に
（ 転 移 数 と 重 量 ） 定 量 解 析 し て
S100A8/A9-Emmprin 系の転移における役割と
転移阻害物質の効果を確認する。 
 
４．研究成果 
① 本実験の研究課程において、S100A8
の新規レセプターとしてEmmprinと類似構造
を持つ neuroplastin b(NPTN)を同定した。
Emmprin と neuroplastin b は培養ケラチノサ
イトにおいてヘテロダイマーを形成した。そ
れぞれの受容体のノックアウト細胞では増
殖が抑制された。さらに細胞内のシグナル伝
達についても検討して明らかにした。 
これらのことから正常ケラチノサイトの増
殖に関与していることが判明し、悪性腫瘍細
胞における働きも予測された（添付論文業績
4）。また、代表的な炎症性疾患であるアトピ
ー性皮膚炎(AD)では S100A8 と S100A9 ととも
に、それらの受容体である Emmprin と NPTN
が、正常皮膚では発現しておらず、AD などの
炎症性疾患の表皮に発現していることが判
明した（添付図 1）。 
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培養したケラチノサイトでは免疫組織染色
において Emmprin と NPTN は細胞の膜に一致
して co-localize していた。このことはこれ
ら 2つの受容体が heterodimer を構成してい
ることを示唆した（図 2）。 
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② 当初の計画では、培養ヒトメラノー
マ細胞(SK-MEL2)を用いたS100A9-Emmprinの
結合阻害物質のスクリーニングや、Emmprin
発現量の異なるヒトメラノーマ細胞株の機
能解析を予定していた。しかし、これらの実
験よりも難易度の高い皮膚からの転移モデ

ルを確立することを優先させた。これまでの
転移モデルは腫瘍細胞株を尾静脈に注射す
るものであり、腫瘍細胞が皮膚局所で脈管浸
潤し、血流やリンパ流へと流入していく過程
を解析できない欠点がある。 
そこで、C57/BL6 マウスの耳介に B16F10 メ

ラノーマ細胞を局所注射し、肺へ転移するマ
ウスモデルを確立した（添付論文業績 1）。具
体的には B16F10 細胞 1X106 個を片方の耳介
に注射した。メラノーマの大きさが 8mm にな
ったところで腫瘍と共に耳介を摘除した。細
胞の注射から 9週目に屠殺し、肺転移病変を
病理組織学的に観察した。また同時に生きて
いる状態で肺の MRI を撮影し、転移状況の推
移が生きたままで観察できた。添付の図 3は
MRI と肉眼観察像、病理組織像を示す。表 1
にあるように 16 例について実験し、6例につ
いて転移を認めた。MRI と肉眼観察像、病理
組織像はよく相関していた。 
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このモデルの利点は、皮膚局所で増殖した腫
瘍細胞が血管もしくはリンパ管へ浸潤し、脈
管を経由して肺に到達後に転移巣を形成す
る多段階転移を解析できる点である。 



表 1 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
我々は Emmprin 高発現メラノーマ細胞
(SK-MEL-2) を 皮 膚 転 移 モ デ ル マ ウ ス
(C57BL/6)に皮膚内注入して肺転移を生じる
か検討した。しかし、残念ながら肺転移を観
察できなかった。さらに実験目的の S100A9
トランスジェニックマウスの皮膚内に注入
することを検討したが、年度内に終了するこ
とができなかった。 
 
③ 当初、転移実験に使用予定であった
S100A8、S100A9 トランスジェニックマウスは
当大学の動物施設で管理・維持したが、ヘア
レス系 HR-1 の維持が難しく A8マウスは途絶
えてしまい、A9 は当大学の動物施設で十分に
継代できるようになった。さらに S100A9 ノ
ックアウトマウスも新規に作製し継代でき
ている。そこで今後は、S100A9 トランスジェ
ニックマウスと S100A9 ノックアウトマウス
のペアを使って、S100A9 の過不足によって生
じるメラノーマの転移の変動を追跡する実
験を計画している。 
 
④ S100A8/A9-Emmprin 系の結合を抑制
する薬剤、つまり転移抑制候補薬を新規に外
部から入手予定であったが、薬剤の権利問題
が生じて使用できないことが判明した。また、
研究協力者であった日比野利彦研究員が病
気のため死去され、類似の薬剤や候補薬剤の
探索ができなくなってしまった。使用できる
手持ちの候補物質では、固相化した rEmmprin
のELISA 系プレートにおいてrS100A9のプレ
ートへの結合を抑制する物質を発見するこ
とはできなかった。したがって、この実験は
候補物質を見つけることなく実験を終了と
して、転移実験に集中することとした。 
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