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研究成果の概要（和文）： 
	
 ヒト S100A8/A9 が血清中でフィブロネクチンと非特異的に結合すること，また両者が単球及び好中球
の細胞膜表面に存在すること，フィブロネクチンは骨髄系免疫細胞によって炎症組織に運搬される可能性
の高いことが明らかになった。次に，S100A8 が LPS 誘導急性肝障害を軽減することが明らかになった
ことから，S100A8 が急性炎症に対する調節因子として機能している可能性を示した。一方，自己免疫性
心筋炎モデルを用いて実験から，S100 タンパク質が活性化されたマクロファージの優れたマーカーであ
ることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We found that S100A8/A9 non-specifically bind with fibronectin (h-FN), and that both the 
two protein exist on surface membrane of neutrophils and monocytes.  The h-FN could be 
conclusively transported with S100A8/A9 in blood and/or on immunological cells, and effectively 
prevent further attack by various internal oxidants or repair damaged liver tissue in vivo.  When 
recombinant human S100A8 was intravenously injected in the rats with LPS-induced liver damage, 
not only expression of r-S100A9 but also the activities of AST, ALT and LD significantly went 
down in comparison with those of the rats with liver damage, strongly suggested that the r-S100A8 
could serve as a regulator of acute inflammatory reaction in the rats with LPS-induced damage.  
Immunohistochemistry provided interesting microscopic images, in which much r-S100A8 and 
r-S100A9 were observed in many macrophages in the heart tissues of rats with experimental 
autoimmune myocarditis.  In addition, macrophages were positive for not only CD68 antigen but 
also r-S100A8 and/or r-S100A9 proteins, strongly suggesting active condition of the macrophages 
in inflamed areas of the heart tissues with EAM.  Therefore, r-S100A8 and r-S100A9 in 
macrophages should be novel indexes for active condition of the cells in the EAM rats. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 骨髄由来の免疫細胞、すなわちマクロファ
ージや好中球が移植後の拒絶反応に対する
急性炎症の際、S100 タンパク質が著しく血
中において上昇することを見出し、報告した。
しかし、その S100 タンパク質がどのような
目的で、どのような機能を担って分泌される
のか、あるいはどのような形状で存在してい
るのかはほとんど不明であった。S100 タン
パク質は S100A8と S100A9、及びこれらが
会合した S100A8/A9 の存在は確認されてい
るが、ホモダイマーである S100A8/A8 と
S100A9/A9 の存在はいまだに確認されてい
ない。一方、S100 タンパク質と血中のタン
パク質成分との複合体、すなわち炎症性サイ
トカインとの複合体について、我々はその存
在の可能性を報告してきた。このように、
S100 タンパク質は血清中あるいは血漿中の
成分と複合体を形成することにより、生体内
の恒常性の維持、とくに急性炎症における炎
症反応の制御など、何らかの機能的役割を果
たしている可能性が強く示唆される。このよ
うに、S100 タンパク質と複合体が形成され
ることは、免疫学的にも注目される。また、
S100 タンパク質が骨髄系免疫細胞に強く発
現することを考えると、複合体形成は免疫学
的な意義を有する可能性がある。とくに、急
性炎症期に著しく血中において増加するこ
とから、急性炎症を伴う炎症性疾患や拒絶反
応に伴う急性炎症に深く関連する可能性が
予想される。従って、各炎症性の早期発見あ
るいは経過と予後の監視において、S100 タ
ンパク質との複合体が新しいバイオマーカ
ーとなりうる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
	
 S100タンパク質、特に S100A8/A9に結合
する血中成分を同定し、その生理的、免疫学
的意義について考察すること、また、モノマ
ーであるラット S100A8及び S100A9に対す
るモノクローナル抗体を作製し、これらの細
胞生理学的意義を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
１）アフィニティークロマトグラフィー	
 
２）SDS-PAGE	
 
３）Western	
 blotting	
 
４）ゲル濾過法	
 
５）質量分析法	
 
６）酵素免疫測定法（ELISA）	
 
７）免疫染色及び蛍光免疫染色	
 
８）DHE 染色	
 
９）Flow	
 cytometry	
 
	
 
４．研究成果 

１）S100A8/A9 結合タンパク質の分離・精
製及び機能的役割について 
	
 S100A8/A9 結合 Sepharose	
 4Bアフィニティ
ーカラムを用いて、S100A8/A9 に結合する血
中タンパク質成分の分離・精製を試みたとこ
ろ、複数のタンパク質成分を分離することが
できた	
 (Fig.1)。	
 

 
 
Fig. 1. Isolation of serum constituents binding with 
r-S100A8/A9 from human sera of patients 
 In A, SDS-PAGE for serum constituents binding 
with r-S100A8/A9 was carried out in the presence of 
2-ME.  Lane M shows molecular mass markers.  
Lanes 1, 2 and 3 show protein bands of the serum 
constituents eluted from r-S100A8-, r-S100A9- and 
r-S100A8/A9-Sepharose 4B affinity columns, 
respectively.  In B, anti-serum constituents antibodies 
preliminary raised in rabbits and anti-rabbit IgG 
(goat) IgG-HRP were used as the first and second 
antibodies, respectively.  Loaded samples of lanes a, 
b and c in panel A correspond to those in panel B, 
respectively. 
	
 

その成分を質量分析法で同定したところ、フ
ィブロネクチンとも結合することが判明し
た。そこで、我々はフィブロネクチンに対す
るモノクローナル抗体を作製し、血中におけ
る変動を明らかにするため、ELISA を構築し
た。その結果、フィブロネクチンを定量的に
測定することが可能となった	
 (Fig.2)。	
 

 
Fig. 2. Linearity and sensitivity of the ELISA for h-FN, 
and its precision and recovery 
 In A, h-FN (BD Biosciences Co. Ltd.) was used as 
the standard.  In B, two pooled sera with different 
concentrations (low and high) were used to confirm 
the linearity of the ELISA. 



	
 
一般に、フィブロネクチンは炎症の修復ある
いはさらなる侵襲を防御することが示唆さ
れているが、S100A8/A9 がこのフィブロネク
チンと結合し、炎症部位に輸送するキャリア
タンパク質としても機能する可能性が強く
示唆されたことである。したがって、血中に
おいてフィブロネクチンは障害の修復に使
用されるため、炎症とともに減少する。逆に、
CRP 及び S100A8/A9 は上昇する傾向を示した	
 
(Fig.3)。	
 

 
 
Fig. 3. Changes in h-FN, h-S100A8/A9, CRP and other 
laboratory markers in serum of a liver recipient 
 Liver transplantation was performed for 
hepacocellular carcinoma associated with liver 
cirrhosis (c-type).  Concentrations of h-S100A8/A9 
and h-FN were measured by the ELISA methods for 
each protein, respectively.  Other laboratory markers 
were measured using an automatic chemical analyzer 
(TBA200FR-Neo; TOSHIBA, Tokyo).  The day of 
surgery is indicated by a vertical open triangle.  
Values are presented as the relative ratio to the upper 
value of the normal range of each marker. 
	
 

このように、CRP だけでなく、フィブロネク
チン及び S100A8/A9 を同時に測定することに
より、より正確に移植後の拒絶反応に伴う急
性炎症を監視することが可能である。	
 
	
 
Table 1 
Identification of PXs by mass spectrometry 
 
 Proteins identified 
 
P1 IgM chain C region 
P2 Serum albumin 
P3 Plasminogen 
P4 Plasminogen 
P5 Plasminogen and Fibrinogen beta chain 
P6 Plasminogen 
P7 Plasminogen and Fibulin-1 
P8 Serum albumin 
P9 IgM chain C region and Antithrombin-III 
P10 Fibronectin 
P11 Immunoglobulin light chain 
P12 Immunoglobulin light chain 
P13 Antithrombin-III／IGHA1a and 
 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 
P14 Fibronectin 
 
a: Ig alpha-1 chain C region 

	
 
	
 一方、S100A8/A9 と結合するタンパク質成
分はフィブロネクチン、プラスミノーゲン、
アンチトロンビンⅢなどであった。注目され
たのは、凝固止血系の因子と結合することで
あった。したがって、S100A8/A9 は移植後に
起こるとされている DIC の発症に関係してい
る可能性が示唆された（Table	
 1）。	
 
	
 以上から、移植後の監視において、CRP だ
けでなく S100A8/A9、フィブロネクチンも有
用なバイオマーカーであることが明らかと
なった。	
 
	
 
２）S100A8 及び S100A9 の細胞内局在と
その分布、及び S100A8 の炎症抑制効果に
ついて 
	
 S100A8/A9 の生理的、機能的意義に関して
は多数の報告がある。しかし、S100A8 及び
S100A9 の機能的役割が十分解明されるには
至っていない。そこで、我々は動物実験を通
して検証することを試みた。すなわち、ラッ
トの S100A8 及び S100A9 に対するモノクロー
ナル抗体を作製し、S100A8 及び S100A9 の細
胞内局在及び細胞外への分泌に関する検討
を in	
 vivo 及び in	
 vitro の系で実施した。
その結果、ラット S100A8 及び S100A9 に特異
的なモノクローナル抗体の作製に成功した。	
 
そこで、まずラット S100A9 に対する ELISA
の開発を試みた。その結果、精度のよい
SELISA を構築することに成功した	
 (Fig.4)。	
 
	
 次に、LPS で誘導した急性肝障害モデルラ
ットにヒトリコンビナント S100A8 を血管内
に投与し、作製した S100A8 及び S100A9 に対
するモノクローナル抗体を用いて炎症抑制
効果があるかどうかを組織学的、生化学的に
検討したところ、組織学的には炎症反応、及
び S100 タンパク質陽性免疫細胞が数及び量
ともに有意に減少することを明らかにした。
また、組織学的に、肝組織の炎症部位に集積
している免疫細胞は CD68 に強い陽性反応を
示したことから、その大半はマクロファージ
であることが判明した。したがって、ヒト
S100A8 はマクロファージに作用し、免疫抑制
効果を発揮している可能性が示唆された。	
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Fig. 4 Specificity of monoclonal antibodies for rat 
S100 proteins and development of an enzyme-linked 
immunosorbent assay. 
 In A, lane M shows molecular mass markers.  
Lane P shows protein bands of the mixture of 
rr-S100A8 and rr-S100A9.  Lanes 1 to 5 contains the 
same proteins as lane P (100 µg/lane).  
Anti-r-S100A8 antibody (mAb2H6) was used as the 
first antibody (lane 1).  Anti-r-S100A9 antibodies 
(mAb1d11, mAb10D11 and mAb15E9) were used as 
the first antibody (lanes 2-4).  Anti-mouse IgG 
(horse) IgG-HRP conjugate was used as the second 
antibody (lanes 1-4).  In B, a polycarbonate ELISA 
plate preliminarily coated with rat S100 proteins 
partially purified from rat leukocytes was used.  In 
contrast, an ELISA plate with no antigen was used as a 
negative control.  Each monoclonal antibody was 
detected with anti-mouse IgG (horse) IgG-HRP 
conjugate.  In C and D, an ELISA plate preliminarily 
coated with mAb1D11 (5 µg/ml) was used.  In D, two 
pooled sera with different concentrations (low and 
high) were used to confirm the linearity of the ELISA. 

	
 
 
Fig. 5. Intracellular localizations of endogenous 
S100A8 and/or S100A9 in the immune cells in the rats 
with LPS-induced damage.  A gr: panels A1-A4, B gr: 
panels B1-B4, C gr: C1-C4, D gr: panels D1-D7.  
Panels D5-D7: nuclei were stained with DAPI.  In 
panel D1, two groups of immune cells in the center and 
around inflamed areas of the liver tissues are indicated 
by two white circles and horizontal arrows, 
respectively.  Color of microscopic images: red, 
r-S100A8; green, r-S100A9; yellow, merge; blue, 
nuclei.  A1, B1, C1 and D1: low power field (× 100).  
A2, B2, C2 and D2: high power field (× 600).  A3, A4, 
B3, B4, C3, C4 and D3 to D7: super high power field 
(× 4000). 
	
 
	
 また，S100A8 及び S100A9 の免疫細胞内に
おける局在性について検討したところ，
S100A8 は細胞室内に、S100A9 は細胞膜周辺
に局在する傾向が観察された（Fig.	
 5）．さ
らに、一般的な炎症マーカーであるAST,	
 ALT,	
 
LD 活性が有意に低下したことから、S100A8
が LPS 誘導急性肝障害を間接的に抑制する可
能性を明らかにした	
 (Table	
 2)。しかし、こ

のような抑制効果がどのような機序によっ
て行われているかは今後の課題である。	
 
	
 
３）自己免疫性心筋炎モデルラットにおける
免疫細胞の役割とS100タンパク質の機能的
役割について 
	
 自己免疫性心筋炎モデルラット（EAM）に
おいて、S100 タンパク質、とくに S100A8/A9
が炎症の助長あるいは抑制に深く関わって
いることを寺崎らが報告した。しかし、
S100A8 及び S100A9 が S100A8/A9 と強調して
作用するのか、あるいは単独で免疫学的な機
能を発揮しているのか、ほとんど明らかにな
っていない。そこで、ラット S100A8 及び
S100A9 に対するモノクローナル抗体を用い
て、EAM を発症したラット心筋組織における
免疫細胞、とくにマクロファージの S100A8
及び S100A9 の細胞内局在性とその分布を観
察し、S100 タンパク質の機能的役割に関する
検討を試みた。	
 
	
 その結果、ブタミオシンで免疫してから 14
日目には軽度に、21 日目には明らかに心筋炎
が誘導されていることが確認できた。炎症を
伴う心筋組織には免疫細胞、とくにマクロフ
ァージが集積する様子が明確に示され、その
マクロファージには S100A8 が優位に発現し
ていることが明らかになった（Fig.	
 6）。	
 
	
 しかし、EAM モデルにおいて、S100A8 が炎
症抑制的に作用しているのか、あるいはその
反対であるのか、また、どのような作用機序
で S100 タンパク質が誘導されるのかは依然
として不明である。そこで、21 日目における
マクロファージ内の NF-kBを酵素抗体法によ
り検出したところ、核内において強い陽性反
応が確認できたことから、TLR4 レセプターを
介した炎症反応に対する情報伝達経路によ
る活性化と深く関係している可能性が示唆
された。	
 

	
 
Fig. 6.  Infiltration of macrophages expressing 
endogenous S100A8 and S100A9 in the cardiac tissue 
of rats with EAM 
 r-S100A8 (Red) and r-S100A9 (Green) were 
immunohistochemically stained using mAb2H6-biotin 
plus STA-TexasRed and mAb15E9 plus anti-mouse IgG 
(horse) IgG-FITC, respectively.  Magnification of 
light microscopy: low power field (× 100) 
	
 

LPS+S100A8 (8h) 

LPS+S100A9 (8h) 



そこで、ラットからマクロファージを単離し、
LPS で刺激することにより、マクロファージ
内の S100 タンパク質がどのように活性化さ
れどのような細胞内局在を示すか、あるいは
どのような分泌機能を示すかについて検討
した。その結果、活性化前は S100 タンパク
質がマクロファージ内の一部に集積する傾
向にあったが、刺激後はその集積場所から細
胞膜周辺に移動し、さらに細胞外に分泌され
ることを初めて明らかにした（Fig.	
 7）。	
 

	
 
Fig. 7.  Infiltration of macrophages expressing 
endogenous S100A8 and S100A9 in the cardiac tissue 
of rats with EAM 
 Fluorescent immunological staining of CD68 and 
r-S100A8 was carried out.  Magnification of light 
microscopy: super high power field (× 2500). 
 
	
 以上から、S100 タンパク質は TLR4 の情報
伝達経路を介して、その発現と分泌が制御さ
れている可能性が強く示唆された。今後、免
疫細胞、とくにマクロファージからの S100
タンパク質（S100A8,	
 S100A9及び S100A8/A9）
の分泌機構の解明が急性炎症に対する S100
タンパク質の本質的な機能的役割の解明に
繋がると考えられた。	
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Table 2.  Changes in the levels of r-S100A9 in the serum and liver of rats with LPS-induced damage 
 
 
Markers S100A9 AST ALT LDH 
 
Treatment (n=6) Serum Liver Serum 
 
NC (No treatment) 1 1 1.0 1.0 1.0 
A gr (LPS alone) 125±18.8a,h,i 290±52.2b,c,j 2.3±0.18d 3.1±0.22e 9.3±1.3f,g 
B gr (LPS+S100A8¶) 55±6.2a 128±16.6b 1.7±0.17d 2.0±0.19e 6.4±0.71f 
C gr (LPS+S100A9¶) 110±13.2 180±23.0c 2.4±0.26 3.4±0.39 71±10.7g 
G gr (rh-S100A8¶ alone) 15.4±2.1h 66.6±10.1j - - - 
H gr (rh-S100A9¶ alone) 10.3±1.3i - - - - 
 
¶: rh-S100A8 or rh-S100A9 was intravenously administrated into the tail vein of the rat with and without 
LPS-induced liver damage.  Values are the mean ± 1SD of relative concentrations of r-S100A9 against those 
(mean of triplicate determinations) of negative control rats (NC), respectively, 8 h after injection of LPS.  
Within-day variation (coefficient of variation, C.V.) in ELISA for r-S100A9 was less than 7%.  a, b, d, e, f: p < 0.01，
c, g, h, i, j: p < 0.001, gr: group. 


