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研究成果の概要（和文）：S100A8/A9を吸着し、がん細胞に作用させないデコイタンパク質製剤{受容体細胞外領
域(exReceptors)とIgGのFc領域との融合キメラタンパク質}( exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc)のCHO細
胞による大量調製系を確立した。これらデコイタンパク質の効能を動物転移モデルで検討したところ、メラノー
マの肺転移性の顕著な減少が認められた。

研究成果の概要（英文）：It has been compiled growing mass of evidence that S100A8/A9 as a soil 
signal has significant role in cancer organ specific metastasis through the binding with diverse 
receptors such as TLR4　and RAGE, as soil sensors. In addition to them, we further succeeded to 
identify another important receptors, EMMPRIN, NPTNb; and MCAM. Hence, these novel molecules might 
become promising therapeutic targets. In this study, we prepared the extracellular regions of these 
molecules fused to the IgG-Fc for aiming longer half-life extension and evaluated the 
anti-metastatic effects of purified proteins on metastatic melanoma cells. The purified proteins 
suppressed markedly the S100A8/A9-mediated up-regulation of cancer cell metastasis via capturing the
 exogenous S100A8/A9. We therefore suggest that the developed biologics comes into a valuable 
appliance to regulate a “seed and soil” tumor metastasis.

研究分野：腫瘍生物学、分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 「分泌性 S1008/A9 タンパク質」と「その
受容体」の関係が、がん細胞の肺への遠隔転
移に非常に重要であることがわかってきて
いる。EMMPRIN、NPTNβ、MCAM は、代表者ら
が独自に見出した新規S100A8/A9受容体であ
る。メラノーマをはじめとする多種多様な高
転移性のがん細胞で高い発現を示す。
S100A8/A9 は、メラノーマを認知した遠隔の
肺から過剰に産生分泌され、メラノーマの肺
転移を誘導するが、メラノーマにおける
EMMPRIN、NPTNβ、MCAM の機能を阻害すると
（EMMPRIN、NPTNβ、MCAM の細胞質領域を欠
失したドミナントネガティブ体をメラノー
マに強制発現）、メラノーマは、肺への遠隔
転移が全く起こらなくなったのである。この
ことから、これら受容体は、がん転移の分子
標的となるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本計画では、S100A8/A9 を吸着し、がん細
胞に作用させないデコイタンパク質製剤{受
容体細胞外領域(exReceptors)と IgG の Fc領
域との融合キメラタンパク質}の開発を提案
した。EMMPRIN、NPTNβ、MCAM の細胞外領域
を利用したデコイタンパク質のCHO細胞によ
る大量調製系の確立と効能評価を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞：本研究に使用した細胞は次の通
りである。チャイニーズハムスター卵母細胞 
(CHO)、マウスメラノーマ細胞株 (B16-BL6)。
これらの細胞は、10% FBS を含有する
DMEM/F12 培地にて培養した。 
（2）哺乳動物発現コンストラクト：独自に
開発した超高効率遺伝子一過性発現プラス
ミドベクター pIDT-SMART (C-TSC) (Mol 
Biotech 2014)を安定発現用に改良し、
EMMPRIN、NPTNβ、MCAM の各細胞外領域-Fc 融
合遺伝子を当改良ベクターに挿入した。 
（3）プラスミドベクターの細胞内導入：高
純度精製発現コンストラクトのCHO細胞への
トランスフェクションは エレクトロポレー
ション法により行った。 
（4）細胞走化性アッセイ： ボイデンチャ
ンバー法にて行った。細胞透過膜には、8μm
のポアが形成されている。膜下層の培養液に
は、S100A8/A9 をそれぞれ 100 ng/mL になる
ように添加した。評価は、細胞（5000 
cells/insert）を播いて48時間後に行った。 
（5）動物実験： メラノーマ細胞株(1 x 106 
cells in 0.25 mL/mouse)をマウスの尾静脈
に注入し、2 週間後にマウス肺への転移の検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1)exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc
の CHO 安定発現クローンの作成に成功した。
クローンは、セルソーティング後の各細胞ク
ローンの培養上清を用いた発現タンパク質

ELISA check、そして、SDS-PAGE による CBB
染色 checkから発現の特に顕著なものを選択
した。 
(2)これらクローンから高純度大量精製した
デコイタンパク質はいずれも、S100A8/A9 結
合能、メラノーマの走化、浸潤能の抑制に非
常に優れていることが明らかとなった。 
(3)動物転移モデル（マウスのメラノーマ尾
静脈投与による肺転移モデル）で、これらデ
コイタンパク質の効能を検討したところ、
exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc は、
メラノーマの肺転移を顕著に抑制した。 
 以上、当計画から、EMMPRIN、NPTNβ、MCAM
は、その発現が上昇しているがん種において
は、治療の有効な分子標的となりうる可能性
が示された。 
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