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研究成果の概要（和文）：　我々はS100A8 cDNAを組み込んだpCXGFPベクターをラットES細胞に注入し，S100A8
トランスジェニックラット（F0）の樹立に成功した．その後，野生型Wistar rat (WT-rat)とTg-S100A8の腹腔内
にLPSを投与したところ，WT-ratの肝組織に多数のマクロファージが集積し，急性肝障害が誘導されていた．一
方，Tg-S100A8の肝組織障害は認められず，マクロファージの局在性は散在的であった．これらの結果は，
S100A8がLPSによる肝障害を抑制している可能性を示唆している．
　現在，そのメカニズムの解明に向けて研究を進めている（投稿中）．

研究成果の概要（英文）：We artificially inserted S100A8 cDNA to the pCXGFP vector and then injected 
the resultant plasmid to embryonic stem (ES) cells of rats, and conclusively succeeded in having a 
S100A8 transgenic rat (Tg-S100A8).  Lipopolysaccharide (LPS) was intraperitoneally administrated in 
wild-type rats and Tg-S100A8, so that acute liver damage has been induced in the liver tissue of 
WT-rats, where many macrophages have been also accumulated.  While, acute liver damage in Tg-S100A8 
was not almost observed, and immune cells were scattered in the liver tissue.  These facts suggest 
that S100A8 could serve as an anti-inflammatory protein in Tg-S100A8.  We are attempting to 
elucidate the mechanisms responsible for negatively regulating acute liver damage by LPS in 
Tg-S100A8.

研究分野：臨床病態学

キーワード： マクロファージ　トランスジェニックラット　急性炎症　LPS　S100タンパク質
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研究課題	
 

	
 S100 タンパク質トランスジェニックラッ

トを用いた潰瘍性大腸炎発症機構の解明	
 

 
１．研究開始当初の背景 
	
 S100 タンパク質，すなわち S100A8 及び

S100A9 の免疫学的機能は，多くの研究者によ

って明らかになりつつあるが，その詳細は未

だ不明な点が多くある．その中で，厚生省指

定の難病である潰瘍性大腸炎（UC）の発症と

その後の病態変化にマクロファージの異常

活性が深く関わっている可能性が報告され

た．しかし，そのメカニズムは現在でも未詳

である．我々は本免疫細胞の主たるタンパク

質である S100 タンパク質がその異常活性に

関与している可能性を考えた．そこで，最初

に S100A8 の免疫機能に焦点を当て，S100A8

トランスジェニックラット（S100A8-Tg）を

樹立し，この S100A8-Tg を用いた in	
 vitro

及び in	
 vivo の実験を通して S100 タンパク

質の免疫機能，ひいては UC 発症メカニズム

の解明に繋がると考えたことが，着想に至っ

た経緯である．	
 

 
２．研究の目的 
	
 S100 タンパク質（S100A8,	
 S100A9 及び

S100A8/A9）は，急性炎症の際，マクロファ

ージが産生する急性炎症反応性タンパク質

である（図１）．しかし，それらの免疫機能

は現在でも十分に解明されていないのが現

状である．そこで，我々は S100A8-Tg の作製

を試みること（図２），次に S100A8-Tg と野

生型ラット（Wistar ラット：W-ラット）にリ

ポポロサッカライド（LPS）を腹腔内に投与

して誘導した急性肝障害モデルを通して，

LPS 刺激後の肝組織内の急性変化をタンパク

質及び遺伝子レベルで比較検討することに

より，S100A8 の免疫学的機能を明らかにし，

S100 タンパク質の免疫機能，ひいては UC 発

症原因の解明を目的とする．	
 

 

 
 
３．研究の方法 
（材料）	
 

	
 S100A8-Tg 及び W-ラット（200〜230	
 g/rat），

Lipopolysaccharide	
 (LPS,	
 Sigma	
 Co.	
 Ltd.)，

リコンビナントラット S100A8（r-S100A8）及

び r-S100A9，抗 r-S100A8 モノクローナル抗

体（mAb-2H6,	
 mAb8A6），抗 r-S100A9 モノク

ローナル抗体（mAb-1D11,	
 mAb15E9），ペルオ

キシダーゼ（HRP）標識抗マウス IgG（ヤギ）

抗体，ジアミノベンチジン 4-塩酸塩（DAB）,	
 

ビオチン標識キット（Dojindo	
 Co.	
 Ltd.），

FITC 標識試薬，ビオチン標識 mAb-2H6,	
 FITC

標識抗マウス IgG（ウマ）抗体，Texas	
 Red

標識ストレプトアビジン（STA-Texas	
 Red），

TRIzol 試 薬 ,	
 Super	
 Script Ⅱ Reverse	
 

Transcriptase	
 (SSⅡRT),	
 Fast	
 SYBR	
 Green	
 

Master	
 Mix,	
 S100A8,	
 S100A9,	
 IL-1β,	
 IL-6,	
 

TNF-α,	
 IL-10,	
 TGF-βに対する各種プライ

マー（LifeScience	
 Co.	
 Ltd.），HE 染色用，

S100A8 及び S100A9 測定用 ELISA キット

（Yamasa	
 Shoyu	
 Co.	
 Ltd.）．	
 

	
 

（方法）	
 

①	
 S100A8-Tg 及び W-ラットの腹腔内に LPS

（10	
 mg/kg）を投与し急性肝障害を誘導した

（約 24 時間）．心臓採血後に得られた血清は

−80℃で保存した．同時に，それぞれのラッ

トから肝組織を摘出し，その一部は 10%中性

ホルマリンで固定し，免疫組織染色用試料と

した．	
 

②	
 LPS（2.5	
 mg/rat）を腹腔内に投与後 1時

間及び 1.5 時間後に心臓採血し，同時に，

S100A8,	
 S100A9及び各種サイトカインに対す

る mRNA 測定用として，肝組織の一部を数カ

所から無菌的に採取し，全 RNA を抽出した．	
 

③	
 肝組織のパラフィン切片を用いて HE 染色

を実施し，肝組織に誘導された障害の程度を



顕微鏡下で観察した．一方，mAb2H6 及び

mAb15E9 を用いて免疫染色（DAB 及び蛍光）

を行い，肝障害の程度とマクロファージの局

在性と S100 タンパク質の発現状態を蛍光顕

微鏡下で観察した．	
 

④	
 血清中及び組織中の S100 タンパク質は

我々が開発した ELISA により測定した．	
 

⑤	
 SSⅡRT を用いた PCR により，全 mRNA から

S100A8,	
 S100A9,	
 IL-1,	
 IL-6,	
 TNF-α,	
 IL-10,	
 

TGF-βの一本鎖 cDNA を作製し，遺伝子解析

用試料とした．その後，Fast	
 SYBR	
 Green	
 

Master	
 Mix を用いて，Real-Time	
 PCR により

各 cDNA の発現量を定量的に測定した．	
 

	
 なお，S100A8-Tg は特異的プライマーを用

いて PCR により遺伝子レベルで確認した（日

本 SLC による）．（図３）	
 

	
 
４．研究成果	
 

①	
 HE 染色による組織学的観察	
 

	
 	
 LPS 投与後 24 時間では W-ラットの肝組織

に急性肝障害が明らかに誘導されたが，

S100A8-Tg の肝臓にはそのような急性変化は

ほとんど観察されなかった．（図４）	
 

	
 

②	
 免疫染色	
 

	
 mAb2H6 及び mAb15E9 を用いて S100 タンパ

ク質を産生する W-ラット肝組織中マクロフ

ァージを免疫染色（DAB 染色）により特定し，

それらの分布を観察したところ，S100A8 及び

S100A9 を発現した多数の免疫細胞（マクロフ

ァージ）が炎症部位に集積していることを確

認した．しかし，S100A8-Tg ではそのような

免疫細胞はほとんど観察されず，S100 タンパ

ク質陽性免疫細胞は明らかに少なく，かつ散

在的であった．また，その局在性も散在的で

あり，ほとんどの陽性細胞は S100A8 及び

S100A9 を同程度発現していたが（図５），

S100A9 がやや優位であった．	
 	
 

	
 

③	
 LPS 刺激後の mRNA の変動	
 

	
 LPS 刺激後 1 時間では，W-ラットの肝組織

中における S100A8 及び S100A9 の	
 mRNA はコ

ントロールに対してヤック 2倍程度誘導され

たが，S100A8-Tg では処理前にすでに W-ラッ

トの約 14 倍に達していた．LPS 刺激でもこの

発現量はほとんど変化なかった．一方，LPS

刺激後 24 時間では，S100A9 の発現量は微量

であったが，LPS 刺激後もほとんど変化なか

った．しかし，S100A8	
 mRNA は未処理の

S100A8-Tg において W-ラットより約 40 倍上

昇し，さらに LPS 刺激 S100A8-Tg の場合，LPS

刺激後W-ラットにおける発現量の140倍にも

増加した．	
 

	
 

④	
 各組織中 S100A8 及び S100A9 の発現	
 

	
 未処理の W-ラット及び S100A8-Tg の肝臓，

肺臓，腎臓，心臓，脾臓に含まれる S100A8

及び S100A9 を ELISA で測定した．その結果，

S100A8 は肝組織においてわずかに検出され

たが，その他の組織ではほとんど検出できな

かった．それに対して，S100A9 は W-ラット

及び S100A8-Tg の心臓及び腎臓における発現

量は非常に低かったが，肝臓，肺臓，脾臓で

は強く発現していた．	
 

	
 一方，LPS（2.5	
 mg/rat）で刺激した W-ラ



ット及び S100A8-Tg においては，S100A8 は肝

組織においてわずかに検出されたが，その他

の組織ではほとんど検出されず，未処理の場

合とほぼ同様であった．それに対して，

S100A9 は未処理の W-ラット及び S100A8-Tg

いずれにおいても，肝臓，肺臓，脾臓におい

て強く発現していたが，心臓と腎臓ではほと

んど検出されなかった．しかし，LPS 刺激で

は，心臓と腎臓においても他の臓器と同程度

存在していた．さらに，W-ラットの血清中に

は高濃度の S100A9 が検出されたが，

S100A8-Tg の血清中ではほとんど検出されな

かった．	
 

	
 次に，ヘテロダイマーである S100A8/A9（カ

ルプロテクチン）を ELISA で測定した．その

結果，S100A8/A9 は肝臓，肺臓，脾臓におい

て検出されたが，他の臓器ではわずかに検出

されるにすぎなかった．	
 

	
 

⑤	
 各種サイトカインの変動について	
 

	
 W-ラット及び S100A8-Tg において，LPS 刺
激後の各種サイトカインmRNA（TNF-α,	
 IL-6,	
 
IL-1β,	
 IL-10,	
 TGF-β）の変化について検
討した．その結果，LPS 刺激後 24 時間におけ
る mRNA は，W-ラット及び S100A8-Tg ともに
大きな変動はなかった．現在，LPS 刺激後 1
時間及び 1.5 時間における S100 タンパク質
及び各種サイトカイン mRNA の変化について
検討中である．	
 

	
 以上の結果から，LPS によって W-ラットに

肝障害が誘導され，その障害部位に S100A9

を優位に発現する免疫細胞（主にマクロファ

ージ）が集積した事実から，S100 タンパク質，

とくに S100A9 は優れた肝障害マーカーであ

り，急性炎症性変化に深く関係する因子であ

ると考えられた．一方，S100A8-Tg を用いた

in	
 vivo における実験において，肝障害がほ

とんど観察されない事実は，高発現している

S100A8 が肝障害の発生を抑制的に制御する

可能性を示唆している．そこで，これらの事

実を明らかにするため，S100 タンパク質と各

種サイトカインの mRNA を測定したが，大き

な変動は確認されなかった．これは，半減期

が短いため LPS 刺激後 24 時間では検出でき

なかったためと考えられる．	
 

	
 一方，W-ラット及び S100A8-Tg の主要臓器

には，S100A8 はほとんど検出されず，S100A9

が豊富に含まれていたことは注目された．一

般に，S100A9 は炎症誘導タンパク質と言われ

ているが，	
 LPS 刺激の S100A8-Tg ラットにお

いて，S100A9 が高濃度に存在しているにも係

らず肝臓における炎症性変化がほとんど観

察されなかった事実は，肝組織中のマクロフ

ァージが LPS を検知し，病的因子の侵入に対

応する初期対応として S100A9 を分泌するこ

とによって生体防御に貢献している可能性

が示唆された．しかし，分泌された S100A9

が過剰になることが予想される．その過剰分

を S100A8 が S100A9 と複合体を形成すること

によって，	
 S100A9 の分泌量を S100A8 が厳密

に制御している可能性がある．	
 

	
 LPS 投与後 24 時間の肝組織においても

S100A8-Tg の肝臓に炎症が誘導されないメカ

ニズムは現在でも明らかでないが，刺激によ

って S100A8 が積極的に誘導され，炎症性因

子と言われている S100A9 と複合体を形成す

ることにより，炎症反応を間接的に制御して

いる可能性が示唆された．	
 

	
 このように，S100A8 は急性炎症を抑制的に

制御する急性炎症制御性タンパク質であり，

S100A8-TgはS100A8の免疫学的機能を明らか

にするための極めて貴重なモデルラットで

ある．今後，S100A8-Tg を用いた in	
 vitro 及

び in	
 vivo の実験系において，LPS 刺激後の

情報伝達経路を詳細に解析し，そのメカニズ

ムを解明したい．	
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