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研究成果の概要（和文）：TLR4の内因性リガンドとして (1)存在証明：SAA3ペプチドと受容体TLR4/MD-2の結合部位の
決定。(2)ホメオスタシスへの寄与：SAA3発現クララ細胞の癌肺転移への影響。(3)癌以外の病態の解析：DNA結合タン
パク質C1DはTLR9の新規内因性リガンド。慢性骨髄性白血病の分子標的薬耐性にTLR4が関与。(4)臨床応用への試み：低
分子化合物セラストラマイシン結合タンパク質（mTOC）の同定。ヒトSAA3特異的抗体によるSAA3濃度測定。ADAM12の阻
害剤（KB-R7785）と誘導体の転移実験。(5)ホメオスタシス解明の為の上記欠損マウスの樹立。の結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We focused on five points (1)endogenous ligands for TLR4 (2)homeostasis inflammati
on (3)pathological condition (4)translational research, and (5)generation of knockout mice. We showed conc
lusion as below.
(1)We showed binding between TLR4/MD-2 and peptide SAA3 (20-86). Binding site of S100A8 was center domain 
of TLR4. (2)Bronchial Clara cells contribute to lung metastasis by amplifying SAA3. (3)We found that C1D, 
a DNA-binding protein, is a novel endogenous ligand for TLR9. We found that TLR4 signaling plays a role in
 resistance to BCR-ABL kinase inhibitor, imatinib, in Chronic myeloid leukemia. (4)We identified mTOC as a
 Cerastramycin binding protein. We created human SAA3 ELISA system to quantitate SAA3 protein in culture m
edia. We are investigating whether KB-R7785, an ADAM12 inhibitor, effect on lung metastasis by reduction o
f cleaved form of ephrin-A1. (5)To examine the homeostasis inflammation related to S100A8 and SAA3, we are
 trying to establish knockout mouse system.
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１．研究開始当初の背景 

病原体センサーのプロトタイプである

Toll 様受容体（TLR）は、病原体成分ばか

りでなく、自己由来内因性リガンドにも応

答する可能性が示されている。特に組織破

壊に伴って内因性リガンドが TLR を活性化

することは知られており、Danger Signal

という概念で理解されている。しかしなが

ら、一般的な組織破壊とは異なる状況にお

いても TLR が活性化されることがわかり始

めており、本領域では、自然炎症という、

Danger Signal よりさらに広い概念を提案

している。 

 

２．研究の目的 

本研究計画においては、癌細胞の転移にお

けるTLR、特にTLR4の役割に焦点を絞って、

解析を進めてゆく。我々はすでに、原発巣

から肺への癌細胞の転移に、S100A8、血清

アミロイド A3（SAA3）という分子群が重要

な役割を果たしていることを報告している

（Nat. Cell Biol. 2006、2008）。これらの

リガンドは TLR4/MD-2 に作用することで、

癌細胞の転移を促進するが、まだ作用機序

については不明な点が多い。そこで、これ

までの解析結果を踏まえて、内因性リガン

ドと病態の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

(1)転移予定臓器である肺の細胞を分画し

て単離し、種々の因子で刺激後の細胞や培

養上清を解析する。cDNA マイクロアレイも

利用し、パラクラインシステムの全体像を

明らかにする。 

(2)S100A8およびSAA3のプロモータ領域を

解析し、転写因子とその制御系を特定する。 

(3)SAA3 をはじめとする遊走因子、TNF など

の増殖因子、およびこれらの受容体、以上

のノックアウトマウスと野性型マウスの間

で相互に骨髄移植を施行し、この骨髄移植

マウスで転移実験を施行することによって、

骨髄由来細胞と転移予定臓器それぞれにお

けるこれら分子の役割を明らかにする。 

(4)本申請領域研究者が新規内因性リガン

ドを発見した場合、上記の(1)および(3)を

これに関して施行し、最終的に転移の生物

系にかけてその意義を明らかにする。 

(5)精製した TLR4/MD-2 複合体と SAA3、

S100A8 ないしこれら由来ペプチドの結晶

構造解析を試みて結合様式を明らかにする。 

(6)総括班で抗 SAA3、抗 S100A8 モノクロナ

ール抗体を作成し、転移成立前後の担癌マ

ウス、臨床検体として癌患者由来の血清な

どを用いて、バイオマ−カ−としての意義の

有無を検討する。担癌マウスの系ではこの

結果を踏まえて転移阻止における抗体治療

その他の模索を行う。 

(7)上記の(1)および(3)の結果を参考にし

て、臓器特異的細胞集団で骨髄由来細胞と

分泌分子の相互作用が可能なものを探索す

ることで、臓器特異的転移機構を明らかに

する。本実験は肺で最初に施行し、成功す

れば脳、肝、腹腔なども転移系を樹立し実

験を予定する。 

 

４．研究成果 

TLR４の内因性リガンドとしてがん促進活

性をもつ S100A8 と SAA3 を中心に、(1)存在

証明、(2)ホメオスタシス（恒常性維持機能）

への寄与、(3)癌以外の病態の解析、(4)臨

床応用への試み、(5)ホメオスタシス解明の

為の上記欠損マウスの樹立の５点を目標と

し研究を行った。 

(1) SAA3 とその受容体 TLR4/MD-2 の結合様

式を SAA3 ペプチドを用いて調べ、

SAA3(20-86)は MD-2 に結合することが分か

った。また東京大学分子細胞生物学研究所

の北尾教授の協力により、S100A8 は TLR4

の中央ドメインと MD-2 に結合した状態が



最もエネルギー的に安定であることが分か

った。 

(2)癌の肺転移を成立させうる生体の反応

については、SAA3 を発現する肺のクララ細

胞が、癌肺転移に影響を与えていることを

明らかにした。 

(3)他の内因性リガンドとして、DNA 結合タ

ンパク質C1DがTLR9の新規内因性リガンド

であることを見出した（投稿準備中）。また

慢性骨髄性白血病において、原因蛋白

BCR-ABL の分子標的薬による抑制効果は、

TLR4 刺激によって阻害されることを見出

した（投稿準備中）。 

(4)計画班班員である東北大学薬学部・倉田

祥一郎教授との共同研究で肺転移を抑制す

る低分子化合物セラストラマイシン結合タ

ンパク質（mTOC）を同定した（投稿中）。ま

た SAA3 の遺伝子解析を行い、ヒト特異的配

列に対し抗体を作成し、培養細胞上清での

SAA３濃度を測定した（投稿中）。担癌マウ

スの血清中の切断型 ephrin-A1 の上昇の発

見により、ephrin-A1 の切断酵素である

ADAM12 の阻害剤（KB-R7785）と誘導体の転

移抑制効果を検討中である。 

(5)SAA3とS100A8の遺伝子欠損マウスを作

製し、癌形成時の宿主側の炎症様変化の関

与を解析中である。 
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