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研究成果の概要（和文）：がんの進展に伴い、がん周辺部には炎症に惹起された微小環境が形成され、がん悪性
化に関与することが見いだされている。また、がんが転移する前の段階において、転移能を有するがん細胞は将
来の転移先となる遠隔臓器の転移前微小環境を形成することが示唆され、本研究では、転移性がんに対する新た
な治療戦略の展開を目指し、大腸がん肝転移における転移前微小環境形成の分子機序を解明することを目的とす
る。同定した転移前肝微小環境形成因子とS100A8による転移促進の分子機序を解析した。さらに、抗S100A8中和
抗体は肝転移を抑制したことから、S100A8は転移先に依存しない転移前微小環境形成因子であることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：During tumor progression, inflammatory signaling develops tumor 
microenvironment. Similarly, metastatic tumors can prepare a premetastatic niche at their favorable 
organs. To establish novel therapeutic strategy against liver metastasis, we investigated the 
mechanism(s) by which hepatic premetastatic niche factor enhance cancer metastasis. We also examined
 the effect of S100A8 on liver metastasis in mouse models, and found that S100A8 played a role in 
liver metastasis. 

研究分野：腫瘍生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

1．研究開始当初の背景 
	 がんによる死亡は主に遠隔臓器への転移
によるものであり、転移性がんに対する有効
な治療法が望まれているが、現在までのとこ
ろ、有効な治療法は確立されていない。従っ
て、転移性がんに対する早期予測マーカーの
確立や予防法、治療法の開発が望まれている。	 	 	
	 がんが進展する過程には、がん細胞自身に
おける遺伝子レベルでの変異に伴った異常
な活性化とともに、がん周辺部に存在する炎
症様の微小環境が存在することが見いださ
れている。がん微小環境下に存在する免疫担
当細胞は骨髄から動員された免疫抑制細胞
を含み、がんの増悪化に関与することがわか
ってきた。このように、炎症に惹起された微
小環境が重要な役割を果たすことが示唆さ
れている中、我々は、転移前肺微小環境の存
在を提唱した(Hiratsuka et al., Nat Cell 
Biol. 2006, 2008)。	
	 転移前肺微小環境とは、がんが原発巣にと
どまっている段階において、液性因子を介し
将来の転移先となる臓器に、がん細胞にとっ
て生着しやすくするための環境である。肺転
移における転移前肺微小環境形成因子とし
て同定した S100A8 は Toll 様受容体 4
（TLR4）内因性リガンドとして働き、血管
透過性を亢進させ、がんの肺転移を促進する。
さらに、SAA3は TLR4/MD-2複合体のうち、
MD-2 に直接結合し、MD-2 依存性に肺への
CD11b 陽性細胞の集簇を誘導することを見
いだした  (Deguchi et al., J. Immunol, 
2013)。しかしながら、S100A8 や SAA3 が
肺転移に特異的な転移前微小環境形成因子
であるのかは不明である。 
	 大腸がんの主な転移先と考えられている
肝臓においては自然免疫の防御反応を担う
TLR を発現している細胞が主に含まれてお
り、正常な肝臓における感染に対する防御反
応として働いている。しかしながら、大腸が
んが肝転移する場合でも、肺に存在する転移
前微小環境と類似した環境が形成されるか
については、全くわかっていない。	

2．研究の目的 
	 転移性がんに対する有効な治療法や早期
予測バイオマーカーを確立するため、今まで
に同定した肝臓における転移前微小環境形
成因子による肝転移促進の分子機序を解明
することを目的とする。さらに、肺転移の転
移前微小環境形成に関わる因子の一つとし
て同定した S100A8の作用機序を明らかにし、
肝転移に対しても S100A8が関与する可能性
について、抗 S100A8抗体を用いて検証する。 
 
3．研究の方法 
(1) S100A8 リコンビナントタンパク質の精
製	
	 マウス S100A8 遺伝子を大腸菌発現ベク
ターpGEX-6P-1 (GE Healthcare) に組み入
れたものを Clear Coli  (Lucigen) に形質転

換し、IPTG誘導により、GSTタグ S100A8
を得た。さらに、PreScission Protease (GE 
Healthcare) 処理することにより、タグ無し
S100A8 を大量精製した。また、細胞培養系
において、S100A8 の作用を検証するため、
テトラサイクリン誘導型 S100A8高発現細胞
由来の S100A8を精製した。リムルステスト
（WAKO）により、精製したタンパク質のエ
ンドトキシンレベルの測定を行い、エンドト
キシンレベルが 0.001EU/µg未満のタンパク
質を細胞培養系の実験に使用した。 
	
(2)S100A8中和抗体の作出 
	 大腸菌由来S100A8タンパク質(Hisタグマ
ウス S100A8) と完全フロイントアジュバン
ドのエマルジョンを作成し、日本白色種
JLA:JW 2羽の背部皮下に接種し、追加免疫
後採取した抗血清から S100A8ポリクローナ
ル抗体を作出した。得られた抗体を S100A8
による走化性アッセイやレポーター細胞を
用いて、得られた抗体の中和活性を評価した。 
 
(3) S100A8と TLR4/MD-2の結合実験 
	 ELISA プ レ ー ト (Greiner) に 高 純 度
TLR4/MD-2 タンパク質を固相し、Protein 
Free Blocking Buffer (Thermo Fisher)によ
りブロッキング後、様々な濃度の S100A8リ
コンビナントタンパク質を反応させた。結合
した S100A8量を抗 S100A8抗体により定量
化した。また、S100A8 由来ペプチドの固相
にはペプチド用固相化プレートを用い、
TLR4/MD-2 リコンビナントタンパク質と反
応させ、抗 TLR4抗体により S100A8に結合
した TLR4/MD-2量を定量化した。 
	
(4)骨髄由来抑制性細胞の解析	
	 担がんマウスから腫瘍塊、肺や肝臓を採取
し、コラゲナーゼ・デスパーゼ系消化液にて
細胞懸濁液を得た。得られた細胞を抗 CD11b, 
Ly6C, Ly6Gや F4/80抗体を用いて染色を行
い 、 骨 髄 由 来 免 疫 抑 制 性 細 胞
（ myeloid-derived suppressor cells; 
MDSC）や腫瘍随伴マクロファージをフロー
サイトメーター（ベックマンコールター；
FC500）にて解析を行った。さらに末梢血は
溶血した後、上記抗体を用いて染色し解析を
行った。	
		
(5)転移前肝微小環境形成因子による転移促
進作用の検証	
	 転移前肝微小環境形成因子を野生型マウ
スに投与後、門脈経由又は尾静脈経由にて蛍
光標識した大腸がん細胞を移植した。マウス
を採材後、肝臓や肺へのがん細胞の生着をフ
ローサイトメーターにより検証した。	
	
4．研究成果	
(1)S100A8による TLR4依存性シグナル伝達	 	 	  
	 転移前微小環境の組織特異性を検証する
ため、まず、肺における転移前微小環境とし



て今までに同定した S100 ファミリーの
S100A8の Toll様受容体 4依存性転移前微小
環境形成の分子機序を検証した。 
 
①S100A8 と TLR4/MD-2 複合体との結合領
域の特定 
 S100A8のTLR4/MD-2との結合に必要な部
位を特定するために、まずマウス S100A8ア
ミノ酸配列を三等分割したペプチドを合成
し、全長同様に ELISA 法により S100A8 と
TLR4/MD-2 の結合を検証したところ、
S100A8 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 が
TLR4/MD-2 との結合に重要であることを見
いだした(Deguchi, et. al. Oncogene 2016)。 
 
②S100A8による TLR4シグナル経路の活性
化 
	 また、野生型マウスから採取した腹腔マク
ロファージを S100A8にて刺激すると、TNF、
IL-6、CCL2 といった炎症性サイトカインや
ケモカインの発現が誘導されるが、TLR4、
MD-2 や MyD88 遺伝子欠失マウスから得ら
れた腹腔マクロファージでは発現上昇が誘
導されないことから、S100A8 によるこれら
因子の産生はTLR4経路依存的であることが
示唆された(Deguchi, et. al. Oncogene 2016)。 
 
(2) S100A8によるがん進展の分子機序 
①抗 S100A8抗体による腫瘍進展の抑制 
	 S100A8 の腫瘍進展に与える影響を検討す
るため、TLR4発現マウス肺がん細胞株 LLC
細胞をマウス背部皮下に移植した後、抗
S100A8 抗体を投与した。投与後一定期間後
に担がんマウスより腫瘍、肺、末梢血を採材
した。その結果、抗 S100A8抗体投与により
皮下腫瘍の増殖が抑制されていた。また、抗
S100A8 抗体を投与したマウスの肺や腫瘍内
における CD11b+Ly6C++Ly6G–細胞(単球系
MDSC)や CD11b+Ly6C+Ly6G+細胞(好中球
系 MDSC)の動員がコントロール IgGを投与
した対照群マウスと比較して減少していた。
さらに、TLR4 阻害は腫瘍内の腫瘍血新生を
顕著に抑制した。従って、S100A8 は骨髄由
来免疫抑制細胞の骨髄からの動員や腫瘍随
伴マクロファージの機能をTLR4依存的に促
進し、転移前肺微小環境形成と腫瘍内におけ
る腫瘍血管新生を亢進することにより、腫瘍
の進展を促進することが示唆された
(Deguchi et al., Oncogene, 2016)。	
 
② がん細胞における TLR4発現の意義 
	 担がんマウスにおいて、抗 S100A8抗体投
与により皮下腫瘍の進展が抑制されたこと
から、S100A8 は転移前微小環境形成だけで
なく、がん細胞自身が発現する TLR4が腫瘍
進展に関与する可能性が示唆された。この可
能性を検証するために、TLR4 を shRNA 発
現ベクターによりノックダウンしたマウス
肺がん細胞株を樹立し、皮下移植を行った。
また、比較対照細胞として、コントロール

shRNA を導入した細胞株（コントロール細
胞）を用いた。その結果、皮下移植した TLR4
ノックダウンがん細胞の増殖はコントロー
ル細胞と比較して遅延していることを見い
だした。特筆すべきことに、TLR4 リガンド
フリーのプレート培養では、TLR4 ノックダ
ウン細胞とコントロール細胞の増殖に差が
ないことから、がん細胞に発現するTLR4は、
がん微小環境下において存在する S100A8な
どTLR4リガンドを介して腫瘍の増殖を促進
する可能性が示唆された（Deguchi, et. al. 
Oncogene 2016）。がんに進展における
S100A8の作用点を図 1に示す。 
 
 
 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
 
図 1. S100A8によるTLR4依存性がん進展促
進の機序 
 
(3)	S100A8 中和抗体投与による肝転移モデ
ルに与える影響	
	 TLR4内因性リガンド S100A8は当初肺に
おける転移前微小環境形成因子として同定
したが、転移前肝臓でも発現の上昇が認めら
れること、またエンドトキシンフリーグレー
ド S100A8リコンビナントタンパク質投与に
より骨髄由来抑制性細胞の動員が肝臓にお
いても引き起こされることから（論文投稿準
備中）、作出した抗 S100A8 抗体を用いて、
肝転移に与える S100A8 の作用を検討した。
その結果、肺転移だけでなく、S100A8 はマ
ウス肝転移にも関与することが示唆された
（未発表データ）。 
	
(4) 転移前肝微小環境形成因子遺伝子欠失マ
ウスの作出	
	 転移前肝微小環境形成因子による転移促
進への必要性を検証するために、転移前肝微
小環境形成因子遺伝子欠失マウスを作製し
た。まず、候補 guideRNA を設計し pX330
ベクター(Addgene)に候補配列を導入した。
候補配列の切断認識活性を検証するために、
C57BL6J マウスゲノムから候補 guideRNA
近 傍 の 約 500bp を pCAG-EGxxFP 
(Addgene)に導入した。HEK293T 細胞にこ
れら遺伝子を導入し、GFPの蛍光により切断
効率を検証した。切断効率の良い候補配列を
選出し、転移前肝微小環境形成因子遺伝子欠
失マウスの作出を行った。 
 



(5) 転移前肝微小環境因子による転移促進作
用 
	 転移前肝微小環境因子リコンビナントタ
ンパク質を野生型マウスに投与し、蛍光標識
した細胞を移植したマウスを採材後、フロー
サイトメトリーにてがん細胞が肝臓や肺に
生着するかを検証した結果、肝臓へのがん細
胞の生着が有意に上昇することを見いだし
た（論文投稿準備中）。現在、引き続き、転
移前肝微小環境因子による転移促進の詳細
な分子機序や S100A8と肝転移との関連性に
ついてさらなる解析を進めている。 
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