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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに、がんの転移には転移する前の段階で、転移前微小環境が形成され
ることを見いだしてきた。転移前微小環境とはがん微小環境に類似した炎症様の環境であり、TLR4内因性リガン
ドであるS100A8が引き金となる。本研究では、S100A8のTLR4/MD-2結合領域を標的としたS100A8多価型ペプチド
が大腸がんxenograftモデルにて腫瘍増殖を抑制することを見いだした。また、急性呼吸窮迫症候群の発症に
S100A8を介したTLR４/MD-2経路が関与することを示唆し、S100A8-TLR4/MD-2経路はがんだけでなく、様々な
S100A8が関与する疾患の分子標的となる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We have so far found that premetastatic niche is formed before cancer 
metastasis. The premetastatic niche is an inflammation-like environment that mimics the tumor 
microenvironment and is triggered by the TLR4 endogenous ligand S100A8. In this study, we found that
 novel multivalent S100A8 inhibitory peptides inhibited tumor growth in a xenograft model, and that 
TLR4/MD-2 pathway via S100A8 may be involved in the onset of acute respiratory distress syndrome. 
These results suggested that the S100A8-TLR4/MD-2 pathway may serve as a promising molecular target 
not only for cancer but also for various S100A8-related diseases.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： 転移前微小環境　血管透過性　血液凝固　TLR4　S100A8

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんによる主たる死因は遠隔臓器への転移によるものであり、その戦略的対応策は世界的に大きな課題である。
我々はこれまでがん細胞が転移する前の肺（転移前肺）では、がん細胞の存在なしでも、白血球の動員と血管透
過性亢進、すなわち炎症が発生していることを世界に先駆けて提唱してきた。その分子機序の一つとしてエンド
トキシン受容体であるTLR4/MD-2複合体の内因性リガンドであるS100A8が関与することから、S100A8が関与する
転移前微小環境形成の分子の機序を解明することは、転移性がんを標的とした治療薬に発展する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでにがん細胞が転移する前の肺（転移前肺）では、白血球の動員と血管透過性亢進

を主徴とする炎症が発生していることを見出した。そのメカニズムは原発巣からの遠隔操作に

よって転移前肺で S100A8 の産生が亢進すること、S100A8 はエンドトキシン受容体である
TLR4/MD-2 複合体の内因性リガンドであること、転移前肺はエンドトキシンを産生する病原体
が肺に存在すると誤認し、無菌性炎症が惹起されること、である。近年、自然免疫の防御機構の

一様式として免疫学的血栓形成という概念が提言された。これは血液凝固による病原体の拡散

防止機構であり、血管内皮細胞の損傷を伴って発動される。転移前肺はこれに類似するが、がん

細胞の存在や血管内皮細胞の損傷は無く、エンドトキシンの代わりに S100A8の発現が亢進して
いる。我々は抗転移要素を解明しようとした試みにより、フィブリノーゲンの分解を促進する第

X凝固因子を発現する NK細胞を見出した。免疫学的血栓形成の概念を拡大した上で微生物の代
わりに将来的に転移してくるがん細胞や動員される白血球を想定し、エンドトキシン受容体の

内因性リガンドと肝臓以外で発現する血液凝固因子の作用様式を転移前微小環境で解明するこ

とが必要となっている。 
 
２．研究の目的 
がんによる死因の主な原因は遠隔臓器への転移であるが、今のところ転移性がんに対する有効な治療

法が存在せず、転移性がんに対する治療法の確立は急務と考えられる。免疫学的血栓形成機構にお

ける凝固関連因子やその分解産物が自然免疫に関与する様式は、抗微生物活性や微生物殺傷能力

を持つ白血球の動員に関与する炎症促進活性であるが、転移前微小環境においてはこれがどのような

要素であるかは不明である。がん微小環境には、白血球の動員と血管透過性亢進という炎症の本質的

要素が存在する。動員される白血球には、がん細胞を殺傷する能力を有する細胞障害性T細胞やNK
細胞が含まれ、近年成功をおさめている抗PD-1抗体治療は、それらの細胞の再活性化に立脚している。

我々はこれまでに、がん細胞が生着する前の肺(転移前肺）において、白血球動員と血管透過性亢進

等、炎症が発生していることを世界に先駆けて提唱した。免疫学的血栓形成機構における凝固関連因

子やその分解産物が自然免疫に関与する様式は、抗微生物活性や微生物殺傷能力を持つ白血球の

動員に関与する炎症促進活性であるが、転移前微小環境においてはこれがどのような要素であるかは

不明である。本研究では、転移前微小環境における免疫学的血栓形成機構における炎症と収束の関

与を解明することを目的とする。関連する分子としてS100A8と血栓形成に関与するレクチン様酸化LDL
受容体-1 (LOX-1) を主に解析する。 
 

３．研究の方法 
(1) S100A8 多価型阻害ペプチドの単離と活性評価 
マウス S100A8 を用いて解析して得られた情報をもとに、ヒト S100A8 に対するアミノ末端側 S100A8, カ

ルボキシル末端側 S100A8 等切断変異体を作製し、ELISA 法により TLR4/MD-2 に対する親和性を評

価した。この結果をもとに、結合部位をさらに絞り込むために、S100A8 に対する 5 アミノ酸オーバーラッ

ピングペプチドを合成した。合成されたペプチドを、ELISA 法や免疫沈降法により、TLR4/MD-2 の親和

能や、S100A8 と TLR4/MD-2 との競合阻害活性を検証した。さらに、アラニンスキャニングにより、アミノ

酸一残基レベルでの S100A8 と TLR4/MD-2 との結合部位の検証を行った。細胞レベルにて、S100A8
によって誘導される NF-kB 活性化を抑制するペプチドを同定し、この配列を多価型にすることでより低

濃度にて競合阻害活性を示すペプチドを作成した。さらに、ヒト大腸がん細胞 SW480 細胞を移植した

xenograft モデルにて、候補ペプチドの抗腫瘍活性を評価した。 
 
(2) 急性呼吸窮迫症候群(ARDS)モデルマウスの作出 
野生型マウスに気管投与スプレーを用いて、S100A8 またはリポポリサッカリド (LPS) を投与し、所定時

間後にマウスの肺を採材し、組織学的解析やフローサイトメトリーにより骨髄由来免疫抑制性細胞の動

員数を解析した。 
 



(3) 骨髄マクロファージ培養系におけるS100A8及びSAA3の分泌におけるLOX-1の影響解析 
 野生型マウスより骨髄細胞を採取し、M-CSF により分化させた骨髄マクロファージ培養系に、LPS と

Nigericin を段階的に処理して細胞死パイロトーシスを誘導し、培養上清中への S100A8 及び SAA3 分

泌及び細胞ライセートにおける LOX-1 及びパイロトーシス関連分子の発現をウェスタンブロット法により

解析した。LOX-1 ノックアウトマウスでも同様の実験を施行し、野生型マウスとの表現型の比較を行った。 
 
(4) LLC 担がんモデルの作製と転移前肺における S100A8 mRNA 発現に及ぼす宿主 LOX-1 の影響

解析 
 野生型マウスあるいは LOX-1 ノックアウトマウスにルイス肺がん LLC 細胞の皮下移植により担がんマ

ウスを作製した。LLC 細胞の移植後 14 日目において皮下腫瘍のサイズを計測すると共に肺を摘出し、

S100A8 の mRNA 発現を RT-qPCR 法により解析した。 
 

 

４．研究成果 

(1) 血管透過性に関わる S100A8 に対する多価型阻害ペプチドの開発 
これまでに研究代表者らは、S100A8 は血管透過性を亢進する作用を持つこと (Hiratsuka et al, Nat 

Commun, 2013)や S100A8 の受容体である TLR4 阻害薬エリトランにてマウス皮下腫瘍の増殖を顕著に

阻害することを見いだしており(Deguchi et al., Oncogene 2016)、S100A8 と TLR4 との結合を競合的に阻

害することができれば、抗腫瘍活性や血管透過性の抑制できる可能性を示唆した。近年、マウス

S100A8 と TLR4/MD-2 との結合には S100A8 のカルボキシル末端側が関与することを見いだしており、

この領域を絞り込むことで競合阻害活性を持つペプチドを単離した。得られたペプチドをアラニンスキャ

ニングし、TLR4/MD-2 に対し、天然のペプチド配列より結合能が高いペプチド peptide3A5 を単離した。

この配列を多価型にすることで、より低濃度で TLR4/MD-2 に対して競合活性を示した。またヒト大腸が

ん SW480 細胞を移植した xenograft モデルにて抗腫瘍活性を示すことを見いだした。さらに、抗 VEGF
抗体併⽤により抗 VEGF 抗体による腫瘍増殖抑制を増強することが示唆された(Deguchi, et al, Cancer 
Gene Ther, 2023;PCT出願済)。 
 

(2) 急性呼吸窮迫症候群(ARDS)モデルマウスの作出 
新型コロナウイルス感染症重症化例において、S100A8/S100A9 の発現が上昇することが報告されて

いる (Silvin et al., Cell, 2020)。ヒトにおける急性呼吸窮迫症候群の定義として、硝子膜の出現が定義さ

れているが、マウスにおいては、ARDS の定義として、硝子膜の出現は必ずしも必須ではない。最近、ヒ

ト ACE2 トランスジェニックマウスにおいて SARS-CoV-2 感染により、硝子膜様の変化が報告とされてい

る（Hong et al, Signal Transduct Target Ther, 2021)。研究代表者らは、ARDS 発症における S100A8 の関

与を検討した。S１00A8 リコンビナントタンパク質をマウス気管内投与後、LPS と同様に骨髄由来抑制性

細胞が肺に動員されることを見いだした。さらに、硝子膜様の構造変化が LPS、S100A8 投与のどちらの

肺において認められたことから、ARDS の発症に S100A8 が TLR4 依存的に関与している可能性が示

唆された (Deguchi, et al, FASEB J, 2021)。 
 

(3) 骨髄マクロファージ培養系におけるS100A8及びSAA3の分泌におけるLOX-1の影響解析 
 レクチン様酸化LDL受容体-1 (LOX-1)はC型レクチン受容体の一つであり、酸化LDLを認識する。

LOX-1は血管内皮細胞、マクロファージ、平滑筋細胞などに発現しており、血管内皮細胞では一酸化

窒素(NO)放出の減少や血管透過性の亢進を主徴とする血管内皮不全を、マクロファージでは酸化

LDLの細胞内取り込みによる泡沫化の促進を、平滑筋細胞では細胞増殖の亢進による血管平滑筋の

肥厚化を、それぞれ引き起こし、動脈硬化の増悪化に関与する。近年、LOX-1はがんの病態への関与

が示唆されており、ヒト前立腺がんや大腸がん組織において、LOX-1の高発現が認められ、がん細胞の

増殖・浸潤活性の促進へのLOX-1の関与が報告されている。がんの増殖・転移においてはがん細胞の

みならず、間質の宿主細胞も重要な役割を担っているが、宿主細胞のLOX-1に着目した解析は未だ施

行されていない。そこで本研究ではLOX-1遺伝子欠損 (LOX-1ノックアウト)マウスを用いた解析を行い、

宿主細胞の発現するLOX-1の転移前微小環境への関与を調べた。野生型マウス由来の骨髄マクロファ

ージにおいてLPSとNigericinを段階的に処理するとNLRP3インフラマソームを介したカスパーゼ-1の活



性化によりGasdermin Dが分解され、細胞膜上での細孔形成が起こり、パイロトーシスが引き起こされ、

培養上清中に活性型IL-1βが放出されると共にS100A8とSAA3の分泌も亢進していた。さらにLOX-1ノ

ックアウトマウス由来の骨髄マクロファージにおいても野生型と同程度にパイロトーシスが引き起こされ、

培養上清中の活性型IL-1βとS100A8とSAA3分泌量は野生型と比べ差は認められなかった。これらの結

果から、宿主LOX-1は骨髄マクロファージにおけるS100A8及びSAA3の分泌には関与しないことが示

唆された。 
 
(4) LLC 担がんモデルの作製と転移前肺における S100A8 mRNA 発現に及ぼす宿主 LOX-1 の影響

解析 
 LLC 細胞を移植後、14 日目において野生型マウスでは著しい皮下腫瘍の形成が認められたが、

LOX-1 ノックアウトマウスでは皮下腫瘍のサイズが野生型マウスに比べ縮小していた。転移前肺におけ

る S100A8 の mRNA 発現を RT-qPCR 法により調べたところ、野生型マウスでは皮下腫瘍の形成に伴

い、S100A8 の mRNA 発現が著しく亢進したが、LOX-1 ノックアウトマウスではその mRNA 発現の亢進

が認められなかった。これらの結果から、宿主の LOX-1 は LLC 細胞の皮下腫瘍の増殖に関与すること

が示唆された。 
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