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研究成果の概要（和文）：我々は最近、遠隔にがんが存在すると、S100A8/A9が肺のみならず、脳や肝臓からも
顕著に誘導され、がん細胞を誘引している可能性を見出した。肝臓についてはまだ不明であるが、S100A8/A9を
吸着し機能を奪う血漿タンパク質histidine-rich-glycoprotein (HRG)を新たに同定できたことがブレークスル
ーとなり、HRGが肺のみならず脳をもS100A8/A9によるがん転移の脅威から守っていることが考えられた。本研究
では、HRGのS100A8/A9誘導性がん転移について分子メカニズムを解明するとともにHRGのがん転移抑制制御製剤
としての有用性を検証する。

研究成果の概要（英文）：We aimed to study about the fortuitously discovered a metastasis suppression
 factor against S100A8/A9, plasma histidine-rich glycoprotein (HRG). HRG effectively prevents the 
binding of S100A8/A9 to the melanoma cell surface, thereby inhibiting the S100A8/A9-induced 
migration and invasion of melanoma cells at significant levels. When we knocked down HRG in mice 
bearing melanoma, the brain metastasis was significantly enhanced in addition to the lung. These 
results suggest that a plasma protein HRG vigorously protects the brain and the lung from the 
metastasis-threatening of melanoma. We believe that these our original cutting-edge finding largely 
contributes to solving the complex mechanisms of multiple organ metastasis of cancer cells and to 
developing HRG-relevant new medicines to overcome and overpower cancer metastasis in the future.

研究分野：腫瘍生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
S100A8/A9によるがん転移の指向性に関わる炎症機転の機構解明には、S100A8/A9受容体群、そしてそれら連携を
制御するタンパク質群（HRGが今回の発見）を包括的に理解して初めてその全体像が明らかになると考えられ
る。従って、代表者グループの新しい発見を基盤とする本課題は、これまでの自他の研究成果を補完し、共に手
を取り合い更なる高みを目指せる新たな研究の創造へと発展を遂げていく。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

S100A8/A9（20 種ある S100 family（約 10 kDa）の中の S100A8 と S100A9 のヘテロダイ

マー体）は、がんの肺指向性転移に極めて重要であるが、他臓器への転移にはどうであ

ろうか？共通して重要だとすると、我々の先行の肺指向性転移制御製剤 S100A8/A9 中和

抗体#45 の有用性をさらに高めることができる（種々臓器転移へも効果を発揮する）。

この課題において、我々は最近、遠隔にがんが存在すると、S100A8/A9 が肺のみならず、

脳や肝臓からも顕著に誘導され、がん細胞を誘引している可能性を見出した。肝臓につ

いてはまだ不明であるが、S100A8/A9 を吸着し機能を奪う血漿タンパク質 histidine-

rich-glycoprotein (HRG)を新たに同定できたことがブレークスルーとなり、HRG が肺

のみならず脳をも S100A8/A9 によるがん転移の脅威から守っていることが考えられた。 

 

 

２．研究の目的 

上記背景を基盤に、今回は肝転移ではなく脳転移に着目し、S100A8/A9 と HRG の関係に

焦点を当てて 両分子の勢力のバランスによって成立するがん細胞の脳指向性転移の分

子機序を解明すること、さらに、当研究成果の理論に基づいて脳指向性転移制御できる

かどうかについて動物転移モデルで検証することを目指した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞：細胞と培地: SV40 large T抗原を安定的に発現する非がん性ヒト胚性腎臓

上皮細胞株である HEK293T細胞は、理研バイオリソースセンター（Tukuba, Japan）か

ら入手した。マウスメラノーマ B16-BL6細胞は、Dr. Isaiah J （MD Anderson Cancer 

Center, Houston, TX, USA）より頂いた。これら細胞はDMEM/ F12培地 (Gibco, Carlsbad, 

CA)にそれぞれ最終濃度が 10% となるように牛胎児血清 (FBS) を加えて培養した。 

 

(2) Tag認識抗体：Western blot 解析には以下の抗体を使用した。 mouse anti-HA 

tag (clone 6E2: Cell Signaling社), mouse anti-Myc tag (clone 9B11： Cell 

Signaling社) 

 

(3) 哺乳動物発現コンストラクト：一過性発現は、pIDT-SMART（C-TSC）（省略名：pCMViR-

TSC）ベクターを、また、安定発現細胞は、第 2世代プラスミドベクターpSAKA-4B ベク

ターを用いた。pSAKA-4Bの細胞への導入はエレクトロポレーション方にて、pCMViR-TSC

の HEK293T細胞への導入はリポフェクション法(FuGENE-HD; Promega BioSciences, San 

Luis Obispo, CA, USA)に従った。 



 

(4) 免疫沈降：HEK293 細胞に強制発現させた tag 付加遺伝子産物の免疫沈降には、

Monoclonal Anti-HA (clone HA-7) tag-agarose、 monoclonal anti-Myc tag (clone 

1G4) agaroses を使用した。沈降してきた担体結合タンパク質は、いずれも酸性 buffer 

により溶出した。 

 

(5) ヒト血清サンプル： 脳転移ヒト肺がんサンプルは、インフォームドコンセント

を得た後に取得し、実験に使用した。当実験は、岡山大学の倫理委員会にて承認されて

いる。 

 

(6) ウエスタンブロット解析:遠心により回収した細胞を細胞溶解液 (150 mM NaCl, 

1% TritonX-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 μg/ml leupeptin, 10 μg/ml aprotinin 

and 200 μg/ml phenylmethanesulfonyl fluoride, 50 mM Tris-HCl/ pH 7.4) で懸濁

し、遠心分離して得られた上清を全細胞タンパク質抽出液とした。SDS 含有ポリアクリ

ルアミドゲルを作製し、タンパク質サンプルの電気泳動を行った。その後、トランスフ

ァー装置にゲルと PVDF 膜 をセットしてゲル内タンパク質の PVDF 膜へのトランスフ

ァーを行った。その後、PVDF 膜を 10% スキムミルクでブロッキング (1時間、室温) 

した後、1次抗体、2 次抗体の順にそれぞれ室温で 1時間反応させた。 

 

(7) 質量分析：CBB 染色したゲルから目的のバンド付近のゲルを切り出し、トリプシ

ン消化バッファー（10 mM CaCl2、100 mM HCO3、pH 7.8）中で 37℃にて一晩インキュベ

ーションした。サンプルのペプチド断片のマススペクトルは LC/MSD Trap XCT Ultra

（Agilent 6330 Ion Trap; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）で測定し

た。得られた結果を Agilent ソフトウェア（Spectrum Mill MS Proteomics Workbench; 

Agilent Technologies）によりタンパク質データベース（SwissPlot）と照合し、結合

タンパク質を同定した。 

 

(8) Invasion assay: 24 well培養プレートに 10% FBS添加培地を 600 ml/well入れ

た。そこに、予め 10.1 mg/mL のマトリゲル（Corning Incorporated）でコーティング

した Cell Culture Insert（ポアサイズ 8.0 mm, Corning Incorporated）に 0.5% FBS

添加培地に懸濁した B16-BL6細胞を播種し、S100A8/A9 (100 ng/ml)、HRG (100 μg/ml)

を添加した後 24 well 培養プレートに設置し、24 時間インキュベートを行った。

Cell Culture Insert の外側に浸潤した細胞の検出は、細胞を 4% Paraformaldehyde

（PFA）で固定後、マイヤーヘマトキシリン（Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan）お

よび 1% エオジン Y 液（Muto Pure Chemicals）を用いて染色した。その後、オールイン

ワン蛍光顕微鏡を用いて観察し、付属解析アプリケーションのハイブリットセルカウン



ト機能によって細胞数を計測し、細胞の浸潤能を調べた。 

 

(9) 動物実験： マウスメラノーマ細胞株 B16-Bl6(1 x 106 cells in 0.25 mL/mouse)

をマウスの尾静脈に注入し、4週間後にマウス肺への転移の検討を行った。 

 

(10) 統計解析： データは mean±SD で表した。Student’s t 検定による単純な一対

比較（2標本等分散による両側分布）を使用した。確率（p）値＜0.05 を有意とした。 

 

 

４．研究成果 

(1) HRG の S100A8/A9 機能阻害機序： 当研究提案には HRG の発見が基盤となってい

る。これは、S100A8/A9 機能阻害性タンパク質を新たに探求しようと考えたことを発端

とする。がん患者でなく健康なヒトの血液中には S100A8/A9 と結合し機能を抑制するタ

ンパク質が豊富にあると考え、健康ヒト血清と S100A8/A9 をインキュベーションし、

S100A8/A9 に結合するタンパク質を質量分析計にて網羅的に解析したところ、幸運にも

血漿タンパク質 HRG を見出すことに成功した。HRG は肝臓で産生される抗炎症に関わる

多機能タンパク質で、この発見は我々独自の新しい発見となった。 

この HRG がどのように、S100A8/A9 をがん細胞に作用させなくしているかについて検

討した。実験から、HRG が S100A8/A9 に結合した状態では、がん細胞表面に S100A8/A9

が結合できないことが判明した。すなわち S100A8/A9 の細胞表面の S100A8/A9受容体へ

の結合が HRG によって強く抑制されることが判明した。当条件下で、HRG は S100A8/A9

誘導性メラノーマ B16-Bl6細胞の走化・浸潤を顕著に抑制した。 

 

(2) HRG の S100A8/A9結合特異性：  

前述したが、S100A8/A9 は S100A8 と S100A9 のヘテロダイマー体である。HRG は S100A8

側に結合するのか、S100A9側に結合するのか、両方に結合するのか、あるいは S100A8/A9

ヘテロダイマーの構造特異的に認識しているのかについて検討するため、すべてのS100 

family と HRG の相互作用について免疫沈降法を駆使して検討した。結果、HRG は

S100A8/A9 と S100A9 側への相互作用を介して結合していることが判明した。さらに、

HRG は S100A3、S100A4、S1005 とも結合性を示した。特に S100A4 は高転移性がん細胞

やがん間質線維芽細胞から活発に分泌され、がん細胞の増殖や血管新生を促進すること

が知られていることから、HRGは S100A4に対しても抑制的に働く可能性が示唆された。 

 

(3) HRG のメラノーマ脳転移抑制： HRG のメラノーマ脳転移抑制についてメラノーマ

B16-Bl6 細胞のマウス転移モデルにて検討した。HRG の産生を制限するため、確立して

いる siRNA の in vivo 導入による HRG 発現抑制を行った。結果、血液中の HRG は WBに



より検出できないほどに低下した。この条件で、B16-Bl6細胞の転移性を検討したとこ

ろ、肺ならびに脳への転移が大きく加速することが判明した。HRG はがん細胞の遠隔転

移を S100A8/A9 を吸着することで強力に抑制的にはたらくことが明らかとなった。 

 

(4) 臨床ヒト検体での検討： 

脳転移を起こしている肺がん患者の血清（メラノーマ患者由来の検体は手に入らなかっ

た）について、S100A8/A9 と HRG の量的変動を健康なヒト検体と比較検討した。結果、

S100A8/A9は患者さんで顕著に上昇し、逆にHRGは大きく低下していることが判明した。

HRG は肝臓で産生されることから、肝炎など肝障害を患っている患者さんでは、がん転

移が容易になる可能性が考えられた。 

 

(5) HRG補充療法の in vivo 転移モデルでの検討： 上記成果から、HRG補充療法がが

ん転移抑制に有効と考えられた。しかし、当計画に遅れが生じ研究期間内に完遂するこ

とが叶わなかった。計画が遅れた理由は、HRG は血中半減期が短いことが判明したか

らである。そこで、急遽 IgG の Fc を付加した HRG-Fc を新たに作成した。これを

ベクターに搭載して効能について検討を行ったところ、半減期の問題が大幅に

改善され、さらに、in vitro でマウスメラノーマ細胞 B16-BL6 の S100A8/A9 誘

導性浸潤性を顕著に抑制することも判明した。現在、HRG-Fc 補充療法のがん転

移抑制について実験を継続中である。顕著な肺指向性転移の抑制が認められる

ものと期待している。 

 

当一連の成果から、S100A8/A9 と HRG の勢力のバランスが転移の状態を決定すること

が明らかとなった。また、HRG低下が認められる患者さんでは転移（肺のみならず脳に

まで）の危険性がでてくるものと考えられた。本研究の主要成果は Int J Mol Sci. 

23(18):10300, 2022 に掲載された。 

最後に、支援いただけたことに心から感謝申し上げる。本研究を発展させるよう今後

一層努力していく所存である。 
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