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研究成果の概要（和文）：本計画では、同定できた新規S100A8/A9受容体群EMMPRIN, NPTNα, NPTNβ, MCAM, 
ALCAMについて、メラノーマの肺転移における重要性について検討した。結果、EMMPRIN, NPTNβ, MCAMが、肺か
ら分泌されるS100A8/A9に応答して、メラノーマの肺転移を強く誘導する事が判明した。EMMPRIN, NPTNβ, MCAM
が治療の有効な分子標的となる可能性が示されたのだ。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to uncover that the functional receptors for S100A8/A9 were not
 restricted to RAGE and TLR4. Our advanced study showed that EMMPRIN also played a pivotal role in 
cancer metastasis in response to S100A8/A9. This discovery further spurred us to identify the 
unknown receptors, resulting in novel findings, NPTNa;, NPTNb;, MCAM and ALCAM receptors, we then 
named the collection of receptors “S100 Soil Sensor Receptors, shortly termed SSSRs” in our 
context of studies. We figured out that these novel receptors, especially EMMPRIN, NPTNb;, MCAM were
 cooperatively acting with each other at specific stages such as epithelial-methenchymal trandition 
(EMT), floating, adhesion, and invasion, and in the elaborate cancer metastatic processes. Our 
ongoing studies will help us to achieve better understanding of cancer behaviors and also the 
establishment of an innovative method for the prevention of cancer metastasis.

研究分野：腫瘍生物学、分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 がん細胞は体のどの部分にも同様に広がっ
て不思議はないのに、実際には肺や肝臓など
特定の臓器に転移が現れやすい。がん細胞は
植物の種のようにふるまい、風に乗って遠く
に飛んでいくが、相性のよい土に落ちたとき
だけ成長できるのではないだろうか。転移が
んの定着場所を決定しているのが本当に“種”
や“土”の特徴なのか、現在に至るまで研究
が続いてきたが、その両方とも重要な役割を
果たしている証拠が得られつつある。  
 東京女子医科大学の丸 義朗 教授グループ
は、がん細胞が遠く離れた肺の細胞と、病原
体に対する免疫応答に関係するシグナル伝達
機構によって情報を交換し、そこへ転移する
ことを明らかにした。丸教授らはメラノーマ
を健康なマウスに注射すると、がん細胞から
分泌された因子が肺に炎症反応を引き起こす
ことを発見した。がん細胞が肺に移動する以
前からこの反応が生じており、この反応によ
り、肺胞マクロファージと肺胞内皮細胞が、
S100ファミリーであるS100A8/A9タンパク質
コンプレックスを過剰に産生、放出するよう
になる。これが、がん細胞の Toll 様受容体 4
（TLR4）に作用して、がん細胞を肺に引き寄
せるのである。即ち、肺のなかで炎症によっ
て誘導された S100 タンパク質はがん細胞の
目指す目印となり（ホットスポット）、がん細
胞を呼び寄せる役割を担っていた。そして、
がん細胞の S100 探知レーダーの一つとして
TLR4 の重要性が示されたのである（Nat Cell 
Biol,2006 & 2008）。 
 一方、我々は、炎症細胞あるいはがん細胞
自身からも放出される S100 タンパク質群が、
がん細胞に作用した時にどのような影響をも
たらすのかについての細胞生物学的解析を行
ってきた。 我々が特に注目したのは、もう一
つの受容体 RAGE (Receptor for Advanced 
Glycation Endproducts)である。その研究成
果として、 
(1)S100A11 はがん細胞から活発に分泌され
自身の RAGE に作用し増殖を促進し、が
ん進展に関わること（Mol Biol Cell, 
2008; Amino Acids, 2011）、 
(2)S100A8/A9 は分泌されて細胞増殖、炎症
性サイトカイン、ケモカインの産生誘導
に働くこと（J Cell Biochem, 2007）、 
(3)炎症性サイトカイン、ケモカイン誘導に
は、今まで謎であった RAGE 膜直下作動
機構が重大な役割を担っていること
（PLoS ONE, 2011）、 
(4)培養がん細胞に S100 タンパク質群を加
えただけで、がん細胞に浸潤突起が生じ、
移動の準備が進んだこと、そして、RAGE
が働かないようにすると、がん細胞の浸
潤、走化性が劇的に抑制されたこと（未
発表）、等がある。 

 これら一連の成果より、S100 タンパク質群
の RAGE を介したシグナルも、がん細胞の増殖
促進および転移を誘発し、がん進展に重大に

寄与する結論に至った。 
 上記研究成果を受け、RAGE および TLR4 の
信号伝達阻害のさらなる検討から、S100A8/A9
が働く受容体は TLR4 と RAGE のみでないこと
が判明してきた（PLoS ONE, 2011）。そこで我々
は、S100A8、S100A9 タンパク質のそれぞれに
対する特異的受容体の新規同定を目指した。
その結果、S100A8/A9 結合タンパク質の解析
から新規受容体として EMMPRIN、NPTNα、NPTN
β、MCAM、ALCAM を見出すことに成功した。
予備的検討から、これらの受容体が、がん転
移に深く関与することが明らかとなりつつあ
り、RAGE、TLR4 に加えて、これら新規受容体
群も、がん細胞の炎症部位(S100A8/A9 発現ホ
ットスポット)への転移能獲得に重要な役割
を担っているものと期待された。このような
分子機構の解明は、がんを標的とした有効な
治療法を開発する上で大きな意義を有すると
考えた。 
 
２．研究の目的 
本計画では、S100A8/A9 の新規受容体
EMMPRIN、NPTNα、NPTNβ、MCAM、ALCAM
の作動原理を理解し、本成果を利用した
新しいがん治療法への臨床応用に展開
するための基盤となる研究を行う。研究
期間内には、以下のことを目指した。 
（1）新規受容体群の下流信号伝達の分子
機構を明らかにすることで受容体から
の信号伝達ががん細胞の浸潤、走化性
に果たす役割を解明する。  
（2）がん細胞（メラノーマ）の肺転移に
新規受容体群が果たす役割を動物実験
により見出す。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞：本研究に使用した細胞は次の通り
である。ヒト胎児腎細胞株 (HEK293)、ヒトメ
ラノーマ細胞株 (WM115, WM266-4)、マウスメ
ラノーマ細胞株 (B16-BL6)。これらの細胞は、
10% FBSを含有するDMEM/F12培地にて培養し
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：CMV イ
ントロンプロモーター (CMVi) を導入した 
PDNR1r ベクター (プロモーターレスドナー
ベクター；Clontech 社) を構築し、CMVi の
下流にヒトS100A8, S100A9, (C末にMyc-6His 
tag が付加)、EMMPRIN, NPTNα, NPTNβ, MCAM, 
ALCAM (C 末に Myc-6His tag あるいは 
HA-6His tag が付加)をコードする cDNAを挿
入した。各挿入 cDNA の塩基配列は DNA シ
ークエンサーにより正しいことを確認した。 
（4）プラスミドベクターの細胞内導入：高
純度精製発現コンストラクトの細胞へのト
ランスフェクションは FuGENE-HD トランス



フェクション試薬を用いて行った。36 時間
後に細胞を回収した。 
（5）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。 
（6）細胞走化性アッセイ： ボイデンチャン
バー法にて行った。細胞透過膜には、8μmの
ポアが形成されている。膜下層の培養液には、
S100A8, S100A9, S100A8/A9 をそれぞれ100 
ng/mLになるように添加した。評価は、細胞
（5000 cells/insert）を播いて48時間後に行
った。 
（7）動物実験： メラノーマ細胞株(1 x 106 
cells in 0.25 mL/mouse)をマウスの尾静脈
に注入し、2 週間後にマウス肺への転移の検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 新規受容体群とS100タンパク質の結合： 
各 S100タンパク質(S100A4, A7, A8, A9, A11, 
B)を強制発現させた HEK293 細胞より培養上
清（分泌された S100 タンパク質を含有）を
それぞれ回収し、受容体群（EMMPRIN, NPTN
α, NPTNβ）を強制発現させた HEK293 細胞
の培養系に添加した。細胞を回収し、強制発
現させた受容体群の免疫沈降の後に、結合性
S100 タンパク質群を WB により解析した。結
果、NPTNβは、S100A8 に対する親和性が高い
事、NPTNαは、EMMPRIN と同様に S100A9 に強
い結合性を示すことが判明した。RAGE、MCAM、
ACLAM に関しては S100A8/A9 に対する結合を
別の実験系で検討した。MCAM と ALCAM はどち
らも RAGE と同等に S100A8/A9 に親和性を示
した。 
 
(2) NPTN と EMMPRIN の２量体形成： 次に我々
は、RAGE, NPTNα, NPTNβ, EMMPRIN の 4 者
間で、どのような２量体形成が起こるのかに
ついて検討した。HEK293 細胞に EMMPRIN +
（RAGE or NPTNα or NPTNβ or EMMPRIN）
のコンビネーションで各二種類の受容体ペ
アを強制発現させた。NPTNα + （RAGE or 
NPTNα or NPTNβ or EMMPRIN）、 NPTNβ + 
（RAGE or NPTNα or NPTNβ or EMMPRIN）
に関しても上記と同様に行った。各受容体
（NPTNα, NPTNβ, EMMPRIN）の免疫沈降の
結果、NPTNα, NPTNβ, EMMPRIN はそれぞれ
ホモダイマー形性能（NPTNα/NPTNα、NPTN
β/NPTNβ、EMMPRIN/EMMPRIN）があること、
そして、NPTNα/NPTNβ、NPTNα/EMMPRIN、
NPTNβ/EMMPRIN のヘテロダイマー形成も可
能であることが判明した。また、NPTNα, NPTN
β, EMMPRIN はいずれも RAGEとの結合性を示
さなかった。 
 
(3) 新規受容体群の下流信号伝達：NPTN と

EMMPRIN の細胞質領域には、TRAF 結合モチー
フが存在する。TRAF は Rac/Cdc42 や NFkB を
活性化し、細胞走化性誘導や炎症性サイトカ
イン誘導を引き起こす。そこで、TRAF2 と 
TRAF6 に関して、NPTN と EMMPRIN の細胞質領
域への結合能を検討した。NPTN あるいは
EMMPRIN の細胞質領域と各アダプタータンパ
ク質（TRAF2, TRAF6）を HEK293 に同時トラ
ンスフェクションし、NPTN あるいは EMMPRIN
の細胞質領域を免疫沈降した。結合性アダプ
タータンパク質をWBにより解析したところ、
EMMPRIN と NPTN に共通して TRAF2 が結合性
を示すことが判明した。TRAF2 は EMMPRIN、
NPTN に S100A8/A9 が結合すると、それら受容
体の細胞質領域にリクルートされ、下流エフ
ェクタータンパク質 Rac/Cdc42、そして NFkB
転写因子の活性化に関わっていた。MCAM と
ALCAM に関しては、まだアダプタータンパク
質を捉えることが出来ていないが、同様に
Rac/Cdc42、そしてNFkB転写因子の活性化が、
S100A8/A9刺激によってMCAMとALCAMから引
き起こされることが判明した。 
 
(4) In vitro 走化性アッセイ: EMMPRIN、NPTN
α、NPTNβ、MCAM、ALCAM の S100A8/A9 結合
による活性化が、細胞遊走能を亢進させてい
るかどうかを調べる為にボイデンチャンバ
ー法によるマイグレーションアッセイを行
った。メラノーマ細胞にそれぞれの受容体の
siRNA を導入すると遊走する細胞数はいずれ
も有意に抑制された。また、ドミナントネガ
ティブ体でも同様の結果となった。 
 
(5) 動物モデルによる転移実験： これら
受容体が共通して発現しているメラノーマ
の細胞株を用いて尾静脈投与によるマウス
肺転移実験を行った。その結果、EMMPRIN、
NPTNβ、MCAM を移植がん細胞に過剰発現させ
ることにより、肺転移性が顕著に増加し、逆
にこれらのドミナントネガティブ体（機能阻
害）の過剰発現により肺転移性が顕著に減少
した。NPTNαと ALCAM のドミナントネガティ
ブ体は抑制効果が認められなかった。当動物
実験より、EMMPRIN、NPTNβ、MCAM は、その
発現が上昇しているがん種においては、治療
の有効な分子標的となりうる可能性がある
ことが示された。 
 そこで、S100A8/A9 を吸着し、がん細胞に
作用させないデコイタンパク質製剤{受容体
細胞外領域(exReceptors)と IgG の Fc領域と
の融合キメラタンパク質}がブロック製剤と
して有効となるものと考えた。独自に作成し
た exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc
は、メラノーマの走化、浸潤能の抑制に優れ
ていることが判明した。 
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