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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 

和文 

1. 新規がん転移制御性タンパク質製剤の調製と効能の評価： 先行シーズとして獲得している 10 種の

S100A8/A9中和抗体候補を発現するハイブリドーマを無血清培養へ馴化し、In vitro, In vivo実験のた

めに大量調製を行った。各クローンの培養上清を回収し、ProteinG カラムにより精製を行いすべてのク

ローンについて数ミリグラムのタンパク質を調製した。CBB染色による純度検定を行ったところ、目的タ

ンパク質以外のバンドは全く検出されず、高純度で精製抗体が調製されていることを確認した。5種の高

純度 S100A8/A9 吸着性デコイタンパク質製剤(exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc, exRAGE-Fc, 

exALCAM-Fc)は、既に調製済みである。 

 

2. 転移先臓器の病理解析による開発製剤の効能評価： 転移モデルにおける開発製剤の効能の病理評価

に先立って、ヒトメラノーマ、肺がん、乳がんにおける S100A8/A9 受容体群のプロファイリングを行っ

た。ヒトメラノーマでは EMMPRIN と MCAM が、肺がんでは NPTNβが、乳がんでは MCAM が高い発現を示し

た。 

 

3. がん細胞転移の動物モデルの作成と開発製剤の効能評価： 転移モデルには、マウスにおける肺転移

が報告されているがん細胞株として、B16-BL6（メラノーマ）、A549（肺がん）、MDA-MB231(乳がん)を用い

た。メラノーマは黒色により転移の有無を容易に判定できたが、A549 と MDA-MB231 細胞は、その判定が

困難であったため、GFP 安定発現株を作成した。B16-BL6 細胞の肺転移モデルにおいて、S100A8/A9 吸着

性デコイタンパク質製剤(exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc, exRAGE-Fc, exALCAM-Fc)は、いずれ

も優位な転移抑制能を示した。A549 と MDA-MB231 細胞については、論文に記載のある方法で肺転移モデ

ルの作成を進めているが、現時点ではマウス肺転移が認められず、モデル作成にさらなる検討を重ねてい

る。 

 

4. 炎症性サイトカイン誘導の解析： 先行シーズとして獲得している 10種の S100A8/A9中和抗体から、

S100A8/A9受容体下流信号伝達を強く抑制する抗体を選抜した。S100A8/A9により強く炎症性サイトカイ

ンが誘導されるヒトケラチノサイトを用いて、各抗体の S100A8/A9 シグナルの抑制効果を炎症性サイト

カインの mRNA発現量を指標に評価した。その結果から特に抑制力の高い抗体 5種（S100A8に反応する抗

体 1 種、S100A9 に反応する抗体 2 種、S100A8/A9 複合体にのみ反応する抗体 2 種）を選抜した。これら

抗体は、下記(5)で選抜した抗体と一致した。 

 

5. がん細胞浸潤、遊走の in vitro評価： 先行シーズとして獲得している 5種の S100A8/A9吸着性デ

コイタンパク質製剤(exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc, exRAGE-Fc, exALCAM-Fc)はいずれも、

S100A9/A9 誘導性のがん細胞の遊走を優位に抑制することを確認した。特に exEMMPRIN-Fc と exNPTNβ-

Fc は、3 種のがん細胞に共通して高い効果を示した。先行シーズとして獲得している 10 種の S100A8/A9

中和抗体に関しても、同様の検討を行い、特に高い効果を示した 5 種（S100A8 に反応する抗体 1 種、

S100A9 に反応する抗体 2種、S100A8/A9複合体にのみ反応する抗体 2種）を選抜した。これら抗体は、下

記(5)で選抜した抗体と一致した。 
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英文 
  Establishment of advanced medicines for regulating metastasis is strongly desired because cancer 
metastasis is the most serious problems for cancer processes. As an interesting feature of cancer 
metastasis, cancer cells frequently show organ specific metastasis, by which, “seed and soil” theory 
has been proposed. In this theory, cancer cells stand for "seed" and its favorite distant organ shows 
"soil". It has been compiled growing mass of evidence that S100A8/A9 as a soil signal has significant 
role in organ specific metastasis of cancer cells through the binding with diverse receptors such as 
Toll-like receptor 4 (TLR4) and advanced glycation endproducts (RAGE), as soil sensors. In addition 
to them, we further succeeded to identify another important receptors, EMMPRIN, NPTNα, NPTNβ, 
MCAM and ALCAM. Among these, we especially focused on EMMPRIN, NPTNβ and MCAM, since 
functional inhibition of them in melanoma cells made cells to lose their metastatic ability headed to 
lung organ. Hence, these novel molecules might become promising therapeutic targets. 
  
1. Development of innovative biologics on cancer metastasis 
  We prepared S100A8/A9 inhibitory biologics such as decoy proteins (exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-
Fc, exMCAM-Fc, exALCAM-Fc and exRAGE-Fc) and 10 kinds of S100A8/A9-neutralizing antibody. 
We confirmed that the purity of each protein prepared in our project was significantly high by 
checking protein band in each on the CBB-stained SDS-PAGE gel. 
 
2. Microscopy of cancer metastasis 
  We studied expression patterns of S100A8/A9 receptors in human cancer specimens. EMMPRIN 
and MCAM were detected in human melanoma tissues at significant level. NPTNβ was detected in 
metastatic lung cancers. In metastatic breast cancer tissues, MCAM was remarkably stained. 
 
3. Cancer metastasis in animal model 
  We found that exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc, exALCAM-Fc and exRAGE-Fc showed 
highly suppressive effects on B16-BL6 melanoma metastasis to lung area. For another cell lines, A549 
and MDA-MB231, we are still in establishing reliable metastatic models. 
 
4. Analysis of inflammatory cytokines 
  Through expression analysis of inflammatory cytokines, IL-6, IL-8 and TNFα, which are induced in 
human keratinocytes in response to S100A8/A9 stimulation, we determined 5 kinds of S100A8/A9 
neutralizing antibody as much effective antibodies to suppress the cytokine-induction from the 10 
candidates. 
 
5. Cancer migration and invasion in vitro 
 The prepared decoy proteins (exEMMPRIN-Fc, exNPTNβ-Fc, exMCAM-Fc, exALCAM-Fc and 
exRAGE-Fc) showed preventive function in all on S100A8/A9-mediated cancer migration. In addition, 
we found that the selected 5 antibodies showed significantly higher effects on cancer migration. The 
result was similar to that observed in suppressive effect of inflammatory cytokines. 
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