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研究成果の概要（和文）： 

卵巣癌におけるS100A4発現亢進は、S100A4遺伝子のpromoterからintron領域の-4から+248

領域に存在する Hypoxia Response Element が重要であり、低酸素環境が S100A4 発現亢進に影

響していると考えられる。次に 10000 種化合物を含む化合物ライブラリーを用い、S100A4 遺伝

子の転写抑制作用が強い化合物を見出すスクリーニングを行い、これまでに 6種の化合物が有

意に S100A4 転写活性を抑制することを見出した。これらは新たな分子標的薬の候補化合物と考

えられた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We revealed that the Hypoxia Response Element(HRE) existing in -4 to +248 on the region 

from promoter to intron in S100A4 gene was important for its over-expression in ovarian 

carcinoma cells. Thus, low oxygen environment was considered to up-regulate the 

expression of S100A4. Next, we performed the screening of compounds suppressing the 

transcription of S100A4 gene using compounds library containing 10,000 kinds of 

compound. We found 6 kinds of compound significantly suppressing the transcription of its 

gene. These were regarded as a candidate compound for novel molecular targeted therapy. 
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１．研究開始当初の背景 

卵巣癌は女性性器に発生する悪性腫瘍のう
ちで最も予後不良の疾患である。卵巣癌患者
における最大の予後不良因子は腹腔内播種
性転移であり、患者の予後向上にはまず卵巣

癌細胞の播種性転移機序を解明し、これを抑
制する新たな物質の探索が求められる。最近、
癌細胞の増殖、生存、浸潤、転移にはその微
小環境 microenvironment が大きな影響を及
ぼすことが知られ、我々はこれまで微小環境
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の観点からアプローチしてきた。卵巣癌播種
性転移は癌細胞の原発巣からの離脱、酸素供
給を欠いた状態での生存、腹膜への接着・浸
潤・増殖・血管新生という過程からなること
から、特に低酸素環境に注目した。実際、卵
巣癌細胞を低酸素環境で培養するとHIF-1α、
VEGF 発 現を増強し  (Horiuchi, et al: 

Anticancer Res, 2002)、低分子量 GTP 結合
蛋白質 RhoA を介して (Horiuchi, et al: Lab 

Invest, 2003)転移能が亢進することを明ら
かにしてきた。また、低酸素環境は転写抑制
因 子 SNAIL を 介 し て 細 胞 接 着 因 子
E-cadherin 発現を抑制し、浸潤能を亢進させ
ることを初めて見出した(Imai, Horiuchi, et 

al: Am J Pathol, 2003)。これらの一連の研究
の中から、低酸素環境下で発現が増強し、卵
巣癌細胞の浸潤・転移を促進するシグナル伝
達物質として S100A4 を見出した(日本産婦
人化学会総会シンポジウム：腫瘍： 2008)。
S100A4 はカルシウム結合蛋白である S100 

蛋白ファミリーに属し、細胞骨格蛋白や細胞
接着因子と結合し細胞運動に関与している。
我々は上皮性卵巣腫瘍における S100A4の発
現を免疫組織学的に検討したところ、良性、
境界悪性腫瘍に比べ卵巣癌では有意に発現
が増強していた。さらに、S100A4 の発現は、
病期および組織分化度とともに増強してお
り、臨床進行期と並んで独立した予後不良因
子であることを見出した(Kikuchi, Horiuchi, 

et al: Cancer Sci, 2006)。また、in vitro での
検討では、S100A4 強発現細胞では invasion 

assay およびヌードマウスのモデルで播種性
転移能が高く、S100A4 低発現卵巣癌細胞株
に対して S100A4 発現を増強すると RhoA の
活性が亢進し浸潤能も亢進した。これまでの
種々の検討から S100A4発現は卵巣癌播種性
転移にきわめて重要なシグナルを司ること
が判明しており、S100A4 を抑制する治療法
を開発する必要があると考えた。 

S100A4 発現の亢進は、乳癌、大腸癌、肺癌、
甲状腺癌、前立腺癌、膵癌などの多くのヒト
悪性腫瘍においても報告されているが、その
発現制御機構は明らかにされていなかった。
S100A4 の発現はプロモーター内の ErbB2 

response element と、S100A4 遺伝子の第一
のイントロン領域からコントロールされて
いる可能性がしめされているが、その詳細は
不明である。そこでまず、卵巣癌における
S100A4 発現亢進の機序を検討することとし
た。最近、膵臓癌において S100A4 蛋白発現
と S100A4 遺伝子の第一イントロンの CpG

サイトの脱メチル化が関連することが報告
されたため (Rosty C et al. American J 

Pathol 2003, Sato N et al. Cancer Res 

2003)、卵巣癌における S100A4 発現とエピ
ジェネティックな制御機構との関連を解析
した。その結果、卵巣癌細胞において S100A4

発現は S100A4 遺伝子の第 1 イントロンの 3

箇所の CpG のメチル化の有無が関与してい
た(日本産婦人科学会総会シンポジウム：腫
瘍： 2008)。さらに、S100A4 低発現卵巣癌
細胞株に脱メチル化剤 (5Aza-dC）および脱
アセチル化阻害剤(TSA)を添加し、S100A4

発現の変化を検討したところ、S100A4 低発
現細胞株に 5Aza-dC 添加すると、S100A4 発
現が回復した。 

つまり、S100A4 遺伝子の第一イントロン領

域が S100A4 発現に重要であり、 特に CpG

サイトの脱メチル化というエピジェネティ

ックな制御機構が関与していると考えられ

る。さらに、我々は低酸素環境下において卵

巣癌細胞は S100A4蛋白発現を亢進させその

発現は核に移行し、同時に細胞の浸潤能が亢

進することも見出し(菊地、堀内 et al.日本癌

学会総会、口演 2006）、さらに低酸素環境が 

エピジェネティックな制御機構にも影響を

与えている可能性を報告している(日本産婦

人科学会総会シンポジウム：腫瘍： 2008)。

本研究では、卵巣癌細胞において低酸素環境

がエピジェネティックに遺伝子発現に影響

を与えるか否かも検討し、S100A4 を標的と

した新たな分子標的治療を確立させるため

の基礎研究を行う。 

 

２．研究の目的 

①卵巣癌細胞におけるS100A4発現増強およ
び核内移行機序の解明：卵巣癌において
S100A 核発現が予後不良因子であることか
ら (Kikuchi, Horiuchi, et al: Cancer Sci, 

2006)、癌細胞の置かれた微小環境との関連
で S100A4発現や核内移行機序の解析をおこ
なう。 

②S100A4 発現抑制物質の探索：S100A4 を
標的とした分子療法の確立のためには、
S100A4 に対する阻害剤が必要であるが、現
在、S100A4 特異的阻害剤は報告されていな
い。本研究では S100A4 阻害剤開発を目的と
して、S100A4 転写抑制物質の探索をハイス
ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ  (High 

throughput screening)法にて試みる。ハイス
ループットスクリーニング法は、膨大な種類
の化合物から構成される化合物ライブラリ
ーの中から、創薬ターゲットに対して活性を
持つ化合物を選別する技術で、新たな分子標
的薬の開発には必須の手法といえる。ハイス
ループットスクリーニングにより、大量の化
合物の中から、短時間で目的とするターゲッ
ト分子に親和性を有する化合物の探索を行
えるため、現在では、多くの製薬企業で採用
されている。今回我々は、約 1 万種類のコン
パウンド (未精製薬剤 )のストックから、



 

 

S100A4 遺伝子プロモーターを用いたルシフ
ェラ－ゼアッセイにより S100A4発現抑制活
性のある薬剤のスクリーニングを行う。 

③新規に同定した化合物の機能解析と臨床
応用に向けた検討：この化合物の抗腫瘍能と
抗癌剤感受性に対する作用および毒性を in 

vitro およびマウスを用いた実験系にて包括
的に検討し、卵巣癌治療薬としての臨床応用
の可能性を検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）卵巣癌細胞における S100A4 発現増強
機序の解明：S100A4 発現は低酸素環境下で増
強し、卵巣癌細胞の浸潤・転移を促進する 
(日本産婦人化学会総会シンポジウム:腫
瘍：2008)。そこで、低酸素環境における卵
巣癌細胞の浸潤能亢進機序と同時に S100A4
発現増強機序を解析する。 

①ルシフェラーゼ・レポーターアッセイ： 
S100A4 遺伝子の promoter および第一イント
ロンを含む様々なコンストラクトを作成し
PGL4 vector に組み込み、卵巣癌細胞におけ
る低酸素下での転写活性をレポーターアッ
セイで検討する。また、siRNA にて HIF-1α
および HIF-2αを抑制し、低酸素での S100A4
発現変化を比較する。 

（図１：ルシフェラーゼアッセイ・コンスト
ラクト; Int J Cancer. 2012） 
 
②CHIP assay: S100A4 の promotor～第一イ
ントロンに存在する 2個の Hypoxia Response 
Element（HRE）（HRE1, HRE2）が存在するた
め、HIF-1αとの結合を CHIP assay にて検討
する。 
 
（２）S100A4 発現抑制物質の探索： 
①A2780-LS100 樹立：S100A4 プロモーター下
に Luciferase を発現するレポータープラス
ミド pGL4/Neo/S100A4 を作成して、S100A4 強
発現卵巣がん細胞株 A2780 に遺伝子導入し、
安定発現クローン A2780-LS100 を樹立する。 
②化合物ライブラリーによる1stスクリーニ
ング（ルシフェラーゼ・アッセイ）：
A2780-LS100 を 96-well マルチプレート中で
24 時間培養後、各ウェルにスクリーニング薬
剤を添加し 18 時間後にルシフェラーゼアッ
セイを施行する。スクリーニング薬剤は

10000 種化合物を含む化合物ライブラリー
(DIVERSet, Chembridge 社)を用い、初期スク
リーニングは終濃度 10-5M で行い、コントロ
ールを添加した細胞と比較し、有意な転写活
性抑制作用を示す化合物に対しより低濃度
(10-6M)で追加スクリーニングを行う。 
③追加スクリーニング：追加スクリーニング
にて S100A4 転写抑制作用が最も強い化合物
を選択する。選択された化合物を細胞に添加
して、S100A4 発現抑制効果を確認するため、
mRNA 発現をリアルタイムＰＣＲにて検討す
る。また、遊走能に対する影響を wound 
healing assay で検討する。 
 
４．研究成果 
（１）卵巣癌細胞における S100A4 発現増強
機序の解明 
①（ルシフェラーゼ・レポーターアッセイ）： 
卵巣癌細胞 SKOV3 および OVCAR3 では、特に
luc-4 で著明に発現が強く、luc+248 では減
弱することから、この-4 から+248 の領域が
S100A4 転写増強に特に重要であると考えら
れる。実際に、この領域には 2つの HRE のう
ち、HRE1 が存在する。 

（図２：ルシフェラーゼ・レポーターアッセ
イ結果; Int J Cancer. 2012 より改変） 
 
②CHIP assay: 卵巣癌細胞株 OVCAR3、SKOV3
を用いて、HRE1、HRE2 と HIF-1αとの結合を
CHIP assay で観察すると、予想通り、特に低
酸素環境下でHRE1とHIF-1αは強く結合する
事が証明された。 

（図３：CHIP assay 結果; Int J Cancer. 2012
より改変） 
 
（２）S100A4 発現抑制物質の探索 
①1st スクリーニング：10,000 種類の化合物



 

 

ライブラリーから、control と比較して 50%
以上 S100A4 転写活性が低下する化合物が 40
種類見出された。 

（図４：1st screening 結果） 
 
②2nd スクリーニング：上記①で選抜された
40 種類の化合物ついて、さらにアッセイを 3
回繰り返し、control と比較して S100A4 転
写活性が 10% 以下まで低下する薬剤 6 種類
を選択した。これらを化合物 A～F とした。
Real-time RT-PCR では、化合物 C,E,F が 25%
以下まで S100A4 転写を抑制した。 

（図５：2nd screening 結果） 
 

 
また 5種の化合物は有意に細胞の遊走能を

抑制し、特に化合物 Eでその効果が強かった。
（図６a, b） 

 
これらの化合物は、S100A4 を標的とした新

たな分子標的治療の候補薬剤と考えられる。 
 

（図６a: wound healing assay 写真） 
 
 

（図６b:Wound healing assay 結果） 
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