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研究成果の概要（和文）：S100A2, A6蛋白質はβカテニンの1番目のアルマジロリピートに結合し、BCL9との結合を阻
害した。HEK293細胞では、S100A6の過剰発現がTCF4の転写活性を阻害した。HCT116,HT29細胞のS100A6をノックダウン
するとサイクリンD1の発現が増加した。S100A6の過剰発現は細胞増殖を抑制した。
また、S100A1, A2, A6蛋白質は、Vitroの系でHsp90/PP5/cdc37複合体形成を阻害し、cdc37の脱リン酸化を抑制した。C
OS7細胞でのS100蛋白質の過剰発現でも同様にcdc37の脱リン酸化を抑制し、cdc37による蛋白成熟に影響を与えること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：S100A2 and S100A6 bound to the first armadillo repeat of beta-catenin and 
inhibited the beta-catenin-BCL9 interaction. Over-expression of S100A6 in KEK293 cells inhibited the 
transcriptional activity of TCF4. Knocking down of S100A6 in HCT116 and HT29 increased the cyclin D1 
expression. And over-expression of S100A6 inhibited the cell growth.
S100A2, A2, and A6 inhibited the Hsp90/PP5/cdc-37 complex formation and inhibited the dephosphorylation 
of cdc-37 protein in vitro. Over-expression of these S100 proteins in COS7 cells also inhibited the 
cdc-37 dephosphorylation that could influence the maturation of client proteins of cdc37.

研究分野：生理学
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１．研究開始当初の背景 
Helix Repeat Proteinは他の蛋白質との相互
作用の場となる反復配列を持つ一群の蛋白
質であり、この中にはアルマジロリピート
（AR）や テトラトリコペプチドリピート
（TPR）蛋白質が含まれる。この中で、AR
をもつβカテニンは Wnt/βカテニンシグナ
ル系を構成し、細胞の増殖・分化に関与する。
βカテニンと他の蛋白質の複合体は、細胞内
βカテニン蛋白質の量を調節することによ
りターゲット遺伝子の発現調節をおこなっ
ており、βカテニンの異常な蓄積は細胞の癌
化を起こす。またプロテインホスファターゼ
５（PP5）は TPRをもつ脱リン酸化酵素であ
り、Hsp90や cdc37と複合体を形成し、cdc37 
のリン酸化状態を調節することにより
Client蛋白の機能的成熟を調節している。こ
の系の異常によっても細胞の癌化が起こる
ことが知られている。 
 
２．研究の目的 
（１） S100 蛋白質のβカテニン複合体に
対する効果を明らかにする：大腸菌で発現精
製した蛋白質を用いて各種 S100 蛋白質がβ
カテニン蛋白質複合体を構成する個々の蛋
白質とβカテニンとの結合や複合体形成に
どのような効果があるかを調べる。 
（２） S100 蛋白質の Wnt/βカテニンシ
グナル系を介した癌細胞増殖に対する効果
とメカニズムを明らかにする： In Vitroの実
験結果をもとに各種癌細胞を用いて、βカテ
ニン蛋白質複合体に対する S100 蛋白質の影
響について調べる。各 S100 蛋白質の発現は
組織特異性があるため、まずそれぞれの癌細
胞における各 S100 蛋白質の発現とこのシグ
ナル系への関与について調べる。さらにS100
蛋白質がβカテニンのリン酸化を介してこ
のシグナル系に関与していることを確認し、
癌細胞増殖に対する影響とその詳細なメカ
ニズムを調べる。 
（３） S100蛋白質によるHsp90複合体に
対する効果を明らかにする：大腸菌で発現精
製した蛋白質を用いて S100蛋白質のHsp90
蛋白質複合体を構成する個々の蛋白質(PP5, 
cdc37, Hsp90および Client蛋白質)間の結合
や複合体形成に対する影響を調べ、その結合
部位を明らかにする。それに加え、S100 蛋
白質が cdc37 のリン酸化状態に対する影響、
およびそのメカニズムを明らかにする。 
（４） S100蛋白質のHsp90/PP5/cdc37シ
グナル系を介した癌細胞増殖に対する効果
とメカニズムを明らかにする：In Vitroの実
験結果をもとに各種癌細胞を用いて、
Hsp90/PP5/cdc37 シグナル系に対する S100
蛋白質の影響について調べる。さらに S100
蛋白質の cdc37のリン酸化を介したこのシグ
ナル系への関与を確認し、癌細胞増殖に対す
る影響と詳細なメカニズムを調べる。 
 
３．研究の方法 

１．癌細胞におけるS100蛋白質の発現とWnt/
βカテニンシグナル系の異常および両者の
関係： 
S100 蛋白質の発現は組織特異性があり、また
細胞の癌化により発現が変化するため、まず
それぞれの癌細胞における各 S100 蛋白質の
発現種とその量をウエスタンブロットを用
いて調べる。同時に Wnt/βカテニンシグナル
系の異常（βカテニン蛋白質複合体を形成す
る蛋白質の質（配列異常）や量を調べる。実
験に使用する癌細胞については大腸癌、肝癌、
子宮癌、前立腺癌等、文献を参考にしこの系
に異常があるものを優先的に用いる。 
２． 癌細胞における S100 蛋白質のβカテニ
ン蛋白質複合体形成およびβカテニンのリ
ン酸化状態および癌細胞増殖に対する効果： 
βカテニンシグナル系に影響を与える S100
蛋白質を細胞内に過剰に発現、または SiRNA
によりノックダウンし、イオノマイシン等の
カルシウムイオノフォアで刺激した後に、免
疫沈降によりβカテニン複合体の形成に
S100 蛋白質が影響していることを明らかに
する。またこの結果としてβカテニンの量や
リン酸化状態に変化があるかどうかをウエ
スタンブロットにて明らかにする。また TCF
とβカテニンの結合による転写活性に対す
る影響についてはターゲットとなる遺伝子
のreporter gene プラスミドを発現させて確
認する。 
同時に癌細胞の増殖や細胞死に対する S100
蛋白質の影響、シグナル系の変化を細胞周期
の解析、アポトーシス解析、リアルタイム PCR
やウエスタンブロットにて明らかにする。 
３． 癌細胞における S100 蛋白質の発現と
Hsp90/PP5/cdc37 シグナル系の異常および両
者の関係：Hsp90/PP5/cdc37 シグナル系に異
常がある各種癌細胞を用いて、βカテニンと
同様に各 S100 蛋白質の発現種とその量をウ
エスタンブロットを用いて調べ、S100 蛋白質
と関連があるかどうか比較する。同時にこの
シグナル系の異常（蛋白質複合体を形成する
蛋白質の質（配列異常）や量）について詳細
に調べる。 
４．  癌細胞における S100 蛋白質の
Hsp90/PP5/cdc37 蛋白質複合体形成および
cdc37 のリン酸化状態や癌細胞増殖に対する
効果：βカテニンと同様に S100 蛋白質の過
剰発現またはノックダウン後に、カルシウム
イオノフォアで刺激し、免疫沈降により蛋白
質複合体の形成に S100 蛋白質が影響してい
ることを明らかにする。またこの結果として
cdc37 の量やリン酸化状態に変化があるかど
うかを明らかにする。この系では機能的に成
熟した Client 蛋白が癌細胞の増殖に影響を
与える。癌化に関与する重要な Client 蛋白
質の発現量や活性化について S100 蛋白質の
影響を調べる。 
同時に癌細胞の増殖や細胞死に対する S100
蛋白質の影響、シグナル系の変化を細胞周期
の解析、アポトーシス解析、リアルタイム PCR



やウエスタンブロットにて明らかにする。 
 
４．研究成果 
（１）S100 蛋白質のβカテニン複合体に対
する効果：大腸菌で発現精製したβカテニン
とS100蛋白質を用いてカルシウム存在/非存
在下でプルダウンアッセイをおこなったと
ころ、S100A2 と A6 がβカテニンに結合し
た。さらにβカテニンに結合する蛋白質に対
する影響を検討したところ、S100 蛋白質が
BCL9と βカテニンの結合を阻害することが
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）S100蛋白質のWnt/βカテニンシグナ
ル系を介した癌細胞増殖に対する効果：癌細
胞における S100 蛋白質の発現を検討したと
ころ、HEK293では S100A1, COS-7、HT29
とHCT116細胞ではS100A6が多量に発現し
ていた。S100 蛋白質のβカテニンシグナル
系への影響を検討するため、HEK293細胞に
TCFレポータージーンを導入し、ルシフェラ
ーゼアッセイをおこなったところ、S100A6
蛋白質の過剰発現は TCF のプロモータ活性
を抑制することがわかった。 
 
 
 
 
 

 
 

 
HT29 細胞に S100A6 の SiRNA をトランス
フェクションし S100 蛋白質の発現を抑制し
たところ、βカテニンシグナル系のターゲッ
ト蛋白質であるサイクリン D1 の発現が増加
した。サイクリン D1 は細胞周期調節蛋白質
であり、S100A6 の発現抑制によりサイクリ
ン D1が増加することは S100A6がβカテニ
ンシグナル系による癌細胞増殖に抑制的に
働いていることが示唆された。またHEK293
細胞においてβカテニンと S100A6 または
Mock（ベクターonly）を過剰発現したところ、
コントロールと比較してS100A6の過剰発現
は細胞増殖を抑制した。このことからも
S100A6 がβカテニンシグナル系に作用して
癌細胞増殖を抑制することがわかった。 

（３） S100 蛋白質による Hsp90 複合体に
対する効果：細胞内では PP5/Hsp90/cdc37 が
複合体を形成し各種蛋白質の成熟に関与し
ている。まず、大腸菌にて Hsp90、PP5、
cdc37、S100蛋白質を発現・精製し、カル
シウム存在/非存在下にてプルダウン実験
をおこなったところ、S100A1,A2,A6 がカ
ルシウム依存性に Hsp90と PP5の結合を
阻害したが、Hsp90と cdc37の結合には影
響を与えなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
また大腸菌からのリコンビナントcdc37蛋白
質をリン酸化したものを用いてPP5による脱
リン酸化を各種 S100 蛋白質存在下で検討し
たところ、S100A1,A2 存在下では PP5 による
リン酸化cdc37の脱リン酸化が阻害されるこ
とがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）S100蛋白質のHsp90/PP5/cdc37シグ
ナル系を介した癌細胞増殖に対する効果と
メカニズム：COS7細胞に S100A1, S100A2, 
S100A6,S100A12を過剰発現させcdc37のリ
ン酸化状態を検討したところ、S100A1> 
S100A2=S100A6の順で cdc37の脱リン酸化
が抑制された。また、COS7細胞にPP5、cdc37, 
および S100蛋白質を過剰発現させて、
Hsp90/PP5/cdc37複合体形成に対する S100
蛋白質の影響を検討したところ、S100A1や
S100A2ではカルシウム依存性に著明に複合
体形成が阻害された。 
 
 
 
 
 
 

 
これらの結果から、S100 蛋白質は細胞内にお
いてHsp90/PP5/cdc37複合体形成を阻害し、
cdc37 の脱リン酸化を抑制することにより、
クライエント蛋白質の成熟やガン細胞増殖
に影響を与えることが示唆された。 
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