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研究成果の概要（和文）：胆管癌細胞に発現するS100A10のノックアウトが導く細胞遊走能の低下の要因のひと
つとして上皮間葉転換（EMT)マーカーであるビメンチンの発現低下を見出している。しかし、他のEMTマーカー
の発現変化は見られず、S100A10がビメンチンおよびアクチン骨格の細胞内動態に機械的に介在する役割を持つ
と考えられた。S100A10に対する低分子阻害剤やスクリーニングにより得たVHH抗体の細胞内導入により、細胞遊
走能の低下やアクチン骨格異常がノックアウト実験同様に再現され、ビメンチンの凝集による機能不全が観察さ
れた。

研究成果の概要（英文）：One of the factors leading to the decreased cell motility caused by the 
knockout of S100A10, which is expressed in cholangiocarcinoma cells, is the observed reduction in 
the expression of vimentin, an epithelial-mesenchymal transition (EMT) marker. However, no changes 
were observed in the expression of other EMT markers, suggesting that S100A10 plays a mechanical 
role in the intracellular dynamics of vimentin and the actin cytoskeleton. The introduction of low 
molecular weight inhibitors against S100A10 or VHH antibodies obtained through screening into the 
cells reproduced the decreased cell motility and actin cytoskeleton abnormalities similar to the 
knockout experiments, and dysfunction due to vimentin aggregation was observed.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
最も治療抵抗性、予後不良を示す癌腫である胆管癌の悪性形質のひとつである「浸潤転移」に関する解析は乳癌
や大腸癌と比較して不十分であった。本研究は、S100A10が細胞遊走につながる細胞骨格の細胞内動態を機械的
に制御する重要な分子であることを明らかにした点で学術的意義を持つ。また、スクリーニングから得た抗
S100A10-VHH抗体の胆管癌由来細胞内における発現が、細胞骨格異常を誘導し細胞遊走能を低下させることを見
出した。この結果は、胆管癌の浸潤転移を抑制する分子標的薬につながるものと期待できる点で社会的意義を持
つと考えている。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 CD274low を表現型とする胆管癌幹細胞で特異的に発現増強する分子として S100A10 が発見
された。我々は、この分子の胆管癌由来細胞でのノックアウトが細胞遊走の顕著な低下を引き起
こすことを見出した。S100A10 ノックアウト細胞では、細胞遊走に必要なアクチン繊維の細胞
体部での逆行性流動が不全を来たし、アクチン繊維は細胞周縁部に蓄積していた。更に細胞骨格
を中心にノックアウトの影響を精査したところ、中間径フィラメント成分ビメンチンが顕著に
発現減少することを発見した。興味深いことに、ノックアウト細胞へのビメンチンの強制発現は
細胞遊走能やアクチン骨格の細胞内動態を回復させることはできず、ビメンチンフィラメント
自体も核近傍で凝集して正常な細胞内分布を示すことができなかった。これらの結果から、
S100A10 が胆管癌に対し幹細胞性と同時に浸潤転移能という重大な悪性形質の付与に関与する
分子であることが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 
 胆管癌は悪性度が高く治療抵抗性がありながら、未だ有効な分子治療薬は開発されていない。
この原因として癌としての生物学的な解析が不十分であり、幹細胞性や浸潤転移能などの基盤
解明が遅れているためである。この観点から本研究では、１．胆管癌の浸潤転移における
S100A10 の役割の解明、２．S100A10 が関わる上皮間葉転換とその分子機構の解明、３．分泌
型 S100A10 の腫瘍微小環境に対する生理的役割の解明、更には、４．新規胆管癌治療法に向け
た S100A10 を標的とする阻害抗体の探索、を研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
[１] 胆管癌の浸潤転移における S100A10 の役割：マウス盲腸-肝臓転移モデルを用いた
S100A10 阻害が癌転移に及ぼす影響の解析。具体的には、マウス直腸癌由来 CT26 細胞をマウ
ス盲腸へ同所性移植系を用いた。CT26 細胞の S100A10 はレンチウイルスベクターにより
shRNA を導入、ノックダウンした。 
[２] S100A10 が関わる上皮間葉転換（EMT）とその分子機構：ヒト大腸癌由来 HCT116 細胞
での TGF-βや TNF-αによる EMT 誘導と、S100A10 発現の相関を解析した。 
[３] 分泌型 S100A10 の腫瘍微小環境に対する生理的役割：S100A10/Annexin A2 複合体形成
を阻害する A2ti-1 や[４]において得た抗 S100A10-VHH 抗体を CT26 細胞、HuCCT-1 細胞に
投与し、基底膜マトリクスによりコートしたトランスウエルアッセイ、及び蛍光ラベルゼラチン
コートプレートにより浸潤遊走能に対する影響を解析した。 
[４] S100A10 を標的とした阻害薬の開発：まず酵母表面発現ライブラリー法を用い抗
S100A10-VHH 抗体のスクリーニングを行った。得られた VHH 抗体を細胞内導入し、細胞骨格
の細胞内動態を生細胞イメージングを適用して、細胞遊走能に対する影響をスクラッチアッセ
イによりそれぞれ解析した。 
 
４．研究成果 
[１] 1x10^6 個の CT26 細胞を C57BL/6 マウス盲腸に移植し、３～４週間後の肝転移を判定し
た。S100A10 ノックアウト細胞ではほぼ転移巣はみられなかったが、野生型細胞においてさえ
転移効率は約４割と低くかった。そこで転移巣からハーベストした細胞を繰り返し移植するこ
とで高転移効率細胞のセレクションを試みた。しかし、選択３ラウンドまでに転移効率はむしろ
低下し成功しなかった。 
[２] ビメンチンも含め、N-カドヘリンと Slug を間葉系マーカーとして、E-カドヘリンとラミ
ニン１を上皮系マーカーとして EMT を評価した。野生型 HCT116 細胞と比較して、S100A10
ノックアウト細胞では定常状態においてビメンチンのみの発現減少を認めた。一方、TGF-βと
TNF-αによる EMT 誘導では、ビメンチン以外で EMT マーカーの変動に違いはみられなかっ
た。この時、ビメンチンは野生型細胞に及ばないものの有意な発現上昇がみられた。この結果か
ら、S100A10 の EMT 誘導への直接的な関与の可能性は低く、アクチン繊維とビメンチンの細
胞内動態を機械的に介在している分子であると考えられた。 
[３] S100A10 ノックアウト細胞ではトランスウエルアッセイでの細胞浸潤はほぼ抑制されて
いた。また、A2ti-1 と抗 S100A10-VHH 抗体の投与量依存的に浸潤細胞数の減少と蛍光ラベル
ゼラチンコートの分解面積の減少を観察した。これらの結果から細胞膜上の S100A10 が ECM
分解に関与している可能性が示唆された。 
[４] 大腸菌発現系より S100A10 を精製し更に蛍光ラベルした。これを細胞表面に VHH 抗体
を発現する酵母ライブラリーに供することで S100A10 に結合する VHH 抗体を濃縮していった。
選択５ラウンド後に特に濃縮された２クローンを続く実験に用いた。抗 S100A10-VHH 抗体遺
伝子をレンチウイルスベクターにより導入した HCT116 細胞はスクラッチアッセイから細胞遊
走能が顕著に低下していることが判明した。この時、細胞内のビメンチンは核周囲に凝集してお
り、生細胞イメージングよりアクチン繊維の動態に異常が生じていることが明らかとなった。こ



れらの結果は、抗 S100A10-VHH 抗体が胆管癌の浸潤転移を抑制する分子標的薬となる可能性
を示唆するものである。 
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