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研究成果の概要（和文）：S100A14は我々のマウス乳癌を用いた研究により、がんの転移を促進する分子として同定さ
れた。本研究はS100A14がヒト乳癌の診断や治療に応用できるかどうかの検証と、S100A14の分子機能を解明することを
目的としている。その結果、S100A14が高発現する乳癌は患者の予後を悪くすることが明かとなった。また、ヒト乳癌
細胞株を用いた実験では、S100A14は細胞骨格系蛋白と結合して、細胞の運動や浸潤を促進することが示された。本研
究により、S100A14による乳癌患者の予後を予測する診断法やS100A14を標的とした分子治療の開発への道が開かれた。

研究成果の概要（英文）：S100 family proteins have recently been identified as biomarkers in various 
cancers. The aim of the present study was to clarify the clinical significance and functional role of 
S100A14 in breast cancer. Immunohistochemical analysis of 167 breast cancer cases showed that higher 
expression levels of the proteins was significantly associated with a poorer prognosis. In the human 
breast cancer cell lines, S100A14 protein was colocalized on the cell membrane. Experimental analyses 
demonstrated that the S100A14 protein can bind to actin. A Boyden chamber assay showed that S100A14 
knockdown suppressed the invasive activity. We demonstrated that coexpression of S100A14 and S100A16 
correlates with poor prognosis of breast cancer patients. In addition, our findings indicate that these 
proteins can promote invasive activity of breast cancer cells via an interaction with cytoskeletal 
dynamics.

研究分野： 病理学
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１．研究開始当初の背景 
一般に癌の転移には癌細胞の浸潤が不可欠

であるとされるが、我々は浸潤を必要としな
い転移様式が存在することを発見し、その転
移モデルを作製し、このモデルを用いた遺伝
子発現の網羅的解析により転移関連遺伝子
をクローニングした。S100A14 はこれらの候
補遺伝子の発現操作により、転移を促進する
作用があることが明らかになった分子群の
１つである。S100A14 は他の S100 ファミリ
ーと同様、他の分子と結合することによって、
その分子機能を表すと推定される。しかしな
がら、その結合タンパクや局在、機能、癌の
悪性形質との関わりはよく知られていない。 
本研究では癌の浸潤・転移における

S100A14 の役割を明らかにするために、この
分子の結合タンパクを同定し、介在するシグ
ナル伝達系を中心とした分子メカニズムを
明らかにする。また、そのデータを基にこの
分子を用いた癌の予後予測システムや分子
標的治療法の開発など、臨床へ応用するため
の基礎研究を行う。 

 
２．研究の目的 
本研究では S100A14 が浸潤や転移を促進

する分子メカニズムを明らかにし、乳癌の診
断･治療へ応用することを目的とする。 
(1) S100A14 発現と乳癌症例の予後および
予後に関わる因子との関連を免疫組織化学
的に解析する。また、S100A14 が乳癌患者の
予後を予測するバイオマーカーとしての有
用性を検証するために、血清中のタンパクレ
ベルと臨床データとの関連を検討する。 
(2) S100 ファミリーと同様、S100A14 も細
胞膜への局在や機能において他の分子との
相互作用が重要であると推測される。このた
め、本研究ではまず、S100A14 の結合タンパ
クを同定し、その分子間相互作用のメカニズ
ムを明らかにし、次に、S100A14 と結合タン
パクとの相互作用の結果、引き起こされる生
理的機能（増殖・運動・接着・代謝など）や
これに関与するシグナル伝達系を探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト乳癌における臨床病理学的解析：福
島医大で切除された乳癌症例における
S100A14 および S100A14 との関連が推測さ
れている S100A16 の発現を免疫組織化学的
に検出し、臨床データや患者の予後、治療効
果との関連を解析する。また、乳癌細胞株を
用いた S100A14 の細胞外放出や乳癌患者血
清中のS100A14タンパクのレベルを測定し、
血清診断の可能性を解析する。さらに、
S100A14 のシグナル系を標的とした薬剤を
探索し、その制癌効果を検討する。 
(2) S100A14 の分子機能解析：ヒト乳癌細胞
を用いて、S100A14 と結合するタンパクを網
羅的解析により同定する。また、結合タンパ
クや細胞運動との関連から想定されるシグ
ナル伝達系を解析する。さらに、S100A14

を強制発現または抑制することにより癌細
胞の浸潤性や転移能への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト乳癌における臨床病理学的解析 
まず、種々のヒト癌症例における S100A14

タンパクの発現をスクリーニングした。
S100A14 は種々の癌に発現するが、乳癌では
約半数の症例が発現亢進していた（図 1）。こ
のことから、乳癌症例を用いて予後との相関
を解析することとした。また、S100A14 との
相互関係が推測されている S100A16 も合わ
せて解析した。 
図 1 

 
乳癌における S100A14・A16 タンパクの発

現は各特異抗体を用い、免疫組織化学的手法
で検出した。S100A14・A16 ともに細胞膜に
限局した発現することから、HER2 タンパク
の判定にならい、発現強度と発現細胞率を加
味してスコアリングし、陽性・陰性（図 2）
の判定を行った。 
図 2 

 
S100A14・S100A16 発現と予後との相関を

Kaplan-meier 法で解析した結果、両タンパ



クの高発現は乳癌の不良な予後  (overall 
survival)と有意の相関を示した（図 3, 4）。 
図 3 
図 4 

多変量解析の結果、S100A14 (p<0.001)、
PgR (p=0.024)、組織学的グレード (p<0.001)
が独立した予後因子であることが明らかと
なった。 
また、乳癌症例において S100A14 と

S100A16 の 発 現 は 有 意 の 相 関 を 示 し
(p<0.001)、臨床病理学的因子において
S100A14、S100A16 タンパクの発現は若年
齢 (<60 歳、各 p=0.041, 0.046)、ER-negative 
(p=0.014, 0.030)、HER2-positive (p=0.001, 
<0.001)と有意に相関した。また、S100A16
の高発現は腫瘍径 (p=0.007)、リンパ節転移 
(p<0.001)と有意の相関を示した。 
(3) S100A14 の分子機能解析 

S100A14 および S100A16 の分子機能や乳
癌における意義を明らかにするために、ヒト
乳癌細胞株を用いた実験的解析を行った。 
(a) ヒ ト 乳 癌細 胞 に おけ る S100A14 ・
S100A16 の発現：ヒト乳癌細胞株 MCF7, 
SK-BR-3, ZR-75-1, MDA-MB-231 における
S100A14 と S100A16 の mRNA 発現を
qRT-PCR を用いて測定し、タンパクの発現
を 免 疫蛍光 染 色を用 い て観察 し た 。
MDA-MB-231 を除き、両分子の発現は
SK-BR-3, ZR-75-1, MCF7 の順で発現が高く、
mRNA, タンパクともほぼ一致していた。 
MDA-MB-231 では S100A14 は mRNA, タ
ンパクとも発現しないが、S100A16 は
mRNA が高値であるにもかかわらず、タンパ
ク発現がみられなかった（図 5, 6）。 
図 5 

図 6 

 
(b) S100A14・S100A16 タンパクの細胞内局
在：培養皿に接着して増殖する MCF7 細胞を
コンフルエント状態にし、特異抗体を用いて
蛍光染色し、レーザー顕微鏡で観察した。両
タンパクとも細胞間接着部位の lateral 
surface に沿った局在が見られた（図 7）。ま
た、界面活性剤 Triton-X100 での前処理を行
わなかった場合には染色性が見られなかっ
たことから、これらのタンパクは細胞内に存
在することが示された（図 8）。さらに、Ca
イオン非存在下でもタンパクの膜での発現
が観察されたことから、両タンパクの膜への
局在はカルシウム非依存生であることが明
らかとなった（図 9）。 
図７ 

 
図 8 

 
図 9 

 
(c) S100A14 が結合するタンパクの同定：
S100A14抗体を用いたpull down assayによ
り、MCF7 細胞抽出液中での標的タンパクを
探索した。S100A14 と結合したタンパクを電



気泳動し、クマシーブリリアントブルー染色
で観察しうるバンドを切り出し、質量分析に
てタンパクを同定した。その中の 1 つである
actin との相互作用を図 10 に示した。
Phalloidin を用いた二重蛍光染色では
S100A14 と F-actin の共局在が示され、
S100A14 の膜局在が F-actin 等の cortical 
actin との結合によるものと推測された。 
図 10 

 

(d) S100A14・S100A16 の浸潤性への関わ
り： MCF7, SK-BR-3 細胞に siRNA を
transfect することにより、S100A14 や
S100A16 を低発現する細胞を作製した。これ
らの細胞を用いて、種々の浸潤・運動能のア
ッセイを行った。マトリゲルをコートした
Boyden chamber による in vitro invasion 
assay では、S100A14 または S100A16 の発
現を抑制した MCF7, SK-BR-3 はともに浸潤
細胞が有意に減少し、浸潤が抑制された（図
11）。 
図 11 

また、傷付けアッセイ法では S100A14 のノ
ックダウンにより MCF7 の運動が有意に抑
制された。 
さらに、コラーゲンゲルを用いた三次元培養
では S100A14 発現が低下した MCF7 の遊走
が阻害された（図 12）。 

図 12 

 
結論 
本研究により、S100A14 と S100A16 は乳

癌の予後を予測するバイオマーカーの候補
となりうることが示された。両分子は actin
などの細胞骨格系に働き、ヒト乳癌細胞の浸
潤・運動能を促進する機能が示され、乳癌の
分子治療の新しいターゲットとして期待さ
れる。 
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