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研究成果の概要（和文）：胆管癌幹細胞を含むCD274low細胞分画に高発現する分子群として同定されたS100分子
群の機能解明を本研究の目的とした。このうち、S100A10がCD274low細胞の幹細胞性、造腫瘍性に必須であるこ
とがわかった。また、胆管癌細胞において細胞周期の進行や細胞遊走能の獲得にS100A10が重要であることが判
明した。特にS100A10欠損の影響は細胞骨格系に生じ、アクチン骨格形成や中間径フィラメントであるビメンチ
ンの発現に表れた。

研究成果の概要（英文）：S100 proteins are highly expressed in CD274low cancer stem cell (CSC)-like 
cells in cholangiocarcinoma. Here we demonstrated S100A10 is indispensable for the tumorigenicity of
 the CSC-like cells. We also found the indispensable roles of S100A10 on cell cycle progression and 
cell migration of cholangiocarcinoma cells. S100A10 regulates the integrity of cytoskeletons, 
including vimentin intermediate filaments.

研究分野： 機能生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胆管癌幹細胞を含む細胞分画の指標である「CD274low」とはあくまで細胞の表現型であり、癌幹細胞としての機
能発現への関わりを示すものではなかった。我々は、本細胞分画に高発現する分子としてS100分子群を同定し、
特にS100A10に関する解析から癌幹細胞性維持における重要性を明らかにした。また、この分子が癌細胞の細胞
遊走能獲得に関与することを示した。本研究の成果は、S100A10が発癌から転移まで広範囲に機能することを示
唆しており新しい治療標的となりうる分子を見出した点で意義深いと考えている。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
胆管癌は最も予後不良な癌種のひとつであり、外科手術を中心とした治療が選択できない症

例は、放射線療法・化学療法を施行しても極めて治療抵抗性が高く、予後不良例が多い。癌の治
療抵抗性の元凶のひとつとして、「癌幹細胞」の存在が注目されている。近年、胆管癌細胞のな
かで CD274low の分画が胆管癌の癌幹細胞であることが報告された（Tamai, K. et.al, Cancer 
Science, 105, 667-674, 2014）。しかし、胆管癌幹細胞が示す CD274low とは、あくまで細胞種
の表現型であり、その維持、癌幹細胞性を担う分子を同定しなければ真に効果的な治療開発はで
きない。この目的のため、申請者は CD274low 細胞と正常細胞との比較プロテオミクスを行い、
S100蛋白質とAnnexin A2の蛋白質複合体が胆管癌幹細胞において特異的に発現亢進しているこ
とを見出した。さらに、宮城県立がんセンター研究所がん先進治療開発研究部の田中伸幸らは、
胆管癌の悪性度とそれらに由来する癌幹細胞内での S100 蛋白質発現に正の相関を明らかにした。
これらの結果から、S100 分子群が胆管癌に幹細胞性と悪性化という２つの重要な形質を付与し
ていると仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
上記の仮説ともに、S100 分子群の機能阻害が胆管癌への新規治療に繋がる可能性を検証する

ため、以下の点について明らかにする。１．胆管癌における癌幹細胞性と悪性形質発現における
S100 分子群の役割を解明する。２．S100 分子群による癌細胞の細胞周期と核異型の制御機構を
解明する。３．分泌型 S100 分子群の微小環境に対する意義解明と診断マーカーとしての有用性
の検証。 
 
３．研究の方法 
［１］S100 阻害による癌細胞増殖の抑制と悪性化形質（遊走・浸潤）の解析：S100 発現阻害に
よる効果を解析するため、shRNA 発現レンチウイルスおよび CRISPR/Cas9 法を用いてヒト培養細
胞株に対し S100A10 および A11 のノックダウンおよびノックアウト細胞を作成し、増殖抑制効
果の解析を行った。次に悪性度への影響を検証するため、細胞遊走能（スクラッチアッセイ）と
浸潤能（基底膜破壊に基づく Cell invasion アッセイ）を解析した。 
［２］S100 分子群阻害による癌幹細胞性の解析：S100 は胆管癌の癌幹細胞分画から同定されて
おり、幹細胞性における役割は不明である。S100 ノックアウト細胞を用い、以下の癌幹細胞性
に関する解析を行った。１）スフェア形成能の低下：スフェア用培地での培養アッセイ。２）抗
癌剤耐性の低下：シスプラチン・ゲムシタビン等による細胞死アッセイ。３）幹細胞性マーカー
の低下：リアルタイム PCR を用いた Nanog 等の多分化能マーカーの比較を行った。さらにマウス
を用いた in vivo 移植系を用いて、造腫瘍能、幹細胞性の関連を検証した。 
［３］S100 阻害は細胞周期を遅延させるとともに異常な細胞分裂を誘導する可能性がある。こ
の現象をさらに確認するため、誘導型の RNA 阻害レンチウイルスを用いて、S100 ノックダウン
誘導による細胞周期の異常を解析した。一方、予備的実験データから S100 阻害は重篤な核異型
を誘導する可能性が予想されたことから、均一な染色体分配（紡錘体チェックポイント）に着目
した経時的顕微鏡観察を行った。 
 
４．研究成果 
［１］shRNA 発現レンチウイルスを用いた S100A10 および S100A11 のノックダウンにより、ヒト
培養細胞株の増殖速度は共に 60％程度に低下した。一方、各遺伝子のノックアウトにより、後
者では約 50％の増殖低下を認めたのに対し、S100A10 の欠損では数％にまで低下し、両者間で明
確な差異が観察された。同様の傾向は細胞遊走能についても見られ、スクラッチアッセイでの間
隙閉鎖率は S100A10 ノックアウト細胞の顕著な低下を観察した。 
［２］胆管癌幹細胞を含む CD274low 細胞のスフェア形成能は、S100A10 ノックアウトにより半
分程度に低下した。この時、CD44、ABCG2、ABCC2 といったがん幹細胞マーカーや Nanog、Klf4 と
いった多能性マーカーの発現低下を示した。また、癌幹細胞性を示す CD241low 細胞の NOG マウ
スへの 1000 または 3000 個の移植系において、S100A10 のノックアウトは造腫瘍性を喪失させ
た。以上のことから、胆管癌幹細胞の形質獲得における S100A10 の重要性が明らかとなった。 
［３］細胞周期解析から、G1/G0 期細胞の存在比が親細胞株での約 50％から S100A10 ノックアウ
トにより 80％以上へと偏ることがわかった。また、経時的顕微鏡観察から、ノックアウト細胞
では細胞分裂終期の細胞質分離に失敗し、多核化した細胞が生じる様子が観察された。その直後
に細胞死を起こす細胞も多数観察された。 
［４］細胞遊走能の評価結果をもとに S100A10 の細胞骨格系への関わりを精査した。まず、アク
チン骨格について、通常プラスチック基材の培養ディッシュ上では親細胞株とノックアウト細
胞との間に明確な違いは見られなかったが、コラーゲンやフィブロネクチンでコートしたディ
ッシュ上で両者に顕著な違いが出た。ここで、ノックアウト細胞では、親細胞で観察されるスト
レスファイバーのサブタイプのうち、dorsal stress fiber と transverse arc 構造がほぼ欠損
し、focal adhesion を持つストレスファイバーが細胞辺縁部に凝集していた。この表現型は、



myosin IIB 欠損細胞と類似するものであったが、S100A10 ノックアウト細胞において myosin IIB
の細胞内局在等に影響はみられなかった。更に他の細胞骨格系への影響を解析したところ、中間
径フィラメントのひとつであるビメンチンの発現が S100A10 発現量と相関していることが判明
した。ノックアウト細胞への S100A10 の再導入はビメンチンの発現増強を促すと同時にアクチ
ン骨格系の異常と細胞遊走能の低下をレスキューした。興味深いことに、ビメンチンのみの強制
発現ではアクチン骨格異常を解消することはできなかった。癌細胞の転移では、上皮間葉転換
（EMT）と呼ばれる細胞極性と接着機能の喪失と細胞の間葉系化による細胞遊走能の獲得が重要
なプロセスであると知られ、特に後者の過程ではビメンチンの発現が特徴のひとつとされてい
る。本研究の成果は、癌細胞で起こる EMT や転移における S100A10 の関与を示唆するものであ
り、今後はその機能阻害による癌悪性形質抑制を指向しつつ研究を進めていく予定である。 
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