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概要 

 背景：S100ファミリータンパクは近年，癌のバイオマーカーや癌の進展に重

要な役割を担う分子として注目されている．本研究は乳癌における S100A14・

A16 発現の臨床的な意義や悪性形質との関連を明らかにすることを目的とした． 

方法: 乳癌症例の検討では，手術標本 167例における S100A14・A16の発現を

免疫組織化学法によって評価し，臨床病理学的因子及び予後との相関を検討し

た．実験的解析では，複数の乳癌細胞株を用いてその発現や細胞内局在を免疫蛍

光染色によって解析し，さらに各分子の発現を siRNAを用いて発現抑制し細胞

の増殖や浸潤，運動に与える影響を検討した． 

結果: 乳癌症例 167例の解析では，S100A14は 88例，S100A16は 52例にお

いて細胞膜に局在する強い発現を認め，両者の発現は有意に相関していた．これ

らのタンパクの高発現は低年齢，ER陰性，HER2陽性，さらに不良な予後と有

意な相関を示した．乳癌細胞株MCF7を用いた実験的解析では，両タンパクは

隣接する細胞との接着面と遊走先端部における接着斑に局在を示した．免疫蛍

光染色及び免疫沈降法によって，S100A14 は F-actin に結合し，共局在するこ

とが示された．乳癌細胞株MCF7，SK-BR-3を用いた in vitro invasion assay

及び傷つけ assayでは，S100A14・A16 のノックダウンにより細胞の浸潤能及

び遊走能が著明に抑制された． 
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結語: 我々は S100A14・A16 の発現レベルが患者の不良な予後と相関すること

を明らかにした．細胞株を用いた実験から両タンパクは F-actinと結合し細胞骨

格系タンパクの動態を調節することで癌細胞の運動・浸潤を促進していること

が示唆された．S100A14・A16は乳癌の予後を予測するバイオマーカーとして，

また治療の標的分子としての可能性が期待できる． 
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緒言 

 乳癌の発症率は世界的にも増加しており，女性の代表的な死亡原因の一つで

ある [1]．多剤併用化学療法や HER2 に対する分子標的治療薬であるトラスツ

ズマブによって生存率は向上したが，未だ予後不良の症例が多い．そのため，患

者の予後を正確に判定できるマーカーや，治療効果が高く副作用の少ない薬剤

の開発が望まれており，標的となる新規分子の探索が課題である [2, 3]． 

 筆者の所属する研究室では、がん転移関連遺伝子探索プロジェクトとして マ

ウスの乳癌モデルから低転移性及び高転移性の細胞株を分離し，両者に発現す

る遺伝子の比較解析を行ってきた。高転移株に特異的に高発現する分子を転移

関連遺伝子候補として抽出し，機能や癌における発現を解析することによって, 

癌の新しいバイオマーカーや分子標的治療のターゲットを探索することを目的

としている．本研究では，候補として挙げられた遺伝子産物のうち S100A14と

S100A16 に着目し，これらの分子発現の臨床的意義や悪性形質との関わりを解

明した. 

S100A14・A16の属する S100 ファミリータンパクは，現在 25のメンバーか

ら構成される．これらのタンパク群に共通する性質は分子的に EF-handドメイ

ンによりカルシウムに結合すること，他の分子とカルシウム依存性または非依

存性に結合し得ることである．しかし，結合するタンパクが多様であるために生
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体内における分布や，臓器・細胞特異的な発現パターンはそれぞれのメンバーに

よって大きく異なる [4]．その機能も，細胞の増殖や分化を調節するもの，細胞

外に分泌されサイトカインとして働くものなど多種多様である．癌との関わり

について現在までに報告されている S100ファミリーのメンバーは，S100A1 [5]，

S100A2 [6, 7]，S100A4 [8, 9]，S100A6 [10]，S100A7 [11, 12]，S100A8/A9 [13]，

S100A11 [14]，S100B [15]，S100P [16]である．その中で特に，S100A4を中心

とした研究が多く，癌細胞の増殖，運動や上皮間葉移行などの調節に関わること

で癌の転移や進展に重要な役割を担う分子として注目されている [17]． 

S100A14は 2002年にヒト肺癌細胞株からクローニングされた [18]．このタ

ンパクは，正常組織では消化管，肝臓，膵臓，腎臓，肺，乳腺，子宮，前立腺，

甲状腺，胸腺に発現している．癌においては肺癌，乳癌，子宮癌では発現が亢進

しているが，一方で大腸癌，直腸癌，腎癌では発現が減弱しているとされる[18]．

S100A14と癌患者の予後との相関についても対照的なデータがあり， 大腸癌や 

小腸癌では高発現症例の予後が良好であるが，乳癌・肝癌においては高発現患者

の不良な予後と相関すると報告されている [19-22]．S100A14 の癌における機

能については，増殖や運動を促進するという報告が多いが、一部の癌では増殖を

抑制するとされており，その分子メカニズムは十分に解明されていない[23-25]． 

S100A16は，2004年にアストロサイトーマから分離された分子である [26]． 
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この分子に関する研究報告は脂質や糖，骨の代謝に関わるものが多い [27-29]．

しかし，S100A16 と癌との関連についての論文は極めて少なく，生体内に広く

分布し，様々な癌でその発現が上昇しているという報告のみである [26]．また，

S100A14との相互作用が報告されているが [30, 31]，そのメカニズムについて

はほとんど分かっていない．  

 本研究では S100A14・A16 発現と癌患者の予後を特に乳癌に絞って解析し，

両タンパクの細胞膜での発現亢進が乳癌患者の予後を不良にするという結果を

得た．次に，これらの分子が不良な予後をもたらすメカニズムを明らかにするた

めに，乳癌細胞株を用いて実験的な検討を行い，細胞における局在，分子間の相

互作用，分子機能を検討した．この結果，我々は S100A14及び A16が乳癌細胞

の悪性形質を促進することを見出した．本論文では，乳癌における S100A14・

A16発現の臨床的な意義と悪性形質への分子的関わりについて述べる． 
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材料と方法 

症例と検体 

 症例は 1990年 1月から 1996年 12月に福島県立医科大学付属病院にて原発

性乳管癌と診断され乳房切除術または乳房部分切除術を施行された 167 例で，

全例女性，手術時の年齢は 21歳から 86歳，平均年齢 52歳である．手術標本の

ホルマリン固定パラフィン包埋標本を用いて HE 染色及び免疫組織化学を行っ

た．生存率については手術日を起算日として 10年間の追跡調査を行い，累積生

存率を Kaplan-Meier法にて求めた．尚，本研究における人体組織の解析につい

ては福島県立医科大学倫理委員会により承認を得た（承認番号 1203）． 

 

乳癌標本の免疫組織化学 

乳癌の手術摘出標本は，抗 S100A14 (Sigma, St. Louis, MO, USA)，抗

S100A16 (Proteintech, Chicago, IL, USA) ポリクローナル抗体を一次抗体とし

て酵素抗体法による免疫組織化学を行った．10%ホルマリン固定後のパラフィ

ンブロックから 3 m に薄切したパラフィン切片を脱パラフィン後，10 %クエ

ン酸バッファー (S100A14: pH 9.0，S100A16: pH 6.0)に浸漬し，マイクロウェ

ーブ処理を 15分間行い，抗原を賦活化した．一次抗体を 4 ℃で一晩反応させた

後，ペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジン・ビオチンとヒストファインシン
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プルステイン (共にニチレイ, 東京)を用いて反応させ diaminobenzidin (DAB，

Dako, Glostrup, Denmark )で発色した．核染色はヘマトキシリンを用いた．  

 

細胞株 

実験に用いた乳癌細胞株はMCF7，ZR75-1，SK-BR-3，MDA-MB231 (共に

理化学研究所・バイオリソースセンター，茨城)である．MCF7 と SK-BR-3 は

10%牛胎児血清 (FBS)添加 DMEM培地，ZR-75-1とMDA-MB231は 10%FBS

添加 RPMI 1640培地を用い，37 ℃，CO2 5％の条件下で培養を行った． 

 

リアルタイム RT-PCR法 

RNAは Trizol（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）により抽出し, cDNA Synthesis 

Kit（Invitrogen）を用いて cDNA 合成を行った. 遺伝子の定量は Fast SYBR 

Green Master Mix  (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)，目的遺伝子

のプライマーを用い，StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

を使用して増幅条件 95℃10分(AmpliTaq Gold activation hot start), 95℃15秒 

/ 60℃1分を 40サイクルで，リアルタイム PCR法を行った．使用したプライマ

ーの配列を以下に示す． 

S100A14  F: 5’-TCACCAAAGGACCAGGACACA-3’,  
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R: 5’-CACAGTCTCTCCCCAACACC-3’  

S100A16  F: 5’-CAGGGAGATGTCAGACTGCTACAC-3’  

R: 5’-CATCAGGCCAGTGCCTGGAA-3’  

 

RNA干渉(RNAi)による遺伝子ノックダウン 

S100A14及びA16を標的とした si RNA及びネガティブコントロール siRNA 

(Invitrogen) を使用した．24 ウェルプレートの各ウェル内で 2 本鎖 siRNA 6 

pmolを 0.1 mlの OptiMEM (Invitrogen)で希釈し，Lipofectamine RNAi MAX 

reagent (Invitrogen) を各ウェルに添加した．室温で 10分静置した後，1×105 

個/ml に調整した細胞懸濁液 0.5 mlを各ウェルに加えた．RNAiによるノック

ダウンの効果は，リアルタイム RT-PCRと，蛍光免疫法，Western blottingに

て確認した． 

 

細胞の増殖能，浸潤能及び運動能の測定 

細胞増殖の測定には XTT assay (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Germany) を用いた．96 ウェルプレートに細胞数 3×103 個/well を播種し，

10% BSA含有 DMEMで培養した．48時間後各ウェルに 50 lの XTT labeling 

mixture を添加し，37 ℃でさらに 4 時間培養した後に，吸光度を microplate 
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reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) にて波長 490 nmで測定した．がん細胞

の運動能及び浸潤能の解析はカルチャーインサートを用いた in vitro invasion 

assayと，傷つけ assayの２つの方法により行った．In vitro invasion assayで

は，24ウェルプレート用のBioCoat コントロール カルチャーインサート (pore 

size 8.0 m，BD, Franklin Lakes, NJ, USA) を 8.7 g/filterのマトリゲルでコ

ートし風乾した後，PBS で膨潤した． チャンバー上室には 10% FBS 添加

DMEMにて 2×105個/ml (MCF7)，5×104個/ml (SK-BR-3) に調整した細胞浮

遊液を 0.2 ml，チャンバー下室には 10% FBS 添加 DMEM を 0.7 ml 入れ，

37 ℃，CO2 5%の条件で培養した．48時間培養後，ギムザ染色しフィルター下

面に浸潤した細胞数を光学顕微鏡下にて計測した．傷つけ assayでは，24ウェ

ルプレートの各ウェルに 1×105個/ml に調整した細胞浮遊液を 0.5 ml 入れ，

37℃，5% CO2下で培養した．翌日 confluentになった単層の細胞に，200 lチ

ップで同じ幅の傷をつけ，上記と同じ条件で培養を行った．傷つけ直後と 24時

間培養後の傷の幅を測定し，細胞の移動距離を算出した． 

免疫蛍光染色及びウェスタンブロッティング 

細胞株の免疫蛍光染色のため，8ウェルスライドチャンバー (BD)に細胞を播

き，24～48 時間培養した．細胞を 4% パラホルムアルデヒドで固定した後，

0.1 % Triton-X に室温で 5 分間浸漬し透過処理を行った．5 %スキムミルクに
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浸漬し，室温で 1 時間ブロッキング反応を行い，一次抗体を４℃で一晩反応さ

せた．洗浄後，FITC標識の２次抗体を室温で一時間反応させた．DAPI添加封

入材 (DAKO)で封入し，倒立位相差蛍光顕微鏡 (オリンパス, 東京)及びレーザ

ー共焦点顕微鏡 (オリンパス)で観察した．使用した S100A14 及び A16 の一次

抗体は免疫組織化学で用いたものと同様である．F-actinはローダミン標識ファ

ロイジン(Molecular Probes, Eugene, OR, USA)を用いて染色を行った．ウェス

タンブロッティング法は Cell lysis reagent (Sigma) により培養細胞から抽出し

たタンパクを用いて行った．メルカプトエタノールで還元状態にしたサンプル

を SDS-PAGE により 200 V で泳動後，PVDF トランスファーメンブレン 

(Millipore, Billerica, MA, USA)にブロッティングし， Immunoblot ECL 

Advance Western Blotting Detection Kit (GE healthcare, 東京) を用いて検出

した．S100A14と A16の検出には免疫染色と同じ抗体，アクチンの検出には抗

アクチンモノクローナル抗体 (Sigma)を使用した． 

 

免疫沈降法 

S100A14 抗体 (ウサギ宿主)，コントロールとしてウサギ IgG (Sigma) をそ

れぞれ PBSで懸濁した Protein A sepharose ビーズ (GE healthcare) に添加

し，室温で 2 時間反応させた．このビーズを DMP (dimethyl pimelimidate 
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dihyerochloride) 添加ホウ酸バッファーで懸濁し，室温で 30分間架橋反応を行

った後，0.1 M glycine-HCl (pH 2.8)で未反応抗体を除去した．ここに 1 % NP-

40添加 HEPES バッファーで希釈した細胞溶解液を加え，4 ℃で一晩抗原抗体

反応を行った．洗浄後，0.1 M glycine-HCl (pH 2.0)で結合タンパクの溶出を行

い，Western blottingで検出した． 

 

統計学的解析 

統計学的解析は，因子間の解析についてχ2 検定及び Fisherの検定を行った．

累積生存率は Kaplan-Meier法で算出し，log-rank testを行った． 予後予測因

子については Coxの比例ハザードモデルで単変量及び多変量解析を行った． 多

変量解析の変数選択には変数増加法（尤度比）を用いた． 統計ソフトは SPSS 

Statistics 21 (IBM)を使用し，危険率 5 % 未満をもって有意差ありと判定した．  
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結果 

1．乳癌症例における S100A14及び S100A16発現の臨床病理学的解析 

1) 乳癌摘出標本における S100A14・A16の発現 

正常乳管上皮において，S100A14・A16 はいずれも染色されないか，細胞質

に限局する弱い染色のみであった (Fig. 1A，B)．間質では形質細胞に S100A14

の染色性がみられた．一方，乳癌組織においては，半数程度の症例で細胞膜の全

周を縁取るような染色像を示した (Fig. 1C-F)．この染色パターンは, 乳癌にお

ける HER2 の染色像と類似していることから, 我々は American society of 

clinical oncology/college of American pathologists (ASCO / CAP) の HER2検

査ガイドライン[32]を参考に S100A14・A16発現の評価基準を作成した (Table 

1)．まず，細胞膜が染色された腫瘍細胞の割合を 10%区切りでカウントした．次

に，その染色強度について intensity score (IS)を Score 2 (細胞膜が全周性に強

く染色されている)，Score 1 (全周性でない，または弱く染色されている)，Score 

0 (全く染色されていない) の 3段階に分類した．陽性細胞の割合 (％) と ISを

かけた labeling index (LI) が，S100A14については 100 以上，S100A16につ

いては 40以上のものを陽性 (+) と判定した．乳癌手術標本 167例中，S100A14

は 88例，S100A16は 52例が陽性と判定された． 

2) S100A14・A16の発現と臨床病理学的因子，予後との相関 
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S100A14 及び S100A16 の発現と臨床病理学的因子との関連を Table 2 に示

す．S100A14陽性は，患者の年齢 (60 歳未満，p = 0.016)，ER陰性 (p = 0.014)，

HER2陽性 (p = 0.001) と有意に相関していた． 

一方 S100A16陽性は，低年齢 (p = 0.002)，腫瘍径 (p = 0.009)，リンパ節転

移 (p < 0.001)，TNM stage (p = 0.025)，ER陰性 (p = 0.025)，HER2陽性 (p 

< 0.001)と相関していた．さらに，S100A14陽性と S100A16陽性は互いに相関

していた (p < 0.001)． 

3) S100A14及び S100A16の発現と予後との相関 

全 167 例のうち追跡調査が可能であったのは 147 例で，10 年生存率は 67．

3% (99/147例)であった．Kaplan-Meier 法により解析した累積生存率を Fig. 2

に示す．S100A14 陽性群の 10 年生存率は 53.3% で，陰性群の生存率 81.9% 

と比較して有意に低かった (Log-rank 法，p < 0.001，Fig. 2A)． S100A16陽

性群の10年生存率は53.3%，陰性群 73.5% で有意差が認められた (p = 0.011，

Fig. 2B)．S100A14陰性かつ S100A16陰性症例(14－/16－) は 64例，(14+/16

－) は 38例，(14－/16+) は 8例，(14+/16+) は 36例で，それぞれの群の 10年

生存率は 81.3%，60.5%，87.5%，45.9% であり，(14+/16+) の症例が最も低く，

他の群との有意差が認められた(p < 0.001，Fig. 2C)．Stage ごとの全生存率の

解析では，S100A14では StageⅠおよびⅡ，S100A16では StageⅠの症例にお
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いて，陽性群の生存率が有意に低かった (Sup. Fig. 1，2)．術後無再発期間につ

いて追跡できたのは 85例で，10年無再発生存率は 35.3% (30/85例)であった．

S100A14 陽性例では，陰性例と比較して術後から一時再発までの期間が有意に

短かった(p < 0.003，sup. fig.3)． 

4) 多変量解析による S100A14・A16の予後予測因子としての評価 

S100A14及び S100A16に，一般的な乳癌の臨床病理学的予後因子 (年齢，腫

瘍径，リンパ節転移，組織学的グレード，ER，PgR，HER2) を加えた 9項目に

ついて Cox の比例ハザードモデルを用いて解析を行った．単変量および多変量

解析の結果を table 3に示す. 多変量解析の結果，組織学的グレード(p < 0.001)，

S100A14 (p < 0.001)，及び PgR (p = 0.033)に有意差を認め，この 3つが独立し

た予後予測因子として選択された．それぞれのハザード比は組織学的グレード 

(4.347)，S100A14 (3.156)，PgR (2.013)であった． 

 

2． 乳癌細胞株を用いた S100A14・A16の機能解析 

1) 乳癌細胞株における S100A14・A16の発現 

代表的な 4種の乳癌細胞株 MCF7，SK-BR-3，ZR75-1，MDA-MB-231にお

ける S100A14及び A16 mRNAの発現を リアルタイム RT-PCRを用いて解析

した MCF7，SK-BR-3，ZR75-1では S100A14・A16ともに強い発現を認めた
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が，MDA-MB-231ではS100A14は発現せずS100A16のみが発現していた (Fig. 

3A)．次にタンパクレベルでの発現を解析するために，免疫蛍光染色を行った．

S100A14・A16タンパクともにMCF7，SK-BR-3，ZR75-1では細胞膜に局在す

る発現が認められたが，MDA-MB-231では発現が観察されなかった (Fig. 3B)． 

2) MCF7における S100A14，S100A16の細胞内局在 

S100A14・A16タンパクの細胞内局在をさらに詳細に調べるために，in vitro

で高度の細胞極性を保持する細胞株MCF7を用いて免疫蛍光染色を行った．隣

接する細胞と接着する細胞では S100A14・A16はともに，細胞間接着部の細胞

膜に沿って連続性に観察された(Fig. 4A，C)．さらにレーザー共焦点顕微鏡を用

いた Z 軸方向の観察では，これらのタンパクは細胞の側方接着面に局在し，基

底面や頂面にはほとんど認められなかった (Fig. 4B)．また遊走細胞においては，

その先端部の葉状仮足や接着斑に線状構造物としての局在が認められた(Fig. 

4A)．また，これらのタンパクの局在が細胞膜の外側か内側かの検討をするため

に，Triton Xでの透過処理の有無による免疫蛍光染色の違いを観察した．Triton 

X 処理をせず，抗体の膜透過性を阻害すると，S100A14・A16 ともに染色性が

大幅に減弱したことから，これらの分子は細胞膜の内側に存在することが示唆

された (Fig. 4C)．さらに S100A14と S100A16の２重蛍光染色を行うと，両タ

ンパクは細胞境界と遊走先端部のいずれにおいても局在部位が一致し，共局在
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することが確認された (Fig. 5A)．  

3) S100A14と S100A16の相互作用 

S100A14と S100A16の相互作用をみるため，siRNAを用いてMCF7の一方

の遺伝子をノックダウンし，他方の分子の発現や局在の変化を観察した．mRNA

を定量したところ，いずれの siRNAもそのターゲット分子の発現のみを阻害し，

他方の mRNA の発現量には影響を与えなかった (Fig. 5B)．次に，タンパク発

現の相互作用をWestern blotting で検討した．いずれの分子も，一方の発現を

抑制することにより，他方のタンパク量が減少した (Fig. 5C)．免疫蛍光染色に

よる観察では，S100A14 を発現抑制した MCF7 において，S100A16 タンパク

の細胞膜への局在が失われ，細胞質に局在が移行していた．一方 S100A16の発

現抑制では S100A14タンパクの発現が低下し，細胞膜，細胞質ともに染色性が

著しく低下した (Fig. 5D)． 

 

4) S100A14と F-actinの相互作用 

免疫蛍光染色において S100A14 は MCF7 の側方接着面と遊走先端部の葉状

仮足に局在しており，特に接着斑に集中した発現パターンが特徴的であった．こ

のような局在は細胞骨格成分の 1 つである actin filament と極めて類似してい

る [33]．このため F-actinと S100A14の二重染色を行ったところ，細胞間の接
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着面，遊走先端部のいずれにおいても両者の局在はほぼ一致していた (Fig. 

6A)．S100A14とアクチンの結合を証明するため，抗 S100A14抗体を結合した

Protein A Sepharose ビーズを用いて免疫沈降法を行った．その結果，S100A14

の結合タンパクとしてアクチンが同定された (Fig. 6B)． 

5) S100A14・A16の浸潤促進作用 

S100A14・A16 の乳癌細胞における機能を解析するため，各分子に特異的な

siRNAを導入した乳癌細胞株 MCF7 及び SK-BR-3を用いて，細胞機能の変化

を観察した．まず，in vitroにおける細胞増殖を解析するために XTT assayを

行った．S100A14・A16の siRNAを導入したMCF7は，48時間後に細胞数が

有意に減少したが，その増殖抑制効果は 7 - 17% 程度であった．SK-BR-3では

siRNA導入により 5-10% の増殖抑制がみられたが有意差は無かった(Fig. 7A)．

次に浸潤能の解析のために行った in vitro invasion assayでは，S100A14・A16

いずれのノックダウンによっても有意な浸潤抑制効果を示し，MCF7 ではチャ

ンバー下面に浸潤した細胞が 65 - 84%，SK-BR-3では 56 - 79% 減少した (Fig. 

7B)．S100A14 と A16 が同様の局在・機能を示すと推測されたことから実験対

象を S100A14 に絞り，細胞の遊走/運動能を解析するために傷つけ assay を行

った．その結果，S100A14のノックダウンによりMCF7，SK-BR-3はともに遊

走能が有意に減弱した (Fig. 8 A, B)． 
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考察 

本研究により次のことが明らかになった．1) S100A14・A16は乳癌において

発現する症例と発現しない症例があり，高発現症例は生存率が有意に低い．2) 乳

癌における S100A14・A16タンパクの発現に相互作用があり，細胞膜への局在

もほぼ一致する．3) 両タンパクは F-actin との結合を介してヒト乳癌細胞の運

動や浸潤を促進する．これらの事象は S100A14・A16が乳癌細胞の悪性形質に

関わり，乳癌患者の予後を不良にする作用があることを示している．それぞれの

項目について考察する． 

臨床病理学的検討について 

今回我々は，S100A14 及び S100A16 が乳癌症例において一般的な臨床病理

学的予後因子と一部で相関を示すこと，さらに各タンパクを高発現する症例の

10 年生存率が有意に低いことを報告した. これらの分子の発現と癌との関連を

記した報告は S100A14 については多数みられるが [19-25, 34-41] ，S100A16

に関する報告はわずかである [39, 40, 42]．S100A14 の癌における発現は由来

する臓器によって大きく異なり，癌患者の予後との関連も癌の種類によって異

なる．癌における S100A14発現に関して多様な結果が出る要因は，この分子の

属する S100 ファミリータンパクに共通する多様な分子特性によると推定され

る．S100 ファミリータンパクは EF-hand を持つカルシウム結合タンパクであ
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り，そのメンバーの多くはカルシウム依存性または非依存性に複数の結合標的

タンパクを有し，その結果として多様な機能を示すことが知られている [4]. 

S100A14 分子発現の多様性については３つの要因が考えられる．１つは, 細

胞内局在の多様性である．正常・腫瘍組織における S100A14タンパクの細胞内

局在は臓器によって大きく異なる (The Human Protein Atlas [43])．正常扁平

上皮では細胞膜に限局して発現するが，腎尿細管上皮では細胞質に，また，大腸

の腺窩上皮では膜と細胞質の両方に局在する．腫瘍組織でも臓器によって発現

の頻度やレベルだけではなく，その局在部位も異なる． 

S100A14の第２の多様性はその結合ターゲット分子である．S100A14が結合

する分子として現在，receptor for advanced glycation end products (RAGE)が

同定され，ERK経路を介して増殖を促進すると報告されている [36]．本研究で

は乳癌においてS100A14が細胞膜直下のアクチン線維と結合して細胞運動を促

進することを示した．これによってこの分子は現在のところ RAGE，F-actinの

2つの標的タンパクに結合し，異なる経路で細胞機能に関わっていることが明ら

かになった．S100A14 がさらに他の分子と結合し得るかは今後の研究課題であ

る． 

第３の多様性は S100A14・A16タンパクの相互作用と脆弱性である．本研究

では S100A14・A16 の一方の遺伝子発現を抑制すると他方の分子は mRNA レ
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ベルでは変動しないが，タンパクの膜局在の消失と発現量の低下が誘導される

ことを示した (後に詳述)． 

このように，S100A14・A16は他の S100ファミリーのメンバーと同様，複数

の結合ターゲットを持ち，分子局在や機能が多様であるため，臨床病理学的解析

においてもその分子特性を加味した評価が求められる．我々の臨床病理学的解

析では，パラフィン標本での免疫染色を用い，S100A14 タンパクの膜への局在

を指標として判定を行い，予後不良との相関を見出した. S100A14 の多様な機

能の中で，細胞膜に局在し，細胞運動との関連が推測される S100A14の局在が

乳癌の悪性度に強く関与していることが示唆される.  

本研究では乳癌における S100A14・A16の発現は複数の予後不良因子と有意

に相関していたが，特に HER2の過剰発現との相関が際だっていた．S100A14・

A16 と HER2 との関連については現在のところ全く報告がなく，今後 mRNA

の発現調節やタンパクの局在等，分子間相互作用の解析が必要である． 

我々が行った HER2 を含む 9因子を用いた多変量解析では S100A14 は独立

した予後因子であることが示された. ステージⅠ，Ⅱの比較的早期の症例や，無

再発生存期間の解析においても陽性例で予後不良となることから， S100A14は

乳がんの進展や再発に関与しており、患者の予後を予測する有用なバイオマー

カーとなりうる分子であると考えられる.今回は約 20 年前の症例を対象とした
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後ろ向き研究であり，術後化学療法に関する情報が十分に収集できなかった．現

在，術前化学療法の効果や、選択した化学療法などを含めた治療との関連につい

て解析を行っている．また S100ファミリー分子は細胞外への分泌シグナル配列

を持たないが，そのいくつかのメンバーは細胞外に分泌されることが知られて

いる [44]．我々の研究では一部の乳癌患者の血清に S100A14 蛋白が検出され

ており (データ未掲載)，血清マーカーとしても応用できる可能性がある.  

実験的検討について 

1) S100A14・A16タンパクの局在：ヒト乳癌症例の免疫組織化学的解析では 

S100A14・A16 とも細胞膜の全周に沿った局在パターンが優勢であった．乳癌

細胞でも両タンパクは細胞膜に局在するが，レーザー顕微鏡による Z 軸方向の

観察ではこのタンパクは接着細胞の外側面に沿う線状の局在や遊走先端部の接

着斑に集中する線維状の局在を示していた．このことはこれらのタンパクが細

胞間接着分子やその裏打ちタンパクまたは細胞の遊走や運動に関わる細胞骨格

系タンパクと密接な関係があることを示唆している．実際，免疫沈降法ではアク

チンと共沈し，免疫蛍光染色では S100A14・A16と F-actinとの共局在が確認

された．既述したように，S100A14が結合する分子としては現在まで RAGEが

知られている [36]．本研究では S100A14 が結合する第二のターゲットとして

F-actin が同定された．S100A14 タンパクが乳癌の細胞膜に局在する要因とし
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て，F-actinとの結合が重要な役割を果たしていると考えられた． 

2) S100A14と S100A16の相互作用：S100A14と S100A16は細胞膜において 

共局在しているだけではなく，発現レベルや局在においても相互に影響を及ぼ

している．MCF7細胞では S100A14と S100A16の一方の発現を抑制すると他

方のmRNA発現は変化しないがタンパクレベルでは発現の減弱がみられた．さ

らに免疫蛍光染色ではパートナーを失ったタンパクは細胞膜から細胞質へ移行

し，消失していくと考えられる像が観察された．Sapkota らは扁平上皮癌細胞

において S100A14と S100A16は相互に結合し，S100A14は S100A16タンパ

ク発現を翻訳後修飾により制御していると報告している  [31]. S100A14 と

S100A16 の結合や共存は両タンパクの細胞膜への局在と分子の安定性を保持す

るために重要であると考えられる．乳癌症例では S100A14 (+)/S100A16 (−)症例

38 例に対して，S100A14 (−)/S100A16 (+)の症例が 8 例と極めて少なかったこ

とも両分子の相互作用が関わっている可能性がある．両分子の相互依存度の違

いを解明し、乳癌症例における陽性判定基準などに応用していく必要がある． 

3) S100A14・A16の浸潤促進作用：我々の siRNAを用いた実験では, S100A14・

A16 ともにノックダウンによってヒト乳癌細胞の浸潤が抑制され，これらの分

子に癌細胞の浸潤を促進する作用があることが証明された．癌細胞の浸潤は，細

胞外基質への接着，基質の分解，運動能の促進の３つのステップから成るとされ
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ている [45]．我々の実験により S100A14は F-actinとの相互作用により細胞骨

格を修飾して細胞の運動を活性化し，浸潤能を促進する可能性が示された． 

S100A14が癌の浸潤を促進することはすでに報告があり，この分子が p53依存

性に matrix metaloprotease-2 (MMP-2)の転写を促し，浸潤を促進するとして

いる [24]．S100A14は他の S100ファミリーのメンバーと同様に多機能であり，

基質分解，運動能の促進など癌の悪性形質への関与のメカニズムも多様である

が，総じて癌の浸潤を促進する作用があることは一致している． 

本研究において我々は，S100A16にも浸潤促進機能があることを初めて報告し

た. S100A16 は，癌の悪性形質への関与を示唆する報告がわずかにあるのみで

[46, 47]，浸潤に関する具体的な機序についての研究報告は無い. 乳癌症例にお

ける予後の解析及び細胞株を用いた解析では S100A16 と S100A14 の発現や局

在が相関し，相互作用があったことから，S100A16 は S100A14 と共通した機

序で浸潤を促進している可能性がある． 

 

結語 

 我々は乳癌手術症例において S100A14 及び S100A16 の発現レベルが患者の

予後不良と相関することを明らかにし，さらに細胞株を用いた実験でこれらの

分子が癌細胞の運動，浸潤を促進することを実験的に示した.  これらのタンパ
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クは予後マーカーとして，また乳癌治療の新しい分子ターゲットとしての両方

の可能性をもっており，さらなる研究と今後の臨床応用が期待される.  
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図説明 

 

Figure 1: ヒト乳腺組織における S100A14・A16の免疫組織化学．A)，B) 正常

乳腺組織では S100A14・A16はいずれも乳管上皮にほとんど染色されなかった．

C)，D) 一方で S100A14または A16が細胞膜に強く染色される乳癌症例． E)，

F) S100A14または S100A16陰性の乳癌症例． 

  

Figure 2: 乳癌患者の予後 (全生存率 )についての Kaplan-Meier 解析．A) 

S100A14 発現の有無による患者の予後．B) S100A16 発現の有無による患者の

予後．C) S100A14と S100A16発現の有無により 4群に分けた場合の患者の予

後．統計学的有意差の検定には Log-rank法を用いた． 

 

Figure 3: 乳癌細胞株 MCF7，SK-BR-3，ZR75-1，MDA-MB-231 における

S100A14・A16 の発現． A) Real-time RT-PCR 法による mRNA の発現．

S100A14・A16のmRNA発現量はGAPDHのmRNA発現量により標準化した．

誤差範囲は同一検体で実験を 3回繰り返した平均を反映している．B) 免疫蛍光

染色によるタンパクの局在と発現．MCF7，SK-BR-3，ZR75-1 は S100A14・

A16 タンパクともに細胞膜に局在する発現が認められたが，MDA-MB-231 は

S100A14・A16ともに発現が観察されなかった．  

 

Figure 4: MCF7の蛍光免疫染色．A) S100A14・A16はともに細胞間接着部の

細胞膜と遊走先端部の葉状仮足や接着斑に局在が認められた．B) レーザー共焦

点顕微鏡を用いた観察では，これらのタンパクは細胞の側方接着面に局在し，

基底面や頂面にはほとんど認められなかった．C) Triton X処理を省略し，抗体
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の膜透過性を阻害すると，S100A14・A16ともに染色性が大幅に減弱した． 

 

Figure 5: MCF7における S100A14と S100A16の相互作用．A) S100A14と

S100A16 の二重蛍光染色．両タンパクは細胞境界と遊走先端部のいずれにおい

ても局在部位が一致していた．B) siRNAを用いた各遺伝子のノックダウンによ

るmRNAの変動．S100A14・A16いずれの siRNAもそのターゲットの発現の

みを阻害し，もう一方のmRNAの発現量には影響を与えなかった．S100A14・

A16のmRNA発現量は GAPDHのmRNA発現量により標準化した．誤差範囲

は同一検体で実験を 3回繰り返した平均を反映している．C) siRNAを用いた各

遺伝子のノックダウンによるタンパクの変動．S100A14・A16 のいずれか一方

の発現を抑制すると，他方のタンパク量が減少した．D) 免疫蛍光染色によるタ

ンパク局在の変化．一方のタンパクの発現抑制により，他方のタンパクは細胞

膜から細胞質に局在が移行し，タンパクの発現が低下した． 

 

Figure 6: MCF7 における S100A14 とアクチンの相互作用．A) F-actin と

S100A14 の蛍光二重染色．両者の局在は細胞間の接着面，遊走先端部のいずれ

においてもほぼ一致していた．B) 抗 S100A14 抗体を用いた免疫沈降法．

S100A14の結合タンパクとしてアクチンが同定された．  

 

Figure 7: MCF7，SK-BR-3の増殖能，浸潤能に対する S100A14・A16ノック

ダウンの影響 A) XTT assay．S100A14・A16各々に対する siRNAを導入した

後，96ウェルプレートに細胞数 3×103/wellを播種し，48時間後各ウェルに 50 l

の XTT labeling mixture を添加し，さらに 4 時間培養した後に，吸光度を

microplate reader (Bio-Rad) にて 490 nmで測定した．B) in vitro invasion 
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assay．マトリゲルをコートした pore size 8.0 m のチャンバーに 40,000 個 

(MCF7)，10,000 個 (SK-BR-3) の細胞を入れ，48 時間後の通過細胞数をカウ

ントした. S100A14・A16ノックダウンによって，チャンバー下面に浸潤した細

胞がMCF7では 65 - 84%，SK-BR-3では 56 - 79% 減少し，浸潤抑制効果が認

められた. 

 

Figure 8: MCF7，SK-BR-3の遊走能に対する S100A14ノックダウンの影響．

A)，B) 傷つけアッセイ．24 ウェルのプレートにコンフルエントになった細胞

に傷をつけ，24時間後にその幅を計測し，細胞の遊走速度を計算した．S100A14

のノックダウンによりMCF7，SK-BR-3はともに遊走能が有意に減弱した．誤

差範囲は同一検体で実験を 3 回繰り返した平均を反映している．統計学的有意

差の検定には Student’s t-testを行った． 
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Supplemental figure 1 : S100A14発現の有無による乳癌患者の予後(全生存率)

についてのステージ別の Kaplan-Meier 解析．統計学的有意差の検定には

Log-rank法を用いた． 

 

Supplemental figure 2 : S100A16発現の有無による乳癌患者の予後(全生存率)

についてのステージ別の Kaplan-Meier 解析．統計学的有意差の検定には

Log-rank法を用いた． 

 

Supplemental figure 3 : S100A14発現の有無による乳癌患者の予後(無再発生

存率)についての Kaplan-Meier 解析．A) S100A14発現の有無による患者の予

後．B) S100A16発現の有無による患者の予後．C) S100A14と S100A16発現

の有無により 4 群に分けた場合の患者の予後．統計学的有意差の検定には

Log-rank法を用いた．統計学的有意差の検定には Log-rank法を用いた． 
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Years after surgery

S100A14 ( ) 

          

S100A16 ( )

   

          

S100A16 ( )  

              

          

Di
sa

se
-fr

ee
 su

rvi
va

l ra
te

Log-rank p = 0.172

Log-rank  p = 0.808

Log-rank p = 0.003       
       
No.of patients at risk       
S100A14(-)  47             44            41             36            26          19 
S100A14(+) 38   25              22             20            14          11
      
       
       

Years after surgery
       
No.of patients at risk       
S100A16( )  57          49        43      38           26           19 
S100A16( )  28          20        20      17            14            11 
       
       
       

No.of patients at risk       
S100A14( )/A16( )  40   37            34          29       21     15 
S100A14(+)/A16( )  17   12            9           9        5                 4 
      
   
S100A14( )/A16(+)   7               7            7           7        5                4 
S100A14(+)/A16(+)  21   13           13           11        9                7 
       

S100A14( )/16( )

S100A14( )/16( )

S100A14( )/16( )

S100A14( )/16( )

S100A14 ( ) 

          

Years after surgery

HR=2.630 (95% Cl, 0.1.368 to 5.056)

HR=1.094 (95% Cl, 0.559 to 2.141)

HR=1.187 (95% Cl, 0.927 to 1.520)

Sup. fig.3
A

B

C



1. Intensity score (IS)
0
1
2

2.
  1) S100A14  LI : 0 - 99

 LI : 100 - 200
  2) S100A16  LI : 0 - 39

 LI : 40 - 200
Labeling index (LI) = (%) ×　IS



                  Table 2. S100A14 A16
Clinical data

P P
n = 79 (%) n = 88 (%) n = 115 (%) n = 52 (%)

Patient age (y)
<60 49 (29.3) 69 (41.3) 0.016* 73 (43.7) 45 (26.9) 0.002*

60 30 (18.0) 19 (11.4) 42 (25.1) 7 (4.2)
pT

1 27 (16.2) 22 (13.2) 0.248 43 (25.7) 6 (3.6) 0.009*
2 46 (27.5) 55 (32.9) 61 (36.5) 40 (24.0)
3 6 (3.6) 8 (4.8) 9 (5.4) 5 (3.0)
4 0 (0) 3 (1.8) 2 (1.2) 1 (0.6)

pN 
0 27 (13.8) 25 (15.0) 0.343 48 (28.7) 4 (2.4) <0.001*
1 48 (28.1) 52 (31.1) 59 (35.3) 41 (24.6)
2 4 (4.8) 10 (6.0) 8 (4.8) 6 (3.6)
3 0 (0) 1 (0.6) 0 (0) 1 (0.6)

TNM staging
23 (13.8) 17 (10.2) 0.238 35 (21.0) 5 (3.0) 0.025*
47 (28.1) 53 (31.7) 63 (37.7) 37 (22.2)

8 (4.8) 14 (8.4) 13 (7.8) 9 (5.4)
1 (0.6) 4 (2.4) 4 (2.4) 1 (0.6)

Histological grade
1 25 (15.0) 14 (8.4) 0.056 29 (17.4) 10 (6.0) 0.526
2 33 (20.0) 46 (27.5) 55 (32.9) 24 (14.4)
3 21 (12.6) 28 (16.8) 31 (18.6) 18 (10.8)

ER
Negtive 22 (13.2) 40 (24.0) 0.014* 36 (21.6) 26 (15.6) 0.025*
Positive 57 (34.1) 48 (28.7) 79 (47.3) 26 (15.6)

PgR
Negtive 50 (30.1) 52 (31.3) 0.571 69 (41.6) 33 (20.0) 0.746
Positive 29 (17.5) 35 (21.1) 45 (27.1) 19 (11.4)

HER2
score 0&1 71 (42.5) 61 (36.5) 0.001* 102 (61.1) 30 (18.0) <0.001*
score 2&3 8 (4.9) 27 (16.6) 13 (7.8) 22 (13.5)

S100A16 
low 71 (42.5) 44 (26.3) <0.001*
high 8 (4.8) 44 (26.3)

2 test for trends
pT: , 1: <2cm, 2: 2-5cm, 3: 5cm , 4: 
pN: ; 0: 0 , 1: 1-3 , 2:4-9 , 3: 10
Histological grade; , , .

Histopathology. 1991 Nov;19(5):403-10

S100A14 S100A16

negative positive negative positive
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