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研究成果の概要（和文）：　本研究では、口腔扁平上皮癌に新規治療標的分子として cell division cycle associate
d 5 (CDCA5) の発現および機能について検討を行った。ヒト口腔扁平上皮癌細胞株および口腔扁平上皮癌組織では CDC
A5 の発現亢進を認めた。また、癌組織における CDCA5 高発現群では有意に再発が多く、予後不良であった。次に、ヒ
ト口腔扁平上皮癌細胞に CDCA5 発現抑制を行ったところ、著明な細胞増殖抑制効果を認めた。以上の結果より、CDCA5
 が口腔扁平上皮癌の新たな治療標的分子となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We identified cell division cycle associated 5 (CDCA5) as a cancer-related gene 
which was overexpressed in all the human OSCC cells tested by microarray analysis. In this study, we 
investigated the expression and function of CDCA5 in OSCC. First, we confirmed that CDCA5 was 
overexpressed in human OSCC cell lines and OSCC tissues. We then tested the effect of synthetic small 
interfering RNAs specific for CDCA5 on the growth and invasion of human OSCC cells. Knockdown of CDCA5 
markedly inhibited the growth of OSCC cells in vitro and in vivo. We also examined the expression of 
CDCA5 protein in 80 cases of OSCC immunohistochemically and found a significant association between CDCA5 
expression levels and overall survival. These results suggest that CDCA5 functions as a critical gene 
supporting OSCC progression and that targeting CDCA5 may be a useful therapeutic strategy for OSCC.

研究分野： 口腔扁平上皮癌
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、悪性腫瘍に対する様々な分子標的
薬の創薬が進み、臨床応用されてきたが、口
腔扁平上皮癌の治療に適応を有する分子標
的 薬 は 未 だ  epithelial growth factor 
receptor (EGFR) を標的としたセツキシマブ
のみである。そこで、われわれは口腔扁平上
皮癌の新規治療標的となる分子を探索する
ために、ヒト不死化角化上皮細胞株（HaCaT）
とヒト口腔扁平上皮癌細胞株 9 種類 
(Ca9-22, HSC2, HSC3, HSC4, GFP-SAS, SCC111, 
SCC25, SCC66, SCC9) から total RNA を抽
出し、マイクロアレイによる網羅的遺伝子発
現解析を行った。その結果、HaCaT と比較し、
全てのヒト口腔扁平上皮癌細胞株に共通し
て 3 倍以上の発現亢進を認める癌関連遺伝
子を 465 種類同定し (Tanaka H, et al. 
Oral Oncol 49:551-559,2013)、その中から
著明に発現亢進を認めた Cell Division 
Cycle Associated 5 (CDCA5) に着目した 。 
 
(2) CDCA5 は姉妹染色分体接着調節因子とし
て同定された蛋白質であり（Rankin S, Ayad 
NG, Kirschner MW. Mol Cell 
18:185-200,2005）、この蛋白質は分裂後期を
通し分解され、G1 期における複合体依存性
のユビキチン化を促進する。CDCA5 はクロマ
チンにおける接着に相互作用し、S 期および 
G2 期における接着の確立に必要であること
が報告されている（Schmitz J, et al. Curr 
Biol 17:630-636,2007）。また、CDCA5 は肺
癌において高発現しており、癌の増殖および
悪性化に関与する分子であり、肺癌の新規治
療標的分子としての可能性が示唆されてい
る (Nguyen MH，Koinuma J, Ueda K，Ito T，
Tsuchiya E，Nakamura Y，Daigo Y. Cancer Res 
70:5337-5347,2010)。さらに、種々の癌腫に
おいて癌抑制型 microRNA とされている 
miR-34a が CDCA5 の発現を制御していると
の報告がある (Pang RT, Leung CO, Lee CL, 
Lam KK, Ye TM, Chiu PC, Yeung WS. BMC Cancer 
13:25,2013)。以上より、口腔扁平上皮癌に
おいても CDCA5 が有用な治療標的分子とな
りうる可能性を有している。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では口腔扁平上皮癌における 
CDCA5 の発現および機能解析を行い、口腔扁
平上皮癌の増殖、浸潤、転移における CDCA5 
の役割を明らかにした上で、口腔扁平上皮癌
の新規治療標的分子としての有用性を検証
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)口腔扁平上皮癌細胞株における CDCA5 の
発 現 を リ ア ル タ イ ム 定 量 化  RT-PCR 
(qRT-PCR) 法および Western blotting 法で 
確認する。次に、口腔扁平上皮癌組織におけ
る CDCA5 の発現と局在を免疫組織化学染色
法にて確認した上で、臨床病理組織学的因子

との関連性を検討する。 
 
(2) 模 倣 型 合 成  miR-34a お よ び 合 成 
siCDCA5 をヒト口腔扁平上皮癌細胞株にト
ランスフェクションし、細胞増殖能および浸
潤遊走能、細胞周期への影響について検討を
行う。 
 
(3)合成 miR-34a および siCDCA5 を送達媒
体と混合し、ヒト口腔扁平上皮癌細胞を移植
したヌードマウスに局所投与し、それらの生
体における抗腫瘍効果と安全性について評
価する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト口腔扁平上皮癌細胞株 (GFP-SAS、
Ca9-22、HSC2、HSC3) およびヒト不死化角化
上皮細胞株 （HaCaT） を用いて、リアルタ
イム定量化 RT-PCR (qRT-PCR) 法、ウェスタ
ンブロット法にて、 CDCA5 mRNA および蛋白
質の発現量を比較検討したところ、全てのヒ
ト口腔扁平上癌細胞株は HaCaT と比較し、
CDCA5 mRNA および蛋白質の発現亢進を認め
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 口腔扁平上皮癌細胞株における CDCA5
の発現 
 
また、免疫組織染色にて CDCA5 は口腔扁平上
皮癌組織の核および細胞質に局在を認め、正
常口腔粘膜での発現は認めなかった（図 2）。
CDCA5 の発現によりCDCA5高発現群と低発現
群の 2群に分類し、臨床病理学的検討を行っ
たところ、CDCA5 高発現群では低分化な症例
が多く認められ、さらに、CDCA5 高発現症例
では全生存率が有意に不良であり、CDCA5 の
発現と予後との相関を認めた（表 1、図 3）。 
 
(2) CDCA5 発現抑制に伴うヒト口腔扁平上皮
癌への影響を検討するために、 CDCA5 を標
的 と し た 合 成  small interfering RNA 
(siCDCA5) および模倣型合成 miR-34a を導
入し、 CDCA5 発現抑制効果を Western 
blotting 法にて検討した。その結果、 
siCDCA5 は著明に CDCA5 蛋白質の発現抑制



を認めたが、 miR-34a の発現抑制効果はご
くわずかであり、それ以降の機能解析には 
siCDCA5 を用いることとした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2 口腔扁平上皮癌組織における CDCA5 
の局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
表 1 CDCA5 の発現と臨床病理学的因子との
関連 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3 CDCA5 の発現と予後との関連 

口腔扁平上皮癌細胞に siCDCA5 を導入し、

CDCA5 発現抑制による増殖抑制効果を 

WST-8 assay にて評価したところ、著明な細

胞増殖抑制効果を認めた（図 4）。さらに、

当科で樹立した口腔扁平上皮癌初代培養細

胞についても同様に増殖抑制効果を認めた

（図 5）。CDCA5 発現抑制による浸潤能への

影響について BD BioCoat 癌細胞浸潤アッセ

イシステムを用いて評価した。GFP-SAS 細胞

に siCDCA5 をトランスフェクションし、24

時間後、48 時間後にメンブレンを通過した細

胞数を評価したが、CDCA5 発現抑制による浸

潤能への影響は認めなかった。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 4 CDCA5 発現抑制による増殖抑制効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 5 口腔扁平上皮癌初代培養細胞における
siCDCA5 の増殖抑制効果 



次に、口腔扁平上皮癌細胞に siCDCA5 を導入
し、フローサイトメトリーを行い、CDCA5 抑
制による細胞周期への影響について検討し
た。フローサイトメトリーでは CDCA5 の発
現抑制によりG1期の細胞数の増加および G2
期の細胞数の増加を認めた（図 6）。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 6 CDCA5 発現抑制における細胞周期への
影響 
 
 
(3) in vivo における siCDCA5 の腫瘍抑制
効果について検討を行った。GFP-SAS 細胞を
ヌードマウスの背部皮下に移植し、3 日後に 
siRNA とアテロコラーゲンを混和し、腫瘍周
囲への局所投与を行い、腫瘍抑制効果を評価
した。その後、ヌードマウスを犠牲死させた
後に、形成された腫瘍を取り出し、Western 
blotting 法にて CDCA5 蛋白質の発現抑制
効果について検討した。その結果、siCDCA5 
投与群はコントロール群と比較し、有意な抗
腫瘍効果を認め、CDCA5 蛋白質の発現低下を
認めた（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 in vivo における siCDCA5 の抗腫瘍効
果 
 
また、犠牲死させたマウスの肺、肝臓より 

total RNA を抽出し、qRT-PCR 法を用いて合
成核酸投与によるインターフェロン応答の

有無について評価した。その結果、合成核酸
投与群ではインターフェロン応答を認めな
かった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 8 siRNA 投与によるインターフェロン応
答 
 
以上より、CDCA5 は口腔扁平上皮癌におい

て有意に発現亢進しており、CDCA5 の発現阻
害は G2 arrest による著明に口腔扁平上皮
癌細胞の増殖抑制を認めており、CDCA5 が口
腔扁平上皮癌の新たな治療標的分子となる
可能性が示唆された。 
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