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研究成果の概要（和文）：子宮頸部腺癌の標識であるReceptor-binding cancer antigen expressed on SiSo 
cells（RCAS1）は、癌に集まる免疫細胞に死を誘導することで体内の免疫機構から逃げて生き延び、結果的に癌
が大きくなる。このRCAS1が口腔癌のひとつである口腔扁平上皮癌（OSCC）の細胞にも存在することが確認で
き、患者さんの体内のOSCCの状態とRCAS1の量に関連がある可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Receptor-binding cancer antigen expressed on SiSo cells (RCAS1) could induce
 apoptosis of immune cells for host with cancer, and lead to the growth. As RCAS1 has been expressed
 on several types of oral squamous (OSCC) cells, this antigen could play a role of biomarker for 
patients with OSCC. 

研究分野： 口腔扁平上皮癌

キーワード： RCAS1　口腔扁平上皮癌　膜型　分泌型　アポトーシス
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(１) 研究開始当初の背景 
①癌のバイオマーカーであるRCAS1  

 RCAS1は正常組織が癌化するに従って段階

的に発現頻度が増加し，子宮頸癌•体癌をはじ

め，肺癌，胃癌，口腔癌など15種類の癌の分

化度，大きさ，臨床進行期，浸潤，脈管侵襲，

リンパ節転移と有意な相関を示したことから，

研究協力者の園田らが癌の臨床的予後因子と

して報告した（Sonoda, et al. Front Biosci. 

2008）．また子宮癌患者の血清中では，健常

者と比べ高濃度の分泌型RCAS1が検出され，

RCAS1値の推移は治療後臨床経過と相関して

いた（Sonoda, et al. Gynecol Oncol 2006）． 

 
②RCAS1のアポトーシス誘導能 

 1999年にRCAS1が活性化リンパ球にアポト

ーシスを誘導することが報告された後

（Nakashima, et al. Nature Medicine 1999），

子宮頸癌でもRCAS1の発現強度に相関して癌

周囲のリンパ球（TIL）のアポトーシスが誘導

されることが分かった．そしてFas ligandや

TNF-αとの相関はなかったため，RCAS1単独に

よるアポトーシス誘導能と結論づけられた．

さらにin vitro実験系では，血清中のRCAS1

により，RCAS1受容体を持つ白血病細胞株K562

の増殖抑制効果が認められた． 

 
 
(2) 研究の目的 

 子宮頸部腺癌細胞株 SiSo から単離された

癌関連抗原である Receptor-binding cancer 

antigen expressed on SiSo cells (RCAS1) は，

発現動態として細胞膜表面型と分泌型が存

在する．臨床的には子宮癌のバイオマーカー

であり，機能的には，癌周囲のリンパ球にア

ポトーシスを誘導し免疫監視機構から回避

して癌の進展に寄与する．申請者らは，口腔

扁平上皮癌 (OSCC) の臨床検体でのRCAS1発

現を報告したが，OSCC におけるアポトーシス

誘導能については基礎的•臨床的に不明であ

った．そこで本研究では，まず in vitro で

OSCC細胞におけるRCAS1の発現動態と機能に

ついて解析した．次に，RCAS1 が OSCC のバイ

オマーカーとして有用であるかを臨床的に

検討した． 

 
(3) 研究の方法 

①RCAS1 の発現動態の検索 

 癌細胞の性格によりRCAS1の発現動態が異

なる可能性があった．また，アポトーシス誘

導能を有するのは主に分泌型であることか

ら，4種類の OSCC 由来細胞による RCAS1 の発

現動態を確認することで，後に臨床病理因子

との相関を検討する際にヒントとなる可能

性がある． 

 用いた OSCC 由来細胞株：HSC-2, HSC-3, 
SQUU-A, SQUU-B 

 陽性コントロール：子宮頸部腺癌細胞株

SiSo 

 実験方法： 

それぞれの OSCC 由来細胞を培養皿に付着さ

せた後，4 日間培養を行う．膜型 RCAS1 の検

索は付着完了時に行う．分泌型 RCAS1 の検索

は付着完了時から 1,2,3,4 日後に行う．方法

は以下の通りである． 

Flow cytometry 法：膜型 RCAS1 の検索（標識

抗体：Alexa488） 



Dot blot 法：分泌型 RCAS1 の検索（標識抗体：

HRP） 

ELISA 法：分泌型 RCAS1 の検索（標識抗体：

HRP） 

 
②RCAS1 によるアポトーシス誘導能の検討 

a) OSCC 由来細胞と K562 の共培養を行い，

RCAS1 によるアポトーシス誘導能について検

討した． 

 細胞間接着により誘導される膜型RCAS1に

よる K562に対するアポトーシスを検索した． 

 

 用いた OSCC 由来細胞株：HSC-2, HSC-3, 
SQUU-A, SQUU-B 

 共培養する標的細胞：RCAS1 受容体を持

つ白血病細胞株 K562 

 実験方法： 

OSCC由来細胞とK562を4日間，共培養する．

K562 のアポトーシスの検索は付着完了時か

ら 1,2,3,4 日後に Flow cytometry 法（標識

抗体：Annexin V-PE）を用いて行う． 

 

③膜型•分泌型 RCAS1 によるアポトーシス誘

導能への影響についての検討 

 まず，OSCC 由来細胞に siRNA を導入してタ

ーゲットであるRCAS1遺伝子をノックダウン

して，膜型および分泌型 RCAS1 の発現が消失

することを Flow cytometry 法と ELISA 法で

確認した． 

 次に RCAS1 の発現動態による K562 のアポ

トーシス誘導能への影響を確認するために

以下の 3 群を用意して共培養を行い，膜型•

分泌型 RCAS1 によるアポトーシスの程度を

Flow cytometry 法で測定した． 

 

 RCAS1 siRNA 群：OSCC 細胞中の RCAS1

をノックダウン 

 細胞非接触群：メンブレンにより OSCC

細胞と K562 の細胞間接触を妨げる 

 Control 群：OSCC 細胞と K562 の共培養 

 

c)OSCC患者の血清中のRCAS1値と臨床病理因

子および臨床経過との関連を検索した 

 RCAS1がOSCCのバイオマーカーとして有用

であるかを検討するために，OSCC 患者の末梢

血を経時的（術前、術中、術後、定期的な経

過観察時）に採取し分泌型 RCAS1 値の測定を

行い，臨床病理因子との相関を検討した．ま

た in vitro 実験系で，OSCC 患者の血清中の

RCAS1によるK562の増殖抑制効果を確認した． 

 
(4) 研究成果 

①OSCC 由来細胞における膜型および分泌型

RCAS1 の発現動態の検索 

 4種類のOSCC由来細胞株（HSC-2, HSC-3, 

SQUU-A, SQUU-B）を使用してRCAS1の検索を行

ったところ，全てのOSCC細胞株においてRCAS1 

mRNAおよびタンパクを発現していることがわ

かった． 

 

 
 

 
 
 
 
 



 
 
 
次に，Flow cytometry 法により，全ての OSCC
細胞株から膜型 RCAS1 が検出された． 
 

 

また，Dot blot 法，ELISA 法により，全ての

OSCC 細胞株から分泌型 RCAS1 が検出された． 

 

 

 
 

②RCAS1 によるアポトーシス誘導能の検討 

細胞間接着により誘導される膜型RCAS1によ

る K562 に対するアポトーシスを検索したと

ころ，E/T ratio および培養日数の増加に従

って K562 のアポトーシスが誘導された．ま

た，SQUU-B によるアポトーシス誘導が，他の

3種類のOSCC細胞下部によるアポトーシス誘

導よりも大きかった． 

 
次に，膜型，分泌型 RCAS1 がどのようにアポ
トーシス誘導能に影響するかを検討した． 

 

まず，OSCC 由来細胞に siRNA を導入してター

ゲットであるRCAS1遺伝子をノックダウンし

て（A），膜型および分泌型 RCAS1 の発現が消

失することを Flow cytometry 法と ELISA 法



で確認した（B,C）． 

 

次に RCAS1 の発現動態による K562 のアポト

ーシス誘導能への影響を確認するために膜

型，分泌型 RCAS1 によるアポトーシスの程度

を Flow cytometry 法で測定した． 

 

 

SQUU-B と K562 との共培養では，前述の実験

結果と同様に，K562 のアポトーシスの誘導が

確認された（A）．次に，RCAS1 をノックダウ

ンした RCAS1 siRNA 群では，K562 のアポトー

シスが著しく抑制された（B）．また，メンブ

レンにより SQUU-B と K562 の細胞間接触を妨

げた細胞非接触群では，K562 のアポトーシス

は認められたもののその程度は低かった． 

 

最後に，RCAS1 が OSCC のバイオマーカーとし

て有用であるかを検討するために，OSCC 患者

の末梢血を経時的（術前、術中、術後、定期

的な経過観察時）に採取し分泌型 RCAS1 値の

測定を行った．数例において，術前と比較し

て，術後の分泌型 RCAS1 値の低下が認められ

た．現在も症例数を重ねている段階であり，

現時点では RCAS1 が OSCC のバイオマーカー

として有用であるかを明言できる結果は得

られていない． 
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