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研究成果の概要（和文）：計15種類の悪性腫瘍での臨床的予後因子であるRCAS1は正常組織から悪性腫瘍への悪性転化
シークエンスにおいてその発現頻度が増加し、複数の悪性腫瘍における臨床病理因子と有意な相関を示す。臨床的に腫
瘍マーカーとして有用でありアポトーシスを誘導するRCAS1はバイオマーカーであるが、生体免疫機構からの逃避と腫
瘍間質リモデリングを介して腫瘍進展に寄与していると考えられる。RCAS1は悪性腫瘍の特性を表現する重要な分子でe
ctodomain shedding機構により分泌型に変換されるが、悪性腫瘍に対する標的治療における新たなターゲットとなり得
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：RCAS1 can induce apoptosis in immune cells including peripheral lymphocytes and 
natural killer cells after converted to a secreted type by ectodomain shedding. Because RCAS1 not only 
helps tumor cells to evade immune surveillance but also induces cancer stromal tissue remodeling, RCAS1 
is believed to exaggerate aggressive characteristics of human malignancies. RCAS1 expression correlates 
with several clinicopathological variables including tumor size, stage, invasion depth, and lymph node 
metastasis and is a negative predictor of overall survival in 15 different kinds of cancer. Novel 
therapeutic strategies against cancer are now under development by targeting an intriguing biomarker 
RCAS1.

研究分野：婦人科腫瘍学
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１．研究開始当初の背景 
RCAS1 は本研究代表者により子宮頸部腺癌細
胞株(SiSo 細胞)から単離された分子で、末梢
血 Tリンパ球を含む RCAS1 受容体発現細胞に
アポトーシスを誘導する。また、アミノ酸 N
末端が細胞内に、C 末端が細胞外に位置した
Ⅱ型の膜タンパクであり、分泌される際には
C 末端に存在する coiled-coil 構造で
oligomer を形成する。RCAS1 に関してこれま
でに 150 を超える論文報告があり、脳腫瘍、
口腔癌、肺癌、胸膜悪性中皮腫、食道癌、胃
癌、膵癌、胆嚢癌、胆管癌、大腸癌、消化管
間葉系腫瘍、前立腺癌、腎癌、子宮頸癌、子
宮体癌を含む計 15 種類の悪性腫瘍での臨床
的予後因子であることが報告されている。
RCAS1 は正常組織から悪性腫瘍への悪性転化
においてその発現頻度が増加し、上述した悪
性腫瘍の腫瘍径、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すことが
認められた（Sonoda K et al. Front Biosci 
13; 1106-1116, 2008.）。RCAS1 は受容体発現
細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る が
（Nakashima M, Sonoda K et al. Nat Med 5: 
928-942, 1999.）、臨床検体を使用した TUNEL
法による検討では子宮頸癌に発現する RCAS1
に相関して腫瘍周囲リンパ球にアポトーシ
スが誘導されていた（Sonoda K et al. 
Gynecol Oncol 97: 772-779, 2005.）。同様
の知見は脳グリオーマ、口腔癌、肺癌、乳癌、
食道癌、胃癌、胆管癌、大腸癌でも得られて
おり、RCAS1 を介して腫瘍細胞が生体内の免
疫監視機構から逃避することによって腫瘍
の進展に寄与することが想定される。RCAS1
は分泌型となり子宮頸癌では腟分泌液内に
検出されるが（Sonoda K et al. Cancer 77: 
1501-1509, 1996.）、子宮癌および卵巣癌患
者血清中には健常者に比し高濃度のRCAS1が
分泌され、RCAS1 値の推移は治療後臨床経過
と相関することが示された（Sonoda K et al. 
Gynecol Oncol 103: 924-931, 2006.、Sonoda 
K et al. Oncol Rep 17: 623-628, 2007.）。
さらに、子宮癌患者での末梢血リンパ球数が
血清 RCAS1 濃度に逆相関して減少していた。
これらの結果から、RCAS1 は婦人科癌患者血
清中に存在し、臨床的には腫瘍マーカーとし
て有用であり、アポトーシスを誘導する生物
活性を有することからバイオマーカーであ
ることが証明された。RCAS1 が腫瘍マーカー
として有用であるという知見は、これまでに、
肺癌、胸膜悪性中皮腫、食道癌、胃癌、膵癌、
胆嚢癌、胆管癌、大腸癌、パジェット病でも
得られている。RCAS1 はアポトーシス誘導以
外にも、血管新生によって in vivo 腫瘍増殖
を促進することが認められた（Sonoda K et al. 
Cancer 110: 1979-1990, 2007.）。実際に子
宮頸癌サンプルを使用した解析でも、RCAS1
発 現と血管新生因子である vascular 
endothelial growth factor 発現および微小
血管数が有意な相関を示すことが確認され
た。これらの結果から、RCAS1 が腫瘍増殖促

進や腫瘍・間質相互作用において間質の質的
変化を誘導すると考えられるが、子宮頸癌で
の RCAS1 発現と matrix metalloprotease-1
および laminin-5 発現が相関する一方で、腫
瘍間質での vimentin 陽性細胞数の減少が確
認された（Sonoda K et al. Gynecol Oncol 99: 
189-198, 2005.）が、卵巣癌でも RCAS1 はビ
メンチン陽性細胞数を減少させることによ
って腫瘍間質のリモデリングを誘導するこ
とが示唆された（Sonoda K et al. Int J 
Gynecol Cancer 19: 838-843, 2009.）。さら
に、本研究代表者により、RCAS1が ectodomain 
shedding 機構を介して膜型から分泌型に変
換されアポトーシス誘導活性を獲得するこ
とが示された（Sonoda K et al. Exp Cell Res 
316: 1795-1803, 2010.）。生体の発生、分化、
組織の生理学的機能維持に関わる増殖因子
の多くが ectodomain shedding 機構により細
胞膜から切断され分泌型として機能するこ
とから、RCAS1 がこれらの分子同様に生体に
とって重要な分子であることが想定される。 
 
２．研究の目的 
上述した研究背景を踏まえ、本研究では、 
（１）RCAS1の発現・分泌機構の解析 
（２）RCAS1受容体の単離と細胞内シグナル
伝達機構の解析 
（３）RCAS1をターゲットとした新たながん
分子標的治療の開発 
を行うことを目的とした。 
 
RCAS1 研究は本研究代表者の研究から端を発
した、我国のオリジナルな研究である。これ
までの基礎医学的研究成果は、その究極の目
的であるRCAS1を標的とする新たな癌治療の
開発を目的として積重ねられてきた。現在の
医学研究のトレンドは、「ベンチからベッド
へ」という標語に表現されるように基礎医学
研究の成果がトランスレーショナルな臨床
応用研究へと発展することが重要視されて
いる。進行・再発癌では満足出来る程度の成
績向上は認められておらず、今後とも新たな
治療法開発へ情熱を捧げることを継続しな
ければならない。RCAS1 研究が対癌戦略にお
ける基礎研究と臨床研究の架け橋となり、癌
患者予後を改善し得る新たな治療法の樹立
に帰結することが本研究の究極の目的であ
る。 
 
３．研究の方法 
（１）RCAS1の発現・分泌機構の解析： 
①複数の細胞株の2次元・3次元培養を行い、
RCAS1タンパク発現の差異をWestern blotと
flow cytometryにて比較し、有意な発現差を
認める細胞株を用いてmicroarray法および
comparative genomic hybridization (CGH) 
array法による遺伝子発現の解析を行った。
②RCAS1を発現・分泌する子宮頸癌由来SiSo
細胞とRCAS1を発現するが分泌しない乳癌由
来MCF-7細胞を用いて、RCAS1の分泌およびア



ポトーシス誘導機構に関して解析を行った。
③本研究で新たながん治療戦略を構築する
対象には子宮頸部腺癌も含まれるため、子宮
頸部腺癌の細胞学的特徴に関して解析を行
うこととし、特に悪性度が高い明細胞腺癌に
関する解析を行った。 
 
（２）RCAS1受容体の単離と細胞内シグナル
伝達機構の解析： 
RCAS1が赤白血病由来K562細胞にアポトーシ
スを誘導することから、short hairpin RNA
ライブラリーを用いた受容体単離を試みた。 
 
（３）RCAS1 をターゲットとした新たながん
分子標的治療の開発： 
①RCAS1 の発現変化による腫瘍進展の影響に
ついて、高転移能を有する SQUU-B 細胞を含
む計4種類の口腔癌細胞株を用いて解析した。
②抗 RCAS1 抗体で RCAS1 を免疫沈降により除
去する試み、③RCAS1 特異的 siRNA 導入によ
る RCAS1 発現抑制の試み、④RCAS1 の
shedding に関与する protease 機能抑制の試
みに関する有用性を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）RCAS1の発現・分泌機構の解析： 
①RCAS1の発現調節に関する解析： 
複数の細胞株の2次元・3次元培養を行い、
RCAS1タンパク発現の差異をWestern blotと
flow cytometryにて比較した。有意な発現差
を認める細胞株を用いてmicroarray法および
comparative genomic hybridization (CGH) 
array法による遺伝子発現の解析を行ったと
ころ、RCAS1発現と相関する分子としてS100
タンパクファミリーに属する分子を含めた複
数が抽出された。これらの分子の発現パター
ンを細胞株および組織標本を使用して解析し
た。 
 
②RCAS1の分泌機構に関する解析： 
RCAS1 の ectodomain shedding 機構において
RCAS1 を分泌させる protease を同定し、子宮
頸癌および体癌症例から採取した臨床検体
における RCAS1 発現・分泌動態と protease
発現の相関解析を行った。その結果、RCAS1
の shedding 機構においては ADAM9 が切断酵
素として重要な役割を担っていることが確
認されたため、子宮頸癌 47 例および体癌 48
例の末梢血 RCAS1 濃度および腫瘍組織での
RCAS1とprotease発現に関してELISAおよび
免疫組織染色を用いて相関解析を行った。そ
の結果、子宮頸癌および体癌症例での末梢血
RCAS1 濃度と腫瘍組織での RCAS1 および
ADAM9 発現に有意な相関を認め、ADAM9 は
RCAS1 の ectodomain shedding において主要
な protease であり、悪性腫瘍における RCAS1
分子標的治療開発のターゲットとなり得る
ことが示唆された。以上の研究成果は Biomed 
Research International 誌 に 発 表 し た
（Sonoda K and Kato K. Biomed Res Int 

2014: 482396, 2014.）。 
 
③子宮頸部明細胞腺癌の特徴的細胞診所見
に関する解析： 
前述したようにRCAS1は子宮頸部腺癌細胞株
から単離された分泌型分子であるが、本研究
において新たながん治療戦略を構築する対
象には子宮頸部腺癌も含まれる。そこで、子
宮頸部腺癌の細胞学的特徴に関して解析を
行うこととし、中でも悪性度の高い明細胞腺
癌を対象とした研究を行った。当科で 2003
～2012 年の 10 年間に治療した子宮頸部明細
胞腺癌4症例の細胞診所見について解析を行
ったが、全例に類円形から楕円形の大小不同
の核に著明な核小体とクロマチン増量を認
め、細胞質は豊富で淡明レース状であった。
一部にライトグリーン好染性で細胞質の辺
縁が明瞭な腫瘍細胞がシート状に配列し、扁
平上皮癌との鑑別を要した。3 症例に
collagenous stroma を有する細胞集塊と鋲
型・釘型細胞形態を認め、他 1症例のみにミ
ラーボール状細胞集塊を認めた。この研究成
果は Journal of Cytology & Histology 誌に
発表した（Sonoda K et al. J Cytol Histol 
4: 1000196, 2013.）。 
 
（２）RCAS1受容体の単離と細胞内シグナル伝
達機構の解析： 
RCAS1が赤白血病由来K562細胞にアポトーシ
スを誘導することから、short hairpin RNA
ライブラリーを用いた受容体単離を行ったと
ころ、複数の候補遺伝子が同定された。これ
らの候補分子の発現を人為的に変化させた細
胞株クローンを樹立し、RCAS1によって誘導さ
れるアポトーシスの質的変化について解析を
行った。 
 
（３）RCAS1 をターゲットとした新たながん
分子標的治療の開発： 
①RCAS1の発現変化による腫瘍進展への影響
について、口腔癌細胞株を使用して解析した
。使用した計4種類の口腔癌細胞株は全て
RCAS1を発現していたが、高転移能を有する
SQUU-B細胞は他細胞株に比しより強いアポト
ーシス誘導能を有していた。一方で、SQUU-B
細胞のRCAS1発現をRNA干渉によりknock down
することによって、誘導されるアポトーシス
は有意に低下した。この結果から、RCAS1発現
を人為的に減弱させることによって腫瘍の進
展が抑制されることが理解され、トランスレ
ーショナルに悪性腫瘍に対する治療戦略とし
て臨床応用が期待できることが示唆された。
本研究成果は Journal of Translational 
Medicine誌に掲載された（Tanaka H, Sonoda 
K, et al. J Transl Med 12: 112, 2014.）。 
 
②RCAS1 抗体を用いた RCAS1 機能抑制：子宮
頸癌、子宮体癌および卵巣患者血清を用いた
in vitro 実験系では血清中に存在する RCAS1
により RCAS1 受容体発現 K562 細胞の細胞増



殖抑制効果がWST-1法を用いた解析によって
認められた。抗 RCAS1 モノクローナル抗体を
使用しRCAS1を免疫沈降除去することにより
K562 細胞の細胞増殖抑制効果が減弱したこ
とから、抗体が分子標的治療として有用であ
ることが示唆された。 
 
③RCAS1 の発現を抑制する特異的 RNA 干渉： 
腎線維芽細胞 COS-7 に RCAS1 遺伝子を導入す
ることで、ヌードマウス上での腫瘍径の増大、
血管新生因子である VEGF の発現増加を誘導
することを明らかにした。一方で、RCAS1 発
現を特異的に抑制する siRNA を SiSo および
子宮体癌由来 HOUA 細胞株に導入したところ
増殖抑制効果を認めた。以上より RCAS1 特異
的 RNA干渉が分子標的治療として有用である
ことが示唆された。 
 
④RCAS1のsheddingに関与するproteaseおよ
び細胞内シグナル伝達機構の阻害：RCAS1が分
泌型に変換されることによってアポトーシス
誘導活性を獲得する結果から、sheddingに関
与するproteaseの機能阻害が有効であること
が示唆された。 
 
なお、臨床検体の使用に際しては当施設倫理
委員会承認の下（承認番号：440-02）、文書
によるインフォームドコンセントを得て施
行した。 
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