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【緒言】
我々は平成 23 年度に推奨研究プロジェクトとして総

経費 62 万円の予算を標記の研究の一部として遂行して
きました。本研究を終えるにあたり、ここに研究の概要
と成果を纏めました。

【研究成果】
１）　目的

RCAS1 は子宮頸癌細胞株（SiSo 細胞）から単離された
分子で、がん細胞では増殖シグナルを活性化します。一
方 RCAS1 によりＴリンパ球はアポトーシスが誘導され
るために腫瘍免疫は抑制され、線維芽細胞などの間質反
応も抑制されます。これらすべての結果、RCAS1 はが
ん細胞が増殖・進展するのに有利な環境をつくり出しま
す。実際に、RCAS1 は子宮頸癌・体癌のみならず脳腫
瘍、肺癌、胃癌、膵癌などの 14 種類の癌で発現が亢進
し、発現が高い症例は予後が悪いことも明らかとなって
おり、RCAS1 がこれらの癌治療の標的分子であること
を、われわれはこれまでに報告してきました。しかしな
がら、癌化機構における RCAS1 の発現制御機構につい
ては明らかになっていないのが現状です。そこで、本研
究は、癌標的分子 RCAS1 に関わる転写因子を同定し、
RCAS1 が特異的に発現してくる分子機構を解明すると
同時に、転写因子の発現情報に基づいたネットワーク解
析から RCAS1 を標的にした治療の有効性を向上させる
遺伝子情報を抽出することを目的とする。

２）成果

⑴ shRNA ライブラリーを用いた RCAS1 の発現に関
わる分子のスクリーニング
まず、特定の細胞機能に関連する遺伝子を網羅的

にスクリーニングする方法として注目されている 
short hairpin RNA（shRNA）発現ライブラリーを用いた。

RCAS1 依存性にアポトーシスが誘導される細胞株で
ある K562、HEK293T に shRNA 発現ライブラリーを
導入し、RCAS1 濃縮液を培養上清に加えた後の生存
細胞から RNA を抽出し、shRNA 特異的配列を増幅さ
せた後、Affymetrix 社の Gene Chip を用いて解析を行っ
た。

⑵がん細胞の３次元培養を用いた RCAS1 の発現に関
わる分子のスクリーニング
次に３次元増殖環境下で RCAS1 の発現が亢進する

細胞株である SiSo（子宮頸癌）、MCF7（乳癌）、A549（肺
癌）を用いて、通常の培養皿による２次元培養した細
胞をコントロールとしてマトリゲルによる３次元培養
した細胞において発現亢進してくる遺伝子を DNA 発
現マイクロアレイによって解析した。

⑶⑴及び⑵の情報から RCAS1 の発現に関わる分子を
同定し、RCAS1 の発現制御機構の解明を行う。
⑴及び⑵の条件で共通に抽出された 140 遺伝子

に つ い て SiSo、MCF7、A549 を 用 い て mRNA の 発
現 量 を Real-Time PCR 法 で 確 認 し た と こ ろ、2 次
元培養した細胞と比較して３次元培養した細胞に
おいて 10 倍以上発現が亢進している遺伝子として
FBLN2、TGFBR1、FGFR1 を同定した。siRNA 法を用
いて FBLN2、TGFBR1、FGFR1 の発現を抑制すると、
RCAS1 の蛋白発現量はそれぞれ 81.0%、 44.7%、76.3%
低下した。また、A549 を用いて FBLN2、TGFBR1、
FGFR1 の発現を恒常的に抑制したクローン株を作製
し、xenograft model で造腫瘍能の抑制効果を確認する
と、腫瘍体積はそれぞれ 35.7%、45.8%、41.2%低下した。

現在、FBLN2、TGFBR1、FGFR1 の臨床的意義を明ら
かにする目的で、子宮頸癌、乳癌、肺癌のヒト癌組織
における発現を Real-time PCR 法にて解析し、RCAS1 と
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の発現相関及び臨床病理学的因子との関連について評
価している。また、FBLN2、TGFBR1、FGFR1 の下流の
シグナル分子と RCAS1 の発現量の変化についても確認
し、癌増殖機構における RCAS1 を中心とした分子ネッ
トワークを明らかにしていく予定である。

３）結語

今回の研究では特定の細胞機能に関連する遺伝子を
網羅的にスクリーニングする方法として注目されている
shRNA ライブラリーを用いて RCAS1 発現に関連する遺
伝子群を明らかにした。RCAS1 発現関連遺伝子として同
定された 3 遺伝子に転写因子は含まれなかったが、3 遺
伝子とも癌増殖に関連する遺伝子であり、本研究の成果
から RCAS1 シグナルによる癌化機構の解明と癌標的分
子としての妥当性について証明されることが期待される。
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