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研究成果の概要： 
口腔癌の進展を抑制する因子としてケモカイン BRAK/CXCL14 を見いだした。腫瘍組織では
BRAK/CXCL14の発現量が低下しているが、腫瘍細胞に BRAK/CXCL14を強制的に発現させ
ると、腫瘍形成能が低下した。また、T 細胞を欠損したヌードマウスに腫瘍を移植後、上皮増
殖因子受容体の阻害剤であるゲフィチニブ（イレッサ）を飲ませると腫瘍内の BRAK/CXCL14
の発現が上昇し、かつ腫瘍が小さくなった。BRAK/CXCL14の発現が腫瘍抑制に重要であると
考えられるのでその遺伝子の発現制御機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
本研究は我々が最近見いだした in 

vivo で癌進展抑制作用を示すケモカイン
BRAK/CXCL14 の発現制御の分子機構

を明らかにする研究である。図参照  

(1)研究の学術的背景  

① 多くの癌細胞で活性化している上

皮増殖因子受容体の活性化により

BRAK/CXCL14 遺伝子の発現は低

下する。  

我々は口腔癌を含む多くの癌で上皮

増殖因子受容体が活性化していること
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に着目して、口腔扁平上皮癌細胞を無血

清下で培養し、上皮増殖因子で処理した

際に（癌の悪性化条件）変化する遺伝子

を遺伝子チップおよび RT-PCR 法で網

羅 的 に 解 析 し 、 ケ モ カ イ ン

BRAK/CXCL14のmRNAが特異的に発

現低下していることを見いだした。 

②ケモカイン BRAK/CXCL14 は癌化

で発現低下し、高発現させると in 
vivo で口腔癌細胞の増殖抑制作用を
示す  

ケモカイン（ケモタクティックサイト

カイン）は白血球やリンパ球の遊走を誘

導する一群の共通構造を持つタンパク

質である。BRAK/CXCL14は最初に乳房と

腎臓（Brest and Kidney）に発現してい

ることからBRAKと命名され、ついでアミ

ノ末端にCXCの配列を持つケモカイン類

似の構造からCXCL14命名された新しい

ケモカインである(Hromas R, et al., 

1999)。我々は７人の患者から得られた

口腔癌細胞でも血清を含まない培養条

件ではBRAK/CXCL14を発現しており、上

皮増殖因子の存在（癌の悪性化のモデ

ル）でその発現が低下することから、

BRAK/CXCL14がin vivo の正常細胞、正

常組織でホメオスタシス維持に

重要な分子であると考え、口腔

癌細胞にBRAK/CXCL14を強制

発現させると、in vitroの増

殖はMOCK(対照)と同じであ

るにも拘らず、マウス背部皮

下に移植すると、ベクターの

みを導入した癌細胞(MOCK)

と比較して、BRAK/CXCL14遺

伝子導入細胞が著明な癌進展

抑制作用を持つことを明らか

にした。（右図参照） 

 
 
２．研究の目的 

BRAK の遺伝子発現は MAP キナーゼ

の  ERK により抑制され、p38 により

促進されると考えられる。本研究では

この分子機構を明らかにする。  
３．研究の方法 
(1)ゲフィチニブによる BRAK の発現を

介した腫瘍抑制機構（小澤重幸、加藤靖

正）  
ゲフィニチブ(イレッサ)は上皮増殖因子

受容体(EGFR)の阻害剤であるが、非小細胞
肺癌などにおいて腫瘍抑制作用を示すこと

が報告された。一方、間質性肺線維症などの

副作用も強く問題となっている。我々はやは

り EGFR の過剰発現が見られる口腔癌細胞
の移植腫瘍がゲフィチニブの投与により消

失し、同時に BRAKの発現促進が見られたこ
とから、BRAK がゲフィニチブの腫瘍抑

制作用に関与していると考えた (Ozawa 
et al.,  IADR Travel Award 受賞 )。  
本研究ではこの考えを証明するために以下

の実験を行う。 
① BRAK の発現量が腫瘍抑制に関与するか
どうかを証明するために BRAK の

SiRNA 発現ベクターで BRAK の発現を
低下されたHSC-3口腔癌細胞クローンを
確立し、ヌードマウスに移植し、腫瘍を

作製し、in vivoの BRAKの発現量と腫瘍
の大きさの相関を明らかにする。 

②また、(HSC-2, HSC-4)腫瘍細胞を移植した

 



マウスにゲフィチニブ(50mg/Kg/day)を
投与し、BRAK の発現促進と腫瘍抑制作
用の逆相関の関係を解析し、ゲフィチニ

ブの腫瘍抑制作用が BRAKを介している
ことを明らかにする。 

(2)BRAK の転写制御機構の研究  
小澤重幸、前畑洋次郎、 小森令賀(大学院
生 )、加藤靖正  
ヒト BRAK 遺伝子の上流の 3kb のプロモー
ター配列を含むホタルルシフェラーゼレポ

ーター遺伝子コンストラクト{pGVB2BRAK
はすでにクローニングし、その塩基配列を確

認してある。BRAK mRNAは 3’領域が長く、
この領域にも制御配列が存在する可能性が

考えられたのでこの領域を現在クローニ

ング中である。  
 
 
４．研究成果 

(1)研究結果：BRAK mRNAレベルの低下は

EGF処理 3時間後から顕著になった。一方、

EGF 受 容 体 (EGFR) の 阻 害 剤 で あ る

gefitinib(Iressa、ZD1839)の共存により、

EGFによるBRAK mRNAの低下作用は阻害

された。また、EGFのMAPキナーゼ系に対

する影響を調べるためにEGF処理後のERK, 

p38, JNKの活性化（リン酸化）を調べると、

EGF処理10分後から30分後にかけてERK2

のリン酸化のみが促進された。EGF による

ERK2 のリン酸化とそれに伴う BRAK 

mRNA とタンパク質レベルの低下は MEK

阻害剤(PD98059)の共存により阻害された。

これらの結果より、EGF は EGFR に結合し

てMEK、 ERK2を活性化し、BRAK mRNA

およびタンパク質レベルの低下作用を示す

ことが明らかになった。また、p38阻害剤で

処理すると BRAK 遺伝子の発現の低下が観

察され、p38が BRAK mRNAレベルの上昇

に関与していることが示唆された。これらの

結果から ERK および p38 MAP キナーゼに

より BRAK mRNAレベルが調節されている

と考えられる。また、種々の頭頚部癌細胞を

ヌードマウスに移植後、マウスに EGFRの阻

害剤であるゲフィチニブ（イレッサ）を与え

ると、腫瘍細胞の BRAK/CXCL14 の遺伝子

発現が上昇するとともに腫瘍の縮小がおこ

った。一方、BRAKに対する SiRNAの発現

ベクターを導入した癌細胞は同様な実験に

おいて BRAKの遺伝子発現は上昇せず、腫瘍

の進展抑制がおこらなかった。 

結論 ：これらの結果から,頭頚部癌の進展抑

制には BRAK/CXCL14 の発現回復が重要

であることが判明した。 

(2)ヒト BRAK/CXCL14 遺伝子の転写制御配列

の決定 

5’RACE 法により、従来報告されていた

BRAK/ CXCL14 遺伝子の第一エキソン

(+284)に転写開始点が存在することが判明し

た。また、転写開始点の上流配列とルシフェ

ラーゼ遺伝子をレポーター遺伝子とする発

現ベクターを作成し、プロモーター領域の欠

失あるいは変異させたプラスミドを HSC-3

細胞にトランスフェクションし、ルシフェラ

ーゼ活性を解析した。この結果、プロモータ

ー領域の TATTAA 配列が TATA boxとして

機能し、転写因子の AP-1結合配列。GC box 

3,4 が BRAK/ CXCL14遺伝子の転写制御に

重要であることを明らかにした。さらに、プ

ロテインホスファターゼ阻害剤のオカダ酸

は AP-1 結合配列を介して遺伝子の転写活性

化をしていることが明らかになった。 

結論：  

頭頚部癌（口腔癌）の進展抑制因子である

BRAK/ CXCL14 遺伝子の発現制御に関与す

るシグナル伝達機構が明らかになり、また、

転写制御機構配列が明らかになったことに

より、BRAK/ CXCL1遺伝子の転写制御の分

子機構の解析への途が開けるとともに、口腔

癌進展抑制の新しい方法への道が開けた。 
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