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研究成果の概要（和文）：我々は多くの癌でメチル化を受ける抗腫瘍性ケモカインCXCL14のプロモーターを指標として
、メチル化異常がセツキシマブの抗腫瘍効果に関与するかどうかを検討した。
セツキシマブはプロモーターがメチル化していない癌細胞(HSC3細胞)に対しては効果を示したが、メチル化している癌
細胞(YCUH891細胞)に対しては効果を示さなかった。しかしながら脱メチル化剤である５アザデオキシシチジン(DAC)で
メチル化を解除すれば、CXCL14のプロモーターがメチル化している細胞に対してもセツキシマブは効果を示すようにな
った。

研究成果の概要（英文）：We employed the CXCL14-expressing HSC-3 cells and the CXCL14-nonexpressing 
YCU-H891 cells as representatives of the two groups and compared their responses to cetuximab and their 
CXCL14 expression under various conditions. The growth of xenografted tumours initiated by HSC-3 cells, 
which expressed CXCL14 in vivo and in vitro, was suppressed by the injection of cetuximab into 
tumour-bearing mice, however neither the expression of the chemokine nor the cetuximab-dependent 
suppression of xenogarfted tumour growth were observed for YCU-H891 cells.
The inhibition of ERK MAP kinase signaling increased the levels of CXCL14 mRNA in HSC-3 cells, but not in 
YCU-H891 cells. We also found that the CXCL14 promoter region in YCU-H891 cells was hypermethylated, and 
that demethylation of the promoter by treatment with 5-aza-2’-deoxycytidine restored CXCL14 mRNA 
expression and in vivo cetuximab-mediated tumour-growth suppression.
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１． 研究開始当初の背景 
 
従来、癌の発生・進展は、染色体を構成す
る遺伝子異常が関与すると報告されてきた
が、実際の腫瘍で高率に変異を有する遺伝
子は思いのほか少ない。近年、遺伝子変異
を伴わず遺伝子の発現異常を生じるエピジ
ェネティクス異常が注目され、DNA メチル
化、ヒストンの修飾等の異常が癌の発生・
進展に重要であることが明らかとなった。
事実、エピジェネティクス異常をターゲッ
トとした治療薬が臨床に取り入れられるよ
うになり、脱メチル化剤であるアザシチジ
ン (商標名：ビダーザ注射用) が骨髄異形
成症候群に 2011 年 1月に承認、同年 3月に
発売開始された。現在、薬の研究は、薬剤
のもつ分子学的メカニズムから、悪性腫瘍
をはじめとする各疾患への薬剤の適応拡大
が見直されるようになった。この利点は、
既に使用されている薬剤であるため、用
法・用量及び副作用があらかじめ明らかに
なっていることであり、『育薬』と定義され、
日本薬理学会をはじめとした各学会におい
ても、その意義がホームページに掲載され
るなど重要性が提唱されている。我々はこ
れまでに、頭頸部扁平上皮癌において、① 
EGFR 阻害剤の腫瘍縮小効果に、サイトカイ
ン BRAK の発現回復が関与すること、② 
EGFR 阻害剤は BRAK のプロモーターがメチ
ル化していない癌で腫瘍縮小効果を示すこ
とを見出した。一方、メチル化している頭
頸部扁平上皮癌では、EGFR 阻害剤は抗腫瘍
効果を示さなかった。その原因として、BRAK
のプロモーターがメチル化によって不活化
していると考えられた。 
 
２． 研究の目的 
 
頭頚部癌に大腸がんで使用されていたセツ
キシマブが適応拡大され我々、口腔外科領
域にも EGF 受容体阻害剤の使用意義が示さ
れるようになった。今回我々は BRAK を発現
していない細胞に対してどのようにすれば
EGF 受容体阻害剤が効果を示すかを検討す
ること目的とした。まず、EGF 受容体阻害
剤に効果を示さない扁平上皮癌の特徴とし
て、メチル化の異常活性化が確認されてい
る。我々のターゲット遺伝子であり EGF 受
容体阻害剤の抗腫瘍効果に関与する BRAK
のプロモーターもメチル化によって不活化
していることが明らかとなっている。今回
の実験では BRAK にターゲットを絞り研究
を進めることとした。BRAK の発現上昇に関
与する転写因子を、効率よく BRAK のプロモ
ーター領域に結合させるためには、まず、
メチル化阻害剤を先行投与しメチルを化解
除した後に、EGF 受容体阻害剤を投与すれ
ば、BRAK の遺伝子発現は回復するとともに
EGF 受容体阻害剤による抗腫瘍効果が期待
できると仮定した。また、セツキシマブに

効果を示さない細胞に BRAK の強制発現ベ
クターを導入し、抗腫瘍効果が得られるか
どうかで、セツキシマブの抗腫瘍効果に
BRAK の発現回復が関与するかどうかを検
討した。 
 
３． 研究の方法 
 
現在、頭頚部扁平上皮癌にセツキシマブが
使用されていることから、今回は EGF 受容
体阻害剤として、セツキシマブを用いるこ
ととした。これまでの研究で、我々は BRAK
のプロモーター領域である CpG island が
遺伝子発現の上昇に重要であり、またその
領域に結合する転写因子が SP1 であること
明らかにした。本研究結果に基づき、まず
これが普遍的な現象であるか検体数を増や
し、以前の研究 (H20～H22 年度 基盤研究
B) において確立したパイロシークエンス
及び、メチル化特異的 PCR 法で確認を行っ
た。BRAK を発現している細胞、発言してい
ない細胞それぞれ代表的なものを使用し、
マウスへの移植実験を試みた。腫瘍細胞定
着後、セツキシマブとアザシチジンを併用
し、抗腫瘍効果が得られるかどうか検討を
行った。移植腫瘍内で BRAK の発現が回復し
ているかどうかは RT-PCR 法で検討した。セ
ツキシマブとアザシチジン併用における
BRAK の遺伝子発現回復が抗腫瘍効果と関
係あるかどうかをドキシサイクリン依存性
発現ベクターを使用し確認した。 
 
４． 研究成果 
 
セツキシマブは BRAK のプロモーターがメ
チル化していない癌細胞に対しては効果を
示したが、メチル化している癌細胞 に対
しては効果を示さなかった。しかしながら
脱メチル化剤である５アザデオキシシチジ
ン(DAC)でメチル化を解除すれば、CXCL14
のプロモーターがメチル化している細胞に
対してもセツキシマブは効果を示すように
なった。また、移植腫瘍内で BRAK の遺伝子
発現を確認すると、アザシチジン単剤で
BRAK の遺伝子発現は回復し、セツキシマブ
と併用することで、明らかな遺伝子発現の
上昇を示した。強制発現ベクターを使用し
た実験結果として、強制的に BRAK の遺伝子
発現を回復させるだけで、マウスへの移植
腫瘍の増殖能は抑制された。このことから、
頭頚部扁平上皮癌において BRAK のプロモ
ーターのメチル化の有無はセツキシマブ投
与前の効果判定マーカーとなり、BRAK のプ
ロモーターがメチル化している癌細胞にお
いては、アザシチジンとの併用が有効であ
る可能性が示された。 
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