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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに，血管攣縮治療薬ファスジルが生体の抗腫瘍タンパクBRAKの細胞外分泌促
進を介し腫瘍増殖を抑制することから，抗腫瘍薬として応用できることを証明してきた。これはファスジルのBRAK細胞
外分泌亢進作用により現在口腔癌で臨床適応されている分子標的薬セツキシマブの効果を増強することができる可能性
を示す。そこで本研究ではEGFR阻害剤とファスジルの併用を検討した。その結果、セツキシマブにより合成促進された
BRAKがファスジルにより効率的に細胞外に分泌されることが確認された。この結果はセツキシマブの効果を増強する，
若しくはセツキシマブの使用量を減らし副作用を減らすことができる可能性を示す。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that fasudil can be used anti-tumor drug via targeted 
CXCL14/BRAK secretion. This finding indicate that fasudil shows the potential to enhance the effect of 
cetuximab via increase secretion of BRAK protein. In this study, we examined the combination of cetuximab 
and fasudil. As a result, BRAK protein generated by cetuximab is to be secreted effectively by fasudil. 
This result suggests that fasudil reinforces an effect of cetuximab or reduces consumption of cetuximab, 
and can reduce a side effect.

研究分野：歯科薬理学

キーワード： CXCl14/BRAK　頭頚部扁平上皮癌　ケモカイン　歯科薬理学
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１．研究開始当初の背景 

近年の悪性腫瘍治療においては，多数の抗

癌剤および分子標的治療薬が開発され，化学

療法における治療薬の選択肢が広がってい

る。また，薬剤の従来の適応症になかった疾

患に対する効果も積極的に検討されるよう

になっている。 

例として，大腸癌治療薬として用いられて

いる上皮成長因子受容体 (EGFR) 阻害 0 ッ

クス) は治験により現在では頭頚部扁平上皮

癌（HNSCC）への効果も証明され，わが国で

は 2012 年 7 月から厚生労働省により頭頚部

癌臨床適応の優先審査品目に指定され臨床

適用まであと一歩の段階まで解析が進んで

いる。しかし一方で，EGFR 阻害薬は投与量

依存的に間質性肺炎の発症リスクが増大す

る（Bonner et al. N Engl J Med., 2006）という

問題を避けて通れないため，副作用の発生を

抑えた投薬プロトコルの開発は急務である。 

当研究室ではこれまでに， HNSCC におい

てEGFR阻害剤が抗腫瘍ケモカインBRAKの

合成促進を介し 抗腫瘍効果を発揮すること

を報告してきた (Ozawa et al. Cancer Sci., 

2009)。また，BRAK は細胞外に分泌されるこ

とで腫瘍の血管新生を抑制し，抗腫瘍効果を

発揮することが確認されている(Izukuri et al. 

Transgenic Res., 2010) 。 

一方，申請者はこれまでに分泌性抗腫瘍ケ
モカイン CXCL14/BRAK（BRAK）の HNSCC

における細胞外分泌抑制が悪性腫瘍の増殖
に関与することを見出し(Maehata, Miyamoto, 

et al. Free Radical Res., 2010)，BRAK の細胞外
分泌促進を標的とした分子標的薬の可能性
を模索してきた。さらに血管攣縮治療薬とし
て臨床応用されているファスジル（商品名：
エリル点滴静注液 30mg）により BRAK の細
胞外分泌が亢進し，腫瘍発達が抑制されるこ
とを見出している  (Miyamoto et al. J. of 

Phamacological Sci. 2012 in press)。 

これらの知見から，『セツキシマブにより
産生亢進された BRAK がファスジルにより
効率的に細胞外に分泌されることで，セツキ
シマブの抗腫瘍効果がより低用量でも得ら
れるのではないか』という作業仮説の立案に
至った。そこで，セツキシマブとファスジル
の併用により，セツキシマブの適用用量を減
らし，抗腫瘍作用を維持したまま副作用を低
減した新規併用療法を開発する本研究課題
を着想した。 

 

２．研究の目的 

EGFR シグナル阻害薬セツキシマブによ
る BRAK 遺伝子発現回復と ROCK 選択的阻
害剤ファスジルによる BRAK 分泌促進の相
乗効果により，EGFR 阻害剤の適用量を減ら
し，抗腫瘍効果を維持したまま副作用を低減
する新規多剤併用療法の開発を行うことを

目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) HNSCC を播種し，ファスジル添加後 24

時間後の培養上清および細胞層を回収し，
BRAK タンパク量をサンドイッチ ELISA

法を用いて解析した。また同条件で培養を
行い，BRAK 遺伝子発現を RT-PCR 法およ
び RealTime PCR にて解析した。 

(2) HNSCC を播種し，セツキシマブ添加後 48

時間後の BRAK 遺伝子発現を RealTime 

PCR にて解析した。また同条件で培養を行
い，培養上清および細胞層を回収し，BRAK

タンパクの合成量をサンドイッチ ELISA

法を用いて解析した。 

 (3) HNSCC を播種し，セツキシマブ添加後
24 時間後にファスジルを添加し 24 時間の
共添加培養を行ったのち培養上清および
細胞層を回収し，BRAK タンパクの合成量
をサンドイッチ ELISA 法を用いて解析し
た。その際の細胞数測定も行い，細胞毒性
の判定も行った。 

 
４．研究成果 
(1) HNSCC である HSC-3 を播種し，ファスジ
ル添加後 24 時間後の培養上清および細胞層
における BRAK タンパク量をそれぞれ解析
した。その結果，培養上清と細胞体の両方に
おいて BRAK タンパク量が有意に増加して
いることが確認された。そこで培養上清と細
胞層における BRAK 量の合計を 100%とし，
それぞれに存在する BRAK タンパクの割合
を算出した結果，ファスジル添加により
BRAKの細胞外分泌量が亢進することが確認
された【図１】。 

【図１】細胞内外の BRAK タンパク比 

 

また，培養上清と細胞体の両方において
BRAK タンパク量が増加したというのは
BRAKの合成亢進を示唆する結果であるため，
次に HSC-3 におけるファスジル添加後 24 時
間後の遺伝子発現量を RealTime PCR 法を用
いて解析した。その結果，ファスジルの添加
濃度依存的に BRAK の遺伝子発現量が亢進
していることが確認された。【図 2】 

 

 



【図 2】ファスジル添加による BRAK 

遺伝子発現の変化 

 

その際ファスジルの主たる阻害経路であ
る RhoA/ROCK シグナル伝達経路の抑制が
BRAK の遺伝子発現に与える影響を RhoA お
よび ROCK の siRNA 導入により解析した。
その結果，複数の HNSCC 細胞株において
RhoA/ROCK 経路の阻害により BRAK の遺伝
子発現が亢進することが初めて明らかとな
った。 

これらの結果よりファスジル単剤でも
BRAK 遺伝子発現が亢進し，BRAK の合成量
が増加し分泌も促進するという結果が得ら
れた。そこでヌードマウス背部皮下に HSC-3

を移殖し，ファスジル投与群非投与群におけ
る腫瘍発達の解析をおこなった。その結果，
ファスジル投与群において有意な腫瘍発達
の抑制が確認された。【図 3】 

【図 3】ファスジル投与による腫瘍抑制 

 

これらの結果は Biomedical Research, 35(6): 

381-388, にて発表している。 

 

(2) HNSCC である HSC-3 を播種し，セツキシ
マブ添加後 48 時間後の BRAK 遺伝子発現を
Real Time PCR にて解析した。その結果セツ

キシマブの添加濃度依存的に BRAK の遺伝
子発現が亢進することが確認された 

 

また同条件で培養を行い，培養上清および
細胞層を回収し，BRAK タンパクの合成量を
サンドイッチ ELISA 法を用いて解析した。そ
の結果，培養上清と細胞体の両方において
BRAKタンパク量が有意に増加していること
が確認されたが，BRAK の細胞外分泌に関し
てセツキシマブ添加による影響は見られな
かった。 

 

(3) HNSCC である HSC-3 を播種し，セツキシ
マブ添加後 24 時間後にファスジルを添加し
24 時間の共添加培養を行ったのち培養上清
および細胞層を回収し，BRAK タンパクの合
成量をサンドイッチ ELISA 法を用いて解析
した。その際の細胞外分泌された BRAK の割
合も同時に解析した。その結果セツキシマブ
存在下に置いては BRAK のタンパク量が増
加し，ファスジルの存在下では BRAK タンパ
クの細胞外分泌量が亢進した。セツキシマブ
とファスジルの共添加において，それぞれの
単剤投与群と比較し細胞外に分泌される
BRAK量が有意に増加していることが確認さ
れた。 

その際の細胞数測定も行い，細胞毒性の判
定も行った。その際ファスジルとセツキシマ
ブの共添加による HSC-3 細胞増加への影響
は認められなかった。 

 

これらの結果から，セツキシマブとファス
ジルの併用により BRAK の細胞外分泌量が
大きく増加することが確認された。BRAK は
細胞外分泌されることにより腫瘍周囲の血
管新生を抑制する分泌タンパクである。つま
りセツキシマブとファスジルの併用が，
BRAK の合成・分泌促進を介し，より強力な
腫瘍抑制効果のある新たな多剤併用療法と
して応用できる可能性が示された。【図 4】 

 

【図 4】セツキシマブとファスジル併用療法に 

よる抗腫瘍効果の模式図 
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