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研究成果の概要： 

BRAK/CXCL14 はどの正常細胞でも発現しているケモカインであり、種の異なるマウスとヒ

トの BRAK/CXCL14 のアミノ酸配列が非常に高い相同性を示すことから、非常に普遍的かつ重

要な機能を持つ分子と考えられる。BRAK/CXCL14 の in vivo における腫瘍抑制機構を明らかに

することは、口腔癌ばかりでなく、種々の癌の進展機構の解明と、将来における癌のドーマン

ト療法開発の分子標的として有望であり、また、全ての正常細胞で発現していることから将来

における遺伝子導入等における治療において副作用の尐ない新しい標的分子と考えられる。 
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１． 研究開始当初の背景 

(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に着目して、

口腔平上皮癌細胞を無血清下の培養で培養

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。 

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
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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)を比較し

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。 

 

２．研究の目的 

BRAK/CXCR14 強制発現細胞は、腫瘍のリジ

ェクション率が高く、また、残存腫瘍も縮小

過 程 が 早 い の で 生 着 し な い こ と か ら

BRAK/CXCR14 が強力に腫瘍抑制効果を示

す分子であることを示した。しかし、その腫

瘍縮小メカニズムは腫瘍が生着しないこと

から、その過程、機構を明らかにすることが

困難であった。本研究では BRAK/CXCR14

の発現をテトラサイクリン処理により発現

するように操作した腫瘍細胞(Tet-ON 細胞)

を移植し、腫瘍形成後にマウスにテトラサイ

クリン（実際にはその誘導体のドキシサイク

リン）を与えて BRAK/CXCR14 遺伝子の発現

を誘導し腫瘍縮小過程を(1) 腫瘍細胞のアポ

トーシスの有無、(2) 周囲の組織からの血管

侵入の有無、および(3) NK 及び NKT 細胞の

腫瘍抑制における関与、の面から検討する。

これにより BRAK/CXCR14 の腫瘍縮小メカ

ニ ズ ム を 明 ら か に す る こ と に よ り 、

BRAK/CXCR14 の抗腫瘍活性を生かした分

子標的治療の基礎的研究を飛躍的に高める

ことができる。 

 

３．研究の方法 

(1) Tet-ONベクターをFuGENE 6を用いてト

ランスフェクトし、G418を用いてTet-ONベ

クターの導入されたHSC-3細胞を選択する。 

(2) pTRE-TightベクターにKpn1とSal1サイト

を用いてBRAKのcDNA（既に作製済み）を導

入し、pTRE-Tight BRAK発現ベクターを作製

する。上記ベクターをpTK-Hygベクターと共

に、上記aの細胞に同時にトランスフェクシ

ョンし、ハイグロマイシン（Hyg）を用いて

pTRE-Tight BRAK発現ベクターを導入した

HSC-3細胞を得る。 

(3) 対照細胞として、pTRE-Tight ベクターの

みを導入した細胞を bと同様にして作製する。 

腫瘍縮小メカニズムの解析 

Ｉ．腫瘍縮小過程の計測。 

BRAK発現腫瘍細胞と腫瘍細胞をそれぞれ1、

3、7日後採取し、腫瘍径を計測しその経時的

変化を明らかにする。 

II．腫瘍縮小過程の病理組織学的検討 

採取した腫瘍のパラフィン包埋切片を作製し、

病理形態学的に細胞消失の過程を検討する。 

Ⅲ．免疫組織化学による細胞増殖能の検討。 

抗Ki-67抗体を用いて、細胞増殖活性を検討し

BRAK発現腫瘍細胞と腫瘍細胞で増殖活性が

腫瘍縮小メカニズム関与するか検討する。 

Ⅳ． アポトーシスの検出 

電子顕微鏡、DNAラダー、TUNEL法によるア

ポトーシスの発現を検討する。また、Apoptag 

kitを用いてアポトーシス陽性細胞を定量し細

胞死が腫瘍縮小メカニズム関与するか検討す

る。 

Ⅴ．宿主側の因子の検討 

①：腫瘍組織にNK細胞,NKT細胞が浸潤するか

否か免疫組織化学的に検討し、陽性細胞数を

カウントしBRAK発現腫瘍細胞と腫瘍細胞で

違いを検討する。 

②：血管およびリンパ管数の検討を血管に対

するCD34抗体、リンパ管に対するDO-4抗体

を用いて染色し画像解析により血管・リンパ

管数を定量化し、腫瘍縮小メカニズムへの関

与を検討する。 

③：好中球の浸潤を HE 染色で確認する。 

 

４．研究成果 

(1) 我々は、pTet-On ベクターを目的細胞株

(口腔扁平上皮癌: HSC-2, HSC-3; 子宮頚

部癌: HeLa)へトランスフェクトし、ホス

トとなる安定なクローン細胞株を作製し

た。 新しく作製した Tet-On ホスト細胞

株内に、 ハイグロマイシン選択性マーカ

ーと共に目的遺伝子(BRAK)を組み込ん

だ pTRE-Tight をコトランスフェクトし、 

両方の発現ベクターを含む二重安定細胞

株を作製した。 続いてのドキシサイクリ

ン（Dox）処理を行い、Western blot 

analysis により検討した結果、細胞株に

おいて BRAK の発現は認められなかった

ことから、マウスへの移植実験には至ら

なかった。   

(2) 我々は、ヒト正常組織、白板症組織及び

口腔扁平上皮癌組織を用い、免疫染色法

にて BRAK と EGFR の発現を比較し、

BRAK と EGFR に逆相関があることを確

認した。さらに我々は口腔扁平上皮癌細

胞株を用いて、BRAK のメチル化解析を

行い、細胞株に BRAK のメチル化が存在

することを明らかにした。 
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