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研究成果の概要（和文）：本研究では, 口腔扁平上皮癌 (HNSCC) を用いてDNAメチル化阻害作用を持つエピガロカテキ
ンガレート(EGCG) による，抗腫瘍ケモカインCXCL14/BRAKの発現上昇作用を検討した。その結果，EGCGは有意なBRAKの
発現上昇を示さなかった。そこで，より強力なメチル化阻害剤であるデシタビンを用いて検討した。その結果，BRAKの
発現上昇に伴いHNSCCの増殖抑制作用がin vivo で確認された。本研究結果から，メチル化阻害剤もしくはメチル化阻
害作用をもつ天然由来成分用いてBRAK遺伝子発現を上昇させ腫瘍増殖の抑制を期待することは，口腔癌治療戦略におい
て非常に有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the effect of anti-tumor activity via upregulation of 
CXCL14/BRAK expression by treatment of the epigallocatechin gallate (EGCG) in oral squamous cell 
carcinoma (HNSCC). As a result, EGCG did not showed significantly increased of the expression of 
BRAK.Therefore, we examined the effects of DAC on expression of BRAK by using a potent methylation 
inhibitor decitabine. As a result, we confirmed the inhibitory effect of tumor growth via upregulation of 
BRAK in vivo. These data indicate that it is very useful in oral cancer treatment strategy by using the 
methylation inhibitors or natural products with a methylation inhibitory effect.

研究分野：歯科薬理学

キーワード： 口腔癌　CXCL14/BRAK
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１．研究開始当初の背景 
 

癌細胞では癌抑制遺伝子の DNA がメチ

ル化を受け発現が抑制されることが広く

報告されており発癌や癌進展の重要な因

子と考えられている。(Wood, L. D. et al.; 

Science, 2007) 我々は，口腔扁平上皮癌細

胞  (HNSCC) において新規ケモカイン

BRAK が抗腫瘍作用を有するが，多くの

HNSCCにおいては DNAメチル化により

BRAK の遺伝子発現が抑制されているこ

とから，BRAK の遺伝子発現回復による

新たな遺伝子治療の可能性を報告してき

た  (Y. Maehata., et al.: Free Radical 

Res.,2010 ) 。 

従来，メチル化阻害薬は米国などで口腔

癌治療にも応用されたが，消化器毒性や

骨髄毒性などの重篤な副作用があること

から，現在ではほとんど癌治療に使われ

ていない。近年，抗酸化作用および抗炎

症作用を持つ緑茶由来のエピガロカテキ

ンガレート (EGCG) が抗腫瘍作用も示

すことが報告された (Lu J et al., Semin 

Cancer Biol, 2007)。さらに扁平上皮癌細胞

において EGCG は DNA メチル化阻害作

用により癌抑制遺伝子の発現を回復し抗

腫瘍作用を発揮することも明らかとなっ

ている。(ijayalakshmi et al., carcinogenesis, 

2011) 
２．研究の目的 

本研究課題では，重篤な副作用が無く, 

DNAメチル化阻害作用をもつEGCGを

用いて抗腫瘍因子 BRAK の遺伝子発現

を回復させ，口腔扁平上皮癌に対して

の抗腫瘍効果を期待する新規癌治療の

開発を目的としている。 
３．研究の方法 
平成 25 年度は口腔扁平上皮癌細胞 

(HNSCC) における BRAK遺伝子の発現 

低下と DNA のメチル化の関係性を詳細に

検討し , 平成 26 年度以降に実施する

EGCG による BRAK 遺伝子発現回復作用

および腫瘍進展への影響の検討で使用する

BRAK 遺伝子がメチル化された HNSCC

細胞を樹立した。 

実験 25-1：種々のHNSCCにおけるBRAK

遺伝子のメチル化の測定 

歯肉，舌および口腔底由来の種々の

HNSCC を培養後に , DNA を回収し , 

MethylampTM Global DNA methylation 

Quantification kit を用いて DNA の総メ

チル化レベルを測定した。 

実験 25-2：BRAKのメチル化に関与するメ

チルトランスフェラーゼ活性の測定 

 実験 25-1で BRAK遺伝子のメチル化に

よる発現抑制が確認されたHNSCCを播種

し, 細胞を回収しDNAのメチル化に関与

する Total DNA メチルトランスフェラー

ゼ  (DNMT) 活性を Epigenetic DNMT 

Activity Assay Kit を用いて測定した。 

実験 26-1：HNSCC における EGCG 処理

による BRAK発現回復作用の検討 

実験 25-1で BRAK遺伝子のメチル化によ

る発現抑制が確認されたHNSCCを播種し, 

EGCG を 24-72 時間処理後に BRAKの遺

伝子発現を qPCR法を用いて検討した。ま

た, タンパク質レベルでの検討として細

胞内外の BRAK タンパク質について

ELISA法を用いて検討した。（以降，EGCG

処理により BRAK の発現回復に有意差が

認められなかったため，当初の改善策に従

い，より強力なメチル化阻害作用をもつデ

シタビン（DAC）を用いて，メチル化の阻

害による BRAK の発現回復が腫瘍の増殖

抑制に寄与するか検討した。） 

実験 26-1：HNSCCにおける DAC処理に

よる BRAK発現回復作用の検討 

実験 25-1で BRAK遺伝子のメチル化によ

る発現抑制が確認されたHNSCCを播種し, 

DACを 24-72時間処理後に BRAKの遺伝

子発現を RT-PCR法を用いて検討した。 



実験 26-2：DAC処理による BRAK遺伝子

発現回復メカニズムの検討 

実験 26-1 で DAC 処理により BRAK 遺伝

子の発現が確認されたHNSCCを培養後に

細胞を回収し, DNMTタンパク質レベルを

qPCR法およびWestern Blot 法を用いて

測定する。さらに, HNSCC細胞の BRAK

遺伝子のメチル化レベルをメチル化特異的

PCR法にて検討し，DACが BRAK遺伝子

のメチル化を回復することを確認した。 
４．研究成果 

平成 25 年度は，口腔扁平上皮癌細胞 

(HNSCC) における BRAK 遺伝子の発現

低下と DNA のメチル化の関係性を詳細に

検討し , 平成 26 年度以降に実施する

EGCG による BRAK 遺伝子発現回復作用

および腫瘍進展への影響の検討で使用する

BRAK 遺伝子がメチル化された HNSCC

細胞（mBRAK細胞）を樹立した。 

平成 26年度は，mBRAK- Cells における

EGCG のメチルトランスフェラーゼ阻害

作用および BRAK の発現回復作用を検討

したところ，有意なメチルトランスフェラ

ーゼ活性の抑制および BRAK 遺伝子の発

現回復は確認できなかった。EGCG等の天

然由来成分のメチル化阻害作用があること

が報告されているが，本研究では有意な効

果が得られなかった。そこで，実験が計画

通り進行しなかった場合の対策として，強

力なメチル化阻害作用を持つデシタビン

（DAC）などを用いて，本研究の仮説が適

切であったか検討を行うことを想定してい

た。そこで，mBRAK 細胞における DAC

のメチル化阻害時の BRAKの発現，および

腫瘍増殖に及ぼす影響を検討し，DAC添加

によりメチルトランスフェラーゼ阻害作用

に伴い BRAK の遺伝子発現の有意な回復

作用，および in vivo において DAC 投与

により BRAK 遺伝子の発現回復作用に伴

い腫瘍増殖が有意に抑制することを見出し

た。平成 27年度は，mBRAK細胞 を用い

て BRAK遺伝子発現回復作用を持つ DAC

が，BRAK遺伝子発現抑制の主要な経路と

考えられる上皮成長因子（EGFR）シグナ

ル経路の阻害剤を併用した際にその作用を

増強するか検討した。その結果，口腔扁平

上皮癌細胞株（HSC-2,3,4）において , 

EGFRシグナル経路の阻害剤（iAkt, iMEK, 

iERK）の BRAK遺伝子の発現促進作用を

優位に増強することが確認された。今後は，

セツキシマブ等の口腔癌治療に用いられる

EGFR 経路の阻害剤を用いて，in vivo で

BRAK遺伝子の発現回復，腫瘍増殖抑制作

用の増強が確認されるか引き続き検討が必

要である。本研究を通して，EGCG等の天

然由来成分にメチル化阻害作用は DAC 等

のメチル化阻害剤と比べて弱いため，本研

究では有意な効果が得られなかった。

EGCGの添加時の試薬調整，添加方法の幅

広い再検討,  他のカテキン類誘導体を用

いた検討，およびイソフラボン等のメチル

化阻害作用を持つ他の天然由来成分の検討

が必要である。しかし，メチル化阻害によ

り BRAK 遺伝子発現を回復させ腫瘍増殖

の抑制を期待する戦略は，DACを用いた実

験結果から口腔癌治療において非常に有用

であると考えられる。 
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