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研究成果の概要（和文）：本研究課題は血管新生抑制因子CXCL14/BRAKの作用機序の解明を目的として解析を進
めた。CXCL14/BRAKと血管新生促進因子であるVEGF-Aとの結合に関して解析を進めたが、有意な結果は得られな
かった。よってCXCL14/BRAKの作用にVEGF-Aが関与していることは当研究課題では証明できなかった。

研究成果の概要（英文）：This research theme pushed forward analysis for the purpose of elucidation 
of the action mechanism of vascularization inhibitor CXCL14/BRAK.I pushed forward analysis about 
combination with VEGF-A which was CXCL14/BRAK and a vascularization promotion factor, but the 
meaningful result was not provided.Thus, I was not able to prove that VEGF-A participated in BRAK 
action by this research theme.

研究分野： 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
についての効果も積極的に検討されるよう
になってきている。例として，大腸癌治療薬
として用いられている EGFR 抗体薬セツキシ
マブ (商品名：アービタックス) 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 年に厚生
労働省により頭頚部癌臨床適応の認可が下
りた。 
このように現在の悪性腫瘍治療薬の開発

においては，ゼロから新薬を開発するのでは
なく，既に臨床応用されている薬品の適用を
拡大し，有用性および安全性の高い治療薬を
より短時間で患者に提供するということが
ひとつのムーブメントとなっている。この手
法は，使用濃度や副作用が予測できる点，治
験にかかる時間を大幅に短縮できる点から
も非常に有用である。この手法は『育薬』と
定義され，日本薬理学会・日本薬学会などに
おいてもその定義および手法の有用性が提
唱されている。 
申請者はこれまでに，生体の持つ抗腫瘍分

泌タンパクである BRAK が HNSCC において
は細胞内に貯留していることに着目し，この
BRAKが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）により分泌促進されることを初め
て 見 出 し た  (Miyamoto et al. J. of 
Phamacological Sci. 2012)。さらにファスジル
が HNSCC において Rho/ROCK 経路の阻害に
より BRAK の分泌を促進し，腫瘍抑制効果を
発揮することを証明した  (Miyamoto et al. 
Biomedical Res. 2014 in press) 。これはファス
ジルが BRAK 分泌促進を介した悪性腫瘍治療
薬に育薬できる可能性を示すものである。 
また一方で，BRAK 高発現モデルマウス

（BRAK トランスジェニックマウス）を作製
し腫瘍移植を行い解析を行った結果，BRAK
が細胞外に高レベルで存在するトランスジ
ェニックマウスでは，移植腫瘍周囲の血管新
生が抑制されることが確認されている
(Izukuri et al. Transgenic Res. 2010)。これらの
知見からBRAKが腫瘍周囲で血管内皮細胞ま
たは血管新生促進因子を介して血管新生を阻
害している可能性が示唆される。しかしBRAK
は未だ受容体の特定されていないタンパク
であり，BRAK の血管新生抑制における詳細
なメカニズムに関しては未だ明らかになっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
腫瘍より分泌された BRAK の血管内皮細

胞への影響の解析と血管新生阻害作用の詳

細なメカニズムの解明を行い，ファスジルを
BRAK分泌促進を介した悪性腫瘍治療薬とし
て新たに頭頚部癌治療薬に育薬することを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) BRAK 発現ベクターを頭頚部扁平上皮癌
細胞株(HSC-3)に導入後，BRAK の細胞外
分泌を促進するためファスジルの添加培
養をおこない培養上清および細胞を回収、
それぞれを anti-BRAK 抗体で免疫沈降後，
BRAKと血管新生促進因子が結合している
か否かを Western blot を用いて検討を行っ
た。 

(2)，HSC-3 にコントロールベクターと BRAK
発現ベクターをそれぞれ導入し，血管内皮
細胞（HUVEC）の三次元的共培養を行った。
セルカウントおよび MTT アッセイにて血
管内皮細胞の増殖能を評価した。 

  
  
 
４．研究成果 
(1) Western blot の結果からBRAKと結合しているタ
ンパクの大きさを予測し解析を行う予定であったが、
BRAK とその他タンパクの結合は確認できなかった。
頭頸部扁平上皮癌細胞株より分泌されたBRAKを用
いた免疫沈降を行い解析をする予定であったが、
BRAK の分泌量が極端に少なく良好な結果を得るこ
とができなかった。そのためBRAKの発現ベクター
をHSC-3細胞株に導入し、BRAK安定発現株の作成
を行った。安定発現細胞株を用いた血管新生結合因
子との結合の解析をおこなった。血管新生促進因子
リコンビナント添加により解析を行った結果、有意
差は認められなかった。 

 
(2) HSC-3 と HUVEC の共培養系においては
HUVEC が死滅してしまい解析が不能であっ
た。そのため HSCC-3 を HUVEC 培養系に移
行して解析を行う予定であったがその過程
で HSC-3 の形質が変化し，HSC-3 の BRAK
遺伝子発現が消失してしまったため解析が
不能であった。これらの結果よりこの実験系
においては有意な結果を得ることができな
かった。 
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