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研究成果の概要（和文）：BRAK /CXCL14 は、多くの正常組織で発現しているケモカインで生体

のホメオスタシス維持に重要と考えられている。BRAK には血管新生抑制作用や単球、マクロフ

ァージの遊走活性などの機能があることが報告されている。また、頭頸部扁平上皮癌細胞 

（HNSCC）では、上皮細胞増殖因子（EGF）刺激により BRAK の発現が抑制されることがわかって

おり、通常 BRAK の発現が低下または消失している。このことが、癌の増殖・進展に密接に関与

していることが示唆されている。さらに、遺伝子導入により BRAK を高発現させた細胞や BRAK

高発現トランスジェニックマウスを用いた腫瘍移植実験から、BRAK が抗腫瘍効果を示す標的分

子として注目されている。本研究では、頭頸部扁平上皮癌で見られる BRAK の発現低下が、BRAK

遺伝子のプロモーター領域のメチル化による変異により引き起こされていること、BRAK 低発現

細胞はメチル化阻害剤処理によりその発現が回復できること、BRAK を発現した扁平上皮癌細胞

は EGF 受容体阻害剤（ゲフィチニブ）処理によりその発現がさらに増強され、他の抗腫瘍薬剤

との併用で相乗的な抗腫瘍効果が期待できることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）：BRAK/CXCL14 is a chemokine that is expressed in normal tissues, 
and is important for maintaining homeostasis. BRAK has many functions such as inhibition 
of angiogenesis and chemotaxis of monocytes as well as macrophaghes. BRAK is absent from 
or expressed at very low levels in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), and 
this is closely correlated with tumorigenesis and progression of HNSCC. Forced expression 
of BRAK chemokine by the gene transfection into HNSCC or BRAK transgenic mice reduced 
the tumorigenicity of the cells in xenografts, and BRAK was considered to be a target 
molecule for the cancer treatment. In the present study, we elucidated that low expression 
of BRAK in HNSCC was due to mutation of BRAK promotor region by methylation. The low 
expression level of BRAK in HNSCC is restored by treatment of the cells with 
anti-methylation drug. HNSCC overexpressed BRAK by EGF receptor antagonist (gefitinib) 
and anti-methylation drug gave rise to susceptible to tumor regression. The anti-tumor 
effect using gefitinib and anti-cancer drugs is thus feasible for combination 
chemotherapy in HNSCC. 
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１． 研究開始当初の背景 
患者の個人差を考慮した治療法であるテー
ラーメイド医療は、分子標的治療法の導入
により開発が進められている。乳癌の遺伝
子診断に基づく検診や、ゲフィチニブ (商
標名：イレッサ 対象は非小細胞肺癌) の
奏功に関与する上皮増殖因子受容体
(EGFR)の変異検出が良い例である。我々
が取り扱う頭頸部扁平上皮癌においても、
EGFR からのシグナルが癌の病態悪化に
関与することが明らかとなっており、
EGFR 阻害剤の投与が試験的に行われて
いる。   
我々はこれまでに、抗腫瘍効果を示す分子
BRAK が EGFR シグナルによって制御さ
れていることを見出した。さらに EGFR阻
害剤で腫瘍縮小効果を示す頭頸部扁平上皮
癌細胞の共通点として、BRAKの遺伝子発
現が確認される癌であることを明らかにし
た。 
そこで、我々は頭頸部扁平上皮癌細胞を①
BRAKを発現している癌と、②していない
癌に大別した。さらにそれぞれの群より代
表的な癌細胞を複数選出し、ヌードマウス
に移植後、EGFR阻害剤の投与を行った結
果、BRAKを発現している群では、移植腫
瘍内で BRAK の遺伝子発現が顕著に上昇
し、腫瘍縮小効果を示すことを見出した。
一方、BRAKの遺伝子発現が確認できない
癌細胞群では、その理由として、BRAKの
プロモーター領域がメチル化によって不活
化しており、EGFR阻害剤投与においても、
BRAK の遺伝子発現回復による抗腫瘍効
果は期待できないことが考えられた。事実、
このような細胞株では in vivo の実験系で、
EGFR 阻害剤を投与しても BRAK の遺伝
子発現は回復せず、抗腫瘍効果を示さない
結果を得た。この結果は、BRAKのプロモ
ーター領域のメチル化をマーカーとした、
①メチル化を受けていない頭頸部扁平癌細
胞では EGFR阻害剤単剤、②メチル化を受
けている癌細胞ではデシタビン (脱メチル
化剤) とEGFR阻害剤の併用療法を行うと
いったテーラーメイド医療の可能性を示す。 
 
 
２． 研究の目的 
ケモカイン BRAK/CXCL14 のプロモーター
領域のメチル化をマーカーとした頭頸部扁
平上皮癌への新たな多剤併用療法の確立を
目的とした。 
 

３．研究の方法 
これまでの研究結果より、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 と Oct-1である
可能性が高いと推測している。本研究結果
に基づき、実際に SP１と Oct-1が BRAK
のプロモーター領域に結合するか、chipア
ッセイ及び免疫沈降法を用いて検討を行っ
た。さらにマーカー分子となる BRAKのプ
ロモーター領域のメチル化の頻度をパイロ
シークエンスを用いて解明し、メチル化検
出を容易にするためメチル化特異的 PCR
法の確立を行った。メチル化検出法確立に
よってスクリーニングされた癌細胞をヌー
ドマウスに移植し、メチル化阻害剤である
デシタビンと EGFR阻害剤を投与し、病理
学的所見を含め抗腫瘍効果について検討を
行った。 
 
４．研究成果 
頭頸部扁平上皮癌細胞 18 株中 8 株で BRAK
の遺伝子発現が確認された。また 8株すべ
てにおいて、EGF 受容体阻害剤は BRAK の遺
伝子発現を回復することが明らかとなった
（図１）。 
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図３ 
 
さらに、BRAK のプロモーター領域がメチル
化しておらず、BRAK の発現が確認される癌
細胞（HSC-3）では、EGF 受容体阻害剤によ
る抗腫瘍効果の増強が確認された。一方、
BRAK の遺伝子発現が確認できない癌細胞
株（YCU-H891）においては、BRAK の転写開
始領域上流に存在する GC ボックスにメチ
ル化が確認され、そのような癌細胞では
EGF 受容体阻害剤による腫瘍縮小効果は確
認されなかった（図２）。 
メチル化を受けていない頭頸部扁平癌細胞
を用いた移植実験で、 EGFR 阻 害剤

（gefitinib）単剤、脱メチル化剤であるデ
シタビン (DAC)単剤、あるいは両者の混合
で処理したマウスの腫瘍抑制効果を比較す
ると、DAC と gefitinib の併用で高い抗腫
瘍効果を示した（図３）。  
本研究結果から、BRAK のプロモーター領域
のメチル化をメチル化特異的 PCR で検出す
れば、EGF 受容体阻害剤投与前の抗腫瘍効
果予測の判断基準となる可能性が示された。
また、EGFR 阻害剤と脱メチル化剤であるデ
シタビンの併用療法は、BRAK を分子標的と
する癌治療に有効であることが示唆された。 
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