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研究成果の概要（和文）： 

 BRAK/CXCL14 は抗腫瘍作用を示すケモカインであるが，その受容体を含め作用機序は完全に

解明されていない。本研究課題では，BRAK は細胞外で血管新生促進性因子である IL-8 や VEGF

と直接結合し 2 量体形成を阻害するという仮説の基， BRAK の IL-8 および VEGF と結合領域を

同定し BRAK と他のケモカインの相互作用を解明し新規抗腫瘍療法を構築することを最終目的

としている。平成 22 年度は、BRAK および IL-8, VEGF の結合を確認するために FLAG 発現シス

テムを用いて FLAG-BRAK ベクターの作成後,  口腔扁平上皮癌細胞(HSC-3)に遺伝子導入し

FLAG-BRAK 安定発現細胞株を作成した。平成 23 年度は、FLAG-BRAK 安定発現細胞株に IL-8, VEGF

添加後回収し，培養上清を免疫沈降法にて精製して IL-8, VEGF との結合について検討した。そ

の結果，本実験条件において細胞外に分泌されたBRAKはIL-8との結合することが確認された。

また，BRAK は血管内皮細胞の遊走を抑制することが報告されていることから BRAK は IL-8 の 2

量体形成を抑制し血管新生抑制作用をことが示唆される。これらの結果から，BRAK と IL-8 の

結合様式を詳細に検討し，結合配列に相同性のあるペプチドを用いた血管新生阻害剤に応用す

ることが可能になると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 BRAK, one of a non-ELR motif CXC chemokine, is also known as CXCL14. We 
previously reported that BRAK has a potent anti-tumor activity in head and neck 
squamous cell carcinoma cells (HNSCC), but the mechanism of action nor receptor for 
it is not known. In order to clarify the mechanism of tumor suppression by the BRAK 
we hypothesized that BRAK inhibits action of angiogenic cytokines such as IL-8 by 
directly binding to these cytokines. In the first year, we constructed FLAG-BRAK and 
FLAG-MOCK vectors and transfected these vectors into HSC-2 cells and obtained 
stably expressing these constructs, and named HSC-2/FRAG-BRAK, and 
HSC-2/FRAG-MOCK cells. Next year, in order to investigate binding capability of 
BRAK with these cytokines, we added recombinant proteins IL-8 or VEGF to the 
culture medium of HSC-2/FRAG-BRAK cells or HSC-2/FRAG-MOCK cells, and 
collected the culture medium. Following immunopurification of the culture medium, 
we investigated binding of BRAK with these cytokines and found that BRAK secreted 
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into the culture medium bound with IL-8. Our results raise the possibility to develop 
angiogenesis inhibitory peptides by use of IL-8-binding peptides derived BRAK. 
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１．研究開始当初の背景 
 

過去 50 年間で口腔癌に起因する死亡者数

は約 7.2 倍に増加しており，口腔癌のより詳

細な分子機構の解明に基づく新たな治療法

の確立は急務である。口腔癌の治療には外科

手術療法のみならず，化学療法，放射線療法

などの補助療法を加えた包括的な治療が必

要である。しかし，化学療法，放射線療法は

全ての患者に奏功する訳ではなく，特に化学

療法では重篤な副作用を生じることが懸念

される。そこで近年，その作用が癌細胞に限

局しているため，従来の化学療法薬と比較し

て副作用の少ない分子標的治療の開発が進

められている。これまでに我々は，口腔扁平

上皮癌細胞において腫瘍の悪性化を惹起す

る上皮成長因子(EGF)，および腫瘍関連性マ

クロファージ(TAM)が産生する活性酸素種

(ROS) が，血管新生促進性ケモカイン

IL-8/CXCL8 の発現上昇に伴い，血管新生抑制

性ケモカイン BRAK/CXCL14の発現低下をさせ

腫瘍進展を促進する機構を解明し，また BRAK

の発現が低下している口腔扁平上皮癌細胞

の BRAK 発現を回復させると腫瘍形成が低下

することを見出し，新たな分子標的治療の可

能性を示してきた。血管新生は腫瘍進展に重

要なプロセスであり，血管新生抑制を目的と

した抗腫瘍薬（分子標的治療薬）が既に臨床

応用されている。BRAK は 1999 年に Hromas R 

らによって見出された新規ケモカインで，血

管新生抑制作用を示すこと，また口腔癌にお

いて発現が低下していることが明らかにさ

れている。 

一方，口腔癌において IL-8 は血管内皮細

胞の増殖および遊走性を亢進させ血管新生

を促進し，悪性化を惹起する腫瘍進展促進因

子のひとつであることが報告されている。

(Watanabe H, et al., Oral Oncol. 2002 ：

38(7)：670-9) そして，2004 年に BRAK と IL-8

が結合することを示す実験結果が報告され

た。 (Thomas D. Shellenberger, et al., 

Cancer Reserch 64, 8262‒8270, 15, 2004.) 

IL-8 は 2 量 体 を形成し CXC 受 容 体

(CXCR1,CXCR2)に結合して作用することが知

られている血管新生促進性ケモカインであ

るが，先の報告から BRAK は IL-8 の 2 量体形

成を阻害し血管新生を抑制することが示唆

される。そこで，口腔癌細胞から分泌される



血管新生促進性ケモカイン IL-8 と血管新生

抑制性ケモカイン BRAK の結合配列をアミノ

酸単位で同定し，結合配列に相同的なペプチ

ド（新規 IL-8 機能阻害ペプチド）を構築す

ること。そして，新規ＩＬ-8 機能阻害ペプチ

ドをin vivo で適用し血管新生抑制作用によ

る新たな抗腫瘍分子標的療薬を構築するた

めの基礎的検討を行うことを着想するに至

った。 

 
２．研究の目的 
 

 本研究課題では，①口腔癌細胞から分泌され

る血管新生促進性ケモカイン IL-8 と血管新生

抑制性ケモカイン BRAK の結合配列をアミノ酸

単位で同定すること②そして，同定された配列

結合に相同的なペプチド（新規 IL-8 機能阻害

ペプチド）を構築し，IL-8の2量体形成阻害によ

る in vivo における血管新生抑制作用による新

たな抗腫瘍分子標的療薬を開発するための基

礎的検討を行うことを目的としている。 

 

３．研究の方法 
 

 平成21年度は，IL-8を高レベルで発現し，か

つ BRAK を発現していないヒト口腔癌細胞(KB

細胞)に BRAK（全長，部分欠失，部分変異）発

現ベクターを遺伝子導入する。その後、培養上

清を回収し免疫沈降法，Western Blot 法および

Biacore システムを用いて IL-8 と BRAK の結合

様式を解析することで IL-8 と BRAKの結合に必

須な配列を同定し，ＩL-8 と BRAKの結合配列に

相同的なアミノ酸（新規 IL-8 阻害ペプチド）を合

成（外部受託を利用）する。平成 22 年度は、ヒト

口腔癌細胞と血管内皮細胞の共培養系を用い，

新規 IL-8 阻害ペプチドが血管内皮細胞の細胞

増殖および走化性を抑制するかを検討する。ま

た，ヌードマウスにヒト口腔癌細胞を移植し，尾

静脈内注射およびカチオニックゼラチン（陽電

子荷電ゼラチン）を用いて IL-8 阻害ペプチドを

適用し,腫瘍縮小作用を示すか否かを腫瘍径測

定および免疫組織化学法を用いて検討する。 

 
４．研究成果 
 

  BRAK および IL-8, VEGF の結合を確認する

ためにFLAG発現システムを用いてFLAG-BRAK

ベクターの作成後,  口腔扁平上皮癌細胞

(HSC-3)に遺伝子導入し FLAG-BRAK 安定発現

細胞株を作成した。次に, FLAG-BRAK 安定発

現細胞株に IL-8, VEGF 添加後回収し，培養

上清を免疫沈降法にて精製して IL-8, VEGF

との結合について検討した。その結果，本実

験条件において細胞外に分泌された BRAK は

IL-8 との結合することが確認された。また，

BRAK は血管内皮細胞の遊走を抑制すること

が報告されていることから BRAK は IL-8 の 2

量体形成を抑制し血管新生抑制作用をこと

が示唆される。これらの結果から，BRAK と

IL-8 の結合様式を詳細に検討し，結合配列に

相同性のあるペプチドを用いた血管新生阻

害剤に応用することが可能になると考えら

れる。 
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