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研究成果の概要（和文）：セツキシマブ (抗体薬) は頭頸部癌患者に使用され、一部の患者に対し良好な結果を示して
いる。セツキシマブの効果にBRAKの発現が関与するかどうか確認するため、セツキシマブの効果を示す細胞HSC-3と (B
RAKの発現あり)、示さない細胞YCU-H891細胞 (BRAKの発現なし) を使用し実験したところ、YCUH891細胞のBRAK発現消
失にメチル化が関与し、メチル化解除後はセツキシマブの効果を示すようになったことが明らかとなった。本研究結果
よりBRAKはセツキシマブ投与前の効果判定マーカーになる可能性があることが示された。

研究成果の概要（英文）：Cetuximab, a monoclonal antibody against the epidermal growth factor receptor, 
has been successfully applied in some patients with HNSCC. For effective treatment, it is essential to 
first identify Cetuximab-responsive patients. When we compared the expression of chemokine BRAK in HNSCC 
cells, both Cetuximab responsive HSC-3 and non-responsive YCU-H891 cells, we found expression of this 
chemokine only in the responsive HSC-3 cells. We also found that the promoter region of YCU-H891 cells 
were hyper methylated, and demethylation of this promoter recovered BRAK mRNA expression together with in 
vivo tumour-growth suppression by Cetuximab. Additionally, YCU-H891 cells were engineered to express BRAK 
in the presence of doxycycline in mice. Cetuximab-dependent tumour suppression was observed in vivo by 
doxycycline administration in the drinking water of the mice. These results indicate that BRAK expression 
would be a predictive biomarker for Cetuximab-dependent tumour suppression.
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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、肺癌に対する上皮増殖因
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。まず我々は
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 (骨髄異形成症
候群に使用されている脱メチル化剤 ) 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 

頭頚部癌における BRAK のプロモーターの
異常メチル化の有無と EGFR 阻害剤の効果
について検討を行い、さらに異常メチル化に
より BRAK を発現していない癌細胞におけ
るデシタビン(メチル化阻害剤)と EGFR阻害
剤との併用療法の意義について解明するこ
とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

我々は、EGFR阻害剤投与に対するテーラー
メイド医療 (指標は BRAK プロモーターの
メチル化) の開発を目的とする。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ことが明
らかとなっている。本研究結果に基づき、
BRAK のプロモーター領域に結合する転写

因子について検討を行う。SP-1 及び Oct-1

に対する Si-RNAを癌細胞に導入し、BRAK

の発現が低下するかどうかについて検討を
行った。また、SP-1に関しては SP-1に対す
る Si-RNA の導入によって BRAK の発現が
低下したため、BRAK の発現上昇に関与する
転写因子の可能性が示されたため、抗 SP-1

抗体を用いて ChiP アッセイを行った。
BRAK の発現上昇に関与するプロモーター
領域の二つのGC Boxのメチル化の有無と割
合をパイロシークエンスで解明し、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。In vivoの実験系でメチル
化している癌細胞におけるデシタビンと
EGFR阻害剤の併用の意義を、近年、頭頚部
がんに適応となったセツキシマブを使用し
て検討した。メチル化している癌細胞をヌー
ドマウスに移植し、メチル化阻害剤であるデ
シタビンとセツキシマブを投与し、抗腫瘍効
果について検討を行った。 

 
４．研究成果 
以前に我は BRAK の発現上昇に関与する転写
因子の検索を行った結果、複数の候補転写因
子が抽出されてきた。それぞれの転写因子に
ついて検討を行ったところ、SP-1 が BRAK の
プロモーター領域に結合すること、さらには
BRAK の発現上昇に関与する転写因子である
ことが明らかとなった。一方 Oct-1 は BRAK
の発現上昇には関与しないこともあわせて
明らかとなった。また、BRAKの転写開始領域
上流に 2つの GC Box が存在し、BRAKの発現
消失している細胞ではこの部位がメチル化
していることが証明された。In vivo の実験
系で、プロモーターがメチル化している癌細
胞に BRAK の発現ベクターを導入すると抗腫
瘍効果を示すことが明らかとなった。そこで、
発現消失している癌細胞に脱メチル化剤で
あるデシタビンを投与した後にセツキシマ
ブを投与するとセツキシマブの効果が増強
するかどうか検討したところ、メチル化して
いる細胞においてデシタビンは、BRAKの発現
を回復させ、セツキシマブによってさらに
BRAKの遺伝子発現は上昇し、抗腫瘍効果を示
すことが明らかとなった。一方、メチル化し
ていない癌細胞では、デシタビンは BRAK の
発現に変化を示さず、セツキシマブ単剤で
BRAKの発現上昇効果があるため、メチル化阻
害剤との併用が不要であることが証明され
た。本研究結果から、事前に BRAK の発現有
無を調査することが EGFR 阻害剤投与前の効
果予測マーカーとなる可能性があることが
明らかとなり、メチル化している癌細胞に対
してはデシタビンとの併用が有効であるこ
とが示唆された。 
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