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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでにサイトカインBRAKの遺伝子発現にはBRAKのプロモーター領域に存在するCp
G islandが重要であると報告してきた。また転写因子SP1がCpG islandに結合することでBRAKの遺伝子発現上昇するこ
とを明らかにした。今回我々はBRAKの遺伝子発現低下に関与する転写因子の解析を行った。

研究成果の概要（英文）： We previously reported that　CpG island in the BRAK promoter region are 
associated with the expression of BRAK. In additon, we revealed that binding of　transcription factor SP1 
to a CpG island upstream of the BRAK transcription start site. In this reseach, we analyzed that the 
transcription factar of down-regulate the expression of BRAK.

研究分野：歯学
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１． 研究開始当初の背景 
 
近年細胞生物学分野の発展は目覚ましく、分
子生物学・生化学的手法の導入により発生や
疾患などの現象を細胞内での遺伝子発現調
節メカニズムで証明するまでに至っている。
細胞は主にたんぱく質によって発現調節を
受けており、そのたんぱく質の発現に直接関
与する分子が転写因子である。従来の転写因
子の検索は、まず、ターゲットとなる分子の
転写開始点数千～数万bp上流までの配列を
認識し、プロモーター領域を段階的に欠如さ
せた無数のプロモーターベクターを作製後、
転写因子結合配列の領域を狭めていくもの
であった(転写因子結合配列の変異実験を含
め)。その後その配列からChIPアッセイなど
で結合しうる転写因子の同定を行う非常に
根気の要する研究であった。 
我々は頭頸部扁平上皮癌が細胞接着により
一過的に増殖能低下を示すとき、サイトカイ
ンCXCL14/BRAK(以下CXCL14)の発現は上昇し、
発現上昇に関与する転写因子SP1が結合する
部位は転写開始領域より約15bp上流に存在
するCpG islandであることを見出した。子の
転写因子検索では、マイクロアレイによる網
羅的解析をナラプロテクノロジーズによる
データマイニングを応用して、効率の良い発
現調節に関与する転写因子の検索法の開発
に成功した。一方、我々は頭頸部扁平上皮癌
細胞にEGFを添加し培養すると、癌細胞は著
しい増殖と同時にCXCL14発現低下を示した。
発現低下に関与するシグナル伝達経路は
MEK-ERKもしくはAKTの経路であることまで
は明らかになったが最終的な転写因子に関
しては通常の転写因子検索法では抽出でき
ないのが現状である。我々は頭頸部扁平上皮
癌に対してCXCL14のプロモーター領域のメ
チル化有無のマーカーとした新たな分子標
的治療法の開発を目的としている。 
これまでの研究結果から、頭頸部扁平上皮癌
で CXCL14 の発現頻度を検討すると、約 65%
の割合で CXCL14 の発現は消失していた。消
失の原因はCXCL14のプロモーターであるCpG 
island のメチル化による不活性化であるた
め、EGF 受容体阻害剤を投与しても CXCL14 の
発現回復は確認されなかった。一方、メチル
化している癌細胞はすべてEGF受容体阻害剤
で CXCL14 の発現は回復し、CXCL14 の抗腫瘍
効果を示す結果を同研究チームにおいて以
前に報告している。また我々はこれまでの研
究で CXCL14 のプロモーター領域がメチル化
している頭頸部扁平上皮癌細胞に、脱メチル
化剤であるアザシチジンが抗腫瘍効果を示
すことを明らかにした。さらに脱メチル化剤
による転写因子の結合が可能となった
CXCL14 のプロモーターへ発現低下に関与す
る転写因子の結合を防ぐためゲフィチニブ
(EGF 受容体阻害剤)で EGF 受容体シグナルを
遮断したところアザシチジン単剤と比較し、
CXCL14 の発現上昇に伴い著しい腫瘍縮小効

果が確認された。我々の最終目標は頭頸部扁
平上皮癌に対して、アザシチジンと EGF 受容
体阻害剤を用いた新たな併用療法を開発す
ることであり、この研究は我々のターゲット
とする CXCL14 の分子メカニズムの解明を担
う重要なものである。 
 
２． 研究の目的 
 
エピジェネティクスの研究が進むにつれて、
その異常の蓄積が癌の発生、進展に深く関与
することが明らかになっている。我々はこれ
までに、頭頸部扁平上皮癌に対しサイトカイ
ンCXCL14/BRAKが抗腫瘍効果を示すことを明
らかにした。さらに CXCL14 が発現している
細胞としていない細胞を群分けし、EGFR 阻害
剤の効果を検討したところ、CXCL14 の遺伝子
発現が確認される癌細胞では EGFR 阻害剤で
抗腫瘍効果が得られた。CXCL14 が発現してい
ない理由としては、CXCL14 のプロモーターで
ある CpG island のメチル化が原因であり、
同部位に結合する転写因子はSP1であること
を見出した。一方 EGF によって発現低下する
転写因子はいまだに不明である。我々は
CXCL14 のプロモーター領域のメチル化及び
発現に関与する転写因子に着目した新たな
抗がん剤の併用療法を目的としておりEGF受
容体シグナルで発現低下に関与する転写因
子の解明が、今後我々が行うべき課題である。 
 
３．研究の方法 
 
EGF受容体シグナルによるCXCL14遺伝子発現
低下に関与するサイレンサーの候補分子の
スクリーニング：これまでに我々はCXCL14の
遺伝子発現上昇に関与する転写因子の結合
配列が、転写開始点より上流15bpに存在する
CpG islandであることを見出した。癌形成に
寄与するエピジェネティクス異常の一つで
ある異常メチル化は、今回され我が取り組む
CXCL14プロモーター領域においても確認さ
れている。CXCL14が発現している。CXCL14が
発現している頭頸部扁平上皮癌(プロモータ
ーがメチル化していない細胞)であるHSC-3
を用いて、CXCL14のプロモーター領域に結合
し発現上昇に寄与する転写因子がSP1である
ことをナラプロテクノロジーズとの共同研
究で明らかにした。そこで同様の方法を用い
てCXCL14の遺伝子発現低下に関与する転写
因子の検索を行った。具体的な検索方法とし
てはCXCL14のプロモーターがメチル化して
いない頭頸部扁平上皮癌細胞株を用いて、無
血清培養下でEGFを培地に添加し、6、9さら
に24時間後と時間経過を追いRNAを回収する。
その後ドラゴンジェネミクスセンター(タカ
ラバイオ株式会社)の受託サービスにてマイ
クロアレイ解析を行う。マイクロアレイ結果
を時間経過でクラスタリング解析し、CXCL14
と共に時間依存的に発現変化を示す遺伝子
の抽出・群分けを行う。クラスタリング解析



のデータに基づき、ナラプロテクノロジーズ
との共同で、論文などより収集した既知のシ
グナル回路からCXCL14の発現低下に関わる
可能性のあるシグナル伝達経路を統計処理
で予測を行う(例として：分子Ａ及び分子Ｂ
がEGFによりCXCL14と同様の時間的発現変動
を示し、この2つの分子を制御するシグナル
経路を収集した情報より割り出した後、共通
しているシグナル部分がCXCL14の発現調節
にも関与している可能性がある)。得られた
情報からの各遺伝子発現状態についてリア
ルタイムPCR法を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
頭頸部扁平上皮癌細胞株 HSC-3 を、CXCL14 の
遺伝子発現低下させる刺激(EGF 刺激)を加え、
培養した。その後 RNA を抽出し、マイクロア
レイ解析及び BRAK の遺伝子発現低下に関与
する転写因子を同定するためのデータマイ
ニングを行うこととした。マイクロアレイの
解析結果としては、EGF 刺激による培養で発
現上昇を示す遺伝子は 473 個、発現が低下す
る遺伝子は 442 個存在した。また EGF 刺激に
よる培養刺激で遺伝子発現が変動した遺伝
子群を癌関係(295, 284)、細胞増殖(18, 11)、
細胞骨格(25, 22)、細胞接着(23,17)、転写
因子(78, 34)、細胞周期(55, 14)、アポトー
シス誘導因子(29, 32)、ネクローシス誘導因
子(1, 2)に群分けした(各項目前者は発現が
上昇した遺伝子数、後者は発現が低下した遺
伝子数を示す)。それぞれの遺伝子の発現制
御に関わるシグナル伝達経路を、KEGG 
PATHWAY等を参考にした上でBRAKのプロモー
ター領域に結合しうる転写因子を抽出した。
ナラプロテクノロジーズのデータマイニン
グによる転写因子の抽出結果が正しいかど
うかを検討するため、抽出された転写因子に
特異的な Sh-RNA を HSC-3 細胞に導入するこ
とで確認を行っている。現在論文作成中であ
る。 
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