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研究成果の概要（和文）：これまで我々は口腔扁平上皮癌細胞株におけるGRIM-19の発現解析を行い低発現株（HSC-2細
胞）と高発現株（Ca9-22細胞）が存在していることを見出した。この発現の違いはGRIM-19の転写レベルではなくタン
パク質レベルで制御されている可能性が考えられた。そこでユビキチン/プロテアソーム系ならびにオートファジー系
のタンパク質分解系について各種阻害剤を用いて検討したところCa9-22における発現にオートファジーが関与している
可能性が示唆された。一方、HSC-２細胞における非発現は、タンパク質分解系によるものではなくGRIM-19遺伝子のコ
ード領域の塩基配列の変異による可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： We have investigated the expression of the GRIM-19 in oral squamous cell 
carcinoma cell lines and found a low-GRIM-19 expression cell line (HSC-2) and a high- GRIM-19 expression 
cell line (Ca9-22). Our results also suggested that the expression of the GRIM-19 is regulated at the 
protein levels but not transcriptional level. To determine the regulatory mechanism for the expression of 
GRIM-19 protein, we analyzed the involvement of ubiquitin-proteasome systems and autophagy system using 
various inhibitors. The results demonstrated that the expression of GRIM-19 protein unregulated by 
treatment with the proteasome and the autophagy inhibitors in Ca9-22 cells. However neither the 
proteasome inhibitor nor the autophagy inhibitor enhanced the expression in HSC-2 cells. These results 
suggest a possibility that the impaired expression of GRIM-19 in HSC-2 cells is due to a mutation in the 
cording region of the GRIM-19 gene.

研究分野： 口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 インターフェロン (IFN)は、腫瘍細胞に

直接作用し、アポトーシスの誘導や細胞増

殖を抑制するだけでなく、CD8 陽性 T 細胞

や NK 細胞、マクロファージ等の免疫担当

細胞の活性化を誘導することにより抗腫瘍

活性を誘導する。がん治療において、IFN

は単独投与よりも他の薬剤と併用すること

により治療成績が上昇することが知られて

おり、この併用療法の 1 つにビタミン A グ

ループのノレチノイン酸（RA）がある。海

外共同研究者のグループは IFNとRAの併

用により腫瘍細胞にアポトーシスが誘導さ

れたことから、そのアポトーシスの制御因

子として分子量 16kDa の GRIM-19（the 

Genes-associated with Retinoid 

-Interferon induced Mortality）を同定し

た。GRIM-19 は EGF など増殖因子や IL-6

によって活性化する情報伝達転写因子

STAT3 と結合し、その活性化を抑制するこ

とにより腫瘍細胞の増殖を抑制することが

報告されている。また GRIM-19 はミトコ

ンドリアのトコンドリア呼吸鎖複合体 I の

構成因子 (NDUFA13 )として局在し、酸化

的リン酸化反応、解糖系に関与しているこ

とも報告されている。GRIM-19 の細胞増

殖抑制作用、アポトーシス誘導作用につい

ては乳癌、大腸癌、子宮頸癌などの多くの

固形癌由来細胞株にて解析が行われてきて

いるが、一方、その発現誘導に関わるメカ

ニズムについては未だ十分には明らかには

されていない。我々はこれまでに口腔扁平

上皮癌細胞における GRIM-19 の発現解析

を行なってきた。その結果、口腔扁平上皮

癌細胞株の中に GRIM-19 の発現が低い細

胞株である HSC-2 と逆に構成的な発現が

認められる細胞株である Ca9-22 が存在し

ていることを見出した。 HSC-2 細胞では

IFNβと RA にて共刺激を行なっても、

GRIM-19 タンパク質の発現誘導は認めら

れなかったが、Ca9-22 細胞ではその発現

増強が認められた。そこで mRNA レベル

での GRIM-19 の発現を Real time PCR 法

にて検討した結果、予想に反して HSC-2

細胞においても Ca9-22 細胞とほぼ同程度

の恒常的な mRNA の発現が認められた。

さらに Ca9-22 細胞でも IFNβと RA の共

刺激によりGRIM-19 mRNAの発現増強は

認められなかった。これらの結果から

GRIM-19 の発現制御が遺伝子の転写レベ

ル、転写後の mRNA の安定性での制御で

はなく、タンパク質レベルで制御されてい

る可能性が示唆された。またこれらの口腔

癌細胞株における GRIM-19 遺伝子発現に

おける不応答性が多くの癌細胞が獲得して

いる IFNβに対する不応答性に起因して

いるか否かを検討するために他の IFNβ

誘導遺伝子 CXCL11 および TRAIL の発現

について Real time PCR 法にて解析を行

なった。その結果、いずれの細胞において

も CXCL11 および TRAIL の発現を認めた

ことから IFNβのシグナル伝達の異常に

よるものではないことが明らかとなった。 

２．研究の目的 

 これまでの結果から GRIM-19 の発現が

転写レベルではなくタンパク質レベルで制

御されている可能性が示唆された。

GRIM-19 の発現誘導機構に関しては、他

の固形癌においても未だ十分には解明され

ておらず、その解明は GRIM-19 の抗腫瘍



作用を理解する上に意義あるものと考え本

研究を実施した。本研究では口腔扁平上皮

癌細胞における GRIM-19 のタンパク質レ

ベルでの発現制御機構を明らかにするため

に、タンパク質合成系および分解系の側面

から解析を行うこととした。 

３．研究の方法 

1) 細胞培養 

 口腔扁平上皮癌細胞 HSC-2 および

Ca9-22 は、10 % FBS および 1 % ペニシ

リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む

RPMI1640 培地にて 24 時間培養した。培

養後、細胞は IFN（10 ng/ml, PeproTech）

と RA（10 ng/ml, Sigma-Aldrich）にて 16

時間刺激し、以下の実験に供試した。 

 

2) 阻害剤 

 プ ロ テ ア ソ ー ム 阻 害 剤 と し て 

Lactacystin（10μM, Merck Millipore）、

MG-132（20μM, Merck Millipore）または

オ ー ト フ ァ ジ ー 阻 害 剤  と し て

3-methyladenine (5mM, Merck Millipore)

を供試した。細胞を 24 時間培養後、各種阻

害剤を添加し１時間前処理した後、IFNβと

RA にて所定の時間共刺激を行ない、実験に

供試した。 

 

3) タンパク質発現解析 

 細胞を所定時間培養後、Whole cell lysate

を抽出し、SDS-PAGE にて分離、PDVF

膜にトランスファー後、抗 GRIM19 抗体 

(Novus Biologicals)、抗 Akt リン酸化抗体 

(Cell Signaling Technology)、抗 STAT3 抗

体を用いてウエスタンブロット法にて検討

した。 

４．研究成果 

1) PI3K-Akt-mTOR 経路の検討 

 タンパク質の翻訳には I3K-Akt-mTOR

経路の活性化が関与していることから

IFNと RA の共刺激により HSC-2 ならびに

Ca9-22におけるAktのリン酸化について検

討した。その結果、IFNと RA により

GRIM-19の発現増強が見られるCa9-22なら

びに非発現 HSC-2 のいずれの細胞も Akt の

リン酸化が認められ細胞間の違いは認めら

れなかった。 

2) ユビキチン/プロテアソーム系の解析 

 真核生物における細胞内タンパク質分解

機構は、２つに大別される。1 つは、ユビ

キチンプロテアソーム系で、ユビキチンに

より標識された基質がプロテアソーム系に

より分解される機構である。もう１つは、

オートファジーによるタンパク質分解で、

細胞質の一部が隔離膜により取り込まれて

オートファゴソームを形成し、その後リソ

ソーム膜と結合することにより内容物が分

解されるものである。まず始めに、ユビキ

チンプロテアソーム系が GRIM-19 の発現

制御に関与しているか否かを検討するため

に、プロテアソーム系阻害剤 Lactacystin

（10μM）、MG-132（20μM）にて細胞を 1

時間前処理後、所定時間 IFNβと RA にて

共刺激を行ない、ウエスタンブロット法に

て解析した。その結果、HSC-2 においては、

プロテアソーム系阻害剤の前処理により

GRIM-19 タンパクの発現の増加は認めら

れなかった。一方、Ca9-22 細胞では、プ

ロテアソーム系阻害剤の添加により

GRIM-19 の発現が認められた。これらの

結果から Ca9-22 細胞における GRIM-19



の発現にプロテアソーム系が関与している

可能性が示唆された。 

3)オートファジー系の解析 

  GRIM-19 はミトコンドリア呼吸鎖複合

体 I の構成因子の１つ(NDUFA13)である

ことから、ミトコンドリアタンパク質の分

解系であるマイトファジーが関与している

可能性も考えられた。そこで、オートファ

ジーが GRIM-19 の発現制御に関与してい

るか否かを検討するために、オートファジ

ー阻害剤にて細胞を 1 時間前処理後、所定

時間 IFNβと RA にて共刺激を行ない、ウ

ェスタンブロット法にて解析した。Ca9-22 

細胞ではオートファジー阻害剤のみの処理、

ならびに IFNと RA の共刺激により

GRIM-19 の発現が増強した。この結果は、

Ca9-22 細胞においてはオートファジーも

GRIM-19 のタンパク質発現に関与してい

ることが示唆された。一方、HSC-2 細胞で

はオートファジー阻害剤の処理でも

GRIM-19 の発現は認められなかった。こ

れらの結果から、HSC-２細胞における非

発現は、タンパク質の分解系によるもので

はなく、GRIM-19 遺伝子のコード領域の

塩基配列にフレームシフトなどの変異が認

められる可能性が考えられた。そのため今

後、HSC-2 細胞においては、GRIM-19 コ

ード領域の塩基配列に変異が認められるか

否かを検討するために、polyA mRNA から

cDNA を合成して、塩基配列を解読する予

定である。一方、Ca9-22 細胞に関しては、

GRIM-19 の発現にオートファジーが関与

しているか否かを詳細に解析するために、

ミトコンドリア分画における GRIM19 の

発 現 お よ び オ ー ト フ ァ ゴ ソ ー ム と

GRIM19 の局在について検討を行ってい

く予定である。 
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