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研究成果の概要（和文）：　舌癌の治療基盤を構築するため，扁平上皮に特異的に発現する細胞内亜鉛調節タン
パク質MT-4を制御することによる癌細胞増殖への影響を検討するとともに，MT-4の誘導因子と細胞内相互作用因
子を探索した。
　その結果，亜鉛感受性とMT-4遺伝子導入による細胞増殖抑制との間に関連性が認められ，亜鉛感受性細胞で
は，MT-4発現増加により細胞増殖が抑制されることが明らかになった。また，MT-4はグルココルチコイドにより
発現誘導されること，およびMT-4自体が何らかのタンパク質発現誘導に関わる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： In order to construct a foundation of medical treatment for tongue cancer, 
it was investigated the influence of the regulation of MT-4 expression on cancer cell growth, an 
intracellular zinc ion regulating protein expressed specifically in squamous epithelium. Moreover, 
it was explored the inducers of MT-4 gene expression and intracellular interacted factor with MT-4 
protein.  
As the results, it was revealed that the zinc sensitivity was associated with cell proliferation of 
cancer, and zinc sensitive cancer cells decreased the cell proliferation by MT-4 gene introduction. 
Moreover, it was suggested that MT-4 gene expression was induced by glucocorticoids and MT-4 was 
related with gene expression by itself.

研究分野：歯科薬理学

キーワード： metallothionein　舌癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究の推進により，細胞内亜鉛濃度の維持・調節に重要なMT，特にMT-4の発現を制御することで亜鉛感受性
扁平上皮癌細胞の増殖制御が可能であることが明らかになった。これは，細胞内亜鉛濃度調節タンパク質のアイ
ソフォーム別機能とそれらの発現調節という新たな視点から，扁平上皮癌の新規治療法の基盤を構築する上で，
重要な知見であると考える。特に，治療対象とする口腔扁平上皮癌は，歯科・口腔外科領域において非常に重要
な疾患であり，また，外部からの治療アプローチが可能であるという特性も備えていることから，遺伝子導入な
ど新たなる機序による抗悪性腫瘍薬開発に繋がる可能性を示す研究結果であると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 亜鉛は DNA 合成酵素やマトリックスメタロプロテアーゼなど，70 種類以上の金属酵素の活
性中心をなしており，タンパク質構造の維持および酵素活性の制御や，細胞の代謝などにおいて
非常に重要な金属である。さらに，転写因子等の DNA結合タンパク質は，亜鉛イオン結合性の
モチーフを介して DNAに結合していると考えられており，亜鉛の欠乏は DNAの複写などにも
影響を与える。このため，亜鉛は発癌を始めとして，癌の増殖および転移に関与している可能性
が示唆されているが，，癌細胞内における亜鉛動態については不明確な部分が多い。 
 一方，メタロチオネイン(MT)は，約 60個のアミノ酸からなる低分子量の金属結合タンパク質
であり，特徴的に分子内にシステイン残基を多く有することから，システインのチオール基を介
して亜鉛と結合し，生体亜鉛濃度の恒常性維持と調節に関わっていると考えられている。 
 これまで，MTには４つのアイソフォーム(MT-1, MT-2, MT-3, MT-4)が報告されており，近年，
癌の生態との関連において，これらMTアイソフォームに着目した研究が報告され始めた。    
 ところで，正常細胞と舌癌細胞におけるMT発現を比較したこれまでの報告から，MT-4は発
癌あるいは増殖に，MT-1 および MT-3 は発癌および転移に関与している可能性が示唆される。
しかし，これらの報告は変化を解析したにすぎず，報告された変化(MT-1↑, MT-3↓, MT-4↓)が
癌化や増殖，転移の原因なのか結果なのかを含め，作用機序などの詳細は未だ明らかになってい
ない。 
 申請者らは最近，MT-4のプロモーター領域を詳細に解析し， MT-4が癌抑制遺伝子 p53によ
り誘導されることを見出した(未発表)。これは舌癌細胞で MT-4 が減少するとの知見と一致し，
さらに p53シグナルの下流にMT-4を介した作用機構が存在すること，すなわち，MT-4が発癌
の抑制に関わっている可能性を示す。しかし，MTが発癌過程に関わるとの報告はこれまでに無
く，また，MT-4が生体内で連関するタンパク質に関する情報も報告されていない。  
 
２．研究の目的 
 亜鉛の細胞内動態が癌の発症(発癌)，増殖および転移に関与している可能性が示唆されている。
しかし，その詳細は明らかではない。一方，メタロチオネイン(MT)は，生体内で亜鉛などの金属
イオンと結合しており，生体亜鉛濃度の恒常性維持と調節に重要な金属結合タンパク質である。
申請者らは，MTのアイソフォーム(MT-4)が癌抑制遺伝子 p53で誘導されることを見出したが，
これはMT-4が p53シグナルの 1つである可能性を示唆し，直接的，間接的に癌の発症，増殖，
転移に関与する可能性を示す。したがって，本研究は細胞内亜鉛濃度の維持・調節に重要なMT
の発現，特にMT-4を制御することによる舌癌の発症および増殖への影響を検討し，MT発現制
御による舌癌治療への応用基盤を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 ①-1 ヒト扁平上皮癌細胞増殖に対するヒト MT-4 遺伝子導入の影響 
    実験には，３種のヒト舌癌由来細胞(HSC-2, HSC-3, HSC-4)，およびヒト歯肉癌由来細胞
(Ca9-22)を用いた。扁平上皮癌細胞(2x104 cells/well/0.5mL medium [D-MEM, 10%FCS])を
24well プレートに播種した。播種翌日，pcDNA3 にヒト MT-4 翻訳領域 cDNA を挿入して作成
した MT-4 発現ベクターをリポフェクション法(FuGENE6 Transfection Reagent，プロメガ
株式会社)を用いて遺伝子導入した。対照群には pcDNA3 ベクターを導入した。細胞増殖は
遺伝子導入 72時間後に MTT 法(Cell counting Kit-8，同仁化学研究所)で評価した。 

 
 ①-2 ヒト扁平上皮癌細胞増殖に対する亜鉛の影響 
    実験には，３種のヒト舌癌由来細胞(HSC-2, HSC-3, HSC-4)，およびヒト歯肉癌由来細胞 
(Ca9-22)を用いた。扁平上皮癌細胞(2x104 cells/well/0.5mL medium [D-MEM, 10%FCS])を 
24well プレートに播種した。播種 2日後(MT-4 遺伝子を導入する場合は，導入 24 時間後) 
に，塩化亜鉛(最終濃度 100μM)を添加した。細胞増殖は塩化亜鉛添加 48 時間後に MTT 法 
(Cell counting Kit-8，同仁化学研究所)で評価した。 

 
 ② グルココルチコイドによる MT-4 遺伝子発現誘導 
    ヒト MT-4 プロモーター領域 1.5Kb を精査したところ，２つのグルココルチコイド応答 
領域(GRE)の存在が示唆されたため，ヒト MT-4 プロモーター領域 1.5Kb をレポーター遺伝 
子ベクターのマルチクローニングサイトに組み込み，グルココルチコイドによる MT-4 遺 
伝子発現誘導をレポーターアッセイで検討した。また，上流 GRE を欠失したコンストラク 
トを作成し，上流 GRE の影響を検討した。 

 
 ③ MT-4 と相互作用する因子の解明 
    MT-4 と相互作用する因子は，DNA 結合タンパク質にヒト MT-4 翻訳領域 cDNA を結合し 
て作成した融合プラスミドを用い，lacZ 遺伝子の転写活性を指標とした酵母 Two-hybrid 
法を用いて検討した。 
 
 

 



４．研究成果 
 ① ヒト扁平上皮癌細胞増殖に対するヒト MT-4 遺伝子導入および亜鉛の影響 
ヒト歯肉癌由来細胞(Ca9-22)は，MT-4 遺伝子導入により細胞増殖が抑制された。しかし， 
ヒト舌癌由来細胞(HSC-2, HSC-3, HSC-4)では，いずれの細胞においても MT-4 遺伝子導入 
による細胞増殖への影響は認められなかった。 
一方， Ca9-22 では塩化亜鉛添加により細胞増殖が抑制されたが，HSC-2, HSC-3, HSC-4 
において，塩化亜鉛添加による細胞増殖の影響は認められなかった。 
亜鉛感受性を有する細胞では，MT-4 遺伝子導入により細胞増殖が抑制されたが，亜鉛感 
受性を有しない細胞では，MT-4 遺伝子を導入しても，細胞増殖に影響は認められなかった 
今回の結果は，由来が異なるこれら２種の癌細胞において，亜鉛トランスポーターなど細 
胞内亜鉛シグナル調節機構に違いがあることを示していると考えられた。 

 
 ② グルココルチコイドによる MT-4 遺伝子発現誘導 
上流 GRE と下流 GRE を共に含むプロモーター領域 1.5Kb では，コルチコステロン(CORT) 
あるいはデキサメタゾン(DEX)添加によりルシフェラーゼ活性は増加した。しかし，下流 
GRE を含む 0.8Kb フラグメントでは、CORT あるいは DEX によるルシフェラーゼ活性の増加 
は認められず，同様に下流 GRE を含む 1.1Kb フラグメントでも，CORT によるルシフェラー 
ゼ活性の増加は認められなかった。さらに，上流 GRE 相当部を削除した改変 1.5Kb フラグ 
メントによっても，CORT によるルシフェラーゼ活性の増加は認められなかった。一方， 
0.8KbフラグメントにおけるCORT無添加のルシフェラーゼ活性は1.5Kbフラグメントと比 
べ増加したが，1.1Kb フラグメントでは同等であり，上流 GRE 相当部を削除した改変 1.5Kb 
フラグメントでは，逆に 1.5Kb フラグメントと比べ減少した。 
  以上の結果より，グルココルチコイド応答に上流 GRE が必要であること，および，今回 
削除した上流 GRE 相当部に自発的な MT-4 プロモーター活性が，0.8Kb と 1.1Kb フラグメン 
ト間にサイレンサー領域の存在が示唆された。 
 

 ③ MT-4 と相互作用する因子の解明 
 酵母 Two-hybrid 法での検討により MT-4 自身による偽陽性反応が認められた。このこと 
は，MT-4 が転写因として作用しているのか，転写因子の応答を促進するのかについては不 
明であるが，MT-4 が何らかの遺伝子の転写を促進する可能性を示していると考えられた。 
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