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研究成果の概要（和文）：微量栄養素ビタミンAの活性型であるレチノイン酸 (RA) は抗がん剤として注目され
る。本研究では核内受容体とは別のノンジェノミックなRA作用機構であるレチノイル化 (RAによるタンパク質修
飾) を検討した。アクチン結合タンパク質であるα-アクチニンやプロテインキナーゼA (PKA) の調節サブユニ
ットのレチノイル化の生理的意義は、タンパク質の安定化や局在性の変化を引き起こし本来とは異なる役割を果
たすことであることが判明した。また、核内のレチノイル化PKAが遺伝子発現調節に重要なスプライシング調節
因子やヒストンをリン酸化し、細胞分化・増殖抑制に導くノンジェノミックなRA作用機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Retinoic acid (RA) is an essential bodily nutrient that is attracting 
increasing attention for its potential value in the prevention and treatment of cancer and 
lifestyle-related diseases. Using human leukemia cells, we investigated retinoylation (protein 
modification by RA), which is a non-genomic mechanism of RA action that differs from its nuclear 
receptor-mediated actions. We elucidated physiological roles of retinoylation of the actin-binding 
protein α-actinin and the regulatory subunit of protein kinase A (PKA). We found that retinoylation
 stabilizes and changes the localization of each protein and that nuclear retinoylated PKA 
phosphorylates splicing regulatory factors and histones. These nuclear proteins are important for 
gene expression regulation, and promoting cell differentiation and suppression of proliferation. Our
 results support non-genomic actions of RA.

研究分野：生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レチノイル化は、RAとタンパク質が共有結合することでタンパク質の構造変化を引き起こすRA修飾であり、安定
性・局在性・酵素活性等に変化を与えることから、RA受容体とは異なる新しい情報伝達機構である｡本研究で、
レチノイル化が細胞骨格関連タンパク質α-アクチニンの安定性と局在性に変化を与えることを示す。また、核
内レチノイル化PKAによりリン酸化される基質としてスプライシング調節因子SF2を同定し、細胞分化・増殖抑制
経路を実証する。さらに、核レチノイル化ヒストンによるエピジェネティクス制御の提案は、RA受容体経路の補
完という学術的意義を与える。この新経路を基にした抗がん剤開発は大きな社会的意義を持つ。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ビタミン A は必須微量栄養素であり、その活性型であるレチノイン酸 (RA) は、成長促進、
皮膚粘膜形成、免疫調節等多様な作用を持つミラクルな生理活性物質である。特に RAは、ヒト
前骨髄性白血病細胞 (HL60 細胞) に対し強力な細胞分化誘導能を持つことから、急性前骨髄球
性白血病患者 (APL) の治療に使われている。 

RAの作用機構は RA核内受容体 (RAR) と RAの複合体のみで説明される。しかし、RA応答
が秒・分単位と非常に速いこと、RAR への親和性が弱いレチノイドでも RA と同様の作用を示
すこと等、不明な点も多い。そこで、核内受容体以外の経路に関する研究が行われ、RA による
タンパク質の修飾反応 (レチノイル化) が発見された。 
レチノイル化が in vitro および in vivo で見られ、ほとんどのレチノイル化タンパク質は核内
に存在し、そのひとつがシグナル伝達において主要な役割を演じる cAMP 依存性リン酸化酵素 
(プロテインキナーゼ A、PKA) の調節サブユニット (PKA- RIIα) であることが明らかにされた。
レチノイル化 PKAが核内に移行し、核内タンパク質をリン酸化して分化を誘導している可能性
は、RAR で説明できなかった RA と cAMP 生成誘導薬プロスタグランジン E2の併用における
RAのプライミング効果をうまく説明することができた。従って、PKA がレチノイル化されるこ
とで核に移行し、核内 PKAが cAMPと結合して核内タンパク質をリン酸化して遺伝子の転写調
節を行う機構が示唆された。PKA以外に、細胞形態制御因子であるアクチン結合タンパク質の
α-アクチニンやエピジェネティクス制御因子ヒストンがレチノイル化されている。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、RA によるタンパク質修飾 (レチノイル化) と核内タンパク質機能変化に
焦点をあて、RA受容体を介さないノンジェノミックな制御経路を解明するため、次の事柄を明
らかにする。(1) 新規レチノイル化タンパク質高感度検出法 (RA抗体法) を用いて、新規核内レ
チノイル化タンパク質を検出・同定する。レチノイル化タンパク質として同定した α- actininの
RA処理による影響を詳細に調べ、レチノイル化の生理的意義を解明する。(2) 核内レチノイ
ル化 PKAによる核内タンパク質のリン酸化を調べ、RA処理後 PKAにより新たにリン酸化され
る新規核内リン酸化タンパク質、或いは、PKAによるリン酸化が増加するタンパク質を同定し、
細胞分化・増殖抑制との関連性を解明する。(3)ヒストンの各種修飾とレチノイル化との関連性
を解明するため、各ヒストンの修飾への RAの影響を調べる。ヒストンの RA修飾アミノ酸を特
定するため、ヒストン修飾部位特異的変異体遺伝子導入細胞を作製し RA作用を調べ、RA抗体
法でレチノイル化ヒストン解析を行い、RAのエピジェネティクス制御作用を解明する。 
このように、本研究では従来とは異なる視点から RAの作用機構を解明して新しいノンジェノ
ミックなシグナル伝達機構を明らかすることを目的とし、得られた知見に基づく新薬及び治療
法の開発を最終目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) HL60 細胞の培養・薬物処理法：HL60 細胞は、10% FBS、10 mM HEPES を添加した RPMI 
1640 培地中、インキュベーター (5% CO2、37 °C) を用いて培養を行った。細胞数はコールター
カウンターを用いて測定し、細胞密度 1×105 cells/ml で継代した。対数増殖期にある HL60 細胞
を遠心分離 (4 °C, 200×g, 10 min) で回収し、D-PBS (-) で 2 回洗浄後、初期濃度が 2×105 cells/ml
になるように無血清培地  [10 mM HEPES, 5 μg/ml insulin, 5 μg/ml transferrin 含有 RPMI 1640 培
地] に懸濁し、播種した。薬物処理は、① RAを培養液に添加し (最終濃度: 0.1, 0.4, 1 μM)、対
照にはエタノールを添加 (最終濃度: 0.1%) した後、24 時間培養後、細胞を回収した、② MG132 
を培養液に添加し (最終濃度: 5 μM)、対照にはエタノールを添加 (最終濃度: 0.1%) した後、4 時
間培養後、細胞を回収した。③ RAとの薬物併用処理では、RAと 0.4 μM PKA 阻害剤Myr⋅PKI 
(PKA Inhibitor 14–22 Amide Myristoylated) (Sigma) (最終濃度: 0.4 μM) 或いは 2 nM Mcl-1L 阻害剤
S63845 (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) (最終濃度: 2 nM) を培養液に添加し、対照にはエ
タノールを添加 (最終濃度: 0.1%) した後、48時間培養後、細胞を回収した。 
(2) 細胞分画法：HL60 細胞 (2×107 細胞) を氷冷した Lysis Buffer A (10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 
mM NaCl, 3 mM MgCl2, 0.1 mM EGTA, 10 mM glycerophosphate, 1 mM NaF, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 
0.5% protease inhibitor cocktail) で懸濁し、氷上に 10分放置した。10% Nonidet P-40を加えて穏や
かに攪拌後、遠心 (4 ℃, 1,000×g, 5 min) し、上清を細胞質画分とした。沈殿に Lysis Buffer C (20 
mM HEPES pH 7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.2 mM EDTA, 10% Glycerol, 10 mM 
Glycerophosphate, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 1% Protease inhibitor cocktail) を加え、氷上に静置後、
遠心分離 (13,000×g, 4 ℃, 10 min) し、得られた上清を核画分とした。ヒストン画分は酸抽出によ
り調製した。 
(3) 二次元-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (2D-PAGE)：2D-PAGEは O’Farrellらの方法に準じ
た。RA処理した HL60細胞 (4×106 cells) の乾燥残渣は、9.5 M 尿素, 2% NP-40, 2% ampholytes 
(pH 4-7 及び pH 3.5-10) 及び 5% 2-mercaptoehanol を含む等電点電気泳動用緩衝液に溶解した。
一次元目は 2% ampholyte を含む等電点ゲルを用いた。二次元目は、10% PAGEを使用した。泳



動後のゲルは SYPROで染色、或いは免疫染色法 (下記 (5)) を行い ECL Plusで可視化した。 
(4) 免疫沈降法：RA処理及びエタノール処理した HL60細胞から調製した総可溶化液 (100 μg of 
protein) を Buffer B [10 mM HEPES (pH 7.9), 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM glycerophosphate, 1 
mM NaF, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, 1% protease inhibitor cocktail] で希釈し、試料タンパク質を
inputと免疫沈降用に分けた。① これに Anti-Multi Ubiquitin mAb-Agarose (MBL) を 10 µL加え
4 °Cで一晩振盪後、遠心分離 (4 °C, 2,500×g, 5 min) で目的のタンパク質を沈殿させた。この沈
殿物をBuffer Bで4回洗浄後、Sample buffer [63 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 
10% glycerol, 0.005% bromophenol blue (BPB)] に溶解し、一次元-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動 (1D-PAGE) を行った。② これに抗 SF2 抗体を結合させた Protein G Mag Sepharose (GE 
Healthcare) を 15 µL加え 4 °Cで一晩振盪した後、磁気ラックによって目的のタンパク質が結合
した磁気ビーズを得た。この磁気ビーズを Buffer Bで 4回洗浄後、Sample buffer [63 mM Tris-HCl 
(pH 6.8), 2% SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.005% BPB] に溶解し、1D-PAGEを行った。 
(5) 免疫染色法：試料タンパク質を 1D-PAGE 或いは 2D-PAGE により分離後、ゲル中のタンパ
ク質を PVDF膜に転写溶液 (40 mM Tris-glycine, 20% methanol, 0.1% SDS) を用いセミドライトラ
ンスファー装置で転写した。膜をブロッキング後、0.1% Tween 20含有 PBS (PBS-T) で希釈した
各種一次抗体溶液中に室温で 2 時間放置した。膜を洗浄後、HRP 標識二次抗体と室温でインキ
ュベーションし、ECL Plus Western Blotting Kitで可視化した。 
(6) RA処理した HL60細胞の画分調製：RA処理 HL60細胞 (1.0~2.0×109 cells) に 0.005% Tween 
20含有 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) を 2~3 ml 加え懸濁後、ポリトロンホモジナイザーを用い
て均一破砕した。このホモジネートを 100,000×g, 60分間遠心し、得られた上清を可溶性画分と
し、-80 ℃で保存した。また沈殿物は、0.005% Tween 20と 10% CHAPSを含有する 10 mM Tris-
HCl buffer (pH 7.5) に懸濁溶解後、再びポリトロンホモジナイザーで破砕した。その後 100,000×g, 
60分間遠心し、得られた上清は沈殿画分とした。 
(7) 陰イオン交換樹脂 (Mono Q) による細胞タンパク質の分離：Mono Q カラムは、2 mM 2- 
mercaptoethanol、1 mM EDTA を含む 20 mM Potassium phosphate buffer (pH 6.8) で平衡化した。
上記 (6) で調製した可溶性画分または沈殿画分をカラムに添加し、0-1 M NaClの直線濃度勾配
でタンパク質を溶出した。 
(8) リン酸化タンパク質、レチノイル化タンパク質のMS解析：2D-PAGEによりタンパク質を分
離し、抗体で検出したリン酸化タンパク質、レチノイル化タンパク質を含むゲルを切り出す。ゲ
ルから抽出したタンパク質を質量分析 (MS) 解析、或いは Orbitrap質量分析で解析し、データベ
ース検索を行うことで、タンパク質を同定した。 
(9) RT-PCR：未処理、RA処理した HL60細胞から抽出した mRNA (2.5 μg) に 5×VILOTM Reaction 
Mix, 10×SuperScript Enzyme Mixを用いて cDNAの合成を行った。各遺伝子と β-actinに対する特
異的プライマーと Blend Taq polymeraseを用い、cDNAを templateとして PCR法を行った。PCR
産物を 2%アガロースゲル電気泳動を使用して分離し、エチヂウムブロマイド溶液で染色・撮影
後、バンド強度を数値化した。 
(10) 遺伝子の導入：ヒストン H2B、H3、H2A、H4の野生型および変異体を作製し、発現ベクタ
ーに組み込み、プラスミドを調製した。HL60細胞にプラスミドをエレクトロポレーション法を
用いて導入し、培養した。回収した細胞から酸抽出で得られたヒストンに対し、免疫染色或いは
免疫沈降法を行い、ヒストンの野生型および変異体の発現を確認した。 
(11) 統計解析：結果は各群の平均 ± 標準偏差 (SD) を表す。データ解析には Prism 6を使用し、
データの統計的有意性は Studentの t検定または Dunnett'sの多重比較検定によって評価した。危
険率 5%未満 (*p<0.05)、1%未満 (**p<0.01) 及び 0.1%未満 (***p<0.001) を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
(1) 新規レチノイル化タンパク質 α-アクチニンにおけるレチノイル化の生理的意義の解明： 

HL60 細胞には α-actinin-1 と α-actinin-4 のアイソフォームが発現し、α-actinin-4 はがん細胞で
過剰に発現していることが知られている。また、α-actinin-4が核移行することや転写因子と相互
作用することも報告されており、細胞のシグナル伝達への α-actinin-4 の関与が示唆されている。

以前Mono Q カラムを使用して分離し RA抗体
法で検出したレチノイル化タンパク質 (分子量 
98 kDa) の精製標品に対しアミノ酸配列解析を
行い、得られた 3種類のペプチドのアミノ酸配
列をデータベースで検索したところ、アクチン
結合タンパク質の α-actininであることが判明し
た。このレチノイル化 α-actininの生理的意義を
解明する過程において、α-actinin-4 のみがレチ
ノイル化されていることが分かったことから、
RA による α-actinin-4 の細胞内局在の変化やタ
ンパク質の安定性について検討を行った。 

先ず、RAによる α-actinin-4の細胞内局在の変化を調べるため、細胞質画分と核画分の α-actinin-
4 量を免疫染色法で測定したところ、細胞質画分では、未処理細胞と比較して、RA 処理は α-
actinin-4 量を増加させたが、核画分では α-actinin-4 量を減少させた (Fig. 1)。この結果は共焦点



顕微鏡を用いた蛍光免疫染色法で得られた結果と一致していた。以上のことから、RA が α-
actinin-4の細胞内局在を核から細胞質に変化させることが分かった。次に、RAによる α-actinin-
4 発現量への影響を調べるため、RA 処理による α-actinin-4 発現量の経時的な変化を免疫染色法
で測定したところ、未処理に比べて、RA処理は α-actinin-4タンパク質発現量を時間依存的に増
加させた。これに対し、RA 処理は α-actinin-4 の mRNA 発現量に影響を及ぼさなかった。さら
に、未処理及び RA 処理した HL60 細胞にタンパク質合成阻害剤 cycloheximide を処理し、α-
actinin-4発現量を免疫染色法で測定したところ、未処理細胞では時間依存的に減少したのに対し、
RA処理細胞では、未処理での減少を有意に抑制した (Fig. 2)。よって、RAは α-actinin-4タンパ
ク質を安定化させることが明らかとなった。この α-actinin-4量の減少がタンパク質分解により起
こるものと推測し、次にユビキチン化による分解について検討した。タンパク質の分解には、ユ
ビキチンがタンパク質に結合し、選択的にプロテアソームで分解されることが知られている。そ
こで、α-actinin-4タンパク質の分解におけるユビキチン化の関与について調べるため、未処理及
び RA 処理細胞から抽出した総タンパク質を、抗 Multi-ubiquitin 抗体で免疫沈降した後、抗 α-
actinin-4抗体を用いて検出を行った。その結果、ユビキチン化 α-actinin-4タンパク質は、RA処
理により顕著に減少していた (Fig. 3)。よって、HL60細胞への RA処理により、α-actinin-4のユ

ビキチン化が抑制されることが示唆された。以上の結果から、HL60 細胞において、RA 処理に
より α-actinin-4はレチノイル化されることで核から細胞質に局在を変化させ、さらに安定化され
てタンパク質量が増加する可能性を明らかにした (Fig. 4)。 
(2) 核内レチノイル化 PKAによりリン酸化される核タンパク質 SF2の同定と生理的役割の解明： 

PKAは cAMP 依存性のリン酸化酵素で、細胞骨格形成、細胞周期、細胞分化の進行において
重要な役割を果たす。HL60細胞において、PKA-RIIαは RA処理によりレチノイル化されること
を報告した。また、RA 処理により PKA-RIIα は核に局在を変化させること、触媒サブユニット
である PKA-Cαも RIIα同様に、RA処理した細胞で核に多く局在していたことから、PKAは四
量体の形で核移行した可能性を示したことから、核内での PKAによるタンパク質のリン酸化が
増加することを推測した。そこで、これらに該当するタンパク質を解析した。 
先ず、HL60細胞から核画分を分画し、リン酸化 PKA基質を免疫染色法で測定したところ、未
処理と比較して、RA処理は核画分中のリン酸化 PKA基質量を増加させたことから、RAにより
核に移行した PKAが核内タンパク質のリン酸化を増加させることが明らかとなった。次に、RA
処理で増加した核内リン酸化 PKA基質を明らかにするため、核タンパク質を二次元電気泳動で

分離した後、質量分
析によるタンパク
質の同定を行った
ところ、スプライシ
ング調節因子であ
る SF2 が同定され
た (Fig. 5)。 

SF2はエクソンの
欠失を抑制して、ス
プライシングバリ
アントができるこ
とを抑える機能を

持ち、PKAによってリン酸化されると、その機能が抑制される。そこで、SF2の PKAによるリ
ン酸化を確認するため、免疫沈降法を用い解析を行ったところ、SF2の PKAによるリン酸化は、
RA処理によって増加していたことから、RA処理により、PKAを介して SF2の機能が抑制され
ることが分かった。 
前述したエクソンの欠失抑制を受けるタンパク質に Bcl-2 ファミリーの Mcl-1L とそのスプラ
イシングバリアントMcl-1Sがあり、SF2がMcl-1Sの生成を抑えている。Mcl-1SはMcl-1Lに結
合してその機能を阻害する。そこで、RA処理或いは RAと PKA阻害剤の併用処理のMcl-1Sの
タンパク質量と細胞分化への影響を検討した。RA 処理によって、Mcl-1S と分化指標である
CD11bの発現は増加し、この増加は PKA阻害剤Myrによって抑えられたことから (Fig. 6)、Mcl-



1Sが細胞分化に深く関わることが示唆された。 
さらに、Mcl-1SのMcl-1L阻害機能が細胞分化に必須であるかを明らかにするため、Mcl-1Sと

同様に Mcl-1L を阻害する
Mcl-1L 阻害剤を用いて検
討を行った。未処理、RA処
理、RA及びMcl-1L阻害剤
を併用処理した HL60細胞
に発現している細胞分化
指標 CD11b のタンパク質
量を測定した。その結果、
RA処理によるCD11b量は、
Mcl-1L阻害剤 S63845併用
によってさらに増加する
ことから (Fig. 7)、Mcl-1L
阻害剤が RA誘導分化を促
進させることが明らかに
なった。よって、Mcl-1Sの

機能である Mcl-1L の阻害は白血病細胞の分化に重要
であることが示唆された。 
以上の結果から、HL60細胞において、① RA処理
によって PKAは、細胞質から核に移行し、核タンパ
ク質のリン酸化を増大させること、② レチノイル化
PKAによってリン酸化される核タンパク質に SF2が
あり、SF2が PKAによりリン酸化されることによっ
て不活化し、スプライシングを抑制できなくなるこ
と、③ そのため、スプライシングバリアントMcl-1S
が増加し、Mcl-1S がMcl-1L に結合し、Mcl-1L機能 
(抗アポトーシス作用) を阻害することで、HL60 細
胞の RA 誘導分化・増殖抑制を促進することが判明
した (Fig. 8)。④ また、Mcl-1L阻害剤が RA誘導分
化を促進することから、Mcl-1Lの阻害剤が白血病治
療薬開発に繋がることを示唆した。 

(3) RA処理によるヒストン修飾の変化と RA修飾部位の解明： 
真核生物の DNAは、核内においてヒストンに結合して、クロマチンに組込まれている。コア
ヒストン (H2A、H2B、H3、H4) は、それぞれ 2分子から編成される 8量体で、約 147塩基対の
DNAを巻き付けヌクレオソームを形成する。このコアヒストンタンパク質の C末端側鎖はヌク
レオソームの構造形成に関与するのに対し、N末端側鎖を構成する 20～30のアミノ酸はヌクレ
オソームから突き出ており、数々の翻訳後修飾のターゲットとなる。ヒストンの N 末端側のリ
ジン残基にアセチル基、N末端側のセリン残基にリン酸基、H2A, H2Bの C末端側のリジン残基
にユビキチン基、H3, H4の N末端側のアルギニン・リジン残基にメチル基が共有結合しており、
これら修飾は DNAの転写、複製、修復の制御に関与している。そこで、レチノイル化の各種ヒ
ストン修飾への関与を調べるため、未処理と RA処理した HL60細胞から酸抽出により単離した
ヒストンを 1D-PAGEや塩基性タンパク質解析用 RFHR二次元電気泳動法により分離後、今回は
修飾部位特異的な抗ヒストン抗体と抗総ヒストン抗体を用いた免疫染色を行い、RAの各ヒスト
ンの発現への影響を解析した。 
先ず、遺伝子発現調節に深く関わる H3と H2Bについて、H3、アセチル化 (Lys9/14)-H3、H2B、
アセチル化 (Lys5)-H2Bに対する抗体と１D-PAGEを用いて検討を行ったところ、未処理に比べ
て RA処理ではアセチル化 (Lys5) H2B発現量は減少したが、アセチル化 (Lys9/14) H3発現量は
有意な変化を示さなかった。次に、ユビキチン化 (Lys120)-H2B に対する抗体を用いて検討し
たところ、その発現量は未処理に比べて RA処理で減少傾向を示した。さらに、リン酸化-H3と
リン酸化-H2B に対する抗体を用いて検討したところ、両発現量は未処理に比べて RA処理で有
意に増加していた。また、抗 PKA 基質抗体を用いて検討したところ、RA 処理した H3 と H2B
は染色され、その発現量は増加していた。一方、未処理と RA処理した細胞から単離したヒスト
ンを抗 RA 抗体と抗リン酸化ヒストン抗体を用いて RFHR で解析したところ、レチノイル化或
いはリン酸化の RFHRパターンは異なっていた。以上の結果から、RA処理はヒストン修飾、特
にリン酸化に大きな変化を与えることが明らかとなった。以前、ヒストンの欠失変異体発現プラ
スミドを構築し HL60細胞に導入・発現させてレチノイル化部位の同定することを計画していた
が、欠失変異体がレチノイル化酵素の基質にならずレチノイル化されない可能性が考えられた
ので、点変異体作成に切り替えるかを再考している。 
以上、レチノイル化は、α-actininの局在を核から細胞質に変化させ、安定化させる、また PKA
を核内に移動させスプライシング調節因子 SF2 やヒストンのリン酸化を促進し、細胞分化・増
殖抑制を促すことを明らかにした。今後、より詳細な検討を行い、レチノイル化による新規エピ
ジェネティクス調節機構を解明し、新薬の開発、新規治療法・予防法の確立を目指していく。 
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