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研究成果の概要（和文）：培養細胞にレシチン：レチノールアシル基転移酵素（LRAT）を発現させてレチニルエステル
（RE）を定量した。その結果、ビタミンA添加直後のRE蓄積は細胞内レチノール結合タンパク質（CRBP）IIにより促進
されたが、長時間培養後のRE蓄積はCRBP IIにより逆に減少した。肝星細胞や小腸吸収上皮細胞では、REの隔離機構（
脂質滴）や分泌機構（キロミクロン）がそれぞれ発達しているため、LRAT活性が十分に発揮されると思われる。

研究成果の概要（英文）：Retinyl esters (REs) were quantified in cells transfected with lecithin:retinol 
acyltransferase (LRAT). The amount of REs was up-regulated in cells co-transfected with cellular 
retinol-binding protein (CRBP) II. However, prolonged cultivation resulted in decrease in the amount of 
REs. Deposition of REs into the lipid droplets in hepatic stellate cells and discharge of REs from 
intestinal absorptive cells are considered to be important for proper enzymatic activity of LRAT.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1)ビタミン A は網膜において視物質として
機能するのみでなく、細胞の増殖、分化、組
織形成、あるいは癌細胞の増殖抑制、分化誘
導など広範な生命現象に関与することが知
られている。脂溶性であるビタミン Aは生体
に蓄積しやすく、欠乏症のみならず過剰症が
存在するため、血中濃度を一定に保とうとす
る恒常性が備わっている。このビタミン A恒
常性維持のための貯蔵庫として働くのが肝
臓星細胞である。 

 
(2)肝臓星細胞では過剰なビタミン A はレチ
ニルエステルに変換されて脂質滴の中に貯
蔵される。一方ビタミン Aの標的臓器で細胞
内に取り込まれたレチノールはレチナール
からレチノイン酸へと酸化され、核内のレチ
ノイン酸受容体に結合して標的遺伝子の転
写を活性化する。 

 
(3)脂溶性分子であるビタミン A は単独では
生体内で安定に存在できないため、その疎水
性を緩衝するタンパク質が存在する。細胞外
では血漿レチノール結合タンパク質が存在
し、細胞内では細胞内レチノール結合タンパ
ク質（CRBP）Iおよび IIが存在する。CRBP I
は全身に発現しておりレチノールに強く、ま
たレチナールに弱く結合する。CRBP II は小
腸特異的に発現しており、レチノールとレチ
ナールに同程度の強さで結合する。CRBP はビ
タミン Aの疎水性を緩衝するのみならず、ビ
タミン Aエステル化酵素であるレシチン：レ
チノールアシル基転移酵素（LRAT）などの酵
素活性を調節することが示唆されているが、
その詳細な分子メカニズムは不明である。 

 
２．研究の目的 
(1)LRAT、RDH、RALDH などのビタミン A 代謝
関連酵素活性に CRBP がどのような影響を及
ぼすかを生化学的および細胞生物学的に解
明することを目的とする。 
 
(2) 肝臓星細胞は、肝線維化・肝硬変などの
病理学的条件下では活性化してビタミンA脂
質滴を失い、細胞外マトリックスを盛んに合
成することから、肝線維化の責任細胞とも考
えられている。肝線維化モデルラットにビタ
ミン Aを投与すると肝線維化を抑制する。し
かしながらビタミン Aには急性、慢性の副作
用があり使用量に限界がある。本研究により
ビタミンAを効率的に肝臓星細胞内に取り込
ませる機構が明らかになれば、肝線維化予防
および治療のための効果的なビタミンA投与
の指針とすることができる。 
 
３．研究の方法 
ビタミン A 代謝関連酵素遺伝子 cDNA をクロ
ーニングする。哺乳類培養細胞内にそれらの
cDNA をトランスフェクションした後、基質を
培地に添加し、発現タンパク質の酵素活性を
測定する。さらに CRBP cDNA をコトランスフ
ェクションして酵素活性の変化を測定する。
定性的な測定はビタミンA自家蛍光の蛍光顕
微鏡観察で行い、定量的な測定は高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）で行う。これによ
り、CRBP によるビタミン A代謝関連酵素の活
性調節機構を解明する。 
 
４．研究成果 
(1)ラットのビタミン A 代謝関連酵素遺伝子
のうち LRAT の cDNA をクローニングし発現系
を構築した。得られた cDNA を胎児腎由来細
胞株 293T に導入しビタミン A を添加したと
ころ細胞内にレチニルエステルが形成され
ることを HPLC で確認した。この系にさらに
CRBP II を強制発現して細胞内のレチニルエ
ステル蓄積量をHPLCで定量した。その結果、
ビタミンA添加直後のレチニルエステル生成
量は CRBP II 添加により確かに促進されたが、
長時間培養後のレチニルエステル生成量は
CRBP IIによりむしろ減少する傾向を示した。
長時間培養により過剰に蓄積したレチニル
エステルと、CRBP II によるレチノールの隔



離が、LRAT の触媒反応に対して抑制的に作用
したと考えられた。 

 
(2)生体における LRAT、CRBP I/II の発現細
胞である肝星細胞や小腸吸収上皮細胞にお
いては、生成したレチニルエステルの隔離機
構（脂質滴）、分泌機構（キロミクロン）が
それぞれ発達しているため、LRAT 酵素活性が
十分に発揮される環境が整えられていると
思われる。 

 
(3)LRATはHRAS様癌抑制遺伝子産物（HRASLS）
ファミリータンパク質の一員であるが、
HRASLS がアシル基のアクセプターとして多
様な分子を許容するのに対して、LRAT の酵素
反応において、アシル基のアクセプターはレ
チノールに限られる。近年 LRAT と HRASLS3
のキメラタンパク質のX線結晶構造が報告さ
れたが、アシル基の結合ポケットは同定され
たものの、レチノールの結合サイトは同定さ
れなかったことから、LRAT の酵素反応におい
てアシル基のアクセプターがレチノールに

限られる理由は不明のままである。そこで
LRAT の基質特異性を規定する要因として、
LRAT と CRBP が物理的に結合し、CRBP に存在
するレチノール結合ポケットを LRAT が利用
している可能性を提唱した。アポ CRBP I が
LRAT の酵素活性を拮抗的に阻害するとの観
察報告があるが、本仮説がそのメカニズムを
説明しうると考える。 
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