
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６７６

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

エピジェネティクス調節を介した新規レチノイン酸作用機構の解明と応用

Elucidation of novel mechanisms of signal transduction by retinoic acid via 
epigenetic regulation and its applications

５０２７７６９６研究者番号：

高橋　典子（Takahashi, Noriko）

星薬科大学・薬学部・教授

研究期間：

２６４６００７９

平成 年 月 日現在２９   ５ １５

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：レチノイン酸 (RA) は生体内で重要な作用を示すことから、癌、生活習慣病等の予
防・治療の観点から注目されている。本研究では核内受容体とは別のRA作用機構であるレチノイル化 (RAによる
蛋白質修飾) についてヒト白血病細胞を用いて検討を行った。先ず、新規レチノイル化蛋白質としてアクチン重
合を制御するRhoGDIを同定した。また、レチノイル化プロテインキナーゼA (PKA) の生理的役割解明の検討を行
い、RA処理によりPKAが安定化し核内移動すること、RAがヒストン分子の動態 (リン酸化等の蛋白質修飾) を変
化させること、新規RA機構解明には他のPKA核内基質の同定が必須であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Retinoic acid (RA) elicits a wide variety of biological actions that are 
important for the living body. It has attracted considerable attention from the viewpoint of 
prevention and treatment of cancers and lifestyle-related diseases. Using human promyelocytic 
leukemia cells, this study identified retinoylation (protein modification by RA) as a new mechanism 
of RA action that is distinct from its actions through the nuclear receptor. A new retinoylated 
protein was identified as RhoGDI, which controls actin polymerization. In addition, the 
physiological role of retinoylated protein kinase A (PKA) was elucidated. It was found that PKA is 
stabilized and transferred into nuclei by RA treatment, where the movement of nuclear histones is 
also changed. This suggests that RA influences histone modification and effects epigenetic 
regulation. Novel RA mechanisms were analyzed by identifying nuclear phosphorylated proteins and by 
clarifying its association with protein modification.

研究分野： 生化学
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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) は皮膚粘膜
形成、成長促進、免疫調節、抗癌等、多種多
様な作用を持つミラクルな生理活性物質であ
る。特に、RA がヒト前骨髄球性白血病細胞
HL60 に対し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) の治療薬
として使用されている。RA の作用機構は RA 
と RA 核内受容体 (RAR) との複合体のみで
説明されるが、RA 応答が非常に速いこと、
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、ノンジェノミックな新しい RA 作用
機構として RA による蛋白質の修飾反応 (レ
チノイレーション、レチノイル化) が発見さ
れた。レチノイル化は in vitro、in vivo と広範
囲に見られ、レチノイル CoA を中間体とする
蛋白質共有結合反応である。レチノイル化蛋
白質の多くは核内に存在し、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 (R) であ
ることが明らかとなった。核内のレチノイル
化PKAによりリン酸化される蛋白質のひと
つとしては遺伝子の発現調節に深く関わる
ヒストンである可能性が示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、未同定の新規レチノイル化

蛋白質、及び、PKA の R がレチノイル化さ
れる生理的意義を見出す。また、核内レチ
ノイル化 PKA によりリン酸化される蛋白
質の同定を行うことで遺伝子発現調節のシ
グナル分子を見出し、RAR とは異なる遺伝
子発現調節機構を明らかとする。具体的に
は、(1) 新規レチノイル化蛋白質高感度検
出法 (RA 抗体法) を用いて、HL60 細胞の
新規レチノイル化蛋白質を同定する。(2) 
RA 処理よる PKA の安定化・核内移行につ
いて検討し、PKA の R のレチノイル化の役
割を見出す。(3) 核内レチノイル化 PKA に
よる核内蛋白質のリン酸化 (活性・発現) 
を調べ、RA 処理により新たにリン酸化さ
れる核内蛋白質を同定する。(4) 核内蛋白
質であるヒストンの修飾 (アセチル化、リ
ン酸化等) への RA の影響を調べ、RA のエ
ピジェネティクス制御機構を明らかとする。
以上のように、本研究は、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
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 細胞の画分調製：HL60 細胞 (1.0~2.0 

× 109 cells 相当) 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。 
(2) 陰イオン交換樹脂 (Mono Q) による細胞
蛋白質の分離：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。(1) 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
度勾配で蛋白質を溶出した。 
(3) HL60 細胞の細胞質・核画分の調製：HL60 
細胞 (2 × 107 cells) を氷冷した Lysis Buffer A 
(10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.5 mM DDT, 1 mM NaF, 10 mM 
Glycerophosphate, 0.2 mM PMSF, 1% Protease 
inhibitor cocktail) で懸濁し、氷上に放置した。
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 B (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。 
(4) 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, 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、二次元目は、10%ポリ
アクリルアミドゲルを使用した。泳動後のゲ
ルは SYPRO で染色、或いは免疫染色 (下記) 
を行い可視化した。 
(5) 免疫染色：試料蛋白質を一次元-ポリアク
リルアミドゲル電気泳動 (1D-PAGE) 或いは 
2D-PAGE により分離後、ゲル中の蛋白質を
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 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) リン酸化蛋白質、レチノイル化蛋白質の
MS 解析：2D-PAGE により蛋白質を分離し、
抗体で検出したリン酸化蛋白質、レチノイル
化蛋白質を含むゲルを切り出した。ゲルから
抽出した蛋白質を LC-MSMS 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、蛋白質を同定した。 
(7) 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。 
 
４．研究成果 
(1) 新規レチノイル化蛋白質の同定： 

RA 処理した HL60 細胞中の蛋白質を
Mono Q カラムにより分離し、RA 特異的抗
体 (ARMA) を用いて免疫染色を行ったとこ
ろ、既に同定されているレチノイル化蛋白質
に加え、いくつかのレチノイル化蛋白質を検
出した。fraction 15 (fr.15) 中の蛋白質を一次
元 ポ リアク リ ルアミ ド ゲル電 気 泳 動 
(1D-PAGE) で分離し、ARMA で免疫染色を
行ったところ、レチノイル化蛋白質 (Fig. 1 A,  
a, b : 矢印) が検出された。fr.15 中の蛋白質
を濃縮後 2D-PAGE により分離し、ARMA で
免疫染色 及び CBB 染色を行った (Fig. 1B)。

免疫染色の結果得られたスポットと、等電点 
及び 分子量共に同じ位置にある CBB 染色し
たゲル中の蛋白質に対し MALDI-TOF MS 解
析を行ったところ、Rho-GDIβ (Rho-GDP 
dissociation inhibitor 2) であると同定した 
(Fig. 2)。 

Rho-GDIβ は Caspase-3 による切断認識配
列を持ち、分子量 28 kDa と切断された 23 kDa 
(5 kDa) が存在する (Fig. 3A)。Caspase-3 は

Rho-GDIβ (28 kDa) のN末端より19番目のア
ミノ酸 20 番目のアミノ酸の間を切断する 
(Fig. 3B)。抗 28 kD-Rho-GDIβ 抗体と抗 23 

kD-Rho-GDIβ 抗体を用いて免疫染色を行っ
たところ、ARMA で検出されたスポットは
28 kD-Rho-GDIβ と 一 致 す る が 、 23 
kD-Rho-GDIβ とは異なる位置 (分子量：23 
kDa, 等電点: 6.4) に検出された (Fig. 3C)。よ
って、RA は 5 kDa 中のアミノ酸と結合し、
Rho-GDIβ (23 kDa) とは結合していないこと
が示唆された。fr.15 の蛋白質をヒドロキシル
アミン (pH 10) 処理を行うと、ARMA により
免疫染色されなくなったことから、RA とア
ミノ酸との結合は O-ester であることが明ら
かとなった。よって、5 kDa 中の 2 位のアミ
ノ酸であるチロシンに RA が結合しているこ
とを明らかとした (Fig. 3D)。 

Rho-GDIβ は全長 28 kDa で、Caspase-3 によ
って 23 kDa と 5 kDa に切断され、アポトーシ
スを引き起こすことが知られているが、RA
を処理した HL60 細胞では未処理のものに比
べて、有意に Rho-GDIβ (28 kDa) の発現量が



増加し、Rho-GDIβ (23 kDa) 量は減少してい
た。その際、Caspase-3 活性に有意な変化はな
く、アポトーシスの指標である DNA の断片
化も起こっていなかった。さらに、RA 処理
によりRho-GDIβ (28 kDa) のmRNAレベルに
変化は見られなかったが、蛋白質レベルは保
持されていた。また、RA 処理後、Rho-GDIβ (28 
kDa と 23 kDa) の発現量の変化は、数分から
1 時間という初期段階 (短時間) で起こって
いた。 
(2) RA 処理よる PKA の安定化・核内移行に
ついての検討： 

RA 処理は HL60 細胞の PKA の調節サブユ
ニット RIIα の蛋白質発現レベルを増加させ
たが、触媒サブユニット Cα の蛋白質発現に
は影響を及ぼさなかった (Fig. 4A)。これに対
し、RA処理によってHL60細胞のRIIα mRNA 
発現レベルは変わらなかった (Fig. 4B)。 

次に蛋白質安定性を検討するためプロテ
アソーム阻害剤 MG132 を HL60 細胞に処理
したところ、RIIα 発現レベルが有意に増加し
た。抗ユビキチン抗体で免疫沈降する RIIα
量は RA 処理により増加した。さらに、RIIα、
Cα の細胞内動態を特異的抗体による免疫染
色で検出し観察したところ、HL60 細胞で細
胞質に局在していた RIIα が、RA 処理により
核で増加した (Fig. 5A)。Cα 発現は RA 処理
により核内で増加した (Fig. 5B)。また、核内
PKA 活性は増加した。 
次に、核内蛋白質のリン酸化の変化を検討

するため、二次元電気泳動法で核抽出物を分

離し、抗リン酸化-PKA 基質抗体で PKA によ
りリン酸化された蛋白質の検出を行った。
RA 処理により顕著に増加し、PKA リン酸化
阻害剤 PKAI の前処理で阻害される 4 つの核
内リン酸化蛋白質 (25 kD, pI 4.7; 32.5 kD, pI 
5.5; 42.6 kD, pI 5.8; 55 kD, pI 6.1) を見出した 
(Fig. 6)。以上のことから、RA に依存した核
内での PKA 活性化とこれに伴いリン酸化を
受ける蛋白質の存在が明らかとなった。 

 
(3) RA 処理によるヒストン修飾の変化 
未処理、RA 処理した HL60 細胞から調製

した抽出画分中の蛋白質を Mono Q カラム
で分離しヒストンの粗精製を行った。各抗
ヒストン抗体を用いて免疫染色を行い、溶
出フラクションを確認したところ、全ての
ヒストンはボイドフラクションに検出され
た。次に、このフラクションに対し Mono S
カラムでヒストンを分離・確認したところ、
異なる位置に各ヒストンが検出された。ま
た、RA 処理細胞ヒストンは未処理細胞ヒ



ストンとは異なる位置に溶出した。以上の
結果から、RA 処理によってヒストン修飾
に変化が生じた可能性が示唆された。一方、
RA 処理により H3 と H2B のリン酸化体の発
現は増加し、PKA 基質抗体を用いた検討から、
PKA によりリン酸化される可能性が示唆さ
れた。また、RA 処理によりアセチル化及び
ユビキチン化ヒストン発現は減少した。 

 
以上の結果から、RA 処理による PKA のレ

チノイル化が、PKA の安定化、核内移行を促
し、核内蛋白質のリン酸化を促進する可能性
が示唆された。その PKA の基質蛋白質のひ
とつがヒストンであり、ヒストンのリン酸化
を促すことで、クロマチンリモデリング-遺伝
子発現調節系を調節し、細胞分化に繋がる可
能性が考えられた。また、核レチノイル化
PKA の基質として転写調節因子を初めとす
る他の核内蛋白質も考えられ、現在その同定
を行っている。一方、RA が直接ヒストンを
修飾することから、その部位を決定すること
で、ヒストン修飾の変化の詳細が解明できる。
このように、RA による蛋白質のレチノイル
化が間接的、直接的にヒストン蛋白質の修飾
変化を引き起こす新しいエピジェネティク
ス調節機構を解明していく。今回、新規レチ
ノイル化蛋白質として Rho-GDIβ を同定した。
Rho-GDIβ は細胞骨格を構成する蛋白質であ
るアクチンの重合を制御する蛋白質であり、
細胞分化の形態 (細胞骨格) 変化に関わる因
子である。このシグナル分子の細胞内動態を
詳細に解明し、エピジェネティクス調節機構
への関与についても調べていく。最終的には
この新規 RA 作用機構から得られた知見を基
に新薬の開発、新規治療法・予防法の確立を
目指す。 
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