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研究成果の概要：食品等に含まれる微量栄養元素であるビタミン A は健康を維持するため不可

欠であり、また癌等の疾病に対しても抵抗性を示すため、予防･治療の観点からも注目されてい

る。本研究ではビタミン A 作用の活性本体であるレチノイン酸の未だ知られていない作用機構

を明らかにする手法を確立し、レチノイン酸と癌細胞内で結合する蛋白質のひとつが転移・浸

潤に関与するα-アクチニンであることを明らかにした。また、新しい視点から予防･治療薬を見

出すため、本法を用いてレチノイン酸の情報伝達機構を解析した。 
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１．研究開始当初の背景 

ビタミン A の活性型であるビタミン A
酸 (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、多岐にわたる作

用を持つことが知られている。特に、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) の治療に使用される。

しかしながら、RA を一回投与した患者は RA
に対し耐性となり、再発後 RA を治療薬とし

て使用できなくなることから、その対策は急

務である。 
RA の作用機構は、一般的にステロイド/

甲状腺核受容体多遺伝子ファミリーのひと

つである RA 受容体 (RAR) のみで説明され

るが、未だに不明な点も多い。RA 応答が非

常に速いこと、RAR を介さない機構で RA 作

用が現れること、RAR への親和性が極めて

弱いレチノイドでもRAと同様の作用を示す

こと等、RAR 機構では説明できない現象も

多く報告されている。そこで、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) が見出

された。 
レチノイレーションは in vitro、in vivo 

と広範囲に及び、RA 処理した HL60 細胞内

のレチノイル化蛋白質は僅か約 20 であるが、

そのひとつがシグナル伝達に主要な役割を
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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) 
であった。PKA のレチノイル化は RA による

HL60 細胞の分化初期に深く関与する、即ち、

RA が細胞質内で PKA の調節サブユニット

に共有結合することにより、PKA を核内に移

行させ、次いでレチノイル化 PKA により核内

蛋白質のリン酸化を促して分化を誘導してい

る可能性を示した。また、レチノイレーショ

ンによって RAR で全く説明できなかった RA
と cAMP 生成誘導薬であるプロスタグランジ

ン E2 (PGE2) の併用における RA のプライミ

ング効果もうまく説明することができた。以

上のことから、レチノイレーションが PKA に

核移行シグナルを付加し、核内に情報を伝達

して、細胞の分化を誘導する可能性が強く示

唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究では、RAR とは異なるシグナル伝

達系を解明するため、HL60 細胞において、未

同定のレチノイル化蛋白質を明らかにし、レ

チノイル化 PKA によりリン酸化される核内

蛋白質の同定を行い、遺伝子発現調節を解明

することを目標とした。そして、レチノイル

化による蛋白質の局在性及び性質の変化と細

胞分化及び増殖への関連性を明らかにするこ

とで、RA 作用を RAR とは異なる新しい視点

に立って捉え、癌等の疾病の治療への応用を

考えた。 
そこで、本研究においては、これらの目

標を達成するために、レチノイル化蛋白質の

RA 抗体による高感度簡易検出法を検討した。

また、本法及び放射標識 RA で検出する従来

法を用いて HL60 細胞内レチノイル化蛋白質

の同定を行った。さらに、RA による核内リ

ン酸化蛋白質の変動とレチノイル化蛋白質を

調べた。以上の検討から得られた結果は、RA
による細胞分化の新しい作用機構である RA
による蛋白質修飾反応を明らかにし、従来の

視点とは全く異った作用機構に基づく医薬品

の開発に導く。 
 
３．研究の方法 
(1) RA または [3H]RA 処理した HL60 細胞

の調製：HL60 細胞 (2.0 × 106 cells/ml) に 100 
nM RA または  [11,12-3H]-RA を加え、5% 
CO2 存在下 37 ℃で培養した。 24 時間後、

細胞懸濁液を遠心分離した。[3H]RA を用いた

場合は、上清を除去後、細胞内の未反応の

[3H]RA を Bligh-Dyer 変法を用いて除去し、

凍結乾燥を行った。また、RA を用いた場合

は、上清を除去後、細胞を PBS で洗浄した。 

(2) 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 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。 
(3) 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) を用いて

平衡化した。上記の方法で調製した RA 処理

HL60 細胞の可溶性画分または沈殿画分をカ

ラムに添加し、0-0.5 M NaCl の直線濃度勾配

で蛋白質を溶出した。 
(4) HL60 細胞の細胞質及び核画分の調製：

HL60 細胞  (2×107 細胞) を氷冷した Lysis 
Buffer B (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

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。 
(5) RA 抗体法と一次元-ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動  (1D-PAGE)： 1D-PAGE は

Laemmli らの方法に準じた。Mono Q 溶出画

分は、 2×サンプルバッファー  (125 mM 
Tris-HCl (pH 6.8), 4% SDS, 40% glycerol, 10% 
2-mercaptoehanol, 0.005% bromophenol blue) 
と混合後、加熱処理した。蛋白質を 7%, 12.5% 
及び 15% 1D- 或いは 二次元 (2D) -PAGE 
(下記) により分離後、ゲル中の蛋白質を

polyvinylidene difluoride (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 100 ~ 10,000 
倍に希釈した RA 抗体溶液中に室温で 2 時間

放置した。膜を PBS-T で洗浄後、HRP 標識

anti-mouse IgG と室温でインキュベーション



 

 

Fig. 1 

Fig. 2

Fig.3

し、ECL Plus Western Blotting Starter Kit, Core
で可視化した。 
(6) 従来法と 2D-PAGE：2D-PAGEはO’Farrell
らの方法に準じた。[3H]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 5-7 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、10~20% gradient SDS–ゲルを使用

し た 。 泳 動 後 の ゲ ル を 固 定 ・ 染 色 ・

ENLIGHTNING で増感した後、乾燥した。こ

のゲルを増感 Screen と共に Film に露光し 
–80 ℃ 以下で保管した。一方、泳動後のゲ

ルは RA 抗体を用いた Immunoblotting (上記) 
を行い ECL Plus で可視化した。 
(7) プロテアーゼによる蛋白質の限定分解：

Mono Q 画分を 7% SDS-PAGE を用いて分離

後、目的のバンドを切り出した。その後、V8
プロテアーゼまたはリジルエンドペプチダ

ーゼを添加し、37 ℃で 20 時間インキュベー

ションした。ペプチドを抽出後、濃縮し、0.1% 
トリフルオロ酢酸に溶解した。 
(8) キャピラリー LCµ ブロッターによるペ

プチドの分離とアミノ酸分析：上記の方法で

調製したペプチドは、キャピラリーLCµ ブロ

ッターシステムを用いて分離及び PVDF 膜
上へのブロッティングを行い、目的のピーク 
(ペプチド) を PROCISETM 492 cLC Protein 
Sequencerを用いて N-末端アミノ酸配列解析

を行った。 
(9) リン酸化核内蛋白質の検出： 無処理、

RA 処理した HL60 細胞から核を上記の方法

で単離・調製した。この核画分中の蛋白質を

１D-PAGE, 2D-PAGE で分離し、リン酸化さ

れた蛋白質のみを染色する蛍光物質 Pro-Q 
Diamond でゲルを染色し、画像解析装置で検

出・解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 抗体の反応性：HL60細胞にRAを処理後、

得られた細胞から可溶性画分と沈殿画分を

調製した。両画分中の蛋白質を Mono Q カラ

ムを使用して分離し、0 ~ 0.5 M NaCl 直線濃

度勾配で溶出した。可溶性画分の蛋白質の溶

出パターンを Fig. 1A に示す。NaCl 直線濃度

勾配により各種蛋白質が分離溶出された。

Mono Q カラム後のフラクション (fr.) の蛋

白質を 1D-PAGE により分離した後 RA 抗体

により Immunoblotting を行ったところ、fr.10 
~ fr.18 に染色蛋白質のバンドが見られた 
(Fig.1B)。既に同定されている主レチノイル

化蛋白質であるビメンチンが fr.17 に、副レ

チノイル化蛋白質であるPKAのRが fr.15に、

RA 抗体法によっても検出され、その NaCl
溶出濃度は放射性 RA を用いて検出し報告さ



 

 

Fig. 4 Table 1
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Fig. 5
れている濃度と合致した (Fig. 1)。 
  沈殿画分の蛋白質の溶出パターンは Fig. 
2A に示すように、NaCl 直線濃度勾配により

各種蛋白質が分離溶出していたことから、

10% CHAPS で膜蛋白質が可溶化されている

ことを確認することができた。また、Mono Q
カラム後の fr.の蛋白質を 12.5% SDS-PAGEに

より分離した後、 RA 抗体を使用して 
Immunoblotting を行ったところ、Fig. 2B に示

すように、fr.16 と fr.17 に染色蛋白質のバン

ド、レチノイル化蛋白質が認められたが、特

に、fr.16 の 98 kDa のレチノイル化蛋白質の

染色強度は高かった。これら fr.16, fr.17 を用

いて、一次抗体希釈を 100 倍、1,000 倍、10,000
倍としたときのバンドの濃さを比較したと

ころ、Fig. 3A のように一次抗体濃度が高い 
100倍 (a) に比べて 1,000倍 (b) ではバンド

の染色は弱くなり、10,000 倍 (c) では消失

していた。また、蛋白質濃度を減少させると

バンドの染色強度は減少した (Fig. 3B)。また、

予め RA を前処理した RA 抗体を使用した場

合、レチノイル化蛋白質を検出することがで

きなかった。以上の結果から、RA 抗体によ

り、レチノイル化蛋白質が特異的に検出でき

ることが明らかとなった。 
(2) 放射標識法との比較：RA 処理した HL60
細胞から得られた細胞蛋白質を 2D-PAGE に

より分離した。PVDF 膜に蛋白質を転写後、

RA 抗体を使用して Immunoblotting を行っ

た。Fig. 4 に示

すように、RA
抗体を使用し

得られた蛋白

質のパターン

はフィルムに

露光した二次

元電気泳動の

パターン (data not shown) と、ほぼ同じであ

った (矢印と数字 1 ~ 7)。既に同定されてい

る主レチノイル化蛋白質であるビメンチン 
(矢印 a) 及び PKAのR (矢印 b) がRA抗体法

においても検出された。以上の結果から、RA
抗体法を使用した方法においても [3H]-放射

標識 RA を使用した従来法と同様の結果が得

られた。 
(3) RA 抗体で検出されたレチノイル化蛋白

質の同定：Mono Q カラムを使用して分離し

た沈殿画分の蛋白質の内 (Fig. 2)、fr.16 に含

まれていた分子量 98 kDa のレチノイル化蛋

白質について、同定を行った (Fig. 5Aa)。 
Fr.16 に含まれる蛋白質を 1D-PAGE で分

離し銀染色を行ったところ、多くの蛋白質バ

ンドが検出された (Fig. 5Ab)。そこで、98 kDa

のレチノイル化蛋白質 (Fig. 5Aa)を精製し、

1D-PAGE で確認したところ、精製標品は、

RA 抗体法 (a) 及び銀染色 (b) により単一の

バンドとして検出された (Fig. 5B)。また、２

D-PAGE でも単一のスポットととして確認し

た (Fig. 5Ca と 5Cb)。 
次に、このレチノイル化蛋白質の精製標品に

対し、エドマン分解による N-末端アミノ酸の

解析を行ったところ、N 末端 PTH-アミノ酸

残基は得られず、N 末端は修飾基でブロック

されているものと考えられた。そこで、精製

標品に対し内部アミノ酸配列分析を行い、N-
末端アミノ酸配列解析を行った結果、3 種類

のペプチドのアミノ酸配列 (Table 1) が得ら

れた。この配列をデータベースで検索したと

ころ、アクチン結合蛋白質のひとつであるα

-アクチニンであることが明らかとなった 
(Fig. 6)。 

(4) RA による核内リン酸化蛋白質の変動と

核内蛋白質のレチノイル化: 無処理、RA 処

理した HL60 細胞から調製した核内蛋白質を

2D-PAGE で分離後、ゲルを ProQ Diamond で

染色して比較したところ、多数の蛋白質にお



 

 

いてリン酸化は増大していたが、減少してい

る蛋白質も検出された。核内蛋白質を RA 抗

体で Immunoblotting を行ったところ、29 kDa 
~ 69 kDa の分子量をもつ数種類のレチノイル

化蛋白質が認められた。現在、同定を行って

いる。 
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