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全トランスレチノイン酸のヒト唾液腺腺癌細胞（HSG－S　8）

　　　の増殖とレチノイン酸レセプターの発現に及ぼす効果

　阿部　洋司，畠山　節子

岩手医科大学歯学部口腔病理学講座

　　　（主任：佐藤　方信　教授）

　　　　（受付：2000年2月14日）

　　　　（受理：2000年2月23日）

　Abstract：Retinoic　acid　is　a　signaling　molecule　involved　in　the　regulation　of　the　growth　and

differentiation　of　various　normal　and　transformed　epithelial　cells．　Retinoids　exert　their　action

through　two　families　of　nuclear　receptors：retinoic　acid　receptors（RARs）and　retinoid　X　receptors

（RXRs）．　There　are　three　types　of　RARα，β，γfor　allτπzηs－retinoic　acid（a’－RA）in　mammals．　To　better

understand　the　effect　of　a’－RA　on　proliferation　and　RAR－expression　of　a　human　salivary　gland

adenocarcinoma　cells（HSG－S　8），　growth，　DNA　histograms，　Northern　blot　of　c一η2yc　mRNA，

TUNEL－positive　apoptotic　cells，　immunohistochemisry　of　keratins　and　the　expression　level　of　RAR

by　RT－PCR　were　analyzed　in　HSG－S　8　cells　cultured　with　a’－RA．　Aτ一RA　decreased　the　expression　of

c一仇yc　mRNA　and　induced　G　l　arrest，　resulting　in　a　dose－dependent　inhibition　of　cellular　growth　of

HSG－S8．

　However，　HSαS　8　did　not　undergo　apoptosis，　since　the　frequencies　of　TUNEL－positive　cells　in

the　group　of　the　culture　with　aτ一RA　and　in　those　of　the　group　of　the　culture　without　aτ一RA　were

almost　the　same。　RARα一selective　agonist（Ro40－6055）inhibited　the　incorporation　of［3H］－thymidine

into　HSG－S　8　in　a　similar　dose－dependent　manner　to　that　of　a’－RA．　Immunoreaction　of　molecular

keratin　peptides　with　PKK－1monoclonal　antibody　decreased　in　a言一RA－treated　cells．　On　the　other

hand　immunoreaction　with　68kD　cytokeratin　monoclonal　antibody　increased　in　HSG－S8．　Namely，

aτ一RA　induced　squamous　metaplasia　of　HSG－S8．　These　results　indicated　that　ar－RA　inhibited　the

growth　of　HSG－S　8　because　of　down・regulation　of　c勿yc　and　subsequent　G　l　arrest，　but　did　not

induce　apoptosis　of　cells．　These　actions　of　a’－RA　on　HSG’S　8　cells　seemed　to　be　mediated　by

RARα．
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緒 言

　　レチノイド（天然または人工のビタミンA

の総称）は抗夜盲症因子として発見された脂溶

性ビタミンで，視覚作用，細胞の増殖と分化，

生殖機能および胚発生における形態形成など，

様々な生物学的現象を制御しているD。

　　ビタミンAはβカロチンで摂取され，吸収

後レチノールに転換されて血中を転送された

後，標的器官でレチナール，次に活性主体であ

る全トランスレチノイン酸（all一協ηs　retinoic

acid，　aZ－RA）と立体異性体の9－cゴsレチノイン

Retinoic　acid　inhibits　cell　growth　and　enhances　expression　of　retinoic　acid　receptorαin　human

salivary　gland　adenocarcinoma　celrs　subclone（HSG－S　8）
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酸（9c－RA）に変換される。ビタミンAの作用

はこれらのレチノールと二っの誘導体，すなわ

ちレチナールとレチノイン酸（RA）により担

われる2）。レチノールとレチナールは視覚機能

を担い，一方，aε一RAは細胞の増殖と分化を制

御している3）。特に，aτ・RAは脊椎動物の皮膚

や気管などの上皮組織の増殖と分化に必須であ

る3）。最近，RAの白血病細胞に対する強力な

分化誘導作用に基づく制癌効果が明らかにされ

ている。すなわち，Huangら4）は23例の急性前

骨髄球性白血病患者の96％がaZ－RAで完全寛

解したことを報告した。完全寛解した急性前骨

髄球性白血病患者のレチノイン酸レセプター

（RAR）αの遺伝子座のある17番染色体と15番

染色体との間に相互転座が見いだされ，RAの

シグナル伝達が阻害されていることが明らかに

された5。

　RAの作用はRAが核内レセプターである

RARに結合することによって発揮される6’71。

RAのレセプター蛋白質にはaτ’RAに結合す

るRARα，β，γと，　aτ一RAには親和性を示さ

ず，9c－RAを認識するレチノイドXレセプ

ター（RXRα，β，γ）のニグループが存在する。

これらのレセプター蛋白質はゲノム上の異なる

遺伝子によってコードされており，それぞれ組

織や細胞の種類，また発生途上の胚においても

時期や部位に特異的な発現パターンを示す8）。

このことから，これらのレセプターはRAの

様々な活性にそれぞれ特異的に対応していると

考えられる。

　HSG－S　8細胞はヒト顎下腺介在部導管由来

の腺癌細胞HSG9’を親株として無血清合成培

地で増殖可能な細胞として分離された1°）。

HSG－S　8細胞は骨形成因子（BMP）を発現して

おり11），このBMP－2発現がaτ・RA処理によっ

て促進することが明らかにされている’2）。HSG

細胞は様々な因子で処理されることによって，

唾液腺組織の多彩な構成細胞に細胞分化す

る13－17）。このことから幹細胞の特性を持っとみ

なされ1珊，現在までに唾液腺腺癌細胞の増殖

と分化の研究に広く用いられている。HSG－S　8

細胞がHSG細胞から，その細胞学的特性をど

のように引き継いでいるかについては，まだ充

分には検討されていない。そこで，HSG－S　8細

胞の性状を明らかにする研究の一環として，本

研究でHSG－S　8細胞の増殖に対するaτ・RAの

作用を詳細に検討し，それらの作用がRARα，

β，γのどのタイプを介しているかについて検索

した。

材料および方法

1．増殖曲線

　HSG・S　8細胞は無血清合成培地（SFM101培

地，日水製薬）で37℃，5％炭酸ガスの条件下で

単層培養され，約1週間毎に継代されている。

増殖曲線を求めるために，24－well　plateに細胞

（0．5x104個／well）を蒔き，2日後（48時間処理

群）あるいは3日後（24時間処理群）に，aτ一RA

（Sigma　Chem．　Co．　St）を培地に添加した。4

日目に0．08％トリプシン＋0．1％EDTAを含む

Ca2＋，　Mg2＋－free　PBS溶液で5分間処理

（37℃）して細胞を集め，1mlに懸濁した後，血

球計算板を用いて細胞数を数えた。aτ一RAは工

タノールに溶解し最終濃度LO％以下で培地に

添加した。

2．フローサイトメトリー

　対数増殖期のHSG－S　8細胞を集め，　PBSで

洗浄後，0．1％triton　Xで裸核にし，1皿g／ml

RNase（5，000　units／ml，　Worthington　Biochem．

Co．，　USA）処理の後，1mg／ml　propidium　iodide

（Carbiochem．　USA）を含む1．12％クエン酸ナ

トリウム溶液でDNA染色した後，40μnナイロン

メッシュを通し，FACScan　Flow　Cytometer

（Becton　Dickinson，　Mountain　View，　Ca，　U．S．

A．）でDNAヒストグラムを作成した。

3．ノーザンプロット解析によるc・〃2yc発現の

検討

　単層培養した細胞を集め，Quickprep　Micro

mRNA　Purification　kit　（Pharmacia　P－L

Biochemicals，　Sweden）を用いてポリ　（A）＋

RNAを調製した。ポリ（A）→RNAをホルムア

ルデヒドを含む液（5xMOPS　buffer　2．0μ1，
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formaldehyde　3．5μ1，　formamide　1．0μ1およ

び2～5μgのRNAにH202を加えて総量20μ1

にした）で変性させた後，1％アガロース中で電

気泳動を行い，次いでゲル中のRNAをメンブレ

ンフィルターに転写した。メンブレンフィルター

をハイブリダイゼーション液（50％forlnamide，

5xDenhard液（0．2％polyvinylpyrrolidone，

0．2％Ficoll　400溶液），　5x　SSPE　（0．75M

NaCl，0．05M　NaH2PO4，51nM　EDTA－Na2），

0．3％SDS，5mgサケ精子DNA，200μg／ml牛血

清アルブミン）でプレインキュベートした後，
32

Pでラベルしたc一勿ycプローブ（宝酒造，京

都）を加えたハイブリダイゼーション液で42℃，

20時間インキュベートした。その後，10x　SSC

（3MNaCl，0．3Mクエン酸ナトリウム，　pH

7、0）で洗浄し，メンブランフィルターにX線

フィルムをあて一80℃で数日間感光させた。脱

プローブした後，elongation　factor・1α2°）のプ

ローブで再ハイブリダイゼーションを行った。

4．TUNEL法
　カバーガラス上に培養した細胞を4％パラホ

ルムアルデヒドで固定（4℃，30分）した。0．3％

H202を加えたメタノールで処理後，反応液

（100mMカコジル酸ナトリウム，1mM塩化コ

バルト，50μg／m1ゼラチン，10μMビオチン標識

一dUTP，100U／ml　terminal　deoxynucleotidyl

transferase）でインキュベートした（60分，

37℃）。次にペルオキシダーゼ標識ストレプト

ァピジンでインキュベート（室温，20分）した

後，0．01％H202を含む0．02％3，3ノージアミノベ

ンチジン液で発色させた。カバーガラス上で，

点計測法により10箇所を選んで写真撮影を行

い，写真上の一定面積内（330倍の拡大写真で

100c㎡）に存在した全細胞数に対するTUNEL

陽性細胞数の割合をパーセントで算出した。

5．単層培養細胞の免疫組織化学的染色

　Aτ一RA添加あるいは無添加培地で48時間処

理した細胞を酢酸：アセトン（1：1）混合液

で4℃，10分間，固定した。免疫組織化学的染色

はストレプトアビジン・ビオチン・コンプレッ

クス（Pathostain　ABC－POD　kit，和光純薬，大

99

阪）法で行った。0．03％H202を加えた純メタ

ノールで処理（室温，10分間）後，10％正常ヤ

ギ血清で処理して非特異的染色をブロックし

た。次に，一次抗体の抗サイトケラチンモノク

ローナル抗体（PKK－1，　x50，　Labsystems），あ

るいは抗68kDサイトケラチンモノクローナル抗

体（34βB4，　x10，　Enzo　Diagnostics，　USA）で1

時間（37℃），または坑RARαおよび坑RARγ

ポリクローナル抗体　（x200，　Santa　Cruze，

Biochem，　USA）で30分間（室温）反応させた。

洗浄後，二次抗体のビオチン標識抗マウスまた

は抗ウサギIgGと反応（室温1h）させた後，

パルオキシダーゼ標識アビジン・ビオチン・コ

ンプレックス試薬で10分間（室温）インキュ

ベートし，次いで0．02％3，3’ジアミノベンチジ

ン（0．05mM　Tris・HC1）で発色させた。一次抗

体の代わりに正常マウス，あるいはウサギ血清

（x500）を用いて陰性コントロールとした。

6．RT－PCR

　抽出した0．1μgポリ（A）＋RNAを5μmolの

oligo（dT）12－18　primerとともに変性させた

（70°C，10分）後，100unitsのMolony　murine

leukemia　virus由来逆転写酵素（Reverscript

I，和光純薬）を含む反応液（50mM　Tris－HCI，

3mM　MgCl2，10　mM　Dithiothreitol，75　mM

KC1）で反応させ（37℃，1時間），　cDNAを合

成した。合成したcDNAの1μ1を0．4μMプラ

イマー，0．129mM　dNTPs，0．025　units／μl　Taq

DNA　polynleraseを含む緩衝液（50　mM　KCl，

1．5mM　MgCl2，10　mM　Tris－HCI（pH　9．0））で

PCR反応させて増幅させた。プライマーと

PCRのための条件はRARα，β，およびγにっ

いてはBilloniら2’）の方法に基づき，　G　3　PDH

についてはErcolaniら22）に基づいて作成した。

増幅されたPCR産物は1μ1／皿1エチジウムブ

ロマイドを含む1．8％アガロースゲルで電気泳

動（100V定電圧，約30分）した後，紫外線照射

下で写真撮影した。

7．RARαとRARγに対する選択的アゴニス

による細胞増殖におよぼす作用

　細胞（1x104／well）を24　well　dish　plateに



100

ト
　
　

0
　
　
　
　
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
　
　
0

　
　

3
　
　
　
　
　
　
　
　
2
　
　
　
　
　
　
　
　
1

＝一

Φミ
ω
一
一
8
も
↑
×
）
ω
一
一
8
↑
O
δ
』
∈
コ
Z

阿部　洋司，畠山　節子

o：ir鵬ubatbn　for　24　hours
●：incubation　for　48　hou　rs

　　　　　0　　0．01　0．1　　1．0　　10

　　　Concentration　of　retinoic　acid（μM）

Fig．1．　Effect　of　aτ一RA　on　the　growth　of　HSG－S　8

　　　cells．　Cells（0．5　x　lO4／well）were　seeded　in

　　　a24well　dish　plate　and　cultured　for　two

　　　or　three　days．　A’－RA　（0．01－10μM）was

　　　added　and　continuously　cultured　for　48

　　　hrs　or　24　hrs．　Statistical　analysis　was

　　　done　　by　　Student’s　τ一test．　Significant

　　　differences　between　control　and　a’－RA

　　　cultures　are　marked　with　single　asterisk

　　　（P＜0．05）and　double　asterisks（P＜0．01）．

蒔き4日間培養後，10－12～10－7MのRo40－6055

（RARαのアゴニスト）とRo44－4753（RARγの

アゴニスト）（F．Hoffmann－La　Roche　Ltdよ

り提供）を培地に添加して2日後に，［3H］

－thymidine（Amersham，　specific　activity：20

μCi／mmol）を18．5Bq／wel1の量で培地に加え

た。4時間のパルスラベルの後に培地を捨て，

200μ1の0．1N　NaOHで細胞を溶解し，1mlの

10％トリクロロ酢酸（TCA）を加えて4℃で30

分放置後，TCA不溶性画分を濾紙に吸着させ

た。液体シンチレーションカウンターで濾紙に

吸着したTCA不溶性画分中の放射活性を測定

した。

結 果

1．細胞増殖に対する作用

Aε一RA（0．01～10μM）は用量依存性に
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Fig．2．　The　representative　DNA　histograms　of

　　　HSG－S　8　cells　cultured　in　the　absence

　　　（RA（一））or　presence（RA48h）of　aかRA（1

　　　μM）　for　48hrs．　The　excitation　and

　　　emission　wavelengths　were　488　nm　and
　　　630nm，　respectively．　About　10，000　cells

　　　were　measured　by　flow　cytometry．　The
　　　proportion　of　G　O／G1，　S，　and　G　2／M

　　　phase　cells　of　each　DNA　histogram　was
　　　determined　by　CellFit　Cell　Cycle　analysis

　　　software．

HSG－s　8細胞の増殖を抑制した（Fig．1）。細

胞数は0．1μM濃度48時間処理群で，無添加群の

77．2％，1μM濃度で62．8％に増殖が抑制され

た。24時間処理と48時間処理の両群について無

添加群との間に0．1μM以上の濃度において有

意差が認められた（Studentτ・test）。この時，

無添加群での倍加時間は38．4時間であり，48時

間処理ではα1μM濃度添加で54．9時間，10μM

濃度添加で83．0時間となり，それぞれ約1．4倍と

2．2倍に延長した。

2．細胞周期に与える作用

　Aτ一RA（1μM）で48時間処理したHSG・S　8

細胞を集めDNAヒストグラムを求めた。その

結果，AオーRA処理によって，　S期の細胞が減少

しG1期の細胞の割合が増加した（Fig．2）。

このことからa’－RAは細胞周期のG1期から

S期への移行を抑制し，HSG・S　8細胞をG1期

に停止させたことが明らかになった。
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Fig．3，　Northern　blot　of　c一勿夕c　mRNA．　Poly（A）寸

　　　RNA　fraction　was　isolated　from　HSG・S　8

　　　cells　cultured　in　the　absence　or　presence

　　　of　a’－RA　for　6，24，　and　48　hrs．　Threeμg　of

　　　poly（A）＋RNA　were　electrophoresed　in
　　　agarose　gels　and　　then　　blotted　onto

　　　nitrocellulose　　filters，　which　　were
　　　sequentially　hybridized　with　32P－labeled

　　　cDNA　for　c－〃2ッc．

Fig．4．　TUNEL　staining　of　HSG’S　8　cells．　Cells

　　　were　cultured　in　the　absence　（A）or
　　　presence（B）of　1μM　aかRA　for　24　hrs．

　　　Small　brown　fragmented　nuclei　are
　　　positive　for　TUNEL　stain．

3．c勿yc　mRNA発現に与える効果

　A’－RA添加あるいは無添加培地で培養した細

胞からポリ（A）＋RNAを調製し，ノーザンプロッ

トを行った。a’－RA無添加群のHSG－S　8細胞は

c一勿yc　mRNAを強く発現していたが，　RA処

理によってその発現は抑制された（Fig．3）。

その効果はaZ－RA添加後6時間で見られ，24時

間で最大となり48時間で抑制効果は減少した。

4．TUNEL染色
　TUNEL陽性細胞の出現頻度はa‘－RA（1

μM，24h）処理細胞群で1．43±0．54，無処理群

で1．34±0．85％であり，TUNEL陽性細胞の出

現頻度にaτ一RA処理による差はみられなかっ

A

101

Fig．5．　Immunohistochemistry　of　keratin　peptides

　　　with　PKK－1（A，　B）and　anti－68　kD　keratin

　　　monoclonal　antibodies（C，　D）in　HSG－S　8

　　　cells．　Cells　were　cultured　in　the　absence

　　　（A，C）or　presence（B，　D）of　1μM　ar－RA

　　　for　48　hrs．　Cells　fixed　with　acetic　acid：

　　　acetone（1：1）were　immunostained　by　a
　　　streptavidin－biotin・complex　method．
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Immunohistochemistry　of　RARα（A，　B）and

γ　（C，D）in　HSG－S　8　cells．　Cells　were

cultured　in　the　absence（A，　C）or　presence

（B，D）of　1μM　a’－RA　for　48　hrs，　fixed　with

acetic　　acid　　：　acetone　　（1　：1），　and

imm皿ostained　with　arlti－RARαand　RARγ

antibodies　by　a　streptavidin－biotin－complex

method．

た（Fig．4）。

5．サイトケラチンの免疫組織化学的染色

低分子量のサイトケラチン19（40kD），サイ
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Fig，8．　Effects　of　selective　agonists　of　RARα　（Ro40－6055）and　RARγ　（Ro44・4753）on　［’H］－thymidine

　　　incorporation　into　the　nuclei　of　HSG－S　8　cells．　Cells　were　cultured　in　the　absence　or　presence　of

　　　either　vehicle，　a～－RA，　Ro40－6055，0r　Ro44－4753　for　48　hrs，　and　rHコーthymidine（18．5　Bq／mD、vas

　　　added．　Thereafter，　cells　were　continuously　cultured　for　3　hrs，　and　the　radioactivity　incorporated

　　　into　TCA－insoluble　materials　of　cells　was　measured．

G3PDH

RARα

RARγ

　　1　　　2　　3

■■■匿≡一・

1 2 3

1145bp

1253bp

Fig．7．　RT－PCR　of　RARαand　RARγirl　HSG－S8

　　　cells　cultured　wiUコor、vithout　a’－RA　of　l

　　　μM．cDNA　was　symhesized　by　using　poly

　　　（A｝RNA（0．1μg）as　template　al〕d　anlphfied

　　　by　a　method　of　PCR、　PCR　product　was

　　　separated　by　electroPhoresis　ill　agarose
　　　gel，　Lαηe　l：absence　or　al－RA，～ωκ・　2：

　　　a～・RA－treatment　for　3hrs，　／αηρ　　3：

　　　a／－RA’treatment　for　24　hrs．

トケラチン18（45kD）およびサイトケラチン8

（52．5kD）の三種類に免疫反応するPKK－1抗

体は，HSG－S　8細胞を辺縁まで網目状に染め出

した（Fig．5A）。1μM濃度のar－RAで4811寺間

処理した細胞では網目状の線維の局在が変化し

核周囲に収束していた（Fig、5B）。高分r量の

68kDサイトケラチンに免疫反応する抗体は対

照培地で培養した細胞とごくわずかに反応した

が（Fig．5C），　aご一RA添加培地で培養した細胞

の核周囲の細胞質を明瞭に陽性に染め出した

（Fig．5D）。

6．RARの発現

　抗RARα抗体はほとんどのHSG－S　8細胞の

細胞質を陽性に染出し，aZ－RA処理によって細

胞質と一部の核の染色性が増加した（Fig。6A，

B）。一・方，非処理のHSG－S　8細胞の細胞質は抗

RARγ抗体に弱陽性に染まったが，　aZ－RA処理

細胞ではその染色性は消失した（Fig。6c，　D）。

7．RT－PCRによるRARαとγの発現

　RARαはa彦一RA処理24時間後のHSG－S　8細

胞に非処理細胞に比べて強いバンドがみられた

（Fig．7）。　RARγmRNA発現はa’－RA処理3

時間後で減少し24時間後には少し回復したが非

処理細胞のレベルには至らなかった。HSG－S　8

細胞のRARβの発現はみられなかった（data

not　shown）。
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8．RARαとRARγの選択的アゴニストが
HSG・S　8細胞の［3H］－thymidineの取り込みに

及ぼす作用

　RARαの選択的アゴニストRo40－6055（10－9M

～ 10－7M）はHSG－S　8細胞の［3H］－thymidine

の取り込みを用量依存的に阻害した。その活性

はaかRAのおよそ100倍であった（Fig．8）。

RARγの選択的アゴニストRo44－4753（10－9M

～ 10－8M）は［3H］－thymidine取り込みに全く

影響を与えなかったが，10『7Mの高濃度では

Ro40－6055と同程度の阻害作用を示した。

考 察

　今回の検索の結果，aτ・RAはHSG－S　8細胞

のC一卿c発現を減少させた。C－〃ZッCはV一卿C

癌遺伝子に対応する細胞性の相同遺伝子で，

c一勿ycの発現上昇は細胞の増殖開始に不可欠で

ある3）。ほとんどの場合，腫瘍細胞ではGO期

がないか，あってもきわめて短いが，その原因

は腫瘍細胞ではc一勿ycの発現が異常に高いこ

とによると考えられている3）。HSG－S　8細胞

は，ヒトの白血病細胞HL－6023）やマウスのテラ

トカルチノーマF924）と同様に，通常の状態で

c一物ycの発現が高く，常に細胞周期が回転して

いる状態にあるとみなされた。また，勿yc遺伝

子の発現が高い細胞では，RA処理による細胞

分化や増殖停止に先立ってc－〃2ycの発現が抑

制されると報告されている3）。HSG－S　8細胞で

も，同様の現象が起こり，フローサイトメト

リーの結果にみられたようにG1期に増殖停止

が起こり，S期への移行が妨げられたと考えら

れた。

　最近，RAは仇〃仇oで増殖抑制作用を示す

だけでなく，発生期における肢芽形成に関与す

る一群の細胞や25），正常培養細胞26），あるいは腫

瘍細胞27－28）にアポトーシスを起こすことが観察

されている。急性前骨髄球性白血病患者の白血

病細胞は投与されたaε一RAによって成熟した

好中球に分化誘導され，さらに好中球に分化成

熟した細胞はアポトーシスにより死滅し2729），

その後正常造血細胞が回復して患者は完全寛解
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に至ると考えられている。一方，同じ急性前骨

髄球性白血病細胞のHL－60は，　aτ一RAにより分

化成熟したが，アポトーシスを起さないと報告

されている3°）。TUNEL法でa’－RA処理した

HSG－S　8細胞を検討した著者らの結果では，

aτ・RA処理と非処理群との間にTUNEL陽性

細胞の出現頻度に有意差がみられなかった。こ

れらの結果は，RA処理によって分化誘導され

た細胞が終局的にアポトーシスに至るかどうか

は細胞の種類によって，あるいは細胞の培養環

境によって異なることを示唆している。

　RAはヒト皮膚の正常ケラチノサイトの終末

分化に伴うケラチン1（k1）の発現増加を阻

害する31）。一方，同じヒトケラチノサイトに対

して，RAは粘膜上皮に特異的に存在するk13

や単層上皮や重層扁平上皮の基底細胞に特異的

に存在する低分子量のk19の発現も増加させる

と報告されている31）。HSG細胞をRA処理した

場合32）や，HSGを5・アザシチジンで処理して

得られたサブクローンであるHSG－AZA　3をジ

ブチリルcAMPで処理した場合33）に，細胞内に

68kDサイトケラチンやインボルクリンがみら

れ，扁平上皮細胞としての性状があらわれた。

HSG－S　8細胞に対するRAの効果はHSG細胞

に対すると同様に68kDサイトケラチンの発現

が増加し非角化性上皮のマーカーとなる低分子

量のサイトケラチンが減少するものであった。

すなわち，RAは単層上皮性の唾液腺上皮細胞

に対して，高分子量のケラチンの発現を誘導

し，扁平上皮化生をもたらしたと推察された。

　本研究でHSG－S　8細胞はRARαとγを発現

していることが明らかになった。親株である

HSG細胞はRARαとγ34），　RXRαとβ35）を発現

し，RARはRXRとヘテロニ量体形成を行い

DNAのレチノイン酸レスポンスエレメントと

結合し，RAの転写を制御していることが明ら

かにされている36）。RAの様々な生物学的活性

はRARの局在性7）から，それぞれ特異的なレ

セプターを介して行われていると推察される

が，各レセプターがRAのどのような活性に関

与するかについての報告は著者らが渉猟する限
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り少ない37）。そこで本研究ではRARαとRARγ

のアゴニストを用いた実験を行った。その結

果，aヂRAの増殖阻害作用はRARαを介して

いることが示唆された。また，ヒトの神経芽細

胞株で，RA処理による細胞増殖阻害に伴い，

RARαとRARβがup－regulationされるとい

う報告がある37）。HSG－S　8細胞においても，　RA

によって細胞増殖が阻害され，一方でRARα

の発現増加がみられた。RAによる増殖阻害作

用は一般的にRARαを介している可能性があ

る。

　RARγについては発生期の肢芽形成におい

て軟骨形成に関与すると報告されている38）。ま

た，RARγノックアウトマウスでは高頻度に骨

格形成異常がみられている39）。今回の実験結果

では，RARγのアゴニスト（Ro44－4753）には10

nM濃度以下ではHSG・S　8細胞の増殖に対す

る作用が全くみられなかったので，aZ－RAの増

殖阻害にRARγの関与はないと思われた。し

かし，一方でRT・PCRの結果はRA処理後3

時間でRARγmRNAの発現減少を示してお

り，RAはRARγを介して増殖阻害以外の何ら

かの作用を細胞に及ぼしている可能性が推察さ

れた。それがどのような作用なのかにっいては

今後の検索で明らかにする必要がある。RAの

多彩な作用とそれぞれに関与するRARに関す

る研究は，さらにデータを蓄積することによっ

て，RAの多様な作用の機序の解明に役立っと

考えられる。

結 論

　All一τwαηsレチノイン酸（aZ－RA）はHSG－S　8

細胞のc一勿yc　mRNAの発現を減少させ，　G　1

期からS期への移行を阻害することで増殖を

抑制した。TUNEL染色による検討の結果，ア

ポトーシスに基づく増殖阻害ではなかった。

HSG－S　8細胞はRARαとγを発現し，　RARβ

を発現していなかった。レチノイン酸レセプ

ター（RAR）のアゴニストを用いて検討した結

果，aかRAの増殖阻害作用には少なくとも

RARαが関与していることが示唆された。

Aτ一RAはHSG・S　8細胞に68kDサイトケラチ

ンの発現を増強させ扁平上皮化を促した。
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