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　Abst品ct：Retinoic　acid（RA）regulates　the　growth　of　human　salivary　gland　adenocarcinoma

cell　line（HSG），through　mediation　of　a　retinoic　acid　receptor（RAR）expressed　in　the　nuclei　of　HSG

cells．　In　the　process　of　induction　of　biological　effects　of　RAR，　the　binding　of　RAR　to　a　retinoic　acid

response　element（RARE）on　the　promoter　of　the　target　gene　is　essential．

　In　this　study，　we　first　examined　the　DNA　binding　properties　of　the仇砿π）－transcribed　and

－translated　human　RARαand　RXRα，retinoid　X　receptorα／9－cis　RARα，using　a　gel－mobility’

shift　assay．　Then，　the　DNA　binding　ability　of　the　nuclear　extract　of　HSG　cells　was　investigated仇

吻π）to　examine　whether　RAR　expressed　in　HSG　cells　has　a　biological　function．

　1力勿彦π）－translated　RARαor　RXRαdid　not　bind　to［γ一32P］ATP－labeledβRARE，　a　naturally

occurring　RARE　found　on　the　5’－promoter　of　RARβ．However，　RARαbound　to［32P］βRARE　in　the

presence　of　RXRα，suggesting　that　RARαrequires　RXRαas　a　coregulator　when　it　binds　to

βRARE．　The　binding　was　competed　by　an　excess　amount　of　unlabeledβRARE　but　not　by　a

glucocorticoid　response　element（GRE），　indicating　that　the　binding　was　specific．

　On　the　contrary，　the　nuclear　extract　of　HSG　cells　bound　to［32P］βRARE　by　itself，　and　the　binding

was　found　to　be　specific　in　competition　analysis　using　an　excess　amount　of　unlabeledβRARE　and

GRE．　When　the　anlount　of　the　nuclear　extract　used　for　the　binding　was　increased，　the　band　was

broadened，　indicating　the　heterogeneity　of　the　binding．

　These　findings　suggest　that　the　nuclear　extract　of　HSG　cells　contain　molecules　belonging　to　the

RXR　family，　and　these　molecules　cooperate　with　RAR　of　HSG　cells　in　the　process　of

transactivations　which　induce　various　biological　functions　of　RAR．

　Key　words：retinoic　acid　receptor／retinoic　acid　response　element／retinoid　X　receptor／human

salivary　gland　cell　line

緒 言

　　近年，．レチノイン酸（retinoic　acid，　RA）の

細胞の増殖と分化に及ぼす広範な作用1－4）が注

目されている。特に歯胚や顎などロ腔領域を含

あた顔面の形態形成におけるその特異的作用5）

には興味が持たれ，ホメオボックス遺伝子との

関連6）からも，RAによる転写調節に関する報
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retinoic　acid　response　element．
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告は増えつつある。しかしながら，現在なお

RAの作用機序に関する分子レベルでの解明に

は至っていない。RAはレチノイン酸レセプ

ター（retinoic　acid　receptor，　RAR）7－9）を介し

て作用する。RARはステロイド・サイロイド

レセプタースーパーファミリーに属し，核内レ

セプターとして多くの標的遺伝子の転写を調節

するが1°－14），この転写調節に関する研究はここ

数年画期的な飛躍をとげた15－1了）。

　これまでに，仇〃πmにおけるRARの転写

誘導にはHeLa細胞の抽出物などの外来性の

因子が必要である1ぴ18）ことが知られていたが，

この因子の本体については不明であった。一

方，1990年にEvansらのグループによりRAR

と相同性を有しているがそのリガンドが異なる

レチノイドXレセプター（retinoid　X　receptor，

RXR）がクローニングされ19），その後all・trans

RAの立体異性体である9・cisRAがRxRに対

する特異的なリガンドXであることが1992年

に明らかになった2α20）。そのためにRXRは，現

在9－cisRARとも呼ばれている。ところが，

1991年末から1992年にかけて，このRXRが

RARとヘテロダイマーを形成し標的遺伝子プ

ロモーター上にあるレチノイン酸レスポンスエ

レメント　（retinoic　acid　response　element，

RARE）からの転写を促進させるということ

が，Rosenfeldら22），続いてChambonら23），

Evansら24）のグループにより次々に報告された

ことから，前述した仇仇〃oにおけるRARの

転写誘導に関与する外来性の因子がRXRであ

ることが判明した。かくしてRXRの生理作用

についても徐々に解明されつっある。

　一方，私共はこれまでにヒト顎下腺由来腺癌

細胞株　（human　salivary　gland　adenocar－

cinoma　cell　line，　HSG）を用いてその増殖と分

化について検索してきた25－28）。HSG細胞は多く

の分化誘導剤に応答し，異なったタイプの細胞

へと分化誘導されるいわゆる多分化能を持った

細胞29－32）で，口腔癌の分化誘導療法を確立して

いく際のモデル系として非常に有用な細胞であ

る。
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　HSG細胞を生理濃度（10－L10－1°M）のRA

で処理すると細胞の増殖は濃度依存的に抑制さ

れる29）が，この作用はRARを介するものと思

われる。事実，私共はHSG細胞核中にRARが

存在することを見いだし，これまでにその性状

等について報告してきた33）。

　そこで本研究では，仇θ伽oの転写ならびに

翻訳系を用いてヒトRARαとRXRαを合成

し，これらレセプターとRAREとの結合を“ゲ

ル易動度シフト法”34）により調べるとともに，

HSG細胞核とRAREとの結合にっいて検討し

た。またこれら結合バンドを比較することによ

り，HSG細胞核内におけるRXRファミリーの

発現について検索した。

材料および方法

1．培養細胞

　HSG細胞は白砂ら35）により，口腔底癌の治療

のため60Co照射を受けた50才男性の顎下腺よ

り樹立された株細胞である。当教室ではこの細

胞を，1986年に徳島大学歯学部第2口腔外科学

講座の佐藤光信教授より供与されて以来継代維

持している。

　HSG細胞の培養は，　L－glutamine　300mg／L，

Kanamysin　100㎎／Lおよび5％仔ウシ血清

（Gibco　BRL，　U．S．A）を含むEagle’s　MEM（日

水製薬）を用い，37℃，5％CO2存在下にて行っ

た。また，5日ごとにトリプシンーEDTA法に

より継代した27）。

2．HSG細胞の核抽出物の調製

　100－mmディッシュ（Nunc，　Denmark）に

2．5×106cells／dishとなるよう細胞を播種し

培養を行った。コンフレントに達した細胞を，

細胞湿重量の5倍容の緩衝液［10mM
Tris－HCI（pH　7．4），1Mhexylene　glycol，0．5

mM　MgC12，1mM　EGTA，2mM　leupeptin，

0．0ユ％aprotinin］中で25ゲージのシリンジを

用いてホモジナイズした。ホモジネートを

1，000×gにて10分間遠心し，得られた沈殿物

は再び同緩衝液にて洗浄し，沈渣すなわち粗核

を得た。粗核は，初めに用いた細胞湿重量の2
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倍容（200－300μ1）の核抽出用緩衝液［50

mM　Tris－HCI（pH　7．4），1．5　mM　EDTA，1

mM　DTT，10％glycerol（TEDG），0．3　M

KCI，2mM　leupeptin，0．01％aprotinin］中

にて0℃，30分抽出した。抽出物を15，000×g

にて60分遠心後，上清を集あこれをHSG核抽

出物とした。得られたHSG核抽出物は，以下

に述べる“ゲル易動度シフト法”によるレスポ

ンスエレメントとの結合解析に用いた。

3．勿〃仇o翻訳RARαならびにRXRαの調
製

　ヒトRARαならびにRXRαの全長をコー

ドするcDNAをpGEM・3ならびにpBlue－
scriptに組み込んだプラスミドベクター2236）

（カリフォルニア大サンジエゴ校，Dr．　C．　K．

Glassより供与）を各々特異的な制限酵素で切

断後，2，000units／mL　RNasin（RNase
inhibitoγ，　Promega，　U．S．A）の存在下で，　NTP

混合液（Pharmacia，　Sweden）とT7RNAポ

リメラーゼ（宝酒造）を用いて仇砿π）におい

て転写を行いそれぞれのRNAを合成した。っ

ついて，各種アミノ酸の存在下でウサギ網状赤

血球（Promega，　U．S．A．）の系を用いたiη砿m

における翻訳を行い，RARαならびにRXRα

タンパクを合成した。合成したタンパクはただ

ちに前述のHSG核抽出物の場合と同様にレス

ポンスエレメントとの結合解析に用いた。

　一方，仇〃仇o翻訳タンパクの分子量を解析

する実験においては，methionineのかわりに

［35S］methionine（39．18　TBq／mmol，　ICN，　U．

S．A．）を含む各種アミノ酸の存在下にて翻訳を

行った。得られたRARαならびにRXRα各々

2μ1に等量のsodium　dodecyl　sulfate（SDS）－

sample　buffer［0．25　M　Tris－HCI（pH　6．8），

4％　SDS，　10％　2－mercaptoethanol，　20％

glycerol］を添加し，100℃5分間の加熱による

可溶化ならびにSDS化後SDSポリアクリルア

ミドゲル電気泳動（SDS・PAGE）を行った。

20mA定電流にて1．5時間泳動を行った後，ゲル

を乾燥させフルオログラフィーによりタンパク

を検出した34）。SDS－PAGEの分子量マーカーに
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は以下に記載する［14C］’標識レインボーマー

カー（Amersham，　U．K．）を用いた。［myosin

（200K），　phosphorylase　b（97．5　K），　BSA（69

K），ovalbumin（46　K），　carbonic　anhydorase

（30K），　trypsin　inhibitor（21．5　K），　lysozyme

（14．3K）］

4．ゲル易動度シフト法によるRAREとの結

合の解析

　レチノイン酸レセプターβ遺伝子（RARβ）

の5’上流プロモーターに存在するRARE，す

なわちβRAREを含む前後27個のセンス

（5’・aaggggatcGGGTAGGGTTCACCGAAA

GTTCACTCG－3’）ならびにアンチセンス

（5’－aggaagatctCGACTGAACTTTCGGTG
AACCCTACCC・3’）オリゴヌクレオチド鎖18）

を合成した。合成した両鎖DNAは，48％urea

（BRL，　U．S．A）を含む12．5％ポリアクリルアミ

ドゲルを用いて精製を行った。両鎖をアニール

後，［γ・32P］ATP（222　TBq／mmol，　NEN，　U．S．

A．）で末端標識し，これをプローブとして以下

の結合実験に用いた。前述2および3で調製した

タンパクRARα（2μ1），　RXRα（5μ1）なら

びにHSG核抽出物（2－8μ1）を，10　mM　Tris－

HCI（pH　8．0），0．1％NP－40，6％glycerol，1

mM　DTT，　1μg　polydeoxyinosine－poly－

deoxycytosine中で1ngの　［γ一32P］ATP・標識

プローブ（105cpm）と0℃，30分間インキュ

ベートし結合させた（総容量20μ1）。結合後た

だちにDNA一タンパク複合体（5μ1）を4％ポ

リアクリルアミドゲルに重層し，×0．5TBE

［×1TBE＝90　mM　Tris・HCI（pH　8．0），90

mM　boric　acid，2mM　EDTA］中にて，150

V，1．5時間電気泳動を行った。プローブとの結

合バンドを検出するために，泳動終了後のゲル

を乾燥させ，X線フィルムを重ねて一80℃に

て14－18時間感光させた。なお結合の特異性

は以下のごとく検討した。すなわち，［32P］一標識

βRAREに過剰量（50倍一200倍）の非標識

βRARE，あるいはグルココルチコイドレスポ

ンスエレメント　（glucocorticoid　response

element，　GRE）37）を加えた競合実験を行い，結
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合バンドの消失の有無を調べた。

5．イムノブロット法

　前述2で調製したHSG細胞の核抽出物（5

μ1）に等量のSDS’sample　bufferを添加した。

100°C5分間加熱し口∫溶化ならびにSDS化後，

レインボーマーカーとともにSDS－PAGEを

行った。ゲルは10％アクリルアミドゲルを用

い，12mA定電流下で1．5時間泳動した。泳動終

了後，ゲル上のタンパクはClear　Blot

Membrane－p（アトー）に8Vの低電圧にて1．5

時間電気泳動的にトランスファーした。っつい

て膜は5％dried　milk，0．1％Tween・20を含む

Tris　buffered　saline［20　mM　Tris－HCI（pH

7．6），137mM　NaCl］（TBS）中に4℃一晩静置

しブロッキングを行った。ブロッキング終了

後，膜を0．4％ゼラチンーTBSにて200倍に希

釈した抗RARαならびに抗RXRα抗体と0℃

1時間インキュベートした。2次抗体以降の一

連の操作にはBlotting　detection　kit
（Amersham，　U．　K．）を用い，アビジンービオチ

ンアルカリフォスファターゼ法によりRARα

ならびにRXRαを検出した。

結 果

1．iη仇zτo翻訳RARαならびにRXRαと

βRAREとの結合

　はじめに，［話S］methionineを用いて仇〃仇o

翻訳させたRARαならびにRXRαの
SDS－PAGE解析を行い，マーカーの易動度を

もとに分子量を調べた（Fig．1）。フルオログラ

フィー24時間により，両レセプターはほぼ同

じ位置にシングルバンドとして得られた

（lanes　1，2）が，バンドの強度が強く，位置す

なわち分子量の正確な判定が困難であった。そ

こで感光時間を6時間と短くしたところ，

RARα，　RXRαともに54キロダルトン（K）に

シングルバンドが得られた（lanes　3，4）。また，

RARαのバンドの強度がRXRαのバンドに較

べ著しく強いことから，RARαの翻訳効率が

RXRαの翻訳効率に較べ高いことが明らかと

なった。RARαならびにRXRαそれぞれの

　K
200へ
97．5－

　69一　栢騨

46一嫌

30一　聯
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RARαRXRαRARαRXRα
1　　2　　3

→

蕊墨
願

4

　　　　L＿＿＿」L＿＿」
exposure　　　　　　24　h　　　　　　　　6　h

一 54K

Fig．1　SDS－PAGE　analysis　of　iη疵’γo・translated

　　　RARαand　RXRα．
　　　Aplasmid　pGEM－3　containing　L4　kb・
　　　RARαcDNA　or　pBluescript　containing
　　　l．6kb・RXRα　cDNA　was　restricted　by
　　　Sal　I　or　Xho　I，respectively．　Template

　　　DNA　（5μg）　was　precipitated　with
　　　absolute　ethanol，　suspended　in　sterilized

　　　DEPC　water，　and　transcribed　in　the
　　　presence　of［35Sコmethionine　using　T7RNA

　　　polymelase勿〃協o．　After　transcription，

　　　RNA　was　precipitated　with　ethanol，
　　　suspended　in　sterilized　DEPC　water，　and

　　　translated　using　a　rabbit　reticulocyte

　　　lysate　translation　system（Promega）as
　　　described　by　the　supplier．　An　aliquot

　　　（2μ1）　of　the仇疵Zγo－translated　RARα

　　　or　RXRα　was　mixed　with　an　equal
　　　volume　of　SDS－sample　buffer　and
　　　applied　to　SDS－PAGE　ge1（10％）．　After

　　　electrophoresis，　the　gel　was　treated　with

　　　Amplify（Amersham，　U．　K．），　and　dried．

　　　Fluorography　was　performed　at－80℃
　　　using　Fuji　RX　X－ray　film．　Exposure　time

　　　was　240r　6　h．

　　　Marker　proteins；myosin（200K），　phos－
　　　phorylase　b　（97．5K），　BSA　（69K），　ov－

　　　albumin（46K）and　carbonic　anhydrase
　　　（30K）were　applied　on　the　same　gel．

cDNA配列から推定される翻訳RARα（462

アミノ酸）ならびにRXRα（462アミノ酸）の

分子量はともに54Kであり，本実験結果はこ

れに一致した。従って，翻訳RARαならびに

RXRαはいずれも無傷であることが示された。

　そこで次に，これら翻訳RARαならびに

RXRαとプローブβRAREとの結合について
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ゲル易動度シフト解析により検討した。ゲル易

動度シフト法において，プローブDNAとタン

パクが結合しDNA一タンパク複合体を形成す

ると，分子量は大きくなり，ゲル上での易動度

はプローブのみに較べ小さくなるためバンドは

上に認められる。iη砿wo翻訳RARαならびに

RXRαをそれぞれ単独に，あるいは両者共存

下にて放射性標識プローブ［32P］βRAREと結

合後，非変性ポリアクリルアミドゲル（4％）に

て電気泳動を行い，オートラジオグラフィーに

よりシフトした結合バンドを検出した
　（Fig．2A）。　RARαならびにRXRαの対照と

して用いたウサギ網状赤血球（A，lane　2）は，

プローブのみの場合（A，Iane　1）と同様に，プ

ローブとの結合を示すシフトしたバンドは認め

られなかった。また，RARαならびにRXRα

それぞれ単独では［32P］βRAREとの結合は認

められなかった（A，lane　3，4）。一方，　RAR・

αとRXRαの共存下においてシフトしたバン

ドが出現した（A，lane　5）。この結果，すなわ

ちRARαによるβRAREの認識にRXRαの
存在を必要とするという知見は，βRARE上で

のRARα一RXRαヘテロダイマーの形成を示

唆するものである。

　っぎに，前述したRARα，　RXRα共存下で

出現する［32P］βRAREとの結合バンドの結合

特異性を，過剰量の競合DNAを用いて検討し

た（Fig．2B）。競合DNAには標識プローブと

同じβRARE，ならびにGREを用いた。ちな

みに，グルココルチコイドレセプター（GR）に

より特異的に認識されGREのコンセンサス配

列はAGAACAであり，　RARにより特異的に

認識されるRAREのコンセンサス配列
AGGTCAとは異なる38）。競合実験の結果，

RARα，　RXRα共存下に出現する［32P］’

βRAREとの結合バンド（B，　lane　1）は標識

プローブの50倍一200倍過剰の非標識
βRARE存在下においていずれも消失した（B，

lanes　2－4）が，　GREでは消失しなかった

（B，lanes　5－7）。この結果から，翻訳レセプ

ターと　［32P］βRAREとの結合は特異的である

A

12345
　　●　　　　　●

B
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1234567
　　●

●　● ●●匂

Receptor
　RARα　　　　　　　　　　一　　一　　十　　一　　十　　　　　十　　十　　十　　＋　　＋　　十　　十

　RXRα　　　　　　一　一　一　十　十　　　十　十　十　十　十　十　＋
Competitor　（fold）

　βRARE　　　　　　　　　　　　　　　　－　50100200　－　一　一
　GRE　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　一　　．　　・　50　100200

Fig．2　Bindings　of沈　涯rγo－translated　RARα

　　　and　RXRαto［32P］βRARE．

　　　A：Ge1－mobility－shift　assay　was　carried

　　　out　using仇碗τo－translated　human　RAR一

　　　α　（2μD，RXRα　（5μ1）　and　［γ一32P｝

　　　labeled　βRARE（l　ng）．∫η斑’ro　transla－

　　　tion　was　carried　out　as　described　in　the

　　　legend　of　Fig．1，　except　for　the　use　of

　　　unlabeled　methionine　instead　of［35S］－

　　　methionine．

　　　B：RARα　and　RXRα　were　incubated
　　　with　［32P］βRARE　in　the　absence　or

　　　presence　of　an　excess　amount（50，100，

　　　200ng）of　unlabeledβRARE　or　gluco・
　　　corticoid　response　element（GRE）。　RAR一

　　　α　and／or　RXRα　were　incubated　with
　　　［32P］βRARE（l　ng）at　O℃for　30　min　in

　　　the　presence　of　O．1　M　KCI．

　　　The　mixture　was　applied　to　4％poly－

　　　acrylamide　gel　and　electrophoresed　at
　　　l50　V　for　1．5　h．　The　gels　were　dried　and

　　　exposed　to　Fuji　RX　X－ray　film　at－80℃

　　　for　16h．　The　sense　and　antisense　strands

　　　of　the　βRARE　probe　consisted　of　seq－

　　　uences　5’－aaggggatccGGGTAGGGTTCAC
　　　CGAAAGTTCACTCG－3’and　5’－aggaagat

　　　ctCGAGTGAACTTTCGGTGAACCCTAC
　　　CC－3’，　respectively．

ことが示された。

2．HSG核抽出物とβRAREとの結合

　HSG細胞で発現しているRARは，増殖抑制

など生理機能発現を誘導する際の第一段階とし

て，核内における標的遺伝子のプロモーターあ

るいはエンハンサー領域に存在するRAREと

の結合が必須である。そこではじめに，本細胞

のRARが生理活性を有するか否かを［32P］一
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βRAREとの結合実験により検討した。　RAR

含有画分として調製したHSGの0．3MKC1抽

出物各2，4，8μ1を［32P］βRAREと結合

後，ゲル易動度シフト解析を行った（Fig．3A）。

HSG核抽出物は単独，すなわち外来性の因子

なしで［32P］βRAREと結合した。核抽出物

2μ1を使用した場合の結合は弱かった（A，

lane　4）が，核抽出物の増量にともない結合バ

ンドは増強された（A，Ianes　5，6）。また，対

照として用いた翻訳RAR・RXRの［32P］・

βRAREとの結合バンド（A，　lanes　2，3）と

比較すると，核抽出物2μ1で認められるメイ

ンバンドは若干下に位置し（A，lane　4），結合

物の分子量が異なることが示唆された。核抽出

物の量を増加した際に認められるバンドは，

2μ1でみられたメインバンドを中心に上下に

長くなり（A，lanes　5，6）その正確な位置の

判定は困難となった。この結果はHSG核抽出

物とβRAREとの複合体のheterogeneityを

推測させるものである。

　続いて，結合の特異性を調べるために過剰量

の非標識RAREならびにGREによる競合実
験を行った（Fig．3B）。この結果，　HSG核抽出

物と　［32P］βRAREとの結合バンド（B，1ane

1）は，過剰量のβRAREの存在下で消失した

（B，lanes　2－4）が，　GREでは消失しなかっ

た（B，lane　5－7）。従ってHSG核抽出物と

プローブとの結合は特異的であることが示され

た。

3．HSG細胞におけるRXRα発現のイムノブ

ロット法による検討

　多くの正常細胞でRXRαの発現が認あられ

ている19）が，HSG細胞におけるRXRαの発現

についての検討はこれまでなされていない。そ

こで特異抗体を用いたイムノブロット法により

HSG細胞核内におけるRXRαの発現について

検討した。核内レセプターであるRXRは

RARと同様に細胞の核内に局在するが，仇

〃‘’γoでは高イオン強度，たとえば0．3－0．4M

KCIなどでRARとともに核から抽出されるこ

とが明らかとなっている33）。そこで，HSG細胞

A
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B

123456　1234567
●

1！、（μD　：；巴！

Competitor　（fold）

　βRARE
　GRE

5　5　5　5　5　5　5

：竺1‥島lc〔

Fig．3　Bindings　of　the　nuclear　extract　of　HSG

　　　cells　to［32P］βRARE．

　　　A：Ge1－mobility－shift　assay　was　carried

　　　out　using　the　nuclear　extract　of　HSG
　　　cells　and［32P］βRARE．　The　nuclei　were

　　　prepared　from　107　HSG　cells　and
　　　extracted　using　200μ10f　O．3　M　KCl　in

　　　TEDG　buffer．　Aliquots（2，4，8μ1）were

　　　incubated　with［32P］βRARE　at　O℃for　30

　　　min　in　the　presence　of　KC［at　final
　　　concentration　OユM．　Lanes　2　and　3　show

　　　the　band　of　RARα一RXRα　bound［32P］一

　　　βRARE　for　comparison　with　that　of　the

　　　nUCIear　eXtraCt．

　　　B　：The　nuclear　extract　wlas　incubated

　　　with［32P］βRARE（l　ng）in　the　absence

　　　or　presence　of　an　excess　amount（50，

　　　100，200ng）of　unlabeled　βRARE　or
　　　GRE、
　　　Details　are　described　in　the　legend　of

　　　Fig．2．　Exposure　time　was　16　h．

の0．3MKC1核抽出物についてSDS・PAGEを

行い抗RXRα抗体による検出を試みた。その

結果，RXRαの存在を示す54　K付近のバンド

は認められなかった（Fig．4）。一方，　RARαの

特異抗体を用いると，54K付近にRARαのバ

ンドが認められた。イムノブロットの条件を緩

和させRXRαの検出をさらに試みたが，　RXR

αのプロットは得られなかった（データは示さ

ない）。



岩医大歯誌　19：19－29，1994

Antibody RARαRXRα
縣　　　　q
懲

54K一

一 97．5

一 69

＿
46

一 30

　21．5

－ 14．3

Fig．4　1mmunoblotting　analysis　of　the　nuclear

　　　extract．
　　　Aliquots（2．5μD　of　the　nuclear　extract

　　　of　HSG　cells　were　run　on　the　SDS－
　　　polyacrylamide　gel（10％）．　Immunoblott－

　　　ing　analysis　was　performed　using　the

　　　specific　antibody　for　the　C－terminal
　　　peptide（17　amino　acids）of　RARα　or

　　　the　bacterially　expressed　DNA　binding
　　　domain　of　RXRα．Detection　was　carried
　　　out　　by　　　the　　avidine－biotin－alkaline

　　　phosphatase　method　as　described　in
　　　Materials　and　Methods．　The　molecular

　　　weight　markers　used　were　myosin
　　　（200K），　phosphorylase　b　（97．5K），　BSA

　　　（69K），　ovalbumin　（46K），　carbonic
　　　anhydrase　　（30K），　trypsin　　inhibitor

　　　（21．5K）and　lysozyme（14．3K）．

考 察

　これまでにRARにはα，β，γのサブタイ

プが存在することが報告されている8・39－41）。私共

はHSG細胞にはRARα33）ならびにγ（未発

表）遺伝子が発現していることを，mRNAなら

びにタンパクレベルで見い出した。皮膚や骨に

特異的に発現されるRARγ40－42）と異なり，

RARαは小腸，下垂体，海馬，眼，子宮，前立

腺などを含む生体内の多くの組織に発現が認め

られ，その作用は多岐にわたっている8・ω。ま

た，RARαは細胞の成長，増殖，分化といった
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基本的な機能にかかわる転写制御因子とも考え

られる。本研究ではHSG細胞に発現するRARα

がHSG細胞の増殖や分化をいかに制御する

か，すなわちRARαによる標的遺伝子の転写

制御機構の解明を目的とし，HSG細胞のRAR

を含む核抽出物とβRAREとの結合の解析を

試みた。HSG細胞のRARとβRAREとの結

合を検索する際，比較のために翻訳RARや

RXRのような純化されたレセプターを用いて

βRAREとの結合を調べることは重要であり，

結合様式の違いなど多くの情報を提供する。ま

た，RARのRAREとの結合様式に関しては，

この数年RXRとのヘテロダイマー形成の必要

性が提唱されている22－2438・43－45）が，ホモダイマー

すなわちRAR単独でもRAREに結合すると
の報告もあり46）現在でも議論が多い。そこで本

実験ではまず，iη〃i〃oで翻訳したRARαによ

る，特異的レスポンスエレメントであるRARE

の認識を翻訳RXRα共存，非共存下にて検索

した。この結果，RARαは単独ではβRARE

を認識できず，RXRα共存下でのみβRARE

を認識することが明らかとなった（Fig．2A）。

これはYuらの報告22）と一致するものである。

一方，HSG核抽出物とβRAREとの結合を調

べた結果，HSG核抽出物が単独でβRAREと

結合することが明らかとなった（Fig．3A）。こ

の結果と，RARαは単独ではβRAREを認識

できないという結果（Fig．2A）から，　HSG核

抽出物画分中にRARのRAREとの結合を増
強する因子が存在することが強く示唆された。

実際，HSG核抽出物とβRAREとの結合バン

ドの位置がRAR・RXRとβRAREとの結合
バンドの位置とは異なる　（Fig．3A）ことによ

り，HSG核抽出物中にはRXRαとは異なる

RXR様因子の存在が予想された。さらに，核

抽出物画分の量を増量した際に認められる結合

バンドのheterogeneity（Fig．3A）から，　RAR

と相互作用するRXR様因子には数種類存在す

る可能性が考えられた。

　RXRにはRARと同様にサブタイプが存在

することが報告されている。これまでにヒトで
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はRXRα19）とβ22’47）がクローニングされている

が，その中でもRXRαは生体内の多くの組織

でその発現が認められている19）。そこで本実験

では，イムノブロット法によるHSG核抽出物

中のRXRαの発現を検討したが，　RXRαは検

出されなかった（Fig．4）。この結果は，　HSG細

胞中にRXRαが発現していないかあるいは発

現レベルが非常に低いこと，また，膜にトラン

スファーされたRXRαのエピトープが抗体と

結合できないことなどを示唆するものである。

今後，サザンプロットやノザンプロット法など

によるDNAやmRNAレベルでの詳細な検討

が必要である。また，HSG細胞の核内に存在の

予想されるRXRα以外のRXR様因子に関し

ては，それらがこれまでに報告されている

RXRβやγであるか，あるいは全く新しいタ

イプのRXRファミリーに属する分子であるか

は不明であり，これを明確にするにはクローニ

ングが必要とされる。

　現在，私共はRXRαのDNA結合領域を含

む約400bpをはさむ上流ならびに下流プライ

マーを作成し，これを用いてHSG細胞の

cDNAからRXR様分子のクローニングを試み

ているが，今後，顎下腺に特異的なRXRファ

ミリーを解明できれば，顎下腺細胞における分

化誘導の詳細をRXRとの関連から明らかにし

ていくことが可能となる。現在，乳ガンの治療

において抗エストロゲン治療を行う際に，エス

トロゲンレセプター存在の有無が治療の有効性

を予想する指標となっているが，これと同様

に，臨床において，顎下腺癌患者のRXR発現

レベルを調べることは，これら癌患者へのRA

による分化誘導療法を有効に行う際の何らかの

指標となることが期待できる。

　本研究において，HSG細胞の核内RARは

‘η嘘mにおいてRAREと結合することから，

細胞内においても生理活性を担っていることが

強く示唆された。RARのRAREとの結合にっ

つくRNAポリメラーゼHによる転写活性誘導

には，さらにTF　H　Dなどの，　core　promoter

を構成する基本転写因子群との相互作用が必要
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であり，この点に関しては，今後の検討課題と

考える。

結 論

　ヒト顎下腺由来腺癌細胞株（HSG）の核内に

発現するレチノイン酸レセプター（RAR）を含

む核抽出物と［32P］一標識レチノイン酸レスポン

スエレメント（βRARE）との結合を，仇砿m

翻訳ヒトRARαならびにRXRαを対照とし

て比較検討し以下の知見を得た。

1．　仇　θ‘〃o翻訳RARαは単独では　［32P］一

βRAREと結合しないが，　RXRαの共存下に

てこれと特異的に結合することから，［32P］一

βRARE上でのRAR・RXRヘテロダイマー
の形成が示唆された。

2．HSG核抽出物は単独で［32P］βRAREと特

異的に結合した。

3．HSG核抽出物と［32P］βRAREとの主とな

る結合バンドの位置はRARα・RXRαと
［32P］βRAREとの結合バンドの位置とは異

なった。

4．HSG核抽出物を増量すると結合バンドは

上下に広がることから，核抽出物一［32P］・

βRARE複合体のheterogeneityが示唆され
た。

　以上の結果から，HSG細胞のRARは標的遺

伝子プロモーター上のRAREと結合し生理作

用を発揮すること，またHSG細胞の核内には

数種類のRXRファミリーが発現し，これらが

共同因子としてRARのRAREとの結合に関
与することが示唆された。
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