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Abstract 

We have been investigating the effective uses of prevention and treatment of life style-related disease by 

nicotinic acid and its related compounds. We investigated differentiation-inducing abilities of 23 nicotinic 

acid-related compounds in two human leukemia cell lines. In this study, We used human myeroidleukemia 

cells, HL-60 and human erythroleukemia cells, K562. As the results, differentiation to granulocyte -like 

cells was induced by nicotinamide, nicotinamide N-oxide, and isonicotinic acid in HL-60 cells. In K562 

cells, differentiation to erythroid-like cells was induced by nicotinic acid and isonicotinic acid. 
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はじめに

水溶性ビタミン B群に属するニコチン酸， 一

コチンアミドは，その欠乏症であるペラグラの予

防因子として同定され，様々な研究が展開されて

きた。主にその機能としては，ニコチン酸，ニコ

チンアミドを前駆体とし，生体内で各合成経路を

経て， NAD  (nicotinamide adenine dinucleotide) 

が合成され，酸化還元酵素の補酵素として，エネ

ルギー獲得に重要な役割を果たすことは，一般的

によく知られている。しかしながら， ADP－リボ

シル化に代表されるように， NADを基質とする

種々の反応が見いだされつつある 1）。近年では，

ジーンサイレンシングを始めとする遺伝子発現制

御に関与するとされ，また糖尿病やアルツハイマー
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病の発症に関与するとされる， Sirtuinシリーズ

の発見1），細胞内カルシウムイオンの濃度調節

に関与するとされる因子の一つ，サイクリック

ADP－リボースの合成酵素である， ヒト表面抗原

CD  38に関しては，精神活動への影響についても

報告がなされへ生命現象の根幹に関与する重要

な現象として，また疾病予防の観点からも注目さ

れている。以上のように，特にニコチンアミドは，

従来のビタミンという単なる栄養素という枠組み

を超えて，種々の生命現象における重要な制御因

子として，その役割の一面を担っている事が示唆

される研究報告が多々なされつつある。

一方，ニコチン酸およびニコチンアミドは，単

独でもしくは NADを介して，各種生物に対し様々

な薬理的作用を有することが報告されている。そ
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の中でも動物に対するニコチン酸の血清コレステ

ロール低下作用 3）は，特に知られており，ニコチ

ン酸またはその誘導体が血流促進，脂質代謝改善，

高脂血症や動脈硬化症の改善などの目的で，医薬

品としてすでに使われている。一方，同様に

NADの前駆体として機能するニコチンアミドに

は，そのような作用はないが，ラットにおいて，

ストレプトゾトシンやアロキサンにより誘発され

る糖尿病の予防効果や，一方で過剰摂取による成

長阻害が報告されている九また，それら関連化

合物についても，様々な薬理効果が報告されてい

る。例えば， ピコリン酸，ジピコリン酸，イソニ

コチンアミドは， ヒト白血病細胞 HL-60に対し

て，アポトーシス誘導作用を有する点ヘ結核の

治療薬として，古くから常用されてきた，イソニ

コチン酸ヒドラジドに関しては，各種活性酸素種

に対する消去活性を有していること 6）を，我々は

見出している。

我々はかねてより，このビタミンおよびその関

連化合物の重要性にいち早く着目し，主に新規生

理作用の検索，ならびに生活習慣病の予防や治療

を目的とした様々な研究を展開してきた。今回は，

その研究成果の中でも，特にヒト白血病細胞に対

する分化誘導効果に関する知見に焦点を絞り，今

後の展望について概説する。

実験方法

1 . ヒト白血病細胞の培養および分化誘導

ヒト前急性骨髄性白血病細胞 HL-60および，

ヒト慢性骨髄性白血病細胞 K562は， 5%ウシ胎

児血清（BioWest社）, 100 μ g/mlストレプトマ

イシン， 100U/mlペニシリン， 2mMグルタミ

ンを含有する RPMI1640 (Invitrogen Co.）中，

5%の終濃度となるように設定した C02インキュ

ベーターにて培養し，細胞密度が 5X 10 5 cells/ml 

以上にならないように維持した。また分化誘導に

関しては， HL-60および K562が l×105 cells/ml 

の細胞密度の状態にて，終濃度 10～25mMにな

るようにニコチン酸関連化合物を添加し，最大

72時間 C02インキュベーター中で培養した。な

お，陽性コントロールとして， HL-60の場合，

頼粒球様細胞への分化誘導は， all-trarル retinoic

acid (ATRA）を，マクロファージ様細胞への分

化誘導については，ホルボールエステル（TPA:

12司 0-tetradecanoヲ勾horbol-13-acetate) を， K562 

の場合，赤芽球系細胞への分化誘導剤として，酪

酸ナトリウムを用いて，同条件にて誘導を行った。

2. MTTアッセイによる細胞増殖への影響の解析

各種誘導処理において，分化誘導がなされてい

るかについて確認するために，その指標のひとつ

として，細胞の増殖抑制効果を目安とした。すな

わち，細胞を誘導処理した後， 5mg/ml MTT溶

液を培地量に対して， 1/10量添加し， 4時間培養

した後，さらに，イソプロパノールと塩酸からな

る細胞溶解液を培地量に対して等量添加し，細胞

増殖によって生成したホルマザンを可溶化した。

その後，マイクロプレートリーダーにて， 550nm

の吸光度を測定することにより，細胞増殖への影

響を解析した。

3. ギムザ染色法に基づく分化誘導の評価

誘導処理後の HL-60遠心回収し， PBS（ー）に

て洗浄後， 70%エタノールにて一晩固定した。そ

して，固定した細胞の懸濁液の一部をスライドガ

ラスにマウントした後，十分に風乾し標本を作製

した。さらに標本を，ギムザ染色試薬（ナカライ

テスク社）にて，室温 30分染色した後，洗浄，

風乾し，光学顕微鏡により核の形態を観察し，デ

ジタルカメラにて撮影した。

4. ヘモグロビンの定量

細胞を遠心で回収後，ペレットを観察し，その

変化をデジタルカメラで撮影した。その後，低張

処理により細胞を破砕したのち，分光光度計によ

り，ヘモグロビンの特徴的な吸収波長のひとつ，

413 nmの吸光度を測定し，非誘導処理の細胞サ

ンプルの吸光度を， 100とした場合で比較した。

結果と今後の展望

ヒト急性白血病細胞 HL-60は， ビタミン A関

連化合物である， all-transretinoic acid (ATRA) 

などにより頼粒球様細胞，活性型ビタミン Dな

どにより単球様細胞，発がんプロモーターの一つ

ホルボールエステルなどによりマクロファージ様

細胞へと，分化誘導能を有しているユニークな細
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胞株である九 特に， ATRAに関しては，急性前

骨髄性白血病の治療において，臨床現場で絶大な

効果を挙げていることが知 られているが，大きな

問題点として，再発率が高い点が挙げられる。そ

こで， 他に分化誘導効果のある化合物と併用する

ことで，分化誘導剤の全体的な濃度を下げるとい

う対応がなされている。

そこで，我々は，そのような候補が，ニコチン

酸，ニコチンアミドを始めとし，さらに 20数種

類におよぶ，それら関連化合物に存在しなL、かど

うか着目した。 その結果， 1~1 1 では，誘導処理に

伴う細胞増殖への影響を検討した結果である。細

胞分化に先立って，まず増殖抑制がかかることを

目安に，ニコチンアミドを始めとするいくつかの

候補を得た。増殖抑制の目安としては， 他の研究

を参考に，誘導処理していない増殖率を， 100%

とした場合，約 70%以下とした。ただ し，50%

を切ると，ほとんどの細胞が死滅していた。なお，

イソニコチン酸の場合，ほぼ 50%の増殖抑制を

示したが，我々の過去の検討において細胞が死滅

していない事を確認している九 さらに，図 2で

は，ギムザ染色を行い，核の形態を顕微鏡観察し

Control -
Nicotinamide N-oxide -

Trigonelline -
Nicotinic acid N-oxide -

Pyridine -
Nicotinic acid -

Cinchomeronic acid -
N'-Methylnicotinamide 

Dinicotinic acid -
Nicotinuric acid -
Quinolinic acid -
Nicotinamide -

lsocincho円ieronicacid -
Lutidi「iicacid -

lsonicotinic acid hydrazide 
Nicotinic acid hydrazide 

lsonicotinic acid -
Picolinamide -

3-Acetylpyridine -
6-Aminonicotinic acid 
トMethylnicotinamide

lsonicotinamide 
Picolinic acidーlレ

Dipcolinic acid 
6・Aminonicotinamide

。

た結果である。いずれも， ATRA処理の場合と

同様に，頼粒球様細胞への分化に特徴的な形態で

ある，核の多核化 （分葉化）が認められていた。

一方， HL-60がマクロファージ様に分化誘導す

る際に認められる特徴のひとつであるが，通常，

浮遊状態で増殖する HL-60が培養容器の底部に

付・着した状態を示すような化合物は認められなかっ

た。

ヒト慢性白血病細胞 K.562は，酪酸ナトリウ

ムやへミンなどで赤血球様細胞へ分化誘導をさせ

る事が可能であるために， グロビン土宣伝子の発現

解析において， 古 くから利用されてきた細胞株で

ある。

HL-60の場合と同様，まずは，増殖抑制を目

安にスクリーニングを行った結果，今回検討した

化合物においては， HL-60の場合とは傾向が異

なり，ニコチン酸とイソニコチン酸において増殖

抑制が認められ， 誘導処理により赤血球様細胞の

分化の特徴である細胞が赤みを帯びてくるととも

に，ヘモグロビンの合成の上昇も認められた。 し

かしながら，ニコチンアミドに関しては，増殖抑

制効果は認められたものの，そのような作用はな
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図 1.第 l次スク リーニング ：MTTアッセイ法による細胞増殖抑制効果の検討

ヒト白JfJL病知IJJ包HL-60をニコチン酸関連化合物終泌度 IOmMにて処理した後， MTTアッセイにて細川抱増殖へ

の）j~~！目を検討した。
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図2. ギムザ染色法による分化誘導能を有するニコチン酸関連化合物の検索

ヒト白血病細胞 HL60を各化合物終濃度 lOmMにて処追llした後，制｜｜胞を回定，ギムザ染色を行い，光学顕微鏡
Fで観察した。（ただしPositivecontrolとして用いた， ATRAは lμM で，TPAは 16nMで処理した。）

コントローjレ ニコチン酸
(10 mM) 

イソニコチン酸
(10 mM) 

ニコチンアミド
(10 mM) 

Hemoglobin 
(% of control) 100 121.5 150 79.9 

図3. ニコチン酸関連化合物が K562のヘモグロビン産生に及ぼす影響

ヒト白血病細胞K562を各化合物で処理した後，遠心回収後ぺレットをデジタルカメラにて線影した。さらに細
胞を低張処理liにより破砕し，分光光度計により 413nmのl吸収を元に，ヘモグロビンi訟を測定した。

く，逆にヘモグロビンの合成は低下していた （図

3および表 1）。今回，紹介した我々の研究成果は，

その作用機構について，現在，色々な観点から解

秒7中である。

ニコチンアミドとニコチン酸は， ビタミンとし

ては，同じ NADの前躯体として機能するが，こ

のような薬理的な効果の場合においては，その作

用は全 く異なる点について挙げられる。すなわち，

ニコチンアミドは， ポリ (ADP－リボシル） イヒを

始めとする，様々な生化学反応の阻害剤として機

能するが，ニコチン酸にはそのような機能を示さ

ない事 に起因すると予想 される I）。 著者らは，近
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表 1.ニコチン酸関連化合物が K562の細胞増殖に及ぼす影響

Compounds 
Cone en tra ti on Cell proliferation a 

(mM) (% of control) 

100 

15 64.2 ± 6.22 

10 81.2 ± 1.53 

5 79.3 ± 3.10 

10 86.2 ± 3.92 

10 84.0 ± 2.81 

25 63.0 ± 2.61 

10 89.8 ± 8.50 

5 78.0 ± 3.42 

10 61.5 ± 2.50 

82.3 ± 1.70 

15 69.5士 1.45

66.9士 2.40

Control 

N1-Methylnicotinamide 

Isonicotinic acid 

Isonicotinic acid hydrazide 

Lutidinic acid 

N icotinamide 

Nicotinamide N-oxide 

Nicotinic acid 

Nicotinic acid hydrazide 

Picolinic acid 

Picolinamide 

Positive control 

Sodium butyrate 

a Cell proliferation was measured by MTT assay after 72h treatment. 

Results are presented as means ± SD for three independent experiments. 

年，このようなニコチンアミドの， ビタミンとし

てではなく，種々の生命現象に対する「調節因子」

としての役割に着目し，主に細胞死や，今回報告

した細胞分化におよぼす影響について研究を重ね

てきた。しかしながら，今回の検討で， K562に

おいては，ニコチンアミドによる分化誘導効果は

なく，逆に， HL-60に対しては分化誘導効果が

なかった，ニコチン酸に分化誘導効果があった点

については意外な結果であった。ニコチンアミド

の場合とは異なり，ニコチン酸は，その生理作用

としては，あくまでも，ビタミンとしての作用の

みと考えてきたが，ニコチンアミドと同様にニコ

チン酸それ自体も，何らかの生化学反応の調節因

子として機能している可能性が示唆される結果と

考えている。もちろん，白血病のタイプが違うの

であるから，分化誘導に応答する化合物に違いが

生じてくる可能性についても否定できないし，両

者とも， NADの前躯体として機能するのである

から，結果的に細胞内 NAD量の変動に影響して

とも考えられる。しかしながら，我々は，過去の

報告において， リンパ球などの血球系の細胞 8）や，

HL-60などの白血病細胞においては，ニコチン

酸では，低濃度処理で細胞内 NAD量が増加し，

逆に高濃度処理では細胞内 NAD量が低下する，

一方，ニコチンアミドの場合，それとは逆の傾向

を示す事を見出している。今回は，同一処理条件

で検討しているので，その可能性は低いのではな

いかと考えている。

イソニコチン酸については，今回検討した，ど

ちらのタイプの白血病細胞にも効果を示すという，

既存の分化誘導治療剤では認められなかったよう

な効果が見出された。イソニコチン酸自体は生体

成分ではないが，ニコチン酸の構造異性体であり，

特に K562に対する分化誘導効果については，ニ

コチン酸の標的因子に対して構造異性体として作

用した結果とも考えられる。ただ， HL-60の場

合，その解釈では，説明がつかない点が出てくるO

本化合物の生体内における動向については不明な

点が多く，また知見自体も乏しいのが現状である。

今後，イソニコチン酸の標的因子を同定していく

事により，本化合物の未知なる作用が見出される

事が期待される。

『
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本研究を進めていくにあたり，有益なるご助言

を賜りました，三重大学大学院生物資源学研究科

分子細胞生物学教育研究分野教授奥村克純先生

に，この場をお借りして，深く感謝申し上げいた

します。
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和文要旨

我々は，ニコチン酸およびその関連化合物によ

る，生活習慣病の予防や治療への有効利用に関す

る検討を行ってきた。そして， 23種類のニコチン

酸関連化合物を用いて， 2種類の白血病細胞株に

対する分化誘導効果について検討を行った。今回

の検討では， ヒト急性白血病細胞 HL-60とヒト

慢性白血病細胞 K562を用いた。その結果， HL-

60においては，ニコチンアミド，ニコチンアミド

N－オキシド，イソニコチン酸において頼粒球様細

胞への分化誘導効果が認められた。また， K 562 

においては，ニコチン酸とイソニコチン酸におい

て，赤血球様細胞への分化誘導が認められた。
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