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研究成果の概要（和文）：細胞増殖・分化に必須のポリアミンが発現制御する遺伝子を明らかにするため、細胞
内ポリアミンの有無により変化する蛋白質を複数の方法を用いて同定する研究を行った。その結果、今回新たに
5つの蛋白質が細胞内ポリアミン量の低下により存在量が減少すること、すなわちポリアミンによる翻訳制御を
受けることが強く示唆された。また、転写因子Klf4がポリアミンにより翻訳制御を受けるメカニズムを調べた結
果、Klf4 mRNAの5'-非翻訳領域（5'-UTR）の重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify genes whose are translationally regulated by polyamines essential
 for cell proliferation and differentiation, we performed to identify proteins that change depending
 on the presence or absence of intracellular polyamines by using some kinds of method. As a result, 
it was strongly suggested that five proteins are translationally regulated by polyamines, because 
the amount of these proteins are decreased due to the reduction of intracellular polyamines. In 
addition, as a result of examining the mechanism of translational stimulation of transcription 
factor Klf4 by polyamines, we clarified that the 5'-untranslated region (5'-UTR) of Klf4 mRNA was 
important for translational regulation by polyamines.

研究分野： 生化学、分子生物学

キーワード： ポリアミン　翻訳　RNA　ショ糖密度勾配遠心　メタボローム　ヌクレオチド代謝
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１． 研究開始当初の背景 
ポリアミンとはプトレッシン、スペルミジ

ン、スペルミンに代表される生理活性アミン
である。その生合成酵素を欠損すると致死性
を示すことから、生命に不可欠な重要因子で
ある。しかし、ポリアミンが必要とされる分
子基盤の詳細は解明されていない。 
ポリアミンの細胞内局在をシミュレーシ

ョンした研究から、主に RNA と相互作用し
て存在することが明らかとなっている。つま
り、ポリアミンは細胞内で RNA との相互作
用を介した構造変化に関与し、翻訳過程の制
御に関わることが示唆されている。 
 
２．研究の目的 
ポリアミンは生命に必須であり、細胞増

殖・分化の必須因子として重要であるが、そ
の分子基盤が不明である。そこで、ポリアミ
ンと RNA の相互作用、及びポリアミンによ
り翻訳後修飾を受ける蛋白質合成開始因子
eIF5A による翻訳制御が細胞増殖・分化にお
ける遺伝子発現を制御するメカニズムを明
らかにすることを本研究の目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ポリアミンにより翻訳制御を受ける遺
伝子の同定 
細胞増殖を阻害するポリアミン生合成阻

害剤（DFMO）の有無で培養を行ったマウス
乳がん由来 FM3A 細胞の抽出液を調整し、シ
ョ糖密度勾配遠心によって翻訳状況の異な
る mRNA の分画を行った。その後、各分画に
含まれるmRNA発現量をRNAseqにより網羅
的に解析した。変化の顕著だった遺伝子の蛋
白質をウェスタンブロットにより調べた。 
 
（２）メタボローム解析 
 細胞増殖を阻害する DFMO の有無で培養
を行ったマウス乳がん由来FM3A細胞から代
謝物を抽出し、CE-TOFMS を用いてメタボロ
ーム解析を行った。変化のあった代謝物を生
成する酵素量をウェスタンブロット法によ
り調べた。 
 
（３）遺伝子発現量の解析 
 蛋白質量に変化のあった遺伝子の発現量
を RT-PCR により調べた。 
 
（４）ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 ポリアミンにより翻訳制御を受ける遺伝
子として同定された Klf4 遺伝子の 5’-UTR を
ルシフェラーゼ遺伝子に融合し、NIH3T3 細
胞へのトランスフェクション、DFMO の有無
によるルシフェラーゼ活性により翻訳制御
に必要な領域の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）DFMO の有無で培養した FM3A 細胞の
抽出液から翻訳状況の異なる mRNA を低密
度（NT: 80S リボソームを形成していない画

分）、中密度（LT: リボソームが 3 個までの画
分）、高密度（HT: 3 個以上のリボソーム画分）
に分画した（図 1）。RNAseq によりそれぞれ
の画分の遺伝子発現量を網羅解析した。初め
にポリアミンにより翻訳制御を受ける遺伝
子を同定するため、分画していない mRNA 量
が DFMO の有無によって変化していない遺
伝子を抽出した。次に中密度・高密度画分に
おける mRNA 量が阻害剤有の方で著しく減
少した遺伝子を抽出した。そして、減少が著
しかった遺伝子の蛋白質量をウェスタンブ
ロットにより調べたところ、3 つの遺伝子の
蛋白質量が有意に減少していた。確認のため
に RT-PCR によりこれら 3 つの遺伝子の
mRNA 量を調べたが、DFMO の有無での変化
は無かった。以上より、ポリアミンにより翻
訳制御を受けることが強く示唆される遺伝
子を新たに 3 つ、同定した。 

 
 
 
（２）DFMO の有無で培養した FM3A 細胞の
代謝物を CE-TOFMS を用いてメタボローム
解析を行った結果、DFMO 有では IMP、AMP、
GMP、UMP 等のヌクレオチドの減少を見出
した（図 2）。そこで、これらの代謝経路に関
わる酵素に着目し、ウェスタンブロットによ
り蛋白質量の変化を調べた結果、プリン生合
成経路の PAICS 及び IMPDH 蛋白質量が減少
していた。また、RT-PCR によりそれぞれの
mRNA 量を調べたが、DFMO の有無による発
現量の変化は無かった。よって、PAICS 及び

図 1 



IMPDH をポリアミンにより翻訳制御を受け
ることが示唆される遺伝子として新たに同
定した。 
 

 
 
 
（３）ポリアミンにより翻訳制御を受ける遺
伝子の候補として見出していた Klf4 遺伝子
の詳細な解析のため、ルシフェラーゼをレポ
ーター遺伝子としたプラスミドを用いて解
析を行った（図 3）。Klf4 遺伝子の 5’-非翻訳
領域（5’-UTR）は約 600 塩基と長く、また
GC リッチであり、翻訳効率が悪いと予想さ
れた。この領域をルシフェラーゼ遺伝子に融
合したプラスミドを作製し、NIH3T3 細胞に
トランスフェクション後、ルシフェラーゼの
活性測定を行った。その結果、Klf4 の 5’-UTR
が存在する場合、DFMO によりルシフェラー
ゼ活性の減少がみられた。次に 5’-UTR 内に
uORF（upstream open reading frame）が存在す
ること、そして uORF の有無はポリアミンに
よる翻訳制御響が関わる事例が報告されて
いることから、部位特異的変異導入により
uORFのATG→GTGに変異したプラスミドを
作製して実験を行った。その結果、DFMO の
有無による活性への影響は無かった。また、
Klf4 には同一フレームに二つの開始コドンが
存在したため、どちらの ATG から翻訳される
かを調べたところ、エキソン 2 に存在す 2nd 
ATG から翻訳されることを見出した。以上よ
り、ポリアミンによる Klf4 の翻訳制御には
uORF が関与せず、GC リッチな 5’-UTR の強
固な立体構造をポリアミンの存在により変
化させることで翻訳効率を促進することが
示唆された。 

 

 
本研究により、ポリアミンにより翻訳促進を
受けることが強く示唆される遺伝子（ポリア
ミンモジュロン）を新たに 5 つ同定した。こ
れらの遺伝子がポリアミンによる制御され
る細胞増殖・分化においてどのような役割を
持つのかはまだ不明であり、今後の研究課題
である。 
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