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研究成果の概要（和文）：　本研究では、時計遺伝子に着目し、体内時計に果たすポリアミンの役割について解
析した。ポリアミンの細胞内濃度を4時間ごとに測定した結果、24時間周期の概日リズムを刻んでいることを見
出した。そこで、BMAL1やPER2などの時計遺伝子のmRNA量をポリアミンの有無で比較したところ、発現位相に2-4
時間の遅れが見られた。また、BMAL1がポリアミンにより翻訳レベルで約2倍発現増加することを見出した。
　ポリアミンによるBMAL1の合成促進機構を解析した結果、ポリアミンはribosome shuntingを促進し、時計遺伝
子BMAL1を翻訳レベルで発現調節し、体内時計を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　　We examined the relationship between polyamines and circadian rhythms. 
The levels of polyamines showed a circadian rhythm.  We next compared the expression level of 6 
kinds of the circadian clock genes in control and DFMO (an inhibitor of polyamine synthesis) treated
 NIH3T3 cells.  Although the mRNA level of clock genes did not alter in cells, the clock gene Bmal1 
was increased about 2.5-fold at the protein level in control cells.  The result suggests that Bmal1 
synthesis is enhanced by polyamines at the level of translation.  To clarify the mechanism of 
polyamine stimulation of Bmal1 synthesis, Bmal1-EGFP fusion plasmids were constructed.  On the 5’
-UTR of Bmal1 mRNA, there are two hairpin structures and complementary sequences to 18S rRNA 
necessary for ribosome shunting.  Polyamine stimulation of Bmal1-EGFP synthesis disappeared by the 
deletion of these structures.  These results suggest that polyamines enhance ribosome shunting and 
stimulate Bmal1 synthesis.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、BMAL1蛋白質のポリアミンによる合成促進機序とBMAL1の調節機構の生理的意義が明らかにな
り、体内時計制御の新たな経路を標的とした新規時差症候群回復薬や、様々な疾患に対する個々のリズム位相を
知るための有益なバイオマーカーの開発の基盤が確立できると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ポリアミン（プトレッシン: diamine、スペルミジン: triamine、スペルミン: tetraamine）

は、生命に必須な低分子生理活性アミンであり、ウイルスからヒトに至るほぼ全て

の生物に普遍的に存在する。主としてRNAに結合し、構造変化を引き起こすことで

細胞増殖因子として働く。申請者らは、ポリアミンにより翻訳レベルで合成促進を

うけ、細胞増殖に必要な蛋白質をコードする遺伝子群をポリアミンモジュロンと命

名し、これまでに大腸菌において12種（oppA, cya, rpoS, fecI, fis, prfB, rpoN, hns, cra, 

rpoE, stpA, emrR）を同定した。そのうち10種は転写因子であることから、ポリアミ

ンが多くの遺伝子発現を調節し、細胞増殖を促進していることが示された。さらに

最近、大腸菌の生存率維持、ストレス除去やバイオフィルム形成能の上昇に必要な

蛋白質をコードする8種のポリアミンモジュロン（rmf, rpoZ, spoT, cpxR, uvrY, frr, soxR, 

gshA）を同定した。 

大腸菌のポリアミンモジュロンのmRNAは、翻訳効率の悪いmRNAであり、① 翻

訳開始に重要なShine- Dalgarno (SD) 配列と開始コドンが離れている場合（oppA, fecI, 

fis, rpoN, hns, rpoE, stpA, rmf, rpoZ, cpxR, soxR, emrR）② 開始コドンがAUGではなく

GUGやUUGの場合（cya, cra, spoT, uvrY, frr, gshA）及び ③ mRNAの翻訳領域に終止

コドンが存在する場合（rpoS, prfB）に、ポリアミンがRNAの特定構造（2本鎖を形成

しないbulged-out構造やstem and loop構造）に結合して構造変化を引き起こすことに

より、翻訳レベルでの発現を上昇させることが明らかになった。さらに、真核細胞

のポリアミンモジュロンとして、マウス乳がんFM3A細胞で4種（Cct2, Hnrpl, Pgam1, 

eEF1A）及び、酵母で1種（Cox4）が同定されている。 

真核生物のポリアミンモジュロンのmRNAも翻訳効率の悪いmRNAであり、①リボ

ソームシャンティング（40Sリボソームサブユニットが5’-非翻訳領域上のステム・

ループ構造を飛び越えること）が起きる特徴を持つ場合（COX4, Cct2）② CR配列と

開始コドンとの距離が離れている場合（eEF1A）に、ポリアミンがRNAの特定構造

に結合して構造変化を引き起こし、翻訳レベルでの発現を上昇させることが明らか

になった。特に、申請者らは、原核生物と同様のSD配列がmRNAの5’-非翻訳領域

に存在することを発見し、その配列を「CR配列」（18S rRNAとの相補的な配列、

complementary sequence to 18S rRNA）と命名した。ポリアミンにより、CR配列と開

始コドン付近の構造が変化し、相対的な距離が縮まることで翻訳開始複合体形成の

効率を高めることが示唆された（図１）。 
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図１ ポリアミンモジュロン
及びその発現調節機構



２．研究の目的 
 

体内時計（概日リズム）の調節因子である時計遺伝子が、睡眠障害、循環器疾

患、メタボリックシンドローム、がんなど様々な疾患の発症に影響することが多

数報告されている。その時計遺伝子が薬物輸送や代謝リズムの調節に深く関与す

ることから、病気と体内時計との関係が重要視されている。体内時計を制御する

時計遺伝子は、現在数種が同定されているが、それらを制御している明確な調節因

子は明らかとなっていない。また、マウスやヒトでは3種のポリアミン（プトレッシ

ン、スペルミジン、スペルミン）が主に存在するが、3種のポリアミンの細胞内濃度

の経時変化は測定されておらず、細胞増殖調節因子のポリアミンが体内時計に及ぼ

す影響は未だ明らかとなっていない。著者らは、ポリアミンの同定や濃度変化を

HPLCを用いて正確に測ることが可能であるため、マウス線維芽細胞（NIH3T3）と

ヒト肝がん細胞（HepG2）を用いて、デキサメタゾン（同調試薬）で個々の細胞の体

内時計を同調させた後、ポリアミンの細胞内濃度の2日間の経時変化を測定した結果、

規則性のある概日リズムを刻んで変動していることを見出した（図２）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

体内時計を細胞レベルにおいて調節しているのは、転写因子であるBMAL1と

CLOCKの複合体であり、この複合体がDNAに結合してPERやCRYなどの時計遺伝

子、多くのホルモン・サイトカインなどの発現を制御している。そこで、時計遺

伝子のマスターレギュレーターBMAL1の発現量を正常細胞とポリアミン欠乏細

胞で比較した結果、BMAL1がポリアミンモジュロンと判明したので、BMAL1の

蛋白質のポリアミン合成促進機構とポリアミンが生体時計ネットワークに果たす

役割を解析した。 
 
 
３．研究の方法 
 

ポリアミンが概日リズムを刻んでいることから、時計遺伝子に対するポリアミンの

影響について検討した。デキサメタゾンで同調させた NIH3T3 細胞を 0 ~ 24 時間で 4

時間ごとに回収し、RNA 及び cell lysate を調製し、コントロール細胞とポリアミン減

少細胞で mRNA と蛋白質発現量を比較した。 

体内時計に対するポリアミンの効果において、NIH3T3細胞の正常細胞とポリア

ミン欠乏細胞で時計遺伝子の発現量の差をWestern blotting及びNorthern blottingを用い

て比較した。また、この遺伝子のmRNA構造の検討を行ったところ、Bmal1 mRNAも

他の真核細胞のポリアミンモジュロンのmRNAと同様、5’-非翻訳領域の長さが長く、

 

図2 細胞内ポリアミン含量の経時変化

スペルミジン



ポリアミンの結合によってribosome shuntingが起こると予想される翻訳効率が悪い

mRNAであった。そこで、ポリアミンによってribosome shuntingが起きるかどうか、

ポリアミン結合部位のstem and loop構造を部位特異的変異導入により欠損させたプ

ラスミドを作製し、細胞に形質転換して、ポリアミンによる合成促進効果が消失す

るかどうかを検証した。 

 
 
４．研究成果 
 

時計遺伝子 BMAL1 や PER2 の mRNA 発現量を測定したところ、BMAL1 では 16

時間、PER2 では 4 時間をピークとする概日リズムが見られた（図 3A）。一方、ポリ

アミン減少細胞は、BMAL1 では 18 時間、PER2 では 8 時間にピークが認められ、発

現位相に 2 ~ 4 時間の遅れが見られた。コントロール細胞とポリアミン減少細胞の時

計遺伝子の mRNA 量を比較したところ、ポリアミンの有無で差は見られなかった。

また、mRNA 発現量のピーク時間である BMAL1 では 18 時間、PER2 では 8 時間で

ポリアミン有無による蛋白質発現量の比較を行った。BMAL1 蛋白質においてポリア

ミンにより約 2 倍の発現増加が見られたが、PER2 蛋白質においてはポリアミンの有

無による差は見られなかった（図 3B）。以上の結果から、BMAL1 がポリアミンによ

り翻訳レベルで合成促進されていることが示唆された。 

     

 

 
図 3 時計遺伝子 BMAL1 及び PER2 の発現量に対するポリアミンの効果 

 

ポリアミンによる BMAL1 の合成促進機構を解明するため、Bmal1 mRNA の 2 次構

造を調べたところ、5’-非翻訳領域に安定なヘアピン構造を 2 つ（Hairpin 1、Hairpin 2）

と 18S rRNA との相補配列を見出した。18S rRNA との相補配列は、Bmal1 mRNA 5’

-UTR の開始コドンから 453 ~ 460 塩基上流と、4 ~ 10 塩基上流に存在し、それぞれが

ribosome shunting に必要な take-off 及び landing サイトである可能性が示唆された。こ

れまでの研究により、このような特徴を持つ mRNA において、ポリアミンが ribosome 

shunting を促進することが明らかとなっている（図 4）。 



       

   

図 4 Bmal1 mRNA 5’-UTR の予測 2 次構造 

 

5’-UTR に高次構造である stem and loop 構造が存在する場合、通常ではスキャニ

ングが行われるが、ポリアミンが作用することによって、mRNA の高次構造を読み

飛ばすことが可能となり、翻訳効率が上昇する。Bmal1 mRNA にもこの特徴が見られ

たため、BMAL1 遺伝子の一部と、EGFP をつなげたプラスミドを作製し、検討を行

った。Bmal1 mRNA の 5’末端は非常に GC 含量が高く、PCR による増幅が困難であ

ると考えられた。そこで、5’-UTR 全長 521 塩基から 5’末端側 30 塩基欠損させた

5’-UTR の一部（491 塩基）と ORF の一部を組み込んだ、プラスミドを作製すると

ともに、Hairpin 1、Hairpin 2 及び、Hairpin 1,2 の両方を欠損させた変異体（Hairpin 1、

Hairpin 2、Hairpin 1,2）を作製した。これらのプラスミドを NIH3T3 細胞にトラン

スフェクションし、ポリアミンの有無による EGFP の発現量を比較した。その結果、

Wild type では、ポリアミンにより 2.3 倍の合成発現促進が見られたのに対して、

Hairpin 1、Hairpin 2、Hairpin 1, 2 の全てにおいてポリアミンの合成促進効果が消

失した。また、DFMO 存在下における蛋白質合成が 3 ~ 6 倍に増加した。以上の結果

から、ポリアミンはこれらのヘアピン構造に作用し、蛋白質合成を促進することが示

唆された（図 5）。本研究により、ポリアミンが時計遺伝子 BMAL1 を翻訳レベルで

発現調節し、体内時計を制御していることが示唆された。 

        
図 5   BMAL1-EGFP 変異体におけるポリアミンの合成促進効果の消失 
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