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研究成果の概要（和文）： ポリアミンは、主にRNAと相互作用し細胞増殖因子として働く。本研究では、ポリアミンに
より、翻訳レベルで合成促進をうける細胞増殖や生存率維持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、バイオフィルム形成や生存率に関与する大腸菌の新規ポリアミンモジュロンの探索を行った。　　
 UvrY、CpxR、RRFの3種を同定し、ポリアミンがこれらのmRNAに結合して構造を変え、バイオフィルム形成能や細胞生
存率を上昇させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polyamines are essential for normal cell growth and cell viability. Polyamines exi
st mostly as polyamine-RNA complexes in cells. A group of genes whose expression is enhanced by polyamines
 at the level of translation be referred to as a "polyamine modulon".
Since biofilm formation is also involved in cell viability, we looked for proteins involved in biofilm for
mation and cell viability whose synthesis is stimulated by polyamines at the level of translation in Esche
richia coli.  It was found that the synthesis of UvrY, CpxR and RRF was increased by polyamines at the lev
el of translation. The results indicate that polyamines are necessary for both biofilm formation and cell 
viability.
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１． 研究開始当初の背景 
 
ポリアミン（プトレスシン、スペルミジン、

スペルミン）は、生物界に広く存在する生命
に必須な低分子生理活性アミンであり、細胞
増殖因子として働く。核酸、中でも RNA と
相互作用し、構造変化を引き起こすことで、
特定蛋白質合成を促進する。ポリアミンによ
り、翻訳レベルで合成促進をうける細胞増殖
や生存率維持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 14 種を同定した。そのうち 9 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
ていることが明らかとなった。さらに最近、
定常期において 70S リボソームを 100S ダイ
マーにして保存し、生存率を上げる役目を示
す ribosome modulation factor (RMF) 、環境応
答に関わるセカンドメッセンジャーである
グアノシン 4 リン酸 (ppGpp) 合成調節酵素
である SpoT 及び RNA ポリメラーゼサブユ
ニットである RpoZ がポリアミンモジュロン
蛋白質であり、ポリアミンが RMF、SpoT 及
び RpoZ の合成促進を介して大腸菌の生存率
維持に貢献していることを明らかにした。 

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、2) 開始コドンが AUG では
なく GUG や UUG の場合、及び 3) mRNA の
翻訳領域に終止コドンが存在する場合であ
り、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) に結合して構造
変化を引きおこすことにより、翻訳レベルで
の発現上昇をおこすことが明らかになりつ
つある（図１）。 
 

図 1 ポリアミンによるポリアミンモジュロ
ンの翻訳促進機構：ポリアミンモジュロン
mRNA の 3 つの特徴を示す。1 つ目は、翻訳
開始に重要な Shine-Dalgarno 配列(SD 配列)と
開始コドンとの距離が離れている mRNA で
ある。2 つ目は、開始コドンが AUG ではなく、
UUG や GUG といった mRNA である。3 つ目

は、ORF 中に終止コドンが存在する mRNA
である。ポリアミンはこのような特徴ある翻
訳効率の悪い mRNA の蛋白質合成を促進す
る。 
 
２．研究の目的 
 
細菌は飢餓ストレスにさらされたとき、細

菌が排泄する多糖などで囲まれた細菌の集
合体 （バイオフィルム）を形成し、排水溝
のぬめりや歯垢などとなり、生存率を上昇さ
せている。医療面においても難治性細菌のバ
イオフィルム形成による抗生物質耐性が問
題となっている。また、食品産業において、
食品製造設備面のバイオフィルムが食品汚
染の原因となり、深刻な被害が報告されてい
る。申請者らは、最近、バイオフィルム形成
に重要な役割を果たすグアノシン 4 リン酸
（ppGpp）の生合成及び機能に関与する SpoT
（ppGpp 合成調節酵素）と RpoZ（RNA ポリ
メラーゼサブユニット）をコードする遺伝
子がポリアミンモジュロンであることを明
らかにした。本研究では、多くの細菌に存在
するバイオフィルム形成の second messenger 
である c-di-GMP 合成に関わる二成分制御系
蛋白質の UvrY、及び重金属ストレス（特に
銅イオン）で発現する CpxR をコードする遺
伝子がポリアミンモジュロンであると判明
したので、これら 2 種の蛋白質のポリアミン
による合成促進機構とバイオフィルム形成
に果たす役割を解析し、生理的意義の解明を
行った。 
 
３．研究の方法 
 
グルコース飢餓において、バイオフィルム

形成制御に関わる蛋白質の一つであるUvrY
が、定常期にポリアミンにより翻訳レベル
で強く発現促進をうけることをWestern 
blotting及びNorthern blottingを用いて見出し
た。uvrY mRNAも他のポリアミンモジュロ
ンのmRNAと同様、開始コドンがAUGでは
なく翻訳効率が悪いUUGであった。そこで、
ポリアミンによる合成促進に翻訳効率の悪
い開始コドンが関与しているかを、開始コ
ドンを部位特異的変異導入により変異させ
たプラスミドを作製し、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。 
ポリアミン生合成酵素欠損株にポリアミン

非存在下で UvrY を過剰発現させ、バイオフ
ィルム形成が上昇するかどうかバイオフィ
ルム形成能を測定した。 
重金属を培地に添加して培養した際、細菌

の生育は阻害されるが、バイオフィルム形
成は上昇することが報告されている。申請
者らは、銅イオン存在下、多くの細菌に存
在 す る バ イ オ フ ィ ル ム 形 成 の second 
messengerであるc-di-GMP合成に関わる二成
分制御系蛋白質のCpxRが、定常期にポリア
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ミンにより翻訳レベルで強く発現促進をう
けることを見出した。cpxR mRNAも他のポ
リアミンモジュロンのmRNAと同様、SD配
列と開始コドンが離れている翻訳効率の低
いmRNAであり、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）に
結合して構造変化を引き起こし、蛋白質合
成を促進する可能性が高い。そこで、ポリ
アミンによる合成促進にSD配列と開始コド
ンの距離が関与しているかを、SD配列と開
始コドンの距離を通常の位置にした変異
mRNAをコードするプラスミドを作製して、
ポリアミンの促進効果が消失するかどうか
を検証した。さらに翻訳開始領域のRNAを
合成し、円二色性（CD）を用いた物理化学
的手法を用い、ポリアミンによるRNAの構
造変化とポリアミンの結合部位を解析した。 

UvrYと同様、ポリアミン生合成酵素欠損
株にCpxRを過剰発現させ、ポリアミン非存
在下においてバイオフィルム形成が上昇
するかどうかを検証した。 

 
４．研究成果 
 
大腸菌のポリアミン要求株 MA261 をポリ

アミン有無で培養し、バイオフィルム形成を
測定したところ、ポリアミン存在下では、定
常期においてバイオフィルム形成が著しく
上昇した（図２）。 
 

 
図 2  大腸菌ポリアミン要求株 MA261 にお
ける細胞増殖、細胞生存率及びバイオフィル
ム形成能: MA261 を用いて、細胞増殖 (A) 、
細胞生存率 (B) 及びバイオフィルム形成能 
(C) をポリアミン及び銅の有無で測定した。
バイオフィルム形成は銅存在下において、低
下することが知られている。ポリアミン非存
在下では、細胞増殖、細胞生存率及びバイオ
フィルム形成能は低下するが、ポリアミンを
添加すると著しい上昇がみられた。また、銅

存在下、ポリアミン非存在下においてもそれ
ぞれ著しい低下がみられたが、ポリアミンを
添加することで顕著な上昇がみられた。 
 
バイオフィルム形成に関与する二成分情報
伝達系蛋白質である UvrY、CpxR、及び mRNA
とリボソームの解離因子であり、翻訳に必須
な ribosome recycling factor (RRF) の合成がポ
リアミンにより翻訳レベルで促進され、
mRNA 量に変化が見られなかったことから、
これらの遺伝子 3 種を新規ポリアミンモジュ
ロンとして同定した（図３）。 

 
図 3  ポリアミンによる UvrY 蛋白質の翻訳
レベルにおける合成促進: 銅存在下、非存在
下において、ポリアミンによるバイオフィル
ム形成に関与する二成分情報伝達系蛋白質
である UvrY の蛋白質発現量の変化を
Western blotting により、比較した (A)。ポリ
アミンにより、UvrY の発現量が増加した。
uvrY mRNAの開始コドンをAUGに変え、lacZ
と融合させたプラスミドを作製した (B)。
UvrY--Gal の合成量を比較した結果、通常の
開始コドンでは、ポリアミンにより 3.3 倍の
増加を示したが、AUG に変えたものは 1.2 倍
に減少した (C)。 
 
バイオフィルム形成には、二成分情報伝達

系や ppGpp の関与が知られているため、UvrY、
CpxR、SpoT 及び RpoZ、RMF、RRF 過剰発
現株を用い、バイオフィルム形成能及び生存
率の変化を比較した。UvrY、CpxR、SpoT 及
び RpoZ 過剰発現株では、ポリアミン非存在
下でバイオフィルム形成の上昇と生存率の
上昇が見られ、RMF と RRF 過剰発現株にお
いては、生存率の上昇のみが認められた（図
４）。 

 
 

A. Cell growth

Time (h)

A
54

0

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

0 12 24 36 48 60 72

- Cu2+, + PUT

- Cu2+, - PUT
+Cu2+, + PUT

+Cu2+, - PUT

C. Biofilm formation

B. Cell viability

C
el

l n
u

m
b

er
 (

ce
lls

/m
L

)

Time (day)

107

108

109

1010

2 4 63 51

- Cu2+, + PUT

- Cu2+, - PUT
+Cu2+, + PUT

+Cu2+, - PUT

A
57

0/
A

59
5

0

1

2

3

4

5

A540 = 0.2 48 hHarvesting point 72 h

Cu2+ in medium

N.D.

24 h

–PUT
+PUT
Cu2+,  –PUT
Cu2+,  +PUT

Ratio (+/-) N.D. 3.7 3.4 3.7 3.3 3.4 3.9

A. Western blotting of UvrY

B. Structure of uvrY-lacZ fusion gene

C. Western blotting of UvrY-β-Gal 

Relative amount

Ratio (+/-)

MA261ΔlacZ
/ pMWuvrY-lacZ

MA261ΔlacZ
/ pMWuvrY(ATG)-lacZ

100 333 529 648

PUT – +– +

initiation codon

pMW uvrY (TTG)-lacZ

pMW uvrY (ATG)-lacZ

P uvrY
uvrY lacZ

+1 +126-271

SD

TCT GGA GAT ATT CCT TTG ATC
TCT GGA GAT ATT CCT ATG ATC

- Cu2+ + Cu2+

Polyamine
Stimulation (-fold) 2.0 3.4

203 72 245Relative amount 100

A540=0.2 48 h culture
PUT – + – +

- Cu2+

Relative amount

Ratio (+/-)

MA261ΔlacZ
/ pMWuvrY-lacZ

MA261ΔlacZ
/ pMWuvrY(ATG)-lacZ

100 328 545 725

PUT – +– +

3.3 1.2 3.3 1.3

2.3 3.6

226 79 285100

– + – +

+ Cu2+

PUT

A540=0.2 48 h culture



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ UvrY, CpxR, RRF, SpoT, RpoZ 及び
RMF によるバイオフィルム形成能と細胞生
存率の上昇: 各蛋白質を過剰発現させ、ポリ
アミン非存在下でバイオフィルム形成への
寄与を調べた。UvrY、CpxR、SpoT 及び RpoZ
を過剰発現させた株はバイオフィルム形成
が上昇したが、RMF、RRF 過剰発現株では変
化がみられなかった (A)。細胞生存率におい
て、UvrY 及び CpxR では、2～4 倍の回復が
みられたが、SpoT-RpoZ、RMF、RRF では 6
～8 倍の回復がみられた (B)。 

 
 
従って、生存率上昇にはバイオフィルム形

成だけでなく、蛋白質合成の質と量の調節が
重要であることが示唆された。ポリアミンに
よる合成促進機構に関しては、いずれも
mRNA 中の SD 配列と開始コドンが離れてい
るか、もしくは非効率的な開始コドンを有す
る翻訳効率の低い mRNA であり、ポリアミン
がこれらの mRNA に結合して構造を変え、翻
訳レベルで合成促進し、バイオフィルム形成
能や生存率を上昇させることが明らかとな
った（図５）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図 5 バイオフィルム形成能及び細胞生存率
の上昇 

 
 

本研究により、バイオフィルム形成制御の
新たな経路を標的とした新規バイオフィル
ム形成阻害剤の開発につながることが期待
される。 
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