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研究成果の概要（和文）：ポリアミン (プトレスシン、スペルミジン、スペルミン)はヘパラン硫酸の発現量を、コン
ドロイチン硫酸では4硫酸化と分子量を増加させることが明らかとなったので、その結果に基づきポリアミンモジュロ
ンを探索した。その結果、EXT2、EXTL3、CHSY1がポリアミンにより翻訳レベルで、C4ST2は転写レベルで合成促進を受
けることが明らかとなった。更にEXT2およびCHSY1 mRNAにおける翻訳開始は、それぞれmicroRNA によって制御されて
おり、ポリアミンはmicroRNAの機能を阻害することでEXT2およびCHSY1の合成を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have previously found that polyamines (putrescine, spermidine and spermine) 
stimulated the expression level of heparan sulfate and 4-O-sulfation of chondroitin sulfate in mammalian 
cells. For this reason, we looked for glycosaminoglycan biosynthesis genes whose synthesis is enhanced by 
polyamines at the level of translation. It was found that the synthesis of EXT2, EXTL3 and CHSY1 were 
enhanced by polyamines at the level of translation. Furthermore, synthesis of EXT2 and CHSY1 were 
down-regulated by microRNAs at the translation initiation and polyamine inhibited its microRNA function. 
It was also found that C4ST2 was stimulated by polyamines at the level of transcription. Experiments are 
in progress to clarify the polyamine stimulation of the synthesis of C4ST2 mRNA.

研究分野： 生物系薬学

キーワード： ポリアミン　ヘパラン硫酸　コンドロイチン硫酸　蛋白質合成　microRNA
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

ポリアミンは細胞内において、主として

RNA と相互作用することにより特定蛋白質

の合成を翻訳レベルで促進し、細胞増殖促進

因子として機能する。私達は、ポリアミン要

求性大腸菌を用い、ポリアミンにより翻訳レ

ベルで合成促進を受ける遺伝子群「ポリアミ

ンモジュロン」を同定することで、ポリアミ

ンの生理的意義を見出してきた (Igarashi K 

and Kashiwagi K., Int. J . Biochem. Cell Biol., 

2010, 42, 39-51)。一方、真核細胞ではポリア

ミン生合成律速酵素ノックアウトマウスが

胎生致死であることから、ポリアミンは細胞

増殖必須因子として機能し、その生理作用は

ポリアミンと RNA の相互作用に基づく特定

蛋白質合成促進に依ると考えられるが、詳細

は明らかでない。 

グリコサミノグリカン (GAG)はウロン酸

とアミノ糖が交互に結合し、各糖水酸基の一

部に硫酸基が付加した二糖の繰り返し構造

を有した直鎖の酸性多糖類であり、代表的な

GAG としてヘパラン硫酸 (HS)やコンドロイ

チン硫酸 (CS)が知られている。GAG はコア

蛋白質と共有結合したプロテオグリカンと

して、組織の細胞表面や細胞外マトリックス

に普遍的に存在し、成長因子や接着因子と結

合することで細胞増殖の他、初期胚の細胞質

分裂や形態形成・骨格形成など数多くの生命

現象に関与することが広く知られている 

(Bishop JR. et al., Nature 2007, 446, 1030-1037)。 

ポリアミンと GAG の研究は、30 年前から

行われている。例えば、ポリアミンはウサギ

由来初代軟骨細胞の分化に必須の因子であ

り、分化に伴う酸性糖鎖の発現にポリアミン

の関与が示唆されている(Takigawa M. et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 1980, 77, 

1481-1485)。しかしながら、GAG の微量分析

は一般的に困難であり、ポリアミンによる発

現調節機構は明らかとなっていない。 

我々はこれまでに、15 種の動物細胞をポリ

アミン生合成阻害剤の有無で培養し、細胞膜

上の CS と HS の発現量と二糖組成をポスト

カラム HPLC で検討したところ、ポリアミン

は HS の発現量を促進し、CS では分子量と 4

硫酸化を増加させることを見出した。 

２．研究の目的 

本研究では、ポリアミンにより発現調節を

うけるグリコサミノグリカン合成酵素、硫酸

化酵素を同定し、その促進機序を明らかにす

ることを目的とする。 

３．研究の方法 

 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 阻 害 剤 

(-difluoromethylornithine: DFMO)の存在下又

は非存在下で 15 種の細胞を培養した後、糖

鎖を精製し GAG の発現量、分子量、および

組成を逆相イオンペア HPLC で解析した。そ

の結果に基づきポリアミンにより制御を受

ける候補遺伝子をピックアップし、蛋白質量

はウェスタンブロット法で、mRNA 量は

semi-quantitative RT-PCR を用いて調べた。 
４．研究成果 

(1) ポリアミンにより発現調節をうけるヘパ

ラン硫酸合成遺伝子の探索 

HSの生合成は橋渡し領域四糖構造 (Linker 

region: GlcA-Gal-Gal-Xyl)の末端グルクロン

酸にEXTL3がGlcNAcを付加することから始

まる。次に EXT1/EXT2 ヘテロダイマーが

GlcA と GlcNAc を交互に付加することで HS

鎖が伸長する。EXTL2 が Linker region の末端

GlcA に GlcNAc を付加すると HS 合成は阻害

される。ポリアミンの有無で NIH3T3 細胞を

培養し、EXT1、EXT2、EXTL2、EXTL3 の発

現量をウェスタンブロッティング法により

調べた。その結果、ポリアミン減少により

EXT2及びEXTL3の発現量が著しく減少して

いた。次に、EXT2 及び EXTL3 mRNA の発現

量に対するポリアミンの効果を RT-PCR で検

討したところ、変化は認められなかった。以

上の結果より、EXT2 および EXTL3 はポリア

ミンにより翻訳レベルで合成促進すること

が明らかとなった (図 1)。 

 



(2) ポリアミンにより発現調節をうけるコン

ドロイチン硫酸合成遺伝子の探索 

CS の生合成は HS と同様に Linker region の

末端グルクロン酸に GalNAc を付加すること

から始まる。コンドロイチン合成酵素

(CHSY1、CHSY2、CHSY3)およびコンドロイ

チン重合化因子 (CHPF)のうち 2 種の合成酵

素が CS 鎖を伸長し、コンドロイチン 4-O-硫

酸基転移酵素 (C4ST)によりGalNAcの4位の

水酸基に硫酸基が付加するとコンドロイチ

ン 4 硫酸が合成され、N-アセチルガラクトサ

ミ ン  4- 硫 酸  6-O- 硫 酸 基 転 移 酵 素 

(GalNAc4S-6ST)によりコンドロイチン 4, 6

硫酸が合成される。 

一方、コンドロイチン 6-O-硫酸基転移酵素 

(C6ST)により GalNAc の 6 位の水酸基に硫酸

基が付加するとコンドロイチン 6 硫酸が合成

され、ウロニル-2-O-硫酸基転移酵素 (UST)

によりコンドロイチン 2, 6 硫酸が合成される。 

DFMO 添加により細胞内ポリアミン量を

減少させると、コンドロイチン 4 硫酸の発現

量および分子量が減少していたため、CHSY1、

CHSY2、CHSY3、CHPF、C4ST1、C4ST2 お

よび GalNAc4S-6ST の発現量をウエスタンブ

ロット法を用いて調べた。その結果、CHSY1

および C4ST2 の発現量がポリアミン減少に

より減少していた。そこで、mRNA 量を調べ

たところ、CHSY1 はポリアミンの有無で変化

がなかったのに対し、C4ST2 はポリアミン減

少により mRNA 量が減少していた。以上の結

果より、CHSY1 は翻訳レベルで、C4ST2 は

転写レベルでポリアミンにより合成促進を

受けることが明らかとなった (図 1)。 

(3) ポリアミンによる EXT2 合成促進機序 

ポリアミンによる EXT2 の合成促進機構を

解明すべく、212 塩基から成る 5’非翻訳領域 

(untranslated region:UTR)および ORF (104 塩

基)をレポーター遺伝子である EGFP に融合

させたプラスミドを作製した。ポリアミンの

有無で培養した時の EXT2-EGFP 融合蛋白質

の合成量を調べた結果、ポリアミンにより

EXT2-EGFP 融合蛋白質の合成が促進された

ことから、ポリアミンは翻訳開始段階で

EXT2 合成を促進することが明らかとなった。

次に、部位特異的変異導入法を用いて、ポリ

アミンによる促進機序を検討した。 

真核細胞の翻訳開始効率は、5’-UTR の長さ

や 18S rRNA に対する相補的な配列の有無に

依るとの報告がある。EXT2 の 5’-UTR を部分

的に欠損させたプラスミドを作製し、ポリア

ミンによる促進効果への影響を調べた。その

結果、5’-UTR を短くすると蛋白質合成量が増

加したが、ポリアミンの促進効率とは関係が

なかった。また、18S rRNA に相補的な配列

が EXT2 mRNA に 3 箇所存在したため、変異

をいれたプラスミドを作製したが、翻訳効率

およびポリアミンによる促進効果は野生型

と同じであった。 

 驚いたことに、EXT2 の ORF を欠損させる

と著しく EXT2-EGFP 融合蛋白質の発現量が

増加し、ポリアミンによる促進効果が消失し

た 。 そ こ で 、 miRBase 

(http://www.mirbase.org/index.shtml) を用いて

EXT2 mRNA の ORF 領 域 に 相 補 的 な

microRNA (miRNA)を探索したところ、1 種の

miRNA がヒットしたため、EXT2 mRNA に変

異を入れ、miRNA との相互作用を消失させた

プラスミドを作製した。その結果、EXT2 の

蛋白質合成が著しく増加し、ポリアミンによ

る促進効果が消失した。miRNA の阻害剤を形

質導入すると EXT2 の発現量が増加すること、

ポリアミンの有無で miRNA の発現量は変化

がないことから、EXT2 の翻訳開始は miRNA

によって負に制御されており、ポリアミンは

その miRNA の機能を阻害することで EXT2

合成を促進することが示唆された。現在、そ

HSプロテオグリカン CSプロテオグリカン

図1. GAG合成過程におけるポリアミンの役割.
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の詳細なメカニズムについて検討中である。 

(4) ポリアミンによる CHSY1 合成促進機序 

ポリアミンによる CHSY1 の合成促進機構

を解明すべく、5’-UTR (421 塩基)および ORF 

(43 塩基)を、レポーター遺伝子である EGFP

に融合させたプラスミドを作製した。ポリア

ミンの有無で培養した時の CHSY1-EGFP 融

合 蛋 白 質 の 合 成 量 を 調 べ た 結 果 、

CHSY1-EGFP 融合蛋白質の合成がポリアミ

ンによって促進されたことから、ポリアミン

は翻訳開始段階で CHSY1 合成を促進するこ

とが明らかとなった。更に CHSY1 の翻訳開

始は 2 種の miRNA によって負に制御されて

おり、ポリアミンが miRNA の機能を阻害す

ることで CHSY1 の合成を促進することを示

唆するデータを得た。現在、その詳細なメカ

ニズムについて検討中である。 
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