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研究成果の概要（和文）：　ポリアミンは、主としてRNAと相互作用し細胞増殖因子として働く。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は、ポリアミンモジュロン
と命名されている。大腸菌では酸化ストレス下、真核細胞では細胞増殖に関わる蛋白質を同定し、ポリアミンの細胞増
殖・生存率維持に果たす役割を明確にした。
　大腸菌における酸化ストレスの除去に関して、ポリアミンはSoxR、EmrR及びGshAを翻訳レベルで合成促進し、生存率
維持に寄与することを明らかにした。真核細胞の翻訳伸長因子eEF1A遺伝子をポリアミンモジュロンと同定し、eEF1Aの
合成促進機構を解明した。

研究成果の概要（英文）： Polyamines exist mostly as polyamine-RNA complexes in cells. It was found that 
polyamines enhanced the synthesis of specific proteins at the level of translation, which are important 
for cell growth and cell viability. A group of genes whose expression is enhanced by polyamines at the 
level of translation be referred to as a “polyamine modulon”.
 In this study, we looked for new members of polyamine modulon under oxidative stress conditions in 
Eschrichia coli. It was found that synthesis of SoxR, EmrR, and GshA proteins was enhanced by polyamines 
at the level of translation. It was found that synthesis of eEF1A was enhanced by polyamines at the level 
of translation among various translation factors in mammalian cells. The CR sequence existed in 
eukaryotic mRNAs, which regulates protein synthetic activity and influences polyamine stimulation of 
protein synthesis.

研究分野：医歯薬学
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１． 研究開始当初の背景 
 
生物界に広く存在するポリアミン（プトレ
スシン、スペルミジン、スペルミン）は、生
命に必須な低分子生理活性アミンであり、細
胞増殖因子として機能する。ポリアミンは主
として 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こ
とにより機能を発揮する。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
れまでに大腸菌において 11 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示された。さらに
最近、大腸菌の生存率維持やバイオフィルム
形成能の上昇に必要な蛋白質をコードする 6
種のポリアミンモジュロンを同定した。 
ポリアミンモジュロンのコードする

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 (二本鎖を形成しない 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）。 
本研究では、原核細胞ばかりでなく、真核
細胞においても普遍的なポリアミンの役割
解明を目指し、以下の 2テーマに関して研究
を展開した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

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 
 
（１）酸化ストレス条件下における大腸菌ポ
リアミンモジュロンの同定 

 
酸化ストレスは、種々の疾患を引き起こす
ことが知られており、酸素から発生する活性
酸素種が生体分子に障害を与えるため、微生
物はそれらから身を守る防御機構を有して
いる。最近、大腸菌がポリアミン存在下では、
スーパーオキシドや過酸化水素などの活性
酸素種の酸化ストレスに対して抵抗性が上
昇することを見出した。酸化ストレス除去に
関与するスーパーオキシドデスムターゼの
転写因子である SoxR、薬剤耐性に関わる薬
剤排出蛋白質の転写因子である EmrR、及び
グルタチオン生合成酵素である GshA 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 3種の蛋白質のポ
リアミンによる合成促進機構と酸化ストレ
ス防御機構に果たす役割を解析し、生理的意
義の解明を行った。 
 
（２）動物細胞におけるポリアミンモジュロ
ンの探索とポリアミンによる翻訳促進機構
の解明 
 
動物細胞の新規ポリアミンモジュロンの
候補として、翻訳伸長因子の eEF1Aをコード
する遺伝子を見出した。この mRNA の 5’-
非翻訳領域にはこれまで報告された真核細
胞のポリアミンモジュロンとの共通性が見
出せず、新たな翻訳促進機構が示唆された。
このポリアミンによる新しい eEF1A 合成促
進機構を分子レベルで解明を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）酸化ストレス条件下における大腸菌ポ
リアミンモジュロンの同定 
 
 酸化ストレス除去に関与するスーパーオ
キシドデスムターゼの転写因子である SoxR、
薬剤排出蛋白質の転写因子である EmrR及び
グルタチオン生合成酵素である GshA の合成
が、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。また、こ
れら遺伝子の mRNA 構造の検討を行ったと
ころ、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か、
もしくは開始コドンが AUG でない翻訳効率
の低い mRNAであり、ポリアミンが RNAの
二本鎖を形成しない 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
する可能性が示唆された。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
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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。また、SoxR、
EmrR 及び GshA 遺伝子を組み込んだプラス
ミドを作製し、ポリアミン生合成欠損株に導
入後、ポリアミン非存在下でこれら遺伝子を
過剰発現させ、細胞生存率及び細胞内グルタ
チオン量が上昇するかどうか検証した。 
 
（２）動物細胞におけるポリアミンモジュロ
ンの探索とポリアミンによる翻訳促進機構
の解明 
 
 ポリアミンが RNA と相互作用し、翻訳レ
ベルで特定蛋白質の発現上昇をもたらすこ
とから、真核細胞の翻訳因子に注目した。抗
体が入手可能な翻訳因子 19 種について、マ
ウス乳がん FM3A細胞を用い、正常細胞とポ
リアミン欠乏細胞で発現量の差を検討した
結果、ポリアミンモジュロンの候補として、
翻訳伸長因子の eEF1Aを見出した。この蛋白
質のmRNAは、5’-非翻訳領域に stem and loop
構造が存在するが、長さが短く、他の真核細
胞のポリアミンモジュロンのように ribosome 
shunting が起こるのに必要な 18S ribosomal 
RNAとの相補部位が存在しない。しかし、開
始コドンから上流 26-45塩基の hairpin構造部
分 に 18S rRNA に 対 す る 相 補 配 列 
(complementary sequence to 18S rRNA: CR) を
上流 33-39 塩基に見出した。また、他の翻訳
因子やハウスキーピング遺伝子約 50 種の
mRNA について CR 配列を探索したところ、
開始コドンから上流 20-30 塩基に集中して存
在していた。従って、eEF1A合成のポリアミ
ンによる促進機構は、CR 配列と開始コドン
AUG が離れているために起こるという原核
生物と似た翻訳促進機構が考えられた。そこ
で、このポリアミンよる合成促進メカニズム
を、eEF1Aの 5’-非翻訳領域を EGFPにつな
いだ wild type のプラスミドとポリアミン作
用部位の候補を変異させた 5’-非翻訳領域を
EGFP につないだ数種の変異プラスミドを作
製し、NIH3T3 細胞に形質転換して、ポリア
ミンによる蛋白質合成促進効果が消失する
かどうかを検証した。CR 配列については、
CR 配列を欠損させた変異体及び位置を変異
させた mRNAを作製して、蛋白質合成能及び
ポリアミンの効果を調べた。 
 
４．研究成果 
 
（１）酸化ストレス条件下における大腸菌ポ
リアミンモジュロンの同定 
 
大腸菌ポリアミン生合成酵素欠損株

MA261を用いて、細胞増殖 (図 2A)、細胞生
存率 (図 2B)、細胞内グルタチオン量 (図 2C)
及びカルボニル化蛋白質量 (図 2D)をポリア

ミン及び 0.6 M K2TeO3の有無で測定した。
その結果、K2TeO3により大きく低下した細胞
増殖及び細胞生存率はポリアミンの添加で
回復した。また、ポリアミンにより細胞内グ
ルタチオン量は顕著に増加した。さらに、酸
化ストレスによる蛋白質損傷のマーカーで
あるカルボニル化蛋白質量もポリアミンの
添加により低下した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  酸化ストレス下における大腸菌ポリア
ミン要求株MA261の細胞増殖、細胞生存率、
細胞内グルタチオン量及びカルボニル化蛋
白質 
 

K2TeO3存在下において、ポリアミンによる
酸化ストレス除去に関与する転写因子 SoxR
の蛋白質発現量の変化をWestern blottingによ
り比較した (図 3A)。ポリアミンにより、酸
化ストレス下において SoxR の発現量が増加
したが、RpoD の発現量には変化が見られな
かった。soxR mRNAの SD配列と開始コドン
の位置を通常の 7塩基に変え、lacZと融合さ
せたプラスミドを作製した  (図 3B)。
SoxR--Galの合成量を比較した結果、通常の
SD 配列では、酸化ストレス下、ポリアミン
により 2.9 倍の増加を示したが、距離を短く
したものでは 1.4倍に減少した (図 3C)。同様
に薬剤排出蛋白質の転写因子である EmrR及
びグルタチオン合成酵素である GshA におい
ても、ポリアミンにより大きく発現促進され
た。また、これら mRNAはポリアミンモジュ
ロンに特徴的な配列を有していた (図 3D)。 

K2TeO3存在下、EmrR、SoxR及び GshA蛋
白質を過剰発現させ、細胞内グルタチオン量、
細胞増殖及び生存率の変化を比較した結果、
ポリアミン非存在下において、それぞれの過
剰発現株で細胞内グルタチオン量の上昇、細
胞増殖及び生存率の著しい回復が見られた。 
 従って、ポリアミンが SoxR、EmrR 及び
GshA を翻訳レベルで合成促進し、酸化スト
レス下において細胞増殖及び生存率維持に
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寄与することを明らかにした (図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  ポリアミンによる SoxR、EmrR 及び
GshA蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 4 ポリアミンによる酸化ストレス除去機
構 
 
（２）動物細胞におけるポリアミンモジュロ
ンの探索とポリアミンによる翻訳促進機構
の解明 

 
マウス乳がん FM3A細胞を用いて、オルニ
チン脱炭酸酵素阻害剤である DFMO を培地
に添加し、細胞内のポリアミン量を減少させ
た。この細胞を用いて、計 19 種の翻訳因子
について、ポリアミンによる蛋白質発現量の
変化をWestern blot 法により検討した結果、
19 種の内、18 種はポリアミンによる発現量
の著しい変化は見られなかった (図 5A)。し
かし、伸長因子である eEF1Aの蛋白質発現量
がポリアミンにより 3.1 倍増加していること
を見出した (図 5B)。さらに、mRNA 量に変
化が見られなかったことから (図 5C)、eEF1A
はポリアミンにより、翻訳レベル合成促進さ
れることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5  種々の翻訳因子の蛋白質発現に対する
ポリアミンの効果とポリアミンによる
eEF1Aの翻訳レベルにおける合成促進 
 

eEF1A mRNA のポリアミン作用部位を探
索するため、eEF1A 5’-UTRの予測二次構造
を Zukerの方法を用いて構築したところ、ポ
リアミン結合予想部位の loop 構造中に 18S 
rRNA の 3’末端付近との相補配列を見出した。 
この 18S rRNAとの相補配列を CR配列と命
名し、更なる検討を行った。まず、CR 配列
を欠損させた変異体 NC-18S rRNAを鋳型に、
多くの翻訳因子でみられた位置に CR 配列を
移動させた 2種類の変異体 CR1及び CR2、さ
らに大腸菌の SD 配列と同程度の位置まで近
づけた変異体 CR3を作製し、同様の方法を用
いてポリアミンによる促進効果を検討した
(図 6A)。その結果、変異体 CR1及び CR2を
導入した細胞ではそれぞれ 1.1倍、1.2倍とポ
リアミンによる蛋白質合成促進効果が減少
した。また、両変異体ともポリアミンの有無
に関係なく、蛋白質発現量が増加した。一方、
変異体 CR3では wild typeと同様の結果が得
られた (図 6B)。これらの結果から、CR配列
は、通常 17～32 塩基に存在すること、また
ポリアミンは CR 配列の位置が通常とは異な
る mRNA からの蛋白質合成を促進すること
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6  CR 配列の位置の変異によるポリアミ
ン促進効果の変化 

 

T GAG GTA AAG CGA TTT ATG GAA
T CTC CGA GGT CGA TTT ATG GAA

SD sequence

A W estern blotting of SoxR

C W estern blotting of SoxR-β-Gal

B Sequences of SD sequence and initiation codon regions

initiation codon

pMW soxR-lacZ

pMW soxR(SD)-lacZ

Relative amount

Ratio (+/-)

soxR-lacZ soxR(SD)-lacZ

100 288 390

2.9** 1.4*
532

PUT – +– +

D W estern blotting of Em rR and GshA

SD sequence UUG codon

A540=0.3
– +

24 h

– +

36 h

– +

SoxR

PUT

Polyamine
Stimulation ( -fold) 1.0ns

100Relative amount 101

3.2**

95 304

3.5**

149 528

A540=0.3
– +

24 h
– +

36 h
– +

3.0**

75 228

0.9ns

100 92

2.5*

84 206

A540=0.3

– +

24 h

– +

36 h

– +PUT

Polyamine
Stimulation ( -fold)

Relative amount

3.0**
116 351

4.6**
100 455

1.3ns

150 196

Em rR GshA

O2･ H2O2 H2O

CatalaseSuperoxide 
dismutase

Polyamines
under oxidative stress

SoxR EmrR, GshA RpoS (σ38)

Glutathione

(sodA)
(katG)
(katE)

Transcription factor 
of sodA gene (soxS)

AGA ACGCAGGTGT TGTGAAAACC ACCGCTAATT CAAAGCAAAA ATG

AGA AGCGTCCAGT TGTGAAAACC GCAGGTAATT CAAAGCAAAA ATG
AGA AGCGTCCAGT TGCGCAGGTC ACCGCTAATT CAAAGCAAAA ATG

AGA AGCGTCCAGT TGTGAAAACC ACCGCTCGCA GGTAGCAAAA ATG

Relative am ount
Polyam ine 

stim ulation (-fold)

100           

eEF1A-EGFP

eEF1A
-EGFP CR2CR1

281310 58 64 376 424 80

DFM O

310260

initiation codon

eEF1A
EGFP

+1 +189-120

5’-UTR O RF

AGA AGCGTCCAGT TGTGAAAACC ACCGCTAATT CAAAGCAAAA ATGeEF1A-EGFP(NC-18S rRNA)

NC-18S rRNA C-18S rRNA

eEF1A-EGFP(CR1)

CR3

eEF1A-EGFP

eEF1A-EGFP(CR3)

N C-18S
rRN A

eEF1A-EGFP(CR2)

3.1** 1.1 1.1 1.2 3.5**

-10-20-30 +1

A.  Structure of eEF1A-EGFP fusion genes

B.  W estern blotting of eEF1A-EGFP



本研究により、CR 配列と開始コドンとの
距離が離れている場合、ポリアミンが mRNA
の構造を変化させ、蛋白質合成を促進させる
という真核細胞のポリアミンモジュロンの
新たな翻訳促進機構が明らかとなった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
図 7  真核細胞におけるポリアミンモジュロ
ンの新たな発現調節機構 
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