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研究成果の概要（和文）：ポリアミンは、複数のアミノ基をもつ有機カチオンで、あらゆる生物に含まれる。ポ
リアミンは、柔軟な構造をもち、多彩な生理活性を示す。我々は、ポリアミンの固相合成法の開発を進めてい
る。開発している方法はペプチド化学に基づくもので、固相合成したポリペプチド中のアミド結合を固相上で還
元してポリアミンとし、逆相HPLC を用いて精製する。
本研究では、分岐および環状ポリアミン固相合成法の改良、 合成したポリアミンの機能評価、を進めた。ポリ
アミンの機能評価は、1) DNA二本鎖との相互作用、2) リシン特異的脱メチル化酵素阻害作用、3) タンパク質熱
変性の阻害、4) リボザイム活性に対する作用、を検討した。

研究成果の概要（英文）：Polyamines are organic cations containing multiple amino groups, and are 
found in all living organisms.  In most cases, polyamines have flexible structure and show wide 
variety of biological functions.  We have been developing solid-phase synthesis of polyamines based 
on peptide chemistry; the peptide on the solid support was exhaustively reduced and crude polyamine 
thus obtained was purified by reversed-phase HPLC.  
In this research, we have improved our solid-phase synthesis for branched and cyclic polyamines. 
Also, we have evaluated following 4 functions of synthesized polyamines, 1) the effect on DNA duplex
 structure, 2) lysine-specific demethylases inhibition, 3) prevention of thermal inactivation of 
protein, and 4) effect on ribozyme activity.  

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： ポリアミン　固相合成
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１．研究開始当初の背景 
ポリアミンは、複数のアミノ基がメチレン鎖
を介して結合した低分子有機化合物で、あら
ゆる生物に含まれる生理活性物質である。生
理的条件下、ポリアミンは複数の正の電荷を
もつため、DNA・RNA・リン脂質・膜タンパ
ク質などの負電荷をもつ生体高分子と相互作
用する。代表的なポリアミンはプトレッシン・
スペルミジン・スペルミンの 3 種（図 1a、
［	 ］内の数字はアミノ基間のメチレン数）
で、細胞内に高濃度で存在する。細胞増殖に
必須の因子で、哺乳動物では、がん細胞など
分泌や増殖活性の高い細胞に高濃度で存在す
る。植物では、ストレス応答などの生理機能
に関わる。 
高温下で生育する好熱菌は、長鎖の直鎖ポリ
アミンや分岐構造をもつ特殊ポリアミンを産
生する（図 1b）。また、ポリアミン構造を含む
天然物（ポリアミンアルカロイド）も多数単
離・同定されており、多彩な生理活性をもつ
ことが知られている。天然および合成ポリア
ミンは、多様かつ強力な生理活性をもつもの
が多いが、現在までに報告されている合成ポ
リアミン類は単純な構造の分子がほとんどで
あった。 

 
我々は、ペプチド化学を利用したポリアミン
の固相合成法の開発を進めている。図 2 に示
すように、固相合成したポリペプチド中のす
べてのアミド結合を固相上で還元して、ポリ
アミンとする方法である。精製は、極性が高
い分子の精製・分析に適した逆相 HPLC を用
いて行なう。固相合成では、各段階の精製操
作が洗浄のみとなるため、多種のポリアミン
群を簡便に調製できる。本合成法を用い、図
3a に示す多様なポリアミンの合成に成功し
ているが、後述するように、分岐型及び環状
型ポリアミンの合成に問題が残っていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、新規な生理活性ポリアミン
を開発することである。ポリアミンは、あら
ゆる生物に含まれるポリカチオンで、柔軟な
化学構造と多彩な生理活性をもつ。本研究で
は、ポリアミン骨格に様々な構造制約を導入
して、活性および選択性の向上をねらう。 
本研究では(1) 申請者が開発したポリアミン
固相合成法の問題点の解消、(2) 多彩なポリ

アミンの機能評価、を並行して進めた。前者
では、分岐型及び環状型ポリアミン合成法の
改良を進めた。後者では、DNA二本鎖構造に
対する作用、リシン特異的脱メチル化酵素
LSD1 阻害作用、タンパク質の熱変性に対す
る作用、リボザイム活性に対する作用、を検
討した。 

 

 
 
３．研究の方法 
(1)	ポリアミン固相合成法の問題点の解消	
我々は、図 3a に示すポリアミンの固相合成に
成功した。環状型及び分岐型ポリアミンの合



成にも成功しているが、分岐構造をもつ特殊
アミノ酸 5,	6,	7 を別途化学合成して固相合
成に用いている。アミノ酸 5,	 6 及び 7 は、
(1)	複数工程を経て化学合成する必要がある、
(2)	アミノ基間のメチレン数を変化させる場
合、異なるモノマーを別途合成する必要があ
る、などの問題点があった。また、図 1b に示
す 3(3)(3)4 のような第 4 級アンモニウム構
造をもつポリアミンは合成できていない。こ
れらの問題点を解決するために、固相合成法
の改良を進めた。	
(2) 多彩なポリアミンの機能評価 
①DNAとの相互作用 
ポリアミン中のアミノ基は、中性条件下プロ
トン化されて、カチオンとなる。そのためポ
リアミンは、多くの負電荷をもつ DNA と相
互作用することが知られている。図 3aに示す
4種のポリアミンを固相合成し、DNA二本鎖
に及ぼす以下の３つの効果を検討した。まず、
DNA二本鎖の熱安定性（Tm）に対する効果を、
紫外可視吸収スペクトルを測定することで検
討した。次に、DNA凝縮における効果を、蛍
光色素 YOYO-1 で染色した T4 GT7 phage 
DNA (166 kbp, 57 mm)の形状を、蛍光顕微鏡
を用いて観察した（同志社大学・吉川研一教
授、立命館大学・吉川祐子教授との共同研究）。
最後に、DNA二本鎖構造に対する効果を、円
二色性（CD）スペクトルを測定することで検
討した。 
②リシン脱メチル化酵素 LSD1 阻害作用 
LSD1 は、ヒストン H3 のモノおよびジメチ
ル化された 4または 9残基目のリシン（Lys4, 
Lys9）を酸化的に脱メチル化する酵素である。
リシンのメチル化および脱メチル化は、クロ
マチン環境や真核生物の遺伝子発現に関与す
るため、LSD1の過剰発現はがん・神経変性疾
患・代謝性疾患を引き起こすことが知られて
いる。そのため、LSD1阻害剤は抗がん剤など
の候補として期待されている。ある種のポリ
アミンは、LSD1 阻害活性を示すことが知ら
れているため、我々が合成したポリアミンが
LSD1 阻害活性を示すか検討した（理化学研
究所・梅原崇史博士との共同研究）。 
③リゾチーム熱安定性に対する作用 
「１．研究開始当初の背景」で述べたように、
高温条件下で生育する好熱菌は、分岐型ポリ
アミンや長鎖の直鎖ポリアミンなどの特殊ポ
リアミンを合成することが知られている。生
育温度が上昇するにつれて、特殊ポリアミン
の産生量が増加することから、高温条件への
適応にこれらポリアミンが重要な役割を果た
すと考えられている。そこで、各種ポリアミ
ンがタンパク質の熱安定性に及ぼす影響を検
討した。モデルタンパク質としてリゾチーム
を用い、各種ポリアミンがリゾチームの熱変
性を抑制するか検討した。 
④リボザイム活性に対する作用 
リボザイムは酵素活性をもつ RNA である。リ
ボザイムは多くの負電荷をもつため、ポリア
ミンと相互作用し、その活性を変化させると

考えられる。そこで、ポリアミンがテトラヒ
メナグループ	1リボザイムの活性に及ぼす影
響を検討した（富山大学・井川善也教授との
共同研究）。	
	
４．研究成果	
(1)	ポリアミン固相合成法の検討	
分岐型ポリアミンの固相合成法を再検討し、
合成上の問題点の解決をめざした。モノマー
構造中にもたせていた分岐構造を、固相上で
構築する方法を検討した結果、モノマーを化
学合成することなく、市販の試薬のみを用い
て、図 3a に示す分岐型ポリアミンを効率よく
合成することに成功した。同様の方法を用い
て、第 4 級アンモニウム構造をもつ分岐型ポ
リアミン及び環状型ポリアミン（図 3a）も固
相合成できると考えられる。現在も継続して
検討を続けている。	
	
(2) ポリアミンの機能評価 
①DNAとの相互作用［文献 9］ 
図 3aに示す 4種のポリアミンがDNA二本鎖
に及ぼす効果を検討した。以下の 3 項目につ
いて検討した。 
a) DNA二本鎖熱安定性（Tm）：	
化学合成した 20-merのDNA二本鎖に各
種ポリアミンを添加し、その Tmを検討し
た。その結果、すべてのポリアミンが
DNA の Tmを向上させることが明らかと
なった。その効率は、直鎖型＞分岐型＞環
状型＞部分構造制約型の順で高くなった。	

b) DNA凝縮：	
T4 GT7 phage DNAの形状を、蛍光顕微
鏡を用いて観察した。ポリアミンが存在
しない条件では、DNAは coil状であるが、
ポリアミン濃度の増加に伴い、globule状
に変化していった。すべてのポリアミン
が、濃度依存的に coil-globule転移を引き
起こすことが明らかとなり、その効率は、
直鎖型＞環状型＞部分構造制約型＞分岐
型の順であった。 

c) DNA二本鎖構造：	
ポリアミンが、仔ウシ胸腺 DNAの構造に
及ぼす効果を、CDスペクトルを用いて検
討した。直鎖型、部分構造制約型、分岐型
ポリアミンは、添加濃度が上昇するにつ
れて、DNA が凝集・沈殿し、CD シグナ
ルが消失した。この３種の中では、直鎖型
が最も低濃度で DNAを凝集させ、続いて、
部分構造制約型、分岐型の順であった。環
状型は、CDシグナルの変化を全く誘起せ
ず、DNAの凝集・沈殿を全く引き起こさ
なかった。	

以上のように、合成した４種のポリアミンは、
DNA二本鎖に対して、特徴的な効果・親和性
を示した。この結果は、ポリアミンの主鎖構
造が生理活性に大きな影響をもつことを意味
する。適切な主鎖構造をもつポリアミンを用
いることで、DNA二本鎖に対する効果に選択
性をもたせられる可能性がある。 



②リシン脱メチル化酵素 LSD1 阻害作用 
合成したポリアミンの LSD1阻害活性をスク
リーニングしたところ、中程度の LSD1阻害
活性をもつポリアミンを見出した。最も強い
阻害活性を示したポリアミン構造をもとに、
種々類縁体を合成し、より優れた LSD1阻害
剤を見出すことに成功した。 
③リゾチーム熱安定性に対する作用 
好熱菌が産生する、長鎖の直鎖ポリアミンや
分岐型ポリアミンを中心に、リゾチームの熱
安定性に及ぼす影響を検討した。検討したす
べてのポリアミンが、リゾチームの熱安定性
を向上させることが明らかとなった。だがそ
の効果は、ポリアミンの主鎖構造により、大
きく異なることが明らかとなった。 
④リボザイム活性に対する作用［文献１］ 
ポリアミンがテトラヒメナグループ	1リボザ
イムの活性に及ぼす影響を検討した。リボザ
イムが活性を持たない条件でポリアミンを添
加すると、リボザイム活性が回復することが
明らかとなった。直鎖状ポリアミンの検討し
か行っていないが、ポリアミンの構造により、
リボザイム活性に与える影響に顕著な違いが
見られた。 
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