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研究成果の概要（和文）： 
細胞内のポリアミン濃度が高値となるとアンチザイム(AZ)が翻訳フレームシフト機構によ
って発現することを利用し、AZ のフレームシフト配列を 2 つの蛍光タンパク質（ECFP, 
Keima-Red）の間に連結したコンストラクトを作製し培養細胞に導入した。しかし、ポリア
ミンにより促進される翻訳フレームシフトのプロダクトである Keima-Red の発現がほとん
ど確認されず、ポリアミン応答性に問題があった。そこでＮ末端に HA-タグを付加し、ア
ンチザイム1遺伝子の全配列と蛍光タンパク質EGFPの単独使用のコンストラクトに改良す
ると、ポリアミンの添加に対し EGFP の蛍光強度の明らかな増加が観察された。また、細胞
内のフレームシフトプロダクトの発現解析からもポリアミンによる明らかな発現上昇がみ
られた。培養細胞レベルでのポリアミン応答の詳細な解析を継続中である。 
  
研究成果の概要（英文）： 
We are developing a novel method to visualize cancer cells by combining the 
polyamine-dependent frameshift mechanism of AZ, an endogenous cellular polyamine 
sensor, and the fluorescent protein techniques. We created a polyamine sensor 
construct with frameshift region of AZ1 mRNA flanked by two fluorescent proteins 
(ECFP and Keima-Red). When the construct was transfected into the cells, however, 
polyamine-dependent increase of Keima-Red fluorescence was not observed. Therefore, 
we improved the sensor construct using the entire protein coding region of AZ1 mRNA 
with EGFP gene that is inserted immediately downstream of the pseudoknot structure. 
Cells transfected with this construct showed polyamine-dependent increase of EGFP 
fluorescence and frameshift product. Further analysis of polyamine response in the 
cells is continued.    
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１．研究開始当初の背景 

ポリアミンは細胞増殖に必須の生体アミ

ンであり、タンパク質・核酸合成の活発な

組織に多く存在する。特に細胞増殖の活発

ながん組織のポリアミンは常に高値となる

ことが知られている。実際、尿中のポリア

ミンを測定し、がんを診断する製品も市販

されている。哺乳類のポリアミンは主にプ

トレッシン、スペルミジン、スペルミンの

３種が存在する。細胞内のポリアミンの濃

度調節は、アンチザイム(AZ)というタンパ

ク質によって厳密に制御されている。ポリ

アミン合成の律速酵素であるオルニチン脱

炭酸酵素（ODC）は、オルニチンの脱炭酸反

応を触媒し、プトレッシンを合成する。 

アンチザイムは ODC に結合し、その活性

を阻害するとともに 26S プロテアソームに

引渡し、分解を促進する。但しこの分解に

はユビキチン化は伴わない。AZ の発現はポ

リアミン促進性の翻訳フレームシフトとい

う非常にユニークな発現機構により行われ

ている。すなわち、細胞内のポリアミン濃

度が低い時、アンチザイムは ODC に結合で

きない短いタンパク質（非活性型）として

合成される。これはアンチザイムの mRNA

上に存在する終止コドン（UGA）によって翻

訳が終結するためである。ところが、ポリ

アミン濃度が高くなると、翻訳フレームシ

フトが促進され、リボソーム上でぺプチジ

ル tRNA が mRNA の 3’方向へ 1 塩基シフト

することでコドンの読み枠が変わり、ODC

結合能を有する活性型アンチザイムが合成

され ODC を分解促進させることによって細

胞内のポリアミン濃度を減少させる。この

ように細胞内ポリアミンの濃度調節は負の

フィードバックループとなっている。この

翻訳フレームシフト機構によるポリアミン

制御メカニズムは研究代表者が発見した

（Matsufuji S, et al. Cell 80:51-60, 

1995）。 

本研究は、がん細胞がポリアミン高値と

なることに着目し、その濃度変化を追跡、

定量可能なシステムを開発することにより、

がん研究におけるがん細胞や組織のイメー

ジング技術の確立を目指し開始された。 

具体的には、アンチザイムのユニークな

遺伝子発現機構であるポリアミン促進性翻

訳フレームシフトと蛍光タンパク質の技術

を融合し、細胞内のポリアミンの濃度変化

を可視化および定量的にモニター可能なシ

ステムの開発を行う。本システムを細胞や

実験動物個体においてがんのマーカータン

パクなどと組み合わせて用いれば、発がん

や転移のメカニズム研究に有効なツールと

なる。 

本システムの基本コンセプトは、２つの

蛍光タンパク質遺伝子（シアン色の ECFP

と赤色の Keima）の間にアンチザイムのフ

レームシフト配列を連結し、細胞内ポリア

ミン濃度が低い時には ECFP タンパク質の

みが発現し細胞がシアン色に、ポリアミン

濃度が高くなると、アンチザイムの翻訳フ

レームシフトにより Keima 蛍光タンパク質

も発現し、シアン色と赤色の両方が観察さ

れるという特色を持つ。この２つのタンパ

ク質は励起波長が共に 440nm であるが、蛍

光波長のピークが ECFP は 475nm 付近に、

keima は 620nm 付近と大きく離れている特

長を持つ。したがって、1 つの波長のレー

ザー光で 2色の検出が可能であり、さらに

2 つのタンパク質の蛍光スペクトルは完全

に分離しているためクロス検出されること

はなく、より正確な定量が可能となる。本

システムは、タンパク質相互作用を検出す

るものではなく、蛍光エネルギー移動

(FRET)が起こらない条件が望ましいので、



この 2つの蛍光タンパク質を用いることは、

非常に有効である。さらにこのシステムの

アンチザイムフレームシフトユニット配列

をタンデムに重複させることにより、フレ

ームシフトが起こる効率を低減しポリアミ

ンがより高濃度の時にのみに起こるように

すれば、がん細胞のみで細胞や組織が赤色

蛍光を発すると考えられる。つまり、フレ

ームシフトの効率を調節することでポリア

ミンに対する感度を調節するのである。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、がん細胞がポリアミン

高値となることに着目し、その濃度変化を

追跡、定量可能なシステムを開発すること

により、がん研究におけるがん細胞や組織

のイメージング技術を確立することである。

具体的には、アンチザイムのユニークな遺

伝子発現機構であるポリアミン促進性翻訳

フレームシフトと蛍光タンパク質の技術を

融合し、細胞内のポリアミンの濃度変化を

可視化および定量的にモニター可能なシス

テムの開発を行う。本システムを細胞や実

験動物個体においてがんのマーカータンパ

クなどと組み合わせて用いれば、発がんや

転移のメカニズム研究に有効なツールとな

る。 

 
３．研究の方法 

(1)細胞内ポリアミンモニター・コンスト

ラクトの作成 

細胞内ポリアミンモニターシステムの開発 

本システムの基本コンセプトは、２つの蛍

光タンパク質遺伝子（シアン色の ECFP と赤

色の Keima）の間にアンチザイムのフレー

ムシフト配列を連結し、細胞内ポリアミン

濃度が低い時には ECFP タンパク質のみが

発現し細胞がシアン色に、ポリアミン濃度

が高くなると、アンチザイムの翻訳フレー

ムシフトにより Keima 蛍光タンパク質も発

現し、シアン色と赤色の両方が観察される

という特色を持つ。この２つのタンパク質

は励起波長が共に 440nm であるが、蛍光波

長のピークが ECFP は 475nm 付近に、keima

は 620nm 付近と大きく離れている特長を持

つ。したがって、1 つの波長のレーザー光

で 2色の検出が可能であり、さらに 2つの

タンパク質の蛍光スペクトルは完全に分離

しているためクロス検出されることはなく、

より正確な定量が可能となる。本システム

は、タンパク質相互作用を検出するもので

はなく、蛍光エネルギー移動(FRET)が起こ

らない条件が望ましいので、この 2 つの蛍

光タンパク質を用いることは、非常に有効

である。アンチザイムのフレームシフトに

必要な配列はフレームシフト効率を考え、

最適であろうと考えられる長さの候補をい

くつか作製する。場合によっては、フレー

ムシフト配列自体を改変することによって

フレームシフト効率の調整を行う。 

例えば、フレームシフト配列には、シュ

ードノットと呼ばれる RNA 構造が存在する

ことがフレームシフト効率を上げるために

重要であることがわかっているので、この

シュードノット構造を改変することにより

フレームシフト効率が調整可能か検討す

る。 

 

(2)培養細胞におけるポリアミンモニター

システムの機能確認 

作製したベクターを CHO 細胞に一過性に発

現させた後、ポリアミン存在下、非存在下

の条件で培養し、蛍光顕微鏡下において観

察する。 

(3)細胞内ポリアミンモニターシステムの

マウス個体への導入 

培養細胞ポリアミンモニターシステムがマ



ウス個体で応用可能であるか試みる。培養

細胞用に作製したポリアミンモニター・コ

ンストラクトをトランスジェニックマウス

作製用ベクターに導入しトランスジーンと

する。場合によってはプロモーターの変更

なども行う。トランスジェニックベクター

作製以降は外部業者に委託する。トランス

ジーン対象マウスは、大腸がんのモデルマ

ウスとして知られている C57BL/6J-ApcMin

ヘテロマウス用いる。このマウスは小腸や

大腸にがんが発生しやすい特徴を持ち、こ

の解析に適している。 

 
４．研究成果 

AZのフレームシフト配列（シュードノッ

ト構造含む）を2つの蛍光タンパク質（ECFP, 

Keima-Red）の間に連結したコンストラクト

をプラスミドベクターに組込み培養細胞に

導入した。ポリアミンへの感受性の変化を

期待し、フレームシフト配列領域を１つ持

つコンストラクトとタンデムに連結したコ

ンストラクトを各々作製した。これらは細

胞内のポリアミン濃度が低いときにはECFP

のみが発現しシアン蛍光が、ポリアミン濃

度が高くなるとECFPに加えKeima-Redの赤

色蛍光が蛍光顕微鏡下にて観察されること

が予想された。これらのコンストラクトを

導入した培養細胞に5mMプトレッシンを添

加しKeima-Redの蛍光が増強されるか観察

した。またオルニチン脱炭酸酵素の阻害剤

によりポリアミン濃度を抑えた細胞とイン

フレームのコンストラクトを導入した細胞

の蛍光も観察した。その結果、プトレッシ

ンを添加した細胞ではKeima-Red/ECFPの蛍

光強度の増加が観察されたが、非添加細胞

と比べ明らかな差が観察されなかった。ま

た阻害剤によりポリアミン濃度を抑えた細

胞においてもKeima-Redの蛍光のバックグ

ラウンドが観察された。 

そこでフレームシフトさせるための配列

にアンチザイム１の全ての塩基配列を使用

し、フレームシフト後のプロダクトに緑色

蛍光タンパク質EGFPのみを使用したコンス

トラクトに改変した。具体的には、アンチ

ザイム１をN末端からフレームシフト部位

までの配列（シュードノット構造有無の2

タイプを作製）とそれ以降に分けてEGFPの

配列を挟むように連結した。さらに、抗HA

抗体を用いたイムノブロッティングによる

フレームシフトプロダクトの検出が可能な

ようにHAとFLAGの両タグをN末端に付加し

た。 

CHO細胞にコンストラクトを一過性に発

現させ、24時間後にポリアミン（プトレッ

シン10mM）を7～24時間添加し細胞内のポリ

アミンの濃度を上昇させた。DFMO（ポリア

ミン合成の律速酵素であるODCの阻害剤）を

添加しポリアミン濃度を低下させた細胞を

コントロールとした。これらの細胞に発現

したフレームシフトプロダクトを蛍光顕微

鏡にて検出した。その結果ポリアミンを添

加した細胞で明らかなEGFPの蛍光強度の増

加が観察された。また、細胞内のフレーム

シフトプロダクトの発現を抗HA抗体による

イムノブロットにより解析すると、ポリア

ミンによる明らかな発現上昇がみられた。 

このコンストラクトにおいてアンチザイ

ム１の配列の導入位置を変えずに、HAタグ

とEGFPの配列を各々ECFPとKeima-Redの蛍

光タンパク質の配列に置き換えたコンスト

ラクトを作製し同様の解析を行ったがポリ

アミン応答性が観察されなかった。AZ1のN

末端からフレームシフト部位までの配列の

前に蛍光タンパク質が存在することが翻訳

フレームシフトには立体障害となっている

のかもしれない。今後唯一ポリアミン応答

性が確認されたHAタグとEGFP単独使用のコ



ンストラクトで研究を進めるか検討中であ

る。 
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