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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）は細胞増殖

因子として細胞機能に大変重要である。特に RNA との相互作用を通じて翻訳制御に関わるこ

とから、ポリアミンが標的とする生体分子の同定を目指して研究を行い、その候補となる分子

を同定した。また、スペルミジンにより修飾を受ける蛋白質合成開始因子 eIF5A 及びその修飾

酵素の欠損マウスの解析を行い、致死となることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Polyamines (putrescine, spermidine, spermine)  have important 
roles for cell function as a growth factor. In this study, we identified the target molecules 
translationally regulated by polyamines, because polyamines mainly binds to RNA in cells.  
Spermidine is required for modification of eukaryotic translation initiation factor 5A 
(eIF5A). It was clarified that eIF5A and its modification enzyme disruption in mice 
appeared the embryonic lethality. 
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１．研究開始当初の背景 
 ポリアミンは 1 価のカチオンを除くと、細
胞内において Mg2+、ATP と共に主要な構成成
分であり、その細胞内濃度は mM オーダーで
ある。生理的役割がよく知られている Mg2+、
ATP に比べて、ポリアミンはこれらと同程度
の存在量を保持しながら、その生理的役割は
はっきりしない。その最大の理由は、ポリア
ミンが 1 種類の分子で構成されたものではな
く 、 2 価 カ チ オ ン の プ ト レ ス シ ン

[NH2(CH2)4NH2]、3 価カチオンのスペルミジ
ン[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2]、4 価カチオンの
ス ペ ル ミ ン 
[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2]のように
複数分子から構成されていることが挙げら
れる。実際にこれらの分子の存在比率は、プ
トレスシンとスペルミジンを主に持つ原核
生物、スペルミジンとスペルミンを主に持つ
真核生物のように生物種が変われば異なり、
マウスやヒトなどの多細胞生物では臓器や
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組織の違いでもその存在比率は異なる。ただ
し、ポリアミンは細胞機能において必須な成
分であり、トータルとしての細胞内ポリアミ
ン量は生合成系と分解系及び細胞内外の輸
送系を介して厳密に調節されている。ポリア
ミン生合成系の律速酵素にはオルニチンか
らプトレスシンを合成するオルニチン脱炭
酸酵素（ODC）とスペルミジン、スペルミン
合成のプロピルアミン供与体を合成する S-
ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素
（AdoMetDC）の 2 種が存在し、転写レベル、
翻訳レベル、酵素蛋白質の分解など様々なス
テップで調節されている。これまでに
AdoMetDC に焦点をあてた研究から、マウス
の AdoMetDC の転写・翻訳制御、遺伝子のク
ローニング、遺伝子ターゲティングによる欠
損マウスの作製を行った。特に AdoMetDC 遺
伝子欠損マウスの表現型は致死性を示し、他
のグループによって作製されたもう一つの
律速酵素である ODC の欠損マウスも同様の
表現型を示した。 
 ポリアミンの細胞内分布シミュレーショ
ンの結果、核酸、特に DNA よりも RNA と強
く相互作用して存在していることが分かっ
た。この知見からポリアミンはある種の
mRNA に結合し、その構造変化を導くことで
翻訳レベルで蛋白質合成を制御することを
見出した。大腸菌を用いた研究から、ポリア
ミン存在下に mRNA からの翻訳が促進され
る蛋白質を複数同定し、それらをポリアミン
モジュロンと名付けた。最近、真核細胞にお
けるポリアミンモジュロンを 3 種（Cct2、
Hnrpl、Pgam1）同定した。また、ポリアミン
による翻訳制御には、間接的に関与する機構
が存在する。それは蛋白質合成開始因子
eIF5A の翻訳後修飾にスペルミジンが基質と
して必須なことである。eIF5A の翻訳後修飾
はハイプシンという特殊なアミノ酸がリジ
ン残基上に 2 段階の酵素反応により形成され
る非常にユニークなものである。修飾された
eIF5A は細胞増殖において絶対的に必須であ
るが、蛋白質合成の開始反応において、開始
因子と命名されたにも関わらず本質的では
ないと考えられている。最近、ペプチド伸長
段階で機能する可能性が報告されたが、その
詳細なメカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
 プトレスシン、スペルミジン、スペルミン
の総称であるポリアミンは低分子の生理活
性アミンであり、細胞増殖における必須因子
である。そのため、細胞内濃度は非常に厳密
に調節されており、欠乏した場合もしくは過
剰になった場合でも細胞増殖が著しく影響
を受けることが知られている。その原因につ
いては、カチオンとしての性質を持つことか
ら細胞内で核酸の RNA と主に相互作用し、

蛋白質合成に大きく関与していることが示
されている。またポリアミンが唯一共有結合
する eIF5A がそのような蛋白質合成過程にお
いてどのような役割を担っているのかはい
まだ不明である。よって、本研究では細胞増
殖に必須なこれらの翻訳制御に対するポリ
アミンの分子基盤を明らかにすることが目
的である。 
 
３．研究の方法 
（1）新規ポリアミンモジュロンの同定 
 大腸菌で同定されたポリアミンモジュロ
ンの多くが転写因子だったことから、真核細
胞においても転写因子を標的にした。ポリア
ミンを欠乏させた HeLa 細胞株から核抽出液
を調整し、「転写因子活性検出アレイ」を用
いて、コントールとの比較でスクリーニング
を行った。 
 
（2）ゲルシフトアッセイによる核内転写因
子量の検討 
 上記のスクリーニングから同定した転写
因子に関して、それぞれの結合配列を持った
蛍光標識 DNA を準備し、核抽出液との反応
によるゲルシフトアッセイを行った。 
 
（3）eIF5A 及び DHS ジーントラップマウス
の解析 
 eIF5A 及び eIF5A の翻訳後修飾酵素の一つ
であるデオキシハイプシン合成酵素（DHS）
のジーントラップマウスの致死性の解析及
び胚盤胞を分離し、in vitro 培養を行った。 
 
４．研究成果 
（1）ポリアミン欠乏 HeLa 細胞株を作製する
ため、ポリアミン生合成阻害剤である DFMO
存在下で 3 日間培養し、細胞内ポリアミン量
を測定した。コントロールに比べて、スペル
ミン量は 80%に減少し、プトレスシンとスペ
ルミジンは完全に無くなった。この条件下で、
核抽出液を準備した。ヒストン及びチューブ
リンのウェスタンブロットを行い、核抽出液
に細胞質の蛋白質であるチューブリンがほ
ぼ無いことを確認した。そして、核抽出液を
用いて、「転写因子活性検出アレイ」を行っ
た結果、コントロールと比べて活性の変化が
認められる候補分子を 14 種見つけた。 
 
（2）上記の 14 種の転写因子に関して、DNA
結合配列を含む蛍光標識されたオリゴ DNA
を合成した。標識オリゴとコントロール及び
ポリアミン欠乏株由来の核抽出液と複合体
を形成させた後、ゲル電気泳動を行うゲルシ
フトアッセイにて、核に含まれる転写因子量
の検討を行った。その結果、明らかに差が認
められた転写因子は PU.1 という転写因子だ
けであった。この転写因子は血球系の分化に



 

 

重要な因子であり、ポリアミンによる細胞分
化の制御機構において必要とされている可
能性が示唆された。 
 
（3）ポリアミンが唯一翻訳後修飾する eIF5A
蛋白質及びその翻訳後修飾を担う酵素であ
るデオキシハイプシン合成酵素（DHS）のジ
ーントラップマウスの解析を行った。その結
果、ともに胚性致死を示した。胚性致死の時
期はポリアミン生合成酵素遺伝子ノックア
ウトマウスと同様、子宮への着床後すぐに胚
の確認が出来なくなる初期胚のステージ（胚
盤胞）であった。そこで、胚盤胞の in vitro
培養を行ってみたところ、eIF5A 及び DHS の
ホモ欠損胚は wild type と比べて、明らかに細
胞数が減少した。同時に DNA 合成の指標と
なる BrdU の取り込みアッセイを行ったとこ
ろ、コントロールに比べて、低下していた。
よって、子宮着床後の胚の細胞増殖阻害が致
死性に関与していることが示唆された。 
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