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研究成果の概要（和文）：細胞増殖因子ポリアミン（プトレスシン、スペルミジン、スペルミン）の機能解明とその濃
度調節機序解明を目指して研究を行った。その結果、１）大腸菌の5種の蛋白質がポリアミンにより翻訳レベルで合成
促進をうけ、生存率維持に働くことを明らかにした。２）ポリアミンによる脳機能調節に関して、NMDA受容体調節領域
（R domain）上のスペルミンとイフェンプロジルの結合部位を同定し、これらの結合によるR domainの構造変化を解析
した。また、脳機能障害に深く関与するポリアミン代謝物アクロレインの細胞障害機序を解析した。３）大腸菌の2種
のプトレスシン輸送系の生理機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Polyamines (putrescine, spermidine and spermine) play important roles in cell prol
iferation and differentiation.  The physiological role of polyamines and regulation of their cellular cont
ents were examined.  1) Five genes were identified as members of "polyamine modulon", whose expression is 
enhanced by polyamines at the level of translation, and were involved in maintenance of cell viability in 
Escherichia coli.  2) For elucidation of the role of polyamines on neural functions, spermine and ifenprod
il binding sites on R domains of NMDA receptors were identified and the structural change of R domains by 
binding of these compounds were elucidated.  Acrolein, a polyamine metabolite, was found to be involved in
 neurodegeneration after stroke.  Mechanisms of cell toxicity of acrolein were examined.  4) Physiological
 role of two putrescine transport systems were clarified in E. coli.
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１．研究開始当初の背景 
 
 低分子塩基性生理活性物質ポリアミンは、
通常 2 価カチオンであるプトレスシン
[NH2(CH2)4NH2]、3価カチオンであるスペ
ルミジン[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2]、4 価
カ チ オ ン で あ る ス ペ ル ミ ン
[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2]より
成る。ポリアミンは細胞内に高濃度（mM
オーダー）存在し、種々の酸性物質、特に
RNA と相互作用することにより、細胞増
殖・分化因子として機能する（Igarashi, K., 
and Kashiwagi, K.: Modulation of cellular 
function by polyamines. (Review article) 
Int. J. Biochem. Cell Biol. 42, 39-51, 
2010）。従って、生理機能解析と共に、ポリ
アミンが細胞内に如何にして高濃度維持さ
れているかを明らかにすることが、生理活
性物質ポリアミンの全体像を理解する上に
重要である。申請者らはこれまでに１）ポ
リアミンが RNAに結合し、その構造を変え
ることにより、細胞増殖に重要な特定蛋白
質の合成を翻訳レベルで促進し、細胞増殖
を促進すること、２）記憶形成に重要な役
割を果たすグルタミン酸受容体のサブタイ
プである NMDA（N-methyl-D-aspartate）
受容体の活性を、ポリアミンは興奮時には
その活性を強め、静止時にその活性を弱め、
NMDA受容体が効率よく機能するようにす
ること、３）輸送系に関し、大腸菌で５種
のポリアミン輸送蛋白質遺伝子、酵母で９
種のポリアミン輸送蛋白質遺伝子のクロー
ニングに成功し、ポリアミンの細胞内濃度
調節に関し、いくつかの新知見を得た。 
ポリアミンに関する多くの研究は、ポリ
アミンが減少または増加することによりど
のようなことが起こったかという現象のみ
の記述に留まり、その生理機能の分子レベ
ルでの解析が遅れている。本研究はポリア
ミンの生理機能の分子基盤解明に重点を置
いており、きわめて独創性の高い研究であ
る。本研究によりポリアミン及びその代謝
物の生理活性物質としての重要性を多くの
生命科学者並びに一般の方々に認識してい
ただけるような成果を上げることを目指し
ている。 

 
２．研究の目的 
 
 細胞増殖因子ポリアミンの機能解明とそ
の濃度調節機序解明を目指し、１）ポリア
ミンにより翻訳レベルで合成促進をうけ、
細胞増殖に重要な働きをする蛋白質をコー
ドする遺伝子群をポリアミンモジュロンと
命名し、大腸菌で 12種、真核細胞のポリア
ミンモジュロンとして酵母で COX4、マウ
ス FM3A 細胞で Cct2、Hnrpl、Pgam1 を
同定した。本研究では、細胞生存率維持に
重要なポリアミンモジュロンの同定を目指
した。２）ポリアミンによる脳機能制御解

明を目的として、ポリアミンによる NMDA
受容体活性促進部位の同定、並びに脳機能
障害に深く関与するポリアミン代謝物アク
ロレインの細胞障害機序解明を目指した。
３）ポリアミンの濃度調節機序解明を目指
し、大腸菌のプトレスシン取り込み系の生
理機能解明を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
(1) 大腸菌ポリアミン生合成酵素欠損株
MA261を用い、ポリアミン存在下及び非存
在下培養し、蛋白質発現量を Western 
blottingにより解析した。 
(2) ポリアミンによるNMDA受容体活性調
節は、アフリカツメガエルの卵母細胞に正
常NMDA受容体または変異NMDA受容体
をコードする mRNA を注入し、1～2 日後
にアゴニストであるグリシン及びグルタミ
ン酸依存の電流を測定することにより検討
した。マウス乳がん由来 FM3A細胞及びマ
ウス神経芽細胞種腫Neuro2aを長期間にわ
たり、暴露するアクロレインの濃度を少し
ずつ上昇させ、アクロレイン耐性株を分離
した。 
(3) 大腸菌プトレスシン特異的取り込み系
PotFGHIとプトレスシン輸送系PuuPをプ
トレスシン取り込み系欠損株 KK3131株に
導入し、プトレスシン取り込み活性の測定
及び、種々な条件における細胞培養を行っ
た。 

 
４．研究成果 
 
(1) 細胞生存率維持に働くポリアミンモジュ
ロンの同定 
ポリアミンは主として RNA と結合し、そ
の構造を変化させることにより特定蛋白質
合成を翻訳レベルで促進する。これまでに大
腸菌で 11 種の細胞増殖に関連する蛋白質及
び 1種の生存に関わる ribosome modulation 
factor (RMF)がポリアミンにより合成促進を
うけることを明らかにしてきた。本研究では
大腸菌の緊縮調節因子である ppGpp の合成
と分解に関わるSpoTとppGppの機能発現に
関わる RpoZがポリアミンにより翻訳レベル
で合成促進されることを見出した。ポリアミ
ンによる合成促進メカニズムは、 spoT 
mRNAの開始コドンが AUGではなく、非効
率的なUUGであるためであった。また、rpoZ 
mRNA の 場 合 は 翻 訳 開 始 に 重 要 な
Shine-Dalgarno (SD)配列と開始コドン
AUG との距離が離れていることに起因する
ことを明らかにした。ポリアミン非存在下で
は細胞生存は著しく低下するが、ポリアミン
非存在下でも SpoTと RpoZを過剰発現でき
るプラスミドを導入することにより、細胞生
存率の顕著な上昇が認められ、SpoTと RpoZ
が細胞生存率に大きく寄与することを明ら
かにした。また、細菌は飢餓ストレスにさら



されると、バイオフィルムを形成する。代表
的なものに、歯垢、排水溝のぬめり、カテー
テル内に形成される黄色ブドウ球菌のコロ
ニー等がある。大腸菌のバイオフィルム形成
能に対するポリアミンの効果を調べた結果、
定常期においてポリアミンが細胞内に蓄積
すると、バイオフィルム形成が著しく上昇す
ることを見出し、バイオフィルム形成制御に
関わる二成分情報伝達系のレスポンスレギ
ュレーターであるUvrYとCpxRがポリアミ
ンにより翻訳レベルで合成促進をうけるこ
とを見出した。さらに蛋白質合成に必須な
ribosome recycling factor (RRF)が生存率上
昇に必須なポリアミンモジュロンであるこ
とを見出した。さらに UvrY、CpxR及び RRF
のポリアミンによる合成促進機構と生理機
能を明らかにした。以上の結果より、ポリア
ミンは細胞増殖・生存率維持に重要な蛋白質
を翻訳レベルで合成促進し、多くが、転写因
子であることから、その下流に存在する遺伝
子発現を介して、細胞増殖・生存率維持に寄
与することが明らかになった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．ポリアミンによる大腸菌増殖促進・生
存率維持メカニズム:ポリアミンモジュロン
の役割 
 
(2) ポリアミンによる脳機能制御解明 
 
①NMDA 受容体 R domain 上のスペルミン
及びイフェンプロジル作用部位の同定、並び
に、スペルミン及びイフェンプロジルによる
R domainの構造変化 
 NMDA 受容体にはイオンチャネル形成領
域、アゴニスト結合領域以外に調節領域（R 
domain）が NMDA受容体の細胞外側に存在
し、種々の活性調節物質が、R domainに結
合して NMDA 受容体活性を調節する。
NMDA 受容体は、スペルミンにより活性促
進をうけ、イフェンプロジルにより活性阻害
されるが、NMDA 受容体の活性化に関わる
スペルミンとイフェンプロジルの R domain
上の結合部位を、種々の変異 NMDA 受容体
を用いて決定した。モレキュラーモデリング
により、GluN1 サブユニットと GluN2B サ
ブユニットからなる R domainヘテロマーは
スペルミンの結合により開いた形となり、一
方、イフェンプロジルの結合により閉じた立
体構造となった。このことは、スペルミンに
より NMDA 受容体が活性化されることと、

イフェンプロジルにより阻害される事実と
良く一致した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．NMDA 受容体の調節領域 R domain
への活性化剤スペルミン及び阻害剤イフェ
ンプロジルの結合と構造変化 
 
②アクロレインの細胞障害機序解明 
 マウス乳がん由来 FM3A 細胞及びマウス
神経芽細胞種腫Neuro2aを長期間にわたり、
暴露するアクロレインの濃度を少しずつ上
昇させることにより、アクロレイン耐性株を
分離した。いずれの耐性株においても、アク
ロレインに対する IC50値が約 2倍となった。
これら耐性株のアクロレイン耐性メカニズ
ムは細胞内グルタチオン量の上昇に基づい
ていた。アクロレインの毒性解除物質がグル
タチオンであることが明らかとなった。 
 ポリアミンの酸化分解により生じるアク
ロレインは強い細胞毒性を示し、特に蛋白質
を不活化する。細胞障害を引きおこす際にど
の蛋白質がアクロレイン抱合をうけ不活化
されるかを FM3A 細胞を用いて検討したと
こ ろ 、 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH)がアクロレイン化
をうけ、更に活性中心の Cys-150 及び
Cys-282がアクロレイン化アミノ酸残基であ
ることを見出した。GAPDHがアクロレイン
化されると、核に移行し、アポトーシスを引
きおこすことが明らかとなった。 
 
(3) 大腸菌のプトレスシン取り込み系の生理
機能解明 
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大腸に存在する 2種のプトレスシン輸送系
PotFGHI と PuuP の生理機能を検討した。
培地にグルコースが存在するときは、PuuP
の発現は抑えられ、PotFGHI 系が細胞内の
ポリアミン至適濃度を維持するために機能
すること、及び、培地のグルコースが枯渇し、
培地にプトレスシンが存在すると、PuuP が
プトレスシンを取り込みエネルギー源とし
て利用することを明らかにした（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．PotFGHIと PuuPの生理機能 
 グルコース存在下において、PotFGHI が
プトレスシン輸送蛋白質として主に働き、細
胞内ポリアミン量を至適濃度に保つのに対
し、グルコース非存在下においては、PuuP
がプトレスシンを栄養源として取り込み、細
胞増殖を維持していることが明らかになっ
た。 
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