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ラット組織中のスペルミジン合成酵素阻害によるポリアミンの

調節

緒言

　哺乳動物細胞中に含まれるポリアミンは、ジアミンであるプト

レシン（put）を含めてスペルミジン（spd）およびスペルミン（spm）

を指すのが一般的であり、これらの生合成および相互変換経路は

NH・Yへ》〈NH2
　　COOH　“　OrRithine

　　　AdoMet

co，　A　AdeMetDCc

　DcAdeMet

co，　rl　oDc

NH2Nqt；Kl’u　Nt　NH2－qtN一一・一．」e12！S2！x

　　　Spd－Syn

NH・rZ・

　　　Spm－Syn

MTA

Ac－spd

　SSAT
　　PAO
Ac－spm

NH2＿へH＜＜ノNHVx．．NH2！ssAT

　　　　　　　　　spm

　　　　Fig．　1　Biosynthetic　Pathway　of　Polyamines

すでに確立されている（Fig．1）。1・2）すなわち、アルギニンから生成

するオルニチンが、誘導酵素であるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）

によりputになり、一方、　S一アデノシルメチオニン（AdoMet）が、

誘導酵素であるAdoMet脱炭酸化酵素（AdoMetDC）により、脱炭酸

化AdoMet（dcAdoMet）になる。構成酵素であるスペルミジン合成

酵素（spd－syn）はputにdcAdoMetのアミノプロピル基を転移して

spdを合成し、同じく構成酵素であるスペルミン合成酵素

（spm－syn）はspdにdcAdoMetのアミノプロピル基を転移してspm
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を合成する。また、誘導酵素であるspd／sp　m－N1一アセチル転移酵

素（SSAr）により、アセチルCoAのアセチル基をアミノプロピル

基側の末端アミノ基に転移されたspdおよびspmは、構成酵素で

あるポリアミン酸化酵素（PAO）により、それぞれputおよびspd

に変換される。また、spmを直接spdに変換するspm酸化酵素

（SMO）も最近発見された・3・4）これらのほかに・ジアミン酸化酵素

（DAO）によるp　utの代謝に代表されるポリアミンの異化経路もい

ろいろ知られている。5・6）

　細胞の増殖・分化のいろいろな生理的条件の下で複雑に変動す

るポリアミンは、このような生合成、代謝経路のほかに細胞外と

の取り込み・排出機構によっても調節されており、各因子がどの

ように機能しているかを解析することは、ポリアミンの生理的意

義の解明のみならず、増殖・分化の調節にも役立つと考えられて

いる。7・8）そのために、各酵素に対する選択的阻害剤の開発が精力

的に行われてきた。とりわけ、ポリアミン生合成の律速酵素と考

えられているODCについては多くの阻害剤が開発され、酵素自

殺基質であるα一ジフルオロメチルオルニチン（DFMO）9）は、ポリ

Table　1　Effects　of　inhibitors　of　polyamine　synthesis　and

polyamine　analogues　on　pelyamine　content　and　cell　growth

蹴搬似　　。。，、。ε

CG獅3664
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cCytotoxic

ct　NR，　aot　reported
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アミン研究の発展に大いに貢献してきた。各生合成酵素に対する

代表的な阻害剤或はポリアミンアナログが、培養細胞の生育やポ

リアミン含量、dcAdoMet量にどのような影響を及ぼすかをまと

めたものを引用してTable　1に示す。10）

　本研究の標的酵素であるspd－synの阻害は、　Table　1で示される

ように、培養細胞中のspdを極端に減少させspmを極端に上昇さ

せるが、細胞の生育、増殖には影響が見られなかったため、研究

者の関心がspd－synに向けられなかったのは当然かもしれない。

その上、in　vivoでspd－syn阻害研究を進めるための障害として、

使用する阻害剤の問題、多数の生体試料中のポリアミンを正確に

測定する分析法の問題などがあったために、in・viVOでの研究はこ

れまでほとんど行われなかった。しかし、バクテリア、植物を含

めた生物界においてspdは中心的なポリアミンであり、あらゆる

増殖系で増え、増殖が止まれば減ることが知られており、spdが

増殖・分化に深く関わっていることに疑いはない。このような事

実から、in　vivoでspd－synを阻害して人為的にspd量が調節でき

れば、正常な細胞機能に何らかの影響が生じるであろうと考え本

研究を行った。ポリアミン分析法としてはすでに開発したイオン

スプレーイオン化マススペクトロメトリー（IS－MS）による方法11）

を利用することとした。

　第1章には、IS－M・S法の応用面の開発について記述し、それを

通じて本研究で使用した分析法の詳細がわかるようにした。第2

章には、in　vivo実験に適したspd－syn阻害剤の選択について検討

した結果を記述した。第3章では、第2章の結果から選ばれた阻

害剤、trans－4－methylcyclohexylamine　（4MCHA）、をラットに経口

投与し、組織中ポリアミシレベルに及ぼす効果について記述した。

第4章では、第3章の結果に基づき、再生肝に及ぼす4MCHAの

効果を記述した。
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第1章　IS－M・Sによるポリアミン分析法の拡張と応用

　ポリアミン分析は、癌の診断と治療研究の両面で有用な知見を

もたらす可能性を秘めている。近年になって、ジアセチルスペル

ミン（Ac2－spm）が癌患者尿中で増えることが報告され、12）患者

の予後を予測する指標として利用されているCEAより優れてい

るという報告13）もあり、注目されている。一方、癌の治療面では、

ポリアミン生合成酵素阻害剤などを用いて、細胞内のポリアミン

量を調節する努力が行われている。10）そのような研究では、動

物個体を使って細胞外からのポリアミンの取り込みも考慮しな

ければならない。14）IS－MS法は15N標識ポリアミンを内標準物

質として用い、カラムなどを用いずに質量分析装置のみで分離定

量を同時に行う方法である。この方法は、質量の大きい13C，15N一

標識ポリアミンを内標準物質に用いて、15N糠識ポリアミンをト

レーサーとする実験法の開発につながった。第！節では、方法の

拡張と癌患者尿中のAc2－spmの測定について記述し、第2節では

担癌ラットを用いてポリアミンのトレーサー実験に関して得ら

れた知見を記述する。

第1節　アセチルポリアミンの同時分析15）

1－1　1S．MS法の拡張

　IS－MSによるポリアミン定量法の概略は、試料に内標準物質の
ism・一put、　isN－spd、15N－spmを加え、　CM一セルロースの小カラムに

かけてput、　spd、　spmを同一分画に溶出した後、　HFB誘導体にし

て直接IS．MSで分析し、それぞれの内標準物質に対する各ポリア

ミンのイオン強度比から3種ポリアミンを同時定量する方法であ

る。11）この方法にAc2－spm、モノアセチルスペルミジン（Ac－spd）

を加えて同時定量する方法に拡張することを試みた。すでに用い

ている前処理及び、IS－M・S測定のやり方が適応できるかどうかを
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調べた結果、特に障害になるような問題は無かった。すなわち、

Ac2－spmおよびAc－spdは、　CM一セルロースの前処理でput、　spd、

spmと同一分画に溶出されるので同時分析が可能であり、HFB化

の条件で脱アセチルされう危険性はないことがAc－spd・Ac－spm・

Ac2－spmを用いて確かめられた。また、それらのHFB誘導体の

マススペクトルにおいて、主イオンピークはアンモニウムイオン

ではなく、プロトンを結合したイオンであることが分かった。こ

れらの知見を基にして、内標準物質に用いる15N標識アセチルポ

リアミンを合成し、設定したIS－M・S条件で分析して得られたマス

スペクトルの一例をFig．2に示す。なお、菊川らの試薬16）を用い

るジアセチルポリアミンの改良合成法を実験の部に記す。

　HFB．put、　HFB－spd、　HFB－spmでは、既報のとおりH＋結合イオ

I
I
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［HFB－MonoAcSpd＋H］’
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Fig．　2　Mass　spectrum　ef　a　mixture　of　five　polyamine　and　their　isN－substituents
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ンピークとNH4＋結合イオンピークの両者が検出され、　HN4＋結合

イオンピークが主イオンピークとなっているのに対し、

HFB－Ac2－spm、　HFB－Ac－spdでは、同様にH÷結合イオンピークと

NH4＋結合イオンピークが検出されたが、H÷結合イオンピークの方

が主イオンピークとなり前者の場合とは際立った対照を示して

いた。なおAc－spdについてはN1－Ac－spdもN8－Ac－spdも質量が同

じなためMSでは区別がっかないことが分かり、それ以上の検討

は行わなかった。

！－2　Nエ，N12一ジアセチルスペルミン定量法の確立

　標品のHFB－Ac2－spmおよびHFB－15N－Ac2・一spmの拡大したマスス

ペクトルをFig．3に示す。ここでm／z　679．3と696．3はAc2－spm

由来のピークで683。3と700．3は15N－Ac2－spm由来のピークであ

る。このスペクトルに基づきm／z　683．3のイオン強度に対するm／z

679．3のイオン強度比を用いてAc2－spmを定量することにした。
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濃
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◆

【HFB・Ac2Spm÷H：計

◆

◎
　
o

10　　　　　　2◎　　　　　　3｛｝　　　　　40　　　　　　5｛｝

DiAcSpm蓋（P㈱の

卿難・Σ5N－Ac2Sp瓢＋NH4r
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6g

668　672　676　680　684　688　692　696　700　7e4　7e8　712　mlz

Fig．　3　Mass　spectrum　of　Ac2－spm
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一定量の15N－Ac2－spmに対し標品のAc2－spm量をかえて得られた

検量線は良好な直線性を示した。

　次に実際の癌患者尿を用いてこの方法の信頼性を検討した。癌

患者尿に対して内：標の15N－Ac2－spmを加え、　Ac2－spmの量をかえ

て添加回収実験を行った。試料の前処理は常法にしたがい、測定

した結果をTable　2とFig．4に示す。この結果から本法が精度、

正確さ共に満足できるばかりでなく、Ac2－spmの同定も同時に行

っており、信頼性の高い方法であることが証明された。なお、グ

ラフから読み取れるようにこの癌患者尿中には約0．2nmo1の

Table　2　Reliability　of　the　method　examined　by　addition　of

　various　amounts　of　Ac2－spm　to　u血e　of　a　cancer　patient　a）

O．1

　Ac2Spm　added（nmol）

e．ls　o．z O．25 e．3

Ratie　b＞

cy　（90）

0．37ま＝0．02c）　　　　　0．42士0．02　　　　　0．49士0。03　　　　　0．56＝ヒ0。03　　　　　0．61±0．04

　S．4　4．8　6．1　5．4　6．6
a）　To　O．lml　of　urine　were　added　various　amounts　of　Ac2Sprn　aBd　O．6　nmol　of　iSN－Ac2Spm　as　intemal　standard．

b）　Ac，Spm／isN一一Ac2Spm

C）　Mean　＋e．．　S．D．　（n　＝　9：3　samples，3　determinations／sample）

o
鰺
尉
属

1

1

O　．5

y　：122x　十〇．24

K）．2　一e．1　e　O．1　O．2　O．3
　　　　　　　　　　　Ac2－spm　added（nmol）

Fig．　4　Line　arity　of　standard　addition　graph
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Ac2－spmが含まれており、この値はELISA法の測定値とほぼ一致

した。

1－3　癌患者尿の測定

　すでに癌患者尿中のAc2－spmはELISAi7）やHPLCi2・ユ8）で定量さ

れ、癌の診断・予後を占うマーカーとして研究が進んでいる。こ

こでは開発した方法の有用性を調べる目的で、都臨床研でELISA

により測定された同一癌患者尿を本法で測定し両者を比較した。

17名の患者についてE：LISA法と本法で測定した結果の相関を見

たグラフをFig。5に示す。グラフから相関係数はe．94となりい

ずれも信頼できる方法であることが証明された。同定しながら定

量できる本法は、同定は出来ないが日常測定が可能なELISA法

の有用性を確かめることができた。

＜
の
H
の
一
国
h
ρ
（
譲
鼓
）
8
篇
の
へ
。
＜

1

園
闘

鼠

園

y　＝　1．27×　一一　O．20

　r＝　O．94

o 2　　　4　　　6　　　8

Ac2Spm　（pt　M）　by　IS－MS

10

Fig．　5　Correlation　Graph　of　Ac2－spm　ConceRtrations　in　the　Urine　of

　　　17　Cancer　Patients　Measured　by　ELISA　and　IS－MS
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第2節　経口投与15N一標識ポリアミンのトレーサー研究19）

2－1　トレーサー実験法

　われわれはすでに15N糠識ポリアミンをトレーサー化合物とし

て用いるポリアミントレーサー実験法を開発した。20）その概要

は、15N標識ポリアミンを含む試料に新たに合成した13C，15N．標

識ポリアミン21）を内標準物質として加え、CM．セルロースによる

前処理を行ってポリアミン分画を集め、HFB化してIS．MSで直

接定量する方法である。三品を用いて得られたマススペクトルを

Fig．6に示す。内在性のput、　spd、　spmおよび15N－put、15N－spd、

15m－spmの全部で6種ポリアミンを同時に定量することができる。

　　　　　　　　　［HFB－Put＋NH4］’

　　5．1　e6　　　　　　　　　　　　　　　［HFB　一Spd＋NH，］＋喜
望
＄
三
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498．3

502．3ke

　754．3　＊

75t　．3

756．3勲 1010．3勲

　1008．3＊

1004．3

496　so4　”一“””Glitll；一’pt；；gi；“’HS“7s6　．iOisON4－labeled　iei2
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　　　Fig．　6　Simultaneous　mass　analyses　of　endogenous

　　　　　put，spd，spm　and　isN－labeled　put，spd，spm

　IS－MSのみの測定時間は3分以内ですみ、オートインジェクタ

ーを接続することにより多数試料の処理が可能になった。実際に

は、同一試料を三回測定して平均化した。組織試料中ポリアミン

をさらに正確に測定するために二重測定を行い、一方には既知量
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ポリアミンを添加して、標準添加法により定量値を算出した。前

処理を含めた方法の詳細は実験の部に記す。

2－2肺癌ラットの作成
15m一：標識ポリアミンをラットに経口投与して取り込み実験を行

うにあたり、食餌も含めた腸管内ポリアミンが担癌ラットの癌の

生育を促進するという報告もあり、22’24）癌への取り込みも同時に

調べることにした。担癌ラットの作成に当たり、出来るだけ再現

性のある担癌ラットが得られること、また、15N一ポリアミンの取

り込みや内在性ポリアミンを正常組織と比較できるような固形

癌が好ましいこと、などを条件として検討した結果、ドンリュウ

ラットの腹水肝癌細胞を同ラットの皮下に移植して固形癌を作

成する方法を採用することにした。腹水肝癌細胞としてはAH130

（TKGO530）、　AH7974（TKGO540）、　AH109A（TKGO529）25）の三

種について検討を行った。これらはいずれもDABによる肝癌由

来細胞であり正常肝とくらべるのにも都合がよいと考えられた。

種々検討した結果、AH109Aの約106cellsを6週齢のドンリュウ

ラット（♂）の背部皮下に移植して、2週間飼育したものを固形

癌母型ラットとして用いることにした。

2－3　投与実験条件の設定
15m糠識ポリアミンの経口投与実験条件を次のように設定した。

食餌中に含まれるポリアミンおよび腸内細菌由来あるいは消化

液由来などのポリアミンによる15N標識ポリアミン希釈の影響

を考慮し、15　N一標識ポリアミンの投与量を10μmo1または20μmo1／

匹の2系列で行うこととし、さらに投与前12時間絶食した群

（Fasting　group）と食餌を与え続けた群（Feeding　group）とに分

けた。また、肝へのユ5N－spmと15N－spdの取り込みに際して両者

が競合するのではないかというSDラットの結果20）の再検討も含

めて、15N標識ポリアミンの投与は15N－put、ユ5N－spd、15N－spmの

io



3者同時投与（isN－PA）と15N・・spmの単独投与の2系列で行うこ

とにした。組織試料の採取は、Bard6czらのput投与実験結果、26）

及びわれわれの実験結果から、投与後3時間に決めた。測定対象

組織は、小腸、肝臓、腎臓、癌とした。実験のスケジュールは次

のとおりで、15N－PA投与（4群）および15N－Spm投与（4群）は平

群3匹ずつで行った。

Donryu　rats（♂）

　　　　　　　　　一12hr　　　　　　8weeks　　　　　　　　　　　　　　　十3hエ　　　　　ミ

ー一ｩ一一・…一……・…一一十一一一←一一一一］L
Subcu七aneous　injection
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sacri五ce
（AH：1◎9A，1◎6CeHs／rat）

　　　　Oral　administration
Food（一）　！FEas1；LI｝g－gn｛｝gpt　（12　rats）

　　　　i’5N－PA（10　or　9“O　pt　mel）

　　　　呈5N・Sp鶏（100r　20μ鵬01）

Food（＋）　F；．g｛｝g／｛r！uggxg3m（12　rats）

　　　　isN－PA（10　or　20”　mol）
　　　　isN－Spm（10　or　20　pt　mol）

2－4　結果と考察

　測定結果のまとめは付表に示す。Fasting　groupとFeeding　group

について、それぞれ対応する10或は20pmo1投与15N標識ポリ

アミンの測定値をくらべてみると、いくつかの例外を除けば、

Feeding　groupの方が明らかに高かった。この結果は食餌中ポリア

ミンによる15N標識ポリアミンの希釈効果から予想される結果

とは矛盾していた。また、投与量の10或は20μmo1は1日のポ

リアミン摂i無量のおよそ50～150倍であり、このことからも食餌

による希釈効果は無視してもよいことが分かる。さらに他の内在

性ポリアミン（腸内細菌、消化液など）による希釈効果について

も、15N－PAと15N．spmの10μmo1と20μmo1投与の値をそれぞれ

比べてみて、およそ2倍前後の値を示していることから、少なく

とも10μmo1以上のユ5N一ポリアミンー回経口投与実験においては、

11



消化管腔内の内在性ポリアミンによる影響は余り考えなくても

よいことがわかった。15N－PA投与群の各臓器におけるisN－put、

15m－spd、15N－spmの量的大小関係は、　Fasting　groupでもFeeding

groupでも同様iな傾向を示した。すなわち、小腸では三者共にほ

ぼ同じで、肝では15N－spd＞15N－spm》isN－puSの順で、腎では

15m－spm＞15N－spd》15N－putの順であった。癌では他の組織と比べ

て15N－putが多く、15N－spdは少なく、isN－spmはさらに少なかっ

た。

29
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　　　　Fig．　7　isN－Polyamines　in　tissues　of　Feeding　Rats

Fig．7はFeeding　groupについての15N一ポリアミンの測定値をヒ

ストグラムにしたものである。小腸においてはisN－PA、15N－Spm

の10或は20μme1投与で測定値に明らかな濃度依存性が認めちれ、

15N－Put、15N－Spd、15N－Spmの値は各投与量でほぼ同じ値を示した。

このことは小腸からのポリアミンの吸収が受動拡散機構による

とする説27’29）を支持している。肝臓ではisN－PAにおいて、isN－spd

の値が15N－spmの値よりも明らかに多く、またisN－spm　20μmo1

の単独投与での15N－spmの値と15N－PA　20μmo1投与でのisN－spd

の値がほぼ同じであった。これは、spdとspmの取り込み系が同

一であり、spdの方が取り込まれやすいというSDラットの結果20）
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を支持している。腎臓では、肝臓とは逆に、isN－PA投与でisN－spm

がユ5N－spdを上回っていた。これは肝臓だけではなくその他の組

織でも同様な競合が起こり、より取り込まれにくい15N．spmが腎

臓に集まり、高値を示したと考えられる。癌組織でも15N．PA投

与で、15N－spdがisN－spmより高かったが、肝臓と比べてそれら

の値は低く、外部からのポリアミンの取り込みは、活発ではない

ように見えた。全体をみて15N．Putの収支が合わないのは明らか

である。これは、生体内のアミン酸化酵…素により15N－Putが分解

されるためであろうと思われる。6・37）今回3種の15N．ポリアミン

を同時に投与し、それらの組織分布量を同時に測定、比較するこ

とができたため、腸管から吸収された15N一ポリアミンの生体内挙

動に関して有用な情報を得ることができた。

　第3節小小

3－1アセチルポリアミンの同時分析

　従来のIS－MS法によるポリアミンの測定は、　put、　spd、　spmの

3種を対象にして、カラムなどの分離操作を行わずに一回の測定

に3分間かけて、直接MSで同定と定量を行ってきた。本研究で

は、これにアセチルポリアミン、とりわけ癌との関係が指摘され

ているAc2－spmを加えることを目的にして行った。　Ac2－spmは、

CM一セルロースの前処理でポリアミン分画に含まれ、　HFB化条件

で脱アセチルは認められず、主イオンピーク［HFB－Ac2－spm＋H］＋

を用いて、put、　spd、　spmと一緒に定量できた。開発したAc2－spm

の定量法を用いて癌患者尿中のAc2一一spmを定量し、ELISAによる

定量結果と比較して良い相関があることを確かめた。

3－2経ロ投与15N一標識ポリアミンのトレーサー研究

　IS．MSによるポリアミン測定法では、15N標識ポリアミンを内

標準物質として、内在性ポリアミンを定量するが、さらに質量の

13



大きい13C，15N一標識ポリアミンを内標準物質として用いれば、内

在性および王5N糠識ポリアミンを同時に定量できる。本研究では、

担癌ラットに15N．標識ポリアミンを経口投与して、ポリアミンの

体内動態に関する興味ある知見を得ることができた。すなわち、

（1）腸管からのput、　spd、　spmの吸収はほとんど同じで濃度依存性

があり、受動拡散機構によるとする説を支持していること、（2）

肝臓など腫瘍組織も含めてspdの方がspmより取り込まれやすい

こと、（3）腸管から吸収された過量のポリアミンは速やかに腎臓に

集まり排泄に向かうこと、（4）経ロ投与されたputはspdやspmと

は違う挙動を示し、アミン酸化酵素による活発な代謝を受けてい

ると思われること、などである。
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第2章スペルミジン合成酵素阻害剤の選択

　Spd－synを選択的に阻害するために、活性部位を；標的にしてい

くつかの競合阻害剤がデザイン・合成されてきた。36）Put結合部

位とdcAdoMet結合部位に亘り結合するS－adenosy1－1，8－diamino－

3－thiooctane（AdoDATO）は、アミノブ白ピ7L基転移反応の遷移状態を考

慮して合成された最も強い阻害剤として知られている。31・32）また、

dcAdoMet結合部位はspm－synにもありそれを標的とする阻害剤

では選択性が期待できないため、put結合部位を標的として、わ

れわれはtrans－4－methylcyclohexylamine（4MCHA）やn－butylamine

（BA）などの比較的強い阻害剤を開発してきた。33）AdoDATOに比

べて、4MCHAやBAの阻害性は弱いが、細胞増殖時にdcAdoMet

が増大すると、競合によりAdoDATOの阻害性は弱められるのに

対し、4MCHAやBAは影響を受けないことが実験的に証明され

ている。34）さらにAdQDATOはその調製や細胞内取り込みなどに

制約があり、実用面から見てput結合部位を標的とする阻害剤が

有用と考えられる。そこで、本研究では環状の4MCHAと直鎖状

のBAをタイプの違う二つのモデル化合物として、各々について

新たに化合物をデザイン・合成し、精製したspd－synに対する阻

害性を比較検討した後、in　vivO実験に使用可能な阻害剤の選択を

行うこととした。

第1節精製酵素に対する阻害性の比較35）

1－！化合物のデザインと合成

4MCHAアナログ　これまでの各種化合物による阻害実験およ

びspd－synの三次元構造モデルなどから、put結合部位のアミノプ

ロピル基転移反応が行われる空間は疎水的で比較的広いと考え

られたので、4MCHAの4位にメチル基を導入した4，4－dimethyl－

cyclohexylamine　（DMCHA）を合成した。これはcis，　transの区別
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もなく疎水空間への親和性も高まるのではないかと考えた。つぎ

に、4MCHAのメチル基の代わりにメチレン基を導入した
4－methylenecyclohexylamine（MLCHA）を合成した。これもcis，　trans

の区別はないが、二重結合による六員環の自由度の制約がどのよ

うな影響を与えるかに興味があった。また、4MCHAのメチル基

をエチル基に変えたtrans－4－ethylcyclohexylamine　（4ECHA）は、

4MCHAと同様にcis，　trans混合物の塩酸塩を再結晶を繰り返して

精製した。なお、4MCHAのメチル基をフッ素に変えた化合物は

不安定で合成できなかった。

BAアナログ　不飽和結合を含む鎖状アミンを調製した。鎖中の

二重結合の導入はcis，　trans幾何異性体の問題を生じるため、鎖の

末端に二重結合を導入し鎖長の違う4－amino－1－butene（ABE），

5－amino－1－pentene（APE），　6－amine－1－hexene（AHE）の3種を合成した。

また、鎖の末端に三重結合を導入したものとして5－amino－1．

pentene（APYN），6一一amino－1－hexyne（AHYN）を合成した。

　　　　　　　Table　3　ICso　v　alues　of　co　rrrpouRds　tested

　　　　n－BA　analogs　IC，，（pM）　4MCHA　analogs　ICso（pM）

　　〈＿／NH2
　・▼　　　　　〆＼、　　　　！NH2
　　＼．一／／　　、＼／

　　　ハトきム
　ぐ、し／へ＼／’NH・

　　　ごへおほ

　　　ぴ　ハし
／＼＿／〈＼〉／NH2

　　　ム　を
5＼／／＼＿／NH・

　　　APYN

35

3．8

G　3．5

3．6

1　．7

2e

　＼＼／／≡…三＼〉／NH2＞1000

　　　　　ムほ　　

　　　　ル　ゴへ
＼／へ＼＿／＼＿／NH2　22

　　　　ム　　
＿ソ／へ＼NNH2　　40
　　　　AHYN

　一＼　、　　　　　＼　／NH2

　ヘノ　ノ　i　CHA　し…　＿
　　二二．＿／酬・

／沃／…
　｝・MCHA

G7

430

1　．7

／ミこ二＝＼／…　＞a・ooo

　　　DMCHA　、＼＿！へ、
　　、　　　　　＼、　　NH2　　＼ゾーx．．．itl／

　　　　し　　ム

〉憶／…
　　　　ミむヨム
・。／＼＝二〔＼／…

　　　　ト　むト　

　　》ミ／鵬
　　　　　OH

60

135

85

400
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1－2化合物の阻害性

　各種化合物の精製spd－synに対する阻害性（IC50）をまとめて表

に示す。この結果から、4MCHAアナログの中ではそれに勝るも

のはなかったが、BAアナログの中ではAPEが最も強い阻害性を

示し、そのIC50は4MCHAと同じ値を示した。

第2節ラットへの経口投与による評価36）

　第1節の結果から、同等の強い阻害効果を示した4MCHAと

APEを代表としてラットに経口投与し、その効果を比較検討した。

6週齢のドンリュウラット（♂）5匹を一群として、コントロール、

APE　100μmo1を毎日1回投与、および4MCHA　100μmo1を毎日

1回投与の三群について、7日後の肝臓および腎臓中のput，　spd，

sp＝mを測定した結果をTable　4にまとめて示した。　APE投与群の

ポリアミン含量はコントロール群と有意な差はなく、APEはin

vivOでは効果を示さないことが明らかになった。これは恐らくア

ミン酸化酵素6・37）により速やかに代謝されたためと考えられる。

一方、4MCHA投与群ではspdの顕著な減少とspmの増大が認め

られ、4MCHAが、　in　vivoで効果を示すことが明らかになった。

この結果に基づき以後の研究には4MCHAを用いることとした。

　　　Table　4　Effects　of　orally　administered　APE　aAd　4MCHA　once　daily

　　　　　for　1　week　oR　polyamine　contents　in　rat　liver　and　kidney

〕ver Kidaey
、

spd spm spd spm
control

904±52 682±125 559±48 682±184

APE（100μmol／day） 967±99 793±82 542±34 702±47

4MCHA（100μm。1／day） 542±141
寧

　　　　　　傘
]002±158 357±75

寧

714±123

Vaiues　in　the　TabSe　show　nmol／g　wet　tissue，　mean　±　S．D．　of　5　rats．　Significanee　between　4MCHA一・treated　and

control　rats　（’　：P〈O．05）
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第3節小括

　従来の知見に基づき、spd－synのput結合部位で競合する化合物

として、環状構造の4MCHAおよび鎖状構造のBAを取り上げ、

アナログを各種合成しそれらの阻害性（lc50）を、精製spd－synを用

いる活性測定系で、比較検討した。その結果、4MCHAアナログ

の中では4MCHAに勝るものは見出されなかったが、　BAアナロ

グの中ではAPEがBAよりも強い阻害性を示し、それは4MCHA

とほぼ同等だった。この結果から、ラットへの投与実験に用いる

阻害剤の候補として、4MCHAとBAを選んだ。両阻害剤のラッ

トへの効果を調べるために、7日間、各々100μmo1を毎日1回

経口投与して組織中のポリアミン濃度を測定した。その結果、

APEは組織中ポリアミン濃度に全く影響を与えなかったが、

4MCHAは、組織中spdの顕著な減少とspmの増大を引き起こし、

in　vivOで使用可能な阻害剤であることがわかった。
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第3章　経口投与4MCHAによるラット組織中ポリアミンレベル

の調節36）

　われわれはすでに、HTC細胞の懸濁培養の系で4MCHAの効果

を調べ、250μM4MCHA存在下ではspdレベルはコントロールの

2％にまで減り、spmレベルは余り変わらず、　putレベルは顕著

に増え、それらの合計は余り変わらず、生育速度にも影響が見ら

れないことを報告し、その結果からHTC細胞の生育にはspdが

なくてもputとsp：mがあればよいのではないかと推察した。また、

4MCHA濃度を1．25　mMに上げると、　spdレベルはコントロール

の1％にまで減り、spmレベルも25％に減り、putは250μM処

理のレベルを保ち、それらの合計は減少し、生育速度も顕著に減

少し、その減少はspdを添加しても回復せず、4MCHAを培地か

ら取り除くと回復することを報告した。これらの結果から、

4MCHAの濃度を高めることによる生育速度の減少は、　spd－synの

阻害によるポリアミン濃度の変動が一部関与するにしても、生育

に必須な部分に4MCHAが作用するためではないかと推定した。38）

このようなin　vitエ。の実験に加えて、飲料水に4MCHAを溶かし

てラットに自由に飲ませ続けるin　vivO実験も行った。ラット組

織中spdレベルの減少、　spmレベルの増大は明らかに0．02％含飲

料水で生育したラットより0．1％含飲料水のラットの方が大きく、

後者のラットで見られた体重増加の目立った減少は、ラットが

4MCHAを忌避し水を飲む量が70％も減少したためと考えた。39）

しかし、この体重減少が4MCHAの作用により生じたことは、濃

度を高めたときに見られたHTC細胞の生育速度の減少と考え合

わせても、十分に考えられることであり、4MCHAのin　vivo効果

については定量的な実験により確認する必要があった。
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第1節　投与：量の影響

1－1　生育への影響

　ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を一群として、はじめの平

均体重が近似するように四群に分け、各群に生理食塩液1mしに

溶かした濃度の違う4MCHA（0，30，50，100　μmo1）を毎日1回

経口投与して、1週間に亘り各群の体重の増加の様子を調べた。

Table　5に示すように、体重の増加率は4MCHAの投与量が増すに

つれて明らかに減少することがわかった。　50μmo1及び100

μmo1投与群において、投与2日目の一時的な体重増加の停止ま

たは減少の理由は不明であるが、4MCHAに対するラットの代謝

適応によるのかもしれない。なお、100μ：mo1投与群については、

他の群と比べて行動の活発さに差が認められたために、1週間後

に血液学的検査（15項目）及び血液化学的：検査（16項目）を行

った結果、コントロールに比べて特に有意な差は認められず、

4MCHAの毒性を窺わせるデータは得られなかった。データは本

論文末尾に添付する。

Table　5　Body－weight　gains　of　rats　administered　differept　doses　of　4MCHA　once　daily　for　1　week

A（㎞ln！stercd（Itmol） day

4MCRA 1 2 4 6 8

0 211士21 218±21 239±20 259士23 279±24

30 210圭11 219土10 235±11 252±13 264圭12

50 207±21 208士23 227±27 242士30 255±30

100 209土16 202±17 211±27 222±33 229±32＊

Values　in　the　table　shew　bedy　weight　（g），　mean±　S．1）．　of　5　ra｛s．　Significance　between　4MCHA’

tTeaIed　aod　co頴こrol　rats（弓：Pく｛｝．05｝

1－2組織中ポリアミン濃度への影響

　平群のラットについて、7日目の4MCHA投与24時間後に肝臓、

腎臓、小腸、脾臓を採取し、各組織中のput，　spd，　spm濃度を：測定

した。Fig．8からわかるように、各組織によりポリアミン濃度は
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異なるが、4MCHAの投与量が増すにつれてspdレベルの減少及

びspmレベルの緩やかな増大傾向は共通に認められた。　Putは肝

臓、腎臓では低レベルを維持していたが、代謝回転が活発で、ODC

誘導のためにputレベルが比較的高い小腸、脾臓では上昇傾向を

示した・これは4MCHAによりputからspdへの合成が抑制され

たために、putが余剰になった結果と考えられ、全組織を通じて

4MCHAによるODCの目立った誘導はなかったと考えられる。

Put，　spd，　spm濃度の総和についてみると、4MCHAの投与量が増

すにつれて、腎臓はほぼ同じ値を保ち培養細胞で見られる結果と

矛盾しなかったが、肝臓、小腸、脾臓では明らかに減少傾向が見

られた。これはspdレベルの顕著な減少に対してそれに見合う

spmレベルの増大がなかったためである。その説明の一つとして、

spd－synの阻害によりAdoMetDCが誘導されdcAdoMetが存在す

るにもかかわらず、spm合成に利用されるspd、すなわち新たに
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合成された遊離型のspd、40・41）が不足したことが考えられる。な

お、肝臓について、ポリアミン測定用の試料溶液を用いて、

4MCHAの濃度をDNS誘導体の蛍光HPLC法（実験の部参照）によ

り測定したが、検出限界3nmo1／g湿重量で、100μmo1投与群でも

4MCHAは検出されなかった。このことは4MCHAが投与24時間

後にはほとんど消失したことを示しており、もし4MCHAに

spd－syn阻害以外の別の作用があればその効果は軽減されること

につながるかもしれない。しかし、4MCHAの別の効果について

は代謝産物の効果も考慮しなければならず、今後の課題である。

第2節　長期連続投与

　前節で、1週間の4MCHA連続投与により引き起こされた組織

中ポリアミン濃度の変動が、さらに長期間投与し続けた場合どう

なるか、その間に正常レベルに戻されるような適応が見られるか

どうか、を調べるために連続投与の期間を4週間に延長してその

推移を検討することにした。4MCHAの投与量は、投与ラットが

コントロールラットとくらべて、食餌摂取量などで見かけ上違い

がないことを条件に、前節の結果を基にして30μmo1と50μmo1

を選んだ。長期投与の場合、ラットの成長に応じて投与量を増や

さなければならず、各週毎のラットの平均体重を基準にして投与

計画を次のように決めた。

30μmo1投与シリーズ：1週30μmo1、　H週38μmo1、皿週45μmo1、

IV週53μmo1

50μmo1投与シリーズ：1週50μmo1、　III週63μmo1、　III週75μmo1、

W週88μmo1

実験は前節までに記したと同様に、ドンリュウラット（♂、6週

齢）5匹を一群として、コントロール四群、30μmo1投与シリー

ズ四群、50μmo1投与シリーズ四群に対して、設定4MCHA量を
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　　Significance　between　4MCHA－treated　and　centrols（＊＊：pく0．001，＊：p＜0．01）

含む生理食塩液！mLを毎日1回経口投与し、体重を測定した。

各週毎にコントロールを含む3シリーズから各一群ずつをとり

肝臓、腎臓、小腸、脾臓を採取し、各組一中のput，　spd，　spm濃度

を測定した。体重増加の減少は50μmo1投与シリーズで明らかに

認められ30μmo1投与シリーズではわずかだった（IV週目の平均

体重：コントロール390g、30μmol投与シリーズ380　g、50μmo1
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投与シリーズ340g；増加曲線は文末付録に載せる）。また、30μmo1

投与シリーズにおけるput，　spd，　spm濃度の変化はコントロールの

それらと比べて差が余りなかったので文末付録に載せ、本文中に

はコントロールと50μmo1投与シリーズの結果を示す（Fig．9）。ポ

リアミン濃度の変化は1週目に見られた傾向がIV週目まで持続

され、正常な成長に伴う変化がそれに加わったもので、その間に

ポリアミンレベルをコントロールのレベルに戻すような変化は

認められなかった。各組織でspm濃度には大きな差はなく、成

長の間も各組織でほぼ一定の値を維持しているのに対して、spd

濃度は各組織で大きな差があり、小腸を除けば成長に応じて減少

する傾向が見られ、特に脾臓でその減少は目立った。したがって、

spm／spd値は小腸を除けば成長に伴い大きくなる傾向があり、

4MCHA投与群はコントロール群の上昇傾向と平行して高い値を

保ち続けた。

以上の結果から、4MCHAの連続経口投与により、投与されたラ

ットに見かけ上障害をあたえずに、spm／spd値が人為的に高めら

れたラットを調整できることがわかった。

第3節　ポリアミンとの同時投与

　経口投与ポリアミンが腸管から吸収されて各臓器に分布する

ことは良く知られている。19）4MCHAによりspd濃度を減らしてお

き、同時に経口投与によりspdを供給した場合、体重の増加率や

組織内ポリアミン濃度にどのような影響を及ぼすかを検討した。

4MCHAの投与量としては、組織内spd，　spm濃度に最も大きな変

動を与えた100μmo1を採用した。これは、取り込まれるspdが比

較的少量でも検出し易くなるのではないかと考えて選んだ。同時

投与spd量：は、すでに15N－spdの取り込み実験から組織内取り込

み量：が明瞭に判別できる量として、20，50，100μmo1が適当と考え
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選んだ。また、spm　20μmo1の同時投与群についても検討した。

　実験は前節と同様に、ドンリュウラット（6、6週齢）5匹を一

群として、はじめの平均体重が近似するように六群に分け、一群

はコントロールとして他の五群に生理食塩液1mしに溶かした

4MCHA　100μmo1＋（0；spd　20，　50，100μmol；spm　20μmo1）を毎日1

回経口投与して、投与開始から8日目に肝臓、腎臓、小腸、脾臓

を採取し、各組丁丁のput，　spd，　spm濃度を測定した。（Table　6）コ

ントロールにくらべて、spdの顕著な減少とspmの増大は、

4MCHAを投与されたラットの全てで共通に見られ、　spd同時投

与によりその減少分のspdを補うには時間がかかるように見えた。

しかし、各臓器で見られるように、同時投与spd量の増加に伴い

組織内spd濃度は徐々に高まる傾向を示した・特に、小腸や腎臓

　Table　6　Effects　of　spd　and　spm　administered　simultaneeusly　with　4MCHA

　　　　　ollce　daily　for　1　week　on　polyamine　contents　in　rat　tissues

Ad潤睡inistered（μ 網09 しlver Kldney

4MCHA spd spm spd　　　　spm　　　spm、《pd spd　　　　　　spm sp階鴻pd

一 一 一 1295±　肇14　　　　599±35　　　　0．46 660±42　　　　552±40 0．84

1◎0 一 一 455±52　＊＊　974±62＊＊2．14 317±30　＊＊756＝±＝　18＊＊ 2．38

100 20 一 588±88　＊＊　745±49＊＊　1．27 418±34　＊＊582±匪8 1．39

100 50 一 711±47　＊＊　720±6璽＊＊　LO　1 497＝ヒ38　＊＊567±73 1．14

1◎0 100 一 832±屡49＊＊769±123　　　◎．92 592＝と：99　　　　567±53 0．96

100 一 20 495±28　＊＊1◎63±28　＊＊2．15 3璽1±31　＊＊780ゴ＝39　＊＊ 2．51

Ad面Rlsteτed
（
μ md） lntestiae SpleeR

4MCHA spd spm spd　　　　　　＄pm sp楓ノ§pd spd　　　　　　spr襲 spmゐpd

一 一 一 竃253±86　　　　4！1±33 O．33 1632±250　　　5G8＝と二40 0．3竃
・

100 一 一
765＝圭＝　、05　＊＊686±70　＊＊ 0£0 816±零39　＊＊725±61　＊＊ 0．89

100 2◎
一 965±60　＊＊497二量＝32　＊ 0．50 1、47＝ヒ：77　＊　　604±41　＊ 0．53

100 50 一 1247ニヒ52　　　516±48　＊ O．41 1375±17肇　＊＊601±87 0．44

100 100 一 1088＝1＝　197　　　45gj＝36 0瀦2 1381±300　　　569＝ヒ97 0．41

1◎0 ”
2◎ 874±　129　＊＊713±63 ＊＊0．82 962＝ヒ235　＊　695±93　＊ 0．72

Spd　and　spm　contents　iR　tissues　show　nmoYg　wet　tissue，　mean　±　S．D．　of　5　rats．

Significance　between　4MCHA－treated　and　coRtrols　（＊＊　：P〈e．OOI，＊：P〈O．Ol）
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では取り込みは目立った一方、組織内spm濃度に及ぼす同時投与

spdの効果を見てみると、4MCHA単独投与の場合にくらべてspm

濃度は明らかに低められており、その度合は同時投与spd量には

依存していないように見えた。これは投与spdが組織内spm合成

を抑制したためで、その理由としては、4MCHAにより誘導され

るAdoMetDCが投与spdにより抑制されdcAdoMetが不足したこ

とが考えられる。培養細胞でspdを培地に加えるとODC，

AdoMetDCの誘導が直ちに抑制されることは良く知られており、

2）この結果はin　vivOでもそのような誘導抑制がおこることを示

した例と考えられる。Spm同時投与で得られた結果は4MCHA単

独投与で得られた結果とあまり変わらず、spd祠時投与の場合と

は明瞭な違いがあった。

以上のことから、4MCHAとspdの同時投与はspdの取り込みと

spm合成の抑制により、4MCHAにより引き起こされる異常なポ

リアミンレベルを正常レベルに戻す効果があるように思われた。

しかし、体重増加の度合いについては、予期に反して、spd同時

投与群の方が4MCHA単独及びspm同時投与群より低められる傾

向が認められた。その理由としては、ODCが誘導されないまま

spd－synが4MCHAにより阻害され、本来阻害されるべき

AdoMetDCが投与spdにより抑制された結果、全ポリアミンが減

少したことが考えられるであろう。

第4節　小括

　4MCHAのin　vivo効果を定量的に調べるために、ラットに毎日

1回、一週間あるいは一ヶ月間連続経口投与した。その間の体重

増加率は、4MCHAの投与量が増すにつれて減少し、投与量との

間に相関がみられた。また、組織中のポリアミン濃度の変動（spd

の減少とspmの増加）も4MCHAの投与量に依存していた・また・
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4MC：HA　50μmo1を一ヶ月間連続経口投与して得られた組織内ポ

リアミン濃度の結果は、一週間の連続経ロ投与で得られた結果に

成長に伴う変化が加わったものであり、見かけ上正常ラットと変

わらず人為的にspm／spd値を高めたラットを長期にわたり調整で

きることがわかった。つぎに、4MCHA　100μmo1とspd（20，50，100

pm　ol）の同時経口投与一週間の実験を行った。4MCHAによるspd

の顕著な減少のために、同時投与spdの投与量依存的な組織内spd

濃度の高まりが観察された。また、spdの同時投与量には依存せ

ずに、4MCHAによる組織内spm濃度の上昇が抑制された。これ

は、投与spdによりAdoMetDCの誘導が抑制され、たためかもし

れない。また、spm　20　pmo1の同時投与も行ったが、4MCHA単独

で見られた結果と同じでspdの同時投与とは大きな違いがあった。

本研究から、4MCHAとspdの同時経口投与により組織内全ポリ

アミンレベルが下がることが分かった。
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第4章　経口投与4MCHAの肝再生に及ぼす効果

　動物個体を対象として、いろいろな生理的条件下で組織ごとに

或いは細胞ごとに、その時の細胞機能に適応するように、ポリア

ミンレベルが調節されていることは確かである。したがって、人

為的にポリアミンレベルを変えることは細胞機能に影響を及ぼ

す可能性がある。第3章までに、4MCHAをラットに経ロ投与し

て組織中のspm／spd値を正常ラットより高値に維持できることが

わかった。Spm／spd値が高まる方向性は、細胞増殖が停止してい

くときに一般的に観察されることから、本章では、4MCHA投与

ラットの細胞増殖系にどのような影響が見られるかを調べるた

めに、増殖系として再生肝を選び検討した。

第1節　再生肝重量とポリアミン

　ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を1群として、コントロール

四群及び4MCHA投与四群に分けた。前章に記したように、投与

群には4MCHA　50μmo1を毎日1回経口投与した。1週間後に、コ

ントロール群と一緒に、全うットに67％の部分肝切除を施した。42）

投与群は術後も投与を継続した。術後1，2，5，10日目に、両群か

（
ま
）
O
嘱
驚
」
誓
［
b
倉
順
O
≧
・
瀬
℃
O
O
＼
↑
隣
◎
心
嘱
の
≧
・
」
O
＞
嘱
［
眉
彦

r

匹
量
．
「

4

3

2

1

o

o

＊

2 4　　　　　6

　　day
8　10　12

Fig，　10　Change　ofraties　of　remmant　liver　wet　weight　to　body　weight．

　　ContrGl，一〔ト；4MCHA，一〇一“一　Significance　between　4MCH：A・・treated

　　and　contr◎l　ratS　（＊＊：Pく0．01，＊：Pく0．05）

　　　　　　　　　　28



ら1群ずつをそれぞれとり、再生肝を摘出した。投与群と、コン

トロール群は部分肝切除時に体重に差があったため、再生肝増殖

の程度をみる一指標として、体重に対する再生肝湿重量の百分率

で表した。Fig．10に示すように、その指標はコントロール群に比

べて4MCHA投与群で低く、術後5、10日目では有意な差を示し

た。これは、4MCHA投与群では、肝の再生が本来あるべき大き

さに到達せずに終了したことを示唆している。
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　　　Fig．　11　Change　in　polyamine　levels．

　　　　　　Control（spd一一ロー，spm一一一〇一一）；4MCHA（spd一〈〉一，　spm一△一）

　　　　　Sig譲負cance　between　4MCRA　treated　and　c◎Rtrol　rats．（＊＊：pくG．eO　1，＊：pく0．e1）

　再生肝中ポリアミンレベルの測定結果をFig．11にまとめて示

す。再生肝初期（24h）に、　ODCが誘導され、　putレベルの上昇、　spd

レベルの顕著な上昇、spmレベルの下降が観察されることは良く

知られている。43）術後1日目に見られたspdレベルの急激な上昇

には、コントロール群と4MCHA投与群との間には差が認められ

ず、術前までの4MCHA投与の影響は認められなかった。しかし、

両群のspdレベルの変動は2日目以後に明らかに違いを示した。

すなわち、コントロール群ではさらに上昇が続き5日目まで高レ

ベルを保っていたが、投与群では2日目で下降に転じ、5日目で

はコントロール群のおよそ70％にまで減少した。一方、spmレベ

ルの変動は緩：やかで、4MCHA投与群の方がコントロール群より
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高値を保ちながら、術後2日目までは低いレベルを保った後、徐々

に上昇し10日目では、ほぼ術前のレベルに戻った。なお、投与

群の5日目のspmレベルが高めな感じを与えるが、　spdレベルの

低めな感じと相｛　って、AdoMetDC誘導のかかわりを暗示させる。

なお、putレベルは両嘘寝に差はなく、術後1日目が最も高く、

以後減少し続けた。これは肝再生時に見られるODCの一過性の

誘導によるものであり、4MCHAはそれに影響を及ぼさないこと

を示している。
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　　　　　Fig．12　Change　in　total　spd　and　total　spzfi　during　liver　regeneration．

　　　　　　　Control　（spd　一［］nv，　spm　一〇一）；　4MCHA　（spd　一〇一一一，spm　’inA一一he）．

　　　　　　　Significance　between　4MCHA　treated　afid　control　rats．　（’　：p〈O．el）

Fig．12は、　spd及びspm合成の様子を見るために、全spd量ある

いは全SPm量（濃度×肝重量）を肝再生の過程でプロットしたもの

である。全spd量についてコントロール群と投与群の間で極めて

顕著な違いが認められた。すなわち、コントロール群では5日目

が最大値で10日目もほぼ同値を保っていたのに対し、投与群で

は2日目にほぼ最大値（コントロール群の最大値の約55％）に到達

し、以降10日目までその値を保った。コントロール群の5日目

の最大値が実際には3日目には到達していた可能性は高い。43）こ

のような事実は、肝再生の初期に、増殖が終わるまでに必要なspd
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が合成されてしまっていることを示唆した。全spm量については

両群に差は認められず、肝再生の間中増え続けた。

　肝再生において、ODCとポリアミン（主にputとspd）が増大す

ることはよく知られた事実であるが、ポリアミンが増殖に重要な

役割を演じているかどうかについては、未だ結論が得られていな

い。DFMOを用いて得られた結果は、　ODCの増大が増殖に重要

であったという結果44）とODCの抑制が増殖に影響を与えなか

ったという結果45）に分かれている。近年SSATトランスジェニ

ックラットの肝再生研究43）を通して、肝再生にはspd　and／ol　spm

特にspdが重要であることが報告された。本研究で得られた結果

もまたspdの重要性を示唆している。

第2節　免疫組織化学的検討

　ラットの部分肝切除後、肝再生のマーカーとしてproliferating

cell　nuclear　antigen（PCNA）が有用であることは既に証明されて

いる。46）術後2，5，10日目の再生肝についてPCNA染色を行い、

全肝細胞数に対するPCNA陽性細胞数の百分率を計算した。2日

目についてみると、コントロール群は55．3％、4MCHA投与群は

28．8％となり、投与群の増殖細胞割合が明らかに低かった。この

傾向は5日目でも見られたが、肝再生がほぼ終了した10日目で

は、両群ともにPCNA陽性細胞はほとんど見られなかった。その

ほか、鏡検的には、両群ともに異常は認められず、4MCHAの細

胞形態に及ぼす影響は無かった。

なお4MCHAの細胞増殖に及ぼす効果を調べるために、再生肝実

験：とは別に、小腸上皮細胞及び表皮細胞についてコントロールと

比較した。この実験では・5－bromo－2－deoxy磁dine（BrdU）の取り込み

を、免疫組織化学的手法で調べた結果、4MCHA投与群で増殖細胞

割合が低いことがみとめられた（具体的な数値は未だ計測していない）。
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第3節　小括

正常ラットと4MCHA投与ラットについて、67％部分肝切除を施

し、肝再生の過程を比較検討した。体重に対する再生肝湿重量の

比は、4MCHA投与群で明らかに低く、術後5日目でコントロー

ル群と比べて有意な差（p＜0．01）があった。ポリアミン濃度の変動

は、特にspdレベルの変動が興味深かった。術後1日目の結果で

は、4MCHA前投与のspdレベルに及ぼす効果はないように見え

た。これは、ODCが部分肝切除により誘導され、短時間に大量

のputが生合成されたためと考えられる。術後2日目以後のspd

レベルは、コントロール群では5日目まで高値を保つのに対し、

4MCHA投与群では減少していった。　Spmについては部分肝切除

後に緩やかに減少し10日目には通常の肝臓中のレベルに回復：し

ていた。肝再生の一指標として用いたPCNA染色により、術後2、

5日目の再生肝において、コントロール群と比べて4MCHA投与

群に増殖抑制があったことが確認された。

以上のように、4MCHA投与群とコントロール群との問には、肝

再生に明らかな差があった。4MCHAによる再生肝抑制効果と

spm／spd比の高値との関連性についても、現在さらに検討中であ

る。比較的増殖が盛んな小腸上皮細胞、表皮細胞でも4MCHAに

よる増殖抑制効果が認められたことは、4MCHAによる体重増加

率の減少効果とも合っている。
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総括

　培養細胞でspd－synを阻害した時のspd，spmレベルの変動が、

自然界で細胞増殖が停止する時に一般的に見られる変動と類似

していることに基づき、選択的阻害剤によるspd－synのin　vivo阻

害と細胞増殖との関わりを、調べることを目的として本研究を行

った。

　第1章では、当研究室で開発したIS．MS法によるポリアミン分

析法の拡張と応用として、癌診断マーカーである尿中Ac2－spmの

同時分析、および経口投与15N糠識ポリアミンのトレーサー研究

について記述した。これらの研究を通して、多くの生体試料中の

ポリアミンを微量で正確、迅速に測定できる方法として改良が加

えられ、本研究を推進するために重要な方法論となった。

　第2章では、in　vivo実験に通用できるspd－syn阻害剤の選択に

ついて記述した。酵素の基質結合部位の中で、put結合部位を標

的とする競合阻害剤が有用と考えられ、既知の比較的強力な阻害

剤であるBAおよび4MCHAを取り上げ、それらのアナログを新

たに合成し、IC50値を比較検討した。その結果、　APEと4MCHA

が最も強く阻害し、IC5◎値も同等だったことから、この両者をラ

ットに経口投与し、それらの効果を調べた。その結果、APEは全

く阻害効果を示さなかったため、阻害効果を示した4MCHAをin

vivO実験に用いることにした。

　第3章では、ラットに4MCHAを1週間または1ケ月間、毎日

1回連続経口投与し、組織中ポリアミンレベルに及ぼす効果を調

べた。投与量を変える1週間の実験で、投与量依存的に体重増加

の度合は低くなる傾向があり、また、投与量依存的に各組下中spd

が顕著に減少しspmが緩やかに上昇した。得られた結果から1

ヶ月の長期投与のための投与量を選んだ。その基準は、コントロ

ールラットと見かけ上行動に差が認められず、組織内ポリアミン
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レベルに明瞭な差が認められることとした。1ヶ月間投与の結果

は、基本的には1週間投与の結果と同じで、それに成長に伴う変

化が加わったものであり、少なくとも1ヶ月間は人為的にspm／spd

値を高められたラットが作れることを示した。このようなモデル

ラットの応用面の1つとして、同時経口投与spdの影響を調べた。

組織中へのspdの取り込みは緩やかで、4MCHAにより高められ

る組織中spmの合成を少量の投与spdが抑制したため、全ポリア

ミンレベルが減少し、体重増加の度合いにはむしろ好ましくない

影響が見られた。なお、同時投与spmの影響は認められなかった。

　第4章では、spd－syn阻害の細胞増殖に及ぼす影響を調べるた

め、細胞増殖系としては再生肝を選び、モデルラットとコントロ

ールラットで肝再生の過程を比較した。増殖の度合いをみる指標

として、体重に対する再生摺物重量の比をみると、明らかに

4MCHA投与群の方が低く、増殖が抑制されていた。ポリアミン

の中ではspdレベルの変動が特に目立ち、術後1日目の急激な上

昇の後、コントロール群では5日目まで高値を保っていたのに対

し、4MCHA投与群では2日目から下降に転じ、5日目ではコン

トロール群の70％まで下がった。2日目、5日目の再生肝につい

てPCNA免疫染色を行い、全肝細胞数に対するPCNA陽性細胞数：

比を両群で比較したところ、4MCHA投与群はコントロール群と

比べておよそ半分程度となり、4MCHAにより再生肝の増殖が抑

制されることが明らかとなった。

　以上、本研究の今後の展開としては、モデルラットを用いて、

増殖系のみならず、ほかの実験系でポリアミンの生理的意義に関

する情報が得られる可能性がある。また、癌治療研究における位

置づけは、細胞の死滅ではなく増殖速度の抑制にあり、治療のた

めには従来行われているいろいろなやり方との併用が考えられ

るであろう。
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Ac2－spm

AdoDATO

AdoMetDC

APE

CEA

CMC
DAO
DFMO
D　NS

ELISA

HFB
IS－MS

4MCHA
ODC
PAO

PCNA
Put

Spd

Spd－syn

Spm

Spm－syn

SSAT

略語表

Ni，Ni2－Diacetylspermine

S－adenosyl－1，8－diamino－3－thiooctane

S－adenosylmethionine　decarboxylase

5－amino－1－pentene

carcinoembryonic　antigen

carboxymethyl　cellulose

　diamine　oxidase

or　一difluoromethylornithine

5－dimethylamino－1－naphthalenesulfonyl

enzyme－linked　immunosorbent　assay

　heptafluorobutyryl

lonspray　lomzatlon　mass　spectrometry

trans－4－methylcyclohexylamine

　ornithine　decarboxylase

polyamine　oxidase

　proliferating　cell　nuclear　antigen

putresclne

spermidine

spermidine　synthase

　spermme
　　spermine　synthase　・

　　spermidine　／　spermine　Ni－acstyltransferase
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第1章に関する実験

遜
　標品として用いたポリアミン塩酸塩；put・2HC1、　spd・3HC1、　spm・

4HC1はSIGMA（St．Louis，MO）から購入した。内標準物質および

合成原料の15N一標識ポリアミンは当研究室で合成したものを使

った。47）誘導体化に用いたヘプタフルオロ酪酸無水物

（HFBA，GC分析用）、アセトニトリル（HPLC分析用）、ジエチ

ルエーテル（油脂酸化・過酸化物価測定用）、【P一（ベンジルオキシ

カルボニロキシ）フェニル］ジメチルスルポニウムメチルサルフェ

ート（Z．一DSP）、試料の前処理に用いた酢酸とピリジンおよびCM．

セルロース（CMC）は和光純薬工業から購入した。ヒドラジン1

水和物（98％）、カラムクロマトグラフィーに用いたシリカゲル

60N（spherica1，neutral，40～50μm）は関東化学から購入した。酢

酸アンモニウムはAldrichから購入したものを用いた。その他の

試薬、溶媒は市販の特級品を用い、実験に使用した水はMili　Q（ミ

リポア）により調整したものを用いた。

　遊離のspd或はspm（1．7mmo1）をジオキサン（8．5ml）に溶かし、

N－methoxydiacetamide16）（3。6mmo1）を加えて室温で撹拝する。約3

時間後にAc2－spmはろ過できる白色結晶として析出し、それをろ

直しEtOHで溶かし、塩酸を加えて塩酸塩とし、　EtOH／Et20より

再結晶する。またspdの場合は、友応後Ac2－sp　dが油状になるた

め、EtOHを適量加え、全てを溶かした後に計算量のHC1を加え

ることにより塩酸塩の結晶として得られる。
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15N一標識Ac　2二旦P皿壁

　15N－put・2HC1（100　mg，0．6mmo1）を用い既に報告されている

15m－spm合成法にしたがい最後の接触還元による脱ベンジル操作

の前に、無水酢酸（0．！7m1，1．8mmo1）を含むピリジン溶液（5　m1）

中で室温、1時間反応させてアセチル化した後、クロロホルム／

メタノール／酢酸溶媒（1：3：0．1）でシリカゲルカラムクロマトグラ

フィーにより精製した。溶媒を留寒しAcOHに溶かし、　Pd－C（20

mg）を加え、60℃で5時間還：外して保護基を除去した。引き続き

溶液をろ過してろ液をとり濃塩酸（1．8mmo1）を加え：塩酸塩とし、

溶媒を留去後、エタノールから再結晶した。（104mg，0．3mmo1）

Anal．　Calcd　for　Ci4H32isN402C12’1／3H20：　C，　45．49；　H，　8．84；　isN，

16．25．　Found：　C，　45．50；　H，　8．80；　’5N，　16．38．

125N，IS！lgkNL，As｝，spgrme｝｝一fS，pt！2N　ee　：it　Ni　Ac　s　d　uD　A　JiS｝　i5）

中間体の［1，4，8－15N31－N1－phthaley1－N4一一benzyloxycarbonylspermidine

（0．290．4mmo1）までは既に報告されているspd合成法にしたがっ

て行った。これにMeOH（5　m1）、ヒドラジン1水和物（0．1　m1，2

mmo1）を加え3時間還流した。溶媒を留去して得られる残渣を

4M　NH3／CHCI3により抽出しCHC13を集めた。溶媒を留罰して、

無水酢酸（0．08　m1，0．8mmo1）を含むピリジン溶液（5　m1）中で室

温1時間反応させてアセチル化した後、溶媒を留曝し、AcOH

（2m1）に溶かしPd－C（20　mg）を加え、60℃で5時間還元して保

護基を除去した。引き続き溶液をろ過してろ液をとり、濃塩酸

（1．O　mmol）を加えて塩酸塩とし、溶媒留去後、エタノールから

再結晶した。（75mg，0．28mmo1）Ana1．　Calcd　for　CgH2315N30C12・

1／3H20：　C，　40．12；　H，　8．79；　isN，　16．72．　Found：　c，　40．s7；　H，　s．so；　isN，

1　7．0　0．
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1’ag，lglSlpt＞gi！Ag，sl；ts！eiLCIuXIEIN　ectw　N8　A　sduDAJiS　i5）

　N1－Ac－spdの場合と同じ中間体［1，4，S－15N3］一N1－phthaloy1－N4－

benzyloxycarbony1－spermidine（0．290．4mmo1）をAcOH（20ml）に溶

かし、Pd－C（150　mg）を加え、室温3時間開放条件下で還元してZ

基を除去した。引き続き、溶液をろ過してろ液を留珍した後、ク

ロロホルム／メタノール／酢酸溶媒（5：1：0．1）でシリカゲルカラム

クロマトグラフィーにより精製した。溶媒を留戯し無水酢酸

（0。08m1，0．8mmo1）を含むピリジン溶液（5　m1）中で室温、1時

間反応させてアセチル化した後、溶媒を留去し、これにMeOH（5

m1）、ヒドラジン！水和物（0．1　ml，2mmo1）を加え3時間還流し

た。溶媒を留去して得られる残渣を4M　NH3／CHC13で抽出し

CHCI3層を集めた。溶媒を留書して、残渣をAcOH（2m1）に溶か

し、Pd．C（20　mg）を加え、60℃で5時間還元して保護基を除去し

た。引き続き、溶液をろ過してろ：液をとり、濃塩酸（1．Ommo1）

を加えて塩酸塩とし、エタノールから再結晶した。（56mg，

O．2mmol）　Anal．　Calcd　for　CgH23isN30C12’1／3H20：　C，　40．12；　H，　8．79；

is m，　16．72．　Found：　C，　40．25；　H，　8．54；　isN，　16．93．

ポリアミンのHFB誘導体化48）

　試料溶液をネジ付き試験管に入れ乾割球、アセトニトリル（0．1

m1）とHFBA（0．05　m1）を加え、100℃で30分加熱して反応させ

た。反応液を窒素気流下留溢し、残渣をジエチルエーテル（0．3m1）

で溶かし0．5mo1／1アンモニア溶液を加え振とう後遠心分離した。

ジエチルエーテル層を取って窒素気流下留即し、得られた残渣を

50％一AcONH，／50％一CH3CNに溶かしてMS：測定用試料とした。

IS．MS測定条件u）

　装置はPE・・SCIEX社のAPI－300マススペクトロメーターを用い、
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イオン化はlonSpray法で行った。アセチルポリアミンは既に報告

されているIS－MS法に基づいておこなった。15）

癌患者尿

　都立駒込病院外科医長高橋慶一先生担当の入院患者尿につ

いて、都立臨床研の平松恭子氏がELISAで測定し、凍結保存さ

れたもの各1m1を同病院倫理委員会の許可を得て入手した。

尿の前処理15）

　癌患者尿0．1m1に内標準物質の15N－Ac2Spm　O．6nmo1を加え、

0．01Mピリジン。酢酸溶液で10倍に希釈してカラムにかける試料

とした。カラムはCM一セルロース（0。2　ml）をポリプロピレン製

カラム（！0m1）に充填し、　IMピリジンー酢酸溶液（3mDで洗

った後、0．01Mピリジン．酢酸溶液で平衡二化したものを用いた。試

料を吸着させた後、O．OIMピリジン．酢酸溶液（1　ml）、0．05Mピ

リジン．酢酸溶液（3m1）で順次洗浄し、1Mピリジンー酢酸溶液

（1m1）でポリアミンを溶出し、　TAITEC製VC．960で減圧遠心

乾燥した。得られた残本をHFB化してMSの試料とした。

担癌ラットの作成19）

　AH109A（東北大・加齢医研から供給）一80℃で保存していたも

のを38℃の恒温槽で短時聞に解凍し生理食：塩水（大塚生食注、10

m1）を加えた後、遠心分離（3000rpm，3min）し上清を捨てる。こ

の操作を二度繰り返し、得られたペレットを生理食塩水（5m1）

に懸濁し、懸濁液をテルモ注射針（18G×11／2）付テルモシリンジ

（2．5m1）入れDonryu　rat（5週齢、♂）の腹腔内に注入（0．5　m1）

した。

　継代は、1週前に移植した腹水肝癌ラットから同じサイズの注
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射等を用いて腹：水を取り出しその05m1を同週齢のDonryu　ratに

注入する操作を繰り返して行った。

　固形癌の作成は、腹水を生理食塩水で10倍に希釈した細胞懸

濁液（約10フcells／m1）0．1m1を、エーテル麻酔したDonryu　rat（6

週齢、♂）の背部皮下に、テルモ注射針（21G×11／2）付テルモシ

リンジ（1m1）で注入した。実験に使用したラットはさらに2週

間飼育したものを用いた。

経口投与実験

　isN・・put、　isN－spd、15N－spmをそれぞれ10mM、20mM含む生理

食塩水溶液（3者混合）、および15N－spmのみで10mM、20mM含

む生理食塩水溶液（単独、15N－spm）を調製し、これらの溶液1　ml

を馬鎧投与した。担癌ラットは経ロ投与まで通常食餌をした

feedingグループと経口投与12時間前から絶食させたfastingグ

ループに分け、実験項目別に石櫃3匹で行った。経口投与3時間

目に頚椎脱臼し、小腸（十二指腸から下10cm）、肝臓、腎臓、癌、

を取り出し直ちに液体窒素で凍結し、．30℃で保存した。小腸に

ついては切開して内部を生理食塩水で十分に洗浄後凍結した。

生体試料の前処理と測定ユ9・20）

　氷冷下で各組織を細切し（ペースト状）、そこから約e．39を正

確に量り、0．IM塩酸（1m1）を正確に加え、　Potter－Elvehjem

Hom◎genizerでホモジナイズした。引き続き0．5M過塩素酸（1m1）

を正確に加えさらにホモジナイズしこの懸濁液を15m1のポリエ

チレン製チューブに移し3000rpmで5分間遠心分離した後、上清

を集めた（約2．5m1）。その除タンパク上清0．1m1を正確に2本の

試験管にとり一方には（put　lnmo1、　spd　7nmo1、　spm　7nmo1）の標準

ポリアミンを添加し、両方の試験管に内標準物質の13C，15N－i標識
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ポリアミン（13C，15N－put　2nmo1、13C，15N－spd　15nmo1、13C，15N－spm

15nmo1）を加えピリジン05m1を加えおおよそpH5にした後、

CM一セルロースを用いてポリアミン分画を集め、　HFBAを用いて

誘導体化したのちIS．M・Sで各試料につき1検体3回の測定を行っ

た。

第2章に関する実験

阻害剤

本実験に用いた阻害剤は渡辺らにより合成され、35）精製スペル

ミジン合成酵素を用いる活性測定系で各種化合物のIC5◎を求め

た。

経口投与実験

　ドンリュウラット♂6週齢を各群5匹、体重が近似するよう

に3群に分けた。1日1回テルモシリンジ（1m1）とゾンデを用いて

コントロール（生食のみ）、APE（100μmo1／day）、4MCHA

（100μmol／day）を生食1・m1に溶かし、強制経ロ投与を行ない、7日

目に頚椎脱臼し肝臓、腎臓を取り出し直ちに液体窒素で凍結し、

一3・0℃で保存した。前処理、測定法は第1章の生体試料の前処理

と測定及びポリアミンのHFB誘導体化に準じて行いIS－MSで測

定を行った。

第3章に関する実験

第1節　経口投与実験

　ドンリュウラット♂6週齢を各群5匹、体重が近似するように

4群に分けた。各群に生理食塩液1mしに溶かした濃度の違う

4MCHA（0，30，50，100μmo1）毎日1回ゾンデを用いて強制経［］
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投与を行ない、8日目に頚椎脱臼し肝臓、腎臓、小腸、脾臓を取

り出し直ちに液体窒素で凍：結し、一3・0℃で保存した。前処理、測

定法は第1章の生体試料の前処理と測定及びポリアミンのHFB

誘導体化に準じて行いIS．MSで測定を行った。

第2節　長期投与実験

　ドンリュウラット♂6週齢を蔭口5匹、体重が近似するように

8群に分けた。そのうち4群はコントロール（生食のみ）、残り4

群は4MCHA投与群（30μmol／day）に生食1m1に溶かし毎日1回ゾ

ンデを用いて強制経口投与を行なった。経口投与開始から1，2，3，4

週でコントロール及び4MCHA投与群から各1群（5匹）を頚椎脱

臼し肝臓、腎臓、小腸、脾臓を取り出し直ちに液体窒素で凍結し、

一3・0℃で保存した。前処理、測定法は第1章の生体試料の前処理

と測定及びポリアミンのHFB誘導体化に準じて行いIS－MSで測

定を行った。投与量は本論に示した様に各週の平均体重に比例さ

せ増やした。同様に50μmol長期投与を行った。

第3節　ポリアミン同時投与実験

　ドンリュウラット♂6週齢を各群5匹、体重が近似するように

6群に分けた。コントロール（生食のみ）5群に生理食塩：液1m：しに

溶かした4MCHA！00μmo1＋（0；spd　20，50，100μmo1；spm　20μmo1）

を毎日1回ゾンデを用いて強制経口投与を行なった。経口投与開

始から8日目に肝臓、腎臓、小腸、脾臓を取り出し直ちに液体窒

素で凍結し、．30℃で保存した。前処理、測定法は第1章の生体

試料の前処理と測定及びポリアミンのHFB誘導体化に準じて行

いIS－MSで測定を行った。
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組織内4MCHAの定量

　ラット組織を氷冷下で各組織を細切し（ペースト状）、そこか

ら約0．39を正確に量り、0，1M塩酸（1ml）を正確に加え、

Potter－Elvehjem　Homogenizerでホモジナイズした。引き続き05M

過：塩素酸（1m1）を正確に加えさらにホモジナイズしこの懸濁液

を15・m1のポリエチレン製チューブに移し3000rpmで5分間遠心

分離iした後、上清を集めた（約2．5m1）。この上清0．4mlを2本の

スクリュー管に取り一方には4MCHAを05nmol標準添加し、両

方のスクリュー管には内標として4－ethylcyclohexylamine（4ECHA）

を2nmo1入れた。これらをlmo1／1　NaOH　2m1と酢酸エチル2ml

で抽出し、酢酸エチル層から1m1取り窒素気流下で酢酸エチルを

留去した。得られた残渣にアセトン0．6m1、　Na2CO3の飽和水溶液

0．4m1、　Dansyl　Chloride（DNS－C1）の10mg／m1アセトン溶液を

。．1m1入れ、室温で1時間撹搾し、1時間経過後にprolineの

150mg／m1水溶液を0．1m1加えさらに30分撹輸する。反応液から

トルエン05mlでi油出し、蛍光HPLC測定用試料とした。　HP：LC

測定条件は、CH3CN：H20＝3：1、流速0．6ml／min、　Ex　350nm、　Em

510nmで行った。

第4章に関する実験

第1節再生肝実験
　donryu　rat♂6週齢を各群5匹、体重が近似するように8群に分

けた。そのうち4群はコントロール（生食のみ）、残り4群は4MCHA

投与群（50ptmol／day）に生食1m1に溶かし毎日1回忌ンデを用いて

強制経口投与を行なった。経口投与1週間後にHiggins　and

Anderson法42）により肝の部分切除を行い、術後も経口投与を続

け1，2，5，10日目にコントロール及び4MCHA投与群から各1群（5
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匹）を頚椎脱臼し肝臓を取り出し、組織染色用に肝臓のほぼ同じ

部位からディスポのメスを用いて薄く（3mm．）切り出し、10％中性

緩衝ホルマリン（Wako）中に沈めた。残りを直ちに液体窒素で凍結

し、．30℃で保存した。前処理、測定法は第1章の生体試料の前

処理と測定及びポリアミンのHFB誘導体化に準じて行いIS－MS

で測定を行った。

第2節　免疫組織化学的検討

　10％中性緩衝ホルマリンに浸し、約24時間経過した組織切片

を、株式会社　イナリサーチ　臨床病理部にてPCNA染色及び染

色結果の判定を委託した。また、財団法人　佐々木研究所　病理

部にてPCNA染色、　H／E染色、　BrdU染色、染色結果の判定を委

託した。
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