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略号

1）ポリアミンおよびポリアミン生合成酵素等に関する略号

Put：
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AcSpd：

AcSpm：

AdoMet

DeAdoMet

］N（ffA
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AdoMeのC：

SpdSyn：
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メチルチオアデノシン
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ポリアミン酸化酵素

2）ポリアミン合成酵素阻害剤に関する略号

DIMO：

AOAP：
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ct－difluoromethylornithine

1－aminooxy－3－aminopropane

5’一｛（（Z）一4－amino－2－butenyl］methylamino｝一5’一deoxy－
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S－adenosyl－1，8－diamino－3－thiooctane
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ANB：

APCHA：

APANB：

APB　A：

exo－2－aminonorbornaRe

N一（3－aminopropyl）一cyclohexYlamine

N一（3－aminopropyl）一exo2－aminonorbornane
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3）ポリアミ

　　　NSpd：

　　　HSpd：

　　　APCad：

　　　N4MSpd：

　　　N8MSpd：

　　　TAP：

　　　1APP：

　　　4APP：

ンアナログに関する略号

　　norspermidine

　　homospermidipe

　　N－3－aminopropylcadaverine

　　N－4－methylspermidine

　　　N－8－methylspermidine

　　　nis一一（3一一aminopropyl）amine

　　　i一（3－aminopropyl）一4一一aminomethyipiperidine

　　4一［N一（3－aminopropyl）aminomethyl］piperidine

4＞

　　　elF－5A：

　　　CMC：

　　　OPA：

　　　HPLC：

　　i　PBS：

　　　D”rr：

　　　DMF：

その他の略号

eukaryotic　tran　siation　initiation　factor　5A

carboxymethyl　cellulose
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high　performance　liquid　chromatography

phosphate－buffered　saline

dithiothreitol
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序　論

　ポリアミンは生物界に広く存在する低分子の塩基性化合物であり，

多くの種類が発見されてきたが，ジアミンを含めて代表的なものはプ

トレシン，スペルミジン，スペルミンの3種である．とりわけ哺乳動

物細胞にはこの3種が存在し，細胞の増殖や分化にともないそれらの

量が複雑に変動することが報告されており，増殖・分化において重要

な役割を演じていることに疑う余地はない1・　2）．

分子レベルでのポリアミンの役割は，有機塩基という化学構造上の

特性から単に陽イオンとしての働きばかりでなく，多くの生体高分子

との静電的結合，水素結合，疎水結合などを通して生体高分子の立体

構造に影響を与え，ひいてはそれらの機能発現に影響を与えると考え

られる（Fig．1）．しかし，それを実証するのは容易ではなく，核酸研究

の分野におけるin・vitroの実験から，スペルミジンやスペルミンが特
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定の塩基配列からなる核酸と相互作用して立体構造に変化を与えたり

安定化したりすることが明らかにされつつある程度で3），他の生体高

分子，例えばタンパク質，膜成分などとの相互作用については，確か

な証拠はあっても分子レベルでのアプローチは皆無といってもよい．

したがって，個々の生体高分子とポリアミンとの相互作用が分子レベ

ルで具体的に明らかになり，それらの総合された結果として種々の生

理現象を理解するに至るまでには未だ多くの方法論の進歩が必要であ

るのはいうまでもない．

現状で，いろいろな生理現象あるいは生体反応におけるポリアミン

の役割を研究する方法は，細胞内ポリアミンを人為的に操作すること

により得られる応答を解析し，ポリアミンの機能する場の情報を得よ

うとするものである4’5）．そのために最もよく用いられるのがポリア

ミン代謝酵素阻害剤である．先ず哺乳動物におけるポリアミンの生合

　Ado閉戯

　　　9H3
H2NYNV　＄“一Ado

　COOH

co，

S［Zilllii，llliEfill：！！！　IDc

　　　　　｛？H3

　　同2髄WS－Ado
　　　　　十
　　DeAdo瀧黛

　　　　　（i　M3

　　　繭TA　　　　　S　一　Ado

　　　物閥Yへ！’騨2◎禰hine

C。2＿
　　　闘2腫VVN　N　X2

ee2NN堰fN．NMIh・；II，111一”N，　NH2

　　　　　　　　　　　　　囲2細》へ1躍考》～《M噌へ《醗勉
　　　　　　　　　　　　　　　　　SP姻
Fig．　2　Polyamine　biosynthetic　pathway
PUT：　Putrescine，　SPD：　Spermidine，　SPM：　Spermine，　AdoMet：　S－Adenosylmethio－

nine，　DeAdoMet：　Decarboxylated－S－AdeAosylmethionine，　MTA：　5’一Methyl－

thioadenosine，　ODC：　Ornithine　Decarboxylase，　AdoMetDC：　S－Adenosyl－
methioniRe　Decarboxylase，　SpdSyn：　Spermidine　Synthase，　SpmSyn：　SpermiRe
Synthase，　SSAT：　Spermidine／Spermine　N’一Acetyltransferase，　PAO：　Polyamine

Oxidase
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成経路をFig．2に示す．オルニチンは誘導酵素であるオルニチン脱炭

酸酵素（ODC）によりプトレシン（PUT）になる．一方，　S一アデノシルメ

チオニン（AdoMet）は同様に誘導酵素であるS一アデノシルメチオニン

脱炭酸酵素（AdoMetDC）により，脱炭酸化S一アデノシルメチオニン

（DeAdoMet）になり，そのアミノプロピル基がスペルミジン合成酵素

（SpdSyn）によりプトレシンの一方のアミノ基に転移されトリアミンで

あるスペルミジン（SPD）が合成される。さらに，　DeAdoMetのアミノプ

ロピル基がスペルミン合成酵素（SpmSyn）によりスペルミジンの8位

のアミノ基に転移され対称テトラミンであるスペルミン（SPM）が合成

される。この経路の中でODCにより生成するプトレシンが

AdoMetDCを活性化しDeAdoMetを増加させるため，　ODCはポリアミ

ン生合成の律速酵素と呼ばれている．一方，スペルミンは誘導酵素で

あるスペルミジン・スペルミンーN1一アセチル基転移酵素（SSAT）により

アセチル化され，Ni一アセチルスペルミン（AcSPM）になると，ポリア

ミン酸化酵素（PAO）によりスペルミジンが生成し，さらにスペルミジ

ンはSSATによりN1一アセチルスペルミジン（AcSPD）になった後，　PAO

によりプトレシンになる逆経路も存在する．このようにポリアミン生

合成経路に6種の酵素が関与しており，それぞれの酵素に対する阻害

剤が開発されている．中でもODC阻害剤は最も広く使用され，酵素自

殺基質として有名なα一ジフル三二メチルオルニチン（DFMO）はポリア

ミンの役割研究に広く使用され，多くの貴重な結果を提供してきた．

代表的な阻害剤をFig．3にまとめ，主なものについて，それらを培養

細胞に投与したときの細胞内ポリアミン量およびDeAdoMet量への影

響と細胞の生育に及ぼす影響を，これまでの報告に基づきTable．1に

まとめた。例えば，培養細胞にDFMOを投与するとODC阻害の結果，

プトレシンばかりでなくスペルミジンも著しく減少し，一方，スペル

　　　　　　　　　　　　　　一3一



ミンは余り変化せずに細胞の増殖は停止する4）．一方，AdoMetDC阻害

剤のAbeAdoを細胞に投与しても同様に増殖は停止するが，その時は

DeAdoMetが供給されないために著しくプトレシンが蓄積し，スペルミ

ジンとスペルミンは著しく減少することが報告されている4）．このよ

うな両実験結果だけから単純に判断しても，プトレシン，スペルミン

よりはスペルミジンの減少が細胞増殖の停止に直接関与しているので
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Fig．3　Structures　of　key　inhibitors　of　polyamine　biosynthesis
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Table　1　Effect　of　inhibitors　of　polyamine　biosynthesis　on
polyamine　content　and　cell　g　rowth

IRhibitor　Target Put　Spd　Spm　”ol℃：hialne　DeAdoMet　Growth

DFMO　ODC　NVt　NUx　Nc　a　Wi
AbeAdo　AdoMetDC　iAyirts　”V’　NU’　xfiN
AdoDato　Spd　Syn
AdoDatad　Spm　Syn

’合　　　・）　　イ’ト　　　NC

》　　　’合　　・》・　　　NC

《
》
牛
合

ツ・》

v
NC
NC

a）’NC，　little　or　no　chaRge

はないかと予想されるが，現状では確かな証拠を得るまでには至って

いない．したがって，スペルミジンとスペルミンの個々の役割をを調

べるためには，これら2つの誘導酵素の阻害剤の利用だけでは限界が

あり，スペルミジン合成酵素とスペルミン合成酵素に対する選択的阻

害剤が必要と考えられた．

　白幡らはこれまでにスペルミジン合成酵素およびスペルミン合成酵

素に対する選択的で強力な阻害剤の開発に成功してきた．本研究はそ

の様な阻害剤の利用を考慮しながら，細胞増殖におけるポリアミン，

特にスペルミジンの役割に注目して行ったものである。

第1章では，新規スペルミジン合成酵素阻害剤およびスペルミン合

成酵素阻害剤を用いることにより，スペルミジンとスペルミンのどち

らが細胞の増殖に必要であるのかを調べ6），第2章では，ポリアミン

のアナログを利用して，スペルミジンあるいはスペルミンに特異的な

作用があるのかどうかを調べた．第3章では，スペルミジンに特異的

な作用としてハイプシンに注目し，先ずハイプシンの高感度分析法を

開発し7），続いて細胞の増殖とハイプシンの関係について調べた．

一5一



第1章　　アミノプロピルトランスフェラーゼに対する選択的阻害剤

　　　　　の利用

　ポリアミン生合成に関わる2つのアミノプロピル基転移酵素，すな

わちスペルミジン合成酵素およびスペルミン合成酵素は，活性部位に

プトレシンあるいはスペルミジンの結合部とDeAdoMetの結合部を有

している．これまで両酵素に対する強力な阻害剤は，そのような活性

部位における両基質の遷移状態をモデルにした化合物で，スペルミジ

ン合成酵素に対する選択的阻害剤としては，S－adenosyl－

1，8－diamino－3－thiooctane（AdoDato），スペルミン合成酵素に対しては

S－adenosy1－1，12－diamino－3－thio－9－azadodecane（AdoDatad）などが開発され

てきた．しかし，このような阻害剤を培養細胞に適用すると，確かに

スペルミジン合成酵素やスペルミン合成酵素を阻害してそれぞれのポ

リアミン量をある程度減少させることができたが，完全な枯渇までに

は至らなかった。その理由として，これら阻害剤によるポリアミン量

の減少がAdoMetDCを誘導し，基質であるDeAdoMetが著しく蓄積して，

それがアデノシル基を持つこれらの阻害剤の効果を減弱させてしまう

ためと考えられている。そこで，in　vivoでも有効な両酵素に対する阻

害剤として，本研究室では両酵素のプトレシンまたはスペルミジン結

合部位で競合する阻害剤の開発を行ってきた．その結果，in・Vitro実験

で、DeAdoMetの過剰存在下でもきわめて強力に働く阻害剤を複数見い

だしてきた8’9）．本研究ではその中から，スペルミジン合成酵素阻害

剤としてtrafls－4－methylcyclohexylamine（4MCHA），　ex（｝一2－aminonor－

bomane（ANB），また，スペルミン合成酵素阻害剤として

N一（3－aminopropyl）一一　cyclohexylamine　（APCHA），　N一（3－aminopropyl）一

exひ2－aminonorbomane（APANB），　N一（3－aminopropyl）butylamine（APBA）を

　　　　　　　　　　　　　　　一6一



とりあげて検討した．

本章ではこれら新規阻害剤が，培養細胞中のポリアミン代謝を選択

的に阻害できるかどうかを調べるとともに，細胞増殖において，スペ

ルミジンおよびスペルミンがそれぞれ独自の役割を持っているかどう

かを調べることを目的とした。なお，培養細胞としてはポリアミン研

究で古くから用いられているラット肝癌由来HTC細胞を使用し，種々

の薬物の影響を短期的に調べるときには単層培養で，長期的に調べる

ときや多くの細胞を必要とするときには浮遊培養で実験を行った．

第1節　スペルミジン合成酵素阻害剤およびスペルミン合成酵素

　　　　阻害剤のin・vitroにおける特異性

本研究で用いた阻害剤は，もともとプトレシンあるいはスペルミジ

ンの類似体としてデザインされたものであるため，プトレシンあるい

はスペルミジンを基質や活性化因子とする他のポリアミン生合成酵素

類に対して直接作用し，細胞内でそれらの活性に影響を与えることが

考えられる．そこで，培養細胞を用いた実験を始めるにあたり，6種

のポリアミン生合成酵素に対するin・vitreでの影響を調べた．スペルミ

ジン合成酵素とスペルミン合成酵素は完全精製したものを用い，他の

酵素は，それぞれの酵素の調製法に従って，ラットの肝臓から調製し

た粗抽出液を用いた．阻害剤の濃度が，10，100，1000μM濃度のと

きの酵素活性の阻害効果を，阻害剤を加えないときの値に対する百分

率で比較した（Fig．4）。

スペルミジン合成酵素阻害剤は，どれもスペルミジン合成酵素活性

を100μM濃度でほとんど完全に阻害しているのに対して，他の酵素

活性に対してはほとんど影響を与えなかった（Fig．4A）．特に，4MCHA

　　　　　　　　　　　　　　　－7一



は，10μM濃度でもスペルミジン合成酵素活性を90％以上阻害し，特

異性高く阻害していることがわかった．また，スペルミン合成酵素阻

害剤は，調べたいずれの阻害剤も，10μM濃度でスペルミン合成酵素

をほぼ完全に阻害し，他の酵素に対しては100μM濃度でも活性には

ほとんど影響を与えず，きわめて特異的に働きうることがわかった

（Fig．　4B）．

　　　（A）　Spermidine　synthase　inhibitors
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第2節　スペルミジン合成酵素阻害剤およびスペルミン合成酵素

　　　　阻害剤の培養細胞における効果

（1）　単層培養による阻害剤の評価

　まず，4MCHA，　ANB，　APCHA，　APANB，　APBAについて，単層培

養したHTC細胞に対する影響を調べた．3日間シャーレで前培養し対

数増殖期にある細胞を集めて再びシャーレにまき，1日後に細胞の接

着を確認してから，種々の阻害剤を含む培地と交換して実験を開始し

た。スペルミジン合成酵素阻害剤の4MCHAおよびANBについては投

与2日後のポリアミン量（Fig．5A），また，スペルミン合成酵素阻害剤

のAPCHA，　APANB，　AP：BAについては投与3日後のポリアミン量を示

した（Fig．5B）。

　スペルミジン合成酵素阻害剤である4MCHAおよびANBは，ここに

示した50μMまでの濃度範囲では増殖に影響を与えず，両者とも濃度

に依存して細胞内のスペルミジン量を減少させた．この時，プトレシ

ンは増加し，全ポリアミン量はほとんど変化しなかった．この結果は，

これまでにスペルミジン合成酵素阻害剤として最も強力で特異的であ

るとされているAdoDatoを培養細胞に投与したときに得られる結果lo・

ll）と同じ傾向を示した（Table　I）．プトレシン量の増加は，スペルミジ

ンへの合成速度が低下した結果プトレシンが蓄積したと考えることに

よって，また，スペルミン量の増加は，蓄積したDeAdoMetのために，

既存のスペルミジンが効率よくスペルミンに変化したと考えることに

よって説明される歪2）。これらのことから，4MCHAおよびANB共にス

ペルミジン合成酵素に選択的に作用することが示唆された．なお，細

胞内に4MCHA，　ANBは，50μM投与で，笠06　ceUあたりそれぞれ検出限
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　スペルミン合成酵素阻害剤であるAPCHA，　APANB，　APBAを投与す

ると，濃度に依存してスペルミン量は減少し，それに代わってスペル

ミジン量が増加した．その際，プトレシンはほとんど検出されないく

らいまで減少した．また，ここに示した50μMまでの濃度範囲では，

いずれの阻害剤も増殖には影響を与えなかった．この結果は，スペル

ミン合成酵素阻害剤としては最も強力で選択的であるとされている

AdoDatadを培養細胞に投与したときの結果13・14）や，われわれとは独立

にAPBAを見いだし，培養細胞に投与したときの結果15）と同じ傾向を

示した．スペルミジン量の増加は，スペルミンへの合成速度が低下し

た結果，スペルミジンが蓄積したと考えることによって，また，プト

レシンの減少は，蓄積したDeAdoMetのために，プトレシンが効率よ

くスペルミジンに変化したと考えることによって説明される12）．これ

らのことから，培養細胞においてもこれら阻害剤が調べた濃度範囲で，

選択的にスペルミン合成酵素に作用することが示唆された．なお，

APCHA，　APANB，　APBAは，50μM投与で，106　ce11あたりそれぞれ

2回忌ol，3nmol，2㎜ol検出された．これらの阻害剤は投与量を増すこと

によって，更にスペルミン量を減少させたが，APBAは500μM濃度で

細胞を肥大化させ，また，APANBは500μM濃度で著しく細胞数を減

少させた．一方，APCHAは500μM濃度の投与でも細胞数の著しい減

少はみられなかった．

（2）短期的な4MCHAあるいはAPCHA単独投与の影響

単層培養の実験で比較的毒性が少なく，効果的にスペルミジンおよ

びスペルミン合成を阻害した4MCHAおよびAPCHAについて，浮遊培

養したHTC細胞に短期（2日間）投与したときの影響を調べた（Fig．6）．

　　　　　　　　　　　　　　一11一
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4MCHAでは，1250μM濃度の投与で対照に比べて細胞数の減少がみ

られたが，250μM濃度以下ではみられなかった．ポリアミン含量へ

の影響は，単層培養の結果と同様であったが，4MCHA濃度が高くな

るとスペルミン量の蓄積がみられなかった．このことは，これまでに

報告されているスペルミジン合成酵素阻害剤10’11’16）ではみられないこ

とであり，4MCHAが非常に強力にスペルミジン合成を阻害した結果

と考えられた．

APCHAでは，1250μM濃度で細胞は死滅したが，250μM濃度以下

では細胞数に影響はなかった。ポリアミン量への影響は単層培養の結

果と同様であった．

　ポリアミン自身あるいはポリアミンアナログとしてデザインされた

いくつかの化合物が，ポリアミン生合成酵素遺伝子に作用して，その

発現に影響を与えることが明らかになっている．従って，これらの阻

害剤の投与が，生合成酵素の誘導や抑制に影響を与えるかどうかは阻

害剤の効果を理解する上で重要であると考え，誘導酵素として知られ

ているODC，　AdoMetDC，　SSATの活性，およびAdoMetDCによって生成

されるDeAdoMet量を測定した．　Table　2には，250μMおよび1250μM
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4MCHA投与，および250μMAPCHA投与におけるDeAdoMet量と

AdoMet量を示した．4MCHAあるいはAPCHAいずれの場合も著しい

DeAdoMetの蓄積が明らかになり，両阻害剤が細胞内でDeAdoMetを基

質とする反応を強力に阻害していることが示唆された・1250μMの

4MCHAでは，　DeAdoMetの蓄積は対照のIOO倍以上に達した．また，

この時DeAdoMet量の蓄積が大きい試料ほどAdoMet量も多くなる傾向

が見られ，細胞内におけるAdoMeのC活性のDeAdoMetによる生産物阻

害がおきている可能性が考えられた．Table　3には，250μMの4MCHA

あるいはAPCHAを投与したときの2日目までの細胞内酵素活性を示

した．ODCは，細胞の増殖サイクルと共に著しく活性が変動したり，

血清中の増殖因子などの刺激により活性が上昇したりすることが知ら

れている17）．4MCHA投与により，1日目のODc活性は，植え継ぎ前の

細胞に比べ，3．7倍上昇したが，対照と比較すると2倍であり，また2

日目には活性の上昇は対照とほぼ同じレベルまで低下した．一方，

APCHA投与では対照と比べて差はなかった．　AdoMetDCは，　ODCと異

なり，継代による増殖因子の刺激では著しい活性の変動を示さないが，

4MCHA投与により対照の8．2倍，また，　APCHA投与により対照の2．6

倍活性が上昇した。SSATはポリアミンからプトレシンへの変換にか

かわる律速酵素であり，本酵素もまたさまざまな刺激で誘導される18）

ため，阻害剤投与により観察されたスペルミジンあるいはスペルミン

の減少が本酵素の誘導による可能性も考えられた．しかしここで示さ

れるように，4MCHA，　APCHAの投与はいずれもSSAT活性に影響を

与えなかった。
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Table　2　AdoMet　and　DeAdoMet　content　in　HTC　cells
cultured　for　2days　in　the　presence　of　4MCHA　or　APCHA

Treatment
AdoMet　DeAdoMet
　　（pmo11106cell）

Contro1

4MCHA

APCHA

250　paM
12’T0　u　M

250　KLM

480
1100

1600

800

〈5

160

510
60

Table　3　Effect　of　4MCHA　or

AdoMetDC　and　SSAT　in　HTC　c　ells

APCHA　on　activities　of　OI）C，

Enzyme Day Contro1 4MCHA
250　pM

APCHA
250　ptM

ODC

AdoMetDC

SSAT

0
1
2
0
2
0
1
2

1e．8

i9．5

125

1．1

1．0

8．1

11．6

8．0

（1．0）

（1．8）

（1．2）

（1　．0）

（O．9）

（1．0）

（1　．4）

（1．0）

40．2

9．1

9．0

9．3

9．1

（3　．7）

（O．8）

（8．2）

（1．1）

（1．1）

16．7

14．5

2．9

9．3

8．6

（1．5）

（1．3）

（2．6）

（1．1）

（1．1）

Enzyme　activities　were　measured　as　described　in　Experimental　section．

of　centrol　at　day　O　are　expressed　in　the　table．

Relative　values　to　those
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（3）長期的な4MCHAあるいはAPCHA単独投与の影響

　哺乳動物細胞におけるポリアミンの代謝はSSATの誘導がなければ

分解はおそく，阻害剤によるポリアミン量の減少は細胞分裂による希

釈効果に依存している面が大きい。従って，より完全なポリアミン量

の枯渇とその影響を観察するためには，長期的に阻害剤を投与するこ

とが必要である。そこで，阻害剤を含む培地でHTC細胞を浮遊培養し，

2日目毎に継代し，細胞内ポリアミン量，および増殖への影響を8日目

まで調べた．

4MCHAを250μ　M，あるいは1250μMとなるように投与して培養し

たときの結果をFig．7に示した．250μM投与では，スペルミジン量は

1日目から著しく減少し，2日目以後，対照の約2％にまで減少した．

その際プトレシン量は，2日目で，対照のスペルミジン量を越える

レベルまで増加した．一方，スペルミン量はほぼ一定値を維持した．

1250μM投与では，2日目以後，スペルミジン量は対照の1％まで減少

し，スペルミン量も1日目以後減少しつづけた．このことは基質であ

るスペルミジン量がスペルミン合成に必要な量以下に減少したことを

示唆した．既に報告されているスペルミジン合成酵素阻害剤ではこの

ようなスペルミンの減少は見られず，4MCHAが非常に強力な阻害剤

であることが明らかになった。250μM濃度では，スペルミジン量が

対照の2％まで減少したにもかかわらず，増殖速度にはほとんど影響

を与えなかった．1250μM濃：度では，増殖速度は徐々に減少し，5日

目で増殖は停止した。つぎに，APCHAを250μMあるいは，1250Pt　M

濃度となるように投与して培養したときの結果をみると，1250Pt　M投

与では，ポリアミン量に大きな変化がないまま細胞は3日目に死滅し

たが，Fig．7に示すように250μM投与では細胞の倍加時間（1日）と
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共に細胞内のスペルミン量は減少し続け，5日目には対照の1％以下

になった．ほぼ完全なスペルミンの枯渇が実現し，細胞内ポリアミン

の99％以上がスペルミジンとなった．このとき，細胞数は対照と変

化なく，細胞増殖には全く影響が出なかった．このことにより，HTC

細胞では細胞増殖に関与するスペルミンの機能のほとんどがスペルミ

ジンによって代用できることが示唆された．

小括と考察

細胞内でポリアミンと相互作用する高分子は数多くあることが知ら

れており19），本研究で用いたポリアミンアナログ型の阻害剤が，細胞

内で目的の酵素に対して特異的に作用することについては当初疑問が

あった．しかし，Fig．4に示すように，プトレシンあるいはスペルミ

ジンを基質，生成物あるいは活性化因子とする酵素類に対して，それ

ら阻害剤は目的とした酵素のみに強い阻害効果を示し，予想以上の特

異性が明らかになった．この結果は，ポリアミンが作用するときには

種々のコンボメーションをとっており，酵素側のポリアミン結合部位

構造がそれぞれかなり異なっていることを示している．従って，シク

ロアルカン骨格をもつ4MCHA，　ANB，あるいはAPCHA，　APANBは

単なる鎖状分子に比べて種々のコンポメーションがとりにくく，もし

そのような化合物がある高分子に対して効果を示した場合には，その

高分子のポリアミン結合部位でのコンポメーションを推定するのに役

立つであろう．

浮遊培養細胞を用いて得られた結果は，4MCHAとAPCHAが細胞内

のスペルミジンあるいはスペルミンを選択的に枯渇させる上で，きわ
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めて有用であることを重ねて明らかにした．スペルミジン合成酵素阻

害剤として，これまでに最も特異的であり，強力であるとされている

AdoDatoを，　SV3T3細胞に投与すると，　Fig．7に示されるような今回

得られた4MCHAの効果とほぼ同様の効果があることが既に明らかに

なっているlo」1）．しかし，毒性が見られるほどの比較的高濃度の

AdoDatoを用いても，4MCHAに比べると阻害の程度は弱く，12日間培

養を続けてもスペルミジンの減少は対照の10％程度であり，スペル

ミン量は，対照の2倍以上増加する．このときのスペルミン量の増加

は，スペルミジン合成が阻害された結果蓄積するDeAdoMetが，完全

に阻害されないために合成が続いている少量のスペルミジンを効率よ

くスペルミンに変換するためであると考えられる．従って，このこと

はAdoDato投与によるスペルミジン合成酵素の阻害の不完全さを物語っ

ている．一方，1250μM4MCHAの投与（Fig．7）は，スペルミジンを

対照の1％以下まで減少させるだけでなく，スペルミン量も減少させ，

このときDeAdoMet濃度の蓄積も著しかった。これらの結果は4MCHA

が，細胞内のスペルミジン合成酵素を阻害する上で，これまでになく

強力であることを示しており，AdoDatoのようなアデノシル基をもつ

阻害剤は，阻害の結果として蓄積するDeAdoMetのために，細胞内で

有効に働かないものと思われる。

　一方，スペルミン合成酵素阻害剤として，これまでに最も特異的で

あり，強力であるとされているAdoDatadをSV3T3細胞に投与した場

合も，Fig．7に示されるようなAPCHAの効果とほぼ同様の効果があ

ることが既に明らかになっている13・14　）．しかし，この化合物も

AdoDatoと同様，スペルミン合成の阻害の結果蓄積するDeAdoMetの影

響を受けて，予想したほどの効果が出ないことが指摘されている2D）．

本研究では，APCHAが，これまでの阻害剤では達成できなかった細
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胞内スペルミンのほぼ完全な枯渇を初めて達成し得るほどの効力をも

つことを示すことが出来た（Fig．7）。以上の結果は，アミノプロピル基

転移酵素阻害剤として，両酵素のプトレシンあるいはスペルミジン結

合部位に作用する化合物を選択することに，十分意味があったことを

改めて示している．

細胞内ポリアミン量の調節は予想外に複雑であることが最近明らか

になっている12）．これまでの調節研究は，ODC阻害剤であるDFMOを

主に用いて行なわれてきており，機能研究と同様，どのポリアミンが

どこに作用するか不明であるが，ポリアミンがODC，　AdoMetl）C，

SSAT，あるいは，トランスポーターなどの遺伝子に作用して，遺伝

子の発現を調節している可能性が示唆されている．Table・3の結果はそ

れぞれのポリアミンがどの遺伝子に作用するかを考える上で興味深い．

ODC活性は，　APCHA投与で変化せず，4MCHA投与で上昇した．従っ

て，スペルミンにはODCを調節する特異的な作用はなく，スペルミジ

ンはODC活性を上昇させる何らかの特異的な作用があることが考えら

れる．AdoMeのC活性は4MCHAあるいはAPCHAの投与で上昇した．

上記したように，AdoDato，あるいはAdoDatadの投与で細胞内に

AdoMeのCが蓄積することはPeg9らによりすでに報告されている11・　14）．

その報告によると，スペルミジンが酵素遺伝子の転写過程に作用し，

スペルミンは翻訳過程に作用すると推察している．本研究で得られた

ポリアミン量と酵素活性の関係も，AdoMeのCがスペルミジンおよび

スペルミンによって異なったメカニズムにより調節されているという

仮説12）に矛盾しない．しかし，APCHA処理に比べてAdoMetDC活性の

上昇が大きい4MCHA処理では，蓄積するDeAdoMe糧も大きいこと，

また，DeAdoMetはAdoMeのCの1舌性部位に作用して酵素蛋白の分解を

遅らせる可能性があることを考慮すると，APCHA，4MCHA投与によ
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るDeAdoMetの蓄積がAdoMetDC活性の上昇の要因になっている可能性

も否定できない．

　増殖とポリアミン量との関係は，DFMOを用いた多くの培養細胞実

験で明らかにされてきた12）．ほとんどの場合，DFMOは，細胞内のプ

トレシンとスペルミジンを枯渇させ，可逆的に増殖を停止させること

が示されてきた．その際スペルミン量には影響がない場合が多いこと

から，増殖にはスペルミジンが重要であると考えられてきた．一方，

細胞内のスペルミンを減少させることはごく最近まで達成できなかっ

たため，DNAへの強い結合性などを示す加碗mの結果から，スペルミ

’ンはクロマチン構造の維持に重要で，スペルミン量の減少は細胞生存

率を著しく下げるだろうと予想されてきたil）．しかし，最近，

AdeDatoやAdoDatadが合成され，それらを培養細胞に投与した結果，

スペルミジンあるいはスペルミンが対照の10％程度まで減少しても，

その分スペルミンあるいはスペルミジン量が増加すれば，細胞の増殖

速度には影響が出ないことが明らかになっているll・i4）．そして，　Peg9

はこの結果を基に，スペルミジンとスペルミンは共通の機能を持って

おり，どちらも細胞増殖を補助できるとする仮説を提案している12）．

本研究では，ポリアミンの減少をスペルミジンでは対照の2％，ある

いはスペルミンを対照の1％以下までにした場合でも，増殖速度に影

響が出ないことを明らかにした．本研究の結果はHTC細胞内に存在す

る大部分のポリアミンの機能に関しては，Peg9の仮説を支持するもの

であり，ポリアミンのうちスペルミジンとス尽ルミンは相補的に機能

することがわかった．この結果はまた，細胞増殖においてそれぞれの

ポリアミンに特異的な働きがあるならば，通常の2％程度のスペルミ

ジンが機能する作用部位が存在する可能性を示した．

　しかし，その可能性を確かめるためにこの微量のスペルミジンをさ
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らに減少させると，スペルミンも減少し細胞の増殖にも影響がおよん

でしまうため，スペルミジン合成酵素阻害剤の利用だけでは限界があ

り，細胞増殖におけるスペルミジンの役割を調べるためには新たな方

法論の導入が必要となった。
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第2章　ポリアミンアナログの利用

　ポリアミンのアナログは，ポリアミンの関与が予測される核酸の転

写や翻訳などにおいて，スペルミジンやスペルミンと比較するために，

専ら試験管内実験で利用されてきた21　）．本章では，培養細胞実験でポ

リアミンとそのアナログを比較することにより，細胞の増殖において

ポリアミンが特異的な作用を持っているのかどうかを調べることを目

的とした．

一般的に，in・vitroの実験系でポリアミンが種々の反応におよぼす影

響は，プトレシン，スペルミジン，スペルミンの順に強くなり，また，

ポリアミンのアナログも塩基性が強くなるほど，その作用も強くなる

傾向を示し，ポリアミン構造の違いによる影響はほとんど見られない

のが普通である22・　23）．そのようなアナログの効果を培養細胞で調べた

例は少なく，DFMOやAbeAdoでポリアミン合成を阻害したL1210細胞

を用い，ポリアミンアナログを培地に添加して細胞内に取り込ませ，

ポリアミンとアナログの効果を比較したものが報告されているだけで

ある笈・鋤．PorterらによるDFMOを用いた例では，メチレン鎖の異な

る種々の鎖状ジアミンやトリアミン，例えばaminopropylcadaverineを

DFMOと同時にL1210細胞に投与すると増殖速度は低下し，増殖の回

復は培地に添加したスペルミジンが細胞内に取り込まれて生じるスペ

ルミン量との間に相関が見られたことから，細胞増殖におけるスペル

ミンの重要性を指摘した24）．一方，Peg9らによるAbeAdoを用いた例

では，AbeAdoで16日間L玉210細胞を処理すると，プトレシンが蓄積

しスペルミジンとスペルミンが著しく減少して増殖は停止した．その

ような細胞にポリアミンを添加すると，ポリアミンの取り込み系が活

性化されているために，ポリアミンは速やかに細胞内に取り込まれ，
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スペルミンよりはスペルミジンの方が速やかに増殖を回復した．また，

スペルミジンアナログの1－methylspermdineではわずかに増殖を回復さ

せる程度であった25）．

本研究は，ODC阻害剤のAOAP（1－aminooxy－3－aminopropane）をHTC

細胞に投与して増殖を停止させ，それに種々のスペルミジンアナログ

を投与して増殖の回復を指標にしながら細胞増殖におけるスペルミジ

ンの役割を調べていこうとするものである．HTC細胞にAOAPを適用

する実験系はこれまでに報告がなく，先ずAOAPを使用するための条

件検討からはじめた．

第1節　ポリアミン欠乏細胞の調整

　ポリアミン欠乏細胞を調整するため，DFMOは最も広く用いられて

いるODC阻害剤であるが，培養細胞では通常5mMの高濃度が必要と

されている．一方，近年開発されたAOAPは，より低い濃度でも

DFMOと同様の効果が得られることが報告されている％）．本研究では，

ODC阻害剤とポリアミンアナログとを併用するため，薬物の副作用を

できるだけ減らすことを考慮して，低い濃度でもODCを阻害すること

のできるAOAPを実験に用いることにした。

　ぬ　
ミ　9。

琴，。

＆7。

喜6・

　50
　　　0

AOAP＋10pM　Spd

AOA鐸

10　100
AOAP，　pM

1000
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浮遊培養で48時間毎に継代し，対数増殖しているHTC細胞を用い，

AoAPを投与して48時間後の細胞数を比較した（Fig．8）．その結果，5

Pt　Mでも増殖の抑制は観察されたが，50μM以上の濃度でその抑制効

果はほぼ一定であった．また，各濃度のAOAPと10μMのスペルミジ

ンを併用したとき，AOAP　50μMまでは対照とほとんど変わりなく細

胞は増殖したことから，以後の実験にAOAPは50μMを使用すること

にした．アナログの効果を長期的に調べるために，浮遊培養で48時間

毎に継代して維持した細胞を実験に使用した．Fig．9に示すように，

50μMAOAPにより細胞の増殖は48時間でほとんど止まり，96時間で

16
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Table　4　Effects　of　AOAP　en　polyamiRe

MC　cells

contents　in

Treatment　Time－P　t　S　d　S　T　tl

Control　O
AOAP　24
AOAP　48
AOAP　96AOAP＋Spd　（48）

　O．5　4．0
〈O．1　O．1
〈O．1　〈O．1

〈O．1　〈　O．1

〈O．1　6．3

0
，
0
1
8
2

4
4
3
2
2

《
4
1
■
1
8
《
4

8
4
3
2
8

PolyamiRe　contents　were　measured　at　the　asteriske　points

in　Fig．　9．
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完全に停止した．AOAP処理48時間目の継代のときに，　AOAPととも

にIO　Pt　Mのスペルミジンを含む培地で培養すると，細胞の増殖は通常

の対数増殖速度と変わりないまでに増殖は回復した．また，その時の

ポリアミン量を調べるとAOAPの処理時間が増す毎にプトレシンとス

ペルミジンの著しい減少とスペルミン量の緩やかな減少が見られ，48

時間目にスペルミジンを添加したことにより細胞が培地中のポリアミ

ンを取り込んで生育していることがわかった（Table　4）。このことから

AOAPによる増殖の抑制は薬物の毒i生によるものではなく，ポリアミ

ン量の減少が原因であり，ポリアミン欠乏細胞の増殖はポリアミンの

添加により可逆的に回復できるものであることがわかった．

第2節　ポリアミン欠乏細胞へのポリアミンアナログの効果

　ポリアミン欠乏細胞ヘアナログを投与して細胞の増殖を調べる実験

はこれまでにも別の実験系で行われてきたことは先に述べたとおりで

ある．しかしながらそれらの実験は比較的短期間であったり，用いら

れたアナログも鎖状のものに限られていたために，アナログの構造の

違いによる細胞増殖への影響はあまりみられなかった。そこで本研究

では，ポリアミンアナログが細胞の増殖に与える影響をよりはつきり

区別できないかと考え，分子内の自由度を制限したアナログやアミノ

基をアルキル化したアナログなどを用い，比較的長期間調べた．

実験：に用いた化合物をFig．10に示す．スペルミジンとは炭素鎖数が

異なるアナログとしてnorspermidine（NSpd），　homospe㎜idine（HSpd），

N－3一一aminopropylcadaverine（APCad）や，窒素原子をアルキル化した

N－4－methylspermidine　（N4MSpd），　N－8－methylspermidiRe　（N8MSpd），

㎡5一（3・・aminopropyl）amine（TAP），あるいはピペリジン骨格を持つ1一（3一
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aminopropyl）一4－aminomethylpiperidine　（IAPP），　4一［N一（3－am　inopropyl）一

aminomethyl］piperidine（4APP）を用い，各10μMをFig．9のスペルミジ

ンの代わりに培地に添加し，48時間毎に薬物を含む新しい培地と交換

しながら192時間まで細胞の増殖を調べた．その結果，Fig．11に示す

ように，スペルミジンは通常の対数増殖速度と変わりないまでに増殖

を回復させたのに対し，アナログではどれも長期的には完全に回復さ

せることはできず，HSpd，　N4MSpd，　APCad，1APP，4APPはその構造の

違いによらずどれも72時間まで増殖を一時的に回復させ，N8MSpdは

168時間まで増殖を回復させ，いずれもその後増殖は停止した．一方，

NSpdとTAPには増殖の回復は見られず，破線で示すAOAPのみを処理

した細胞の増殖曲線とほとんど変わらなかった。細胞に取り込まれた

アナログの量を調べてみると，どれも6－16nmol／1　06　cell（N8MSpd，14．1；

N4MSpd，　8．6；　HSpd，　10．4；　I　APP，　13．9；　APCad，　5．6；　4APP，　14．6；　NSpd，

17．4）であったのに対して，増殖の回復が見られなかったTAPは細胞

内に取り込まれていないことがわかった。

　アナログの添加により72時間まで一時的に増殖が回復した現象から，

細胞の増殖におけるポリアミンの役割の一つとして，必ずしもポリア

ミンでなくても構わない，アナログでも代用できる特異性の低い作用

部位があると思われた．また，72時間までの一時的な増殖回復の後，

5種類のアナログでおおよそ同じ時期に増殖が再停止したことから，

その原因は加えられたアナログの種類によるものではなく，細胞の増

殖に関与する内在性の因子が供給されないままに細胞分裂によってあ

る閾値以下にまで減少した結果ではないかと考えられた．この増殖再

停止も培地にスペルミジンを添加することにより再び回復したことか

ら，アナログでは代用できないポリアミン構造に特異性の高い作用の

存在が強く示唆された．
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第3節　スペルミン欠乏細胞へのポリアミンアナログの効果

細胞内ではスペルミジンとスペルミンは互いに変換が可能なため

（Fig．2），上記再停止した細胞へのスペルミジン添加による増殖の回復

が本当にスペルミジンの機能によるのかすぐには断言できない．そこ

で，本節ではどちらのポリアミンが増殖に必須であるのかを調べるた

めに，第1章で用いたスペルミン合成酵素阻害剤APCHAを利用した．

すなわち，細胞の増殖に影響しないように250μMのAPCHAを5日間

投与してスペルミン量を検出限界以下に減らし，代わりにスペルミジ

ンが蓄積した細胞を用いて（Table　5），　APCHA存在下AOAP処理して増

殖停止した細胞へのアナログの添加実験を行った．アナログとしては

HPLCでの分離や検出感度の良い1APPを選び使用した．

Fig．12に増殖曲線を示すように，　APCHAの前処理なしでは72時間

で増殖は停止したのに対して（Fig．12A），　APCHAで前処理した細胞で

は72時間目以降も増殖は続いた（Fig．12B）．増殖速度に違いが見られ

た96時三目のポリアミン量を比較すると，増殖の停止したAPCHA処

Table　5　Polyamine　content　of　APCHA－treated　HrTC　cells

TreatmeRt
Put Spd Spm　Total
（nmol／10ceHs）

bontrol　O．5
250LLM　APCHA　〈O．1
　　5　days

4’．O　4．0　8．5

10．0　〈O．1　10．0
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Table　6　Polyamine　contents　after　the　addition　of　I　APP

TreatmeRt Time
（hr）

Put Spd Spm 1APP
（nmo1／10cells）

lAPP

lAPP

＋APCHA

0
8
6
0
8
6

　
4
，
9
　
　
4
，
Q
ノ

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

　4．3

　1．1

　0．5

　3．7

　1．O

　O．5

〈　O．1

〈　O．1

〈　O．1

o．0

1　6．8

2　0．O

o．0

1　8．8

2　1．0

Polyamine　con£ents　were　measured　at　the　asterisked
Fig．　12．

points　iR
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理をしていない細胞ではスペルミンが0．5㎜ol／106　cellであるのに対し

て，増殖を続けているAPCHA処理細胞ではスペルミジンが05

nmol／106　cellsと同量残っており，このとき取り込まれたアナログの量

はほとんど同じであった（Table　6）．これらのことからアナログ添加に

よる増殖の再停止は，スペルミンではなくスペルミジンの欠乏による

ことが強く示唆された。

小括と考察

本章においては，AOAPで増殖停止したHTC細胞に，スペルミジン

あるいはそのアナログを投与して増殖の回復を調べる実験系を用い，

細胞増殖におけるポリアミンの作用にはアナログでも代用できる特異

性の低い作用と，アナログでは代用できないスペルミジンに特異性の

高い作用があることを示した．

HTC細胞の増殖を全く補助しなかったTAPは，比較的特異性が低い

とされているポリアミン取り込み系の基質にはならず，細胞には取り

込まれていなかった．一方，NSpdは17．4nmol／106cell取り込まれてい

たにも関わらず細胞の増殖を補助しなかった．これまでの報告で，ガ

ン細胞を移植したマウスにNSpdを投与したときNSpdがガン細胞の増

殖を強く抑制すること27），また，培地にポリアミンを添加しないと増

殖できない酵母を用いた研究では，実験に用いた多くのアナログが増

殖を補助したのに対して，NSpdは補助しなかったことが報告されて

いるos　）．この様なNSpdに特異的な細胞の増殖抑制作用は，ポリアミ

ンの機能探索のみならず，細胞増殖抑制剤を開発する対象としても興

味深い．また，N8MSpdが他のアナログよりも長期間増殖を回復させ
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ることのできた理由として，他のアナログよりもスペルミジンの機能

をより多く代用することができたこと，また8位のアミノ基に付くメ

チル基が代謝されてスペルミジンが生成したことなどが考えられるが，

詳細については調べていない。

　本研究において最も注目すべき現象は，多くのアナログが一時的に

細胞の増殖を回復させることができたことである．この現象は，

AOAPをDFMOに変えても，また，　HTC細胞をマウス白血病由来

L1210細胞に変えても同様に観察されたことから，哺乳動物細胞に共

通した現象であることが考えられた．これまでにアナログなどを用い

て調べられてきた加yf旗渓験から，核酸の転写や翻訳などへのポリア

ミンの影響が，ポリアミン構造には余り関係なく特異性の低いもので

あったことを考えあわせると，本研究においてアナログ添加により短

期間細胞の増殖が回復する問，アナログがその様な特異性の低い作用

を補い，細胞内に残っていた少量のポリアミンが特異性の高い作用を

担っていたものとも考えられる．引き続いておこる増殖の再停止の原

因は，細胞分裂によって細胞内の少量のポリアミンがさらに減少した

ために特異性の高い作用が機能できなくなったことが考えられる。特

異性の高い作用を担っているポリアミンがAPCHAを用いた実験から

スペルミンではないことが示され，本章においても細胞増殖における

スペルミジンの必要性が強く示唆された．

Table　7には，細胞増殖においてポリアミンの関与が予測され，加

vitPt（）実験でその効果が報告されている作用をまとめてみた．そのほと

んどの作用において，スペルミジンとスペルミンは同等かもしくはス

ペルミンの方が強い作用を示すが，スペルミンでは機能できずスペル

ミジンのみが機能できる唯一の作用として，翻訳後修飾によるeIF－5A

蛋白に含まれるハイプシンの生成がある．われわれはスペルミジンの
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特異的作用点としてこのハイプシンに注目し，ハイプシンと細胞増殖

との関連性を次に調べた．

　Table　7細胞増殖において関与が予想されるポリアミンの作用

作　用 スペルミジン　スペルミン

核酸の安定化・機能発現

　クロマチン濃縮

　B－Z変換

　tRNAの安定化

DNAの複製
　トポイソメラーゼの活性化や阻害

蛋白合成

　翻訳の促進

　誤訳の防止

翻訳後修飾

　eIF－5Aのハイプシン化

　トランスグルタミナーギによる架橋

○
○
○
　

○
　
○
○
　
◎
○

◎
◎
◎
　

○
　
◎
◎
　

×
○
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第3章　ハイプシンの高感度測定法の開発と応用

　ハイプシン［M一（4一・amino－2－hydroxybutyl）lysine］はリジンのε一アミノ

基にアミノブチル基が結合した塩基性アミノ酸であり，真核生物にの

み存在する．当初，ハイプシンは牛の脳のトリクロロ酢酸抽出液から

遊離アミノ酸として見いだされその構造が決定された29）．その後，蛋

白質中の構成アミノ酸として存在していることがわかり，哺乳動物細

胞には普遍的に存在することが明らかとなった30）．とりわけ細胞の増

殖が盛んな組織に多く存在し，このハイプシン含有蛋白が，蛋白質の

合成開始因子elF5A（以前はdF4D）であることが1984年Parkらの

研究により明らかにされた3D．現在までのところハイプシンを含有す

る蛋白はelF5Aだけであり，その半減期は長く，通常24時間以上あ

ることなどが報告されている3e’　32）。
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ハイプシン残基はeIF－5A前駆体蛋白の2段階からなる翻訳後修飾に

より生合成される33’34）（Fig．13）．1段階目は，　eIF5A前駆体蛋白の50番

目のリジン側鎖のアミノ基にスペルミジンのアミノブチル基が転移し

て，デオキシハイプシン［M一（4－aminobutyl）lysine］ができる．2段階

目は，このアミノブチル基のC2位が水酸化を受けてハイプシンにな

る．ハイプシン生合成の最初の反応に関わるデオキシハイプシン合成

酵素はスペルミジンに対して基質特異性，親和性ともに高く，通常の

細胞内スペルミジン濃度で速やかにデオキシハイプシンを含むelF－5A

前駆体を生成する．さらに，この前駆体はデオキシハイプシンヒドロ

キシラーゼにより速やかに水酸化を受けeIF－5Aになるため，　elF－5Aの

前駆体はほとんど検出されないことが報告されている35）．このelF－5A

前駆体蛋白のハイプシン化は，in　yitroでの蛋白合成反応においては必

須と考えられているが，in　vivoでの反応において必須であるかどうか

は不明である。

本章では，生体試料中のハイプシンとデオキシハイプシンの高感度

測定法をまず確立し，その方法をHTC細胞中のハイプシン測定に応用

し，ハイプシン量と細胞増殖との関係を調べた．

第1節　ハイプシンの高感度測定法の開発

生体試料中のハイプシン量は，ラットの臓器を例にすると，1mg蛋

白あたり数十pmolであるためにea’37），その測定には通常多量の試料

が必要である．培養細胞のように多量の試料が得られない場合，でき

るだけ高感度なハイプシン測定法が必要であった．

　これまでの微量ハイプシンの測定は，放射標識スペルミジンを用い

て標識されたハイプシン含有蛋白を測定するものが大部分で，細胞中
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に含まれる非標識体も含めた全ハイプシン量を測定しているものでは

ない3840）．全ハイプシンを定量するためには蛋白試料を先ず加水分解

する必要があり，その結果生じる多量のアミノ酸などがHPLCでの分

析をさまたげるために，ハイプシンの測定には精密分析に先立ち必ず

前処理を行なわなければならない．これまでに報告されているハイプ

シンの分析方法は，蛋白の加水分解試料をまずイオン交換カラムで前

処理し，ハイプシンの溶出分画を集めHPLCで分析するものである41

45）．HPLCもそのほとんどがイオン交換カラムを用いたもので，分離

や検出感度が充分ではなかった．また，最近開発された

aphthalaldehyde（OPA）プレラベル標識による逆相HPLCを用いた方法

は，5pmo｝まで検出が可能であったが，　OPAとの蛍光生成物が非常に

不安定なことから測定値の信頼性に問題が残っている45）。

本節ではそのようなハイプシンを測定するため，加水分解前に構造

類似の内部標準物質を添加することを念頭に置き，前処理法とHPLC

条件を種々検討し，検出感度と再現性の向上を目指した．

（1）　前処理およびHPLC条件の検討

微量生体成分の分離分析において，内部標準物質の利用は有用であ

るが，ハイプシンの分析に内部標準物質を用いた例はこれまでにな

い．種々条件検討を重ねた結果，内部標準物質を添加して加水分解

した蛋白試料をカルボキシメチルセルロース（CMC）陽イオン交換カラ

ムで前処理し，逆相イオン対HPLCとポストカラムラベルOPA蛍光

検出することにより，高感度で選択的な分析法を開発した（Fig．14）7）。

本研究では，前処理の間中ハイプシンやデオキシハイプシンととも

に挙動し，HP：LC上ハイプシンやデオキシハイプシン，あるいは爽雑
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　　bi◎聾ogica巳samp聾es

homogenation　or　ultra＄onication

　　　　　4一TCA
　　protein　fraction

internal　standard

6期同Cl　hydr◎lysls

evaporated　to　dryness

res撃р浮

C繭C・colum轟pretrea霊menセ

hypusine　fraction

evaporated　to　dryness

res撃р浮

reversed　phase－ion　pair　HPLC

Fig．　14　Outline　of　the　method

ピークに重ならないような内部標準物質として，デオキシハイプシ

ンに構造類似のIVδ一aminobutylomithine，　Ne－aminopentyllysineを化学合成

し検討した．内部標準物質は，試料を超音波粉砕あるいはホモジネー

トして得られた粗抽出液を10％トリクロル酢酸で処理し，沈殿した

蛋白分画を同試液で十分に洗浄した後に加えた．蛋白の加水分解は

常法に従い，生成する多量のアミノ酸や爽雑物の除去にはCMCカラ

ムを用いた．旧離液には揮発性のピリジンー酢酸緩衝液（pH5．0）を用

い，この緩衝液の濃度を変えて段階溶離し，ハイプシン，デオキシ

ハイプシンおよび内部標準物質を含むジアミン分画を集めた．これ

までに報告されている前処理法では，ポリスチレンあるいはアクリ

ル系担体の陽イオン交換カラムが用いられており，担体への非特異

的な吸着のために疎水性の成分が除きにくいことや，微量な試料で

は特に回収率の減少が問題であった．親水性基材であるCMCカラム

を用いることにより，加水分解で生じる多くのアミノ酸や疎水性の

爽雑物を効果的に除去することができ，また回収率も向上した．逆
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相イオン対HPLCでは，　pH2．0の移動相を用いることにより，ハイプ

シン類をトリアミン分画に溶出させ，前処理で除去できなかった爽

雑物をさらに分離するのに効果的であった．また，イオン対試薬と

してアルキル鎖の短いヘキサンスルホン酸は分離度の向上に効果的

であった．HPLCの検出にはOPAによるポストカラム蛍光標識法が，

感度，精度，選択性の点からも良好であった。この分析法を用いる

ことにより，生体試料中のハイプシン1pmolをS／Nが3で検出する

ことができた。Fig．15にはハイプシンなどの：標準品のHPLCクロマ

トグラムを例示し，Table・8には，このHP：LC条件でハイプシンの測

定を妨害する可能性がある塩基性アミノ酸の保持時間を参考のため

に示す．以上の検討結果に基づき，内部標準物質には，実際の試料

を測定したときに爽雑物とピークが重なる心配のない

Nε一aminopentyUysineを選択した．
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Table　8　Retelltion　properties　of　di　and

aminoacids　aRd　their　derivatives　in　the　HPLC

polyamines， basic

Compound　Rete in
窒窒狽

i？

Dn）tiMe
ompound

etentin　time
　　（min）

Ornithine

Lysine

Histidine

utrescine
e－Methyl一　L－Lysine

adaverine

－Methyl－histamine

istamine

－Methyレhistamine
Atginine

．6

．4

．6

．2

．4

．3

．7

．3

．4

　1．0

，6－Diaminohexane

ypusine
G－Methyl一一　L－Arginine

eoxyhypusine
（INGLDimethyl一　L－Arginine

Homoarginine

orspermidine

permidi・ne

E一一Arr｝inopentyllysine　（5－5C）

，7－Diaminoheptane

　2．4

　4．4

5．5

　7．2

　8．6

　9．9

　1．0

1．1

　4．2

　1．2
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（2）　測定値の信頼性

HPLCの検出限界は1pmolであり，前処理カラムからの絶対回収率も

70％以上あることから，ハイプシンが数十pmolしか含まれない試料か

らでもこの方法により潟定が可能となった．実際の細胞試料を測定し

たときのクロマトグラムをFig．16Aに示す．矢印で示すハイプシンの

溶出時間にピークが認められたが，このピークの成分がハイプシンだ

けに由来するものかを調べる必要がある。そこで，ハイプシンのアミ

ノエタノール構造を利用して，過ヨウ素酸による酸化的分解を検討し

たところ，Fig．16Bに示すように完全にそのピークが消失した．した

がって矢印で示したピークの成分はハイプシンに由来していると思わ

れる。
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つぎに，この分析法の精度を調べるため，HTC細胞の蛋白1mgにハ

イプシンとデオキシハイプシンを0－400pmol，および内部；標準物質を

500pmolずつ加え，定量法に従い検討した（Fig．17）．添加した標準品

の量とハイプシン量およびデオキシハイプシン量に対する内部標準物

質の比は調べた範囲内で良好な直線性を示し，相関係数はハイプシン

が0．999，デオキシハイプシンが0．998，c．v．値は7．6％と良好であった．
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㎞慮◎lslS

C購C－co翻脳醗寵P『就『⑨a籔購e醜

HP臨。

Fig．　17　Accuracy　of　the　method
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以上の結果から，本法により数mgの微量蛋白試料からでもハイプ

シンとデオキシハイプシンを測定できることが示された．なお，本法

を用いてラットの各臓器におけるハイプシン量を測定した結果を

Table　9にまとめた．得られた値はこれまでに報告された値36’37）とくら

べ，脳を除き大きな矛盾はなかった．
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Table　9　Hypusine　contents　in　rat　organs

Tissue

This　work

（pmol／mg）

Sano　et　aL　36）

　（nmollg）

Folk　et　al．37）

（pmol／mg）

Brain

Kidney

Liv　er

Lung

Spleen

Testis

33．8　±　4．3　＊

19．7　±　1．9

21．8　±　1．6

23．6　±　1．5

24．9　±　IA

34．7　±　3．3

　8．0

15．6

1　6．O

i1．7

2　0．7

3　9．9

1　e．5

1　2．9

1　3．8

1　3．5

2　5．5

6　7．2

＊Average　±　S．D．　for　5　detefminations
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第2節　ハイプシンの高感度測定法の応用

培養細胞中のハイプシン量は，これまで高感度測定法がなかったた

めにほとんど調べられていなかった．本節では開発した方法を種々の

薬物を投与したHTC細胞に適用し，細胞中のハイプシン量の変動を調

べた．

（1）　薬物処理細胞への応用

AOAPおよびデオキシハイプシンヒドロキシラーゼ阻害剤であるミ

モシンを添加して得られた実際のクロマトグラムをFig．18に示し，

他の薬物処理も含めてハイプシンとデオキシハイプシンの測定結果を

Table　1・にまとめた．　Fi’X．18中，　c・ntr・1あ細胞ではこれまで｝こ幸賠さ

れてきた知見と同様に，ハイプシンのみが検出されデオキシハイプシ

ンは検出されず，A6AP投与細胞ではハイプシン量の減少がみられた．

　Table　10　Hypusine　and　deoxyhypusine　contents　in　HTC　cells　treated

　with　drugs

Treatment
Time　Hypu’唐奄獅?　DeoxyhypBsine
（hr）　（pmol／mg　of　protein）（90）　（pmollmg　of　protein）

Contro1

50JLt　M　AOAP

100paM　L－Mimosine

lOOptM　at　一Bipyridyl

IOepaM　1，3－DiaminoprepaRe

10escM　1，6－Diaminohexane
leOpaM　1，7：Diaminoheptane

100”M　1，8－Diaminooctane

　
4
8
、
8
8
8
8
8
8
8

0
2
4
4
4
4
4
4
4
4

46．0　±　2．9・

53．5　±　2．2

43．3　±　4．0

21．6　±　2．5

23．9　±　3．1

15．6　±　1．5

50．7　±　1．4

26．7　±　2．1

18．6　±　2．9

41．1　±　2．2

100

116

94

47

52

34

110

58

40

89

　n．d．

　n．d．

　n．d．

　n．d．

23．0　±　9．7

32．2　±　5．2

　n．d．

　n．d．

　n．d．

　n．d．’
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また，ミモシン投与細胞ではデオキシハイプシンの蓄積が観察され，

ハイプシン量が減少することが認められ，同様にデオキシハイプシン

ヒドロキシラーゼ阻害剤であるαゼピリジル投与でも予想通りの結果

が得られた（Table・10）．また，　in　vitroでデオキシハイプシン合成酵素

を阻害することが報告されている‘tO，‘「7）種々のジアミン類を投与すると，

1，3一ジアミノプロパンではハイプシン量の減少が見られなかったのに

対して，1，7一ジアミノヘプタンは培養細胞においてもデオキシハイプ

シンの合成を阻害することが初めてわかった．

　そこで，1，7一ジアミノヘプタンの効果をさらに確かめるために，浮

遊培養で8日間処理すると，Fig．19に示すように，10μMの濃度では

緩やかな増殖速度の低下とハイプシン量の減少が見られ，100　Pt　Mの

盆
工

藍
工
”

　
．
釦
ゆ
．
幽

2e　lo　0

100paM

L－Mimosine

20　lo　e

sO　LL　M

AOAP

20　　鐙　　　0

Contro1

2e　lo　o

Standard

（20　pmoD

Fig．　18　Chromatograms　of　hypusine　and　deoxyhypusine　in

MC　cells
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　　　Fig．　19　Effect　of　1，7－diaminoheptaRe　on　cell　growth　and

　　　hypusine　content　oR　］EffC　cells

処理では増殖は96時高目で停止し，この時までハイプシン量は急激に

減少し続け，96時問目以降は変化せず対照の約10％を保った・この

時の増殖停止の原因がハイプシン量の減少によるとは断言できないが，

ハイプシン量を直接測定することにより初めて細胞の増殖にハイプシ

ンが関与する可能性を示した．

　（2）　アナログ添加実験への応用

　つぎに，本法を第2章で行ったアナログ添加実験に応用した．すな
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わち，AOAP処理して増殖停止した細胞にスペルミジンアナログの

1APPを添加して一時的な増殖の回復がみられた後，再停止する現象

にelF－5Aが関与しているのかどうかを調べた．
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⑱ミ最駄⑫一⑳～⑭A・AP

　　　騰隔翻一＿翻＿＿＿醗＋1APP

　　　Fig．　20　Cell　growth　and　hypusine　conten，Ss　of　ffrC　cells

　　　cultured　in　the　presence　of　drugs

Fig．20にみられるように，　AOAPの処理でスペルミジン量が減少し

ながら細胞が増殖・分裂を続ける48時間目まで，蛋白量あたりのハ

イプシン量は減少しつづけ，48時三目以降，増殖が停止するとハイプ

シン量の大きな変化はなかった．また，48時三目にスペルミジンを加

えると細胞の増殖回復と共にハイプシン量も回復していることがわかっ

た．一方，1APPを添加したとき，一次的に増殖が回復する48から

　　　　　　　　　　　　　　　45一
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120時問目の約3回細胞分裂を繰り返す問，ハイプシン量はさらに減

少をつづけ，120時問目以降，再び増殖が停止してからはハイプシン

量は対照の約10％を保った．ポリアミンアナログ投与による細胞増殖

の再停止の原因が，直接ハイプシンの減少だけによるものかどうかは

わからないが，ハイプシン量の減少が増殖の停止を引き起こした可能

性が強く示唆された．

小括と考察

elF5Aは真核細胞生物に広く存在し，さらにそのアミノ酸配列は種

を問わず良く保存されていることから，生命維持に働く基本的な蛋白

であろうと思われている．elF－5Aの細胞増殖への関与は，これまで専

ら酵母を用いて研究されてきており，elF－5A前駆体蛋白のハイプシン

化を受ける50番目のリジンをアルギニンに変えた遺伝子を持つ変異株

は，増殖も生存もできずハイプシン化の重要性が示されてきた48　）．ま

た，elF－5A前駆体蛋白の遺伝子発現を抑えると数回の分裂の後に増殖

は停止する49）。この増殖停止の原因は細胞内のeIF－5Aが細胞分裂によ

り希釈され，増殖に必要な最低限の量以下まで減少してしまうからで

はないかと考えられる．その増殖停止までの分裂回数はおよそ3－4回

であり，eIF5Aが新たに合成も分解も起こらないとすると酵母の増殖

に必要なeIF－5Aの量は6－1　3％（1／24－1／23）ではないかと考えられる。

　本章ではハイプシンの高感度測定法を開発し，哺乳動物細胞の増殖

にeIF5Aが関与する可能性を初めて示すことができた．　HTC細胞に

1，7一ジアミノヘプタンを長期間投与して増殖を止めたとき，あるいは

AOAPと1APPの処理で一時的な増殖回復後の再停止のとき，どちらも

ハイプシン量は対象の約10％まで減少していたことから，上記，酵母
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の推定値とも合致し，この量が増殖に必要なeIF5Aの閾値である可能

性がある．しかし，いずれの場合においても細胞内スペルミジン量は

減少していたために，elF－5A以外のスペルミジンに特異的な他の因子

の関与もあるかもしれない．したがって，ハイプシン量と細胞の増殖

の関係を明確に説明するためには，スペルミジン量を減少させずにハ

イプシン量のみを選択的に減少させることが必要であろう．近年，

Parkらにより開発された強力なデオキシハイプシン合成酵素阻害剤

monoguanyl－1，7－diaminoheptaneを培養細胞に投与すると，スペルミジン

量を減少させずに増殖を停止させることが報告されたse’51　）．このよう

な知見は哺乳動物細胞の増殖におけるハイプシンの関与を強く示唆す

るものではあるが，ハイプシン量を測定することができなかったため

に明確な結論を得るまでには至っていない．本研究で開発したハイプ

シンの高感度測定法の応用として，このような実験系への利用が期待

される．

　また，デオキシハイプシン水酸化酵素阻害剤をHTC細胞に投与した

後測定すると，デオキシハイプシン量は上昇し，ハイプシン量は対象

の50％ほど減少しただけで増殖の停止が見られた．したがって，この

時の増殖停止はデオキシハイプシン含有の前駆体蛋白の蓄積が原因と

も考えられ，この蛋白が単にeIF5Aの前駆体であるばかりではなく，

生理的に重要な役割を有しているのかもしれない．
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結論
本研究では新しい方法論を導入しながら，哺乳動物細胞の増殖にお

けるスペルミジンの役割を追求し，新しい知見を得てきた．それらを

まとめると以下のようになる．

（1）培養細胞実験で新規スペルミジン合成酵素阻害剤とスペルミ

　　ン合成酵素阻害剤の有用性を示した．スペルミン合成酵素阻

　　害剤であるAPCHAでHTC細胞を長期間処理し，細胞内ポリア

　　　ミンのほとんどをスペルミジンとしても細胞は増殖したこと

　　から，HTC細胞の増殖においてスペルミンは必ずしも必要で

　　はないことを示した．また，スペルミジン合成酵素阻害剤で

　　ある4MCHAを用いてスペルミジン量を対象の2％にまで減少

　　　させても，スペルミンが存在すればHTC細胞は増殖できるが，

　　更に減少させるとスペルミン量も減少し，増殖できなくなる

　　ことから，細胞増殖における微量スペルミジンの役割を調べ

　　るための新しい方法論の必要性を示唆した．

（2）ODC阻害剤であるAOAPとスペルミジンアナログをHTC細胞

　　に適用する新しい実験系を用いることにより，細胞増殖にお

　　けるポリアミンの機能にはアナログで代用できる特異性の低

　　い部分での相互作用，およびアナログでは代用できない特異

　　性の高い部分での作用の存在を示唆した．また，その実験系

　　　にAPCHAを併用することにより特異性の高い部分での作用を

　　担うポリアミンはスペルミンではなくスペルミジンであるこ

　　　とを特定した．
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（3）スペルミジンに特異的な作用としてハイプシンの関与が考え

　　られたため，新たにハイプシンの高感度測定法を開発し，そ

　　れを用いて薬物処理した細胞のハイプシン量を測定すること

　　により，細胞増殖とハイプシン量との間に密接な関係がある

　　ことを見いだし，はじめて哺乳動物細胞の増殖にハイプシン

　　が関与している可能性を示した．
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一般事項

細胞培養

　ラット肝癌由来HTC細胞（Morris　7288c）は，大日本製薬から入手

し，単層培養あるいは浮遊培養で実験に用いた．薬物を添加する実験

にはアミン酸化酵素を阻害するために，1mMアミノグアニジンを培

地に添加した．

単層培養：組織培養用シャーレ（φ100㎜）に培地（Minimum

Essential　Medium－Eagle＋10％NB　S）10mlを加えて37℃，95％air－5．0％

CO2，　pH7．5，0．5－5．Ox　l　O6　cells／Peni　dishとなるように植え継ぎ維持した細

胞を実験に用いた．阻害剤実験では，上記の条件で細胞を0．5－1．OX　106

cells／100mm　peni　dishとなるように

植継ぎ，24時間後，薬物入り培地と交換した．スペルミジン合成酵

素阻害剤の実験では更に48時間，またスペルミン合成酵素阻害剤の実

験では72時間培養した。次に培地を除きPBS　10mlで2回シャーレを

すすぎ，トリプシンーEDTA（0．025％）を500μ璽加え，37℃，10min放

置して細胞がシャーレからはがれたのを確認した後，培地lmiを加え

てトリプシンを失活させ，この浮遊液を更にピペットで懸濁しsingle

cellとして細胞数を算定しポリアミンを測定した．

　浮遊培養：培地（Swim’s　S－77（＋50mM　Thcine＋2gh　Glucose＋2mM

GIutamine＋O．05mM　L－Cystine＋0．5gA　NaHCO，）＋NBS（10％））17）に細胞

を1－6　xlO5　cellslmiとなるように植え継ぎ対数増殖期の細胞を実験に用

いた．阻害剤を投与する実験には上記の条件で細胞を15x105　cells／ml

となるように植え継ぎ，薬物を加え実験を開始し24時間毎に細胞数を

算定，48時間毎に継代を行なった．
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ポリアミン測定用細胞試料の調製

細胞浮遊液を15ml容の遠心管に移し，卓上遠心・器で1，200rpm，3min

遠心し，沈殿した細胞をPBS（一）5mlで洗浄した．内部標準物質として，

1，13－diamino－4，10－diazaUidecaneあるいは1，9－diamino一一4－azanonaneを含む

10％TCA溶液を一定量加え，除蛋白をかねてポリアミンを抽出し全量

を1．5mlのサンプルチューブに移し，　HPLC測定時まで冷凍保存した．

HPLCにはこの試料を14，00Qrpm，10min遠心した後，上清を使用した．

ポリアミンおよびスペルミジン合成酵素阻害剤およびスペルミン合成

酵素阻害剤の測定

　ポリアミンおよび阻害剤の測定は陽イオン交換HPLCを用い，ポス

トカラムラベルOPA法による蛍光を測定した．分離カラムは日本電子

：LCR－2（φ　4mm　x80mm）を用いカラム温度は80℃とした．溶門門は2M

塩化ナトリウムー0．28Mクエン酸緩衝液（5N　NaOH：でpH5．5にあわせ

たもの）に，10－25％容量のHPLC用メタノールを加え調製した．細胞

試料のポリアミン測定を行なう際の溶離液には，阻害剤とポリアミン

および内部標準物質の分離が最もよくなるメタノール濃度を選択して

用いた．反応液としては0．4Mホウ酸0．4M水酸化カリウム，0．2％2

一メルカプトエタノール，6mM　OPA，0．1％：Brij－35，0．lmM　EDTAからな

るOPA溶液を用い，反応温度は80℃とした．検出は，励起波長365nm，

測定波長450nmの蛍光を測定することで行なった．旧離液の流速は

0．86ml／min，反応液の流速は0．39ml／minとした。

第1章に関する実験
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DeAdoMetの測定

DeAdoMetおよびAdoMetは逆相HPLCを用いたSeiler＆Knδdgenの方

法52）で測定した．カラムはTSKgel　ODS　80TM（4．6　x　150mm）を用い，

溶離液A（0．IM酢酸ナトリウムに酢酸を加えて調整，　pH45＋10mMオ

クタンスルホン酸ナトリウム＋10％メタノール）と溶離液B（0．2M酢

酸ナトリウムに酢酸を加えて調整，pH4．5＋10mMオクタンスルホン

酸ナトリウム＋10q。メタノール）の割合を0→40minまでにIO→100％

とするリニアグラジェントで行い，流速は0．5ml／minとし，検出は

254nmの吸収を測定することで行った。なお，試料にはポリアミン分

析用のものを用いた．

ODc活性の測定

　ラット（SD，オス，200g）腹：腔内にチオアセタミドを150mg／kgで投与し，

20時間後に解剖して得た肝臓を酵素原とした．この操作によりODCの

比活性は150倍に上昇する53）．肝臓は2倍量の緩衝液（（透析用緩衝液：

25mM　Ths－HCI　pH75，1mM　DTT，0．1mM　EDTA）＋0．2Mショ糖）中でホ

モジネートし，15，000g　x　15min，さらに105，000g　x　60min遠心した上清

画分を同じ緩衝液で透析して粗抽出液とした．

酵素活性54）は［1－i4　C］オルニチンより遊離する14CO，を測定すること

で調べた。0．1M　Tris－HCI，　pH7．4，400μ1，0．5mMピリドキサールリ．ン酸

40μ1，25mM　DTr　40μ1，10mM　L一三ルニチン40μ1，1．98　Pt　M　［1－i4C｝DL

一オルニチン0．4μ1，および酵素粗抽出液（4MCHAまたはAPCHAを含

む）を合わせ，全量をlmlとした．この標準測定溶液を試験管に入れ

密封し，37℃，1時間インキュベーションした。6M　HCI　500μ1で反応

を止めさらに37℃，30分でインキュベーションし，遊離するi4　CO、を

ハイアミン200μ1に吸収させた。これを10mlのシンチレーションカク
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テル（エコノフロアー）に溶かした後，液体シンチレーションカウン

ターで測定した．

AdoMetDC活性の測定

AdoMetDCの阻害剤であるメチルグリオキサールビスグアニルヒド

ラゾンを40m9／miとして0．9％生理食塩水に溶かしたものを，ラット

（SD，オス，200g）腹腔内に80mg／kgとなるよう投与し，20－24時間後解剖

して得た肝臓を酵素原として用いた。この操作によりAdoMetDCの比

活性は20倍に上昇する55）．肝臓は2倍量の緩衝液（25mMリン酸ナト

リウム緩衝液pH7．5，25mM　DTT，25mMプトレシン，0．1mM　EDTA）の

中でホモジネートした後，105，000g　x　30min遠心した上清画分を上記

緩衝液（ただし0．5mM　DTI）で透析して粗抽出液とした．

　酵素活性ss）は［1－14q　S一アデノシルメチオニンより遊離するi4　CO、を

測定することで調べた・0・5Mリン酸緩衝液pH7・5・25μ1・25mM　DTr

125μ1，15mMプトレシン50μ1，4mM　5一アデノシルメチオニン12．5μ

1，0．34mM　S一アデノシルーL｛カルボキシー玉4　qメチオニン0．7μ1，および

酵素溶液（4MCHAまたはAPCHAを含む）を合わせ，全量を250μ1と

した．この標準測定溶液を試験管に入れ密封し，37℃1時間インキュ

ベーションした．2．5MH2SO4200μ1で反応を止め，さらに30分37℃

でインキュベーションし，遊離する14　CO2をハイアミン200μ1に吸収

させた。これを10mlのシンチレーションカクテル（エコノフロアー）

に溶かした後，液体シンチレーションカウンターで測定した．

PAo活性の測定

　ラットの肝臓を約4倍量の緩衝液（10mM　Tris－HCI　pH7．4，0．25Mショ

糖）の中でホモジネートした後，15，000g，13，000rpm，10min遠心し，沈
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殿分画を0．1％T孟on　X－100を含む透析緩衝液（10mM　Tris－HCI　pH7．8，

0．lmM　EDTA，0．lmM　DTr）に懸濁し，25，0009，16，700rpm，30min遠心

した．この上清を透析し粗抽出液とした．

酵素活性はHδIltaの方法57）を一部変えて測定した．0．25Mホウ酸緩

衝液pH9．0，50μ1，25mM　DTr　50μ1，20mM精製スペルミン（pH7．0）50

μ1，酵素抽出液50μ1，および阻害剤50μ1を加えて全量250μ1とした。

その標準測定溶液を60分間インキュベーションし，20％TCAで除蛋白

して反応を停止した。これを10，000rpm，10min遠心した上清について，

スペルミンより生成するスペルミジンをHPLCで測定した。スペルミ

ジンの測定は，ポリアミンの測定に示す方法で行った。

　なお，スペルミンの精製は，購入したスペルミンを陽イオン交換カ

ラム（DOWEX　50W－X4，　H＋fo㎜）に吸着させ，2－3M　HCIで溶出し，ス

ペルミン分画をHP：LCで確認して濃縮し，水一エタノールから再結晶し

た．この操作によりHPLCでの純度93％のスペルミジンが99％の純度

になった．

SSAT活性の測定

粗抽出液の調整はMatsui＆Pegg　l8）の方法に従ったが，硫安分画を

する際に緩衝液にスペルミジンを添加すると酵素活性の上昇が認めら

れたので，下記のように一部変更して行った．四塩化炭素をラット

（SD，オス，200g）腹腔内に1．5ml／kg投与し，6時間後解剖して得た肝臓

を酵素原として用いた．この操作によりSSAT活性は50倍に上昇する．

この肝臓を2倍量の緩衝液（50mM　Tds－HCI　pH7．5，0．25Mショ糖，25mM

KCI，5mM　MgClρでホモジネートし，上清を透析用緩衝液（10mM

Tris－HCI　pH7．5，0．1M　NaC1，1mMスペルミジン）で透析してSSAT粗抽

出液とした．
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活性測定はLibbyの方法58）を一部変更して行った．　IMリン酸緩衝

液pH7．8，20μ1，30mM精製スペルミジン20μ1，0．5mMアセチルCoA

20μ1，酵素粗抽出液100μ1（4MCHAまたはAPCHAを含む）を加えて全

量200μ1とした標準測定溶液を30℃，10分間インキュベートした．

20％TCA　200μ1で除蛋白し反応を停止させた後，10，000rpm，10min遠

心した上清について生成するNi一アセチルスペルミジンの量をHPLC

で測定した．N1一アセチルスペルミジンの定量は，ポリアミンの測定

に示す方法で行った．

　なお，スペルミジンの精製は，購入したスペルミジンを陽イオン交

換カラム（DOWEX　50W一一X4，　H＋fo㎜）に吸着させ，1．5・一2M　HCIで溶出し，

スペルミジン分画をHP：LCで確認して濃縮し，水一エタノールから再結

晶した．この操作によりHPLCでの純度98％のスペルミジンがほぼ

100％の純度になった。

細胞試料の酵素活性は［1－14qアセチルーCoAより生じるN1［1一至4　q一ア

セチルスペルミジンを定量することで行った58）．酵素活性測定溶液

として，1M　Tris－HCI緩衝液pH7．8，10μ1，30mMスペルミジン10μ1，

［1－14qアセチルーCoA　10μ1，酵素溶液70μ1を加え全量100μ1としたも

のを37℃，10分間インキュベーションした後氷水につけIMヒドロキ

シアミン20μ1を加え反応を停止後，さらに100℃，3分間加熱し蛋白

を変性させた．これを7，000rpm，3，0009，5min遠心し，上清50μ1をリ

ン酸セルロース濾紙（5cm2）にスポットし蒸留水lmlで5回，エタノー

ル1mlで3回洗浄の後乾燥させて，これを10m1のシンチレーションカ

クテル（エコノフロアー）に溶かした後，液体シンチレーションカウ

ンターで測定した．
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スペルミジン合成酵素活性の測定

　スペルミジン合成酵素活性の測定はRainaらの方法59）に従って行っ

た．1．OMリン酸緩衝液P：H7．4，10μ1，0。1M　D「［T　5μ1，10mMプトレシ

ン10μ1，0．5mM　DeAdoMet　2μ1，0．128μM3H－DeAdoMet（73．8Ci／mmol）1

μ1，BSAを含む酵素溶液と蒸留水（あるいは阻害剤）で全量を100μ1

とし，標準活性測定液とした．この溶液を37℃，IO－30分間インキュベー

ションした後，25mM　HCI　O5m1を加えて反応を止め，10，000rpm，

5min遠心した上清0．5mlをセレックスP（H＋fo㎜，05cm3）にかけた．

カラムにかけた最初の05mlは捨て，つぎに25mM　HC11．8mlを3回に

分けてカラムにかけ，溶出した3H－MTAを直接バイアルにとりシンチ

レーターを10ml加え液体シンチレーションカウンターで測定した。

スペルミン合成酵素活性の測定

標準酵素活性測定液には，0．1Mリン酸緩衝液pH7．4，1．OmMスペル

ミジン，5．OmM　DTT，20μMDeAdoMet（［3　H］DeAdoMetを含む），酵素試

液の混合溶液0．1mlを使用した．以後の操作はスペルミジン合成酵素

活性と同様に行った．

第3章に関する実験

試薬

CMセルロース（Serva）およびアミノ酸分析用の酢酸およびヘキサン

スルホンサンナトリウムは和光純薬工業，アセトニトリルおよびリン

酸2水素ナトリウムはメルク，ピリジンはPierceのSequanal　Gradeの

ものを用いた．HPLC用の水はMili　Q（ミリポア）により調整した．
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ハイプシン合成

ハイプシンはBergeronらの方法ω）を一部変更しepicyanohydrineの代

わりに1，2－epoxy－4－phthalimidobutaneを用いて合成した．1，2－epoxy－

4－phthalimidobutaneの合成は，　DMF中で4－bromo－1－buteneとフタルイミ

ドカリウムを反応させて得た4－phthalimide－1－buteneをm－chloroper－

benzoic　acidで酸化して行った。（Anal．　calcd　for　C　10H25CI2N303：C，

39．22；　H，8．23；　N，13．72．　Found：　C，39．06．　H，7．94；　N，13．65）．

デオキシハイプシンと内部標準物質の合成

　デオキシハイプシンと内部標準物質はNα」phthaloyl－Nε一toluene－

sulphonyl－L－lysine　ethYlesterと1－brom－4－phthaliminobutaneあるいは1－

brom－5－phthahminopentaneをNaH存在下DMF中で反応させたものを加

水分解して合成した。

　デオキシハイプシン　（Anal．　calcd　for　C　10H25C12N302・1／4H20：C，

40．75；　K8．72；　N，14．26．　Found：　C，40．62；　H，8．42；　N，14．55．），　N　e－amino－

pentyl－L－lysine　（Anal　calcd　for　C　l　I　H28C13N302：　C，38．78；　H，8．28；　N，12．33．

Found：　C，38．53；　H，8．06；　N，12．31．），　N6一一aminobutyl－L－ornithine　（Anal　calcd

for　CgH23C12N302’1／2H，O：　C，37．90；　H，8．48；　N，14．73．　Found：　C，37．94；

H，8．25；　N，14．82．）

HPLC　（ADDaratus

試料の調製に用いた遠心乾燥機はTAm三C製VC－960，　HPLCの装置

は東ソーCCPEIIポンプ，島津製クロマトレコーダーCR5A，検出器に

は日本分光製FP・一920，インジェクター一にはレオダインMode7125ある

いは日本分光製オートサンプラー851－AS，カラムにはShiseido　capceU

pakC18UG120　S5（150　x4．6mm　I．D．，ガードカラム30　x4．6mm　I．D．）を
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用いた．

HPLC（CoRditions

移動相は10mM　sodium　hexylsulfate，3．5％アセトニトリルを含む

0．IM　phosphate　buffer　pH2．0を用いアイソクラティック溶離で行った．

流速は1．Oml／min，カラム温度は30℃で行った．検出はポストラベル

OPA法で行い，　OPAの反応液にはSeilerとKnodgenの方法に従って調整

したもの（0．8M　Boric　acid，0．8M　KOH，0．3％2－Mercaptoethanol，3mM

OPA，0．1％Brij－35）を流速0．26ml／minで用い，励起波長340nm，検出

波長460nmで行った。

細胞の処理

細胞の処理は細胞をPBS500μ1に懸濁して超音波粉砕機iで処理

（150Wx30sec．）し，その遠心（10，000g　x　10min）した上清を粗抽出液とし

て実験に用いた。蛋白の定量はこの粗抽出液をBradford法で行い，標

準蛋白にはBSAを用いた．

ラット臓器試料の処理

実験にはSDラットオス，6週齢（230－240g），5匹を使用した．摘出

した各臓器に5倍量のPBSを加え，ポリトロンホモジナイザーで30秒

間処理し，遠心分離（10，000g　xlOmin）した上清についてハイプシンの分

析を行った．

ハイプシン量の測定

0．5～i5．Omg蛋白相当を含む試料の粗抽出液をネジ付き試験管（100　x

16mm　I．D．）に入れ，10％TCA・3mlで蛋白質を変性させ遠心分離した沈澱
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をさらに10％　TCA　3mlで洗浄し，アセトンついでエーテル各3mlで洗

浄後乾燥したものに内標としてN配アミノペンチルリジンを試験管あ

たり05－10nmol加えて6M　HCI　3mlを加え封管し，120℃で13時間加水

分解した．加水分解物は遠心濃縮機で乾燥後，残査を水3mlに溶解し

0．2μmのフィルターで不溶物を除去し，1Mピリジン100μ1で試料を

中和して前処理カラムにかけた．前処理カラムにはCMC（H÷fo㎜）1ml

を10mlのポリプロピレン製カラムに充填し，1Mピリジンー酢酸（最

終濃度がそれぞれ1Mを含む）Imlでカラムを平衡化したのち水10ml

で洗浄したものを用いた．前処理の操作は試料をカラムにのせピリジ

ンー酢酸0．025M　10ml，ついで0．05M，0．075Mそれぞれ5mlで洗浄し

1．OMピリジンー酢酸5mlめ溶出分画を遠心乾燥した残渣をO．01M・HCI

200μ1に溶解しHPLCの試料とした．

過ヨウ素酸酸化

前処理したHTC細胞の試料に同量の40mM過ヨウ素酸ナトリウムを

加え，室温で12時間反応した．
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