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はしがき

　スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンは、その生合成が遺伝子

発現と密接に関わり、細胞増殖因子として作用する。従ってその類似体あるい

は生合成阻害剤は、細胞機能の調節試薬として働く可能性が高く、特に抗がん

剤、抗寄生虫薬開発の観点から多くの研究が進められてきた。しかし、当該酵

素の遺伝子増幅などが起こり、生合成阻害剤単独による増殖抑制が困難である

ことから、抗寄生虫薬として利用されていることを除き、臨床的には有用な生

合成阻害剤の開発には至っていない。

　一方、ポリアミンやその類似体の蓄積はアポトーシスあるいは細胞死を起こ

す。このことは細胞内ポリアミンの過剰蓄積が、増殖抑制の実現に効果的であ

ることを示唆している。しかし、ポリアミンの蓄積を実現できる細胞系が限ら

れるため、細胞死のメカニズムは不明である。単にポリアミンを過剰に投与す

るだけでは蓄積が起きないことは明らかになっており、ポリアミンの過剰蓄積

を実現するためには、ポリアミンの代謝経路を遮断する化合物の開発が最も有

効であると考えられる。

　本研究は、ポリアミン蓄積の影響、ポリアミンの蓄積による細胞死のメカニ

ズム解明を目指して、ポリアミン代謝酵素の1つである、spermidine／spermine

－NL　acetylt■a：nsferase（SSAT）の強力な阻害剤を設計・開発し、培養細胞、

および動物組織への効果を詳細に検討することを目的とした。

　本研究ではまずSSAT阻害剤の検討で有用となる蛍光基質を用いるSSAT活

性測定法を確立した。次に開発した系を利用することで、これまでにない強力

なSSAT阻害活性を有するポリアミン類似体を見出した。その際SSATの基質

結合部位には、疎水性化合物と結合する領域が存在する可能性を明らかにした。

　一方、スクリーニングに供する目的で合成した種々の類似体の培養細胞への

効果を検討し、これまでの報告と同様、種々の細胞系の増殖阻害、アポトーシ

スを誘導することを明らかにした。

　また、ポリアミン及びその類似体の過剰蓄積における細胞内分布及び遊離ポ

リアミン濃度の評価系を検討し、限外ろ過法を応用した新規測定法を確立した。

　本研究計画では見出したSSAT阻害剤の動物への投与も行う予定であったが、

その毒性の強さのために不可能となった。そこで本報告書では、細胞レベルで

の評価に焦点を絞り、研究成果を以下の3点に整理して報告する。

1）　SSAT活性測定法の開発と阻害剤の検索

　●蛍光基質を用いたHPLCによるスペルミジン／スペルミンN1一アセチル

　　　転移酵素活性測定法の開発



ONI・ダンシルノルスペルミンを用いたSSAT活性測定法の速度論的解析

　　　と培養細胞由来試料への応屠

2） 　　ポリアミン類似化合物の合成とその培養細胞への効果

e　Molecular　correlate＄　of　the　action　ef　bis（ethyl）polyamines　in　the

　　brease　cancer　cell　grrowth　inhibition　and　apoptosis

e　Re　gulation　of　estrogenic　and　nuclear　factor　KB　functions　by

　　polyamines　and　their　role　in　polyamine　analog’induced　apoptesis　of

　　breast　cancey　cells

eInhibition　of　cell　growth　through　inactivation　of　eukaryotic

　　translation　initiation　factor　5A　（elFsA）　by　deoxyspergualin

3）　ポリアミンの過剰蓄積によるポリアミン細胞内分布への影響

　　　●限外ろ過法を用いた細胞内遊離ポリアミン濃度測定のための基礎検討

　　　gMeasurements　of　macromolecule”bound　and　ultra－filtxable

　　　　　polyamines　in　rat　liver　homegenized　witheut　buffer

　　　e　Changes　in　intyacellular　concentxations　of　amino　acids　and

　　　　　po｝yamines　during　the　apoptosis　of　HL’60　cells

　　　e　DNA　condensation　by　polyamines：A　laser　light　scattering　study　of

　　　　　structural　effeets

　　　e　Polyamine　structural　effects　on　the　induction　and　stabilization　of

　　　　　liquid　crystalline　DNA　：　potential　applications　to　DNA　pack　aging，

　　　　　gene　therapy　and　polyamine　therapeutics

4） 　　その他

e　Effeet　of　dehydroepiandrostereRe　on　oleic　acid　formation　in　the　｝iver

　　of　rats，　mice　and　guinea　pigs

e　Covalent　linkage　of　polyamines　to　peptidoglycan　in　Anaerovibrio

　　lipelytica

e　Self’assembly　of　an　oligodeoxyribonucleotide　harboring　the　estyogen

　　response　element　in　the　presence　of　polyamines　：　ionic，　structural，

　　and　DNA　sequence　specificity　effects

e　ldentification　of　the　putrescine　Mecognition　site　on　po1yamine

　　transporter　protein　PotE

e　A　mo｝ecular　beacon　strategy　for　the　thermodynamic　characteriztion　of

　　triplex　D　NA：　［Eriplex　formation　at　the　premoter　region　of　cyclin　D　1
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蛍光基質を用いたHP：LCによるスペルミジン／スペルミン

　　　　N1一アセチル転移酵素活性測定法の開発

1



織鐡懇

スペルミジン、スペルミンに代表きれるポリアミンはその生合成律速酵素で

あるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）の活性が細胞増殖期激に対して早い時期に

上昇することや、核酸と強く相互作用することから、血肉内における遺伝宇発

現過程に重要な働きをするものと考えられている1）。ポリアミンはODC、　S一ア

デノシルメチli一ニン脱炭酸酵素（AdoMeのC）1スペルミジン合成酵素（spd　syn）、

スペルミン合成酵素（spm　syn）の4種の酵素によって生合成されるが、　Fig．1に

示すように、一度スペルミジン／スペルミン1帆アセチル転移酵素（SSAT）によ

ってアセチル化された後ポリアミン酵化酵素（PAO）により酸化的に分解される

程路も存在する。この経路はずリアミンの過剰な蓄積を防ぐものと考えられて

いるが、組織が傷害を受けたときにも著しくSSAT活性が上昇することが知ら

れており2）、詳細な役割は不明である。他のポリアミン合成、代謝系には有効

な阻害剤が開発されているのに対して、生細胞におけるSSArの有効な阻害剤

は未だ見串されておらず・未知の部分の多い酵素であるといえる。

　当研究室ではSSArの活性部位の立体構造の：解析を進め、強力な阻害剤を開

発することを目指して研究を進めている。その際必要となるSSArの活性測定

は従来、基質にスペルミジン、【1－14C｝アセチルCoAを用いて、生成する1帆ア

セチルスペルミジンの放射能を計数するRI活性測定法で行なわれてきた3）。し

かし本法は基質が高価でまた測定操作が繁雑であり、阻害剤候補化合物をスク

リーニングするには適していない。

　そこで本研究では、阻害剤スクリ「ニングに有用な簡便で安価なHPLCによ

るSSAr活性測定法の確立を目的として、研究を開始した。

2



本論では、第1章で酵素タンパクの入手のために行ったSSAr遺伝子導入と

その発現の結果について記す。第2章ではSSAT蛍光基質の合成、基質性の確

認について記す。第3章では第2章で確立したHPLC法を応用して、　SSAr阻

害剤のスクリ・一一・＝ングを行った結果について記す。
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1－1ヒトSSAr’一のfiへの播と認

　研究を開始するにあたり、SSArタンパクは非常に不安定であり4）、動物組

織から精製して酵素を供給するのは困難であると考え、入手したヒトSSAr遺

伝子挿入プラスミドpQE－305）（Fig　3）を用いて、大腸菌内でヒトssArタンパ

クを生成させることで、酵素タ財バクを得ることを検討した。

　ここで用いたプラスミドはマルチクローニングサイトに目的タンパクの遺伝’

子を挿入することにより、そのタンパクのN末端にヒスチジンが6個結合した

His－tagged　proteinが転写、翻訳されるように設計されているものである。

　ヒトSSAr挿入プラスミドPQE－30（PQE－30／hSSAr）をコンピテントなE．　coli

（XL－1　Blue　supercompetent　cell）にヒートショック法で導入し、アンピシリン

含有培地で培養し、プラスミド導入株のセレクションを行った。

　その結果プラスミドが導入されてアンピシリン耐性となったものが、極めて

侭効率であったが、数個のコロニY一・・一・しとして検出された。

　そこで次にXgalによるプラスミドクローニングサイトへの挿入の確認を行

った6）。

　先に示したプラスミドpQE　30は、β一ガラクトシダーゼをコードする遺伝子

（lac　Z）を持っている。β一ガラクトシダーゼの基質となるXgalを培地に加えて

おくと、Xgalが青色に発色するため、このプラスミドを持ったE．　coliは青いコ

ロニーを形成する。　またこのベクターはlac　Zの途中にマルチクローニングサ

一一@5



イトを設けてあり、クロ・…＝ングサイトに目的遺伝子が挿入されると、lac　Zが

分裂され、β一ガラクトシダーゼ遺伝子の活性がなくなるようにデザインされ

ている。

　したがって、このベクターのように目的遺伝子を挿入したものをトランスフ

ェクトし、選択薬剤とXgalを含むプレートにコロニーを発現させると、目的

遺伝子が入らずにセルフライゲーションしたベクターを持つコロニーは青く染

まり、目的遺伝子が入ったベクターを持つコロニーはβ一ガラクトシダーゼが不

活性化されているため発色せず白くなる。

　アンピシリンで選択したコロニーをXga1培地中で培養すると、出現したコ

ロニーは全て白色であり、マルチクロ・・一ニングサイトへの挿入プラスミドであ

ることを確認した。

6
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1－2SSArタンパクの　　と　認

　次に、選択したコロニーを用いて、常法により、Isopropyl。β一D－

thiogaractopyranoside（IPTG）により導入遺伝子の発現を誘導しη、大腸菌を懸濁

培養して調製した。

　そして、細胞溶解剤であるBugbusterでH：is－tagged　human　SSATを抽出したの

ち、そのH：is－tagを利用して精製を行った。

　複数のヒスチジン配列はコバルト等の2価のカチオンに強い親和性があり、

このカチオンを含むメタル樹脂（Fig．3）を固定相に用いたカラムによって精製

が可能である8）。

　その結果、湿重量1gの大腸菌から＆3　mgのHis－taggedタンパクを得た。

　精製タンパクをSDS一ポリアクリドゲル電気泳動9）（SDS・一PAGE）に供したとこ

ろ、分子量約2万の位置に単一のバンドを確認した（Fig　4）。また、matrix－assisted

laser　desorption／ioniZation　tirne－of－flight　mass　spectromeby（MA：LDI　TOF－MS）分析

を行うと、His－tagged　human　ssArの遺伝子配列から計算される分子量21，219

と近似した、21201．1（m／z）にイオンピークを検串し、42417．4（m／z）にダイマー、

10607．6（m∠z）に2価と思われるイオンピークを確認した。

　また、RI法によるSSAr活性の確認を行ったところ、精製タンパク液の数万

倍希釈溶液について酵素：量及び、反応時問に依存しての活性の上昇を確認した

（data　not　shown）．

　これらのことから、精製タンパクはHis－tagged　h㎜鋤SSA：rであり、培養した

大腸菌は高濃度のSSArを含んでいるものと結論した。

一一一@8



f
⑩
；

。
．
、
徽
識

Fig．　3

metall　affinity　resin．

　　恕　　・．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　砂

IntCeract奄盾氏@ofHis－tagged　SSAT　with　metal　affinity

His－tagged　prbtein

1　’ ，　　　　　3

　　　の「es耳n　’



一
三
O
f

●

1

2e

19

18

17

16

15

14

ゆ
2

’M＋i　2120it　・i

M2＋　：　10607．6
2M’　i　42417e4

IQeeo 200QO 3eoeo 40◎oo　　500◎◎　6◎ooo　フ鷲曾1糀

　　　　　　　　　Fig．　4　．　Analysis　ofpurified　His－tagged　human　S　SAT

1　：　SDS－PAGE　：　Lane　A；　the　purified　protein，　Lane　B　；　the　crude　extract　from　transfected　E．　celt

2　：　spectra　of　MALDI－TOFMS　of　the　prified　protein



懸懸難難鐵繊鍮懸灘灘鑛1講’羅繍灘懲嚇難

HPLCによるSSAr活性測定法を検討するにあたり、当初、生成物の検出法

として、2種類の可能性を考えた。1っは、生体ポリアミンを基質として生成

するアセチルポリアミンを検出する方法と、人工基質を用いアセチル化された

基質を検出する方法である。前者の場合、従来のポストカラム検出法によるポ

リアミン検出を用いる限り約10pmolの生成物の検出が限界であり軌生体試

料中のSSAr活性測定に応用可能な検出系としては不逼当であると思われた。

そこで、生体試料中の活性測定にも応用できる方法となることも念頭におき、

新たに高感度な検出が可能な、．蛍光人工基質を用いる後者の方法を検討するこ

とにした。

　これまで、SSArの基質として報告されているものは天然のポリアミンであ

り、蛍光団等のついた化合物が基質となる報告はない。そこで、複数の人工基

質となりうる化合物の合成から着手した。

11



2．1　SSAT’”　　　　　　A　のA

　SSAr蛍光基質候補化合物としては、ポリアミンで最もSSArに対して基質親

和性が高いとされているノルスペルミン11）を母核として用い、酵素基質認識に

’影響を与えにくいと考えられる比較的分子サイズの小さな蛍光団を結合した、

Nl一ダンシ7Yノルスペルミン（DNS－NSpm）、　M一アントラニルノルスペルミン

（ANT－NSpm）、　M一ニトロベンゾキサジアゾールノルスペルミン（NBD－NSpm）を

選択し、合成した（Fig．5）。

　これら蛍光基質の候補化合物の合成はFig．6に示すように、当研究室で行わ

れているモノ置換ポリアミンの合成法を応用して合成した12）。即ち、ノルスペ

ルミンの一方の一級アミノ基をトリフルオロ酢酸エチルと反応させトリフルオ

ロアセチル化したのち、Boc化によりもう一一方の・・・…一級アミノ基及び二級アミノ

基を保護し、さらにトリフルオロアセチル化したのち、蛍光団を反応させて標

識し、Bρc基を脱保護した。

12
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2－2　“’基　のSSArにxs　る基性の　認

　合成したSSAT蛍光基質及びスペルミジンについてRI法によってSSArに対

する基質性の確認を行った。用いた酵素試料は、前章でメタル樹脂を用いて精

製したHis－tagged　hu撫an　SSArが不安定で数日で失活することから、凍結保存し

たHis－tagged　human　SSArを発現させた大腸菌を使用直前に細胞溶解剤で処理し、

遠心上清を高倍率に希釈したものとした。

　酵素量及び反応時間とアセチル化される基質量の関係を調べると、いずれの

基質についても酵素量依存的、反応時間依存的に生成物量は直線的に増加し、

基質となることがわかった（Fig．7）。　その際、スペルミジンと比較して、1／5の

基質性ではあったが、合成した蛍光基質の中でDNS－NSpmが最もSSArに対し

て基質性が高いことを確認した。

　そこで、このDNS－NSpmから生成するアセチル体をHPLC上で検出できるか

を次に調べた。

　RI法と同様iの反応条件で、　SSAr存在下、アセチルCoAと反応させた。

DNS」NSpmをイオン対逆相HPLCで検出すると、　Fig．8に示すように、　DNS－

NSpmの保持時間より短い位置に1っのピークを検出した。そのピークは別途

合成したアセチル体のピークと一致した（Fig．　8　C，　D）。

15
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2－3DNS－NS　mのSSArに・るスペルミジll　iとの競ムの認

Fig．9は、スペルミジンをそれぞれ0，50，100画となるように加えた反応溶

液について、基質濃度を変化させて調べた活性をHP：LCにより測定し、

：Lineweav壁Bu水Plolで示したものである。スペルミジンの共存によっても、Vmax

は変化せず、Kmがスペルミジン量依存的に増加し、スペルミジンがSSATに

対し、DNS－NSpmと競合していることがわかった。

　すでにPeg9らは、ラット精製SSArを用いて反応速度論的な解析を行い、SSAr

によう酵素反応は基質結合部位にスペルミジンおよびアセチルCoAが順番に結

合するBi。Bi反応であることを報告している。したがって、本来Km値の測定

には、両基質濃度を変化させて詳細な解析が必要になるが、今回はスペルミジ

ンが共存しないときの競合実験の結果から、アセチルCoAの濃度が7．3μMに

おける見かけのKm値を算出した。その結果、見かけのKm値は3．0μMとなり、

場前同条件で測定されたノルスペルミジンの見かけのKm（9μM）と同等か若干

小さいことがわかった。このことにより、DNS－NSpmの基質結合部位への結合

に、DNSアミドプロピル基の疎水性が関与する可能性が示唆された。

2－4ヒ奮えSSArをい旦スク薯一曲ング　の立

　これまでに検討した結果を踏まえて、Fig．10に示すヒト組換え体SSArを用

いる阻害剤のスクリーニング条件を設定した。

18
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Experimentall　cOnditions
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Fig．10　Assay　for　SSAT　by　HPLC　method
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　SSArを阻害する化合物の検索は、これまでに数多く報告されているが、細

胞に投与して特異的な作用を示すことが確かめられた化合物の報告はない。し

かし、特異的ではないが、比較的強い阻害効果をもつものとして、抗寄生虫薬

であるベレニル（Ber）やペンタミジン（Pen）、抗ガン候補化合物として開発が

進められているジエチノレノルスペルミン（DE333）及びジエチルスペルミン

（DE343）などが知られている13’　14）。そこで、本研究で開発したスクリv．．．d．ニング

法をこれらの化合物などに適用し、50％阻害濃度（IC50）を比較した。種々の濃

度の阻害剤を共存させたときの活性の変化をFig．11に示し、その阻害剤の構造

とIC50をTable　1．に示した。既知のSSAr阻害剤のIC50値はDE333＜DE343＜Ber＜Pen

の順であり、これまでの報告とほぼ一致した。しかし、いずれのIC50値も基質

濃度（50μM）よりは大きく、基質であるDNS－NSpmがこれらの既知阻害剤よ

りも強く活性部位に作用することが示唆された。疎水性基を有するポリアミン

アナログが強い阻害を示すことが示唆されたので、芳香環をもつTos基を有す

る！帆トシルノルスペルミン（Tos－333）を合成し調べたところ、基質濃度

（50μM）に近いIC5G値（90μM）．を示した。また、アミノプロピル基が1つ少な

いNi一トシルノルスペルミジン（Tbs－33）のIC50値はTos－333のそれに比べて約

70倍大きく、ノルスペノレミジン構造を酵素は強く認識することが示唆された。

　さらに、疎水性基として長門のアルキル鎖を有するN｛，1♂一ジヘキシルノルス

ペルミジン（DH33）、　Nl，　Ali一ジデシルー1，　3一．ジアミノプロパン（DD3）についても

調べたところ、これまでに報告されている最も強力なSSAr阻害剤の1つであ

るDE333と比較して、　D：H33で約7倍、　DD3で約70倍強い阻害を示すことが

わかった。
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Table　’1 ICso．　for’　S　SAT
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　本研究により、組換え体ヒトSSArの基質となる蛍光標識ノルスペルミンを

合成した。その中で最も基質性の高かったDNS－NSpmを基質として用い、酵素

反応により生成するアセチル体をHP：LCで検出することにより阻害剤スクリー

ニングに有用な簡便で安価なSSAT活性測定法を確立した。本法はオートサン

プラーと組み合わせることで・一日に100から2QO検体の測定も可能であり・

広範囲な構造を有する化合物のSSAr活性阻害化合物のスクリーニング法とし

てきわめて有用であると思われる。

　本法で用いる合成基質であるDNS－NSpmは、組換え体SSArに対してかなり

小さな見かけのKm値を示すため、共存成分の影響を受けにくくSSAr活性測

定に有用と思われる。一方、このことはDNS構造が活性部位に存在する疎水

性の部位と相互作用していることを示すものであり、スペルミジンとは競合し

ない疎水性基を有する化合物が、本法の活性を強く阻害する可能性も否定でき

ない。したがって、今回本法により見出された強力な阻害化合物が細胞内で有

効な阻害剤となるためには、詳細な検：討が今後さらに必要であるζとはいうま

でもない。しかし、本研究により最も強力とされている既知の阻害剤よりもIC50

値の小さな化合物が見出されたことは、SSArの阻害剤開発、　SSArの生理機能

解明に向け、新たな視点を提供するものと思われる。
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　遺伝子導入、スクリーニングにおいて使用した、human　SSAr挿入プラスミ

ド“oQE－30（PQE－30／hSSAr）はペンシルベニア州立大学A．　E　Peg9教授より供与

さ榔のを用いko　Epicuiian　c・li．一ue　cellsはStaATAGENE　＊il　rb＞ら・

BpgbusterはNovagen社から、　T珈tone、　Yeast　extncact、　Agar、　Ampicillinは和光

純薬工業株式会社から・MgCl轡gS・4・　D一（＋）一Gluc6se・　TetracyclineはSigma

社から購入した。

　酵素精製で使用したTALON　Pgmificati6n　Kitはq：LONrECH社から購入した。

　RI活性測定において使用した、スペルミジン塩酸塩は東京化成工業株式会社

から・Tris（hydroxymethyl）aminomethane（Tris）はSigma社から・［1－14q－AcetylCρA

は室町薬品株式会社から購入した。

　蛋白定量において、標準蛋白として用いた牛血清アルブミン（；BSA）は生化

学工業株式会社：のものを、クマシーブリリアントブルー試薬はBio－Rad社から

購入した。

　HPLCによる活性測定で使軍した・AcetylCoAはSigma社から・トリフルオ

ロ酢酸、1一オクタンスルホン酸ナトリウム、HPLC用蒸留水及びHP：LC用メタ

ノールは和光純薬工業株式会社から購入した。

　1SDS一ポリアクリドゲル電気泳動で用いた電気泳動用グラジエントゲルプレー

トマルチゲル15／25は第一化学薬品株式会社：から購入した。

　SSAr蛍光基質の合成において使用した、1W－Bis（3・・aminopropyl）一1，3一’

pr・P鋤edi舳e＠膿騨r）はAl面。磁から・トリエチルアミン・二炭酸ユ轡

　　　　　　　　　　　　　　　　一w一　25　一



ブチル、トリフルオロ酢酸エチル、ダンシルクロリド、イサト酸無水物、4－

Chloro－7－nitr（〉一2，1，3－benzoxadiazole（NBD－Cl）は東京化成工業株式会社から購入し

た。

　大腸菌への遺伝子導入操作はヒトsSAT挿入プラスミドPQE－30（PQE－

3Q／hSSAT）をE・　coli（XL－1　Blue　supercompet6nt　cell）にヒートショック法により

i導入した。’即ちE．　coli液100μ1に1．42　M　B’　一Mercaptoethanol　1。7μL加え、六二

で1・比論インee　・ベーション後・ひSSAr揚プラスミ麟液1μL加え・

血中で3人分インキュベーション後、42℃で45秒間インキュベーションし、再

び本中で2分間インキュベーションして遺伝子を導入した。

セレクション

　遺伝子導入を行った溶液に、SOC　medium（1：Lあたりtriptone　20．09、　yeast

extract　5．0　g．　NaCl　O．5　g．　1　M　MgC12　10．0　mL．　1　M　MgSO4　10．0　mL．　20e／o　glucose　20

血Lを含む）0．9血Lを添加し、・　37℃、革時間インキュベーション後、LB－amp　agar

medinm　plate（1　Lあたりtriptone　10．0　9、　yeast　extτact　5．09、　NaCl．10．5　9、　agar　20．0

9・Pmpicilin　5・mgを含む）25　mしに200μL鋤き・37℃・24時間インキュベ

1一ションし、発現したコロニーをクローンとし、そのコロニ・・一・・をLB－amp　agar

lnedi曲Plateに2・0％X－gal　100μL・10卑M　IPTG　100，μLを塗布したLB・・amp　一　X－b

gal　agar　medi㎜Pla£eに植えた後、37℃、24時問インキュベ・・・・・・…ションし白いコ

ロニーが発現することにより遺伝子導入を確認した。
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墨塾養．

齢樽入した大腸即コM　：’一一を．iっ取り・PB－amp　medium（1　Lあたり

tdptone　1αO　g》yeast　ex鉱act　5．O　g、　NaC110．5　g、　ampicillin　50　mgを含む）300　m：し

に蒔き、37℃で振とう培養した。OD，sooを確認し、　OD600が0．6～O．7でlMIPTG

150・pLを加え、更に一’・一一晩培養後この培養液を9，200　xg、15分間遠心して大腸

菌のペレットを得た。

　ヒトSSAr遣伝子導入大腸菌i．O　gにbugbuser　5．O　m：L加え、氷中で30分間撹

’即した後、4，000　×　9、20分間遠心しそρ上清を酵素原液とし準。酵素原液3．0・mL

を取り・．TA：LON　metal　af血i重y　resin　2　mL中に加え・20分擁とうしてSSArを吸

着させた後、7・・’ ?ｇ．　5分間遠心し、その上清を除き．．　Extracti・n／washbuffer（3・・

’mM　NaClを含む・50　mMリン酸緩衝港pH7・0＞を20　m：L加え」0分間振とうし

て洗浄した後、700xg、5・分間遠心し上清を除き、樹脂をカラムに移し、．

恥ra面on／w飴h　buf臨5．0’血しで洗浄後、　Elution’buffer（300　mM　NaCl、150　mMイ

ミダゾールを含むリン酸緩衝液）5m：しで溶出し精製液とした1

蛋自崖量

　蛋白定量は、標準蛋白として牛血清アルブミンを用いてBradfbrd法により行

ρた。
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SDS一ポリアクリドゲル電気”

　試料溶液に等量g）電気泳動サンプル緩衝液［α1Mhs／HC1（pH　7．6），4％SDS，

12％Mercaptoethano1，20％Glycero1，0．01％Bromopheno1　blue］を加え、90℃、20

分間処理し冷後、電気泳動用グラジエントゲルプレートマルチゲル15／25を用

いて、SPS一ポリアクリドゲル電気泳動を行い分離した。

　ゲルをクマシーブリリアントブルー染色し、バンドを検出した。即ち、ゲル

を染色液A（EtOH　25血L，　H2060血L，．35％HCHO　15　m：L，　Coomassie　brilliant　blue

R．2500．125g）で1時間処理し、次に染色液B（EtOH　25血L，　H2075　m：L，35％

HCHO　l　mL，　Coomassie　brilliant　blue　R－250　O．125　g）で3時間処理した。続いて脱

色液C（EtOH・125・m：L，　H29375　m：L，35％HCHO　5　mL）で約3時間処理しバンド

を検出した。

RI法によるSSAr　性’1定

　0．1Mトリス／塩酸緩衝液（pH　7．8）、3．O　mMスペルミジン、0．4　ptCi／ML［1－i4Cl・・

アセチルCoAの混合溶液と酵素溶液をそれぞれ37℃、2分間プレインキュベー

ションしたのち、混合溶液に酵素溶液を加え反応溶液を100μしとし30℃、10

分間インキュベーションし、1Mヒドmキシルアミセを20μL加え反応を停止

させ、3，000xg、5分間遠心後、その上清50μLを取り、ホスホセルロースデ

ィスクに乗せた。そのディスクをを水・エタノールで洗浄後エコノブmアー10

mしの入ったバイアルビンに入れ、液体シンチレーションカウンター・で計数し、

その放射活性を測定した。
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。トリボ・・クノルスペルミンのム

　ハW－Bis（3－aminopropy1）4，3－prop紐ediam血e（norsperm㎞e）0．9　g（4．78　mmo1）をメ

タノール100mしに溶かし、トリフルオ三酢酸エチル570μ：Lを添加し、アセト

ンドライアイス跨下で6時間反応させた。この反応液に二炭ue－tert一ブチル6．26

g（28．68㎜ol）を添加し室温で2塒問反応させた。との反応溶液膿アンモニ

ア水35m1を添加し室温で16時間反応させた。その後溶媒を留下し、クmロホ

ルム・メタノール・アンモニア水を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーにより精製し、M；v‘；v8一トリボ1＞，クノルスペルミンを得た。（1．549，収率

66．1％，FAB，MS：489［C2燕8N406】う

ハんダンシルノルスペルミンのム

が遼がトリボックノルスペルミン0．2g（O．41　mmol）をメタノール2　mしに

溶：かし、トリエチルアミン0．26μ：L（2．0㎜01）、ダンシルクロライド107．9mg（0．4

㎜01）添加後室温で16時間反応させた。なおこの操作以降はすべて遮光条件

で行った。その後、溶媒を留去しクロロホルム・メタノール・アンモニア水を

用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィトー一一により精製し、M一ダンシル

ぬ翠秘リボックノノレスペルミンを得た．（・．24　9，収2k！　82．4％，　FAB－MS：

721［C，6HsgNsOsSb

　M一ダンシル1轄が遼1一トリボックノルスペルミ．ン0．249（0．33mmo1）にトリラ’

ルオロ酢酸0！79mLを添加して、室温で3時間反応させ脱保護し、トリ：7　！レオ

・酢酸を削去後、『 Gタノール5．・・mしに溶かし、2．・M塩酸飽和三一テノセ1艦

を添加しM一ダンシルノルスペルミン・四塩酸塩を得た。（0．23g，収率51．2％，

FAB－MS　：　422［C2iH30N402S］’　Anal．　Caled　fer　C2　iH3sNsO2S’4HCI’H20　：　C，　44．45　；　H，
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6．93　；N？　12．34，　Found：　C，　43．02　；H，　7．33　；N，　11．73）

Nl一アントラニルノルスペルミンのム

　M，Ai‘ノV8一トリボックノルスペルミンO．29（O．41mmol）をメタノール2血しに溶

かし、トリエチルアミンO．26Pt：L（2．O　m脚1＞、イサト酸無水物65．3　mg（0．41　hmol）

を添加し、室温で7時商反応させた。なおこの操作以降はすべて遮光条件で行

った。その後、溶媒を留去しクロ強ホルム・メタノール・アンモニア水を用い

たシリカゲルカラムク巨マトグラフィーにより精製し、1帆アントラニル

がぜノ♂1一トリボックノルスペルミンを得た。（90．q　mg，収率37．◎％，　FAB・・MS：

608［C，iHs3NsQ7］5

　M一アントラニルMが湖1一トリボックノルスペルミン90mg（0．15㎜01）にト

リフルオロ群酸300μL添加しそ、室温で4時間処馨し、トリフルオロ酢酸を

留去後、エタノール5．’ nm：しに溶かし、2．OM：塩酸飽和エーテル1．6血Lを添加

しM一アントラニルノルスペルミン・四塩鯵：塩を得た。（181．32mg，収率655％，

．FAB－MS：308［Ci6H2gNsO］’　Anal．　Calcd　for　Ci（M2gNsO　e　4HCI：　C，　42．4P　；H，　7：34；N，

15．45．　Found：　C，　42．65　；　H，　7．33　・；　N，　15．52）
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Ni－NBD一ノルスペルミンのム

　Ni，At‘，A18一トリボックノルスペルミン0．2　g（O．41　mmo1）をメタノール2m：しに

濡かし・トリエチルアミンα26μL（2・Omm・1）・4－Chl・r・一7－nitr・一2・1・3r

benzoxa（liazole（NBD－Cl）100　mg　O。50（㎜01）を添加し、55℃、3時間反応させた。

なおこの操作以降はすべて遮光条件で行った。その後、溶媒を留去しクロロホ

ルム・メタノール・アンモニア水を用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーにより精製し、1匹NBD－1φが♂1一トリボックノルスペルミンを得た。（191　mg，

収率73．2％，FAB　一MS：652【C3（IH4gN，Ogb

　M－NBD一がが湖1一トリ：ボックノルスペルミン155　mg（1．45　mmol）にトリフル

オロ酢酸520μL添加して、室温で3時問処理し、トリフルオロ酢酸を留去後、

エタノール5．O　m：しに溶かし、2，0　M塩酸飽和工・・…一…テル0．7　m：Lを添加し！帆NBD一

ノルスペルミン・四塩酸塩を得た。（1S4．O　mg，収率23．9％，　FAB－MS：

352［CisH2sN7031’　Anal．　Caled　for　CiSH2sN703　e－3HC｝：　C，　39．10　；　H，　6．12　；N，　121．28．

Found：　C，　38．44　；H，　5．89　；N，　20．54）

HP：LC去によるSSAr　　’縫与

O．1Mトリス／塩酸雛液（pH　7．8）、50　PtM　Ni．．DNS．NSpm、7諏M［1－14C｝アセ

チルCoAの混合溶液と酵素溶液をそれぞれ30℃、2分間プレインキュベーショ

ンした後、混合溶液に酵素溶液を加え反応溶液を全野100μしとし酵素反応を

開始させた。10分間反応後、60％TCA　20μL加え、12，0eO　x　g、2分間遠心し

徐タンパクし、その上清10μLをイオン先駆相HPLCを用いて分析した。測定

条件は、分析カラム：TOSOH　ODS　80Ts；溶離塁：0。1％「1　FA，　8．0　mMオクタン。

スルホン酸ナトリウム含有75％（wV）メタノール；流速：1．O　mL／min；蛍光検
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出搬：Ex333磁Em544血で行った。
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N1一ダンシルノルスペルミンを用いたSSAT活性測定法の

　　速度論的解析と培養細胞由来試料への応用
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【略　号　】

ODC　：　ornithine　deoarboxylase

AdoMetDC　：　S－adenosyimethionine　decarboxylase

SpdSyn：spe］㎜id血e　synthase

SpmSyn　：　spermine　synthase

S　SAT　：　spennidine　／　spermine　Aii－acetyltrans　feras　e

PAO：polyamine　oxidase
Put　：　putrescine

Spd　：　sp　ermidine

Spm　：　spermine

AdoMet　：　S－adenosylmethionine

DeAdoMet二decarboxylated　S－adenosylmethionine

MTA：5’一deoxy－5’一methylthioadenos血e

NSpd：norspermidine
Ni－DNS－NSpm：IVi－dafisylnorspermine

AcDNS－NSpm：A［i－acetyl－Ni　i－dansylnorspermine

DENSPM：Ni，Aii　i－diethylnorspermine

Ni一一Tosyl－NSpd：Ni－tosylnorspermidine

N1－Tbsy1－NSpm：ノ＞1－tosYlnorsper血ine

Ni，Ni　i－DitosylLNspm：Ni，7Vi　i・一ditosylnorsp　ermine

RI　：　radio　isotope

HPLC　：　high　performance　liquid　chromatography

TFA　：　trifluoroacetic　acid
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【緒　論　襲

　スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンはその生

合成律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）の活性が細

胞増殖刺激に対して早い時期に上昇することや、核酸と強く相

互作用することから、細胞内における遺伝子発現過程に重要な

働きをするものと考えられている1）。ポリアミンの生合成は

ODC、　S一アデノシルメチオニン脱炭酸酵素（AdoMeのC）、スペ

ルミジン合成酵素（SpdSyn）、スペルミン合成酵素（SpmSyn）

の4種の酵素が担っている。また、一度スペルミジン／スペルミ

ンNl　・・アセチル基転移酵素（SSAT）によってアセチル化された

後ポリアミン酸化酵素（PAO）により酸化的に分解される代謝

経路も存在する。（Fig．1）

　この経路はポリアミンの過剰な蓄積を防ぐものと考えられて

いるが、組織が傷害を受けたときにも著しくSSAT活性が上昇す

ることが知られている2）など、詳細な役割は未だ不明である。

また、他のポリアミン合成・代謝系の酵素には有効な阻害剤が

開発されているのに対して、生細胞におけるSSArの有効な阻害
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剤は見出されておらず、未知の部分の多い酵素である。

　これまで、当研究室ではSSArに対する強力な阻害剤を開発す

ることを目指して研究を進めてきている。従来、SSArの活性測

定は、基質にスペルミジン、［1－14q一アセチルCoAを用いて、生

成するN1　・．アセチルスペルミジンの放射線を計数するRI法が用

いられてきた3）が、本法は基質が高価であり、また測定操作が

繁雑であるため、昨年、当研究室の深沢は新規の蛍光基質であ

る2V1－Dansy㎞orspermine（2＞1・・　DNS－NSpm）を用いたHPLCによる

簡便なSSAr活性測定を試み、本酵素の阻害剤スクリーニング法

として有用であることを示した4）。

　本研究では、HPLCによるSSAr活性測定法の高感度化を試み、

更に本法の詳細な活性測定条件を検討した後、細胞内SSAr活性

測定への応用を目的とし、更に阻害剤スクリーニングのための

条件検討も行うことにした。
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Fig．1　Biosynthesis　and　interconversion　ofpolyamine
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【本　論　】

第1章　　HPLCによるSSAr活性測定法の簡便化及び高感度化

　　HPLcによるssAr活性測定法を低レベルな細胞内ssAr活

性測定へ応用するためには、高感度化が望まれたため、基質と

して用いるN1－DNS－NSpmの合成法の検討を行い、　HPLCチャー

ト上での爽雑ピークの除去を行った。更に蛍光団としてダンシ

ル基を有する生成物であるAcDNS－NSpmの蛍光強度が有機i溶媒

濃度により変動することが予想されたため、溶離液の組成も検

討した。これまで蛍光検出器はFL　SPECTRO　PHOTO　METER／

S－3350（SOMA）を用いていたが、最新機種であるSHIMADZU

のRF－10AXLを用いることで更なる高感度化を計り、また、本法

をオートインジェクション化することでより簡便化することに

した。
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HPLCによるSSAr活性測定法ではHPLCチャート上での三三

ピークを除去することで、より高感度な活性測定が可能となる。

特に生成物であるAcDNS－NSpmのリテンションタイム付近にお

ける爽雑ピークは低レベルな細胞内SSAr活性測定を行う際の

妨げとなるため、基質として用いるNi　一DNS　一NSpmの合成過程に

おいてできるだけ除去することが望まれた。

　実際に本研究において基質として用いたノ＞1－DNS－NSpmの合

成法は、まずノルスペルミンの一方の一級アミノ基だけをトリ

フルオロアセチル基で保護した後、Boc基により残りの一級及

び二級アミノ基を保護した。その後。．NH3水を用いてトリフル

オロアセチル基を脱保護し、トリBoc基保護ノルスペルミンを

得た。ここで、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精

製し、より純度の高いトリBoc基保護ノルスペルミンを得た5）。

これを原料としてダンシル化後、再度シリカゲルカラムクロマ

トグラフィーにより精製し、Boc基を脱保護した後に塩酸塩と

した。得られた結晶はエタノールと水を用いて再結晶を行った。
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（合成の部参照）

得られたNLDNS認Spmの純度を蛍光検出波長（Ex　333㎜

Em　544㎜）でHPLCにより確認したところ、基質に対する來雑

ピーク高さは0．1％未満であり、高純度な化合物が得られたこと

を確認した。（data　not　shown）
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1－2AcDNS－NS　mの蛍光強度への有機溶媒濃度の影響

　基質及び生成物の構造中には蛍光団としてダンシル基を有し

ており、その性質上、有機溶媒濃度が高いほど強い蛍光強度を

与えることが予想された。しかし、これまでのHPLC条件検討

においては基質と生成物の分離を優先的に考えており、有機溶

媒濃度に対する蛍光強度の影響を詳細には検討していなかった。

　そこで、有機溶媒としてメタノール、アセトニトリル、それ

ぞれ0～90％（v／v）溶液を溶媒として用い、5μMAcDNS－NSpm

溶液を調製した。蛍光検出波長をEx　333㎜、　Em　544㎜に固定

し、このときの蛍拳強度を測定し、90％メタノール（v／v）溶液

を溶媒としたときに与えた蛍光強度を100として示した。（Fig。

2）

　この結果より有機溶媒濃度依存的にAcDNS－NSpmの蛍光強度

は上昇し、これまで溶離心に用いられている75％（v／v）メタノー

ル溶液の条件においては約80の蛍光強度を与えることが確認さ

れた。また、種々メタノール濃度における励起及び蛍光スペク

トルを測定した結果、メタノール濃度による励起及び蛍光スペ

クトルに大きな変化は見られなかった。（data　not　shown）
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　1－3HPLC条件の検討

　1－2の結果をもとにHP：LC条件を確立した。（Fig．　3）

その結果、基質である2＞1一，DNS　一NSpmと生成物である

AcDNS－NSpmのピークは明瞭に分離され、活性測定試料1検体

につき約10分で測定可能であり、オートインジェクション化に

より一日に100検体の活性測定が可能となった。
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HPLC　conditions

AcDNS－NSpm
　　20　pmol
　　　　　　　　　”””nl」’・s2・es，

Column：　TSKgel　ODS　80TM　（TOSOH）

　　　　　　¢　4．6　x　150　mm　（350C）

Mob　il　phas　e：　O．　I　e／o　TFA　and　8mM　s　odium　octane

　　　　　　　　sulfonate　in　750／e　（v／v）　MeOH

Fiow　rate：　1．0　m］L／min

Detection：　Ex　333rmi　Em　544nm

　　Ni　一tDNS　一NSp：m

，Abt／　20　pmoi

ぼ　　　　　　ロ　　　　　　ロ

0510（min）

Fig．3　Separation　ofAcDNS－NSpm　and　Ali－DNS－NSpm

　　　　　　　　　　　by　ion－pair　RP－HPLC
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1－4　蛍光検出器の選択と検出限界

　1－3において：確立したHPLC条件を用いることで、より高感度

な生成物（AcDNS－NSpm）の検出を可能とし、更に基質と生成

物ピークを短時間のうちに明瞭に分離可能なことから、高感度

化及び簡便化へと繋がった。また、ここでは蛍光検出器として

用いていたFL　SPECTRO　PHOTO　METER／S－3350（SOMA）を、

最新機種であるSHIMADZUのRF－10AxLに変更することで、更

に感度は上昇した。

　以上、種々の高感度化を目的とした検討を行った後にAcDNS－

NSpmの標品を用いて検量線を作成したところ、30　fmol～20

pmolまで良好な直線が得られ、　S／N比3における検出限界は

30：imo1であった。　（：Fig。4）
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第2章　　細胞内SSAr活性測定への応用

　　通常、細胞内のSSAT活性は低く、RI法での測定だけが可

能であった6）・しかしながら・基質にスペルミジン・［1一’4Cl一ア

セチルCoAを用いて、生成する［1－14q標識されたNl一アセチルス

ペルミジンの放射線を計数するRI法では、前処理として生成す

る［1－14C］標識されたNl一アセチルスペルミジンをフィルターに吸

着後、［1－14q一アセチルCoAの洗浄操作が必要となる。しかし、

この前処理では［1・・i4C］一アセチルCoAがブイルターに残る可能性

は否定できず、低レベルなSSAr活性測定においては誤差が大き

くなるため、正確な活性測定ができているか疑問点であった。

　そこで、本章ではまず25μMDENSPM投与し、　SSAr活性を

誘導した細胞試料について本法の細胞試料への応用を検討し、

細胞試料における本法の活性測定条件を確立した。その後、本

法がRI法と比較してどれほどの感度を有するか検討した後、25

μMDENSPM投与細胞と無処理細胞における詳細なSSAT活性

の経時変化を測定した。
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2－1ガーDNs』Ns　mを用いたssAr活性測定法の細胞試料への

　25μMDENSPMを24時間投与しSSAT活性を誘導した細胞試

料を用いて10分間インキュベーション時における

AcDNS－NSpm生成の細胞試料濃度依存性及び細胞試料5．0

μg／tUbeにおける反応時間依存性調べた。（Fig．5）その結果、細

胞試料濃度依存的及び反応時間依存的に生成物量は増加し、本

法は細胞試料に応用可能であった。
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　　1．　Dese　dependency
（II垂cu褒｝a煮＝藍。蔓獲｛i】【x監e　：　10　min）
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2－2　細胞試料における活性測定条件の確立

　これまでRI法を用いたRat　7）8）、　Human　g）、　Chicken　io）におけ

るSSAr活性測定の報告があり、それぞれポリアミン及び

Acety1－CoAの基質親和性に違いがみられた。ここでは、ラット

肝がん由来HTC細胞内SSArに対するN‘　一DNS　一NSpm及び

Acetyl・・CoAの真のKm値を求めることで基質親和性を確認し、

細胞試料を測定する際の基質濃度条件を決定した。

　Aii－DNS－NSpmとAcetyl－CoAの真のKm値は、　S㎞onらの方法

Il）に準じて測定、算出した。即ち、2＞1一・DNS－nNSpm（2～40μM）及

びAcety1－CoA（10～100　pM）を用いて種々の濃度における

AcDNS－NSpmの生成速度を比較した。その結果、生成速度の

7＞1－DNS－NSpm濃度依存的な飽和曲線が各Acety1－CoA濃度で得

られ、（Fig．　6）各Acety1－CoA濃度に関して二重逆数プロット

を行った結果、1点に集約する直線群が得られ、基質である

Ni…DNS－NSpmがSSArによってアセチル化される一連の反応は、

典型的な二基質二生成物反応（Bi－Bi反応）であることが示され

た。（Fig．7）
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　更に、Acetyl－CoA濃度の逆数に対して、　Fig．　7で得られた各

直線におけるY軸切片（1八JaPP）及び傾斜（K．aPP／vaPP）を再プロ

ットし解析した結果（Fig．8）、ノ＞1－DNS－NSpmの真のKm値は約

11μM、Acetyl－CoAの真のKm値は約13μMであることがわかり、

RI法で用いていたAcetyl－CoA濃度が不十分であることも示唆さ

れた。（Fig．9括弧内）この結果をもとに、本法に用いる基質濃

度を決定し、活性測定条件を確立した。（Fig．9）
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Experimentai　conditions

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Present

Tfis－HCI　buffer（pH　7．8）　O．　I　M

Acetyle－CoA　50　ptM
N‘一DNS－NSpm　40　pM
Enzyme　solution

（　Previous　）

（7．3　ptM）

（50　ptM）

IOO　pL

Protocols

incub　ate　at　370C　fo　r　10　min

　　　　　　g

Add　50　ptL　of　30e／e　TCA

　　　　　　g

Cennifuge　at　15，000　x　g　fbr　10　m血

　　　　　　g

inj　ect　I　O　ptL　of　sup　ematant　to　HPLC

HIPLC　conditions

　　　　Colunm：　TSKgel　ODS　80TM　（TOSOH）　¢4．6　x　150　mm　（350C）

　　　　Mobil　phase：　O．IO／e　TFA　and　8mM　s　odium　octanesulfonate

　　　　　　　　　　　　in　75e／o　（v／v）　MeOH

　　　　Flow　rate：　1．OmL／min

　　　　Detection：　Ex　333nm　Em　544nm

Fig．9　Assay　for　SSAT　by　HPLC　method
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2－3M－DNS」NS　m、　NS　d、　S　dに対する見かけのK語直及び

Vmax値の比較

　2－1では本法の細胞試料への応用が可能であることを示し、2－2

では実際に細胞試料に応用する際の活性測定条件を確立した。

ここでは、生成物量という・観点から、本法とRJ法とを比較する

ために本法で用いる蛍光基質とRI法で基質として用いられるス

ペルミジン及びノルスペルミジン等の天然ポリアミンを用いた

場合の最大反応速度を比較検討した。

　同一細胞試料を用いて50μMAcetyl－CoAにおけるノ＞1－DNS－

NSpm、　Norspermidine（NSpd）、　Spermidine（Spd）の見かけのKm

値及びVm、x値を測定した。その結果、見かけのKm値はそれぞ

れ10、15、26（μM）、Vm。x値はそれぞれ1．0、0．8、23（pmoYmin）

であった。また、SpdのVm、、を100（％）としたときの反応速度を

算出した。（Table　l）

　この結果より、ノ＞i－DNS－NSpmとSpdの見かけのKm値及び反

応速度の間に大きな差が見られないことから、2＞i・・DNS一　NSpmを

基質として用いる本法と、Spdを基質として用いる斑法の一定
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時間における生成物量は同等であることが示唆された。したが

って、生成物の検出においてより高い感度を有する本法の方が

RI法と比較して高い感度を有することが示された。

　また、ノ＞1－DNS－NSpmとNSpdにおける見かけのKm値の間に

も大きな差が見られないことから、Nl－DNS覗Spmのもつダンシ

ルアミドプロピル構造が基質認識において大きな影響を与えて

いないことも示唆された。
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Table　1　Substrate　specificity　of　S　SAT　in　HTC　cell

CompouRd Strueture
APP段re瞳t　Km　Maxim段l　rate

　（1．i，］M）　　　　　　of　re匿垂ctio】臓（％）

　　　　　　　　　　　　　　　　　o

燃NSpﾚC恥⑧軸V昼～〈NH2

sym－Norspermidine

s舳i血e

H2N’N－A奄奄撃鰍堰fVNNH2

H2N四hNH2
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001
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2－425MDENsPM投与によるHTc細胞内ssAr活性の経

時変化

　本法の細胞試料への応用としてSSArの誘導剤として知られ

るDENSPMを25μMの濃度で投与し、ラット肝がん由来HTC

細胞内のSSAr活性の経時変化を測定した。（Fig．10）

　その結果、25　pM　DENSPM投与後、8時間目に採取した試料

からSSAr活性は上昇し、48時間後には無処理の細胞に対して

約800倍の活性上昇が見られた。また、このときの無処理の細

胞では、0時間から48時間においてSSAr活性に大きな変動は

見られなかった。

　今回の実験では25μMDENSPM投与による細胞の成長阻害は

確認されなかった。（Fig　11）

　24時間培養した無処理の細胞25×106cellsにおける試料につ

いて活性測定を行った結果、Acetyl－CoA無添加時には：確認でき

なかった生成物であるAcDNS－NSpmのピークがAcety1－CoA添

加時では1．3pmo1のピークとして検出された。（Fig．12－1．矢印）

尚、基質由来の爽雑ピークが生成物であるAcDNS－NSpmのピー
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クと重なることから、（Fig　12－1．破線矢印）溶離液の組成を変

更し爽雑ピークと分離したところ活性測定の結果は通常の

HPLC条件で行った結果と同一であり、爽雑ピークの影響はほと

んど見られないことが示された。（Fig．12－2）
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第3章　h－SSAr阻害剤スクリーニング法の確立及び阻害剤候

　　　　補化合物の阻害効果

　当研究室ではh－SSAr遺伝子導入大腸菌を所有しており、精製

したh－SSArを用いた本酵素に対する強力な阻害剤の開発を目

指している。そこで、本章ではまずh－SSArを用いる阻害剤スク

リーニング系を確立し、更に本法を用いて阻害剤候補化合物の

スクリーニングを行った。
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第1節　h－SSAr阻害剤スクリーニング法の条件検討

3－1－1h－SSArに対するN1－DNS－NSpm及びAcety1－CoAの真の

K醜値の算出

　h－SSArを用いた阻害剤スクリーニング法の条件を決めるにあ

たり、h－SSArに対する1＞’一DNS－NSpmとAcetyl－CoAの真のKm

値を求めた。

　2Vl－DNS－NSpm（05～100μM）及びAcety1－CoA（1～10μM）

を用いて種々の濃度におけるAcDNS－NSpmの生成速度を算出し、

1．2と同様の方法lo）で両基質の真のKm値を求めたところ、

ノ＞i－DNS　一NSpmの真のKm値は約12μM、　Acety1－CoAの真のKm

値は約28μMであった。（data　not　shown）
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3－1－2N1　一DNS　一NS　mのAcet　1－CoA認識部立への影響

　1＞1・・DNS　一NSpmのダンシルアミドプロピル構造がSSArにおけ

るAcetyl－CoA認識部位をAcetyl－CoAと競合している可能性が

示唆されるため、高濃度のAcetyl－CoA条件（5～200μM）を用

いてSSAr活性を測定し、　Acetyl一　CoA認識部位への影響を調べ

た。（Fig．13）

　50、100、200μMにおけるAcety1－CoA大過剰な条件において、

SSAT活性に大きな変化が見られないことから、　Ni－DNS－NSpm

の有するダンシルアミドブuピル構造がAcetyl－CoAと競合して

いる可能性は低いことが示唆された。また、50μM以上の

N1－DNS」NSpm濃度において基質あるいは生成物阻害によるもの

と思われるSSAr活性の低下が確認された。

67



（
鎖
量
で
葺
α
）
〉

2

1．5

i

O．5

o

Ace重y登一CoA（μM）

zee
lOO
so
20

go

　s

0 20　　　40　　　60　　　80　　　100
　　　　　ユ

　　　N－DNS－NSp憩（μM）
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3－1－3BsA添加によるh－ssAr活性への影響

　本法をSSAr阻害剤スクリーニングに応用するにあたり、細胞

内に混在する多種多様なタンパク質の影響を考慮するためBSA

（0．1～1．O　mg／1nL）を用いてその効果を調べた。（Fig。14）

　その結果、BSA無添加に対して1．Omg加L　BSAでは約50％の

活性上昇がみられた。これは酵素溶液を高倍率で希釈している

ために不安定化していたSSArがBSA添加により安定化したも

のと考えられた。

　以上の結果より、h－SSATを用いた阻害剤スクリーニング時に

は酵素を安定化させる目的で反応液中に1．O　mg／血LBSAを添加

する条件を決定した。
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第2節　h－SSAr阻害剤候補化合物による阻害効果

　h－SSAr阻害剤候補物質として、ポリアミン骨格及び置換基の

数の異なる3種の化合物N1－Tosylnorspermidine（Nl－Tosyl－NSpd）、

Ni－Tosylnorspermine（Ni－Tosyl－NSpm）．　Ni，Ni　i－Ditosylnorspermine

（M，1＞11．Ditosyl－NSpm）を合成し、それぞれのIC50を算出して阻

害効果を比較した。また、このとき1．O　mg加L　BSA添加による

各化合物の阻害効果に及ぼす影響も同時に調べた。（Table　2）

　この結果より、ノ＞i－Tosy1－NSpdに比べ2＞1－Tosyl－NSpmのIC50の

方が低いことから、h－SSArにおけるポリアミン骨格の認識はよ

り電荷の多い方が優位であることが示唆された。また、Ni－Tosyl－

Nspmに比べNi，Nil－Ditosyl－NSpmのIC5◎の方が低いことから、

ポリアミン骨格の両端には立体障害の大きい置換基を持つ方が

阻害効果が大きく、ポリアミン認識部位の両側には疎水的な立

体空間をもつことが示唆された。

　さらに、BSA添加によりIC5◎が高くなる傾向がみられた。Tosyl

基を2つ有するNi，ノ＞l　l・・Ditosyl－NSpmではIC50が2倍となり特に

顕著にこの傾向がみられた。これより、添加したBSAが極性の
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低いTosyl基に何らかの影響を与えていることが示唆された。そ

こで、今後h－SSAT活性部位の構造推察を目的とする阻害剤スク

リ　一ニング時にはBSAを添加しないこととした。しかし、先に

も述べたとおり本来細胞内には多種多様なタンパク質が混在す

ることから、h－SSArに対する強力な阻害剤の開発を目的とする

阻害剤ランダムスクリーニング時には3－1－3において検討した

とおり1．O　mg∠hiL　BSAを添加することとした。
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Table　2　ICso　for　SSAT

Compound Structure ICso（pM）

BSA　（＋） BSA　（一）

Ni－Tosyl－NSpd
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軽
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83e 64e
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第4章　h－SSArに対する抗体の作成

　　SSArのWestern　blottingを行う際の1次抗体として、また活

性測定時に基質として用いる2＞i－DNS－NSpmやSSAr阻害剤候補

物質が実際にSSAr特異的であることを確認するためにh－SSAT

に対する抗体を作成することは非常に有用である。そこで、

h－SSAr遺伝子導入大腸菌より精製したh－SSArを抗原溶液とし

てFreund’s　complete　a（恥vantと混ぜてエマルジョンを作り、蛋白

量として250μgを家兎2羽に感作した。4週間後に抗原溶液を

Freundラs　inGomplete繭uvantと混ぜてエマルジョンを作り、蛋白

量として100μ9の追加免疫を行い、その1週間後に採血した。

更に、感作から8週間後に蛋白量として200μ9の二度目の追加

免疫を静注で行い、その1週間後に採血し、抗体産生の有無を

ドット・ブuット法で行った結果、抗体の産生は確認できなか

った。（実験の部参照）

74



【まとめと考察　】

　本研究において、HPLCによるSSAr活性測定法に、基質とし

て用いていたノ＞1－DNS」NSpmを繰り返し精製すること、及び蛍

光検出器にSHIMADZUのRF－10A）αを用いることで高感度検出

を可能にし、従来用いていたRI法と比較して、簡便で安価なだ

けでなく、高感度なSSAr活性測定法を：確立したことは、今後の

SSAr研究において極めて有用であると考えられる。また、本活

性測定法の細胞試料への応用から、DENSPM投与によりSSAr

活性を誘導した試料だけでなく、低レベルな無処理細胞内SSAr

活性を高感度に測定するが可能になった。即ち、本酵素活性の

小さな変動を追跡することで、これまでに報告のある本酵素活

性とApoptosisの詳細な関係や、これまであまり調べられていな

かったSSAr活性の低下を追跡することで新たな知見が得られ

るものと考えられる。

　今回、その条件を確立したh－SSATを用いる簡便なSSAr阻害

剤スクリーニング法の利用により、今後の本酵素に対する強力

な阻害剤の開発及び本酵素の活性部位構造の推察に大きく寄与
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するものと考えられる。

　また、これにより最近報告された本酵素の持つN一アセチル基

転移酵素活性の薬物代謝への関与12）、肝障害モデルラットやア

ルコール投与ラット　13）における本酵素漕性誘導による組織傷害

性、及び傷害性の軽減を狙った本酵素阻害剤の開発が可能にな

るものと考えられる。
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【実験材料と方法　】

〈試薬〉

　ラット肝がん由来HTC細胞（Monis　7288c）及びMEM－Eagle

粉末培地、L一グルタミン、ペニシリン、ストレプトマイシンは、

大日本製薬株式会社から購入した。ペトリディッシュ（φ10cm）

は、旭テクノガラス株式会社から購入した。

　h．SSAr遺伝子導入大腸菌は、ペンシルベニア州立大学A．　E

Pegg教授より供与されたプラスミドを用い、深沢が調製したも

のを用いた。

　大腸菌の培養において使用した、Tryptone、　Y6ast　extract、　Agar、

Ampicilhnは和光純薬工業株式会社から、　MgC12、　MgS　O4、

D一（＋）一Glucose、　TetracyclineはSigma社から購i回した。

　酵素精製において使用した、TALON　Purific盆tion　Kit　l’ま

CLONTECH社から購入した。

　蛋白定量において使用した、牛血清アルブミン（BSA）は生化学

工業株式会社：から、Coomassie　brilliant　blue　R－250試薬はBio－Rad

社から購入した。
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　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動において使用した、電

気泳動用グラジエントゲル15／25は第一化学薬品株式会社から

購入した。

　抗原の調製において使用した、Freund’s　a（加vantはSIGMA社

から購入した。

　血清の評価において使用した、Poly　v｛nilidene　dinuoride（PVDF）

メンブレンはMILLIPORE社から、　HRP標識抗体（Goat

Anti痢Rabbit　IgG）はBio－Rad社から、発色試薬液（コニカムイム

ノステインHRP－1000）はKONICA社から購入した。

合成において使用した、

N，N；B　is（3－aminopropyl）一1，3－prop　anediamine　（norsp　ermine）．

Di－tert－but！1・1　dicarbonate、はAldrich社から購入した。　Thethylamine、

Trifiuoroacetic　Acid　Etyl　Ester．　1－Dimetylaminonaphaiene－5－sulfonyl

Chloride　（DNS－Ci）．　Isatoic　Anhydride．

4－Chloro一一7－nitro－2，1，3－benzoxadiazole　（NBD－Cl）．　p－Toluenesulfonyl

Chloride（Tosy　l－C1）は東京化成工業株式会社から購入した。　Acetic

Anhy（hideは関東化学株式会社から購入した。
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NLve‘lr，AI2：［11！Bgs21｝g1slAi‘N8　？TrtB　erm　U）“JSt

　N，N’一eB　is（3－aminopropyl）一1，3－prop　anediamine　（Norsp　ermine）　O．9　g

（4．78㎜101）をメタノール100mしに溶解し、　Trifiuoroacetic　Acid

Etyl　Ester　570μLを加え、アセトシドライアイス冷下で6時間反

応させた。この反応溶液にDi・・ter■butyl　dicarbonate　6．26　g（28．68

㎜01）を加え、室温で2塒間反応させた。さらにの反応溶液

に濃アンモニア水35mLを加え、室温で16時間反応させたのち、

メタノールを減圧留去した。この油状の反応混合物をシリカゲ

ルカラム（709）で分離・精製し（クロロホルム：メタノール：濃

アンモニア水＝20：1：0．1で溶出）、？＞i，M；＞8・・TriBocnorspermine

を1．549（3．15㎜01）得た。（収率：66．1％、FAB－MS：489

［C2戯8N40d＋）このうち、1．24g（2．54㎜ol）をクmmホルム12．7

m：しに溶かし、0．2M　Niノ＞4，N8－TriBocnorspemmjne溶液とし、以

後の実験に用いた。また、このとき同時にM，2直DiBocnorspe㎜ine

1。059（クuuホルム：メタノs・・一…一ル：濃アンモニア水＝5：1：

0．1で溶出）も得た。（FAB－MS：389［ClgH40N404］＋）このうち、

1．03g（2．65㎜ol）をク即ホルム13．25画こ溶かし、　O．2　M

A74，A18－DiBocnorspermine溶液とし、以後の実験に用いた。
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NL）Ci：12ali！sy！nsl！1sRs；｝111！llusutll±2i1111Dansinor　mOAJSt

O．2MN1，M，炉一TrBocnorspe㎜血e瀦2血（0．4㎜01）に溶媒

としてメタノール2　mLを加え、　Triethylamine　260　ptL（2．0㎜ol）、

DNS・・C1　107．9　mg（0。4㎜01）添加後室温で16時間反応させたの

ち、メタノールを減圧留去した。この油状の反応混合物をシリ

カゲルカラム（89）で分離・精製し（クロロホルムで溶出）、

N1－D鋤syl－M，炉，M　1－TiB　ocnorspe曲eを0．24g（0．33㎜01）得た。

（収率：82。5％，FAB　一MS：721［C36Hs　gN508S】）

Nl－Dansy1一ガ，細1夏一TIBocnorspe曲e　O．24g（0．33㎜ol）に

Trifluoroacetic　Acid　790　lijLを添加して、室温で3時問反応させ脱

保護し、Trifluoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール5。O　mしに

溶解し2．OM塩酸飽和エーテル0．8mLを添加し

Ni　一D　ansylnorspermine　e四塩醐を0．14　g（0．25㎜01）得た。なお

これら一連の操作は遮光条件下で行った。（収率：62，5％，

FAB－MS　：422　［C2iH30Ns　O2S］’，　Anal．　C　alcd　for　C2iE｛3　sNsO2S　e　4HCI　e

H20：C，　44．45；H，　6．93；N，　12．34．　Found：C，　43．02；H，　7．33；N，　11．73）
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NLi：Atl｝paY11｝gthr　1ino　rmediA」St

O．2　M　Ni，Ai4，7V8－TriB　ocnorspermine　la13液2　mL（O．4㎜01）に灘

としてメタノール2皿を加え、Triethylamine　260　ptL（2．0㎜ol）、

Isatoic　Anhydride　65．3　mg（0．4㎜01）添加後室温で7時間反応さ

せたのち、メタノールを減圧留聴した。この油状の反応混合物

をシリカゲルカラム（89）で分離・精製し（クロロホルム：メタ

ノール：濃アンモニア水＝30：1：0．1で溶出）、2＞i－Anthranyl一

．2V4，7V8，Ni　i－TrB　ocnorspermineを90　mg（0。15㎜ol）得た。（収

率：37．5％，　FAB　一MS：608［C31H53NsO7］＋）

Ni－AAthranyl一　IV‘，7V8，Ni　i－TrB　ocnorspermine　90　mg　（　O．15　mmol）

にTrifiu◎roacetic　Acid　300μLを添加して、室温で4時間反応させ

脱保護し、Trifiuoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール5．OmL

に溶解し2．O　M塩酸：飽和エーテル0．8mLを添加しNl　・・

Anthranylnorspermine　・四輝輝を32　mg（0，07　mmol）得た。なお

これら一連の操作は遮光条件下で行った。（収率：175％，

FAB－MS　；　308　［Ci6H2gNsO］’，　ARal．　Calcd　for　C　i　6H2gNs　O　・　4HCI　：　C，

42．40　；　H，　7．34　；　N，　15．45．　Found　：　C，　42．65　；　H，　7．33　；　N，　15．52）
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NL！EiNll｝1！il：1！1，！1；！IINB　：D　cDA」SiE

O．2M　Ni，M，轟Bocnorspe㎜㎞e溶液2　mL（0．4㎜01）に礁

としてメタノール2　mLを加え、Ttiethylan血e　260　i．tL　（　2．0　mmol）、

｝BD－Cl　100　mg（0．5㎜01）添加し、55℃、3時間反応させたのち、

メタノールを減圧留去した。この油状の反応混合物をシリカゲ

ルカラム（89）で分離・精製し（クロロホルム：メタノール：濃

アンモニア水＝40：1：0．1で溶出）、N’一NBD・”

M，Az8，Ni　i一一TrB　o　cnorsp　ermineを191　mg（0．29㎜01）得た。（収

率：725％，　FAB　一MS：652［C3（H4gN70g］＋）

Nl－NBD－A14，N8，Ni　i－TriB　ocnorsp　ermine　155　mg（0．24㎜ol）に

Trifluoroacetic　Acid　520　PtLを添加して、室温で3時間反応させ脱

保護し、Trifluoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール5．O　mしに

＝溶解し2．OM塩酸飽和エーテル0．6m：Lを添加し

Ni－NBDnorspermine　e四：塩酸：塩を60　mg（0．13　rmno1）得た。なお

これら一連の操作は遮光条件下で行った。（収率：32．5％，

FAB－MS　：　352　［CisH2sN703］’，　Anal．　Calcd　for　C　isH2sN703　e　4HCI　：

C，　39．10　；　H，　6．12　；　N，　21．28．　Found　：　C，　38．41　；　H，　5．92　；　N，　20．70）
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NL）d／L：As2！21：thZYi12apsy！！i1！2EAcetl！ViDans　lnorse　m　cbA」i“Z

0．2M顧8－DiBocnorspe㎜血e溶液4　mL（0．8㎜01）に溶媒と

してメタノール4皿を加え、Triethyl　amine　520　ptL（4．0㎜ol）、

DNS－Cl　100　mg（0．37㎜ol）を少量ずつ兀Cで確認しながら添

加し、室温で33時間反応させた。メタノールを減圧留去した後、

この油状の反応混合物をシリカゲルカラム（8g）で分離・精製し

（クロロホルム：メタノール：濃アンモニア水＝10：1：0．1で

瀦）、Ni　一D　ansyl一　N4，N8　t－DiBocnorspermineを0．31g（0．5　mmol）得

た。（収率；62．5％，FAB－MS：622　［C3iH51N506S］＋）

7Vi－Dansyl－Ai4，？V8－DBocnorspermine　O．29　g（0．47　mmol　）に溶媒と

してクロロホルム2mLを加え、　T冠ethylamine　305μL（2．35

㎜01）、Acetic　Anhydride　44．4μL（0．47㎜ol）添加後室温で塒

問反応させたのち、メタノールを減圧留去した。この油状の反

応混合物をシリカゲルカラム（8g）で分離・精製し（クロロホル

ム：メタノール：＝50：1で溶出）、

Ni・・Acetyl・・IV11・・D　ansy1－A74，N8－DiB　ocnorspennineを87　mg　（0．13

㎜ol）得た。（収率：27．7％，　FAB　一MS：663［C33H53N507S】）

　lvi－Acetyl－Ni’一Dansyl－AZ4，？V8－DBocnorspermine　87　mg　（　O．i3
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㎜01）にTri肋roacetic　Acid　287μを添加して、室温で3時間反

応させ脱保護し、Trifiuoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール

5．OmLに溶解し2．OM：塩酸飽和エーテル0．7mLを添加し

Nl－Ace脚11伽sylnorsp　e㎜ine・三塩醐を29　mg（0．05㎜ol）

得た。なおこれら一連の操作は遮光条件下で行った。（収率：

6．6e／e，　FAB－MS　；　464　［C23H37Ns　O3　S］“，　Anal　C　alcd　for　C23H37Ns　O3　S　’

3HCI　“　1．5H20　：　C，　46．00　；　H，　7．080　；　N，　11．67．　Found　：　C，　45．94　；

H，　6．82　；　N，　11．47）

N2：At！2ecyii｝s｝1si2ggEgls＃！is－Al12pa12etlno　d　O“」Se

N1，M－DBocnorspe㎜id血e　500　mg（15㎜01）に溶媒としてメ

タノール5mLを加え、　Triethylan血e　970露L（75　mmo1）、　Acetic

Anhydride　142　ptL（1．5㎜01）添加後室温で4時間反応させたの

ち、メタノールを減圧留去した。この油状の反応混合物をシリ

カゲルカラム（129）で分離・精製し（クmuホルム：メタノール：

＝80：1で溶出）、Nl－Acetyl－Al‘，Ai8－DiBocnorspermidineを448　mg

（1．2㎜ol）得た。（収率：813％，　FAB－MS：373　［C，3H53NsO7S］）

　Ni－Acety1－Ai‘，Az8－DiBocnorspermidine　448　mg（1．2　mmo1）に
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Trifluoroacetic　Acid　2　mLを添加して、室温で6時間反応させ脱保

護し、Trifiuoroacetic・Acidを減圧留去後、エタノール5．O　mしに溶

解し1，0M：塩酸エーテル3．OmLを添加し

N1－Acetylnorsp　e㎜id血e・二塩醐を230　mg（0．90㎜01）得た。

（収率：62．0％，FAB－MS：173　［C8HlgN30i］＋，　Ana1．　Calcd　fbr

CsHigN30i　“　2HCI　：　C，　39．03　；　H，　8．60　；　N，　17．07．　Found　：　C，　38．78　；

H，　8．50　；　N，　17．00）

t：Tlse　O“Ji“Z

O．2M　Ni，A14，N8－TfB　ocnorsp　e舳e溶液3　mL（0。6㎜01）に溝

としてメタノール2凪を加え、Triethylamine　390　ptL（3．0㎜01）、

Tosy1・一C1　114。4　mg（0．6㎜ol）添加後室温で16時間反応させたの

ち、メタノールを減圧留去した。この油状の反応混合物をシリ

カゲルカラム（109）で分離・精製し（クロロホルムで溶出）、

Ni　・・To　sy1一　A］4，Ai8，Ni　i－TrB　ocnorsp　ermineを0．33　g（0．51　mmo　l）得た。

（収率：85．6％，　FAB　一MS：643　［C，6H27N402Sl］＋）

N1・・To　syl一　N4，Az8，Nl　1－TriB　ocnorsp　ermine　O．33g（0．51㎜ol）に

TriHuoroacetic　Acid　L　l　mLを添加して、室温で16時間反応させ
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脱保護し、Trifiuoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール5．O　m：し

に溶解し1。OM塩酸工s・一一・・一テル1．8m：Lを添加し

lVTi－Tosylnorspermine・三塩酸塩を0。11　g（0．24㎜ol）得た。収率：

40．3e／e，　FAB－MS　：　343　［Ci6H27N402S　i］“，　Anal．　C　alcd　for

Ci6H27N402Si’3HCI：C，　42．53；H，　7．36；N，　12．40．　Found：C，　41．86　；

H，　7．04　；　N，　12．04）

Ni　．Ni　i．．DiTosvlnors　e㎜血eの合成

M，辞DiBocnorspe㎜㎞e溶液0．529（1．3㎜ユol）に溶媒としてメ

タノール4　mLを加え、Thethyla曲e　870μ（6．7㎜ol）、Tosyl－Cl

O．519（2．68㎜◎1）を添加し、室温で16時間反応させた。メタノ

ールを減圧留去した後、この油状の反応混合物をシリカゲルカ

ラム（35g）で分離・精製し（ヘキサン：酢酸エチル＝3：1で溶

出）、Nl，N11のitosy1－M，ぬBocnorspe曲eを0．36　g（0．5㎜01）

得た。（収率：39．7％，FAB　一MS：697［C23H33N404S2｝＋）

Ni－D　ansy1－Al‘，N8－DB◎cnorspermine　O．36　g（0．5　mmo1）に

Trifiuoroacetic　Acid　1．2　mLを添加して、室温で4時間反応させ脱

保護し、T面uoroacetic　Acidを減圧留去後、エタノール5．O　mしに
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溶解し1，0M：塩酸エーテル2．7　mLを添加し

Ni，Ni　i・・D　itosyllnorspermine・二盤塩を280　mg（0．49　mmol）得た。

なおこれら一連の操作は遮光条件下で行った。（収率：389％，

FAB－MS　：　497　［C23H33N404S2］＋）

有機溶媒濃度によるAcDNS－NS　mの蛍光強度への影響

　有機溶媒としてメタノール、アセトニトリルを用い、それぞ

れ0～90％（v／v）にDNS－NSpm　5μMとなるように調製した。蛍

光検出波長をEx　333㎜、　Em　544㎜に固定し、このときの蛍光

強度を測定するとともに、メタノールでは励起及び蛍光スペク

トルも測定した。分光光度計はRF－5000（島津製作所）を使用し

た。

イオン対逆相HPLC測定条件

分析カラム：TSKge10DS　80TM（TOSO恥4．6皿皿×150㎜；カ

ラム温度：35℃；溶離液：0．1％TFA，8．O　mMオクタンスルホン

酸ナトリウム含有75％（v／v）メタノール；流速：1．O　ml／min；蛍光

検出器：RF－10AxL（SHIMADZU）；蛍光検出波長：Ex　333㎜Em

544㎜で行った。
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細胞培養

　ペトリディッシュ（φ10cm）に培地（1◎％NBS及び1mMア

ミノグアニジンを含むMEM－Eagle培地）10mLを加えて37℃、

95％air　一　5％CO2、　pH75、05－5．O　x　106　cells／petri　dishとなるよ

うに植え継ぎ維持した細胞を実験に用いた。

　細胞を0．5x106　cells／petri　dishとなるように播き24時間後に

25μMDENSPM投与を開始し、一定時間ごとに細胞を集めた。

細胞試料の調製

　一定時間培養後、培地を除きPBS　3　mL　x　3回洗浄し、遠心し

て集めた細胞にPBS　I　OO　yL加え、超音波破砕機VP－30S

（TAITEC．　OUTPUT　C　ONTROL　5．　PULS．　DUTY　CYCLE　500／e）

を用いて30sec　x　3回、潮岬下超音波破砕した試料を4℃、105，000

xgで30分間超遠心し、その上清についてO．1　M　Tris－HCI　buffer

で24時間透析したものを酵素溶液とした。また、DENSPMを投

与した細胞はPBS　500μLを加え、四四心後、その上清について

同様に透析したものを酵素溶液とした。

細胞試料における活性測定条件の検討
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　O．1　M　Tris－HCI　buffer　（　pH　7．8　）．　N’・一DNS－NSpm　（2’“一401．tM　）．

Acetyl－CoA（10～100μM）及び酵素溶液20μL（25μM　DENSPM

投与細胞試料）を含む反応液100　S．Jしについて、37℃で10分間

酵素反応を行った後、30％TCA　50μLを加え除タンパクし、

15，000xg、10分間遠心後、その上清10μしについてイオン対逆

相HPLCを用いて分析した。

N1－DNS－NS　m、　NS　d、　S　dに対する見かけのKm値及びVmaxの

塑
　0．1　M　Tris－HCI　buffer（pH　7．8）、　NSpdまたはSpd（2～40μM）、

50μMAcetyl－CoA及び酵素溶液20μL（25μM　DENSPM投与細胞

試料）を含む反応液100μしについて、37℃で10分間酵素反応

を行った後、30％TCA50μLを加え除タンパクし、15，000　x　g、

10分間遠心後、その上清10μしについてOPAポストカラムイオ

ン対逆相HPLCを用いて分析した。

OPAポストカラムイオン対逆相HPLC測定条件

分析カラム：Shiseido　CAPCELLPAK　C18　UG120　S5　¢　4．6㎜×

150　irm；カラム温度室温；溶離液：10mMヘキサンスルホン
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酸ナトリウム、8％アセトニトリル、0．02Mリン酸Buf驚r（pH

2．0）；流速：1．O　mL／曲；OPA反応液：0．8Mホウ酸、0．8　M　KOH、

0．3％2一メルカプトエタノール、3・mM・o一フタルアルデヒド（OPA）、

0．1％B噸一35；OPA流速：05　mL／n血；反応槽温度：70℃；蛍光

検出波長：Ex　360㎜Em　450㎜で行った。

2，tA］）lr〈1IIII11！＞i！ISRI！IY！IAIIIkS－K一，ll－iKLI！11！｛2．．．liilllllCllU2ilLIS．ISA［111－llillll！ll＃1．Q．i11111！liSllllijl141DNS　R－Eli‘ecX6　fikil」ig　i｝ii！iLtigiiilg｝HiliiiiiiSiL

O．1　M　Tris一一HCI　buffer（pH　7．8　）．　40　laM　N’一DNS－NSpm．　50　1．“NZ［

Acetyl－CoA及び酵素溶液を含む反応液100　liLについて、37℃で

10分間酵素反応を行った後、100％TCA　10μLを加え除タンパク

し、12，000xg、10分間遠心後、その上清2◎μしについてイオン

対逆相HPLCを用いて分析した。また、25μM　DENSPMを投与

した細胞の活性測定では、30％TCA　50μLを加え、12，000　x　g、

10分間遠心し、その上清10　1．tしについてイオン可逆相HPLCを

用いて分析した。

活性測定に用いるh－SSAr酵素溶液の調製

h－SSAr遺伝子導入大腸菌0．29にbugbuster　L　O　mLを加え、氷

中で30分間撹搾した後、4，000xg、20分間遠心し、その上清に
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ついて1，0000倍希釈したものを酵素溶液とした。

h－SSArに対するDNS－Ns　m及びAcet　1－CoAの真のKm値の算

坦

　O．1　M　Tris－HCI　buffer　（pH　7．8　）．　N’一DNS－NSpm　（O．5’v　lOO　IAM　）．

Acetyl－CoA（O．5～200ptt｛）及び酵素溶液20μLを含む反応液100

μしについて、370Cで10分間酵素反応を行った後、30％TCA　50μL

を加え除タンパクし、15，000xg、10分間遠心後、その上清10　PtL

についてイオン対逆相HPLCを用いて分析した。

h－SSArに対するA　arent・Km値の算出　ors　e㎜1dme

　O．1MTiris－HCI　buffer（pH　7．8）．　Norspermidine（2”一401．“VI）．　50

PtVI　Acetyl－CoA及び酵素溶液20μLを含む反応液100μしについ

て、370Cで10分間酵素反応を行った後、30％TCA　50μLを加え

除タンパクし、12，000xg、10分間遠心後、その上清10μしにつ

いてイオン対逆相HPLCを用いて分析した。

BSA添加によるh－SSAr活性への影響

　O．1　M　Tris－HCI　buffer（pH　7．8　）．　40　1．LM　N‘一DNS－NSpm．　50　s．tM

Acetyl－CoA、　B　SA（0～1．O　mg加ML）及び酵素溶液20μLを含む反
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応液100μしについて、37℃で10分間酵素反応を行った後、30％

TCA50μLを加え除タンパクし、15，000　x　g、10分間遠心後、そ

の上清10μしについてイオン対逆相HPLCを用いて分析した。

h－SSArに対する阻害剤候補物質のIc5◎の算出

　O．1　M　Tris一一HC1　buffer（pH　7．8）、40μMハ凡DNS』NSpm、50μM

Acety1－CoA、阻害剤候補物質（10～10001AM）及び酵素溶液20μ：L

を含む反応液100　IALについて、37℃で10分間酵素反応を行っ

た後、30％TCA　50μLを加え除タンパクし、15，000　x　g、10分間

遠心後、その上清10μしについてイオン対逆相HPLCを用いて

分析した。

大腸菌に用いる培地の調製（1Lあたり）

　SOB　Medium（液体培地）

　Tryptone　20．O　g、　Yeast　eXtract　5．0　g、　NaC10．5　gを蒸留水1しに

溶：かし、オートクレーブ滅菌後に1MMgC1210　mL、1　M　MgS　04

10　mL、2M　D一（＋）一一Glucose　10　miLを0．42μrnフィルターを用いて

無菌的に加えた。

　LB－a卑picilhn－tetracychne　agar　Medium（寒天培地）
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　Tryptone　10．O　g、　Ybast　extract　5．O　g、　NaCI　10．O　g、　Agar　20．O　gを

蒸留水1しに溶かし、オートクレーブ滅菌後に50　mg／㎞L

ampicilhne　l　mL、5mg／mL　tetracychne　25　mLを0．42μmフィルタ

ー一 �pいて無菌的に加えた。

大腸菌の継代と保存

　LB－amp　icillin－tetracycline　agar　Me　diumを用いて線画培養し、

h－SSAr遺伝子導入大腸菌のシングルコロニーをピックアップし

たものをSOB　Medium　3　mL中で懸濁した。37℃、オーバーナイ

ト、200叩mで振とう培養した後、オートクレーブ滅菌済みの

50％グリセロール300μしと菌液700μしとを凍結用チューブに入

れてよく混合し、一一80℃のフリーザーに入れて凍結保存した。こ

の際、数十本に分注しておき、以後の大腸菌の継代・培養に用

いた。また、一度溶かしたフリーーズストックはオートクレーブ

滅菌し、使い捨てとした。

大腸菌培養

　滅菌済み試験管に無菌的にSOB・Medium・3・mLを取り、h－SSAr

遺伝子導入大腸菌液のフリーズストックから氷の小片を試験管
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に移し、懸濁した。37℃、200　rpmで試験管培養し、オーバーナ

イトカルチャーをつくった。・滅菌済み500mL振iとうフラスコに

SOB　Mediu：m　200　m：Lを入れ、50　mg／血L　ampicilline　O．2　mL、5

mg／ML　tetracychine　O．5　mLを0．42μmフィルターを用いて無菌的

に加えた。ここにオーバーナイトカルチャー05mLを無菌的に

加え、37℃、200　rpmで振とう培養した。　OD6◎◎を確認し、　OD　60◎

が0．6～0．7で1M　IPTG　150姻Lを加え、さらにオーバーーナイトで

培養後この菌液を9，200xg、15分間遠心して集菌した。得られ

た大腸菌のペレットは適量の洗い用Buffer（pH　8．0）（10mM

Tris－HCI、200　mM　NaCl、2．5　mM　Putrescine）を加え、撹搾後再び

9，200　x　9、15分間で遠心した。この操作を2回行い、最終的に

得られた大腸菌のペレットを15　iniLのサンプルチュ…一・一一Lブに0．29

ずつ分注し一30℃で保存し、以後の実験に用いた。

酵素精製

　h－SSAr遺伝子導入大腸菌LO　9にbugbuster　5．O　mLを加え、営

舎で30分間撹i絆した後、4，000xg、20分間遠心しその上清を酵

素原液とした。酵素原液3，0mLを取り、TALON　metal　a茄nity　resin
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2．O　mL中に加え、20分間振とうしてSSArを吸着させた後、700

xg、、5分間遠心し、その上清を除き、　Extraction！wash　buffer（pH

7．0）（50mMリン酸Buf財、300　mM　NaC1）を20　mL加え、10分

間振とうして洗浄した後、700xg、5分間遠心し上清を除き、樹

脂をカラムに移し、EXtraction／wash　buffer（pH　7．0）5．0　mしで洗浄

後、Elution　buffer（50mMリン酸Buffbr、150　mMイミダゾール、

300mM　NaCl）5mしで溶出し精製液とした。

蛋白定量

　蛋白定量は、牛血清アルブミン（BSA）を標準蛋白とし、

Coomassie　brilliant　blue　R250試薬を用いるBradford法で行った。

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　試料溶液に等量の電気泳動サンプルバッファー［05M

Tris－HCI（pH　6．8）．　10e／o　SDS．　120／o　B　一Mercaptoethanol，　20“／o

Glycero1】を加え、70℃、15分間加熱した。冷後0．4％Bromophenol

blue飽和溶液を10％（v／v）になるように加え、電気泳動用グラジ

エントゲルプレートマルチゲル15／25を用い、ゲルあたり15mA

の電流を流して泳動を行った。
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蛋白の検出　Coomassie　brilliant　blue　R－250による染色

　SDS－PAGEを行ったゲルに、染色液A（EtOH　50　mL、　H20120

mL、35％HCHO　30　mL、　Coomassie　brilliant　blue　O．2　g）で1時間処

理し、次に染色液B（EtOH　50mL、H20150　mL、35％HCHO　2　mL、

Coomassie　bri11iant　blue　O．5　9）で一晩処理した。続いて脱色液C

（EtOH　125　mL、　H20375　mL、35％HCHO　5　mL）で3時間処理し

バンドを検出した。

抗体の調褻

　TALON樹脂により精製したh－SSArをMLLP　ORE

BIOMAX－10Kを使：用して濃縮した後、0．42μmのフィルターに

かけ滅菌し、これを抗原溶液とした。

　抗原溶液をFreund’s　complete　adjuvantと1：1で混ぜてエマル

ジョンを作り、蛋白量として250μ9家兎に感作した。4週間後

に抗原溶液をFreund’s　inco：mplete　a（lj　uvantと1：1でエマルジョン

を作り、蛋白量として100μg追加免疫を行った。その1週間後

に採血し、血清を得た。感作から8週間後に蛋白量として200μ9

二度目の追加免疫を静注で行った。その1週間後に採血し、血
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清を得た。

　抗体産生の有無はドット・プロット法で行った。メタノール

で前処理した後、TB　S溶液（pH　75）（20　mM　Tris－HCI、500　mM

NaC1）で平衡化させたPoly　vinilidene　difluoride（PVDF）メンブレ

ンに抗原溶液を蛋白量として200　ngスポットした。このとき、

ポジティブコントロールとして、AdoMetD　C　200　ngも同時にス

ポットした。TBS溶液で5分間洗浄し、3％ゼラチンを含むTBS

溶液で1時間ブロッキング処理を行った後、TTBS溶液（O．05％

Tween20－TBS）で5分間3回洗浄した。メンブレンを各スポット

に切り分けた後、TTBS溶液で1，000倍に希釈したコントロ・・一ル

抗血清、追加免疫後抗血清、AdoMetDC抗体とそれぞれ1時間、

室温で反応させた。各メンブレンをTTBS溶液で5分間、3回洗

浄した後、TTBS溶液で10，000倍に希釈したHRP標識抗体（Goat

Anti－Rabbit　IgG）と1時間、室温で反応させた。　TTBS溶液で5

分間、3回洗浄し、TBS溶液で5分間、1回洗浄したものを発色

試薬液（コニカムイムノステインHRP－1000）中に浸し、10分

間、室温で反応させた後、蒸留水でメンブレンを洗浄した。
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限外ろ過法を用いた細胞内遊離ポリアミン濃度測定

　　　　　　　のための基礎検討
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　略号表

AdoMet：S一一Adenosylmethionine

AdoMetDC：S－Adenosyimethionine　Decarboxylase

AG：Aminoguanidine

AOAP：1－Aminooxy－3一一aminopropane

DeAdomet：Decarboxylated　S－Adenosylmethionine

MTA：5’一Methylthioadenosine

ODC：Omithine　Deca　rboxylase

PAO：Polyamine　Oxydase

put：Putrescine

spd：Spermidine

SpdSyn：spermidine　Syntase

spm：Spermine

SpmSyn：spermine　Syntase

SSAT：spermidine／spermine　Ni－Acetyltransferase
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まえがき

　ポリアミン（PA）である、スペルミジン（spd）、スペルミン（sprn）、及びそ

の前駆体であるプトレシン（put）は細胞内に比較的高濃度で存在し、細胞増

殖や分化過程など、さまざまな細胞機能に影響を与えることが知られてい

る”。これらPAは細胞内の生理的条件下において、アミノ基がイオン化し

た多価陽イオンとなり、核酸、膜成分、タンパク質など、陰電荷を持つ細

胞内分子と相互作用する。したがって、PAの細胞内における存在状態とし

ては、他の分子と電気的に結合している結合型と細胞質に存在している遊

離i型（遊離PA）の2種類に大別することができる（Fig。1）。

　細胞機能へのPAの影響について考察する際にはその結合型と遊離型の存

在比がしばしば問題となるm。しかし、これまでの多くの研究は組織あるい

は細胞試料の除タンパク上清中のPA量を測定した結果を議論したものであ

り、その結合型と遊離型を直接細胞試料について、区別して測定した例は

いまだない。したがって、両者を区別できる測定法が確立されれば、細胞

内におけるPA機能の研究に大いに役立つものと考えられる。

　許らは、ラット肝癌のホモジネイトをモデル試料としてホモジネイト中

の遊離型PA量と結合型PA量を求める試みを報告し、限外ろ過膜により試

料をろ過することで、試料中の遊離型PA濃度の見積もりが可能であること

を示した12）。しかし、試料として組織ホモジネイトを用いる限り、細胞外

液による希釈や過激な細胞破壊により、平衡の再分配が起こる可能性が高

く、生理的な遊離型PA濃度の算定には多くの問題点を含んでいるように思

われた。

　　　　　　　　　　　　　　　一一　101　一
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本論

　第一章　限外ろ過法による遊離ポリアミン測定のための基礎検討

　一昨年、当研究室の栗田は、培養細胞内遊離PAの割合を簡便に測定する

方法の開発を目指してFig．2に示すような、細胞内液を分取する「限外ろ過

法」を考案し、予備的な実験を行った。しかし、この方法を用いて実際に

細胞試料への応用を試みるには、いくつかの課題が残されていた。

　栗田の試みた限外ろ過法とは、限外ろ過膜上で凍結融解によって破壊し

た細胞をろ過し、PAが結合している核酸やタンパク質などを通過させずに

細胞内液をろ液中に得その中に含まれる遊離PAの測定を行う方法である。

その特徴としては凍結融解という穏和な細胞破壊、即ちホモジネートした

細胞試料に比べ、より生理的条件に近い形で細胞内液を得ることができる

メリットがある。具体的には、Fig．2に示すように、市販のフィルターユニッ

ト中に組み込まれた分画分子：量10，000の限外ろ過膜上の油に細胞懸濁液を

重層後、遠心して細胞を膜上に分取する。ここで用いる油は細胞の比重よ

りも軽く培養液よりは重いため、遠心によって細胞懸濁液から細胞を分取

することが可能となる。その後凍結融解により細胞膜を破壊し、更に一時

間遠心し、細胞内液を採取するものである。

　栗田はろ過膜、遠心力等についての検討を行ったので、まず、本法のも

つその他の課題についての基礎検討に着手した。Fig．2に示すように細胞を

分取するとき、細胞間に細胞外水が巻き込まれ、ろ液中に混在してくる可

能性は大きい。したがってその課題とは第一に、本法のように細胞内に含
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まれるPAの濃度測定が目的である場合、ろ液中に含まれる細胞降水をどの

ように見積もるかという問題であると考えた。また、実際に細胞外窄の量

を見積もれたとしても、その方法が多くの試料に簡便に応用できるかとい

うことも大きな問題となる。そこで第二の課題は、ろ敵中に含まれる細胞

内水の量を簡便に見積もる方法を編みだすこととした。第三に、測定対象

であるPAのすべてが限外ろ過膜を通過するかという点を課題とした。

　1－1　ろ液中に含まれる細胞外冠容積の測定

　1－1－13H20および1℃一inUlinを用いた細胞内外水容積の測定

　限外ろ過法によって得られるろ液中に含まれる細胞内水と細胞外耳を識

別するに当たっては、従来より細胞内体積の算出法として用いられている

オイル法zDを用いた測定を行った（Fig．3）。具体的には、細胞懸濁液に3H20

（1mCi／rnL）、および細胞に取り込まれないことが知られているi4C－lnulin

（0．081nCi／mL）をそれぞれ1／100量ずつ添加し、5分後にオイル上に重層し

た後、5000×gで遠心し、オイル中の細胞ペレットの持つ放射能をカウン

トすることにより行った。1細胞当たりの容積は、そうして得られた放射能

カウントと細胞数より算出した。細胞外水の割合を知るために、『H，Oおよ

び、14c－ln　ulinの放射能から算出したそれぞれの容積比を調べると、5分か

ら120分までのインキュベーションではほとんど変化なく、14C一一一1：nulinの示

す容積は、3H20の約20％であった（Fig．4）。また、60分間のインキュベー

ションにおける細胞数とペレット中の放射能の蘭係を調べると、『Hおよび、

1℃のいずれも原点を通る直線となり、これらの放射能が細胞数に依存して
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　　　　　　　，

count　the　radio　activities

Fig．3　Separation　of　3H20一一incorporated　cells　by

oil　method
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いることを確認した（Fig。5）。これらの結果から、ペレット中には、20％程

度の細胞外論が巻き込まれてくること、更にまた、1細胞当たりの細胞内水

容積が、約3pしであることがわかった（Fig．6）。これらの結果は、栗田の算

出した実験結果とも矛盾せず、この方法によって、細胞内水と細胞出水の

識別が可能であることがわかった。

　また、ペレット中水容積の測定のために、よりPAの分布容積に近い値を

得ようと考え、3H20より分子量の大きな化合物として14C－Urea（0．05mCi／

m1）を用いた算出方法についても検討した。3H20あるいはi4C一一Ureaを含む

培地に細胞を懸濁後、ペレット中の3H20および14C－Ureaの放射能を調べる

と、算出されたそれぞれの容積比は、徐々に上昇し、60分ほどで100％に

達した。したがって、1細胞当たりの3H20およびi4C－U　reaが示す容積は大

差なく、i4C－Ureaを用いた方が細胞懸濁液に加えてからの平衡化に時間が

かかることがわかった（Fig．7）。

　1－1－2　蛍光物質を用いた細胞漏水容積＝測定の検討

　isotopeを用いた実験の結果、細胞如水と細胞内水の識別が可能なことが

わかったが、isotopeで処理された試料はそのままRI施設以外の実験室でP

A分析に供することができない。そこで、更に簡便な方法で細胞外水を測

定する方法として、細胞膜を通過しないことが知られる蛍光物質を用いた

細胞雨水容積の測定を試みた。使用した蛍光物質の構造はFig．8に示す。5

（6）Carboxyfluorescein（CF）および8－Hydroxypyre：ne－1，3，6，一trisulfonic

acid　nisodiumsalt（HPTS）は生理的なpH範囲では細胞内に入りにくく、顕
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微翼下で細胞外領域を観察するときなどに汎用される試薬であり7’　8）、前者

は酸性条件下で分子型となるため、pH依存的な細胞膜透過性を持つことで

知られる。また、Fluoresceinisothiocyanate－dextran（FrrC－dex）および

Fluoresceinisothiocyanaterinulin（FITC－inu）は、細胞膜を通過しないと

される分子量5000前後の多糖を蛍光標識したものである。

　これらの試薬を細胞懸濁液に投与後、オイル法によって得たペレット中

の蛍光物質量の推移を調べると、Fig．9のように、　CFとHPTSの示す細胞外

水容積は14C－lnUlinのそれに比べて大きく、インキュベーション時間と共

に上昇する傾向にあった。この上昇傾向は、細胞膜への吸着性を予想させ、

また、測定結果も安定しなかったので、この実験系にCFとHPTSを適用す

るには多くの問題点があることがわかった。

　一方で、FITC－dex、　FITC－inuを用いた場合は、14C／－1：nulinを用いた場

合ともほぼ結果は一致しており、これらの物質を用いても、細胞薬水の容

積測定は可能であると考えられた。

　1－1－3　14C一一lnulin、蛍光標識一inulinおよび一dextranの限外ろ過膜通過

　　　　　率の測定

　オイル法では、細胞ペレットに細胞外水が20％程含まれているので、限

外ろ過法を用いてろ液を分取する時には、ろ液中にも細胞薬水が含まれる

ことになる。しかし、ろ液中に含まれる細胞外水量を見積もることができ

るならば、細胞内水におけるPA濃度の測定が可能になる。そこで、オイル

法による細胞内外海容積の測定を限外ろ過法に応用し、ろ液申の細胞内水

　　　　　　　　　　　　　　　噛　113　一
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Fig．9　Extracellular　volume　in　cele　pellet　measured　with
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容積と細胞外水容積の割合について1℃一lnuinを用いて調べた。

　しかし、限外ろ過膜をi4C－lnulin分子が100％通過していないことが分かっ

たため、細胞試料原液中i4C一一lnulinueE92に対するろ章動濃度の割合、すな

わち“1℃一lnuhnの限外ろ過膜通過率”を求めた。

　その結果、限外ろ過法に用いている分画分子量10，000の限外ろ過膜では、

分子量約5000のi4C－lnu　linは膜を100％通過せず、ろ過膜上にのせる原液

量によっても通過率は影響を受け、多くのろ液が膜を通過する場合の方が、

通過率は大きくなる傾向があった。原因の詳細は不明だが、おそらく、限

外ろ過の分画対象とされているタンパク分子と、直線的な糖鎖である

Inu1　in分子の立体構造上の違いが通過率を小さくし、膜を通過する際に一

部が吸着されることによる影響ではないかと考えている。

　細胞試料を本法に用いる場合、膜上に分：取できる細胞数は2～4×106cell　s

で、そのろ液量は微量（5～10μ1の範囲）である。この条件での14C－lnU　lin分

子の通過率は、約60％であった（Fig．10）。したがって以下、ろ凶兆に得ら

れる細胞外水量を見積もる際には、この通過率60％を用いることとした。

　なお、先述の蛍光物質であるFITGdex、　FITC－inuについても限外ろ過

膜通過率の検討を行ったところ、その通過率は著しく低く、20％～30％で

あった（Fig．11）。原因は明かではないが、　inulin分子やdextran分子から分

岐している蛍光基が限外ろ過膜の通過を阻むのではないかと考えている。

したがって、調べた蛍光標識多糖は全て、本実験には適さなかった。
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Fig．1　O　Filtration　rate　of　i　4C一一lnulin　for　ultrafilter

　　　　　　membrane

A）50mg／mlのBSA溶液中に、14C－lnulin、及び3H20をそれぞれ1　11　OO量添加したものを

　限外ろ過膜上に重層し、5000×9で60分間遠心して、限外ろ過を行った。

B）培地に14C・・lnulin、及び3H20をそれぞれ1／100量添加したものを限外ろ過膜上に重層

　し、71×gで60分間遠心して、限外ろ過を行った。
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上に重層し、前者を71×9、また後者は5000×9で遠心して、限外ろ過を行った。
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　1－2　限外ろ過法における凍結融解の効果

　次に、14C－lnuli：nの通過率を考慮して細胞試料を用いる実験を試みた。

まずは本法によって、ろ液中にどの程度の細胞内液が得られるのかを知る

ために、凍結融解を行った試料とそうでない試料とのろ液量の差を比較し

た。

　その結果、凍結融解によって、ろ直中の細胞内水量は凍結融解を行わな

いものに比べて増しており、更に、凍結融解を行わなければ、細胞内水は

殆どう液中に含まれないことが明らかになった（Fig．12）。このことから、

凍結融解を行わない場合には細胞破壊が起こらないため、細胞外液のみが

膜を通過するのに対し、凍結融解によって細胞破壊が起こった場合には細

胞質液のろ過が行われ、細胞内水がろ血中に回収されるものと考えられた。

　したがって、限外ろ過法による遊離PAの測定を行う際には、凍結融解を

施した試料と施していない試料とを用意し、前者のろ液量、及びPA量から

後者のものを差し引けば、細胞内遊離PA濃度の近似が可能であることが示

唆された。

　1－3　PAの限外ろ過膜通過率の測定

　以上の実験結果から、分子量が限外ろ過膜の分画分子量より小さい場合

でも、100％の分子が通過しているわけではないことが明らかになったた

め、PA分子の通過率についても検討を行うべきであると考えた。そこで、

1℃一lnUknと同様の方法でPA分子の通過率を調べた。

　生理的無機イオンおよび、肝臓細胞内に含まれていると予想されている
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濃度のPut、　Spd、　Spmを含む溶液をろ過膜上にのせて遠心し、ろ＝液中のP

Aを分析することによってその通過率を求めると、膜にのせた原液量が少

なく、ろ液量が少ない場合は、PAも限外ろ過膜を100％通過しないことが

分かった（Fi　g　13）。このときの通過率は、　PAの種類によっても多少の違い

があり、PA分子が長鎖になるにしたがって、その通過率も小さくなるといっ

た傾向も見られたが、その差は全てFig。12の偏差内に収まった。この際、

タンパク質の存在がろ過率に影響する可能性を考慮して、50mg　／miとなる

ように牛血清アルブミンを含めた資料についても通過率を求めたが、結果

は同様であった。ろ液量の少ないときの低い通過率は、通過率がPAの電荷

数に影響されないことから、膜の表面電荷の関与する吸着ではなく、膜内

部へのPA分子の保持が原因であるように思われた。

　したがって、通常ろ液量は5～10μ1となるように細胞数を調節してろ

液を分取するため、その範囲における、ろ過率60％を考慮して細胞内水の

PA濃度を計算する必要があることが示唆された。

　1－4　まとめと考察

　オイル法を用いることによる細胞内水容積の算出が可能であることの確

認でき、14C－1：nulinを用いた細胞外水容積の測定が限外ろ過法を行う際に、

ろ痛心に混在してくる細胞外水の補正に有用であることが示唆された。

　更に簡便な細胞呼水容積の測定法の開発を目指して、蛍光物質を用いる

方法の検討も行ったが、調べた蛍光物質はこの実験論には不適切であるこ

とがわかった。
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　PA液（O・1　5mM　put，10mM　spd，10rnM　spm，10◎mM　KCI，2mM　MgC12，10mM　Tris。HCI，　pH7．8）を限外ろ

過膜上に重層後、71×gで60分間遠心して得られたろ液試料と、重層した原液中のPA二度を測定し、比を算出

した。
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　また、限外ろ過膜通過率を求める実験の結果から、分画分子量以下の分

子でも、条件によっては限外ろ過膜を100％通過しないということがわかっ

た。そのうえで、i4C－lnuli：nの通過率を考慮し、限外ろ過法を細胞試料に

応用した結、果、細胞を凍結融解：しなければ、ろ液の殆どは細胞外水に由来

するものであることがわかった。また、PAの限外ろ過膜通過率を調べるこ

とで、ろ液量が少量の時は、PAが限外ろ過膜を100％通過せず、5～10μ1

のろ液量である場合には、その通過率は約60％であることがわかった。し

たがって、限外ろ過法による遊離PAの測定を行う際には凍結融解を施した

試料と施していない試料とを用意し、前者のろ液量、及びPA：量から後者の

ものを差し引き、さらに通過率を補正すれば、細胞内由来ろ液の濃度測定

が可能であることが示唆された。

　細胞内におけるPAは必ずしも核酸などの高分子ばかりではなく、　ATPな

どの低分子ヌクレオチドとも複合体を作って存在していることが知られて

いる。本研究では、このような低分子ヌクレオチドとPAとの複合体につい

ては通過率の検討をしていないが、複合体の分子量が1000以下であると仮

定すれば、PAと類似の通過率を示すものと思われる。したがって、本法に

ようて測定される限外ろ液中のPAは、遊離型および、低分子ヌクレオチド

などと複合体を形成するPAであると考えられる。
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　第2章　細胞容積とポリアミン濃度の関係

　PAが細胞機能に種々の影響を与える分子であることはよく知られている

が、細胞容積への影響に関する報告はあまりない。しかし当研究室では以

前より、細胞内PA量の低下や蓄積によって、細胞容積に変化が生じる観察

結果を得ていたため、限外ろ過法をその実験系へ応用した5）。

　2－1ポリアミン枯渇細胞及び過剰蓄積細胞と細胞容積変化

　まずはこれまでに当研究室で観察されたPA量と細胞容積の関係を確認す

るための実験を、Fig．14に示すプロトコールに従って行った。細胞試料に

はHTC細胞を用い、　PA合成律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素阻害剤で

あるアミノオキシアミノプロパン（AOAP）を培地中300μMになるように投

与した。AOAPの作用点およびPA合成・代謝経路をFig．15に示す。　PAの前

駆体であるputは、オルニチンがOD　Cの作用を受けて生じるため、　AQAP

の投与は細胞内のPA量を低下させる。この際、通常2日程度の処理によっ

て増殖：停止が起こる。実際、AOAP投与4日間の培養により細胞内のput、

及びspdの枯渇が起こり、増殖の停止が確認された6）（Fig．16，17）。そこで、

その間の細胞容積、及び細胞容積分布の変化をコントロール細胞と比較し

つつ、コールターカウンターz2を用いて測定した。その結果、コントローー

ル細胞についてのヒストグラムでは、細胞一つ当たりの容積が2pしの所に

ピークが観察され、容積平均は約3pしとなり、第一章で測定した、細胞内

水容積3pしにほぼ対応する値を示した。一方、　AOAP処理細胞では、処理

時間が増すに従って細胞容積は徐々に減少し、細胞容積分布も幅狭くシャ
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一プに変化することがわかった（Fig　．18）。　Fig．19には、　Fig。18の結果にお

ける容積平均の推移を示した。

　比較的長期間、spdが枯渇した細胞に少量のspdを投与すると、細胞は急

激にspdを蓄積する。そこでFig。14に示したように100μMのspdを投与し、

spdの過剰蓄積細胞を調製した。　spd投与により、細胞はFig．20に示すよう

に投与後急激にspdを取り込み、5時間で細胞当たりのPAにすると、投与前

のコントロール細胞の約15倍、同様にspd投与したコントロール細胞と比

較しても8倍のspdを蓄積した。　spd投与後の細胞容積の変化を先程と同様

にコ…一・…ルターカウンターで調べると、Fig．21に示すようにspdの蓄積に伴っ

て細胞容積は急激に減少し、更にその容積は時間が経過しても回復せず、

容積調節機能の消失が認められた。Fig．21に示す細胞容積は、生存してい

る細胞のみが対象であるが、18時間後には殆どの細胞が死に至った。

　2－2　限外ろ過法のポリアミン過剰蓄積細胞への応用

　細胞質に存在する高分子と結合しないPAは、通常は細胞内PAの数％か

ら十数％であると考えられている。細胞内にはPAが結合し得る核酸の陰電

荷がPAの陽電荷に比べて大過剰に存在するため、生理的条件下、細胞内の

全PA量が多少変化しても、遊離PA量の全PA：量に対する割合は一定に保た

れることが推察される。しかし、前節で調製した細胞は、容積が縮小した

上に、過剰のspdを蓄積しており、遊離PA濃度の調節に大きな変化が起き

ている可能性が高い。そこで、前節における急激なspd蓄積と細胞容積の

減少に着目し、spdの蓄積がピークに達したときの細胞を限外ろ過法に応
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用し、ろ寒中のPA濃度を遊離PA濃度の指標として、その変化を調べた

（Table．1）。試料としては、　spd投与前（A＞のコントロール細胞と、　AQAP処

理細胞、およびspd投与5時間後（B）のコントロール細胞と、　AQAP処理細胞

を比較した。

　Tabl　e．1より、　sp　d投与後（B）の1ぴ細胞あたりの全spd量は、　spd過剰蓄積細

胞がコントロール細胞の8倍弱であったのに対して、その時点の細胞のろ襲

爵spd濃度では、60倍以上であった。一方で、　spd投与前（A）と投与後（B）、

それぞれの時点におけるコントローール細胞の全spd量とろ蟻溝spd濃度を比

較すると、全spd量には2倍近くの変化が起こっているにも関わらず、ろ液

中のspd濃度はほぼ一定に保たれていた。

　2－3　まとめと考察

　本研究により改良した限外ろ過法を用いることによって、spdを過剰に

蓄積した細胞がその容積を縮小し、細胞死に至る際には、細胞質ゾルの限

外ろ液中のPA濃度が上昇することが明らかになった。本研究で用いた限外

ろ過法により得られるろ液には、低分子ヌクレオチド複合体として存在す

るPAも含まれる可能性は高いが、このろ液中PA濃度は細胞における遊離P

A濃度の指標となるものであり、細胞レベルで細胞内遊離型PAの変動を直

接確認した初めての例である。簡便で、多数の検体に応用可能な本法によ
、ノ

り測定されるPA濃度は、懸濁培養可能な細胞系における遊離PA濃度の調

節機構の研究に有用な手段を提供するものと思われる。

　PAが分布しうる細胞内容積や、限外ろ過膜の性質、再現性の確認などを
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Table．1　Spermidine　accumulation　at　5　hour　after

　　　　　　　administration　of　100　pt　M　spermidine

ntrace　u　er　tota　sp

モ盾獅狽?ｎｔ（nmol／106cells）

Spd　concentrat葦on　ln

浮撃狽窒％[trate（amol！μD

Sample
control AOAP control AOAP

A（＋spd，Ohr） 3．72 ＜0。02． 0．87 ＜0。01

B（＋spd，5hr）
8．46

@（1）

64．1

i7。6）

1．08

@（1）

67．3

i62）
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さらに厳密に検討してゆく必要はあるが、今後この方法で細胞内全PAと遊

離PAとの存在比を正確に求める事を検：癒し、遊離型と結合型のPA濃度の

変動と細胞機能の関係の解明に応用したい。

　当研究室ではこれまでに、細胞内PA量の蓄積と細胞容積の関係を、顕微

鏡観察、あるいは3H20による細胞内水の測定によって明らかにしてきた。

今回は、それに加えてコールターカウンターを細胞容積の測定に用いるこ

とで、さらなる知見を得ることができた。即ち、AOAP処理を行うと、細

胞内PA量の減少と共に、細胞容積の減少も観察されるが、その際、細胞容

積の分布が狭い範囲に収束することも明らかになった。このことは、細胞

の状態が均一になったことを示しており、一定の細胞周期の細胞が蓄積し

た状態を示すものではないかと思われる。この細胞容積の減少は、細胞増

殖の停止なども伴って徐々に進行するため、一一eeにPAの直接的な影響であ

るとは言い切れず原因は不明だが、恐らくPAの枯渇により、タンパク合成

が停止し、細胞周期がG1期で停止していることが原因している可能性が高

い。

　一昨年栗田は、3H20による細胞内水の測定により、　spdが枯渇した細胞

に急激にspdを蓄積させると更に急激な細胞容積の減少が起こることを見

いだしたが、測定精度が悪かったために、有意な細胞容積の減少として捉

えることはできなかった。今回、コ・一一…一ルターカウンターを用いて細胞容積

を測定することで、spd蓄積による細胞容積の減少を明瞭に示すことがで

きた。spdを投与してからのこの細胞容：積の変化は、　AQAP処理中に観察さ
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れる変化に比べて急激であり、更にspd蓄積と共に起こることから、　spdが

直接細胞容積に与える影響であることが示唆される。

　このような細胞容積変化と細胞死が観察されるspd蓄積細胞について行っ

た限外ろ液中spd濃度の測定では、　AQAP処理を施したspd投与細胞では、

無処理細胞にspdを投与した場合の60倍を越えるPA濃度が検出された。こ

のことは急激かつ過剰な細胞内spdの蓄積によって遊離spdの濃度調節が困

難になり、その結果として細胞毒性が現れることを示唆している。また、2

倍程度のspdの蓄積が起こっているコントロール細胞では、　spd投与によっ

てもろ劇中spd濃度に大きな変化はないため、ある程度細胞内にspdを蓄積

しても、毒性を現さない範囲で遊離spdを調節できる機構があることも示

唆された。

　遊離spdの調節機構は不明であるが、細胞内に存在する陰電荷を持つ高

分子が、おもにその役割を担うものであると考えられる。本研究に用いた

細胞は動物細胞であり、植物細胞のように細胞内小器官が塩基性成分の貯

蔵に機能する可能性は小さいが、ミトコンドリアがPAのトランスポーター

を有するという報告もあることから、ミトコンドリアが細胞内遊離PA濃度

の調節に関与していることも否定できない。特に、本実晶系でのspd過剰

蓄積細胞で、ミトコンドリアの膨張及び傷害が観察されるSことは興味深い。

　spd蓄積に伴った細胞容積の減少の後に起こる細胞内の原因は不明であ

る。本実験で観察される細胞死も、浸透圧による細胞収縮によって引き起

こされるアポトーシスと同様のメカニズムによって起こる可能性も否定は

できないが、本実験系では、DNAの断片化は観察されず、ミトコンドリア
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の膨張および傷害も観察されており5）、ここで見られたものは壊死に近い細

胞死であろうと考えられる。通例、浸透圧が関与するアポトーシスは、30

％以上の細胞収縮によって引き起こされるという報告があり1”、AOAP処

理の過程でそれ以上のそれ以上の細胞収縮が見られても細胞死に至らない

本実験系との比較は困難であろう。むしろ高濃度に蓄積されたspdによる

毒性が細胞死に関与するものと考えている。spdおよびsprnは、核の凝縮を

試験管内で促進し、また、核酸が関わる多くの酵素に対して低濃度で活性

化、高濃度で阻害を示すことが知られている。また、PAの毒性が細胞内の

代謝によってPAから生じるアクロレインや、アミノプロパナs・・・・・…ルのような

有害なアルデヒドによるとする仮説も報告されている。これらのことは、

異常に高濃度の遊離PAが、毒性の高い代謝物の生成に関与したり、細胞内

の核酸などの高分子に多量に結合し、その機能を阻害した結果生じること

を示唆している。細胞に蓄積性の高いPAの類似体は抗ガン剤の候補化合物

になっており、PAの細胞毒性の本体は、薬剤開発の観点からも今後のPA

研究の重要な課題であろう。
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実験材料と方法

1∠試薬：新生子牛血清（NB　S）はJRH　Bioscience　s、アミノグアニジン（AG）

はSIGMA社から購入したものを用い、1一アミノオキシー3一アミノプロパ

ン（AQAP）は当研究室で合成したものを用いた。3H20（放射比活性：30mCi

／rnD、14C－inU　li：n（3mCi／㎜01）、　i4C－Ure　a（55mCi／mmo1）は室町科学より

購入し、放射能を測定する際のシンチレーターカクテルは、和光純薬工業

のScintiso1　EX－H（成分：キシレン，DPO，　Bis－MSB，非イオン性界面活性剤）

を用いた。オイル法に用いたオイルは、DibutYl　phthalate，Cor：n　oil共に

SIGMA社から購入したものを用い、蛍光試薬は、それぞれ5（6）Carboxyf1－

uoresceinを和光純薬工業より、8－HydrQxypyrene－1，3，6，一trisulfo盛ca－

cid・trisodiurnsalt、　Fluore　sce辻isothiocyanatedextran，　Fluore　sceinis－

othiocyanate－inulinはSIGMA社より購入した。その他化学試薬は関東化

学あるいは和光純薬工業の試薬特級を用いた。限外ろ過ユニットはMLLIP

ORE社のUltrafree－MC（10，000　NMWL　filter　mit）を用いた。

　2麺胞心隔：ラット肝癌由来HTC細胞（Morris　7288c）は、大日本製薬か

ら入手し、一8・O℃で保存していたものを37℃で懸濁培養に供したものを用

いた。培地はSwtm’s　S一一77に、50mM　TIricine，2g／L　Glucose，2mM　Glut－

amine，0．05mM　L－cystine，0．5g／L　NaHCO3を加えて調製し、培養時に体

積比で10％NBS、及びペニシリンGを100unit／mしになるように加えた。

実験に用いた細胞は、1～10×105cells／mしになるように48hr毎に植え継い
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だ対数増殖期のものを用いた。なお、培養実験にはNBS中の血清アミン酸

化酵素による影響を除くため、阻害剤であるAGを培地中、1mMになるよ

うに添加した。細胞数は、細胞懸濁液を0．4％トリパンブルー溶液で2～8倍

に希釈した後、血球測定盤により計数した。その際、血球測定盤の枠に全

体が入っていない細胞は計数から除外した。測定は、5視野について行い、

最高、最低数を除いた3回の計数値の平均を細胞数とした。なお、トリパン

ブルーを取り込んで染まった細胞は死細胞として計数から除外した。

　3　　ル’による　　の　　　：約2×107cells／mしとした細胞懸濁液をオ

イル（Dibu｛yl　ph　thalate：Com雄風10：3）上に重層して60秒間遠心（5000×

g，1min）し、細胞をペレットとして分取した。

　4麺胞内庫容積．の篁出：細胞懸濁液に3H20（1mci／mL）、　i4c一一inulin（o．08

mCi／mL）をそれぞれ1／100量ずつ添加し、51nin後にオイル法によって細

胞を分取した。そして水層の除去、及びオイル層上部の洗浄を行った後、

オイル層を綿棒を用いてできるだけ除去したものを、細胞ペレットとして

分離した。分離したペレットには溶解剤（ソルバブル）を200μL加え、一

晩室温で放置後、翌日液体シンチレーションカウンターを用いてそのペレッ

ト中の溢と1℃の放射能を測定した。ペレットの水容積はその放射能（溢）と、

水層の単位容積当たりの放射能（3H／μL）から算出した。なお、細胞内水容

積は、細胞ペレット全体の容積より1℃一inulmの放射能から算出した細胞外

水容積を差し引いたものを全体の細胞内水容積とし、更にペレット中の細
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胞数より1細胞当たりの値として算出した。

5．”f’による、 嫌　の’　：約2　×　107ce　lls／mしとした細胞懸

濁液に蛍光試薬である5（6）CarbOxyfiuOrescei：n（pH9，　Ex：492nm，Em：517

nm），　8－Hydroxypyrene－1，3，6，一trisulfonicacid　e　trisodiumsa！t（pH9，Ex：

454nm，Em：512nm），　Fluore　sceinisothiocyanate－dextran（pH9，Ex：494

㎜，Ern：520nm）をそれぞれ0。1M　Na　OHで10mMに調製したものを、細胞

懸濁液に1／100感ずつ添加し、5m｛n後にオイル法によって細胞を分取した。

なお、Fluore　sceinisothiocyanate－inulin（pH9，Ex：494nm，Em：520㎜）に

関しては、飽湘溶液の上清を用いた。そして、水層の除去、及びオイル層

上部をPBSで洗浄した後、オイル層を綿棒を用いてできるだけ除去したも

のを細胞ペレットとして分離した。分離したペレットにはクロロホルムと

pH9のホウ酸bufferを各々500μしずつ加え、更にピペットでよく混ぜ、

bufferにペレット中の蛍光物質を抽出した。その後、5000×gで1分間遠心

し、蛍光物質の含まれる上層のbufferを15倍希釈し、蛍光光度計で測定し

た。ペレットの細胞白水容積はその蛍光強度と、水層の単位容積当たりの

蛍光強度から算：出した。

6。　包　PA　の潰　：細胞内total　PAの測定では、細胞を遠心（5000×g，

1min）によってペレットとした後、その上清を除き12．5％トリクロロ酢酸

溶液（内部標準物質N一（3－aminopropy1）cadaverine：2．5nmo1／rnLを含む）

を125μL加えて除タンパクし、その遠心上清を試料とした。限外ろ液中P
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Aの測定では、限外ろ過によって得られたろ液に先述のトリクロロ酢酸溶

液を80μL加え、遠心した上清を試料とした。

　PAの測定は、上記のように調製した試料をHPLCに注入後、分離された

PAを、ポストカラム法により。－Phthaldia　ldehide（OPA）と反応させ、生成

する蛍光を＝測定することで行った（OPA－HPLC法）。分離カラムには、陽イ

オン交換尉脂（JEOL　LC－R一一2）を用い、カラム温度は80℃とした。溶離液は、

2M塩化ナトリウム、0．28Mクエン酸緩衝液（NaOHでpH　5．5に調製したも

の）に12．5％容量のHPLC用メタノールを混合した後、その溶液を0．45μm

のメンブランフィルターによってろ過したものを用いた。反応液としては、

0．4Mホウ酸、0。2％2一メルカプトエタノール、6rnM　OPA、0．1％Brij－3　5

からなる溶液（pH　10．4）を調整後、一晩以上低温室（4℃）で放置したものを用

いた。分離されたPAとの反応温度は80℃とした。溶外液、及び反応液の流

速はそれぞれ08m1／r血、0．25mi／minとした。検出は、励起波長345㎜、

蛍光波長45　Onmで行った。試料はオートサンプラーで注入した。

7．Coulter　cOunterによる　　as の測　：3～8×105cells／mしの細

胞懸i濁液を希釈用溶液（IS　or］poN）で40倍希釈し、細胞容積分布の測定を行っ

た。

　＆限塑液の分取：細胞試料にHTC細胞を用い、　Fig．1のように約2×lo7

cells／mしとした細胞懸濁液から、フィルターユニット中に組み込まれた分

画分子量10，000の限外ろ過膜上にオイル法を用いて細胞を分取した。次に
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水槽をピペット、及び綿棒で除去し、除いた水槽とほぼ同量のオイルを添

加した。その後、試料を密閉するためにチューブの蓋をパラフィルムでお

おい、5◎00×gの遠心を60分間行った。なお、凍結融解を行う試料につい

てはパラフイルムで密閉した試料を、液体窒素による20分問の凍結と、室

温による10分間の融解を3回繰り返し、その細胞膜を破壊した後に、5000

×gの遠心を60分間行った。ろ液容積についてはその重量を測定し、比重

が約1であるとして算：出した。
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