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は　し　が　き

　本研究の最終目標は、ポリアミンを調節して癌の治療に役立たせるための方

策を見出すことにある。これまで行われてきた多くの研究では、ポリアミンの

枯渇による癌細胞死を目指して種々の化合物が開発され、培養細胞レベルでは

目覚しい成果をあげてきた。しかし、担癌動物或いは癌患者にそれを適用する

と、毒性の問題やポリアミンの取り込みの問題などのために、まだ目的達成の

目途は立っていない。本研究では癌細胞の死滅を目指すのではなく、避けられ

ないポリアミンの取り込みを前提として、癌細胞の増殖速度の低下或いは増殖

停止を目指している。そのために、自然界で一般的に観察されるように、細胞

増殖時に増えるスペルミジン（spd）量を減らし、細胞増殖時に減るスペルミン

（spm）量を増やすことが一つの方策として考えられた。このspd，　spmレベルの

変化の方向性は、培養細胞でスペルミジン合成酵素（spd－syn）を阻害したときに

観察される方向性と同じであり、in　vivoでspd・synを阻害した時の細胞増殖に

及ぼす影響は興味ある問題であった。しかし、in　vivo研究を推進するためには、

多数の生体試料中ポリアミンを正確・迅速に測定する必要があり、また、有用

なspd・syn阻害剤を開発する必要があった。これらの基本的な問題を解決する

ために、測定法としてはHP：LCのように分離に時間がかかる方法ではなく、当

研究室で開発したイオンスプレーイオン化マススペクトロメトリー（IS・MS）に

よるポリアミン分析法を拡張、改良した後、それを利用することとし、阻害剤

の開発では、ラットspd・synの三次元構造の解明が役立つと考えられたので、

それを並行して行った。これらの問題を解決した後、ラットに阻害剤を経口投

’与することにより人為的にspm：spd比を高めたラットの調整が可能なことが

わかり、そのようなラットでは増殖が抑制されることを示した。本研究内容を

次の5項目に分けて報告する。

1 15N標識ポリアミンを用いるトレーサー実験法

（1）開発

（2）ポリアミンの吸収・分布・代謝・排泄（ADME）研究への応用

IS・MSによるジアセチルスペルミンとポリアミンの同時分析法

哺乳動物spd・synの三次元構造と阻害剤の開発

阻害剤の選択とsp（1’　syn阻害モデルラットの調整

モデルラットにおける肝再生の抑制
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［研究成果］

1　15N標識ポリアミンを用いるトレーサ・・一・一i実験法

（1）開発

　　既に当研究室で開発したIS・MSによるポリアミン定量：法は、15N標識ポリ

アミンを内標準物質として天然の14N一ポリアミンを定量する方法である【1］。こ

の方法の原理によれば、15N標識ポリアミンより質量の大きいポリアミンがあれ

ば、それを内標準物質にして、天然及び15N標識ポリアミンを同時に測定する

ことができ、15N標識ポリアミンをトレーサー化合物として利用できることにな

る。さらに質量の大きいポリアミンがあれば、複数のトレーサー化合物を同時

に測定することも可能であろう。この安定同位体を用いる方法は、通常トレー

サーとして用いられている放射性同位体を用いる方法と比べて、いろいろな点

で優れている。すなわち、MSを利用するので、感度的には放射能測定と比べて

遜色なく、定量と同時に同定が行える、また、通常の実験施設で行え、動物実

験のみならず必要に応じて人を対象にしてトレーサー実験ができるなどである。

　本研究では、15N標識ポリアミンより質量の大きいポリアミンとして、プトレ

シン（put）の1，4・位のNを15N、　Cを13Cに変え15N・putより質量数2高められ

た13C，15N・putを基本骨格として、13C，15N－spd、13C，15N・spmを内標準物質と

して合成した【2】。これらを用いて天然の14N一ポリアミン及び15N標識ポリアミ

ンが定量できるかどうかを確かめた。・種々の濃度のput、　spd、　spm、15N・put、

15N－spd、　i5N－spm、に一定量の13C，15N－put、13C，isN・spd、13C，15N・spmを加え

た試料溶液を作り、無水酪酸でH：FB化した後IS・MSで分析した。得られたマ

ススペクトルの一例を：Fig．1に示す。13C，15N－put、13C，15N－spd、13C，isN・spm

tに対するそれぞれput、　spd、　spm、15N・put、15N－spd、　isN・spmのイオン強度

比をとり定量性を調べたところいずれも十分満足できる直線性を示した。また、

方法の信頼性を検討するために、ラット肝の過塩素酸除タンパク質上清一定量

に15N・spd、15N・spmをいろいろな濃度で添加し、　CM・celhulose処理、　H：FB化

後IS・MSで分析し、真度及び精度を調べた。結果をTable　1にまとめて示す。

これらの結果から本法が十分信頼できる方法であることがわかった。

［1］　N．　Furuumi，　D．　Amano，　Y．　J．　Xu，　K　Samejima，　M．　Niitsu，　and

　　A．Shirahata，。4nal　Bioehθ皿～。265，253・259（1998）．

［2］　T．　Hara，　Y．　」．　Xu，　H．　Sasaki，　M．　Niitsu，　and　K．　Samejima，　」．　Labelled

　　Opd．　Ra　diopharm．　43，　1005’1011　（2000）．
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Fig．　1　Simultaneous　mass　analyses　ofendegenous

　　　　　put，spd，spm　and　i　sN－labeled　put，spd，spm

Table　1　Reliability　of　the　method　examined　by　standard　addtion　of

isN－Spermidine　and　i　sN－Spermine　to　aliquets　of　PCA－deproteinized

Supematant　of　rat　livera

is
m－sperraidine　added　（nmol）

2，04 4．1　6 6．壌2 8．1　6 10．2 cv（％）

15
　N一一Spermidine

　　　Spermidine

0．09±0．0壌わ

e．44±o．e2b

o．17±e．el　e．27±o．ol　o．33±o．02

0．44±OP2　O．43±O．03　O．42±O．03
Content　of　spermidine，　699．7nmol／g　of　liverd

O．40±O．02

0．42±O．03

2
益
0

綻
り
6

isN一一spermine　added　（nmol）

2．02 4．04 6．e6 8．08 10．1 cv（％）

isN－spermine　e．10±O．OIC

　　　Sperrnine　GA3±O．e3C

o．17±o．ol　o．2s±o．ol　e．3s±e．02

0．40±o．03　em±o．02　o．42±o．02
Content　ef　spermine，　644．8nmol／g　of　llverd

o．41　te．03

0．43±O．03

（
U
4
嚢

「
1
爵
U

aLiver（290mg）　was　homogenized　successively　with　lml　of　O．IM　HCI　and　lml　of

O．5M　PCA，　the　mixture　was　then　cennifuged，　and　the　resulting　supernatant

was　used．　To　an　aliquot　（100　pt　1）　of　the　supematant　were　added　different　amounts　of

isN－sprmidine（e．g．　2．04nmol）　and　i　sN－spermine（e．g．　2．02nmol），　and　constant　amounts　of

13C，董5N－spermidine（23．7㎜ol）and　BC，15N－spe㎜血e（22．3nmol）as　internal　s伽dards．

b　The　values　are　ion　intensity　rations　of　i　sN－sperm　idine　or　endogenous　spermidine　to

i3C，　i　sN－spermidine，　expressed　as　mean　±　S．D．　（n＝9，　3　samples，　3　determinations／sample）

C　The　same　as　described　in　b，　except　that　spermine　was　measured．

d　Calculated　based　on　the　results　ebtained　with　endogenous　spermidine　or　spermine．
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（2）ポリアミンの吸収・分布・代謝・排泄（ADME）への応用

　　15N糠識ポリアミンをラットに経口投与して取り込み実験を行うに際して、

食餌も含めた腸管内ポリアミンが担癌ラットの癌の生育を促進すると考えられ

ていることから、癌への取り込みも同時に調べることにした。担癌ラットとし

ては、再現性が期待でき、また、15N一一ポリアミンの取り込みや内在性ポリアミン

を正常組織と比較できる固形癌が好ましい、などを条件として、ドンリュウラ

ットの腹水肝癌細胞を同ラットの皮下に移植して固形癌を作成する方法を採用

することにした。腹水肝癌細胞としては、東北大学加齢研究所医用細胞資源セ

ンターから供与された、AH　130（TKGO530）、　AH7974（TKGO540）、　AH　109A

（TKGO529）の三種について検討を行った。これらはいずれも4－dimethylamino－

azobenzeneによる肝癌由来細胞であり、正常肝とポリアミン含量の違いを比較で

きると考えた。種々検討の結果、AH109Aの約106cellsを6週齢のドンリュウラ

ット（♂）の背部皮下に移植して、2週間飼育したものを固形癌担当ラットとし

て本実験に用いることとした。

　15N標識ポリアミンの経口投与実験条件は次のように設定した。食餌中に含ま

れるポリアミンおよび腸内細菌由来あるいは消化液由来などのポリアミンによ

る15N標識ポリアミンの希釈の影響を考慮し、投与量を10μmolまたは20　Fmol／

匹の2系列で行うこととし、さらに投与前12時間絶食した群（Fasting　group）

と食餌を与え続けた群（Feeding　group）とに分けた。また、肝へのisN－spmと

15N－spdの取り込みに際して両者が競合するというSDラットの結果を再検討す

るために、15N－put、　isN－spd、　isN－spmの3者同時投与（15N－PA）と15N－spmの単

独投与の2系列で行うことにした。組織試料の採取は取り込み量が最大になる

投与後3時間に決めた。測定対象組織は、小腸、肝臓、腎臓、癌とした。実験

のスケジュールは下に示すとおりで、15N－PA投与（4群）及びisN－spm投与（4

群）は無血3匹ずつで行った。

Do町・u　raもS（♂）

　　　　　　　　　　　一12hr　8　weeks　＋3hr6　weeks

．．．．一
¥一一一一．．一．．．．．．．．”．”．．．．．．．．．．．一十一．一一一十一．一一．．m－L．．．

Subcutaneous　injection　Oral　administration　Sacriiiice
（AHIOgA，106Cells／rat）　Food（一）

Food（＋）

Oral　administration

IFEagt＃｝g－g！！｝lias　Rt　（12　rats）

isN－PA（　ro　or　2e　pt　moD

isN－Sprr｝（10　or　20　pt　moD

IFss｝xl｝g－gl：gulleedi　（12　rats）

isN－PA（ro　or　20”　moD

isN－Spm（1．e　or　20　pt　moD
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Fasting　groupとFeeding　groupについて、それぞれ対応する10或は20　lmiol投

与のときの15N一標識ポリアミンの測定値を比べてみると、いくつかの例外を除

けば、Feeding　groupの方が明らかに高く、投与量の10或は20μmolが1日のポ

リアミン摂取量のおよそ50～150倍であることを考えれば、食餌による希釈効

果は無視できると思われた。さらに、腸内細菌や消化液由来のポリアミ財によ

る希釈効果についても、10μmolと20μmol投与の値をそれぞれ対応するものと

比べてみて投与量に比例する傾向が見られることから、少なくとも10μmol以上

の15N一ポリアミンー回経口投与実験においては、消化管内の内在性ポリアミン

による影響は余り考えなくてもよいことがわかった。15N－PA投与群の各臓器に

おける15N－pUt、　isN－spd、15N－spmの取り込み量の大小関係は、　Fasting　groupでも

Feeding　groupでも同様な傾向を示した。すなわち、小腸では三者共にほぼ同じ

で、肝では15N－spd＞15N－spm》isN－putの順で、腎では15N－spm＞15N－spd》15N－put

の順であった。癌では他の組織と比べて15N－putが多く、15N－spdは少なく、15N－spm

はさらに少なかった。

⑪
蕊
切
ヨ
睾
蘭
＼
劇
。
巳
償

Small　intestine

iSN－put　igN－spd　isN－spm

　
　
／
0
0
0
0
回
り
0
0

　
　
　
4
3
ウ
鰍
－0

Liver

／

孟5N一】［》ut　　韮『艮繭Spd　　iN－Spm 　iSN－put　ih“一spd　iSN－spm

U　10」u；mol　isN一・pA

翻20μmd　l5N－PA

　　　Tu搬or
　79

　60

　50

　40

　30

　20

　1e

　o　塁『N－Put　嚢『N曹Spd　　晃5NhSpτ臓

圃10μmol　15N－spm

團20μmo115N－spm

　　　　　Fig．　2　i　sN－Polyamines　in　tissues　of　Feeding　Rats

Fig．2はFeeding　groupについての15N一ポリアミンの測定値をヒストグラムにした

ものである。小腸においては10或は20μmol投与で、測定値に明らかな濃度依

存性が認められ、15N－put、　i　sN－spd、　i　sN・・spmの値は各投与量で類似していた。こ

のことは、小腸からのポリアミンの吸収が受動拡散機構によるとする説を支持し

ている。肝臓では15N－PAにおいて、15N－spdの値が15N・・spmの値よりも明らかに

高く、また王5N－spm　20μmolの単独投与での15N－spmの値と15N－PA　20　pmol投与

での15N－spdの値がほぼ同じであった。これは、　spdとspmの取り込み系が同一

であり、spdの方がspmより取り込まれやすいことを物語っている。腎臓では、

肝臓とは逆に、15N－PA投与で15N－spmが15N－spdを上回っていた。これは肝臓だ

けではなく多くの他の組織でも同様な競合が起こり、取り込まれにくかった

isN－spmが排泄のため腎臓に集まり、高値を示したと考えられる。癌組織でも
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15N－PA投与で、15N－spdが15N－spmより高かったが、肝臓と比べてそれらの値は

低かった。概観して、isN－putの腸管からの吸収量：と組織への取り込み量の収支

が合わないのが特に目立った。これは、生体内のアミン酸化酵素により15N－put

が分解された可能性が考えられる。

　　以上、本研究で得られた結果をまとめると、（1）腸管からのput、　spd、　spm

の吸収はほとんど同じで濃度依存性があり、受動拡散機構によるとする説を支

持していること、（2）肝臓など腫瘍組織も含めてspdの方がspmより取り込まれ

やすいこと、（3）腸管から吸収された過量のポリアミンは速やかに腎臓に集まり

排泄に向かうこと、（4）経口投与されたputはspdやspmとは違う挙動を示し、

アミン酸化酵素による活発な代謝を受けるらしいこと、などである。

2　1S－MSによるジアセチルスペルミンとポリアミンの同時分析法

　近年になって、ジアセチルスペルミン（Ac2－spm）が癌患者尿中で増えること

が報告され、患者の予後を予測する指標として利用されている。飢cin㏄mb【yonic

antigenより優れているという報告もあり注目されている。本研究では、　Ac2－spm

をIS－MSによるポリアミン定量法に組み込むことを目的の一つとして行なった。

Li4e8

　9．eOe7

あゑ　りゅフ

二
七ce・・7

三
　429e7

　鉱‘SOe7

aeeed

｛HFB－MonoAes　pd＋RI’

lHなみP糠t珊H4　r

｛HFIrs　pd＋NH　4　r

【KF田）iAd3　pm珊1

【m臨S卿＋NH曝】＋

4th　ase　ssc｝　6ee　tise　7ne　780　sefo　eeo　gtse　leoo　1｛mo　m／z

　・5NP糠重　　itw－Mo罐oA¢S凶

　soo．7　g83．5
Put　a　MgnoAes　pt

49＆6　ll　ssc．7

　　重5艮DiA．cS陣

DiAespm　683．6

6T．
Spc1

751．4

irv．Spd

7sc．5 脚
5

穐
㎜

SINn

10e4．5

　　49＆0　　　　　　　5｛泌0　　5802　　　　　　　ξ駐5、0　　｛認．6　　　　　684，9　　　り50．6　　　　　　　755，4　　　10〔矯，0　　　　　10霊L2

Fig．　3　Mass　spectrum　ofa　mixture　of　five　polyamines　and　their　i　sN－substituents
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　まず、従来の前処理及びIS－MSによる測定のやり方が適用できるかどうかを

調べた結果、特に障害になるような問題は無かった。すなわち、CM－celluloseの

前処理でAc2－spm（およびAc－spd）はput、　spd、　spmと同じポリアミン分画に溶

出されるので、同時分析が可能でありまた、HFB化の条件で脱アセチル化され

ないことが標品のAc－spd、　Ac－spm、　Ac2－spmを用いて確かめられた。それらの

HFB誘導体のマススペクトルをとると、主イオンピークはアンモニウムイオン

を結合したものではなく、プロトンを結合したイオンであることがわかった。

これらの知見を基にして、内標準物質に用いる15N標識アセチルポリアミンを

合成し、設定したIS－MS条件で非標識体と共に分析して得られたマススペクト

ルの一例をFig．3に示す。　HFB－put、　HFB－spd、　HFB－spmでは、既報のとおりH←

結合イオンピークとNH4＋結合イオンピークの両者が検出され、　HN4＋結合イオン

ピークが主イオンピークであるのに対し、HFB－Ac2－spm（及びHFB－Ac－spd）で

は、同様に甘結合イオンピークとNH4÷結合イオンピークが検出されたが、　H＋

結合イオンピークの方が主イオンピークであり、前者の場合とは際立った対照

を示していた。

　標品のHFB－Ac2－spm及びHFB－15N－Ac2－spmの拡大したマススペクトルをFig．4

に示す。ここでm！z　679．3と696．3はAc2－spm由来のピークで683．3と700．3は

isN・・Ac2－spm由来のピークである。このスペクトルに基づきm／z　683．3のイオン

強度に対するm／z679．3のイオン強度比を用いてAc2－spmを定量することにした。

一定量のisN・一Ac2－spmに対し標品のAc2－spm量をかえて得られた検量線は良好な

直線性を示した。

　　　　　　　　　　　　　　683．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Calibration　Graph　of　DiAcSpm　　　　　　　　　　　　　　　｛HFB－iSN－AgSpm－FH　l’
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Fig．　4　Mass　spectrum　ofAc2－spm
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　次に実際の癌患者尿を用いてこの方法の信頼性を検討した。癌患者尿に内標

のisN－Ac2－spmを加え、　Ac2－spmの量をかえて添加回収実験を行った。試料の前

処理は常法にしたがい、測定した結果をTable　2とFig．5に示す。

Table　2　Reliability　of　the　method　examined　by　addition　of

　various　am．ou：nts　of　Ac2－spm　to　u血Le　of　a　cancer　patient　a）

O．1

　Ac2Sρ盤笈added（m盤0垂）

o議5　　　　　　　　の。2 e25 e3

Ratio　b）

ew　（elo）

o．37±e．02c）　e．42　s　o．e2　e．4g±e．e3　e．s6±o．03　o．61±e．e4

　5．4　4．8　5．1　5．4　6．6
e）　To　e．lml　of　urille　were　added　various　amounts　of　Ac2Slnn　and　e．6　nmol　of　isN－Ac2Spm　as　internal　staiidardi

b）　Ac2SpiulisN－Ac？．Spm

c＞Mea塾±S．1）．（n＝9：3samヒP正es，3dcte11血at重。職s／sa盤1P童¢）

O
警
儒

O．5

y　＝　1．22×　＋　O．24

一一

Z．2　一〇．1　O　O．1　O．2　O．3
　　　　　　　　　　　Acゴspm　ad“ed（nmoN）

Fig．　5　Line　arity　of　standard　addition　graph

　この結果から本法が真度及び精度共に満足できるばかりでなく、m／z値から

Ac2－spmの同定も同時に行っており、信頼性の高い方法であることが証明された。

なお、グラフから読み取れるようにこの癌患者尿中には約O．2　nmolのAc2－spm

が含まれており、この値はELISA法の測定値とほぼ一致した。

　すでに癌患者尿中のAc2－spmはELISAやHPLCで定量され、癌の診断・予後

を占うマーカーとして研究が進んでいる。ここでは開発した方法の有用性を調

べる目的で、都臨床研でELISAにより測定された同一癌患者尿を本法で測定し

両者を比較した。17名の患者についてE：LISA法と本法で測定した結果の相関を

見たグラフをFig．6に示す。グラフから相関係数は。．94となりいずれも信頼で

きる方法であることが証明された。同定しながら定量できる本法は、同定は出

来ないが日常測定が可能なELISA法の有用性を確かめることができた。
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3　哺乳動物sp　d－sy遡の三次元構造と阻害剤の開発

（1）三次元構造

　当研究室ではMALDI　ToF－Msを活用して、ラットspd－synの一次構造を決め、

それがヒト、マウス酵素と96％以上の相同性があることから、哺乳動物間では

極めて類似していることを報告した［3】。引き続き、X線回折で立体構造が報告

されているTheア〃zotoga〃maritimaのspd－synを参考にしながら、ラットspd－synの

立体構造を検討することにした。両酵素のアミノ酸配列で目立った違いは、含

まれるシステイン残基の数がT・maritimaでは3個に対してラットでは10個とい

う点にある。したがって、ホモロジーモデリングにより立体構造を考察する際

に、ラット酵素のシステイン残基がSHかSSかを決めることが重要と考えられ

た。タンパク質中システイン残基を同定する方法はいろいろ報告されているが、

還元剤非存在下では変性剤によりほぐれにくい本酵素の性質のため、通常の方

法では明確な結果が得られなかった。種々検討した結果、C25はSSとして存在

しており、他の6残基はSHとして存在していることが証明されたが、残りの3

残基については結論が出なかった。そこでホモロジーモデリングを導入して検

討した結果、いずれもSHに帰属するのが妥当であるという結論になった。した

がって、C25の相手になるシステイン残基が同一プロトマー中には存在しないこ

とになり、それを説明する必要が生じた。T〃mαアitimaを含めて細菌由来のspd－syn

は2量体または4量体で、ラット酵素のN末端から37個のアミノ酸を含むペプ

チドに相当する部分が、β　一hairpin　ff造で絡み合いプロトマー同士を結合してい

ることがX線回折により知られている。C25がこのペプチド部分に位置している

ことを考えると、二つのプロトマーのC25同士でジスルフィド結合を形成して

いる可能性が強く示唆された。最近、Z伽ア敬励’1〃5の4量体から成るアミノブ

頑ピルトランスフェラーゼのプロトマー同士の結合に、ジスルフィド結合の関

与がX線回折により明らかにされた。この結果は哺乳動物spd－synの2量体形成

にC25同士のジスルフィド結合が関与していることを強く支持した。

　ホモロジーモデリングによる活性部位構造はTmaritimaとラットではほとん

ど同じで、進化の過程で維持されてきたことを物語っている。特に、PUt結合部

位にgatekeeping　loopと名付けられた部分があり、これはputが結合するとそれ

を覆うような役割をしていると考えられ、ダイナミックな酵素反応の複雑さを

思わせ、活性部位構造から阻害剤をデザインする難しさを認識させた。

［3］　M．　Wada　D．　Amano，　H．　Hoseda　A．　Shirahata，　K．　Samej　ima，　and　A．　E．　Pegg，

　　Biol．　Pharm　Bull．　22，　889－895　（1999）．
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（2）阻害剤

　Spd－synを選択的に阻害するために、活性部位を標的にしていくつかの競合阻

害剤がデザイン・合成されてきた。Put結合部位と脱炭酸化S一アデノシルメチオ

ニン（dcAdoMet）結合部位に亘り結合するS－adenosyl－1，8－diamino－3－thiooctane

（AdoDAro）は、アミノプロピル基転移反応の遷移状態を考慮して合成された最

も強い阻害剤として知られている。また、dcAdoMet結合部位はspm－synにもあ

り、それを標的とする阻害剤ではspd－synへの選択性が期待できないため、　put

結合部位を標的として、われわれはtrans－4－methylcyclohexylamine（［4Man）や

n－butylamine（BA）などの比較的強い阻害剤を開発してきた。　AdoDATOに比べて、

4MCHAやBAの阻害性は弱いが、細胞増殖時にdcAdoMetが増大すると、競合

によりAdoDArOの阻害性は弱められるのに対し、4MCHAやBAは影響を受け

ないことが実験的に証明されている。さらにAdoDAroはその合成や細胞内取り

込みなどに制約があり、実用面から見てput結合部位を標的とする阻害剤が有用

と考えられる。そこで、本研究では環状の4MCHAと直鎖状のBAをタイプの違

う二つのモデル化合物として、各々について新たに化合物をデザイン・合成し、

精製したspd－synに対する阻害性を比較検討した。

　4MCHAアナログ　これまでの各種化合物による阻害実験およびspd－synの三

次元構造モデルなどから、put結合部位のアミノプロピル基転移反応が行われる

空間は疎水的で比較的広いと考えられたので、4MCHAの4位にメチル基を導入

した4，4－dimethylcyclohexylamine（DMCHA）を合成した。これはcis，　transの区別も

なく疎水空間への親和性も高まるのではないかと考えた。つぎに、4MCHAのメ

チル基の代わりにメチレン基を導入した4－methylenecyclohexylamine（MLCHA）を

合成した。これもcis，　transの区別はないが、二重結合による六出環の自由度の

制約がどのような影響を与えるかに興味があった。また、4MCHAのメチル基を

エチル基に変えたtrans・・4－ethylcyclohexylamine（4ECHA）は、4MCHAと同様にcis，

trans混合物の塩酸塩を再結晶を繰り返して精製した。なお、4MCHAのメチル

基をフッ素に変えた化合物は不安定で合成できなかった。

　BAアナログ　不飽和結合を含む鎖状アミンを調製した。渦中の二重結合の導

入はcis，　trans幾何異性体の問題が生じるため、鎖の末端に二重結合を導入し面

長の違う4－amino－1－butene（ABE），5－amino－1－pentene（APE），6－amino－1－hexene（AHE）

の3種を合成した。また、鎖の末端に三重結合を導入したものとして5－amino－1－

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

　各種化合物の精製spd－synに対する阻害性（IC50）をまとめてTable　3に示す。こ

の結果から、4MCHAアナログの中ではそれに勝るものはなかったが、　BAアナ

ログの中ではAPEが最も強い阻害性を示し、そのIC50は4MCHAと同じ値を示
した。
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　　　　　　　　Table　31Cso　va1鵬s　of　compounds　tested

n－BA　analog＄　IC，，（pM）　4MCHA　analogs IC，，（yM）

　　　　　　　　／／＼＼／！NH・

　　　　　一NH・
　　　　　　　　　ルおム

　　　　　＼／〈＼／NH2

　　　　　　　　　ム　ピ

　　　一NH2
　　　　　　　　　みギム

　　　ノ＼〉／＼＿／NH2

　　　　　　　　　　ム　ピ

　　＝＼v／〈＼＿／NH・

　　　　　　　　　APYN

　　＼〉／篇＼〉／NH2

　　　　　　　　　　ムドいピ　

　　　　　　　　　ガキ　ム

＼／へ＼／〈＼／NH・

　　　　　　　　　ムト　ビ
＝＿／／＼＼／へ＼／／醐・

　　　　　　　　　AHYN

　　35

　　3．8

　13．5

　　3．6

　　1．7

　　20

＞loeo

　　SO5

　　22

　　40

　　’F〈1）　（＞x／NH2

　　　　　CHA

　　　　　　　　　　　　NH2

／憤／…
4MCHA

NH2

　　　　　DM　CHA

×“NH2
　　　　　　　　しく　ム

＼／＼＝二＝＼／…

　　　　　　　イビ　トモム

…快ノ・・
　　　　　　　4HCHA

　　　　　添イNH2
　　　　　　　　　　　0H

　　　17

　430

　　で．7

＞1000

60

f35

85

400
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4　阻害剤の選択とspα一syR阻害モデルラットの調整

　上記阻害剤開発研究により、in　vitroで同等の強い阻害効果を示した4MCHA

とAPEをラットに経口投与し、その効果を比較検討した。6週齢のドンリュウ

ラット（♂）5匹を一群として、コントロール群、APE　100μmo1毎日1回投与群、

及び4MCHA　100μmo1毎日1回投与群について、7日後の肝臓及び腎臓i中のput，

spd，　spmを測定した。結果をTable　4にまとめて示す。　APE投与群の両組織中ポ

リアミン含量はコントロール群と有意な差はなく、APEはin・vivoでは効果を示

さないことが明らかになった。これは恐らくアミン酸化酵素により速やかに代

謝されたためと考えられる。一方、4MCHA投与群ではspdの顕著な減少とspm

の増大が認められ、4MCHAが、　in　vivoで効果を示すことが明らかになった。こ

の結果に基づき以後の研究には4MCHAを用いることとした。

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

　　for　1　week　on　polyamine　contents　in　rat　liver　and　kidney

　　　Uver

唐垂 spm

　　　Ki由ey

唐垂п@　　　spm

co就rd

`PE（100μmd／day）

SMCHA（100μmol／day）

904±52

X67±99

@　　　＊
T42±14重

682±125

V93±82
@　　　　索
｣002±158

559±48　　　　　682±書84

T42±34　　　702±47

@　　　零
R57±75　　　　714±雪23

Values　in　the　Table　show　nmoYg　wet　tissue，　meaR　±　S．D．　of　5　rats．　Significance　between　4MCHA－treated　and

co傭dr就s（ホ：P＜0，05）

　われわれはすでに、HTC細胞の懸濁培養の系で4MCHAの効果を調べ、250μM

4MCHA存在下ではspdレベルはコントロールの2回忌まで減り、spmレベルは

余り変わらず、putレベルは顕著に増え、それらの合計は余り変わらず、生育速

度にも影響が見られないことを報告し、その結果からHTC細胞の生育にはspd

がなくてもputとspmがあればよいのではないかと推察した。また、4MCHA濃

度を1．25mMに上げると、spdレベルはコントロールの1％にまで減り、spmレ

ベルも25％に減り、PUtは250μM処理のレベルを保ち、それらの合計は減少し、

生育速度も顕著に減少し、その減少はspdを添加しても回復せず、4MCHAを培

地から取り除くと回復することを報告した。これらの結果から、4MCHAの濃度

を高めることによる生育速度の減少は、spd－synの阻害によるポリアミン濃度の

変動が一部関与するにしても、生育に必須な部分に4M（MAが作用するためでは

ないかと推定した。このようなin　vitroの実験に加えて、飲料水に4MCHAを溶
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かしてラットに自由に飲ませ続けるin　vivo実験も行った。ラット組織中spdレ

ベルの減少、spmレベルの増大は明らかに0。02％含飲料水で生育したラットより

0．1％含飲料水のラットの方が大きく、後者のラットで見られた体重増加の目立

った減少は、ラットが4MCHAを忌避し水を飲む量が70％も減少したためと考え

た。しかし、この体重減少が4MCHAの作用により生じたことは、濃度を高めた

ときに見られたHTC細胞の生育速度の減少と考え合わせても、十分に考えられ

ることであり、4MCHAのin　vivo効果については定量：的な実験により確認する

必要があった。

　灘饗　ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を一群として、はじめの
平均体重が近似するように四三に分け、各面に生理食塩液1m：しに溶かした濃度

の違う4MCHA（0，30，50，100μmol）を毎日1回経口投与して、1週間に亘り各

群の体重の増加の様子を調べた。Table　5に示すように、体重の増加率は4MCHA

の投与量が増すにつれて明らかに減少することがわかった。　50μmol及び100

μmol投与群：において、投与2日目の一時的な体重増加の停止または減少の理由

は不明である。なお、100μmol投与群については、他の群と比べて行動の活発

さに差が認められたために、1週間後に血液学的検査（15項目）及び血液化学

的検査（16項目）を行った結果、コントロールに比べて特に有意な差は認めら

れず、4MCHAの毒性を窺わせるデータは得られなかった。

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

Ad油締5t《細（μmo1） day

4MCHA 1 2 4 6 8

0 211士21 218士21 239土20 259士23 279士24

30 210士11 219圭10 235±：11 252土13 264土12

50 207土21 208士23 227±：27 242士30 255士30

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

Values　in　the　table　show　body　weight　（g），　mean±S．D．　of　5　rats．　Significance　between

4MCHA－treated　and　contrel　rats　（＊：P〈O．e5）

　組織中ポリアミン濃度への影響　四群のラットについて、7日目の4MCHA投

，与24時間後に肝臓、腎臓、小腸、脾臓を採取し、各組西中のPUt，　spd，　spm濃度

を測定した。Fig．7からわかるように、各組織によりポリアミン濃度は異なるが、

4MCHAの投与量が増すにつれてspdレベルの減少及びspmレベルの緩やかな増

大傾向は共通に認められた。Putは肝臓、腎臓では低レベルを維持していたが、
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代謝回転が活発で、オルニチン脱炭酸化酵素（ODC）誘導のためにputレベルが比

較的高い小腸、脾臓では上昇傾向を示した。これは4MCHAによりputからspd

への合成が抑制されたために、PUtが余剰になった結果と考えられ、全組織を通

じて4MCHAによるODCの目立った誘導はなかったと考えてよい。　Put，　spd，

spm濃度の総和についてみると、4MCHAの投与量が増すにつれて、腎臓はほぼ

伺じ値を保ち培養細胞で見られる結果と矛盾しなかったが、肝臓、小腸、脾臓

では明らかに減少傾向が見られた。これはspdレベルの顕著な減少に対してそれ

に見合うspmレベルの増大がなかったためである。その説明の一つとして、

spd－synの阻害によりS一アデノシルメチオニン脱炭酸化酵素（AdoMetDC）が誘導

されdcAdoMetが存在するにもかかわらず、　spm合成に利用されるspd、すなわ

ち新たに合成された遊離型のspd、が不足したことが考えられる。これを確かめ

るにはわれわれが考案した遊離ポリアミンの測定法［4】が役立つであろう。

　なお、肝臓について、ポリアミン測定用の試料溶液を用いて、4MCHAをダン

シル誘導体にしてその濃度を蛍光HPLCにより測定したが、検出限界3㎜oVg

湿重量で、100μmol投与群でも4MCHAは検出されなかった。このことは4MCHA

が投与24時間後にはほとんど消失していることを示しており、もし4MCHAに
［4］Y．　J．　Xu，　N．　Furuumi，　K．　Sarnejima，　M．　Niitsu，　and　A．　Shirahata，

　Biol．　Pharm．　Bull．　23　（9），　1021”1026　（2000）．

一20一



spd－syn阻害以外の別の作用があればその効果は軽減されているかもしれない。

しかし、4MCHAの未知の作用については代謝産物も含めて考慮しなければなら

ず、今後の課題である。

　長期連；続投与　1週間の4MCHA連続投与により引き起こされた組織中ポリ

アミン濃度の変動が、さらに長期間投与し続けた場合どうなるか、その間に正

常レベルに戻されるような適応が見られるかどうか、を調べるために連続投与

の期間を4週間に延長してその推移を検討した。4MCHAの投与量は、投与ラッ

トがコントロールラットとくらべて、食餌摂取量などで見かけ上違いがないこ

とを条件に、30μmo1と50μmoYdayを選んだ。長期投与の場合、ラットの成長

に応じて投与量を増やさなければならず、各週毎のラットの平均体重を基準に

して投与計画を次のように決めた。

30μmol投与シリーズ：1週30μmo1、　H週38μmol、皿：週45　ymol、　IV週53μmo1

50μmol投与シリーズ：1週50μmol、　Ill週63μmol、皿：週75μmol、　IV週88μmol

実験は前節までに記したと同様に、ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を一群

として、コントロール四群、30脚01投与シリーズ前群、50μmol投与シリーズ

四群に対して、設定4MCHA量を含む生理食塩液1回忌を毎日1回経口投与し、

体重を測定した。各週毎にコントロ・一一ルを含む3シリーズから各一群ずつをと

り肝臓、腎臓、小腸、脾臓を採取し、各組血中のput，　spd，　spm濃度を測定した。

体重増加の減少は50μmol投与シリー…ズで明らかに認められ30μmol投与シリー

ズではわずかだった（IV項目の平均体重：コントロール390　g、30μmol投与シ

リーズ380g、50μmo1投与シリーズ340　g）。また、30　Fmol投与シリ一一ズにおけ

るput，　spd，　spm濃度の変化はコントロールのそれらと比べて差が余りなかった

ので、ここではコントロールと50μmol投与シリーズの結果を示す（Fig．8）。ポリ

アミン濃度の変化は1週目で観察された傾向がIV週目まで持続され、正常な成

長に伴う変化がそれに加わったもので、その間にポリアミンレベルをコントロ

ールのレベルに戻すような変化は認められなかった。各組織でspm濃度には大

きな差はなく、成長の問も各組織でほぼ一定の値を維持していたのに対して、spd

濃度は各組織で大きな差があり、小腸を除けば成長に応じて減少する傾向が見

られ、特に脾臓でその減少は目立った。したがって、spm／spd値は小腸を除けば

成長に伴い大きくなる傾向があり、4MCHA投与群はコントロール群の上昇傾：向

と平行して高い値を保ち続けた。以上の結果から、4MCHAを連続経口投与され

ても見かけ上障害が認められずに、人為的にspm／spd値が高められたラットを調

整できることがわかった。
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　　　Significance　betw㈱n　4MCHA－treated　and　controls（＊＊：p＜O．001，＊：pく0．Ol）

　ポリアミンとの同時投与　経口投与ポリアミンが腸管から吸収されて各臓器

に分布することは良く知られている。4MCHAによりspd濃度を減らしておき、

同時に経口投与によりspdを供給した場合、体重の増加率や組織内ポリアミン濃

度にどのような影響が見られるかを検討した。4MCHAの投与量としては、100

pmo1を採用した。これは、取り込まれるspdが比較的少量でも検出し易くなる

のではないかと考えて選んだ。同時投与spd量は、すでに15N－spdの取り込み実

験から組織内取り込み量が明瞭に判別できる量として、20，50，100μmolが適当

と考え選んだ。また、spm　20μmolの同時投与群についても検討した。　　　、
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　実験は前節と同様に、ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を一群として、は

じめの平均体重が近似するように六群に分け、一群はコントロールとして他の

五群に生理食塩液1　mしに溶かした4MCHA　100　ymol＋（0；spd　20，50，100μmol；

spm　20μmo1）を毎日1回経口投与して、投与開始から8日目に肝臓、腎臓、小

腸、脾臓を採取し、各組織票のput，　spd，　spm濃度を測定した（Table　6）。コントロ

ールにくらべて、spdの顕著な減少とspmの増大は4MCHAを投与されたラット

の全てで共通に見られ、spd同時投与によりその減少分のspdを補うには時間が

かかるように見えた。しかし、各臓器で見られるように、同時投与spdの増量に

伴い組織内spd濃度は徐々に高まる傾向を示した。特に、小腸や腎臓では取り込

みは目立った。組織内spm濃度に及ぼす同時投与spdの効果を見てみると、

4MCHA単独投与の場合にくらべてspm濃度は明らかに低められており、その度

合は同時投与spd量には依存していなかった。これは投与spdが組織内spm合

成を抑制したためで、その理由としては、4MCHAにより誘導されるAdoMetDC

　　　Table　6　Effects　of　spd　and　spm　adrriinistered　simultaneously　with　4MCHA

　　　　　　　once　daily　for　1　week　on　polyamine　contents　in　rat　tissues

Admi　nistered（μ md） Uver Kidney

4MCHA sd s　m d　　　　　　s田 sm／s sd　　　　　　　m sm／ d

囎 繍 一 1295±114　599±35 0．46 660±42　　552±40 0．84

100 一 一 455±52＊＊　974±62＊＊2，14 317±30＊＊756±18＊＊ 2．38

100 20 一 588±88＊＊745±49＊＊t27 4壌8±34＊＊582±18 t39

100 50 一 711±47＊＊720±6董＊＊ tO壌 497±38＊＊567±73 壌．14

100 疇00 一 832±149＊＊769士123 0．92 592±99　　567±53 0．96

唾00 一 20 495±28＊＊1063±28 ＊＊2』5 3葉1±31　壌＊780±39＊＊ 2．51

Admi　nistered（μmd） Intestine Spleen

4MCHA sd s　m d　　　　　　sm s霞ゾs sd　　　　　　　m sm／ d

一 一 聯 1251±86　4科±33 0．33 1632±250　508±40 0．31

擁00 ｝ 　 765±壌05＊＊686±70＊＊ α90 816±139＊＊725±61＊＊ 0．89

100 20 一 965±60＊＊497±32＊ 0．50 1147±77＊604±4壌＊ 0．53

100 50 一 1247±52　516±48＊ α41 1375±壌71＊＊601±87 0．44

100 100 ｝ 1088±197　459±36 0．42 肇381±300　569±97 α41

100 一 20 874±129＊＊713±63＊＊ 0．82 962±235＊695±93＊ 0．72

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

　　　　　Significance　between　4MCHA－treated　and　centrols　（““：P〈O．OO　1，“：　P〈O．el）

が投与spdにより抑制されdcAdoMetが不足したことが考えられる。培養細胞で

’spdを培地に加えるとODC，　A£bMdDCの誘導が直ちに抑制されることは良く知ら

れており、この結果はin　vivOでもそのような誘導抑制がおこることを示した例

と考えられる。Spm同時投与で得られた結果は4MCHA単独投与で得られた結

果とあまり変わらず、spd同時投与の場合とは明瞭な違いがあった。
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　以上のことから、4MCHAとspdの同時投与はspdの取り込みとspm合成の抑

制により、4MCHAにより引き起こされる異常なポリアミンレベルを正常レベル

に戻す効果があるように思われた。しかし、体重増加の度合いについては、予

期に反して、spd同時投与群の方が4MCHA単独及びspm同時投与群より低めら

れる傾向（特に2日目）が認められた。その理由としては、ODCが誘導されな

いままspd－synが4MCHAにより阻害され、本来誘導されるべきAdoMetDCが投

与spdにより抑制された結果、ポリアミンの恒常性に何らかの影響が生じたので

はないかと思われる。

5　モデルラットにおける肝再生の抑制

　動物個体を対象として、いろいろな生理的条件下で組織ごとに或いは細胞ご

とに、その時の細胞機能に適応するように、ポリアミンレベルが調節されてい

ることは確かである。したがって、人為的にポリアミンレベルを変えることは

細胞機能に影響を及ぼす可能性がある。4MCHAをラットに経口投与して組織中

のspm／spd値を正常ラットより高値に維持できることがわかった。　Spm／spd値が

高まる方向性は細胞増殖が停止していくときに一般的に観察されることから、

4MCHA投与モデルラットの細胞増殖系にどのような影響が見られるかを調べ

るために、増殖期として再生肝を選び検討した。

　再生肝重量とポリアミン　ドンリュウラット（♂、6週齢）5匹を1群として、

コントロール四群及び4MCHA投与四群に分けた。投与群には4MCHA　50μmol

を毎日1回経口投与した。1週間後に、コントローゾ1群も含めた全うットに67％の

部分肝切除を施した。投与群は術後も投与を継続した。術後1，2，5，10日目に、

’コントロール及び4MCHA投与の両群から1群ずつをそれぞれとり、再生肝を

摘出した。投与群とコントロール群は部分肝切除時に体重に差があったため、
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再生肝増殖の程度をみる一指標として、体重に対する再生肝湿重量の百分率を

とり、その推移を調べた。Fig．9に示すように、その指標はコントロール群に比

べて4MCHA投与群で低く、術後5、10日目では有意な差を示した。これは、

4MCHA投与群では、肝の再生が本来あるべき大きさに到達せずに終了したこと

を意味している。

　　　　　　曾
　　　　　　ヨ　　
　　　　　　蓄
　　　　　　乱
　　　　　　窟・…

　　　　　　暑
　　　　　　壼
　　　　　　§…。

　　　　　　．輩
　　　　　　羅
　　　　　　魯　。

　　　　　　pa　O　　　2　　4　　6　　8　　m
　　　　　　　　　　　　　　　　day
　　　　Fig．10Change　in　polyamine　levels．

　　　　　　Cofitrol（spd　一［コー，spm－O一）；4MCHA（spd一一一◇一，　spm一一一△一）

　　　　　　Significance　between　4MCHA　treated　and　control　rats．（＊＊：p＜0．001，＊：pく0．Ol）

　再生門中のポリアミンレベルの変動をFig．10にまとめて示す。肝再生初期

（24h）に、　ODCが誘導され、　putレベルの上昇、　spdレベルの顕著な上昇、　spmレ

ベルの下降が観察されることは良く知られている。術後1日目に見られたspd

レベルの急激な上昇には、コントロ」ル群と4MCHA投与群との間で差は認め

られず、術前までの4MCHA投与の影響は認められなかった。しかし、両群の

spdレベルの変動は2目目以後に明らかに違いを示した。すなわち、コントロー

ル群ではさらに上昇が続き5日目まで高レベルを保っていたが、投与群では2

日目で下降に転じ、5日目ではコントロール群のおよそ70％にまで減少した。

一方、spmレベルの変動は緩やかで、4MCHA投与群の方がコントロール群より

高値を保ちながら、術後2日目までは低いレベルを保った後、徐々に上昇し10

日目では、ほぼ術前のレベルに戻った。なお、投与群の5日目のspmレベルが

高めな感じを与えるが、spdレベルの低めな感じと相侯って、　AdoMetDC誘導の

かかわりを暗示させる。なお、PUtレベルは両群間に差はなく、術後1日目が最

も高く、以後減少し続けた。これは肝再生時に見られるODCの一過性の誘導に

よるものであり、4MCHAはそれに影響を及ぼさないことを示している。
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　　　　　　Fig．11　Change　in　total　spd　and　total　spm　during　liver　regeneration．

　　　　　　　　Control　（spd　一一M一一一，　spm　一一〇一一一一一）；　4MCHA　（spd　一Q一，spm　一A一）．

　　　　　　　　Sig翻cance　betwee廷4MCHA鵬ated　and　co甜。嚢fa蔦．（＊：p＜0．Ol）

Fig．11は、spd及びspm合成の様子を見るために、全spd量あるいは全spm量（濃

度×肝重量）を肝再生の過程でプロットしたものである。全spd量について、コ

ントロール群と投与群の間で極めて顕著な違いが認められた。すなわち、コン

トロール群では5日目が最大値で10日目もほぼ同値を保っていたのに対し、投

与群では2日目にほぼ最大値（コントロール群の最大値の約55％）に到達し、以後

10日目までその値を保っていた。コントロール群の5日目の最大値が実際には

3日目には到達していた可能性は高いが、このような事実は、肝再生の初期に、

増殖が終わるまでに必要な大部分の”唐垂рｪ合成されてしまっていることを示し

ていた。全spm量については両群に差は認められず、肝再生の間中増え続けた。

　肝再生において、ODCとポリアミン（主にputとspd）が増大することはよく知

，られた事実であるが、ポリアミンが増殖に重要な役割を演じているかどうかに

ついては、未だ結論が得られていない。or　一Difluoromethylomithineを用いて得ら

れた結果は、ODCの増大が増殖に重要であったという結果とODCの抑制が増殖

に影響を与えなかったという結果に分かれている。近年spd，　spm－N　i－acetyltrans－

feraseトランスジェニックラットを用いた肝再生研究において、　spd　and／or　spm

特にspdが肝再生には重要であることが報告された。本研究で得られた結果もま

たspdの重要性を示唆している。

　免疫組織化学的検討　ラットの部分肝切除後、肝再生のマーカーとして
prolifbrating　cell　nuclear　antigen（PCNA）が有用であることは既に証明されている。

術後2，5，10日目の再生肝についてPCNA染色を行い、全一細胞数に対する

PCNA陽性細胞数の百分率を計算した。　2日目についてみると、コントロ・一・・‘一ル

群は55。3％、4MCHA投与群は28．8％となり、投与群の増殖細胞割合が明らかに

低かった。この傾向は5日目でも見られたが、肝再生がほぼ終了した10日目で

は、両群ともにPCNA陽性細胞はほとんど見られなかった。そのほか、鏡検的
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には、両群ともに異常は認められず、4　MCHAの細胞形態に及ぼす影響は無か

った。

　なお4MCHAの細胞増殖に及ぼす効果を調べるために、再生肝実験とは別に、

小腸上皮細胞及び表皮細胞についてコントロールと比較した。この実験では、

5－bromo－2－deoxyuridine（BrdU）の取り込みを、免疫組織化学的手法で調べた結果、

4MCHA投与群で増殖細胞割合が低いことが認められた。

　以上、4MCHAによる増殖抑制効果が明らかになった。得られた結果はspd－syn

のin　vivo阻害によるspm／spd値の高まりと増殖抑制が関連することを支持して

いる。その関連性をさらに明らかにすべく現在検討中である。
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ま　と　め

　本科学研究費補助金の交付期間中に行われた研究は、in　vitroでspd－synを阻害

した時のspdの減少及びspmの増加が自然界で細胞増殖が停止していくときに

見られる方向性にi類似していることから、in　vivoでspd－synを阻害した時の細胞

増殖に及ぼす影響を調べるために行ったものである。まず、IS－MSによるポリア

ミン分析法をポリアミントレーサー実験法やAc2－spm定量法に応用・拡張して

いく過程で、数多くの生体試料を対象として、含まれるポリアミンを微量で正

確・迅速に測定できる方法に改良された。阻害剤の開発では、spd－synのput結

合部位を標的としてBA及び4MCHAアナログを各種デザイン・合成し、　IC50

値を比較検討する一方、哺乳動物spd－synの三次元構造をほぼ明らかにした。そ

の結果、活性部位構造に基づく阻害剤のデザインは難しいことがわかり、IC50

値の最も低いAPEと4McHAをin　vivo実験用の候補とした。ラットへの経口投

与実験でAPEは効果を示さず4MCHAが効果を示したので、4MCHAを用いる

こととした。ラットに4MCHAを焼目1回一週間経口投与したところ、投与量

依存的に、体重増加の度合いは低められ、各組織中spdの顕著な減少とspmの

緩やかな増大が見られた。一ヶ．月の連続投与でも基本的には同じで、spm／spd比

が高められたモデルラットを調整することができた。モデルラットにspdを同時

投与するとspdの取り込みの様子やspm合成の抑制などが観察され、ポリアミ

ンの生理的意味を調べるために有用であることがわかった。つぎに、再生肝を

用いてモデルラットとコントロールラットで肝再生の過程を比較したところ、

’モデルラットでは肝再生が抑制されており、それがspdレベルと関連することを

示した。PCNAの測定結果からも4MCHAによる増殖の抑制は証明された。

　以上の結果は、これまで関心が薄かったspd－synの阻害が細胞増殖の抑制に関

わることを初めて示唆したものである。本研究課題の固形癌への応用は行わな

かったが、癌治療におけるspd－syn阻害の意味として考えられることは、増殖速

度の遅延や種々の化学療法剤との併用において、用量減による毒性軽減などが

期待できるかもしれない。
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（spd）　and　sp　ermine　（spm）　levels　to　that　observed　whenever　cell　growth　is　arrested．　First，　the　method　of
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by　developing　the　p　olyamine　tracer　method　using　isN’labeled　polyamines　and　the　method　for　determming

Ni，Ni2“diacetylspermine　in　the　urine　ef　cancer　patiellts．　．　Second，　analogs　of　n“butylamine　and

trans　4’methylcyclohexylamine　（4MCHA），　which　are　potent　competitive　inhibitors　at　the　putrescine　binding　site

of　spd’syn，　were　prepared　and　their　inhibitory　activities　tested．　This　revealed　that　5’amino“1－pentene　（APE）

and　4MCHA　had　the　lowest　I　Cso　value．　In　para｝lel　with　this　research，　the　structure　of　the　putrescine　binding
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rats．　The　results　showed　that　the　inhibition　of　spd’syn　repres＄ed　proliferatioR　of　the　regenerating　liver．
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