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研究成果の概要（和文）： 
 生体内に多量に存在するが、まだその詳細な役割については判明していないポリアミンに注

目した。本研究課題では、（１）ポリアミンの分子修飾の可能性を調べたところ、細胞膜リン

脂質間のアシル基転移反応の際、共存する生体アミンへの転移反応が副次的に進行する可能性

が示された。さらに、（２）分子修飾ポリアミンが水溶性高分子モデル化合物の腸管吸収に影

響を与えることが示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
   In this study, polyamines that remain to be resolved for detailed roles, was focused to 
investigate novel cellular functions.  The results illustrated that the transfer of polyamines to acyl 
group occurred during the acyl transfer reaction between cellular phospholipids.  Additionally, 
polyamine-conjugated compounds were found to affect intestinal absorption of water-soluble big 
molecules. 
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１．研究開始当初の背景 
 本研究は、ポリアミン分子の特異的な作用

の解明を目指して、これまで系統的な研究が

行われていないポリアミンによる分子修飾に

焦点を当て、ポリアミンによる修飾分子の探

索およびその機能解明を試みるものである。

ポリアミンは、細胞増殖における必須因子と

して認識されているが、その生理作用の詳細

は不明である (Pegg and Faith, Biochem Soc 
Trans. (2007) 35, 295)。哺乳動物細胞には、ス
ペルミジンおよびスペルミジンから生じるス

ペルミン、さらに前駆体であるジアミンのプ

トレシンが存在し、それらの濃度は細胞機能

に複雑に連動して変動する。また、ポリアミ

ンを人為的に枯渇させることによって、細細

の増殖や分化過程は停止あるいは大きく影響

を受け、ポリアミンが多くの標的分子に作用

することで細胞機能をモジュレートしている

ことが推察されている。これまでの研究から、

細胞内ポリアミンの作用はポリカチオニック

分子として核酸の安定化に働く比較的特異性

の低い作用と、細胞増殖に必須のタンパクと

して知られるeIF-5Aの翻訳後修飾基質にスペ
ルミジンが働くなど、酵素反応が関与する特

異性の高い作用に大別されている。比較的特

異性の低い作用に関しては、ポリアミンによ

るタンパク合成促進作用などの観点から多く

の研究成果が蓄積されているが、特異性の高

い作用に関しては、eIF-5Aタンパクやトラン
スグルタミナーゼの基質として働く数例

(Beninatti et al., FEBS Lett. (1998 ) 437, 34, 
Masuda et al., EMBO J.,(2000), 19, 521.)が報告
されているにすぎない。 
 本研究室では、ポリアミンの消化酵素に対

する影響を調べるうちに、セリンプロテアー

ゼなどによりペプチド結合の加水分解が進

行する際、ポリアミンが切断ペプチドのＣ末

端にアミノリシスによって修飾されること

を in vitro実験において見いだした(Ito et al., 
Biochem. Biophys. Res. Commun. (2007) 356, 
159)。このことは、生体内で多くの酵素反応
が進行する際、細胞内に常に比較的高濃度で

存在するポリアミンが、分子修飾の基質にな

ることを示唆するものであり、このような細

胞内外の酵素反応に共役して生成するポリ

アミン修飾分子が、ポリアミン作用に関与す

る可能性があるものと考えた。すなわち、こ

れまで重要な研究対象とはなっていないポ

リアミン修飾分子の存在とその重要性を評

価する必要性があるものと考え、本研究計画

を着想するに至ったものである。 
 
２．研究の目的 
 ポリアミン分子の特異的な作用の解

明を目指して、これまで系統的な研究が

行われていないポリアミンによる分子

修飾に焦点を当て、ポリアミンによる修

飾分子の探索およびその機能解明を試

みる。  

 第一の目的として、ポリアミン修飾分

子の検出方法の開発にあたり、スペルミ

ン修飾分子の選択的抽出および同定法

を確立する。  

 第二の目的として、ポリアミン修飾反

応の探索において、まず、アルキルアミ

ン修飾が予想される酵素反応（プロテア

ーゼ、リパーゼ、転移反応など）につい

て、試験管内においてポリアミン修飾反

応が進行することを明らかにする。そし

て、開発した方法論を腸管などの組織、

および培養細胞に適用し、スペルミン修

飾ペプチド、スペルミン修飾脂質の存在

と構造を明らかにする。  

 
３．研究の方法 
(1) モデルポリアミン修飾分子の選択的抽
出と同定のための方法論の開発 
 ポリアミンは、選択的に検出が容易な官能

基を有しないため、修飾分子の検出には、蛍

光モデルポリアミンの使用を計画し、モデル

ポリアミンとしては、既に当研究室において

修飾ペプチドの検出において有用であるこ

とが明らかになっているピリジルプトレシ

ン (PyPut) (Ito et al., Biol. Pharm. Bull.(2007) 
30,1838) を用いる。ピリジルアミノ基は蛍光
検出が容易であるばかりでなく、他の蛍光基

と異なり MALDI-TOF-MSの励起レーザー光
の波長の照射によっても比較的安定であり

MALDI-TOF-MSによる構造解析には非常に
有利な蛍光標識基である。 
 PyPut修飾ペプチドの HPLCによる分離、
MALDI-TOF-MSによる検出同定方法は既に



 

 

確立しており、本研究では、ポリアミン修飾

脂質を検討するために、PyPut修飾脂質の
HPLC分離と LC−MSによる検出条件を確立
する。 
(2) リパーゼおよび N-アシル基転位酵素によ
るポリアミン修飾反応の確認 
 ポリアミン修飾脂質の生成の可能性を探

るために、リパーゼおよび N-アシル基転位酵
素を対象として、試験管内における PyPut修
飾分子の生成を検討する。また、修飾分子の

生成を確認した際には、スペルミン修飾につ

いて検討する。生成物の確認は、ダンシル化

した後、HPLCによる検出によって行う。 
(3) ポリアミン修飾脂質の合成 
 脂肪酸の酸クロリドを調製し、PyPut ある
いは遊離のアミノ基を一つもつ BOC 保護の
ポリアミンを反応させることで、ポリアミン

修飾脂質を系統的に合成する。 
(4) ポリアミン修飾脂質の作用の検討 
 平成 21年度の研究で合成するポリアミン
修飾脂質について、ラット腸管ループを用い

て、腸管における高分子吸収への影響を調べ

る。 
 

４．研究成果 

 (1) ポリアミンの分子修飾の可能性の探索
および (2) 分子修飾ポリアミンの水溶性高分
子モデル化合物の腸管吸収への影響について

検討した。 
(1) ポリアミンの分子修飾の可能性の探索 
 ポリアミンが修飾される可能性を探るため

に、細胞内反応のN-acyltransferase (NAT)に着
目した。NATは細胞膜のリン脂質であるホス
ファチジルコリンのsn-1位の脂肪酸残基をホ
スファチジルエタノールアミンのアミノ基に

転移する酵素である。この転移反応の際にア

ミンが共存した場合、アミンへのアシル基転

移化合物が生成するかどうか実験した結果、

NATによる細胞膜リン脂質間のアシル基転移
反応の際、共存する生体アミンへの転移反応

が副次的に進行する可能性が示された。 
(2) 分子修飾ポリアミンの水溶性高分子モデ
ル化合物の腸管吸収への影響 
 ポリアミンによる腸管吸収促進作用機構

を解明するために、水溶性高分子モデル化合

物の腸管吸収への影響を検討した。さまざま

なポリアミン類縁体を合成し、ポリアミンの

鎖長及び電荷数が腸管吸収に及ぼす影響を

調べたところ、スペルミン (spm) の腸管吸収
促進作用には、メチレン鎖長よりも電価によ

る影響が大きい可能性がわかった。アシルス

ペルミン (Acylspm) による腸管吸収への影
響を検討した結果、脂肪酸の炭素鎖が長いも

ので、投与直後より顕著な吸収促進がみられ

、その作用は spmより強いことが明らかにな
った。これは Acylspm の疎水性部分が小腸
上皮への到達を早めた可能性や Acylspm が
ミセル形成するなど、spm とは異なるメカニ
ズムで吸収促進作用を発現している可能性

が考えられた。 
 以上の結果からポリアミンが分子修飾さ

れる可能性が示され、分子修飾ポリアミンが

化合物の腸管吸収に影響を与えることが示

唆された。 
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