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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が，細胞増殖

・分化をはじめとする色々な生理的出来事に呼庵して複雑に変動し，

多くの生体高分子の機能発現の調節に深く関わっていることはこれ

までの研究から疑う余地はない．しかし，ポリアミンがどのような

生体高分子にどのように働いてその作用を発現するのかについては，

とりわけ実際の細胞では何もわかっていないのが現状である．

　ポリアミンと生体高分子との結合は，一部共有結合したものを除

けば，平衡反応であり，ポリアミンの種類，また，細胞環境により

その平衡定数は大きく変動するに違いない．細胞内におけるポリア

ミンの役割を明らかにするためには，このように多様で複雑な系を

取り扱い，その詳細を解明していくことが必要である．ポリアミン

研究の困難さはそのような点にあり，この分野の研究の進展に貢献

するためには，ポリアミンの結合状態を解析したり，ポリアミンの

作用部位を特定したり，類別したりするための何らかの方法の開発

が望まれている．

　われわれは昭和63年度へ・平成2年度の本科学研究（一般研究C）に

おいて，ポリアミン結合蛋白のモデルでもあるアミノプロピルトラ

ンスフェラーゼの活性部位をポリアミンの立体制限アナログを用い

て検索し，得られた情報から，それら酵素に対する強力な新規阻害

剤を開発し，また二級アミノ基へのアミノブdiピル基転移反応の発

見，酵素精製のための新規アフィニティカラムの開発などの有用な

成果をあげてきた．

　本研究は，それらの研究の延長線上にあり，ポリアミンの生理的
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意義の解明に役立つ有用な化合物または方法論の開発を主眼として

行ったものである．はじめに，ポリアミンの機能研究への応用を目

指して，5一力ルボキシスペルミンの評価を行った，つぎに，ポリア

ミンの立体制限アナログを用いる一連の研究とレて，阻害剤により

ポリアミン欠乏状態にした細胞にポリアミンまたはアナログ体を加

えて生育を調べる実験系を作成し，各種実験から得られた有用な知

見をまとめた。さらに，本研究課題に関連して，スペルミジン合成

酵素の活性部位に存在すると考えられるスルフヒドリル基の標識に

ついて記述し，また，アミノブnピル基供与体である脱炭酸化S一ア

デノシルメチオニンの放射性誘導体の調製とそのジアステレオマー

の分離についても有用な成果が得られたので，合わせて記述する．

なお，本論文末尾には，上記に関連した既報論文2報に加えて，当研

究室と共同研究により遂行された本研究課題関連論文2報も付け加え

る．
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研究成果

1．　5一力ルボキシスペルミンのポリアミン機能研究への応用

　5一力ルボキシスペルミンは，その5位のカルボキシル基に種々の機

能分子を導入することにより，スペルミン構造を有する標識化合物

などの調製に利用でき，これまでもその誘導体がポリアミン研究に

応用されてきた．しかし，機能研究においてそのスペルミン構造部

分がどの程度スペルミンに類似しているのかについては明らかでは

なく，本研究は，その点を明らかにすることを主な目的として行っ

たものである．まず，従来法に比べ比較的高収率な5一力ルボキシス

ペルミンの合成法を確立し，それを用いて種々の標識モデル化合物

を調製した．確立した合成法をFig．1にまとめる．

　　　　　CH3　NH・Yハ〉〈NB、・HCI（1）

　　　ドゆ㎜鰍㈱一
　　　　　むニ　ニくコ　　　　　　l　NH・　Y～へ・、・2・CI一く・）
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hydrolysls
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o

　　yield　77，IOIo

NH・vAN．NH m・H’VN　NH、酬Cl（・）t・。、1　yl，ld　3・，・％

　　　COOH

Fig．15一力ルボキシスペルミンの合成去
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　つぎに，標識モデル化合物としては，フェニルアジドあるいはベ

ンゼンジアゾニウム構造をもつ標識体を念頭におき，Fig。2に示す化

合物を種々合成した．
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R yield　（e！o） 略語

6　22．s

6　34．2

幽　　　　　2　5．6

　NH2．MBr

O　4g．7
NH2・貝Br

5－Cspm－Cy

5－Csprn－Ani

5－Cspm－m－P

5－Cspm－p－P

Kg．25一カルボキシスペルミン誘導体の合成法

　このようにして合成したスペルミンアナログおよび各種ポリアミ

ン関連化合物とDNAとの結合の強さをつぎに検討した．ある化合物の

DNAへの結合特性を検討する場合，　DNAのコンホメーション変化であ

るB　・一　Z変換やDNAのアグリゲーションおよびDNAの融解温度（T　ra）に与え

る影響を調べる方法などが知られている．本研究では，DNA一エチジ

ウムブmミド複合体からg）エチジウムプロミドの追い出し効果を調

べる比較的簡便な方法を採用した．その原理は次のようである．
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546nmでDNAあるいはエチジウムプロミドをそれぞれ励起すると，エ

チジウムプロミドのみが弱いながらも60enm付近に極大波長を持つ蛍

光を生ずる．そして蛍光のないDNAとエチジウムブmミドを混ぜると

エチジウムブOミドがDNAにインターカレーシpンし，蛍光強度を増

加させる．そこにポリアミンのようなDNAに結合する化合物を加える

と，その化合物によってエチジウムプロミドが追い出され蛍光強度

は低下する．従って，蛍光強度を低下させやすい化合物は，DNAによ

り強く結合すると考えられる（Fig．3）．ポリアミンとアナログの比較

　　DNA
ethidjum　bromide

ethidium　br

DNA

520　570　620　670

　em．（nm）

DNA 　　DNA
　　十ethidium　bromide

　　　＊
ethidium　bromide

N呂・＼7Y∠闇・
　　　一責　　　一
　　　　　　Br　　　　s　　　　C2卜i5
　7Y

　o
pelyamine

Fig．3　BNA一エチジウムブuミド複合体形成阻害の原理

には蛍光強度を50％低下する化合物の濃度であるIC，。値を用いた．

　天然ポリアミンであるスペルミジン，スペルミン，およびその前

駆体であるプトレシン，さらに8種類のそれらのアナmグについて調
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べた結果，蛍光に影響を与えるIC5。値から3つのグループにわけるこ

とができた（Table　1）．

Table　1仔牛胸腺DNA一エチジウムプロミド複合体形成阻害

［口 ［目］　　　　　　　　　　　　　　［目i］

COMPOUND lC5θ（μ粉 COMPOUND lC5θ（μM＞ COMPOUND lCso（μM）

NH・“NH－N日VNH2
@　　　　　　　5pm

1．9 NH・晒NH－NH2
@　　　　spd

29 NH2－NH2
@　　　put

2500

糊怖禰
宦t峨　　　　　5・Cspm一肝P　NH2

2．5
N馬〉～

蜻香t嘔　　　　　　5－Csp飢・Anl

39 賜料
D総穫　　　　　5・C＄pd・Ani

710

鵬伽NHU㌶鵬
@　　　　　5・C＄pm・P・P

3．2 職伽醐ﾟ8》醐
@　　　　　5・Csp爆・Cy

54
N㌦

_馬
@　Orn・A窃1

2400

NH窪晒NH
lNHMN掃・　　　　　　　COOH

@　　　　　　5－Csρm

1朽
NH・一隙

l…　　　　　　　COOH

@　　　　　5・Cspd

2400

　従来，DNAに対するポリアミンの結合性はポリアミンのチャージ数

に依存することが知られている．従って，5一力ルボキシスペルミン

アナログのスペルミン骨格部分は，DNAに対しスペルミンに近い親和

性を与えるだろうと予想したが，5一力ルボキシスペルミンのカルボ

キシル基にアニリンやシクロヘキシルアミンを結合した化合物の

工C，。値はスペルミジンに相当するものだった．また，導入分子にア．

ミノ基が2つあるm一フェニレンジアミン，p一フェ．ニレンジアミンを用

いた場合は，スペルミンと同様の工C5。値を示し，5一力ル：ボキシスペ

ルミンの1つのアミノ基の塩基性は，かなり弱くなっていることが示

唆された．　［ll（　］類に示すようにプトレシンとオルニチンアナaグ

およびスペルミジンアナmグのIC，。値にあまり差がないこととを考

え合わせると，スペルミンアナログの4位のアミノ基のpKaがかなり

低下していることが示唆された．いずれにしろ，これらの結果から，
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5一力ルボキシスペルミンアナ［llグのスペルミン骨格部分はエチジウ

ムブBミドを追い出す能力に関して，スペルミンと同じではないこ

とが明らかになり，今後は6一力ルボキシスペルミンのような化合物

を検討する必要があると思われる．
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2．　HTC細胞におけるポリアミン代謝の調節

2－1新規アミノプロピルトランスフェラーゼ阻害剤の効果

　当教室で新たに開発した阻害剤のうち，スペルミジン合成酵素阻

害剤としては，trans－4－methylcyclohexylarnine（4－MCHA）を，スペル

ミン合成酵素阻害剤としてはN一（3－amin。propyl）cyclohexylamine

（APCHA）を主に用いて実験を行った。培養実験に先立ち，これら阻害

剤がもともとプトレシンあるいはスペルミジンの類似体としてデザ

インされたものであり，他のポリアミン生合成酵素類にも直接作用

し細胞内でそれらの活性に影響を与えることが考えられたため，ま

ず，ポリアミン生合成酵素に対する影響をin＞it・rOで調べた．その

結果，いずれの阻害剤も極めて特異性が高いことがわかった．

　つぎに，阻害剤の効果を見るために長期投与の培養条件を検討し

た．哺乳動物細胞におけるポリアミンの代謝回転は遅く，阻害剤に

よるポリアミン量の低下は細胞分裂による希釈効果に依存している

面が大きい．従って，より完全なポリアミン量の枯渇とその影響を

観察するためには，長期的な阻害剤の投与が必要である．そこで，

阻害剤を含む培地でHTC細胞を浮遊培養し，2日目毎に継代し，細胞

内ポリアミン量，および増殖への影響を8日目まで調べた．

　4－MCHAを250μM，あるいは1250μM投与して培養したときの結果を

Fig．4に示した．25QμM投与では，スペルミジン量は旧目から著し

く減少し，2日目以後，対照の約2％にまで低下した．その際，プトレ

シン量は，2日目で，対照のスペルミジン量を越えるレベルまで上昇

した．一方，スペルミン量はほぼ一定値を維持した．1250μM投与で

　　　　　　　　　　　　　　一　11　一
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Fig．44MCHA長期投与によるHTC細胞の生育とポリアミ

　　　ン含量の推移

は，2日目以後，スペルミジン量は対照の1％まで低下し，スペルミン

量も1日目以後減少しつづけた．このことは基質であるスペルミジン

量がスペルミン合成に必要な量以下に低下したことを示唆した．既

に報告されているスペルミジン合成酵素阻害剤ではこのようなスペ

ルミンの低下は見られず，4－MCHAが非常に強力な阻害剤であること

がわかった．250μM濃度では，スペルミジン量が対照の2％まで低下
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したにもかかわらず，増殖速度にはほとんど影響を与えなかった．

125QμM濃度では，増殖速度は徐々に低下し，5日目で増殖は停止し

た．

　APCHAを250μMあるいは，1250μM濃度となるよう投与して培養し

たときの結果をFig．5に示した．1250μM投与では，ポリアミン量に

　　　　　　CONTROL　250pM　1250AjM
　　　　　　　　　　　　Total
　　　　lc，一　　　　　　　　　　　　，、＿

　　　／66／，　ii”QVbOl！lllvRx，i（ilSS”d　1（ik，，，pTotai

　　　2〈

　　　　　ee－2　468　ww2　468　O“’V’”V2

　　　　　　　　　　　　Time，　day

薯　　　c・NTR・！
X．niooh　．．c／l

　　　　　　g／／碧
　　　　　c／／g
Q　，、レ・』1250岬APCHA

　　　0　　　　2　　　　4　　　　　6　　　　　8

　　　　　　　　　Tirne，day

Fig．5　APCHA長期投与によるHTC細胞の生育とポリアミ

　　　　ン量の推移
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大きな変化がないまま細胞は3日目に死滅したが，250μM投与では，

細胞の倍加時間（1　H）と共に細胞内のス尽ルミン量は半減し続け，5

日目には対照の1％以下になった．ほぼ完全なスペルミンの枯渇が実

現し，細胞内ポリアミンの99％以上がスペルミジンとなった．このと

き，細胞数は対照と変化なく，細胞増殖には全く影響が出なかった．

このことにより，HTC細胞では細胞増殖に関連するスペルミンの機能

のほとんどがスペルミジンによって代用できることが示唆された．

なお，スペルミンの消失を実現できたのはこれがはじめてである．

　以上の結果およびこれまで開発されてきた各種アミノプロピルト

ランスフェラーゼ阻害剤との比較実験から，4－MCHA，　APCHAが選択性，

阻害の強さの両面から，非常に有用な阻害剤であることが証明され

た．
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2－2　スペルミジンアナログのポリアミン欠乏細胞に対する効果

　培養細胞に強力なOBC阻害剤を与えると，多くの場合，スペルミジ

ンおよびその前駆体であるプトレシン量の低下と共に，増殖速度が

著しく遅くなる．そこに，スペルミジンを投与すると，細胞はポリ

アミン量の回復にともない増殖を開始する．つまり，細胞をこのよ

うなポリアミン欠乏状態にすると，外から加えたポリアミンに依存

した増殖を観察することが可能になる．そこで，加えるポリアミン

を各種アナログ体にして増殖の回復を調べれば，それらの増殖に対

する効果がくらべられるであろうと考えた．

　まず，HTC細胞をポリアミン欠乏状態にする検討から始めた．これ

まで，細胞内ポリアミン量を低下させるために用いられてきた阻害

剤はa一ジフルオロメチルオルニチン（DFMO）である．　BFMOは，　QDCに

対する酵素自殺基質であり，その高い選択性のために繁用されてき

たが，細胞内への取り込み率が低いために，投与の際には数mM濃度

を用いなければならなかった．今回の実験計画を立てるに当たり，

複数の薬物を同時に投与することを考慮し，単独薬物濃度はできる

だけ低い方が良いと考えられたので，低濃度でDFMQと同じ効果を示

すことが報告されている1一アミノオキシー3一アミノプロパン（AOAP）を

検討し，懸濁培養で5QμMAOAPの条件によりポリアミン欠乏細胞を

調製した．

　ポリアミン欠乏細胞にアナログ体を投与して増殖を比較する研究

はこれまでも行われてきた．それらの結果は，スペルミジンとアナ

ログ体による増殖回復能に余り差はなく，ポリアミンによる増殖回

復作用が特異性の低いものであることを示唆してきた．しかし，い

　　　　　　　　　　　　　　一　15　一



ずれの研究も短期的な効果を調べたものであり，また化合物も鎖状

のアナログ体に限定されていた．そこで，より明確な増殖回復能の

差が得られることを期待して，アナログ体投与の期間を8臼間とし，

Fig．6に示すようなピペリジン構造をもつ化合物も含めたアナログ体

NH2VX．NHvNANH2

　　Spd

NH2v“vNHv－vvNH2

　APCad

　　fvNK2
NH2v’NtNv－vNH2

　　TAP

NH2vx．NHv”vNH2　NH2v’vNNHi“v”vNH2

　　NSpd　HSpd
　　　　　　　　　　（？H3
NH2NAt　NHvtvNNHCH3　NH2vvNvvxNH2

　N8M＄pd　N4MSpd
NH2vNtNHv（）IN）iH　NH2．．．，NorNH2

　4APP　IAPP
Fig．6スペルミジンおよびスペルミジンアナログ

について検討した．すなわち，メチレン鎖の異なるノルスペルミジ

ン（NSpd），ホモスペルミジン（HSpd），アミノブmピルカダベリン

（APCad）のほか，それぞれ8位および4位の窒素がメチル化されている

N8メチルスペルミジン（N8MSpd），　N4メチルスペルミジン（N4MSpd），

3級アミノ基を持つテトラアミンであるトリスアミノプロピルアミン

（TAP），ピペリジン骨格をもつN一アミノブmピルー4一アミノメチルピ

ペリジン（4APP）および1一アミノプロピルー4一アミノメチルピペリジン

（1APP）などである．

　Fig．7には，50μMAOAPをアナuグ体投与の2日前に培地に投与し

てポリアミン欠乏細胞を調製し，そこにQ日目から2日継代ごとに10

μMの各アナログ体を投与し続けたときの増殖回復効果を示す．その

結果，アナログ体の効果は3つのパターンに分けられるように思われ

　　　　　　　　　　　　　　一　16　一
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狽S　6　　s
　　　　　　Day

Fig．7スペルミジンあるいはスペルミジンアナ［1グの

　　　ポリアミン欠乏細胞に対する増殖回復効果

た．すなわち，N8メチルスペルミジンのようにかなり長期間スペル

ミジンに類似して増殖するグループ1，3日目あるいは4日目までは

スペルミジン投与と同様の回復を示し，それ以降増殖を停止してし

まうグループ2，そして，ノルスペルミジン，トリスアミノプロピ

ルアミンのように増殖の回復が見られないグループ3である．

Table　2には2日目における1Q6細胞あたりのアナログ体量をグループ

別に示す．トリスアミノプロピルアミン投与では細胞内に蓄積が認

められず，増殖が回復しないのは細胞内に取り込まれないためかも，

しれない．なお，その他のアナログ体の蓄積と構造あるいは増殖へ

の効果に目立った相関は認められなかった．これらのことから，グ

ループ1および2のアナログ体は短期的には増殖を回復する能力が
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Table　2 スペルミジンあるいはスペルミジンアナログ

　の細胞蓄積量

　　　㎜）る・cd，、

ANAしOG　　　　　　　　ANAしOG

㎝端・c。、、s

Group　1 N8MSpd

　　　　　vm　ww　一一m　一一M　一一　M　pl

　　　　！　HSpd　10．4
G脚2く！
　　　　N　　　　N’“　　APCad　5・6　　　　　，ke，e，　　　　　　馬・ua＿＿鞠．＿＿嗣＿、贈＿＿1繊＿＿」
　　　　／r一騨一｝一一　一一一一一’一一「G　roup　3

　　　〈　　　　＼＼＿哩P蛙＿＿1聖＿＿ILA『L＿二！ヨ」

1・4・9 u袖罵d醐剛胆1

　　　　　　　　　　　猛
　　　　IAPP　13，g　E
　　　　　　　　　　　疑
　　　　　　　　　　　琶
　　　　4APP　14．6

Spd 8，3

あることがわかった．さらに，構造的にも取り込み量においても異

なった5種のアナログ体が同じ時期に増殖の停止を引き起こすことか

ら考えて，グループ2における3日目以降の増殖の停止には，共通す

る何らかの要因があると考えられた．

　そこで，グループ2における増殖の停止が何故起こるのかを調べ

るため，1APPを代表に選びさらに検討を加えた．アナmグ体による

増殖の停止がポりアミン量の低下によるものならば，アナmグ体投

与の際に少量のスペルミジンを同時に投与すれば増殖の停止は起こ

らないのではないかと考えた．そこで，10μMIAPPおよび種々の濃

度のスペルミジンをポリアミン欠乏細胞に投与し続けたときの効果

を調べた．その結果，Fig．8に示すように，　O．1μMスペルミジン同

時投与では，スペルミジン未添加の時と同様，3日目以降の増殖が見

られなかった．Q．3μMスペルミジン同時投与では不完全ながらも増
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Fig．　81APPとスペルミジンによるポリアミン欠乏細胞

　　　の回復効果

殖することが認められ，1μMまたは3μMスペルミジンの同時投与で

は対照と同様の増殖曲線を示した．このことは，3日目以降の増殖の

停止にスペルミジン量の低下が関わっていることを示すと共に，

1APPによる3日目までの増殖が，1APPだけでなく残存する微量のスペ

ルミジンによるものであることも示していると思われた．そこで，

増殖停止が観察される前日の2日目における細胞内ポリアミンと

1APP量を測定した．その結果，　Table　3に示すように，細胞内スペル

ミジンあるいはスペルミン量の増加が増殖の回復につながると思わ

れた．また，不完全ながら増殖が回復した0．3μMスペルミジン同時

投与および増殖の回復が見られなかったQ．1μMスペルミジン同時投

与において，1APPの蓄積量に大きな差が見られなかったことから，

3日目以降の増殖の停止にアナmグ体の蓄積量が直接関与していない

と思われた．
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Table　31APPとスペルミジンによるポリアミン欠乏細

　　　　胞のポリアミン量および1APP蓄積量

　　　　・POLYAMINE　CONTENT
一’一一”一“’一一“一一一一”in－M一一一一一一一一

@to6ce“s
TREATMENT　PUT　SPD　＄PM　IAPP
一IAPP　〈e．1　〈O，1　3．6　／

1聖P・PtM、Spdく・・1（〈・・1）1・・1・6・8

1A{PP潤D1ptM　spd　〈o．1　（〈o．1）　o．g　13．o

蝿．3μ顛SpdくO・1（・…2）1・41・］・・4

1A{PPh．optM　spd　〈O・1　（O．5）　1・8　9・9

－1£tSimsR£L＝9：一＋PP　O・1　（31）　23　s．7

　以上の結果およびAPCHAを用いた他の実験結果などから，この増殖

の停止は，1APPの毒性によるものではなく，細胞内のスペルミジン

が欠乏したためであると結論した．すなわち，この増殖の停止は，

ポリアミン欠乏細胞に残存するスペルミジンの濃度が細胞分裂によ

りさらに低下したために生じたものと考えられる．
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2－3　ポリアミンの特異的作用点の探索

　2－2で得られた結果をまとめると，ポリアミン量を低下させて増殖

が停止したHTC細胞にスペルミジンを添加すると，増殖は完全に回復

するが，1APPのようなスペルミジンアナログを添加すると，細胞内

1APP量の増加に伴い一時的に増殖が回復し，次いで停止する。この

現象は，通常細胞内に存在するポリアミンの役割の可成りの部分が

一時的にせよアナログ体で代用できるが，アナ巳グ体では代用でき

ない生体ポリアミン（スペルミジン）に特異的な作用部位が存在する

ことを示唆している．さらに，この現象が一般的なことかどうかを

調べるために，阻害剤をDFMOにかえたり，細胞をU210にかえて同様

な実験を行ったところ，同じ現象が再現性よく観察された．また，

ポリアミン欠乏HTC細胞にスペルミジンアナaグのかわりにプトレシ

ンアナrrグまたはスペルミンアナログを加えても，一時的増殖の回

復に続く増殖停止の現象は広く観察された．

　そこで，生体ポリアミンの特異的な作用部位が何かを調べるに当

たり，アナUグ体による増殖の停止とスペルミジンが直接関与して

いるハイプシン合成との関係に着目した．ハイプシンは，翻訳開始

因子であるelF－5A蛋白に含まれるアミノ酸である．その生合成は，

前駆体elF5A蛋白の特定のリジン側鎖ヘスペルミジンのアミノブチ

ル基がデオキシハイプシン合成酵素により転移され，次いで水酸化

されて行われる（Fig．9）．ln　vitrOの実験から，このデオキシハイプ

シン合成酵素はスペルミジンに対して特異性が高いこと，また，酵

母を用いた実験から，ハイプシンに変換されるリジンを他のアミノ

酸に変えた変異株では正常に増殖できないことなどが明らかになつ

　　　　　　　　　　　　　　一　21　一



SSEI！Lrv1pt1，！x！xs1Lts）Lps1sintructure　of　h

　　　　　COOH
　　　　H2NWNHAyAvNH2
　　　　　　　　　　　0H

Biosvnthesis　of　hvpusine

hydroxyPutrescine

　and　lysine

　　　　　　　　§L2≦≧工midlne　　　　　　　　　　　鋤，9皇旦

　　　　wt“　wh　一L．　M
　　　　　　　DeoxyhypusiBeN’一一““一一一一一　Deoxyhypusine

　　　　　　　　synthase　hyciroxylase

Function　of　elF－5A

／箏レ哺
魍

Fig．9ハイプシンの構造，生合成およびその機能

ている．このような知見に基づき，ポリアミン量の低下による増殖

の停止がハイプシン量の低下に関係しているのではないかと考え，

ハイプシン量を測定してみた．これまでと同様，AOAPで2日処理し，

ポリアミン量を低下させて増殖が停止した細胞に，スペルミジンあ

るいは1APPを投与した際の細胞内ハイプシン量を経時的に調べた結

果をFig．10に示す．ハイプシン量の図中の点線は，ハイプシンの検

出限界の5pmOl／mg蛋白を示した．その結果，　AOAPのみ投与において，

処理前の一2日目ではハイプシン量があたり60pmol／mg蛋白であったの

に対しO表目では20pmol／mg蛋白に低下していた．その後，細胞増殖

に伴って低下したが，検出限界以下になることはなかった．また，

　　　　　　　　　　　　　　一　22　一
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Hg．　10ポリアミン欠乏HTC細胞に1APPを投与したとき

　　　　の増殖とハイプシン量の関係

0日目にスペルミジンを投与すると増殖にともないハイプシン量も回

復した．一方，1APP投与では，増殖開始4日目までハイプシン量は低

下し続け，4日目以降は検出限界以下になった。これらのことから，

1APPによる4日目までの一時的な増殖の回復にはハイプシンが存在し，

それ以降での増殖の停止は，ハイプシン量の不足が影響しているこ

とが示唆された．
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2－4　スペルミジン過剰蓄積による細胞死

　増殖を停止したAOAP処理HTC細胞にスペルミジンまたはアナaグ体

を投与して得られる生育の様子をモデル化するとFig．11のようにな
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Fig．11ポリアミン欠乏HTC細胞におけるスペルミジンと

　　　　アナログ体の増殖補助効果についての模式図

る．アナログ体投与の場合についての考察は2－3で述べてきた．ここ

ではスペルミジン投与の際に，はじめに見られる増殖の回復の遅れ

に着目し，その理由を究明した．

　正常に増殖している細胞を10μMのスペルミジンを含む培地に移し

てもそのような増殖の遅れは認められないので，この現象はAOAP処

理に起因するものであろうと思われた．そこでまず，AOAPで細胞を

処理する日数の影響を調べた．5QμM濃度のAOAPで2～4EI間処理した

一　24　一



細胞を10μM濃度のスペルミジンおよび50μMAOAPを含む培地で2日

間培養し，増殖曲線を作成した（Fig．12）．その結果，　AOAP処理日数
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　　　　L尋　　Con象rol

　　．・’　／’”AOAP2days

　　　　　＋Spd
　　　　　AOAP3days．t

^，cy’　／　＋Spd

AOAP4days
＋Spd

　　　　　　0　　　1　　　2
　　　　　　　　　Time（day）

Hg．　12スペルミジン投与によるHTC細胞の増殖阻害に

　　　　対するAOAP処理日数の影響

の増加にともない一時的な増殖の回復の遅れは大きくなり，4日処理

では細胞数の減少が観察された．Table　4には，スペルミジン投与後

Table　4スペルミジン投与後1日目（Fig　12）の細胞内

　　　　　ポリアミン量

Treatrnent
nmol／1　06cells

　　　　　　　SpmPut　Spd

Co耐rol

AOAP　2days＋＄pd

AOAP　3day＄＋Spd

AOAP　4daYs＋Spd

O．46　394　4．00
0．36　8．79　3．01

0．38　9．70　3．20

0．77　17．64　3．34
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旧目のポリアミン量を示した．スペルミジン投与前のAQAP処理細胞

ではいずれもプトレシンおよびスペルミジンが検出されずスペルミ

ンがコント巳一ル細胞の約50％検出されるのに対して（データ省略），

AOAP　2日処理と3日処理で，スペルミジン投与後1日目の細胞ではコ

ントロール細胞の2．5倍，4日処理ではコントrr　一ル細胞の3．6倍量の

スペルミジンの蓄積が認められた．細胞数が減少した4日処理のもの

を，光学顕微鏡的に見てみると，多くの細胞が縮小し，癌細胞が増

加していた．これらのことから，AOAP処理日数の延長により，スペ

ルミジン投与による一時的な増殖回復の遅れの程度が大きくなり，

またそのとき取り込まれるスペルミジン量も多いこと，さらに回復

の遅れは細胞死にいたる前段階であることが示唆された．なお，ス

ペルミジン投与による細胞数の減少が細胞内に過剰に蓄積したスペ

ルミジンによるものであることは，スペルミジンの投与量あるいは

スペルミジン含有培地での培養時間をかえて調べた実験からも裏づ

けられた．

　つぎに，このスペルミジン過剰蓄積の際に起こる細胞死が，蓄積

したスペルミジンの直接作用によるものか，スペルミジンの代謝産

物による二次的なものかを調べた．ポリアミンは，血清中のアミン

酸化酵素によりアクrrレインを生じ細胞毒性を示すことが知られて

いる．本研究ではその反応を防ぐ目的でアミン酸化酵素阻害剤であ

るアミノグアニジンを培地中に添加している．もし，それでもアミ

ン酸化酵素が関わっているとすれば，培地からアミノグアニジンを

除けば細胞数の減少はさらに大きくなり，その濃度を増せば細胞数

の減少は小さくなるであろう．そこで，アミノグアニジンの濃度を

0，1，5mMに変化させた場合に，観察される細胞死がのように影響さ
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れるのか，またAQAP処理することによって起こるポリアミン量の低

下および増殖速度の低下に，それがどのような影響を与えるのかを

調べた．異なった濃度のアミノグアニジン存在下でAQAP処理をした

細胞に，スペルミジンを投与したときの細胞数およびポリアミン量

を調べた．その結果，Fig．13に示すように，5raMのアミノグアニジン
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　　　　　0　　　1　　　2
　　　　　　　　Mrne　（day）

Fig．13スペルミジン投与後の増殖におけるアミノグ

　　　　アニジンの効果

　　　　対数増殖期の50μMAOAP存在，それぞれの濃
　　　　度のアミノグアニジンを含む培地で4日間培養
　　　　後，10醐スペルミジンと前培養と同濃度の
　　　　アミノグアニジンを含む培地で2日間培養した

では1mMの場合に比べて若干程度は大きかったが同様の細胞数の減少

を示し，アミノグアニジンを投与しないときは細胞数の減少が観察

されなかった．これらの結果は，アミノグアニジン濃度を下げても

細胞数の減少の程度が大きくならないことを示しており，この細胞
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数の減少がアミン酸化酵素によって起こるものではないことを示し

た．そのときのポリアミン量を調べると，Fig．14に示すように，ス
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Fig．　14スペルミジン投与後のポリアミン量におよぼ

　　　　すアミノグアニジンの影響

　　　　Fig．13において，アミノグアニジン濃度が，
　　　　errSli（A），1mM（B），5rnM（C）の場合の細胞内ポリァ

　　　　ミン量を示した

ペルミジンを投与してから1時間後では，いずれの場合もスペルミジ

ンを15－20nmol取り込んでいるにもかかわらず，24時間後ではアミノ

グアニジンを投与しない場合はスペルミジン量が約10nmOlに低下し

たのに対して，投与した場合は低下しなかった．このことから，ア

ミノグアニジンはスペルミジンの細胞内への取り込みにはあまり影

響しないが，その過剰蓄積を維持する作用があること，またスペル

ミジンの蓄積が一過性のものではなくある程度持続することが細胞

数の減少につながることも示唆された．
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　スペルミジン過剰蓄積による細胞死は，形態的にはアポトーシス

に類似する細胞死であることが明らかになった．アポトーシスでは

形態的な変化ばかりでなく，エンドヌクレアーゼの活性化により起

こるDNAの断片化も重要な生化学的特徴になっている．また，アポト

ーシスでは多くの場合，遺伝子発現を伴うので新たな蛋白合成を必

要とすることが多い．一方，ポリアミンは一般に蛋白合成系を活性

化するが高濃度で強く阻害することが知られている．そこで，今回

観察された細胞死がどのような生化学的変化を伴うのかについても

検討したところ，DNAの断片化は起こっておらず，蛋白合成能はスペ

ルミジン添加で上昇していた（データ省略）．今回得られた結果は，

形態的な変化とDNAの断片化の抑制が同時に起こるという従来アポト

ーシスでは報告のない結果になった．HTC細胞で観察されたこの細胞

死は，生理的な細胞死の一形態と見るよりも，アポトーシスで起こ

る形態的変化のプorセスに異常に蓄積したポリアミンが働いた結果

起こったものと考えるのが妥当だろう．しかし，このスペルミジン

の作用は構二造特異的であり，何らかの高分子の関与が示唆される．
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3．　スペルミジン合成酵素のスルフヒドリル基

　完全精製したスペルミジン合成酵素が，ジチオスレイトール（DTT）

のような還元剤がないと速やかに失活することから，本酵素の活性

部位には，触媒反応にとり重要なスルフヒドリル基が存在するので

はないかと考えられてきた。本研究は，これまで当研究室で行って

きたスペルミジン合成酵素の活性部位構造の解明に関する研究の一

環として行ったものであり，そのようなスルフヒドリル基の存在を

確かめることを目的としている．

　このような研究での問題は，酵素の安定化に必要なDTTを除いた状

態でなければ，SK一試薬による検索ができない点であり，そのための

実験条件の設定をまず行った．種々検討の結果，0℃で行えばDTTが

存在しなくても酵素の失活は抑えられたので，0℃でSH一試薬と精製

酵素を反応させた．Fig．15にその結果を示す．
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　つぎに，酢酸パラアミノフェニル水銀（APMA）を用いて，基質であ

るプトレシンまたは脱炭酸化S一アデノシルメチオニン（deAdoMet）共

存下での失活状態を調べたところ，Fig．16に示すように，　deAdoMet

5mMDτ丁
　寺

oo1
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．
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deAd◎紹et（50PM）
Put（lmM）

全臨溜蟹9。幽

APMA（50PM）

全黙騨）

O　30　60　90
　incubation　time，　rnin

Fig．16　APMAによる失活におよぼすプトレシンとdeAdoMetの効果

が共存すると，APMAによる失活が抑えられる傾向が認められた．こ

の傾向は他のモノヨード酢酸骨格を有する化合物でも認められ，本

酵素には，deAdOMetが結合することにより，　SH一試薬と反応性しなく

なるスルフヒドリル基が存在することを示唆した．そこで，SH一試薬

の中で蛍光標識剤であるN－iodoacetyl－N’　一5－sulfo一一1－naphthyl

ethylene　diamine（IAEDANS）を用いて本酵素を標識したところ，

Fig．17に示すように，　deAdoMet共存下でその蛍光が著しく抑制され

ることがわかった．この結果は，活性部位にスルフヒドリル基が存

在することを強く示唆しており，将来，活性部位構造を分子レベル

で解析する上での重要な手がかりとなると思われる．
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Spd　Syn
（35K）

1 2 3 4 5

1　ENZ．

2　ENZ．　＋　IAEDAN＄

3　ENZ．＋　IAEDANS，deAdoMet

4　ENZ．＋　IAEDANS，APMA

5　iAEDANS

Fig．17　AEDANS標識スペルミジン合成酵素
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4．　メチルー矧C標識脱炭酸化S一アデノシルメチオニンの化学合成

　　　とジアステレオマーの分離

　脱炭酸化S一アデノシルメチオニン（deAdOMet）はこれまで触れてき

たように，アミノプロピルトランスフェラーゼの基質であり，ポり

アミン研究を進める上で重要な化合物である．これまで，deAdQMet

のラジオアイソトープ標識体は生化学的な調製法に頼るしかなく，

また化学合成したdeAdoMetはジアステレオマーで，その分離方法は

なく，そのままで使用されてきた．本研究は，実際に生物界で利用

される立体配置をもつ［メチルー14CユdeAdOMetの化学的調製法に関す

るものである．

　標識deAdoMetの合成法は，　Fig．　18に示すように，　S一アデノシルー5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き

…一

　　　　ATPA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　deAdOMet

Fig．18　［メチルー’4C］　deAd（）Metの化学合成

’　一3一チオプUピルアミン（ATPA）を過塩素酸銀の存在下，ギ酸／酢酸混

華中で，　［i　4C］　一ヨウ化メチルでメチル化して行う．そこで，　［14C］　一

ヨウ化メチルを有効に利用するための反応条件を詳細に検討し，至

適条件下で，［14Cユーヨウ化メチルから［メチル」4CユdeAdoMetの回収

率をホスホリルセルロースカラムクBマトグラフィーによる精製も

含めて90％以上にすることができた．

　　　　　　　　　　　　　　一　33　一



　つぎに，deAdoMetのマレイル誘導体およびテトラヒドmフタmイ

ル誘導体につき，そのジアステレオマーの分離条件を検討中，逆相

HPLCでアセトニトリルの組成を低くすることによりdeAdoMet両異性

体がそのままで分離できることを初めて見出した（Fig．19）．

Column：TSK　gel　ODS－80TM　（（1）4．6　X　75mm）

Mobile　phase：　A　mixture　of　acetonitr“e（50／o）　and

　phosphate　buffer（O．2M），　pH4．0，　containing

　sodiurn　1－octanesuifonate〈8mM）　and

　EDTA　（O．1　m　M）

Flovv　rate　：　O．7rnlfmin

Detection：UV（254nm）
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Fig．　19　deAdOMetジアステレオマーの分離
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