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はしがき

　ポリアミン（プトレシン，スペルミジン，スペルミン）は，細胞増殖因子と

して作用する．しかし，試験管内において高分子との反応が数多く報告されて

いるにも関わらず，細胞内におけるポリアミンの作用機構の詳細は不明な点が

多い、一方，ポリアミンの生合成阻害剤，代謝拮抗剤が，増殖抑制試薬として

機能することが明らかになっており，ポリアミンの構造類似体は抗がん剤とし

て大きな可能性を持っている．　ポリアミンの動態は，常に遺伝子の発現過程

と密接に関わっており，その細胞内における特異的作用点の特定は細胞機能の

分子的理解に重要な情報を提供する可能性が高い．

　これまでに，申請者は，ポリアミン生理機能の探索を目的として，新たに開

発したスペルミジンおよびスペルミン合成の阻害剤あるいは系統的に合成した

スペルミジンの構造類似体を用いてポリアミンの増殖への影響を検討し，スペ

ルミジン構造に特異的で増殖に必須な作用部位の存在を明らかにした．そして，

スペルミジンの特異的作用部位としてellLi　一5A前駆体蛋白のハイプシン化を想

定し，培養細胞におけるハイプシン含量の追跡を可能にする蛋白結合性ハイプ

シンの微量定量法を開発した．また，ポリアミンそのものが細胞内に過剰に蓄

積するとミトコンドリアの障害を伴う増殖阻害がおこること，系統的に合成し

たポリアミン構造類似体のうちビスエチルペンタアミン誘導体が細胞内に蓄積

して強い抗がん活性を示すことを報告している．

　本研究は，ポリアミンの作用点となる高分子を種々の新規な方法論を用いて

検索することで，ポリアミンの枯渇および過剰蓄積による増殖阻害のメカニズ

ムを明らかにすることを目指している．本研究計画ではポリアミンに由来する

elF－5Aの成分であるハイプシン量の低下と、ポリアミンの枯渇による増殖停止

との関連も課題に取り上げる予定であったが、十分な成果が得られなかったた

め本報告書では、研究成果を以下の3点に整理して報告する。

1）機能性ポリアミンアナログの合成と応用および細胞内ポリアミン作用蛋白

質の検出

　㊧ビオチン標識ポリアミンの合成とポリアミン作用蛋白質の検出

　⑧モルモット組織トランスグルタミナーゼに対するビオチン標識ポリアミン

　　の基質性

　esPreparation　and　Usefulness　of　Some　Fluorogenic　Substrate　for　Assay　of　Ai’ginyl－

tRNA－Protein　Transferase　by　HIPLC



ビオチン標識ポリアミンの合成と

　ポリアミン作用蛋白質の検出
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はじめに

　　　スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンは、ウイルス

およびバクテリアから人に至るほとんどの生物種に存在する直鎖脂肪族

アミンである。ポリアミンの細胞内濃度は、生合成・代謝経路及び細胞内

外への取り込み・排出系によって厳密に調節されており、増殖や分化過程

における必須因子として機能することが、ポリアミン生合成に特異的な阻

害剤を用いた様々な研究によって明らかになっている1・2）。ポリアミンの主

作用は核酸に対するものであると考えられてきたが、ポリアミンがトラン

スプルタミナ下墨などによって酵素的にタンパクを架橋したり3）、他のタ

ンパク成分との解離平衡反応に基づいてタンパクの構造変化をもたらす

ことなどの作用に関与する可能性も指摘されている4》。しかし、これらポ

リアミンが細胞のどの部分のどこに作用することが細胞機能にとって重

要であるのかは、未だ明確でない。

　　　本研究では、細胞内外におけるポリアミンの親和性部位や作用部

位を明らかにすることを目的として、細胞内の酵素によってポリアミンと

共有結合しうるタンパクや、ポリアミンに親和性を持つタンパクを容易に

検出できるような標識ポリアミンアナログを設計・合成した（第二章）。

次に、合成した標識ポリアミンアナログを用いて、培養細胞におけるポリ

アミン作用タンパクの検出が可能かどうかの検討を行った（第2月掛。
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のタンパクを転写する。次に、人工膜上のビオチン標識タンパクに酵素標

識したアビジンを作用させ、ビオチンとアビジンの複合体を形成させれば、

標識酵素の活性を色素法や化学発光法によって検出することにより、間接

的にビオチン標識ポリアミンの存在の確認が可能となると考えた。特に、

化学発光法で検出すれば、放射性同位体と同程度の感度で検出でき、ビォ

チン結合タンパクの検出限界はll（i　O’t5）9であるとされている7）。

　　　また、ビオチン分子を分離に利用する場合、アビジンをアフィニ

ティー担体と結合させたカラムを用いてタンパクを精製することが可能

である。従来、この方法では、アビジンとの結合が強すぎてカラムに吸着

したタンパクの溶出が困難であるとされていたが、最近、4量体アビジン

に代えて、結合能の低い1量体をアフィニティー担体に結合することで、

簡便な溶出条件で回収率よくビオチン標識成分の回収が可能になってい

る。

　　　以上のメリットを考慮して、ビオチンを最適な標識分子の一つで

あると考えた。

　　　一方、ポリアミンの作用タンパクを明らかにするための標識ポリ

アミンは、タンパクと共有結合する部分をもつ必要がある。本研究では、

作用タンパクとして、トランスプルタミナ一町（TGase）などの酵素によ

りポリアミンが架橋を形成するものと、ポリアミンが比較的強い親和性で

結合するタンパクを想定した。そこで、作用タンパクと酵素的に結合する

可能性のある末端の1級アミノ基をもつポリアミンアナログ、および、光

標識（フォトアフィニティラベル）により共有結合を生成しうるアジドベ

ンゾイル基を導入したポリアミンアナログ、の2種のポリアミンアナログ

の合成を計画した。



　　　　　　　第s章

ビオチン標識ポリアミンの合成

噸　・唱 標識化合物の設計

　　　フォトアフィニティーラベル化試薬などの標識化合物は，高感度

検出を目的として放射性同位体を用いるのが一般的である5）。しかし、放

射性同位体で検出されたタンパクを分離・精製する場合、タンパクが極微

量しか存在しないため多くの困難が予想される。したがって、極めて微量

の存在が予想されている未知のポリアミン作用タンパクやポリアミン輸

送タンパクなどを検出・精製するには、分離手段にも利用可能な標識体を

選択する必要があると思われた。そこで、本研究では、バクテリアが産

生するビタミンであるビオチンを標識物質として選択した。

　　　ビオチンは、卵自に存在するアビジン、あるいはStrePtomlces

翻dl麟に含まれるストレプトアビジンと極めて強い親和性

（K総鋼015Mつで特異的に結合することが知られている6》。アビジンおよ

びストレプトアビジンは、4つのサブユニットから構成されており、一つ

のサブユニットにビオチン1分子が結合することも明らかになっている。

特異的な強い親和性で作用するアビジンとビオチンの反応は、多くの検

出・精製系で利用可能であり、そのための市販キットも入手可能である。

　　　ビオチンをポリアミンの標識分子として選択した際に考慮した利

用法をgeEg．Sに示した。すなわち、ビオチン分子を標識タンパクの検出に

応用する場合、ビオチン標識ポリアミンをタンパクに結合させ、S⑪S一ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動で標識したタンパクを分離し、人工膜にそ
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S－2 モノアシルポリアミンを合成するための基礎検討

　　　設計したポリアミンアナログの合成には、ポリアミンの末端にあ

る一級アミノ基の一方にビオチニル基佃）あるいはアジドベンゾイル基

（A　B）を選択的に導入する必要がある（Flg．2）。半研究室では、ベンジ

ル基で保護した二級アミノ基にプロモアルキルフタルイミドを反応させ、

フダロイル基で保護されたアミノアルキル基を導入して鎖を延長する長

鎖ポリアミンの合成法をずでに確立している8）9）。したがって、フダロイ

ル基とは性質を異にする保護基をもつアミノアルキル基が導入できれば、

保護の選択的な除去が可能になり、モノアシルポリアミンアナuグの合成

がより容易になるのではないかと考えた。

　　　そこで、フダロイル基による保護とは異なり、酸で容易に分解を

受ける奪e蒔ブトキシカルボニル（BOC）基でアミノ基が保護されたプロモ

アルキルアミンを、アルキル鎖延長のための候補化合物として検討するこ

とから実験を開始した。

　　　この目的に利用可能なB⑪c基で保護されたプロモアルキルアミン

の合成法は、すでに報告されているが、合成原料が入手困難である場合が

多く、種々のアルキル鎖をもつポリアミン標識体の合成に利用するには問

題があると思われた。そこで、入手が容易なジブロモアルカンを合成原料

として使うことができる、Bis・”boc基で保護されたプロモアルキルアミン

の合成法（Fig．3）をまず検討した。その結果、化合物1をNaHを用いて

ナトリウム塩としたものにジブロモアルカンを反応させ、その生成物をシ

リカゲルカラムで分離精製することにより、化合物2aおよび、化合物

2bを収率よく得ることができた。
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　　　この化合物を用いるモノアシルポリアミンの合成が可能かどうか

を調べるために、まず、Fig．4に示すようにN㌔アセチルテルモスペルミ

ン（9）の合成に利用することを検討した。すなわち、化合物3の二塩酸

塩を出発原料として、一方のアミノ基に3一フタルイミドプロピル基を導

入後、化合物2bを反応させ、生成した化合物5にヒドラジンを作用させ

た後、アセチル化を行い、化合物7を得た。TFAによって化合物7の

BIS・boc基を脱離させ、化合物8とした後、氷酢酸中の接触還元によりベ

ンジル基を脱離し、計算量の塩酸飽和エーテルを加え、結晶化した。その

結果、目的物N㌔アセチルテルモスペルミン（9）の三塩酸塩を収率よ

く得ることができ、当研究室で行っているポリアミン合成法に化合物2b

を用いることでモノアシルポリアミンの合成が簡便に行えることがわか

った。
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1－3 ビオチニルポリアミンの合成法の検討

　　　　1－2でBis－b◎c保護がモノアシルポリアミンの簡便な合成に有

用であることが分かったので、化合物1を用いてビオチニルカダベリン

（B－5）の合成をFgg．5に示す経路で試みた。すなわち化合物1をNaH

によりナトリウム塩とした後、化合物t1と反応させ、生成した化合物S2

をヒドラジン分解した。これにより生成した一級アミノ基をもつ化合物

13に、ビオチンの活性化エステル（10）を反応させ、得られた化合物鱈

に、計算量の塩酸飽和エーテルを加え、Bls－boc基を脱離させた。その

結果、化合物11から収率約＄O％でB－5（15）の塩酸塩を得ることがで

きた。

　　　つぎに、Fig．4で行った合成法に応用して、　Fig．6に示すように長

鎖のビオチニルポリアミン、B・3333の合成を試みた。すなわち、トリア

ミンのトリベンジル体である化合物16にNl一（3一プロモプロピル）フタル

イミドおよび化合物2aを順次反応させた後、ヒドラジン分解して化合物

19とした。これにビオチンの活性化エステルを反応させて生成する化合

物20のBis・・boc基をトリフルオロ酢酸で脱離した。その結果、収率よく

化合物創を得ることができた。しかし、ベンジル基の脱離のために化合

物21の接触還元を行ったところ、脱ベンジル化が非常に困難であり、目

的物であるB－3333を得ることはできなかった。種’々還元条件を変えても

反応が進行しなかったため、対象化合物を変えてモノアシルジベンジルテ

トラミンの脱ベンジル化について検討した。その結果、アシル基がアセチ

ル基のときは接触還元が進行するのに対して、ナフトアセチル基やダンシ



能基の大きさや疎水性などが還元反応の阻害に関与していることが考え

られた。そこで、ベンジル保護を用いるビオチニルポリアミンの合成をこ

こで断念した。
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璽・4 活性化エステルによるポリアミンのビオチニル化

と闘PLCによる精製

　　　これまでに検討した合成経路がビオチン標識長鎖ポリアミン合成

には不適であると思われたので、過剰のポリアミンに、活性化エステルと

したビオチンあるいはアジド安息香酸を反応させ、生成した反応混合物を

逆相カラムに注入し、HPLCで目的物を精製する方法を試みた。その際、

通常の分析用カラムを用いたH　MCによる分離では、5mg程度の生成

物の分取が限界であるので、分取用カラムを用いることを検討した。Flg。7

には、B－3333’ i22）の合成法を示した。すなわち、ビオチン活性化エス

テル（li　O）と化合物23の塩酸塩を、トリエチルアミン存在下反応させ、

反応生成物について、HPしCで分取し、精製を行い、化合物22のトリフ

ルオロ酢酸塩を得た。　その際の反応液のHPしCのクロマトグラムを

Fig．8に示した。この方法を応用し，　N㌔biotlnyl－1」2－dlamlno・4，9・

dlazadod＄cane（B・343）、及びN’・m　bi　otl　nyg－1，fi　3－dl　a　miRo－5，9　・一

diazatridecane（B－434）についても同様に合成・精製した。

　　　AB－B－3333の合成法をFig．9に示した。すなわち、4一アジド安息

香酸の活性化エステル（25）と化合物23をトリエチルアミン存在下反応

させ、反応生成物を一度HPLCで分取した。溶離液を留去後、生成物と

ビオチンの活性化エステルを反応させ、反応生成物について、再びHPLC

で分取し、精製を行い、化合物28のトリフルオロ酢酸塩を得た。

一！2一
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璽　一5 まとめと考察

　　　当研究室で行っているプロモアルキルフタルイミドを用いるポリ

アミン合成法にビスーa一ブトキシカルボニル（団s－boc）保護のプロモアル

キルアミンを適宜用いることで、ポリアミン鎖の延長と選択的な保護基の

脱離が可能になり、モノアセチルポリアミンが簡便に合成できた。

　　　しかし、ビオチニル基、ダンシル基やナフトアセチル基のような、

かさ高く、疎水性の高いものを官能基として導入した場合、．ポリアミン鎖

の二級アミノ基の保護基として用いているベンジル基の脱離が困難であ

ることがわかった。原因は不明であるが、ベンジル基及びアシル基の疎水

性が大きくなったために、反応条件下化合物がミセル状となり触媒との接

触が阻害されるためではないかと考えている。

　　　また、別法として、ベンジル基による保護を用いない合成経路も

検討したが、保護基が隣接するためか保護基の導入が困難となり、現在導

入可能な保護基及び保護条件を検討中である。

　　　本研究で、保護基を利用した合成が困難であったことから、大き

くその発想を転換し、合成したいポリアミンアナログの骨格をもつ塩酸塩

に対し、直接導入したい官能基の活性エステルを反応させ、HPXCで分離

精製を行うという方法を試みた。この方法により、6段階を経て合成を試

みた跡3333について、1段階で目的物を得ることができた。また、巨大

な分取用カラムを用いることにより、多量の目的物を得るのに短時間で分

離精製できることがわかった。この方法を応用すれば、ポリアミンの作用

解明のために用いられる様々なバリエーションのポリアミンアナログ体

を、短時間で合成、精製することができ、これからのポリアミン研究に、
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多いに役立つものと思われる。



実験の部

〈試薬〉

　　　　（■）一Bio癒in99％、　dl・tr就・butyl　lml醜odlcarboxyla沁はAldrlch社

から購入した。　N－hydmxysuccl瑠mlde、　N，N’一ctlcyctohexyg－

carbod蕪mide（DCC）、竃ヲ3－dlbro鵬◎pr◎p繍e、唾g4－dlbr◎mob麟ane、

禰ethyla5ηi駿eは東京化成工業（株）から購入したものを用いた。S◎dlum

hydride（9n　oig）、nlnhyd響1胸、また、すべての反応に用いた溶媒、　HPLC

に用いた溶媒は和光純i薬工業（株）から購入した。10％palEadlasm　carb◎n

は小島化学薬品（株）から、酸化白金触媒はファインケミカル社から購入

したものを用いた。

〈合成した化合物〉

本研究に用いた化合物は以下のように合成した。

Di－ter“bu＃yl　N一　（4－bromopropyg）　amgReckcamoexygaXe　（2a）

　　　　DMF　50．00mlにdl・tert・butyg　lml論◎dlcarboxygate　（1）　を

10．869　（50mmoE）溶かした溶液に、　N謝2．609を加え、30分間撹搾

した。この反応溶液にS，3－dEbromopropesne　20ml（200mmol）　を加

え、S5時間反応させたのち、　NaBrをガラスフィルターでろ去し、⑪MF

を減圧留去した。この残渣をシクロヘキサンに溶解し、生成物をシリカゲ
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ルカラム（150g）で分離・精製し（酢酸エチル：シクロヘキサン雛20：1

で溶出）、dMert・b鵬yl　N一（4・bromopropyl）lwtinodlcarboxyEato　（2a）

を綱．989　（35．45mmol）得た（収率；70．9％、　Fab－MS、　mlz＝337．90）。

Di－aert－toutyS　N一（4－bifemobutyg）　iminocticarboxyEaae　（2to）

　　　DMF　36。00mlにCti－tert－ioutyE　lmlnodlcarb◎xylate　（＄）を5。98g

（36mm◎1）を溶かした溶液に、　NaH　2。009を加え、30分間損1拝した。

この反応溶液に、1，4－etibromobutaneを22。6ml　（憾8m瀟ol）加え、15

時間反応させたのち、醐aBrをガラスフィルターでろ去し、DMFを留去し

た。残渣をシクロヘキサンに溶解し、生成物をシリカゲルカラム（SOOg）

で分離・精製し、dl一覚e蒔buM　N一（4－iOromoiOuty9）薩minoCticamboxylate

（2b）をli　．02g　（2．74mmol）得た（収率；7．6％、Fab・MS、　mな驕3馴．9）。

rwtSA　it　gth　mo＄　erffw｝ne　（9）

　　　　N，IN’一dibe醜濡yl－1，3－dlaml駿opropaneg）（3）の二塩酸塩を3。759

（綱．5mmol）、4N・NH40H：CHCI3調：嘔で3回抽出し、　CHCI3層を

集め、減圧留去して油状の化合物3を2。74g　（旬。77mmol）得た。この

化合物3と、N・（3－bromoPずopyl）9ehthaSimiCteを2。899（10．78mmol）、

及びKF－CeMeを109、アセトニトリル100　ml中．　S　2時間加熱還流し反

応させた。反応溶液中のKF・Ce撤eをガラスフィルターでろ去した後、溶

媒を減圧留去した。この油状の反応混合物について、シリカゲルカラムを

使って分離精製し、N一（3－phthagimgCt⑪pr◎pyl）・N，N’一dlbenzyH，3・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　．i　8一



dlaminopropane（4）をSA99（3。37鵬mol）得・た（収率；3S．3％）。

化合物4を1．499（3。38mmol）と、化合物2aを1．1　99（3。38mmol）、

及びKF－Ce鵬e　3．389を、アセトニトリル34ml中で、12時間加熱還流

し反応させた。反応溶液中のKF－C㊧漁㊧をガラスフィルターでろ晒した後、

溶媒を減圧留縛した。この油状の反応混合物について、シリカゲルカラム

を使って分離・精製し、N一（3・pkthalimrdopropyg）・N’一14－bls（t・

butoxycaxbonyg　）　gmrde］tautyfi－N，N’一djbenzyE－S，3－ctiawtiRoprogeane

（5）を1．5t　g　（2．22mmol）得た（収率；65．7％）。化合物5をS．51g

（2。22mmol）、メタノール22。怖ml中に溶解し、ヒドラジンー水和物

O．92mEを添加して、3時間加熱還流して反応させた。反応溶液は減圧濃

縮した後、4N－NH40HlCHCI3螺：謂で抽出し、油状のN一（3・

acetamictopropyg）　一N’一4一［toi＄　（tt－toutoxycathenyS）　imite］butyg－N，N’一

dibenzyM駕3・ctiaminopropane（6）を＄．069　（胤98mmol）得た（収

率；89．2％）。ピリジン鱒mlに化合物6をtO6g　（1．98mmo9）溶解

し、無水酢酸0。5耐を添加して、12時間加熱還流し反応させた。反応液

に水S滴を加えて反応を止めた後、溶媒を減圧弁慨した。残渣について

4N・NH40H：CHC93＝1：Sで抽出しN一（3・acetamict⑪propyl）一N’・4｛bls

（t－butoxycartoonyS）imrdo］butyl－N，N’一ctibenzyS－S，3－ctiami“opifopaRe

（7）を0。98g（1．83mmol）得た（収率；92．4％）。化合物7を0。49g

（0．91mmo9）、水2m9に溶解し、　TFAを糠1加えて氷中で30分撹絆し

た。この反応溶液の溶媒を減圧留紛し、残渣について4N－N篤OH：

CHC』調：1で抽出しN・（3・ac飢amldopr◎py9）一N’一（4・aml論obuM）

・N，N’・Ctibenzyl・1，3－dgaminopropane（8）を0．269（0．65　mmol）得た

（収率；7t4％）。化合物8を0。26g（0．65mmo9）、氷酢酸5mlに溶

一慶⑳一



解し、触媒としてパラジウム炭素を50mg添加した。この混合液の入った

ナス型フラスコ内を水素で置換し、オイルバスで60回忌加熱して接触還

元を行った。50分後水素消費量が低下したのを確認して反応を止め、触

媒をフィルターろ去し、溶媒を減圧留去した。この残渣に、計算量の塩酸

飽和エーテル（2．91　me）を加え、粗結晶を得・た。この後さらに再結晶を

行い、N　Lacetyltherm◎＄permine（9）の三回酸塩0。069　（0．“mmoE）

を得・た（収率；26．1％）。

gtptg1jl．nM1g＠ptayetptt　1　ct　（ms）

　　　DMFに・dl－ter燈一butyhminodicarboxyla艶（1）を1．6　g　（7。34

mmo9）溶解し、　NaMを少しずつ加えて4時間撹絆したまま放置し、この

溶液に5－bmmope鑓ylp蹴halimide（11）を2。6g（8。8mm◎1）加え、18

時間反応させた。NaBrをガラスフィルターでろ去後、　DMFを留去し、こ

の銭渣をベンゼンに溶解してシリカゲルカラムで分離・精製し、減圧・濃

縮してN，IN－bis（t・butoxycabony9）一N’・phahagoylcaCtaverEne（S2）を

3．23g（7．48mmo9）得た（収率；100％）。メタノール朽Omlに化合物

12を3．S79　（7。34mmol）溶解し、ヒドラジンー水和物1．9　mi（7．5mmo9）

を加えて、3時間加熱還流して反応させた。メタノールを留去後、この残

渣について4N－NH31cHc13で抽出し、　N，N－bls（t－bu逢◎xycarbonyl）

cadaverine（13）を得た（収率；100％、　IS－MS、　m／zx303）。

　　　DMF壌mlに化合物13を266mg（O．88　m　m　oE）溶解し、ビオチン

活性エステル10）（le）300　mg（0．88mmol）を加えて撹絆、15時間加

熱還流して反応させた。DMFを留去後、この残渣についてシリカゲルカ

ラムで分離・精製を行い（クロロホルムで溶出）、N，NItbis（電・butoxy一
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carb◎nyl）Nや1◎kinylcaCtavergne（fi　ag）を得た（収率；6・5％）・

　　　　化合物14に、計算量の塩酸飽和エーテルを加え、室温で撹拝放置

し、Na・biotinylcaCtaverine（15）の塩酸塩の粗結晶を得た（収率30。0％、

geab－M＄．　m“H／z＝328）　．

Ni－Biotinyi－mN7一　（3－bromopropyl）　一N‘，N4，N7－tribenzygner＄permidine

（2　2）

　　　　Ni，N4，N7…tribenzyinorspermrdine9）（S6）の塩酸塩結晶5。29

（10mmo9）を4N・NH31CHCI3で抽出して得た、遊離型化合物（怖）を

S63．58g（9mmol）、N一（3－brom◎propyl）ph曲allmldeを2．43g（9mmol）、

及びKF－cetite　9．9gを、アセトニトリル90mlに溶解し、加熱還流しな

がらS8時間反応させた。　KF・・Cegiteをガラスフィルターでろ去した反応

液の溶媒を留面した後、この残渣についてシリカゲルカラムで分離・精製

し、IN1・（3－phthalimid◎propyl）一N7｛4・bls一（t－bu量oxyc謙bonyl）lmldo⊃

pr◎py9－Ni，N4，N7・9ribenzygn◎rs　permgdl　ne（1　7）を得た（収率；黛9。8％、

Fab－MS、　wt＋Hlz＝538）。化合物17を3．Og　（5．05mmol）、化合物

2aを2。689（7．92mmoi）、及びKF・CeEite　6．6　9を、アセトニトリル66ml

に溶解し、加熱還流しながらli　8時間反応させた。　KF・C㊧臓eをガラスフ

ィルターでろ去した反応液について溶媒を留去し、この残渣についてシリ

カゲル’カラムで分離・精製しN　i一（3－P賊hallmldOμ◎pyS）・N7・［4・（a・

butoxy－cambonyE　）　gmkto］propyfi－mNi，N4，N7－aribeptzyinorspermafictieee

（18）を得た（収率；9。3％、融b・㎜S、m幽ノ為846）。メタノール100ml

に化合物18を4。3g（5。00mmol）溶解し、ヒドラジンー水和物t3耐

一21一



（7．5mmol、　Ct＝1．029）を添加して、加熱還流しながら4時間反応させ

た。反応液の溶媒を留去後、この残渣について4N－NH31CHC』で抽出し、

NL　（3i－aminoprepyE）　一N’一［4一　（a－ioutoxycamoonyg）　imicto］propyS－

Ni，N4，N7－trEtOenzy；n◎rspermiCtine（1　9）を得た（収率；84．4％、　Fab－

MS、　m牽H復＝646）。化合物19を209mg（0。325mmol）、及びビオチ

ンの活性エステル（書0）斜Omg　（0．325mmoS）を、　DMF　O。5mlに溶解

して撹拝しながら室温で8時間反応させた。DMFを留去後、この残渣に

ついてシリカゲルカラムで分離・精製を行い、Ni－Biotiny9－N7一【4・（a－

butoxycaubonyi）　imido］propyg－Ni，　N4，　N7－tri　toenzyEsu　erspermgdi　Re　（2　O）

を得た（収率；30．0％、Fab－MS、　m柵1z謬94の。TFA（トリフルオロ

酢酸）0．2mlに、化合物20を100mg（0．106mmo9）溶解し、氷中で

1．5時間、室温でlt時間反応させた。TFAを留去後、4N・N囲31CHC』で抽

出し、N1－Bio驚lnyl－N7・（3・a　mlnopropyS）一・Nド，N4，N7・tribemzyl－

norspermidine（2のを得た（収率；69。0％、　Fab－MS、　m拳H／z＝741）。

NLBioainyg－1，S2－diamino－4，9　一ctiazactectecane　（B－3ag3）

　　　　ビオチン活性化エステル（SO）を94mg（0．3mm◎1）溶解したジ

オキサン1mlと、50％ジオキサン水溶液2．Omlに溶解した1，12－

dlaml禰◎一4，9・diazaCtodeecaneの塩酸塩209mg（0．6mmol）を混合した

のち、ジオキサン1．Oml及びトリエチルアミン0．84ml（6mmol）を加え、

撹拝したまま室温で一晩反応させた。翌日、反応液中に生成した結晶をろ

去した後、ろ液を留去し、白色の結晶を得た。この反応生成物について、

HPLC溶離液に溶解後、　HPLCで分取し、精製を行った。分取した画分を
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減圧濃縮し、B・343のTFA塩を得た（収率65。2％、　Fab・期S、

gn“H／zx471）　．

N’一Biotinyi－1，S3ntiamfino－5，9　一triazatptctecaeee　（B－43ag）

　　　ビオチン活性化エステル（10）gag　mg（0。3mm◎1）を溶解したジ

オキサン1　m9と、50％ジオキサン水溶液2．Omlに溶解した唱，13－

diamln◎』5，9－diaza禰deca醗の塩酸塩217mg（0．6　m　mol）を混合した

後、ジオキサン1。Oml及びトリエチルアミン0。84ml（6mm◎1）を加え、

撹拝したまま室温で一晩反応させた。翌日、反応液中に生成した結晶をろ

去した後、ろ液を減圧濃縮し、白色の結晶を得た。この反応生成物につい

て、HPLC野離液に溶解後、　HPLCで分取し、精製を行った。分取した画

分を減圧濃縮し、B－434のTFA塩を得た（収率69．S％、　Fab－MS、

rn＋H／z＝471）　o

N’一・Azictebenzovg－NiS－bietiRvE－1．S5一一diamfiito－4．8．12－nttwiazapenaa”m

ctecaRe　（2　8）

　　　アジド安息香酸の活性化エステル（25）65mg（0。25mmol）を溶

解したジオキサンli　mlと、50％ジオキサン水溶液2．Omlに溶解した化合

物23の塩酸塩214mg（0．5mmol）を混合した後、ジオキサンtOml及

びトリエチルアミン0。84ml（6mm◎1）を加え、撹1拝したまま室温で一晩

反応させた。翌日、反応液中に生成した結晶をろ去し、さらに、ろ液を減

圧濃縮し、黄白色の結晶を水で洗って得たろ液を印刷後、化合物26の結
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晶を得た。この反応生成物について、HPLC溶離液に溶解した後、　HPLC

で分取し、精製を行った。さらに、ビオチン活性化エステル（10）82mg

（0。24mmol）を溶解したジオキサン0．25mlと、化合物26を80mg

（0．2mmo9）溶解した50％ジオキサン水溶液2．OmEを混合した後、トリ

エチルアミンO．56ml（4mmol）を加え、撹絆したまま室温で一晩反応

させた。翌日、反応液中に生成した結晶をろ去した後、ろ液を減圧濃縮し、

白色の結晶を得た。この反応生成物について、HPLC溶離液に溶解し、

HPLCで分取し、精製を行い、化合物28のTFA塩を得・た（収率4・9．8％、

Faio－MS．　m－M／z＝616）　．

〈MPIC＞

　　　HPLCの条件は、　Fig．10に示した。すなわち、分析カラムに、

lNERTSIしPREP・ODS　6。O　x　250mm、分取カラムに、　INE醗TSIL

PREP－ODS　20×250mmを用い、ガードカラムは各々、TSKgel　ODS－

S20T　15　×　3．2mm、　INERTSIL　PREP・・ODS　6．Ox250mmを用いた。移

動相は、O・．1％TFAを含む5％アセトニトリル溶液と、0．S％TFAを含む

80％アセトニトリル溶液のリニアグラジェントを用いた。流速は分析時

O．8mVmiR、分取時8．Om91minとし、検出波長はB－3333、臨343、　B－434

については220nm、　AB・B－3333については300nmにおける吸光度測定

により行った。
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　　　　　　　　　　　第2章

ビオチン標識ポリアミンによって標識される

　　　　　細胞タンパク成分の検出

2－S　　　　ビオチニルポリアミンを用いる標識とその標識タ

ンパクの検出

　　　ポ’リアミンは、トランスグルタミナーゼ（TGase）、すなわちタ

ンパク・グルタミン：アミンーγ一グルタミルトランスフェラーゼの基質とな

ることが知られている3》。TGaseは、タンパク申のグルタミン残基と、リ

ジン酸基あるいはポリアミンの末端一級アミノ基を交換し、新たなアミド

結合を生成するカルシウム依存性の酵素である。この酵素は、細胞が分化

したり、アポトーシスが生じる際、その活性が大きく変動し、タンパクの

架橋がシグナルとなる細胞機能の調節に関与すると推察されているx＞。

TGaseの作用産物と考えられるNi、　N　B一　bls（γ・gluねmyl）spermiCtine

がアポトーシスを起こした細胞り2》や組織t3｝の酵素消化物中に検出され，る

ことが報告されており、動物体内でもポリアミンがTGaseの基質になる

ことは明らかであるが、細胞内でポリアミンが結合し得るタンパクに関す

る情報はほとんどない。

　　　そこで、細胞内でポリアミンが結合し得るタンパクを検索するこ

とをめざして、第1章で合成した標識ポリアミンアナログのうち、末端に

一級アミノ基をもち、トランスグルタミナーゼの基質となるであろう3種

のビオチニルポリアミン及びビオチニルカダベリン（B・5）を用いて検討

を行った。
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2－S－a　トランスグルタミナーゼに対する基質性の検討

　　　TGaseの基質となる多くのタンパクの中で、　Caseinは、入手が

容易なことから試験管内におけるTGase反応の検出に用いられている。

一方、臨5は化学的まビオチン標識試薬としてすでに市販されており、

TGaseによってカゼインに結合することも報告されている14》。その際の

ビオチニルカダベリン標識タンパクめ検出には、先にも述べた闘醗P標識

アビジンとの複合体の形成が利用されている。そこで、第S章で合成した

化合物がTGaseの反応を調べるのに有用かどうかを知るために、まず、

モルモット由来の酵素を用い、基質タンパク間の架橋を防ぐためにアミノ

基をメチル化したジメチルカゼインを基質として、本研究で合成した聾

5の反応性および標識タンパクの検出感度を市販品（Pie　rce社）と比較

した◎

　　　　その結果、反応生成物を電気泳動後、色素染色するとFlg。個A

に示すように、合成品、市販品ともにカルシウム依存的に一部の分子量が

増加し、酵素反応が進行していることが示唆された。同じ試料を電気泳動

後、人工膜に転写してH　RP標識アビジンを用いてビオチンの存在を検出

すると、Fig．11Bに示すように、カルシウム依存的に強いバンドがジメチ

ルカゼインと一致する移動位置に検出され、前章で合成した臨5が

TGase反応の検出に有用であることが確認された。

　　　次に、前章で合成したビオチニルポリアミンである騒3433・434

およびB・3333とB・5について、TGaseによるジメチルカゼインへの結

合反応を調べて、基質性の検討を行った。その結果、F99．a　2に示すよう

に、ビオチニルポリアミンは、Ca2“存在下8・5と同様、　TGa＄eによりジ
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メチルカゼインに対して十分な反応性を示した。プロッティングの様子か

ら、B・5よりもビオチニルポリアミンのほうが検出されたバンドが濃く、

反応性がよいように思われたので、B・5およびB－343について反応の時

間経過を調べた。その結果、F19，舗に示すように、反応時間が短い場合

ではB　’・　343はB6より明らかに5～6倍感度よく検出された。
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Fig．12　Detection　of　biotinylpolyamine　conjugated
with　dimethylcasein　by　TGase

Reaction　products　in　the　presence　ot　Ca2’（lanel－4）　or　EDTA

（lane5－8）　were　analyzed．Biotinylated　dimethylcasein　was
detected　with　HRP－avidin　by　Super　Signal　CL．

lanel，5＝B－5；lane2，6＝B－343；lane3，7＝B－434；lane4，8＝B－3333
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　　Panel　A：Detection　of　biotinylated　dimethylcasein

　　Panel　B：Relation　between　reaction　time　and　peak　hejght
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2－1・b　ビオチニルポリアミン投与細胞におけるビオチン標識タン

　　　　パクの検出

　　　合成したビオチン標識ポリアミンがTGaseの基質になることが

明らかになったので、これらのポリアミンが細胞内に取り込まれれば、細

胞内のタンパクとの作用を検出できるのではないかと考えた。そこで、ビ

オチニル化合物4種について、ラット肝癌由来HTC細胞に投与して、標

識されるタンパクの有無を調べた。その際、細胞はポリアミン輸送系を活

性化して化合物が細胞内に入りやすくするために、ポリアミン合成阻害剤

で前処理したものを用いた。すなわち、オルニチン脱炭酸酵素阻害剤であ

る憶・アミノオキシー3・アミノプロパン（AOAP）15）を含む培地で細胞を培

養することで細胞内ポリアミン濃度を低下させ、ポリアミン輸送系の活性

を増大させたHTC細胞に、4種のビオチン標識化合物を各々投与し、24

時間培養した。その全細胞成分をSDS・ポリアクリスアミドゲル電気泳動

（SDS・PAGE）後、膜に転写し、発光検出を行った結果をFig．1　4に示し

た。

　　　いずれの化合物についても複数のバンドが検出され、これらの化

合物に由来するビオチンが細胞成分タンパクに結合したことが示唆され

た。その際、すべての化合物に共通のバンドも検出されたが、いくつかの

バンドは化合物に特有であった。特に分子量35，000に出現したバンドは

B・5に特有であり、また、分子量50，000～60，000に出現したバンドは、

B・434に特有だった。
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Fig．14　Detection　of　biotinylpolyamine－conjugated
protein　in　HTC　cells　cultured　in廿1e　presence　of
biotinylpotyamine

　Whole　cell　extracts　from　HTC　cells　treated　with　biotinytated

　　polyamine　were　analyzed　（lanel＝B－5；lane2＝B－343；lane3＝B－

　434；lane4＝B－3333）　．　Biotinylated　protein　was　detected　with

　HRP－avidiv　by　Super　Signal　CL
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2m2 アジドベジゾイルビオチニルポリアミンの利用

　　　フォトアフィニティー標識に使われる官能基として選択したアジ

ド基は、光によって分解し、反応性の高いナイトレンを生じ、親電子的反

応や、ラジカル的な水素引き抜き反応によって、溶媒あるいは近傍に存在

する化学種と反応することが知られている5）。タンパクの標識実験に先

立ち、アジド化合物の紫外線による分解を確認するために、365．Onmと

253．7nmの2種のランプを照射したときの化合物のスペクトル変化を調

べた。その結果、Fig．1　5に示すように、照射光波長が365．Onmでは、ほ

とんど吸収スペクトルの変化が見られなかったのに対し、253．7nmでは、

極木吸収波長の経時的な変化が見られた・この変化したスペクトルは等

吸収点をもっており、化合物が光によって分解し、溶媒である水と反応し

て主に単一の成分に変化していることが示唆された。

　　　そこで、実際に使用するAB・・B・・3333を水に溶解して253。7　nmの

紫外線をあて・経時的にその吸収冬ベクトルを測定した・Fig・1　6に示す

ように、極大吸収波長の同様な経時的変化が観察され、約5分で完全に

A　B・B　・・　3333が分解することが示唆された。この検討より、光標識条件を、

253．7nmの紫外線を5分当てることとした。

　　　ポリアミンの細胞内濃度はポリアミン生合成に関わる酵素活性と

細胞内外へのポリアミン取り込み一排出系によって調節されている。抗が

ん効果をねらった細胞内ポリアミン量の低下を実現するために、多くのポ

リアミン生合成酵素の阻害剤が開発され、抗がん剤としての臨床試験も行

われてきた16）。しかし、このような阻害剤による組織ポリアミン量の低下

が輸送系の活性化を起こし、細胞外からのポリアミンの供給がi薬物の効果
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を低下させることも明らかになってきた。従って、ポリアミン輸送系の同

定と単離は、抗がん剤開発の面からも急務の課題であり、多くの研究機関

がその検出と単離にしのぎを削っているのが現状である。細胞膜上には、

このようなポリアミン輸送系タンパク灌ηやポリアミンがモジュレーター

として働くイオンチャネル18）の存在が明らかになっており、また、これら

のタンパクはポリアミンのメチレン鎖長と陽電荷の数を主に認識するこ

とも示されている。

　　　そこで、本研究では、フォトアフィニティプローブとして合成し

たアジドベンゾイルビオチニルポリアミンであるAB・B－3333を、Fig．V

に示すように、培養細胞膜上のポリアミン親和性タンパクの検出に応用す

ることを試みた。すなわち、プラスティックシャーレに入れたHTC細胞

に、AB・B・3333共存下、氷上で紫外線を照射し、細胞成分を遠心により

分画後、ビオチン化タンパクを分離検出した。その結果をド藝g。幅に示し

た。細胞質寸分にはバンドは検出されなかったが、細胞膜を多く含むと思

われる画分と核および細胞を含む画分に、数本のバンドが検出された。そ

の際、紫外線を照射したときにのみ観察されるバンドが分子量約旬0，000

の位置に検出された。このバンドは、標識体に対して10倍過剰量のスペ

ルミジンを共存させて紫外線を照射したときには検出されないことから、

ポリアミンに親和性を持つタンパクであることが示唆された。
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Fig．18　Detection　of　AB－B－3333－labeled　protein　in

crude　subcettular　fractions　of　HTC　cells

Ptasma　membrane　rich　traction　（tanel，2，3），　nuclei　and

whole　cell　rich　fraction　（iane4，5，6）　and　cytosol　fraction

（lane7，8，9）　were　analyzed　trom　HTC　cells　treated　with

（lane2，3，5，6，8，9）　or　without　（lanel　，4，7）　UV　light　in　the

presence　of　AB－B－3333．Ten　fold　excess　of　spermidine
was　added　during　photoaffinity　labeling（lane3．6．9）．
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2－3 まとめと考察

　　　　本研究により、ビオチニルポリアミンがTGaseの基：質になり、

B・一5に比べて効率よくタンパク成分に結合し得ることが明らかになった。

基特異性を論じるためにはさらに詳細な検討が必要であるが、Flg．12に

示されるように、生理的状況下で3つ以上の陽電荷をもつこれらの化合物

と結合したジメチルカゼインが感度よく検出され，たことは、TGaseがポ

リアミンを生理的基質とし’（認識していることを示唆している・末端にア

ミノプロピル構造を持つB－343、B・3333とアミノブチル構造を持つB　・m

434で若干の検出感度に差があることも、基質認識の差を反映しているの

ではないかと考えている。TGaseの生理的意義は未知の部分が多く、高

感度な検出が可能なこれらの化合物を利用すれば、TGaseの新たな作声

を検索する際にも有用であろうと思われる。

　　　ラット肝がん由来HTC細胞にビオチニルポリアミンを投与する

と、投与した化合物の構造に特有な標識タンパクが検出された。検出され

たタンパクが必ずしもTGaseがポリアミン部分を認識して標識したもの

でなく、二次的な標識である可能性もあるが、構造に依存して標識タンパ

クの種類が変化したことは、これらの化合物がポリアミン作用タンパクの

検索に有用であることを示唆している。

　　　当研究室では、ポリアミン欠乏細胞にスペルミジンを投与するこ

とによって細胞内にポリアミンが急激に蓄積し、細胞が死に至ることを報

告してきたig》。この細胞死はTGase阻害剤によって一部抑制される（未

発表）ことから、ビオチニルポリアミンによって、この細胞死のメカニズ

ム解明に新たなアプローチができるものと期待している。
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　　　AB－B－3333による光標識は、細胞表面に存在するポリアミン親和

性タンパクの検出に有用であった。

　　　これまで、ポリアミンの輸送担体の研究は、主に大腸菌で行われ

ており、担体タンパクのクローニングおよびその構造解析の段階に進んで

いる1η。しかし、哺乳動物細胞におけるポリアミンの輸送系は様々なポリ

アミンアナログを用いた実験により、その存在が示唆されているに過ぎず、

タンパクとしての検出はなされていない。

　　　1995年、Porterらは放射性同位体標識のアジド構造および一級

アミノ基をもつポリアミンアナログを用いて、マウス白血病細胞の膜上に

存在するポリアミン親和性タンパクの存在を報告した20》。彼らはこの報告

の中で、低濃度の標識体共存下の紫外線照射によって標識される分子量約

1t　O，0　00のタンパクを輸送系の候補タンパクとしている。しかし、この

タンパクの標識は標識体の1000倍過剰量のスペルミジンによっても完

全には阻害されず、ポリアミンに対して特異的な親和性を有するかどうか

明確でない。

　　　本研究で用いたAB－B…3333はP棚齪らの標識体とは構造が異な

り、また検出タンパクの分子量も一致しないことからPorterらが検出し

たタンパクと今回検出されたタンパクとは異なるものと考えている。また、

10倍量のスペルミジンの共存下の紫外線照射によって標識が阻害される

ことから、検出されたタンパクが、スペルミジンに親和性をもつタンパク

であることは明らかであろうと思われる。検出されたタンパクが、ポリア

ミンの輸送系に関わるタンパクであるか不明であるが、前述のアビジンカ

ラムを用いることで精製も可能であろうと考えており、今後検出タンパク

の精製と同定を検討する予定である。

一・ P1一



実験の部

〈試薬〉

　　　　　新生仔牛血清（NBS）はCell　Cul加re　Laboratorles社、　MEM－

Eaxee　Mediumは大日本製薬、Swlm’s　S－77　Medium及びTrlpsin－EDTA

溶液はSlgma社のものを用いた。　spermldineはAldrlch社から購入し

たものを用いた。培養細胞に投与したポリアミンアナuグ、li・・”

am　Wt◎oxy・3－aminopropane（AOAP）は、当研究室で合成したものを用

いた。また、培養実験に用いた他の生化学試薬については、S　ig　ma社あ

るいはAICtxich社のものを用いた。　Bovine　serum　agbumin（BSA）は、

生化学工業株式会社から、avldine－horseradlsh　peroxiCtase　co吋ugate、

c◎omassie　brllllant　kegue　R－250は、Blo・Rad社から、transgEUtaminase

（TGase）、di量hlo柵el笠◎1（DTT）、塩化カルシウム、旺⑪TA、ジメチル

カゼイン（casel鵬N，麗一dime愉yla笠ed）、bl◎萱lnylated　SDS　moEecuiar

weigkt　marker＄．　N－2－hyctroxyethyEpiperazine－N’一2－ethane＄Eutonic

a　ciCt（HEPES）はSlgma社、コニカイムノステイン1000はコニカ社、

5in（biotinamicte）penayaamine．　S　uper　＄ggmaR　S　estosarate　（Western

b9◎廊ng）はPierce社から購入したものを用いた。その他、　SDS・ポリア

クリルアミドゲル電気泳動、蛋白転写に用いた試薬は、和光純薬工業株式

会社、Slgma社、　Bio・RaCt社、　Aidrich社、から購入したものを用いた。
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〈タンパク定量〉

　　　　タンパク定量は、eo◎massle　b湘la薦bgue　R－250試薬を用いる、

Brad勧rd法2ηにより行った。標準タンパクとしてBSAを用いた。

〈SDS・ポリアクリルアミドゲル電気泳動22》〉

　　　調製した試料に、同量の電気泳動用緩衝液（28mM　INaHN2PO4、

72mM　Na2HPO4、1％SDS、　IS％wtercaptoethaptol、36％u鵜a）を

添加し、沸騰水浴中で10m・inインキュベーションしたものを電気泳動用

試料とした。泳動に用いた濃縮ゲルは、5％［acrylamide：N，N’・

methylene・bis（acryla鵬lde》』：1］　（3×S4cm）、泳動ゲルは、10％

［acryeamide：N，N’一methyEenetog＄〈aeryEamide）＝＄：st　（SOXS4cm）

を用い、ゲル当たり30mAの電流を流して泳動を行った。

〈タンパクの検出

色〉

c◎omassleめr醐a就blue　R・250による染

　　　SDS・PAGE頓つたゲルに・絶液AぐEtOH　5・蹴H、。12・m9・

35％HCHO　30ml、　coomassie　brlll諭齪b睡e　R－2500．29）で1時間

処理し、次に染色液B（EaO・H　50ml、　H20拓Oml、35％HCHO　2ml、

coomassge　br1991an9　blue　R・250　0．25g）で一晩処理した。続いて、脱

色液C（EtOH＄25　m9、　H20375ml、35％HCHO　5ml）で約3時間処理
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した。

〈ビオチン標識タンパクの検：出〉

　　　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行ったゲルをプロッテ

ィング緩衝液C（Tris・HCI　1．208g、　H20320ml、　MeOH　80ml；pH　9．5）

に浸したろ紙の上に乗せ、メタノールで処理して緩衝液Cに浸した

9mmoiOir◎ne－P（traR＄ter　memmbrane）を乗せ、プロッティング緩衝液

B（輌s・HCI　O．0604g、　H20肪Oml、　MeOH　40ml）、ブ『ロッティング緩1

衝液A（胴s－HCI　7。28g、　H20　160　m9、　MeOH⑳ml）に浸したろ紙を各々

乗せて100mAで噛時問30分通電を行った。通電後の9ma　m◎birone－Pは、

3％ゼラチンを含むBS溶液（Trls－HCI　2．4　2　gll、　NaCi　26．74911；pH

7。5）で一晩ブロッキング処理を行った。

　　　ブ『ロッキングを行った9mmotOiroRe・PはTTBS溶液（0。05％

鯉e磯・20を含むTBS）で5分間洗った後、　TBSで10，000倍に希釈し

たavidine－horse給dlsh　con胆g飢edで1時聞、室温で処理を行った。

続いて、TTBSで5分間5回、さらにTBSで5分間洗浄して検出を行っ

た。

コニカイムノステイン1000による発色法での検出　氷冷下、暗

所で発色試薬を調製し、洗浄したEmmobirone－Pを5分間から30分間処

理した。

スーパーシグナルによる発光法での検出　以下の操作はすべて暗

ww
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室で行った。発光試薬を調製し、lmmobll◎Pt　e・Pを5分問処理し、適当

な大きさに切ったX線フィルムに2秒から120分間露光させた。フィル

ムはフジフィルム社の現像液に2分、定着液に1分、洗浄液にli　O分から

20分さらしたあと、流水で十分濯いで自然乾燥した。

〈トランスグルタミナーゼの基質性の検討n》〉

　　　fOmM電ris－HCI、5mM　DTT、繍Mビオチン標識化合物、2mglml

aransgivtaminase、及びSOmM　CaC12又はEDTAを加えて、よく混和し、

鱒mglml　Dim銚hyl　case　inを添加して反応を開始した。反応は、37℃の

恒温曹でS時間30分行い、反応停止には、飽和EDTA溶液を反応溶液の

li／10量添加した。

〈培養細胞鋤〉

　　　ラット肝癌由来HTC細胞は、大日本製薬から入手したものを用い、

・80℃で保存していたものを、浮遊培養で立ち上げ、実験に用いた。浮遊

培養に用いる培地（Swlm’s　S－77（や50醗㎜舗cl翻e、稔gll　gguco＄e、＋2mM

gl就aml論e、＋0．05mM　L・cys舗n⑱、＋0。5911　NlalHCO3）尋奮0％MBS）に、

細胞をlt～4×XOscelislmlになるように、48時間ごとに植え継ぎ、対数

増殖期の細胞を実験に用いた。
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〈AOAP処理as》〉

　　　ろ過滅菌したSOOptM　AOAPの溶液を投与した培地（Swlm’s　S－

77＋10％NBS）に、上記の浮遊培養iの条件で細胞を1～4×冊5c¢llslml

になるように植え継ぎ、48時間培養した。

〈ビオチニル化合物を投与した細胞試料の調製法〉

　　　AOAP処理を行い、ポリアミン輸送系を活性化したポリアミン欠

乏状態のラット肝癌由来HTC細胞を望．5×冊7cells集め、100μMの

AOApを含んだ培地に再懸濁し、35cmのプラスチックシャーレに蒔い

た。このシャーレに、SOO　PtMのビオチニル化合物を添加し、37℃、24

時間培養を行った。この細胞をPBSで洗い、遠心して集めた細胞を凍結

融解で破砕した後、さらに超音波破砕（30秒毎5回）を行い、試料を電

：気泳動に供した。

〈吸光スペクトルの測定〉

測定は、Slm館uのMuiti－Spec筋00を用いて行った。

で



〈アジドベンゾイルビオチニル化合物で標識した細胞試料の調

製法〉

　　　基本的にはPor量erの方法20）を参考にして行った。

　　　通常培養のラット肝癌由来闘TC細胞を6．4×鱒6c㊧lls集め、

HEPES緩衝液に再懸濁させ、3．5cmのプラスチックシャーレに蒔いた。

これを暗室下、氷上で平衡化した後、このシャーレに、100μMのAB－

B－3333を添加した。ポリアミン親和性蛋白の確認にspermldlneをAB・m

B－3333のse倍量添加した。このシャーレは5分間25翻mの紫外線を

照射し、アジドをタンパクと結合させた後、アジドの分解を目的として、

DTTを添加した。この細胞はPBSで洗い、遠心して集めた後、ペレット

の2倍量の培養液（0．05M　b◎ricacld、0。篇M　NaCl、　SmM　MgC12、1mM

CaC12）を添加してよく撹拝し、さらに、ペレットの100倍量の低張溶液

（0．02M　boric　acld、0．2mM　EDTA）を鴇段間かけて添加し、20分間

撹絆した。さらに、ペレットの8倍量のホウ酸溶液（0。5M　b◎elic　acld）

を添加して5分間撹拝した。この溶液は、450×gで10分間、2℃で遠心

し、核画分をとり、さらに、S2，000×9で3⑪分間、2℃で遠心し、膜画

分を分離した。膜画分は、0．5％trit◎ge　X　IOOのPBS溶液に溶解し、そ

れぞれの吉士は電気泳動の試料に供した。
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モルモット組織トランスグルタミナーゼに対する

　　　ビオチン標識ポリアミンの基質性



緒言

　哺乳動物細胞には、スペルミジン、スペルミンおよびそれらの前駆体で

あるプトレシンが普遍的に存在し、これらポリアミンの細胞内濃度は、

Fig。1に示されるような生合成、代謝経路、および、細胞内外への取り込

み一排出系によって厳密に調節されている。ポリアミンは、細胞増殖や分化

過程における必須因子であることが明らかになっているが、細胞のどこに、

どのように作用することが細胞機能の調節に重要であるのか、その作用の

詳細は不明である1’X。分子レベルでのポリアミンの役割は、有機塩基とい

う化学構造上の特性から単に陽イオンとしての役割ばかりでなく、多くの

生体分子との静電的結合、水素結合、疎水結合などを通して、生体高分子

の立体構造に影響を与え、それらの機能発現に影響を与えると考えられる。

核酸との相互作用が強く、生合成が核酸の生合成と期を同じくして起こる

ことなどから、ポリアミン作用の中心は核酸との相互作用にあるものと推

察されるが、最近、細胞の生存に必須である真核細胞翻訳開始因子elF－5A

の翻訳後修飾にスペルミジンが基質として働くことなど、細胞成分への化

学結合の重要性が示されており、細胞内タンパク質のポリアミンによる化

学修飾がその機能発現に重要である可能性は高い。

　細胞内タンパク質にポリアミンそのものによる化学修飾が起こるとすれ

ば、組織トランスプルタミナ一網（TGase）による修飾の可能性が最も高い。

本酵素は、その存在がFolkらにより最初に報告されたもので、　Fig．　2に

示されるように、Ca2＋存在下タンパク質中の特定のグルタミン残基におけ

るアミド窒素と近傍のリジン酸基のε一アミノ基あるいはポリアミンなどの

末端一級アミノ基を交換する反応を触媒する3）。Folkらは、ポリアミンが

この反応に関与する際、両端のアミノ基がグルタミン残基と反応し、架橋

を形成することも明らかにした。タンパク質の分子内あるいは分子間架橋

はその立体構造の変化を引き起こし、それらが膜タンパク質であれば、膜

の流動性の変化など情報伝達系への多大な影響を与えることも予想される。

実際組織TGase活性は、アポトーシスや細胞の分化過程に大きく変動し、

また細胞内情報伝達過程に重要な役割を果たすGタンパクとの関与も示さ

れ、活性の発現が細胞機能の調節に関わることが示唆される4’　5）。しかし一

方、本酵素の基質タンパク質の特異性、低分子基質となるポリアミンの構

造特異性など酵素化学的な基本情報は少ない。
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　平成9年度修士論文において当研究室の松鹿は、生細胞中でFig．3に示

されるピオチン標識ポリアミンによって標識されるタンパク質が複数検出

されることを報告した。’）。その際、検出されるタンパク質はポリアミン構造

によって異なる場合があり、生細胞中のポリアミンが、生理的に種々のタ

ンパク質を修飾する可能性が示唆された。本研究では、松鹿が培養細胞に

ついて行った実験を再検討すると共に、細胞内ポリアミンによる化学修飾

に最も関与が予想される組織TGaseに対するビオチン標識ポリアミンの基

質性を検討し、細胞内におけるポリアミンおよびビオチン標識ポリアミン

の挙動を知る上で有用な情報を得ることを目的として実験に着手した。
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PUT：　putrescine，　SPD：　spermidine，　SPM：spermine，　AdoMet：　S－

adenosylmethionine，　deAdoMetl　decarboxylated　adoMet，　MTAこ

5’一methylthioadenosine，　ODC：　ornithine　decarboxyla＄e，　AdoMetDC：

S－adenosylmethionine　decarboxylase，　SpdSyn：　spermidine　synthase，

SpmSyn：spermine　synthase，　SSAT二spermidine！spermine　N　1－

acetyltransferase，　PAO：　polyamine　oxidase，　AcSPD：　N　i－acetylspermidine，

AcSPM：　N　1－acetylspermine
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第一章　HTC細胞内タンパク質のビオチン標識ポリアミンによる標識

　平成9年度修士論文で松鹿は、新規に合成したB－5、B－343、　B－434、

B－3333など4種のビオチン標識ポリアミンを細胞内に投与すると、ビオチ

ンで標識されるタンパク質が生成することを報告した。その際松鹿は、オ

ルニチン脱炭酸酵素阻害剤であるAOAPにより細胞内ポリアミン量を低下

させることでポリアミン輸送系を活性化したHTC細胞に、ビオチン標識ポ

リアミンを作用させどのようなタンパク質が標識されるかを調べた。その

結果、投与するビオチン化合物によって異なる標識タンパク質が検出され

ることも明らかにしたが、培地中に存在する血清アミンオキシダーゼが結

果に影響する可能性が考えられた。血清アミンオキシダーゼは、ポリアミ

ンの末端アミノ基に作用して脱アミノ化し、アルデヒド体を生じさせるこ

とで知られる。したがって、血清アミンオキシダーゼによってビオチン標

識ポリアミンから生じるアルデヒド体がタンパク質に結合することも考え

られる。そこで、ポリアミンの酸化が牛血清中でほぼ抑えられる条件とし

て血清アミンオキシダーゼ阻害剤であるアミノグアニジン1mM濃度を共

存させて、ビオチン標識ポリアミンの投与実験を行い、同様の標識タンパ

ク質：が検出されるかをまず調べてみることにした。

　本章では、ビオチン標識ポリアミンによって標識されるタンパク質の存

在をアミノグアニジン存在下培養した細胞について再度確認した実験、お

よび、ビオチン標識ポリアミンの種類により標識されうる細胞内タンパク

質について、市販の組織TGaseを用いて検討した実験について記す。

第一節　　生細胞内でビオチン標識ポリアミンにより標識されるタンパク

　　　　　質の検出

　アミノグアニジン存在下、AQAPにより輸送系を活性化したHTC細胞に

ついて行ったビオチン標識ポリアミンの投与実験の結果をFig．4に示す。

検出されたいくつかのタンパク質の分子量に違いはあったが、湿糠の結果

と同様、複数のビオチン標識タンパク質が検出され、用いたビオチン標識

ポリアミンの構造により異なるタンパク質が検出された。分子量100KDa

および701Φaに検出されたタンパク質のように4種の化合物に共通なバン

　｝酬
開
）

　一



ドもあったが、分子量50KDaおよび45KDaおよび35KDaにはB－5に
よって特有に標識されるタンパク質が検出された。また、分子量64KDa

付近には、特にB－343によって濃く検出されるタンパクが検出され、ポリ

アミン構造により、細胞内における挙動が異なることが示唆された。この

挙動の違いは、細胞内への取り込み量が異なるためか、化合物の細胞内局

在が異なるためか、あるいは標識の過程が異なるためかのどれかであると

考えられた。当初、細胞内のビオチン標識ポリアミン量をHPLCにより定

量することを試みたが、取り込み量が少なく、検出限界以下であり、取り

込みについての結論を得ることができなかった。そこで、タンパク質の標

識過程に関与が予想される組織TGaseに対するこれらビオチン標識ポリア

ミンの基質性を次節のように調べることにした。

一56一一
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第二節　HTC細胞抽出液をタンパク基質として用いるビオチン標識ポリア

　　　　ミンの組織TGaseに対する基質性の検討

　組織TGaseは、ポリアミンを基質とし、先に述べたように、特定のタン

パク質のグルタミン残基におけるアミド窒素とポリアミンの末端アミノ基

を交換することで知られる。しかし、TGaseによって生理的にポリアミン

が結合するタンパク基質としては精巣内のタンパク質の報告があるのみで、

多くの場合同定にまでは至っていない。ビオチン標識ポリアミンは、末端

アミノ基にビオチンが結合しているため、複数の電荷をもつポリアミンの

基本構造を保持しており、TGaseの基質になる可能性は高い。また、ポリ

アミン基質の構造の違いにより結合するタンパク質：が異なる可能性もある。

そこで、4種のビオチン化合物を用いた場合に、どのような細胞内タンパ

ク質がTGaseの基質になりうるかを調べるために、ラット肝癌由来HTC細

胞からの細胞抽出液をタンパク基質として、組織TGaseに対する基質性を

調べた。組織TGaseは一次配列保存性が高く、種によってその特性に大き

な違いがないことが予想されるので、HTC細胞がラット由来の細胞である

ことから、同じ翻歯類のモルモット組織TGaseについて実験を行った。

　対数増殖期のHTC細胞を凍結融解および超音波処理により破砕後、透析

により細胞内ポリアミンを除去した細胞をモルモット組織TGaseによりビ

オチン標識ポリアミンと反応させると、Fig．5に示したように、いずれの場

合も非常に多くのタンパク質がビオチン標識されることがわかった。B－5

を基質として用いた場合は若干検出感度が低いものの、他のビオチン標識

ポリアミンでは検出されるバンドの染色濃度に差が見られず、TGaseが基

質タンパク質に対して著しい特異性を示すわけではないことが示唆された。
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第三節　まとめと考察

　高感度で検出でき、標識タンパク質の分離が容易なビオチンによって標

識されたポリアミンを用いることで、生細胞内のタンパク質の標識が起こ

ることをアビジンーパーオキシダーゼ複合体を用いるウェスタンプロット法

で確認できることを、当研究室の松鹿は平成9年度修士論文において明ら

かにした。本章では、まず培養細胞を用いてビオチン標識ポリアミンによっ

て標識されるタンパク質の検出を再確認することを行った。血清アミンオ

キシダーゼ阻害剤であるアミノグアニジンを共存させて、ポリアミンの輸

送系を活性化したHTC細胞にビオチン標識ポリアミンを投与すると、従来

TGaseの基質として用いられているB－5を投与したときとは異なるタンパ

ク質が検出された。その辞令に、B－343を用いた場合には分子量64KDaに

強いバンドが検出され、ビオチン標識ポリアミンのポリアミン構造の違い

によって、細胞内における挙動が異なることが示唆された。その挙動の違

いは不明であるが、1mM濃度のアミノグアニジンの共存によっても、検

出バンドに構造特異性が見られることから、血清アミンオキシダーゼによ

るビオチン標識ポリアミンの分解が関わる可能性は低いものと思われる。

　次に、ビオチン標識ポリアミンと細胞内タンパク質との結合に関与が予

想される組織TGaseを用いて、　HTC細胞の抽出液とビオチン標識ポリアミ

ンを試験管内で反応させると、非常に多くのタンパク質がビオチン標識さ

れた。このことは、細胞内には低活性であるがTGaseが存在することは知

られており、ビオチン標識ポリアミンが十分量存在すれば多数のタンパク

質が基質になることを示している。したがって、細胞内で標識されるタン

パク質がビオチン標識ポリアミンによって異なる理由は、もしその標識に

TGaseが関与するならば、その細胞内における局在の相違や基質性の相違

が原因であるものと推察される。現在これらの課題に結論を得るべく、ビ

オチン標識ポリアミンの定量法の開発、および、蛍光色素で標識されたポ

リアミンを用いる細胞内ポリアミンの局在を明らかにする研究が当研究室

で進行中である。
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第二章　ジメチルカゼインを基質として用いるビオチン標識ポリアミン

　　　　のモルモット組織トランスグルタミナーゼに対する基質性の検討

　前章でモルモット組織TGaseにより、　HTC細胞の抽出液中の種々のタン

パク質が、ビオチン標識ポリアミンによって標識されることを明らかにし

た。組織TGaseの基質特異性など、その酵素化学的特性に関しては、タン

パク質中のグルタミン残基とリジン残基の間の架橋反応に関する研究が中

心であり、不明の点が多く、ポリアミンと基質タンパク質との反応に関す

る情報は限られている。生理的ポリアミンと基質タンパク質との反応は主

に放射性同位体標識されたポリアミンが、トリクロロ酢酸処理における不

溶性画分に取り込まれる量を指標に解析されている。この方法では、放射

性同位体を用いるため不便なばかりでなく、ポリアミンの両端のアミノ基

が反応することも考慮する必要があり、反応速度論的解析は複雑になる。

TGaseの活性測定にビオチン標識ポリアミンを利用できれば、放射性同位

体を用いない高感度な活性測定法として期待できる。

　本章では、基質タンパク質問の架橋反応を防ぐためにタンパク車中のア

ミノ基をメチル化したジメチルカゼインをタンパク基質として、ビオチン

標識ポリアミンの基質性を、ウェスタンプロット法および新たに開発した

マイクロプレートを用いるTGaseの活性測定法を用いて調べた結果につい

て記す。

第一節　ウェスタンプロット法による基質性の検討

　ジメチルカゼインをタンパク基質にして、1mMビオチン標識ポリアミ

ン存在下、モルモット組織TGaseを作用させた溶液について、アビジンーパー

オキシダーゼ複合体を用いるウェスタンプロットを行った。その結果、

Fig．6に示すように、ジメチルカゼインの分子量を示す位置にCa2＋依存的に

濃いバンドが検出され、ビオチン標識ポリアミンが、ジメチルカゼインを

タンパク基質にした場合にも良い基質になることが明らかになった。その

際、TGaseの基質として汎用されているB一一・5に比べ、反応性が高いように

思われた。なお、分子量65KDa付近に出現したバンドは、ジメチルカゼイ

ンの2量体が、ビオチン標識ポリアミンと結合したものであると考えられる。
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　前章で、細胞抽出液について検討した場合に比べ、ビオチン標識ポリア

ミンが、B－5より顕著に濃く検出されていたので、実際に結合したビオチ

ン標識化合物量を知るために、結合ポリアミン量を測定した。Fig．6と同様

に酵素反応した試料を、トリクロロ酢酸で処理し、生成したペレットを完

全加水分解後、HPLCにより対応するポリアミン量を測定した結果をFig。7

に示す。検出ポリアミン量は、B－5の加水分解によって生じるカダベリン

より、ビオチン標識ポリアミンから生じるポリアミンの方が、1．5倍～2倍

多く検出され、ビオチン標識ポリアミンがタンパク質に多く取り込まれた

ことがわかった。この結果は、ウェスタンプロットによる、顕著な染色後

の違いを完全には説明するものではないが、B－5に比べ、確かにビオチン

標識ポリアミンがモルモット組織TGaseの基質になりやすいことが明らか

になった。
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第二節　マイクロプレート法を用いるトランスグルタミナーゼ活性測定

　　　　法の検討

　ウェスタンプロット法の結果は、定量化しにくく構造の異なるビオチン

標識ポリアミンの基質性の違いを解析するには困難であると思われた。そ

こで最近、TGase活性測定法として報告されている、マイクロプレートを

用いる方法にビオチン標識ポリアミンを用いることを試みた。

　これまでにマイクロプレートを用いたTGaseの測定法として、ジメチル

カゼインおよびB－5を基質とする方法が2種報告されている。一つは試験

管内で酵素反応を行った後、ビオチン化されたタンパク基質をプラスチッ

クプレートのウェル内面に吸着させ、アビジンー一酵素複合体により標識ビオ

チン量を検出’Dするもので、もう一種は、あらかじめ基質であるジメチルカ

ゼインをウェルに吸着させた後、ウェル内で酵素反応を行い、吸着したジ

メチルカゼインがビオチン化された量を検出する方法8）である。当初、前者

の方法にビオチン標識ポリアミンの利用を試みたが、ビオチン化タンパク

質のウェル内面への吸着性が悪かったため、後者の方法で種々条件を検：令

することでTGase活性測定法の確立を試みた。

　確立した活性測定法の詳細は以下のようである。すなわち、80℃20分

の加温処理したジメチルカゼインをウェル内面に吸着させた後、用いるア

ビジンー酵素複合体の非特異的な吸着を防ぐために、O，5％スキムミルクで

ブロッキングしたものをプレートとして用いた。このプレートのウェル内

でビオチン標識化合物を用いて37℃の酵素反応を行った後、アビジンーア

ルカリホスファターゼ複合体を標識ビオチンに作用させた。反応液を取り

除いたウェルを洗浄した後、アルカリホスファタ…一一・・ゼの基質であるp一ニト

ロフェノールリン酸エステルを加え、生成するPニトロフェノールを405

nmで測定し、　TGase活性は、この条件下一分間に上昇する405　nmにおけ

る吸光度によって表した。ジメチルカゼインに標識されたビオチンにアビ

ジンが吸着されることによって、アルカリホスファターゼの活性が高くな

るという活性測定法である。この方法はB－5を用いる測定法として報告さ

れているものであり、また、報告されている試薬の入手が困難であるもの

もあったので、入手可能な試薬を用いて方法を確立するにあたり測定条件

の検討を以下のように行った。
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　ジメチルカゼインの加温による前処理：ジメチルカゼインを室温で溶解

させると白濁し、遠心によって不溶分を除いても、上澄溶液は透明とはな

らない。また、沸騰水浴でジメチルカゼインのアルカリ溶液を加温すると

溶液は強いアンモニア臭を示す。ジメチルカゼインの変性状態および溶解

条件が実際の活性測定に影響を与えるかどうかを調べるために、2．0

μg／rnLのモルモット組織TGaseを用いて加温条件と活性の関係を調べた。

その結果、’Fig．8に示すように、室温で処理したときより加温したジメチル

カゼインを用いた測定の方が活性が高く、また加温温度が高く処理時間が

長くなるにつれ活性が低くなる傾向が見られた。これらの結果から用いる

ジメチルカゼインは80℃20分の加温処理を行うものとした。

　ブロッキングに用いるタンパク質の影響：プラスチックプレートのウェ

ル内面にジメチルカゼインを吸着させた後、アビジンー酵素複合体の非特異

的吸着を防ぐために用いるブロッキングタンパク質は、報告により異なる

場合が多い。牛血清アルブミン（BSA）あるいはスキムミルクを用いる場合

が多いが、その使い分けの基準は明らかでない。今回、予備検討において

BSAをブロッキングタンパク質として用いた場合に、　TGase活性が高く得

られる傾向が見られたので、スキムミルクとBSAについて、ブロッキング

に用いたときの活性への影響を同様のTGase濃度を用いて調べた。その結

果、Fig．9に示すように、0．5％のスキムミルクを用いた場合には、　TGase

を加えない対照では活性が見られなかったのに対して、BSAを用いた場合

には、対照にも活性が見られ、BSAそのものがビオチンを吸着するか、ア

ビジンー一酵素複合体に対する親和性をもつことが示唆された。従って本測定

法では、スキムミルクを用いることとした。

　最終的に確立設定した条件により、酵素濃度と活性との関係を調べた結

果をFig。10に示す。　TGase活性は酵素濃度が高いときは一定となったが、2

μg／rnLまで酵素濃度とほぼ直線関係にあり、　TGase活性を定：温しうること

を確認した。活性が一定値以上にならないのは、ウェル内面で、ビオチン

標識ポリアミンと結合しうるジメチルカゼインのグルタミン残基に限りが

あるためと考えられる。
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第三節　モルモット組織トランスグルタミナーゼに対するビオチン標識

　　　　ポリアミンの基質性およびポリアミンの阻害性

　前節の条件検討をふまえて、種々の基質濃度について活性を測定し、反

応速度論的解析を行った。その結果、Fig．11に示したように、みかけの

V　maxはビオチン標識ポリアミンの方がB－5に比べ大きく、　Kmについては

B－5が250μMであるのに対して、B－343では50μM、　B－434では40μM、

B－3333では40μMと1／6～1／5倍半ど小さく、ビオチン標識ポリアミンが

従来の基質であるB－5に比べ低濃度で使用可能な基質として有用であるこ

とが示唆された。その際、ポリアミン構造の違いによりKm値に相違がな

いこともわかった。すなわち陽電荷を1つしかもち得ないB－5よりも末端

が2つ以上の陽電荷をもつビオチン標識ポリアミンの方が、酵素に対する

親和性が高く、酵素は2つの電荷を強く認識していることを示しているも

のと思われる。

　細胞内に存在するポリアミンによってビオチン標識ポリアミンによる標

識がどのような：影響を受けるかを知るために、0．5　mM　B－J「、0，5　mM

B－343を用いて、TGaseに対するポリアミンによる阻害効果を調べた。そ

の結果、Fig．12に示したように、　B－5ではB－343に比べて低濃度で活性が

阻害され、ポリアミンによる阻害の違いが両者のKmの違いを反映するこ

とがわかった。また、ジアミンであるプトレシン、トリアミンであるスペ

ルミジン、テトラアミンであるスペルミンによる阻害の強さに差はなく、

0．5　mM　B一一343を用いる活性測定に対し、0．5　mM濃度でいずれも50％阻害

を示すことから、生理的ポリアミンとビオチン標識ポリアミンの酵素に対

する親和性はほぼ同じであることが示唆された。TGaseは、　Fig．13に示す

ように、生理的ポリアミンの末端のジアミン構造を認識していることが示

唆された。TGaseの認識には末端のジアミン構造が重要であることが示さ

れたので、アミノ基に挟まれたメチレン鎖の数が2～7個のジアミンについ

てTGase活性の阻害効果について調べた。すると、　Fig。14に示したように、

メチレン鎖が2個のジアミンについては阻害効果が弱く、メチレン鎖が3

と4個のものが強く阻害され、それ以上のものではメチレン鎖が3と4個の

ものに比べ弱い阻害効果を示した。このことは、組織TGaseが生理的な基

質として、ポリアミンを認識していることを強く示唆しているものと思わ

れる。
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　第一章で示したように、生細胞内におけるビオチン標識ポリアミンの挙

動を調べるためには、細胞内におけるポリアミンの取り込み系を活性化し

たり、ポリアミンの分解酵素の阻害剤などを培地に加える必要が生じる。

それらの多くはアミノ基を有していることから、TGaseに影響を与える可

能性がある。そこで、今回開発した活性測定法を用いて、ポリアミンの生

合成や代謝に影響を与えるFig．15に示す阻害剤や試薬がTGase活性に影響

を与えるかどうかを調べた。その結果、Fig．16に示すように、　TGaseはア

ミノプロピル構造を持つAPCHAおよびAQAPに阻害効果が見られ、高濃度

にこれらの化合物を用いる場合にはTGaseへの影響を考慮する必要がある

ことが示唆された。なお、1級アミノ基をエチル基で保護したBE－333、

BE－343、　BE－4444で2級アミノ基を末端にもつ化合物は、　TGase活性へ

の影響がほとんどないことが示され、TGaseは2級アミノ基をほとんど認

識しないこともわかった。
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第四節　まとめと考察

　ビオチン標識ポリアミンは、ジメチルカゼインをタンパク基質として

TGaseとCa2＋存在下反応させると、効率よくジメチルカゼインと結合し、

ビオチン標識されたジメチルカゼインは、ウェスタンプロットにより、従

来TGaseの基質として汎用されているB－5に比べて顕著に高感度に検出さ

れた。ジメチルカゼインに取り込まれたポリアミン量を、完全加水分解後

測定すると、実際、B－5に比べ、多くの取り込みがあることを確認した。

しかし、プロット膜におけるB－5とビオチン標識ポリアミンによる標識ジ

メチルカゼインの染色強度の差は、取り込み量の差だけでは説明できない

ため、人工膜へ吸着されたジメチルカゼインに結合しているビオチン分子

が、ポリアミン弓長が長い分、B－5に比べ、アビジンー酵素複合体に認識さ

れやすい可能性も示唆される。

　ビオチン標識ポリアミンは本研究においてマイクロプレートを用いる

TGaseの活性測定法における基質としても有用であることが明らかになっ

た。その際、種々の基質濃度について行った反応速度論的解析から、みか

けのKm値はB－5に比べ、1／5～1／6と小さく低濃度で使用できる基質であ

ることも示された。TGaseによって、より低濃度で認識されることは、細

胞内における加増αなTGase活性の検出にもビオチン標識ポリアミンが有

用であることが示唆される。

　生理的ポリアミンによる阻害実験によって、ビオチン標識ポリアミンが

ポリアミンと同程度にTGaseにより認識されること、また、　TGaseが生理

的ポリアミンの末端のジアミン構造を認識していることが明らかになった。

これらの結果は、生理的条件下、ポリアミンがTGaseによって結合するタ

ンパク質の検出にビオチン標識ポリアミンが有用であることを示している

と思われる。

　今回の研究結果は、生細胞中でビオチン標識ポリアミンが構造特異的に

複数のタンパク質を標識する事実を説明するものではないが、TGaseが関

わる生細胞内のポリアミンの反応を考える上で重要な基礎情報になるもの

と考える。
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実験方法

　　新生仔牛血清（NBS）はCell　Culture　Laboratories社，培養実験に用いた

他の生化学試薬はすべてSigma社あるいはGibco　LeibOratories社のものを

用いた。牛血清アルブミン（BSA），トランスグルタミナーゼ（TGase），

Dithiothreito1（DTT），ジメチルカゼイン（Casein，　N，　N－Dimethylated），ビ

オチン化SDS分子量マーカー，クマシーブリリアントブルーR－250は

Sigrna社、アビジンーパーオキシダーゼ複合体，アビジンーアルカリホスファ

ターゼ複合体はBio－Rad社、5一（biotinamido）pentylamine（B－5），　Super

Signal　Substrate（Western　blottin9）はPierce社，　Imrnobilon－P（transfer

mernbrane）はMillipore社から購入したものを用いた。96穴マイクロタイ

タープレートはFalcon社（Cat．No　3915）のタンパク質の吸着性の高いポリ

スチレン・プロバインド（PRO－BIND”「M）を用いた。その他の化学試薬およ

びSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動，蛋白転写に用いた試薬は、和光

純薬工業株式会社，Sigma社，　Bio－Rad社から購入したものを用いた。

培養細胞に投与したポリアミンアナログおよび
1－aminoOxy－3－aminopropane（AQAP）は、当研究室で合成したものを用

いた。

　　B－343を除くピオチン標識ポリアミンは、ビオチン活性化エステル9’Dに

2倍モルのポリアミンを反応させた後、生成物を分取用HPLCにより精製し

たものを用いた6）。また、B－343（N1－biotinyH，12－diamino－4，

9－diazadodecane）は新規に以下のような合成法を開発し、合成したもの

を用いた

（Fig。17）。300　mしのナスフラスコ中、　Me　OH　10　m．しにsperrnine　19（4．9

㎜01）を溶解し、CF3COOC2H5を0．70　g（4．9㎜oD加え、アセトンドライ

アイス中で1時間反応させ、さらに予冷下で1時間反応させた。そこに

Di－t－Butyl　dicaronateを4．28　g（19。6　mmo1）加え、室温で1時間反応させ

た後、濃アンモニア水30mしおよびMeOH120　mLを加え、50℃の水浴

中で16時間放置した。溶媒を留去し、この残渣をクロロホルムに溶解し

てシリカゲルカラムで分離・精製し（クロロホルム1メタノール：NH3　：

100：10：0．5で溶出）、減圧・濃縮してN4，　N9，　N1紀tri（t－butoxy－cai’bonyl）
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spermineを1．52　g得たlo）（収率；61．8％）。この化合物500　mg（O、99　mmol）

をDMF2　mしに溶解し、ビオチン活性化エステルを646　mg（1．9　mmo1）加え

て回心し、12時間50℃に加熱して反応させた。DMFを留去後、この残渣

についてシリカゲルカラムクロマトグラフィー（クロロホルム：メタノー

ル雛10：1で溶出）を行った後、分離乱読を減圧・濃縮してNしbiotiny正一N4，

N9，　Ni2－tri（t－butoxy－carbonyl）spermineを得た（収率；68．4％）。得られた

Ni－biotiny1－N4，　N9，　N12－tri（t－butoxy一一carbony1）sperrnineにHC1－Et20を

加えて室温で一夜放置して、B－343を得た。（収率；28．7％）

2 vンス“ルタミ　ーゼに朧・　る　「e性の　言・11）

　　1．5：mLサンプルチューブに全量：を50μしとして、10　mM
Tds－HC1（pH8．5），　S　mM　D’lrr，1mMビオチン標識化合物，10　mM　CaC12

またはEDTA，2㎎／mしまたは0．2㎎／mL　TGase（gunia　pig）を加えて、

よく混和した後、10mg／mLジメチルカゼインまたは2rng／rnL細胞抽出

液を添加して反応を開始した。反応は、37℃の恒温曹で30分～60分行い、

反応停止には、飽和EDTA溶液を反応溶液の1／10量添加した（Fig．19）。

3。ジチルカゼ　ンに　りiAまれたポリアミン　の測定．

　　酵素反応の反応液に、10％トリクロロ酢酸溶液を1mL添加した後、

15分間遠心して得られたペレットに、6NHC1を1mL加えた。密封後

120℃24時間加水分：解した後、溶媒を留辞した。この残渣を水100μしに

溶解して試料溶液とし、o一フタルジアルデヒドーポストカラムHPLC12）によ

りポリアミン測定を行った（Fig．20）。

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

一80℃で保存していた細胞を懸濁培養に供して用いた。培地は、SWim’s

S－77に50mMトリシン，2g／Lグルコース，2mMグルタミン，0．05　rnM

L　一一シスチンおよび0．5g／L　NaHCO3を加えて調製し、培養時に体積比で

10％NBSおよびペニシリンGを100　unit／mしになるように加えて用いた。
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懸濁培養では1～10×105　cells／mしになるように48時間毎に植え継ぎ13）対

数増殖期の細胞を実験に用いた。細胞数は、細胞懸濁液を0．4％トリパン

ブルー溶液で2または4倍に希釈したのち、Burker－Turk型血球測定盤上

で計数した。その際、血球測定盤の枠に全体が入っていない細胞は二つで

一つの細胞として計数した。測定は5視野について行い、最高・最低数を

除外して3回の平均を細胞数とした。

5．臨標識二二物堂投与した二二二三製法

　　対数増殖期にある細胞を、血清アミンオキシダーゼ阻害剤であるアミ

ノグアニジン（AG）を1rnMになるように加えた培地で48時間前処理した。

48時間後から上記条件に100　ptM　AOAPを加えた培地でさらに48時間処理

し、ポリアミン輸送系を活性化したポリアミン欠乏状態の細胞に100μM

ピオチン標識化合物を投与し、37℃で24時間培養を行った。この細胞を

PBSで洗い、遠心して集め凍結融解後、超音波破砕（30秒毎5回）を行い、

1018×gで5分間遠心した上清を試料とし、電気泳動に供した（Fig．18）。

6．　　ンパ　　・　14）

　　タンパク定量は、クマシーブリリアントブルー試薬（Bio－Rad社）を用

いるBradford法により行った。マイクロプレ・一一・一・トに段階希釈した試料を

10μL入れ、クマシーブリリアントブルー試薬を200μL加えた。測定は、

プレートリーダー（Bio－Tec　lnstruments社EL　312e）を用い、600　nrnで

測定した。標準タンパクとしてはBSAを用いた。

7．ビオ　ン藷’ンパ　　のウェスタンブロ・・ト’一15’16）

　　電気泳動用緩衝液（O．1　M　Tris－HC1　pH　6．8，10％メルカプトエタノー

ル，40％グリセロール，10％SDS）を試料と同量添加し、沸騰水浴中で3分

間加熱したものを電気泳動用試料とした。泳動ゲルは、10％、12．5％（第

一化韓品株式会社マルチゲル12．5　Ge1　size　84×90×1．0㎜）、15～25

％（第一化学薬品株式会社グラジエントゲル15／25Gel　size　84×90×

1．Omm）　［　acrylamide　：　N，　N’一me　thylene－bis（acrylamide）　＝　1　：　1　］　（10　×
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14cm）を用い、ゲル当たり30　mAの電流を流して泳動を行った。泳動後ゲ

ル中のタンパクは、セミドライトランスファー装置（Bio－Craft社）により膜

に転写した。即ち、陰極液のプロッティング緩衝液C（Tris－HC1　1．51　g，　PH

9。5，H20400　mL，　MeOH　100　mL）に浸したろ紙の上にゲルを乗せ、その

上にメタノールで前処理して緩衝液B（Tris一一・HC11．51　g，　H20400　rnL，

MeOH　100　mL）に浸したImmobilon－Pを乗せた。さらに、緩衝液Bおよび

緩衝液A（Tris－HC118．2　g，　H20400　mL，　Me　OH　100　mL）に浸したろ紙を順

次乗せて膜1cm2当たり1．5～2　rnA，30分で通電した。次に取り出した

1㎜obilon－PをTBS（20　mM　Tris－HC1，　pH　7。5，500　mM　NaC1）で二二、

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なった。ブロッ

キングを行ったlmmobilon－PはTrBS溶液（0．05％Tween20一！IBS）で5分

間洗った後、TTBSで10，000倍に希釈したアビジンーパーオキシダーゼ複

合体で1時間、室温で反応させた。次にTrBSで5分間5回、さらにD3sで

5分間洗浄して検出を以下の様に暗室で行った。

　　調製した発光試薬でlmmobilon一一Pを5分間処理し、　Iimnobilom－Pよ

り一回り大きく切ったX線フィルムに1分から90分間露光させた。フィル

ムはフジフィルム社の現像液に2分、定着液（0。3％酢酸水溶液）に1分、

洗浄液に10分～20分さらした後、流水中で十分に洗浄後、自然乾燥した
（Fi　g．1　9）．

8。マ　クロプレートによるTGase　論泪　8）

　　96穴マイクロタイタープレートに20㎎／mLジメチルカゼインを200

μL加え、37℃で1時間インキュベーションしてウェル内面に吸着させた。

このジメチルカゼイン溶液としては0．1　M　Tris－HCI（pH　8．5）に懸濁後、80

℃の水浴で20分間加温して溶解し、12，000×gで20分間遠心した上清を

フィルター（0．45μM）にかけたものを用いた。吸着されていないジメチルカ

ゼインを取り除いた後、ウェルは0．5％スキムミルクで30分間ブロッキン

グした後、0．1M　Tris－HCI（pH　8．5）を250μL加えて二回洗った。ウェル内

面のジメチルカゼインとビオチン標識化合物の反応は、反応液全量を200

μしとして、O。1　M　Tris－HCI（pH　8．5），5mM　CaC12，10　rnM　DTT，0．5　mM

ビオチン標識化合物，2μg／mL　TGaseを加え37℃で1時間インキュベー

トして行った。反応液を取り除いた後、200rnM　EDTAを250μL加え二回
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洗って反応を止め、さらに、0．1MTris－HC1（pH　8．5）を250μL加え二回洗

い、さらに、0．5％スキムミルクで300倍に希釈したアビジンーアルカリホ

スファターゼ複合体を200μL加え室温で1時間インキュベーションした。

ウェルは0。01％TritonX－100250μしで一一回洗い、さらに、0．1　M
Tris－HCI（pH　8。5）250μしで4回洗った。0．1　M　Tris一一HC1（pH　8．5）160μしお

よびO．75　mM　p一ニトロフェノールリン酸エステル40μLをウェルに加えた。

TGase活性は20分～30分の10分間に上昇する405　nrnの吸光度から
mOD／minとして算出した（Fig．21）。
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スペルルミジン過剰蓄積を伴う細胞死と

　　　　　　ヒストン分解



【緒言澱

　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のプトレシ

ンは、鎖状の脂肪族アミンであり、細胞増殖や分化過程の必須因子として機

能している1）。ポリアミンは、試験管内の反応において、DNAのB－Z変換

やトポイソメラーゼ活牲など多くの生体反応に影響を与えることが明らかに

なっている。また、ポリアミンに特異的な阻害剤を用いた様々な研究結果は、

ポリアミンが核における複製や転写、膜機能そして蛋白合成に関わる多くの

細胞内成分に働きかけ、主に、高分子の3次元構造に影響を与え、その機能

を調節していることを示唆している。これらの成果は、増殖因子としてのポ

リアミンの機能に関するものであるが、最近、細胞死に関わる新たな可能牲

が指摘されるようになった。すなわち、細胞内ポリアミンを枯渇させると、

上記の機能に関わる活牲が低下して増殖が停止する2）のに対して、特殊な条

件下、人為的に細胞内ポリアミン濃度を上昇させると、増殖の阻害あるいは

細胞死が起きる3）4）ことが、いくつかの培養細胞系で最近明らかになった。

しかし、Fig．1に示したようなポリアミン生合成経路あるいは代謝経路によ

り細胞内ポリアミン量は極めて厳密に調節されているDため、種々の細胞系

でポリアミンの蓄積を実現させるのは困難であり、ポリアミンの蓄積が与え

る細胞機能への影響やその際観察される細胞死の直接の原因は明確ではない。

　当研究室では、これまでオルニチン脱炭酸酵素（ODC）阻害剤を用いてポリ

アミン欠乏状態にした培養細胞に対する、ポリアミンおよびポリアミンアナ

ログ体の増殖補助作用の違いを観察して、ポリアミンに特異的な作用点を見

いだすことを試みてきta　s）。　F　ig．　2には、当研究室の深沢が平成5年度修士

論文において報告6）した結果を模式的に示した。すなわち、細胞内ポリアミ

ン合成をODC阻害i剤であるAOAPにより阻害すると、プトレシンおよびスペ

ルミジン量は著しく低下し、細胞増殖は停止するが、増殖停止直後にスペル
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ミジンを投与すると、細胞は速やかにスペルミジンを取り込み、増殖は回復

する。一方、この増殖停止期間すなわちポリアミン欠乏状態の期間を延長し

た後スペルミジンを投与すると、一時的な細胞数の減少が観察され、その際、

細胞内スペルミジン量が通常の6～7倍に過剰蓄積すること、また、電子顕微

鏡下、細胞容積の縮小化、膜表面の平滑化、核の凝縮そしてミトコンドリア

の障害などが観察されることを報告した（Fi　g．　3）。また、当研究室の縣は、

ポリアミン欠乏細胞が細胞死にいたるまで投与スペルミジンを細胞内に蓄積

する原因を検討した7）。その結果、スペルミジンの過剰蓄積が、取り込み系

の活性化の度合いや代謝活牲の違いによるものではなく、AOAPの投与期間の

延長により活性化された取り込み系の抑制（フィードバック）に関わる新た

な蛋白の合成が低下するためであることが示唆された。

　本研究は、スペルミジンを過剰蓄積した細胞の成分蛋白の変動を追跡する

ことにより、スペルミジン過剰蓄積による細胞機能への影響やその際観察さ

れる細胞死の原因を探ることを目的とした。
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【本論灘

1．スペルミジン蓄積細胞における細胞成分蛋白の変化

　細胞内において、ポリアミンによめ藩性化を受ける多くの作用は、高濃度

のポリアミンによって阻害を受ける8）。したがって、ポリアミン過剰蓄積に

基づく細胞の増殖阻害は、高濃度のポリアミンによる蛋白合成の抑制が原因

であるとする報告3）もある。また、本実験系では、スペルミジン蓄積細胞に

おいて、細胞容積の縮小や核の凝縮などアポトーシス類似の形態的変化が観

察されることから、細胞内における成分蛋白の再編が起きている可能性もあ

る。そこで、スペルミジンの蓄積が細胞の成分蛋白にどのような変化を及ぼ

すかを調べるために、薬物処理した細胞の成分蛋白を電気泳動的に観察する

ことを試みた。
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1－1．不溶性成分を含有する細胞試料の蛋白定量法

　蛋白の変動を電気泳動的に観察するにあたり、電気泳動用細胞試料の蛋白

量を統一して行う必要がある。しかし、細胞を超音波破砕して得た沈殿画分

などの不溶性成分を含む細胞試料液は、その不溶性成分を一定量分取するこ

とが困難であるため、一度、その不溶牲成分を可溶化した後、蛋白定量を行

うことにした。すなわち、不溶性成分を含む細胞試料をSDSおよびメルカプ

トエタノールを含む電気泳動用試料緩衝液に可溶化した試料について、トリ

クロロ酢酸を加えて析出させた蛋白をアルカリに再溶解し、Bradford法9）に

よる蛋白定量：を行った。この蛋白の定量法を用いるにあたり、電気泳動用試

料緩衝液に可溶化した蛋白を定量的に回収できるかを確認するため、通常、

標準蛋白として用いている牛血清アルブミンを用いて添加・・回収を行った結

果をFig。4にしめす。25～200μg／皿1の範囲で蛋白は95％以上で検出さ

れたことから、不溶性成分を含む細胞試料液の蛋白定量にはこの方法を用い

ることにした。
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1－2．スペルミジン蓄積細胞における細胞成分蛋白の変化

　肝再生の過程で観察されるアポトーシスでは、細胞の断片化が起き、アポ

トーシス小体の生成が知られている10）。この小体は、新たに生じる架橋蛋白

を含み、超音波処理により破壊されず、蛋白分解酵素に抵抗性があり、遠心

により沈殿三分に回収される。そこで、蛋白成分の電気泳動的観察を行うに

あたり、このような小体の生成の可能性を配慮し、細胞破砕試料を遠心操作

により分画したものを泳動に供した。

　100μ蟹AOAPで4日間処理した細胞に10μ謎Spdを投与して1時間、

12時間、24時間および48時間後の細胞を超音波破砕して得た細胞試料

（上清および沈殿画分）について、分離ゲルの濃度を変えて電気泳動を行っ

た。その結果、Fig．5に示すように、上清では、スペルミジン投与後、再現

性よく大きな変動を示す蛋白のバンドは検出されなかった。また、沈殿画分

では高分子量側に大きく変化のある泳動パターンは観察されず、架橋蛋白の

生成は確認できなかった。しかし、Fig．6・一Aに示すように、沈殿画分におい

て、低分子量側では、スペルミジン投与後、経時的にいくつかのバンドが薄

くなり、新たに出現してくる低分子量のバンドが検出された。これらバンド

の変動は、Fi　g．　6－Bに示した増殖曲線におけるスペルミジン投与後の細胞数

の減少によく対応していることから、スペルミジンの蓄積が細胞の成分蛋白

に影響を与えていることが示唆された。また、強度に変化のあったこれらの

バンドは、分子量から核蛋白であるピストンと考えられ、過剰蓄積したスペ

ルミジンの核成分への影響が示唆された。

．さらに、Spd投与後の細胞の沈殿画分で検出されたバンド強度の変化が、

AOAP処理のみでは起こらないことを確かめるため、処理した細胞の沈殿画分

について電気泳動を行った。その結果、Fig．7に示すように、低分子量側で

バンド強度に若干の変動がみられたものの、AOAP処理日数を6日まで延長

してもピストンと思われるバンドの強度に変化は見られなかった。
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1－3．スペルミジン蓄積細胞におけるピストン分解

　過剰蓄積したスペルミジンによる核成分への影響を調べるために、常法に

従い細胞分画を行い核画分を得て、その成分蛋白について電気泳動を行った。

その結果、Fig。8に示すように、沈殿画分と同様、スペルミジン投与後、ピ

ストンと思われる成分（ピストンH1－1、　H1－2およびH3）の減少が観察さ

れた。

　なお、これらバンドのいくつかは、Sigma社のウシヒストンフラクション

（H　2B、　H3およびH4を含む）をウサギに免疫して得たポリク一心ナル抗体

を用いてウェスタンプロッティングを行ったところ、検出されたことからピ

ストンであることを確認した（Fig．9）。

　スペルミジン投与後、ピストンのバンドの減少だけでなく、各レーンで全

体がぼやけ、低分子量側での染色が濃くなる傾向が見られたことから、蛋白

分解によるヌクレオソームの構造破壊が進んでいる可能性が示唆された。

　次に、スペルミジン投与によるピストン分解が、スペルミジン過剰蓄積に

より起きている可能性を探るために、スペルミジン濃度を10倍（100μM）

にしてスペルミジンをより過剰蓄積させ、細胞死への影響を比較した。

Fig．10には、100μMスペルミジン濃度を投与した時の増殖曲線を10μM

投与したものと比較して示した。スペルミジン投与後の細胞数の減少は、10

μMおよび100μMともに同様の減少を示した。その際、10μMスペルミジ

ンと同様、細胞容積の縮小が観察された。これらの細胞について、スペルミ

ジン量を測定したところ、投与後15時間で、スペルミジン量は約46nmo1

／106cellsとなり、少なくとも、スペルミジン10μMを投与したときの約

し9倍、また、コントロール細胞の約11倍のスペルミジンを蓄積したこと

が確認された（Fig．11）。また、　Fig．12－Aには、この時の細胞の核画分につ

いての電気泳動の結果を示した。100μMスペルミジン投与後、蛋白の分解が
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徐々に進んでいることが明瞭に観察された。特に、投与後15時間において、

ピストンH2A、　H2B、　H3およびH4のバンド強度にほとんど変化は見られ

ないのに対して、ピストンH1の2本のバンドについては、検出はわずかで

あった。また、このゲルを吸光度計でスキャンして得たチャートをFig．12－B

に示した。蛋白量を統一して電気泳動したため、・スペルミジンの投与後、ピ

ストンH2A、　H　2B、　H3およびH4の各ピークが徐々に小さくなるにつれ、

高分子量側のピークが全体的に高くなったが、ピストンH1の2本のピーク

の減少が他のピストンのピークに比べて速く進んでいることが確認された。

これらの結果から、スペルミジン過剰蓄積よる細胞死では、細胞死が完全に

起きる前の細胞にリンカーであるピストンH1の分解が生じていることが示

唆された。
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1－4．異なる細胞死を起こさせた細胞との比較

　スペルミジン投与後に観察されたピストンの分解が、スペルミジン蓄積細

胞に特徴的に起こるものかどうかを調べるため、異なる細胞死を起こさせた

細胞の核画分について電気泳動を行い、比較することを試みた。

　動物細胞にとって、増殖する最適pHは通常7．2～7．6の範囲にあり、培

地pHの変化は、細胞増殖において致命的な障害を与えるものと考えられる。

そこで、塩酸処理により培地pHを変えて培養し、　pH　6．5の培地での培養後

24時間において細胞数の減少が観察された細胞を採取した（Fig．13）。

　同様に、細胞増殖に必要である栄養分を補わないよう培地交換せず、長期

培養して細胞数の減少が観察された120時間後の細胞を採取した（Fig．14）。

　一方、死んだ細胞の核蛋白が、培地中でインキュペーシ簗ンすることによ

り、どのように分解されるかを調べるため、細胞を超音波破砕して得た核お

よび細胞断片に培地を加え24時間インキュベーションしたもの（Fig．15）、

同様に、採取したコントロール細胞を一度凍結融解して破壊した後、培地を

加え24時間インキュベーションしたものを採取した。

これら異なる細胞死を起こさせた細胞の核画分あるいは細胞断片について、

行った電気泳動の結果をFig．16に示す。スペルミジン投与後の泳動パター

ンに比べて、pH6．　5の培地を用いた場合あるいは栄養不足の培地を用いた場

合では、ピストンの分解はわずかであり、2本のピストンH1の分解はほと

んど観察されなかった。また、超音波破砕後あるいは凍結融解後インキュベ

ーションした場合では、2本のピストンH1の分解が著しく、ピストンH3

よりも1｛2Bの分解が進んでおり、さらに新たに別のバンドの出現が観察され

た。このように、物理的処理後インキュベーションでもピストンの分解が観

察されるが、スペルミジン蓄積細胞における泳動パターンとは異なることが

分かった。したがって、スペルミジン蓄積細胞におけるピストンの分解が、

単なる物理的な細胞死の結果ではないことが示唆された。
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in　the　presence　of　10μM　SPd，24h：10μMスペルミジンを投与後24時間経過した

　　　　　　　　　　　　　　　　細胞の核九分

at　pH6，　5，48h＝酸性培地（pH6．5）で48時間培養した細胞の臨画分

after　sonication，24h：超音波破砕後、培地中で24時間インキュへ㌧ションした細胞

without　exchange　of　medium，120h：培地交換せず長期培養を行った細胞の核画分

after　freezing，24h：凍結融解後、培地中で24時間インキュへ“一ションした細胞あるいは

　　　　　　　　　細胞断片

marker：分子量マーカー

一110一



2．スペルミジン蓄積細胞に対する蛋白分解酵素阻害剤およびヌクレアーゼ

　阻害剤投与の影響

　スペルミジン蓄積細胞において観察されるピストンの分解が細胞死の原因

となる可能性が考えられるため、蛋白分解酵素阻害剤の投与による影響を調

べることにした。阻害剤としては、本実験系の細胞と類似した細胞形態を示

すアポトーシスがセリンプロテアーセ阻害剤により抑制されることが知られ

ている蚤Dため、セリンプロテアーゼ阻害剤を選択した。阻害剤としては、比

較的効果が大きくかつ入手容易な、トリプシンタイプ阻害剤である

TLCK（Nα一p－tosy1－L－1ysine　chlorometl｝yl　ketone）、キモトリプシンタイ

プ阻害剤であるTPCK（N－tosy1一ビphenylalanine　chloromethyl　ketoHe）およ

び非特異的に阻害を示すTAME（Nα一p－tosy1－L－arginine　methyl　ester）を

用いることにした。

　一方、スペルミジン蓄積細胞において、ヌクレオソームの構造破壊が示唆

されることから、ピストンの分解とDNAの切断との関連について調べるため、

ヌクレアーゼ阻害剤による影響を調べることにした。そこで、ヌクレァーゼ

阻害剤としては、トポイソメラーゼ■を阻害し、アポトーシスを抑制すると

されるATA（Aurifitricarboxylic　acid）12）を用いた。
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2－1．蛋白分解酵素阻害剤の影響

　各セリンプロテアーゼ阻害剤投与による影響を調べるにあたり、各阻害剤

の濃度はヘバトサイトにおいて誘導されるアポトーシスを抑制するとされる

濃度！3）を文献に従い選択し、それぞれ100μMTLCX、20μMTPCXおよび

5酬TAMEとして、　KTC細胞の増殖には影響しないことを確認した後、スペル

ミジン蓄積細胞において観察されるピストン分解に対するこれら阻害剤の影

響を調べた。尚、各阻害剤ともAOAPで4日間処理したポリアミン欠乏細胞

に、スペルミジンと同時に投与した。

　Fig。17には、その時の増殖曲線を示した。スペルミジンのみ投与したとき

観察される細胞数の減少は、TPCKあるいはTAME併用投与により、むしろ顕

著だったが、TLCK併用投与では細胞数の減少を若干抑制していることが確認

された。これら阻害剤を併用投与した細胞についてポリアミン：量を測定した

ところ、各阻害剤とも6時間以内にコントロール細胞の約6倍以上の蓄積

が観察され、スペルミジンの取り込みに影響がないことがわかった（Fig．18）。

　これら投与した阻害剤が細胞内で有効に働いているかどうかを調べるため、

細胞の核二分について電気泳動を行った。Fig．19－Aに各阻害剤をスペルミジ

ンと同時投与後、24時間経過したときの細胞の核画分についての電気泳動図

を示した。各阻害剤の投与により、泳動パターンに変化が見られた。すなわ

ち、スペルミジン投与前の細胞では、ピストンが明瞭に検出されているのに

対して、スペルミジン投与後、いくつかのバンド強度が低下するが、TLCK併

用投与により一部のバンド強度に回復傾向がみられた。一方、TPCKあるいは

TAME併用投与では、バンド強度にほとんど回復はみられず、さらに低分子量

のバンド強度に影響を与えていることから、ペプチドの断片化を阻害するこ

とが示唆された。

　さらに、このゲルをスキャンして得たバンド強度から、各ピストンのコン
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トロール細胞に対する残存％を求めた（Fig．19－B）。TPCKあるいはTAME併

用投与では、リンカーヒストンであるピストンH1－1の分解が著しかったの

に対して、TLCK併用投与では、ピストンH1－1の残存％が35％と最も大き

く検出されたのをはじめ、全体的にピストンの残存％が大きいことがわかっ

た。

　セリンプロテアーゼ阻害剤であるTLCKにより、スペルミジン蓄積による

ピストン分解および細胞死が一部抑制されたことから、スペルミジン蓄積に

よる細胞死がピストン分解による可能性が示唆された。

　TLCK併用投与による細胞死の抑制が不完全であったので、　TLCKの濃度を

100、200および400μMに変えて同様の実験を行った。その結果、Fig．20

に示すように、TLCK濃度400μMではその毒性により、スペルミジン過剰蓄

積による細胞数の減少をさらに促進したが、200μMまでは再現性よく細胞数

の減少を抑制することが観察された。この時の細胞内スペルミジン量を調べ

たところ、Fig．21に示すようにTLcK　400μMではスペルミジンの蓄積量に

若干の低下がみられたが、200μMあるいは100μMでは、対照と同等かそれ

以上の蓄積が見られ、スペルミジン量の差が、細胞数の抑制に直接関係して

いないことが推察された。Fig．22には、各濃度のTLCKをスペルミジンと同

時投与後、24時間経過した細胞の核画分についての電気泳動の結果を示す。

TLCKの濃度が高くなるほどピストンH1－1のバンドの強度が大きく検出さ

れた。これより、スペルミジン過剰蓄積によるピストン分解、特にピストン

H1－1の分解はTLCKにより抑制されることが再確認された。
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AOAP　4d；100uMAOAPを含む培地中で4日間処理した細胞の核画分

Spd　24h：100μMAOAPを含む培地中で4日間処理した後、100μMAOAP及び10μld　Spd

　　　　を含む培地中で24時間培養した細胞の核画分

TLCK　IOOstM，200μM　or　400μM　24h　：100μMAOAPを含む培地中で4日間処理した後、

　　　　100μMAOAP、10μMSpd及びTLCK　100μM、200μMあるいは400μMを含む

　　　　培地中で24時間培養した細胞の核画分
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2－2．ヌクレアーゼ阻害剤の影響

　ATA投与にあたり、　ATA単独ではll　TC細胞の増殖に影響しないことを確認

した後、10　，u　Mおよび100μ懸の濃度で、　AOAPで4日間処理したポリアミ

ン欠乏細胞にスペルミジンと同時に投与した。その結果、Fig．23に示すよう

に、ATA　10μ擁および100μ絨ともに、スペルミジン過剰蓄積による細胞死

を抑制しなかった。この際、ポリアミン量を測定したところ、10μMATA投

与によりスペルミジンの取り込みが若干抑制されていたが、100μMATA投与

ではスペルミジンのみ投与した場合と同様iの蓄積が検出された（Fig．24）。

　Fig。25には、各濃度のATAをスペルミジンと同時投与後、48時間経過し

た細胞の核画分についての電気泳動の結果を示した。48時間において、スペ

ルミジン蓄積細胞に見られるピストンの分解に、各濃度のATA投与による変

化はみられなかった。
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【　考　察　】

　本研究により、スペルミジンの急激な過剰蓄積に基づく細胞死が観察され

る細胞では、電気泳動的にピストンの分解が検出されること、そして、その

ピストン分解および細胞死がセリンプロテアーゼの一種であるTLCKにより一

部抑制されることが明らかになった。このことはスペルミジンの過剰蓄積を

伴う細胞死がピストン分解によりもたらされることを示唆している。すなわ

ち、細胞内に急激にスペルミジンが蓄積すると、核内に移行してDNAと結合す

ることでピストンと競合し、核内にあるセリンプロテアーゼに対するピスト

ンの感受性を高め、その結果としてピストン分解、細胞死が起こることが推

察される。

　ポリアミンを培養細胞に投与すると細胞破壊が起こることは古くから知ら

れていた。これは培養液に含まれる血清由来のアミン酸化酵素によってポリ

アミンが分解されて生じるアクロレインの毒性によるものと考えられていた。

しかし最近、本研究でも用いたアミン酸化酵素阻害剤であるアミノグアニジ

ンを添加した培養系やアミン酸化酵素の活性がほとんどないウマ血清を用い

た培養系においても、細胞内ポリアミン量が徐々に上昇すると増殖阻害が起

こることが報告され、ポリアミン自身に細胞毒性があることが明かになって

いる。

　現在、生理的ポリアミンの蓄積に基づく細胞死の機構は抗がん剤の候補化

合物として注目されるビスエチルポリアミンの作用機構解明の観点から研究

が進められている。Igarasiらは、ビスエチルポリアミンの蓄積に伴う増殖

阻害が、ミトコンドリアに顕著な障害を与えることを明らかにし、高濃度の

スペルミジンあるいはスペルミンを含む培地で細胞を培養したときに観察さ

れる増殖阻害も同様の機構によるものと推察：している量9。一方、Peggらは、

ビスエチルポリアミンによる増殖阻害がミトコンドリアにおける機能を欠損
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した細胞株にも観察されることから、増殖阻害機構がミトコンドリアの障害

では説明できないことを指摘している1　5）。本研究を含めて当研究室で得られ

たこれまでの結果は、一見矛盾するこれらの研究結果を説明するものと考え

ている。スペルミジン蓄積細胞について深沢が行った電子顕微鏡観察によれ

ば、アポトーシスに特徴的な形態的変化とともに、ミトコンドリアの膨潤が

観察された。したがってIgarashiらが指摘したようにスペルミジンの蓄積

がミトコンドリアに障害を与えることは間違いないものと思われる。一方、

細胞死の直接の原因がヌクレオソームの構造破壊にあれば、ミトコンドリア

の機能を欠損した細胞株においても増殖阻害がおこることは容易に説明され

る。Igarashiらの観察は徐々にポリアミンが蓄積された細胞についてのもの

であることから、本研究で観察されるピストン分解が細胞死の原因となるの

は、ポリアミンが急激に細胞内に流入したときに限られる可能性もある。

　本研究で観察した細胞のように生理的ポリアミンを急激に過剰蓄積させる

培養系は、オルニチン脱炭酸酵素の過剰産生株についての報告がある。

Poulinらは、　L1210細胞のオルニチン脱炭酸酵素過剰産生株に、低張液中ポ

リアミンを投与するとDNAの断片化を伴うアポトソーシスが起きると報告し

ており、その際細胞内のpHが塩基挫に変化することが、細胞死の一因である

可能性を論じている16）。しかし、本研究における細胞死は、細胞内のpH変

化のみによっては説明されない。すでに深沢は平成4年度の修士論文におい

て、この細胞死はほぼ同濃度蓄積されるスペルミジン類似体によっては起こ

りにくいことを明らかにしており6）、単なる塩基性化合物の蓄積に基ずく結

果ではないことが示唆される。

　本研究結果はポリアミン機能の新たな側面を示すものと期待されるが、細

胞試料を調製する際の遠心操作のみの分画法では、死細胞由来の核断片の混

入の可能性を完全に否定することtはできない。従って今後、細胞死の原因に

関する明確な結論を得るためには、密度勾配を用いるより精度の高い細胞分
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画法により生細胞と死細胞を分画する必要があるだろう。

　本細胞系で観察される細胞死と細胞容積の縮小との関係は不明であるが、

TLCK投与により細胞死が一部抑制される際も、光学顕微鏡的には細胞の縮小

が観察されること、また、最近、膜電位を維持するために働くカリウムチャ

ンネルの調節にポリアミンが関与することも報告されていることから、細胞

容積の調節に関わる種々のイオンチャンネルに高濃度のポリアミンが影響を

与える可能性も考えられる。このような現象のメカニズムを明らかにするこ

とは、更なるポリアミン作用の新たな可能性を見いだすことにつながるだろ

う。
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【実験材料と方法灘

［試薬］

　新生仔牛血清（NBS）はCeU　Culture　Laboratories社、　MEM－Earle

Mediumは大日本製薬のものを、　Swim’sS－77　MediumおよびTrypsin－EDTA

溶液はSi駆a社のものを用いた。また、培養実験に用いた他の生化学試薬は

Sigma社あるいはAldrich社のものを用いた。培養細胞に投与したポリア

ミンアナログ体、およびポリアミン欠乏細胞の調製に際して用いた1一アミノ

オキシー3一アミノプロパン（AOAP）、ポリアミン定量時の内部標準物質として

用いたN一（3一アミノプロピル）一1，　5　一一ペンタンジアミンは当研究室で合成

したものを用いた。その他の化学試薬は関東化学株式会社あるいは和光純薬

工業株式会社の試薬特級を用いた。標準蛋白として牛血清アルブン（BSA）は

生化学工業株式会社のもの、クマシーブリリアントブルー試薬はBio－Rad社

から購入したものを用いた。ピストンの抗体調製に用いたウシヒストンフラ

クションはSigma社、フロイント完全アジュバント、フロイト不完全アジュ

バントはDIFCO　LABORATORIES社、注射用蒸留水は山之内製薬のものを用い

た。ウェスタンプロッティングに用いたTweeft20、　GAR－KRP　conjugate、　HRP

Co1Gr　Developmellt　ReagentおよびNitrocellulose粥enbraneはBio－Rad

社、Filter　paperはWhatman社のものを用いた。
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［培養細胞］

　ラット肝癌由来HTc細胞（Morris　7288c）は大日本製薬から入手し、一80

℃で保存されていた細胞をまず単層培養により立ち上げた後、浮遊培養に移

して実験に用いた。

　単層培養：組織培養用シャーレ（φ100mm）に培地（MEM－Earle＋10％NBS）

10mlを加えて37℃、95％Air－CO2、p亙7．4、　O．5－5．　O　x106　cells／plateにな

るように植え継いだ細胞を用いた。継代時は培地を捨てPBS（Phosphate

Buffered　Saline）　［Mg2t（一）］10mlで2回洗浄した後、　Trypsifi－EDTA

（0．025％）を500μ1加え、37℃でインキュベーターに3～5分間おき細胞

がシャーレからはがれたことを確認した後、培地（MEM　一・　Earle＋10％NBS）　lm1

を加えてTrypsinを失活させた。この浮遊液をさらにピペットで懸濁する

ことで単細胞として細胞数を算定後、新しい培地に蒔いた。細胞数は、O．　4％

トリパンブルー存在下血球測定盤を用いて計数した。

　浮遊培養m：培地｛Sw加’sS　一一　77（　十50ptM　Tricine，揺g／1　Glucose，

＋2mM　Glutaruine，＋0．05mM　L－Cystine，＋0．　5g／1　NaHCO3）＋10％NBS｝に細胞を

2－6x105　cellsん1となるように48hr毎に植え継ぎ、二三増殖期の細胞を

実験に用いた。

［薬物処理］

　ろ過滅菌した薬物の溶液を投与した培地（Swim’ss－77＋10％NBS）に、

上記の浮遊培養の条件で細胞を2－6x105　cellsん1となるように植え継ぎ、

48時間毎に継代を行った。
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［細胞の超音波破砕処理］

　採取した細胞をPBS（Phosphate　Buffered　Saline）で2回洗浄した後、

PBSに懸濁して超音波破砕機（150W）で30秒間3回処理し、5000　xgで

遠心して上清と沈殿とに分離した。沈殿はPBSに懸濁し沈殿分画とした。

［核画分の調製］18）

　採取した培養細胞をPBSで2回、次いで低張液（10mM　Tris－HC1，　pH7．5，

2認MgC12）で1回洗浄した後、低張液に3－4　x107　cells／岨になるように

懸濁し、5分間氷冷した。ポッター型ホモジナイザーに移して氷冷下800－

1000rptaでホモジネートした後、600　xgで遠心して得た沈殿部分を0．25M

ショ糖：液　　（0．　25M　Sucrose，10蝋Tris－HC1，　pH7．5，2mM　KgC12）で1回

洗浄し、核分画とした。

［蛋白定量］

　蛋白定量は、クマシーブリリアントブルー試液を用いるBradford法によ

り行った。標準蛋白として牛血清アルブミンを用いた。
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〔SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動］蓋9）

　調製した細胞試料溶液に同量の電気泳動用緩衝液（28認NaHN2PO4，

72蝋Na2HPO4，1％SDS，1．1％Mercaptoethane1，36％Urea）を加え、室温で

一晩放置して調製した電気泳動用試料について、7．5、10あるいは15％

｛Acrylamide：N，　N’噸ethyleae－bis（acrylaraide）・1：1｝分離ゲル（10　x

14c幻および5％｛Acryla磁de：N，　N’一Methylene－bis（acrylamide）・1：1｝

濃縮ゲル（3x14cm）を用いて、　SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動

を行い分離した。

　蛋白の検出は以下に示すクマシーブリリアントブルー染色および銀染色に

より行った。

　　クマシーブリリアントブルー染色：泳動後、ゲルを染色液A

　（EtOH　50ul，　H20　X20ml，　35％　HCHO　30ul．　Ceomassie　brilliant　blue

　R－2500．　2g）で1時間処理し、次に染色液B（EtOH　sOra1，　H20150m1，

　35％HCHO　2羅1、　Coomaassie　brilliant　blue　G－2500．　25g）で一晩処理した。

　続いて脱色液C（EtOH　125m1，　H20375岨，35％HCHO　sm1）で約3時間処

　恐した。

　　銀染色：クマシーブリリアントブルー染色したゲルを約4時間水洗した

　後、アンモニア性硝酸銀液（0。076％NaOH，0．37％NH40H，0．39％AgNO3）

　で15分間処理した後、15分間水洗し、次に現像溶液

　（0．005％Citric　acid，0．019％HCHO）で0．5～5分間処理して現像した

　後、水洗し、停止溶液（0．005％Citric　acid，0．02％CH3NH2）を加え、反

　応を停止した。

’
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［ピストンの抗体調製］2ω

　抗原としてウシヒストンフラクシwンll－S、　Wt　一SSおよびVI－Sを用い、

それぞれ注射用蒸留水を加え0．5mg／mlとした抗原溶液500μ1をフmイン

ト完全アジュバント500μ1とよく混合しエマルジョンとした後、蛋白量が

150μ9以上となるようエマルジyンを3羽の家兎の背中皮内にそれぞれ投

与した。　約3週間後、各抗原溶液250μ1を注射用蒸留水で2倍希釈し、

フロイント不完全アジュバント500μ1とよく混合しエマルジョンとした後、

蛋白量が75μgとなるようそれぞれ追加免疫を行った。9日後に採血して

得た各血清についてドットプロッティングを行ったが、染色が弱く抗体の産

生が弱かったので、再度同様に免疫し、17日後追加免疫を行い、7日後に採

血して得た各血清についてドットプロッティングを行い各抗体が産生されて

いることを確認した。

［ウェスタンプロッティング］2D

　コントロール細胞の核画分について、SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳

動を行った後、泳1動漕内で電気的に蛋白質をニトロセルロース膜に100mA、

1．5時間で移した。次にTBs（20蝋Tris－Hc1，　pH7。5，500謡Nac1）でニト

ロセルロース膜を洗い、3％ゼラチンを含むTTBS（0．05％Twee認0－TBS）でブ

ロッキングした後、1％ゼラチンを含むTTBSで200回忌希釈した抗血清と

一晩反応させた。次いで、TTBSで洗い、抗血清と同様に3000倍に希釈した

パーオキシダーゼ標識第2抗体を反応させた。次に、TTBSで洗い、さらに

TBSで洗うことによってTween20を取り除き、　HRP　Color　Pevelopraellt溶液

｛（e．06％　HRP　Celor　Develop＄ellt　Reagent，　20％　MeOH，　O．018％　K202）一　TBS｝

で発色させた。
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［ポリアミン：量の測定］

　細胞を一定量集めた後、PBSで2回洗浄し、1500rpmで遠心して得たペレ

ットに10％となるようにトリクuロ酢酸を一定量加えて除蛋白し、遠心上清

をずリアミン分析用試料とした。ポリアミン量の測定は、OPA（o一フタルジ

アルデヒド）一ポストカラムHPLC法により行った。内部標準物質としてN

一（3一アミノプロピル）一1，　5一ペンタンジアミンを用いた。
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　　HTC細胞における水容積の測定

遊離ポリアミン量測定のための基礎検討
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緒言

　哺乳動物細胞中のポリアミンは，図1に示すようなジアミンであるプトレ

シン，および，スペルミジン，スペルミンであり，これらポリアミンの細

胞内における：量的な変化が，遺伝子発現や細胞機能の調節に重要な役割を

果たすD。これらポリアミンは，4つの合成酵素からなる合成系路と2つの

代謝酵素からなる逆経路のバランスによって，細胞内でその濃度を厳密に

維持されている。いずれのポリアミンも，図2に示すように核酸膜成分，

蛋白質など様々な化合物と結合することで，その構造に変化を与え，調節

因子としての役割を果たすと考えられているが，作用の実体は不明の部分

が多い。

　我々は，多くの研究にも拘わらず明確なポリアミン作用の実体を捉えら

れない理由の一つとして，細胞内における遊離型ポリアミン濃度に関する

情報が得られない点に注目してきた。ポリアミンは，陰性電荷を持つ高分

子と結合平衡状態を保ちながら存在し，細胞内に存在するポリアミンのほ

とんどは結合型であると考えられている。しかし，種々の生体反応の調節

に直接影響を与えるものは，これら高分子と強く結合したポリアミン量の

変化よりも，結合していない遊離型ポリアミンの濃度及びその量の変化で

ある。これまでのポリアミン研究では，細胞内のポリアミン量を，トリク

ロロ酢酸などの除タンパク剤で処理した試料についてのみ調べている。し

たがってこれらの結果は，結合型と遊離型を合わせた全ポリアミン量の測

定であり，遊離型を直接測定した例はない。

　昨年度修士論文Zにおいて古海は，ラット肝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ポリアミン量と結合型ポリアミン量を求め

る試みを報告した。古海はその報告の中で，限外ろ過膜により試料をろ過

することで，試料中の遊離型ポリアミン濃度の測定が可能であること，ポ

リアミンが分布しうる領域が独自に考案した希釈法により推察できること

を明らかにし，両者の結果から遊離型と結合型の割合の算出が可能である

ことを示した。しかし，この方法は，ホモジネーション操作により細胞質

の細胞外液による希釈が避けられないことなど，生理的条件下の遊離型ポ

リアミン濃度を求める方法としては問題があるように思われた。培養細胞

における遊離型ポリアミン量を測定するためには，ポリアミンが細胞内で

分布する容積の測定法や，できるだけ生理的な条件で遊離型ポリアミンを
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測定することができる新たな方法論が必要になる。本研究では培養細胞内

の遊離型ポリアミン量の割合を簡便に測定する方法の開発を目指して，ま

ず，細胞内ポリアミンの分布可能な領域を評価する上で，細胞内に水が分

布する容積が重要な指標になると考え，HTC細胞における水容積を測定す

る方法を確立した。確立した方法は，種々細胞容積が変化することが知ら

れている条件で処理したHTC細胞の水容積の測定に応用し，その有用性を

確認した（第一章）。次に，限外ろ過法を応用して，懸濁培養した細胞の

遊離型ポリアミン濃度の測定法を考案し，水容積の測定法と組み合わせて

HTC細胞における遊離型ポリアミン量の算出を試みた（第二章）。
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第一章　細胞水容積の測定

　ポリアミンは，多価カチオンであることから，水溶性が高く，遊離型は

細胞質に分布するものと考えられるが，細胞内のどこにどの程度分布する

か，その局在は明らかになっていない3）・そこで，分布可能な領域として，

水の分布する領域を細胞水容積として一つの指標にとることを検討した。

水はポリアミンに比べ分子量も小さく，高分子内への水和などポリアミン

が分布し得ない領域に存在する可能性が高い。したがって，ポリアミンの

分布する領域に比べ明らかに水は広い領域に分布することが予想されるが，

ポリアミンが分布しうる最大の領域を知る上で意味があるものと考えた。

第一節　HTC細胞における水容積の測定法の基礎検討

　測定に当たっては，従来から細胞内体積の算出法として用いられている，

3H20を用いる図3に示すオイル法のを採用し，懸濁培養が可能なラット肝

がん由来HTC細胞について，細胞水容積の測定が可能かどうかを検討した。

この方法では，3H20を平衡化させた細胞懸濁液を，すみやかにオイル上に

重層したのち遠心し，ペレットの持つカウントと細胞数から，3H20が分布

可能な領域を細胞一個当たりの水容積として算出する方法である。

　まず，遠心操作の後，放射能が細胞ペレットに回収されるかを調べると，

図4に示すように，ペレット中のカウントは細胞数に比例して直線的に増加

し，この条件で定量的な細胞の分離が可能であることが分かった。

　次に，その際3H20と細胞における水の交換の様子を，ペレット中の放

射能から細胞一個当たりの水容積を算出して検討した。その結果，図5に示

すように，水容積は10秒間の平衡化の条件で一定の値を示し，速やかに交

換が平衡に達することが示唆された。またこのとき，細胞一個あたりの水

容積：は約3000（μrn）3であることが分った。

　オイル法では，通常，遠心により得られる細胞ペレット中に巻き込まれ

る水の量を補正して水容積の算出が行われるの。そこで，細胞内に取り込

まれないことが知られている1℃一デキストランを培地に添加して，オイル

法に供したが，ペレット中の放射能から算出された細胞付着液の容積は水
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容積の4．5％であった。また，死細胞の影響を見るために，凍結融解によ

り死細胞とした細胞を，3H20を含む培地に懸濁し，オイル法に供したとこ

ろ，断片化していない死細胞は，生細胞と同様の水容積を与えることが分

かった（図6）。14C一一デキストランで補正される容積は，死細胞に由来する

ものも含まれるものと思われること，また，死細胞すべてが14C一デキスト

ランを取り込むとは考えにくいと思われることから，正確な付着水容積お

よび死細胞に由来する水容積を見積もることは困難と判断し，今回の水容

積の測定は，付着水も含めた値として，トリパンブルーを取り込む死細胞

も含めた細胞数によって算出した。

　表1には細胞容積と今回求めた細胞水容積を比較した結果を示す。細胞容

積は，顕微鏡で観察される細胞の直径から，細胞を球と仮定して算出する

方法と，14C一一デキストランの排除体積から算出する2種の方法で求めた。測

定した水容積はこれら二つの方法の測定値の約60％であり，細胞における

水分含量が約70％であるとする従来の報告と大きな相違はなく，本法によっ

て細胞水容積の測定が可能であることが示唆された。

第二節　塩濃度の細胞水容積に対する影響

　細胞容積は，種々の刺激を受けて，変化することが知られている5）。水は

水チャネルを介して自由に通過できるため，細胞膜は半透膜として機能し，

培地中の塩濃度やイオンによってその大きさを短時間のうちに変えること

が可能である。そこで，オイル法の有用性を確認するため，種々の食塩濃

度の溶液に懸濁したHTC細胞の水容積の測定を試みた。

　まず，3種の濃度の食塩溶液に細胞を懸濁し，この時の水容積変化を測定

した。その結果，水容積は，図7に示すように，塩濃度の高い溶液中では一

度減少し，低い溶液中では増加した後に，いずれも一定値に収束した。こ

れは，浸透圧及び塩濃度の変化に細胞が反応したのちに，細胞容積の調節

すなわちセルボリュームレギュレーション6）が起きた結果と考えられた。ま

た，この結果から，浸透圧変化などにより短時間で容積変化が起きる場合

でも3H20添加後2分以内に細胞を遠心分離すれば，その影響を確認できる

ことが分かった。

　次に，この条件で，懸濁した溶液の塩濃度と水容積の関係を調べた。8種
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の濃度の食塩溶液に細胞を懸濁し，懸濁後2分以内に細胞を分離し水容積を

測定すると，図8に示すように，低張液における細胞容積は大きくばらつい

たが，どちらも食塩濃度に応じてほぼ同じ傾向で変化し，この方法が生細

胞において水容積を測定するのに有用であることが示唆された。

第三節　ポリアミンの細胞内水容積に対する影響

　当研究室では，これまでに，細胞内ポリアミン量の変化に伴う細胞容積

の変化を観察してきた。そこで，本法を，ポリアミン合成阻害剤やSpdの

投与によってポリアミン量を変化させた細胞の水容積の測定に応用した。

細胞内のポリアミン合成は，図1に示すように，オルニチンの脱炭酸により

Putが生成されることに始まる。ポリアミン合成の律速酵素は，この反応

を触媒するオルニチン脱炭酸酵素であり，その阻害剤の投与は，多くの細

胞系でポリアミンの枯渇状態をつくるのに用いられる。当研究室では，オ

ルニチン脱炭酸酵素阻害剤の一つである1一アミノオキシー3一アミノプロパ

ン（AOAP）をHTC細胞に投与すると，ポリアミンの枯渇に伴い4日間で

完全に増殖が停止し，そこに，低濃度のSpdを投与すると，細胞が急激に

Spdを蓄積し，その容積が顕微鏡下で縮小することを観察してきたrD。図9

には，300　PtM　AOAPおよび100μM　Spdを細胞に投与したときのSpd量の

変化と細胞数の変化を示した。このAQAP処理により，　Spd量は処理1日目

で検出限界となり，Spdの投与で，投与開始から8時間で対照の7倍の蓄積

を示した。一方，このとき，図には示さないが，Put量はSpd量と同様検出

限界以下になり，Sprn量は対照の50％になった。また，　Spd投与では，　Put

量，Sprn量はいずれも対照細胞と同じ含量まで回復したが，　Spdのような

蓄積は起こらなかった。本研究では，細胞内ポリアミン濃度が細胞の水容

積に与える影響を探るために，これらの細胞試料について，水容積の測定

を行った。その結果，図10に示すように，水容積は，AQAP処理によりコ

ントロール細胞の70％まで減少し，スペルミジン投与開始から4時間でコン

トロールの50％まで減少した。またその際細胞容積を測定すると，水容

積の変化とほぼ同様に変化した。

　このAOAP処理による水容積の減少は，　Spd枯渇後に穏やかに進行する

ことから，細胞内のタンパク合成能がポリアミン量の減少とともに低下し，
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細胞機能が抑制された2次的な結果であることが示唆された。これに対して

スペルミジン投与後4時間までに起こる水容積の減少は，スペルミジンの蓄

積とともに急激に起きることから，AOAP処理による減少とは異なるメカ

ニズムであり，スペルミジンの直接作用であることが示唆された。
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第二章　細胞内遊離型ポリアミン濃度測定の試み

　平成9年度の修士論文において古海は，ラット肝を緩衝液なしでホモジネ

イトした試料について，高分子に結合したポリアミンと遊離型ポリアミン

の分離に，分画分子：量10，000の限外ろ過膜によるろ過が有効であることを

示した。しかし，遊離型ポリアミン濃度の測定には，細胞を出来るだけ生

理的条件に近い状態で，遊離型ポリアミンを，高分子に結合したポリアミ

ンと分離する必要があり，細胞外液との新たな結合平衡をつくりうるホモ

ジネイション操作は好ましくないと思われた。そこで，新たな限外ろ過法

を検討した。

第一節　細胞質溶液の直接限外ろ過法の考案

　新たな限外ろ過法を考案するに当たって，まず，第一章で扱ったオイル

法を用いれば，細胞を細胞外液で希釈せずに細胞の分離が可能になること

に着目した。当初は，オイル法で分離した細胞の細胞質ゾルを何らかの方

法で分離した後，限外ろ過膜でろ過する操作法を検：討したが，定量的な細

胞質ゾルの回収を可能にする適当な方法が見いだせなかった。

　そこで，細胞の分離と限外ろ過を同一の遠心式限外ろ過ユニット中で行

う図11に示すような限外ろ過法を検討した。遠心式限外ろ過ユニットは，

プラスチック製1．5rnLのミクロチューブと，下端に限外ろ過膜を接着した

円筒状の試料チューブから構成され，試料チューブにある試料が遠心によ

りろ過され，ミクロチューブにろ液が採取される構造になっている。ろ過

膜上でオイル法により分離したHTC細胞を，そのまま凍結融解により破砕

し，遠心して図12に示すように，細胞質ゾルを限外ろ過しようとするもの

である。この方法が可能になるためには，1）細胞を分離する際オイルが

ろ過膜を通過しないものであること，2）細胞を破砕する条件でろ貯留が破

損しないこと，3）細胞の破砕によって得られる細胞質ゾルの比重が，用い

るオイルより大きく，遠心操作でオイル中浮上しないことが要件となると

考えた。
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第二節　ろ過ユニットの検討

　考案した限外ろ過法が可能であるためには，操作過程でろ過膜が破損し

ないこと，細胞を分離する遠心過程でオイルを保持することが要件となる。

そこで，市販のミリポア社宅の各種ろ過ユニットについて，ろ過膜上にオ

イルをのせた状態で，液体窒素により凍結融解を3回繰り返した後，5，000

xgで5分間遠心し，オイルの保持能力を調べた。その結果，表2に示すよ

うに，0．45μmの大きな口径をもつ膜や，ポリエーテルスルホンの限外ろ

過膜では，5，000xgの遠心でオイルが膜を通過した。再生セルロースを

限外ろ過膜とするものは，オイルを保持することが分かったが，分画分子

量が30，000のものは，凍結融解により破損する確率が高かった。そこで，

分画分子量3，000のものよりろ過速度の早い分画分子：量10，000の限外ろ

過膜を持つ，UFC3LGCを以後の検討に用いた。

第三節　HTC細胞を用いる細胞質ゾルの直接限外ろ過

　新規ろ過法により細胞質ゾルが限外ろ過されるかを検討した。まず，対

数増殖期にある約106個のHTC細胞について，この方法で得られるろ液量

を，その重量から調べた。その結果，図13に示すように，遠心時間に応じ

てろ液量が増すことが分かった。このろ液量については，3H20で平衡化し

た細胞について，ろ液中の放射能からも算出したが，ほぼ同様の結果を得

た。

　凍結融解によるろ過膜の損傷の可能性を調べるために，ろ液のタンパク

成分を，SDS一一一ポリアクリルアミドゲル電気泳動で調べた。その結果，図

14に示すように，ろ液にタンパク成分は検出されず，限外ろ過が有効に働

いていることが示唆された。

　これらのことから，本法により，細胞質ゾルのろ過が可能であると結論

した。
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Fig．14　SDS－polyacrylamide　electrophoresis
　　　　　of　whole　cell　extract　and　filtrate．

　　　Left　lane，　who；e　cell　extract　of　2xl　Os　cells；mlddle：ane，　O．6pL　ot　the

ftltrate　whlch　corresponds　to　the　cellular　water　volume　of　2xlpt　cells；rlght

［ane，　mo；ecular　welght　marker．　Mo［ecular　welghts　are　lndicated　by　arrows．
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第四節　ろ液中ポリアミン量の分析

　緒書にも述べたように，細胞内のポリアミンは，ほとんどが結合型とし

て存在し，遊離型のポリアミン量はポリアミンの種類により異なり，全ポ

リアミンの数％から数10％であることが推察されている8）。したがって，限

外ろ過が有効に働いていれば，ろ液中のポリアミン組成および濃度が，全

ポリアミン量を測定した場合とは大きく異なることが予想される。そこで，

ろ液中のポリアミンを分析した。表3には，ろ液中ポリアミン濃度，および

106個細胞当たりの遊離型および全ポリアミンの含量，遊離型の全ポリアミ

ン量に対する割合をパーセントで示した。遊離型ポリアミン含量は，ポリ

アミンの分布容積を水容積，3，000（ptm）3と仮定して計算した。全ポリアミ

ン含量に比べてろ液中のポリアミン量は，その組成および量が大きく異な

り，限外ろ過が有効に働いていることが示唆された．また，遊離型ポリア

ミンの割合は，Putが23％，　Spdが8％，　Sprnが2％であり，これまで核酸と

ポリアミンの親和性からシミュレーションによって予想されてきた割合に

近似する結果が得られた8）。すなわち，本法が遊離型ポリアミンを測定する

ための簡便な試料調製法として有用であることが示唆された。
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考察

　3H20が細胞内水と容易に置換することを利用するオイル法は，従来から

細胞内の空間領域を推察する方法として用いられていたzl）が，その方法を

Hrc細胞における水容積の測定に応用し，簡便に測定する条件を確立した。

簡便さに主眼をおいたため，付着水も含めた形で水容積を求める条件となっ

たが，細胞内成分が分布しうる最大容：積の算出には十分に意味のある方法

と考える。

　細胞内外の浸透圧の変化によって，細胞容積は容易に変化するが，その

際細胞の膨張や収縮が持続すると細胞死がもたらされるために，細胞は

その容積を調節する独自の機構を持っている9）。細胞外が低浸透圧あるい

は細胞内が高浸透圧になると，細胞は一般に一過性の膨張の後，KC1と水

を細胞外に流出させてRegUlatoty　Voluune　Decrease（RVD）と呼ばれる容

積調節を行う。一方，細胞外が高浸透圧あるいは細胞内が低浸透圧になる

と，細胞は一過性の収縮の後，NaC1と水を細胞内に流入させて
Regulatory　Volume　lncrease（RVI）と呼ばれる容積調節を行う。図7に示

される結果は，0．5％NaC1溶液に懸濁した場合にはRVDが，1．5％NaC1に

懸濁した場合にはRVIが起こることを示唆しており，フローサイトメーター

など光学的に粒子体積を測定する装置によって検出されていたRVDやRVI

が，本法によっても簡便に確認できることを示している。本法は，RVDや

RVIの原因となる水容積変化を直接検出する方法でもあり，測定値の偏差

も比較的小さく，細胞容積調節機構の研究にも簡便で有用な手段として用

いることができるだろう。

　当研究室では，細胞内ポリアミンの蓄積の影響を調べるうちに，Spdの

蓄積により細胞の収縮が起こることを顕微鏡観察により推察してきた。し

かし，その際の細胞の大きさを顕微鏡写真上の細胞径から数値化すると，

個々の細胞径が大きく異なるため，Spdの蓄積に伴う細胞容積の変化を明

瞭に示すには至らなかった。今回，水容積の変化を測定することにより，

細胞内Spdの蓄積により水容積が減少することがはじめて明確に示された。

また，その際，細胞内ポリアミンの枯渇に伴い水容積が徐々に減少するこ

ともはじめて明らかになった。

　ポリアミンの枯渇に伴う水容積の減少は，Spdの枯渇に基づく，以下に

示すような2次的な影響であろうと考えられる。ポリアミン合成を阻害し
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て増殖が停止する場合，細胞内のタンパク合成能が低下し，細胞は細胞周

期のG1後期で増殖を停止する。さらにその細胞核のin　v：itroにおける

DNA複製能は，ポリアミンを試験管内で添加しても回復しないため，ポリ

アミンの枯渇に基づいて，S期に入るために必要な細胞周期関連のタンパ

ク合成が起きないことが，増殖停止の主因であろうと考えられている10）。

図10に示されるように，水容積の変化が，Spdがほとんど枯渇する1日目

には起こらず，増殖がほとんど起こらないAQAP処理2日目以降に起きる

ことからも，Spd低下と直接関連した現象ではないだろう。本実験系では，

すでに当研究室の縣が，AOAP処理4日間でタンパク合成能が対照の20％
以下になることを確認しており11），タンパク合成能の低下に基づく，コロ

イド浸透圧の低下や細胞容積調節の機能低下が同時に起こる結果であろう

と推察する。

　一方，Spdの蓄積の際起こる水容積の減少は，その蓄積とほぼ平行して

起こることから，Spdの直接作用であることが示唆される。先にも触れた

ように，細胞は容積変化に数分で反応する調節機構をもつので，継続的な

容積の収縮は，その調節機構に何らかの異常が起きたためであると考えら

れる。本研究で用いたHTC細胞は，低張溶液中で明確なRVDを示すこと明

らかになっているが，その際細胞膜に存在するCrチャネルの開口が，

KCIと水の流出を起こし，細胞を縮小させる機構が提案されている6）。最

近，ポリアミンがK＋チャネルなどの細胞膜上のイオンチャネルの調節に関

与することも示唆されており，細胞内に蓄積したSpdが，　Cl一チャネルある

いはチャネル開口までの過程に作用するかどうかを明らかにすることは，

今後の興味深い課題であろう。

　本研究で考案した限外ろ過法を用いることで，生理的な状態の細胞の細

胞質ゾルの効率よい限外ろ過が可能であることが示された。細胞の破砕条

件，ろ過振へのポリアミンの吸着，＝測定精度などの検討は今後の課題であ

るが，懸濁培養が可能な細胞における，遊離ポリアミン量測定用の簡便な

試料の調製法として有用になるものと思われる。

　Watanabeら8）は，細胞内で，　SpdおよびSpmが結合平衡を形成しうる

主要な生体成分は，DNA，　RNA，リン脂質およびATPであると考え，各ポ

リアミンとそれらの成分との親和性を実験的に求めた後，ウシリンパ球中

に存在するこれらの成分にどの程度ポリアミンが分布しうるかをシミュレー
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ションによって算出した。その結果，遊離型ポリアミン量の全ポリアミン

量に対する割合は，Spdが15．0％，　Spmが5．1％と算出されている．本研究

で測定されたろ液中のポリアミン濃度と，水容積をポリアミン分布容積と

仮定して算出した遊離型の割合はそれぞれ8％，2％であり，細胞内では大

部分のポリアミンが結合型として存在するとする計算：結果を支持するもの

となった。本研究では，遊離型ポリアミン量の算出に水容積を用いたが，

今後，より精度の高い推測を可能にするためには，ろ液中のアミノ酸等，

ポリアミンと近似した分子量を持ち，細胞中の成分と強い相互作用を示さ

ない成分の分布も明らかにし，ポリアミン分布容積の指標の一つにする必

要があるものと考えている。
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実験方法

　新生仔牛血清（NBS）はCell　CUltU．re　Laboratories社，培養実験に用いた

他の生化学試薬はすべてSigrna社あるいはGibco　LabOratori　es社のものを

用いた。ポリアミン欠乏細胞の調製に用いた1一アミノオキシー3一アミノプ

ロパン（AOAP）は当研究室で合成したものを用いた。放射性同位体物質は

3H20（95mCi／mL）と1℃一デキストラン（1．5mCi／9）を室町化学より購入し用

いた。その他化学試薬は関東化学株式会社あるいは和光純薬工：業株式会社

の試薬特級を用いた。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た。ろ過ユニットは基礎検討に

用いた6種類全てMIUJPOA社のものを用いた。放射能を測定する際に用い

たシンチレーションカクテルは和光純薬工業社のScintiso1　EX－Hを用いた。

2－LswwtE

　ラット肝癌由来HTC細胞（Mor：ds　7288c）は大日本製薬から入手し，一8　O

℃で保存していた細胞を懸濁培養に供して用いた。培地は，Swim’s　S－77

に50　mM　Tricine，2g／L　Glucose，2　mM　Glutamine，0。05　rnM　L－Cyst加e，

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／rnLになるように加えて用いた。懸i濁培養iでは1～10x　l

O　5ce　ll　s／mしになるように48hr毎1xに植え継いだ対数増殖期の細胞を実験に

用いた。細胞数は，細胞懸濁液を0。4％トリパンブルー溶液で2又は4倍に希

釈したのち，Burker－Turk型血球測定盤上で計数した。その際血球測定

盤の枠に全体が入っていない細胞は二つで一つの細胞として計数した。測

定は5視野について行い，最高・最低数を除外して3回の平均を細胞数とし

た。尚，トリパンブルーを取り込んだ細胞は死細胞として計数した。
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3．ポリアミン　’ び’。 の・・as｛

　対数増殖期にある細胞を，血清アミンオキシダーゼ阻害剤であるAG

（アミノグアニジン）を111）Mになるように加えた培地で48時間前処理した。

48時間後から上記条件にAOAP300geM（最終濃度）を加えた培地で96時間処

理し細胞内ポリアミンを枯渇させた。ポリアミン過剰蓄積細胞は，上記の

ように処理したポリアミン欠乏細胞をAG，AOAP共存下Spd100ptMを含む

培地中で培養し調製した。

4オル’による　の

　遠心して濃縮し，約5x106㏄11／rnLとした細胞懸濁液200μLをオイル

（Dibutyl　phthalate：Corn　Oil＝10：3，200ptL）上に重層して60秒後に，

遠心（10000rpm，1min）し，細胞をペレットとして分離した。

Slik｛gilEueE2E

　細胞懸濁液にトリチウム水（1rnCi／mL）を1／100容量添加し，60秒後

にオイル法で分離した。水層のみを除去し，PBS（100PtL）で油層上部の壁

面を洗浄，細胞に触れないように注意しながらできるだけ油層を除去した。

分離した細胞に溶解剤（ソルバブル）20　O　paLを加え一晩放置した後，その

放射能を測定した。このペレットの持つ放射能と，オイル法で分離した上

清の単位容量当たりの放射能及びペレット中の細胞数（死細胞も含む）か

ら細胞水容積の算出を行った。

6 1からの1、　de　の

　ビデオプリンターにより記録した血球測定盤上の細胞（倍率400倍）の顕微

鏡写真から，細胞の長径とそれに直行する直径をノギスを用いて測り，平

均を算出し，細胞を球として細胞容積を算出した。細胞直径の測定は30個

の細胞について行った。
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7　14C一♂　ストラン　。、　　からの， の

　あらかじめ重：量を測定した試験管に6～8x10bce11／血しの細胞懸濁液を

約6．5mLを採取し，80　x　g　，1　minで遠心してペレットとした。上清を2mL

残して除去し、培地に14C一デキストラン水溶液（O．01PSCi／rnL）300ptLを加

え細胞を懸濁した後，遠心して上清を除いた。そのペレット重量から，ペ

レット容積を比重1．0として算出した。次にペレットに含まれる放射能を測

定し，細胞外液量を算出した。ここからペレット中に含まれたデキストラ

ン溶液量を算出した。ペレット容積からペレット中の細胞外液量を引き，

細胞のみの容積を算出した。この容積を再懸濁液について計数した細胞数

で割ることで細胞一個当たりの細胞容積を算出した。

8． ゾルの　　ろ’

　限外ろ過膜上でオイル法により細胞を分離後，ろ過ユニットを液体窒素

による凍結（20rr血Dと室温の水による融解（10mhDを三回繰り返して細

胞を破砕した。破砕後限外ろ過ユニットの受け側チューブを新しい1．5mし

のチューブに取り替えて遠心（5000　x　g，2min）し，ろ液を得た。得られたろ

液量はチューブの重さを，遠心後チューブの重さから差し引くことで算出

した。

9．SDS一一ポリア　リルアミドゲル　　”　13）

　調製した細胞試量溶液に同量の電気泳動用試料緩衝＝液（28mM　NaH2PO4，

72n”iM　Na2HPO4，1％SDS，1。1％rnercaptoethatio1，36％urea）を加え、

沸騰水浴中で10minインキュベーションしたものを電気泳動試料とした。

泳動に用いたゲルは市販のグラジエントゲル「マルチゲル15／25」（第一化

学薬品社）を用いた。蛋白の検出は以下クマシーブリリアントブルー染色に

より行った。泳動後，ゲルを染色液A（EtolH　50mL，　H20　120mL，

35％HCHO　30mL，　Coomassie　br趾iant　blue　R－250　O．2g）で1時間処理

し、次ぎに染色液B（EtOH　50mL，　H20150mL，35％HCHO　2mL，
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Coomassie　brilliant　blue　R－250　O．25g）で一晩放置した。続いて脱色液C

（EtQH　125rhL，　H2ρ375mL，35％HCHO　5mL）で約3時間処理したのち，

染色像を記録した。

10．ポリアミン　の’　1の

　全ポリアミン量の測定では，PBSで1回洗浄した細胞ペレットに，10％

トリクロロ酢酸溶液を加え除タンパクし，遠心した上清を定量用試料とし

た。ろ液におけるポリアミン量の測定では，ろ過により得られたろ液量に

10％トリクロロ酢酸を加えて除タンパクし，遠心した上清を試料とした。

ポリアミン量：の測定はOPA（aフタルジアルデヒド）一ポストカラムHPLC法

により行った。
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