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【略称】 

 

A Adenine 

ADC Arginine decarboxylase 

ATP Adenosine triphosphate 

AUH Agmatine ureohydrolase 

 

C Cytosine 

cAMP Cyclic adenosine monophosphate 

CD Circular dichroism 

c-di-GMP Cyclic dimeric guanosine monophosphate 

CRP Cyclic adenosine monophosphate receptor protein 

CuSO4 Copper(II) sulfate 

 

dcAdoMet Decarboxylated S-adenosyl-L-methionine 

DDW Deionized distilled water 

DNA Deoxyribonucleic acid 

 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

Em Erythromycin 

 

fMet N-Formylmethionine 

 

G Guanine 

 

HCl Hydrochloric acid 

HPLC High performance liquid chromatography 
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K2HPO4 Dipotassium phosphate 

KCl Potassium chloride 

KH2PO4 Monopotassium phosphate 

KOH Potassium hydroxide 

 

MgSO4 Magnesium sulfate 

mRNA Messenger ribonucleic acid 

 

NaCl Sodium chloride 

NaOH Sodium hydroxide 

n.d. Not detected 

(NH4)2SO4 Ammonium sulfate 

n.s. Not significant 

 

ODC Ornithine decarboxylase 

ORF Open reading frame 

 

PCR Polymerase chain reaction 

ppGpp Guanosine tetraphosphate 

PUT Putrescine 

 

RNA Ribonucleic acid 

rRNA Ribosomal ribonucleic acid 

 

SAMDC S-Adenosylmethionine decarboxylase 

SAT Spermidine acetyltransferase 

SD Shine-Dalgarno 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

S.E. Standard error 
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SPD Spermidine 

SPDS Spermidine synthase 

SPM Spermine 

SSC Saline-sodium citrate buffer 

 

T Thymine 

TCA Trichloroacetic acid 

Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane 

tRNA Transfer ribonucleic acid 

 

U Uracil 

 

WT Wild type 
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【序論】 

 

1) ポリアミン 

 

ポリアミンは、ウイルスから人に至るまで生物界に広く存在する低分子塩基性生理

活性物質であり、複数個のアミノ基を有する脂肪族炭化水素の総称である。現在まで

に 20 種類以上のポリアミンが同定されているが、生体内で見出されるポリアミンは、

主に 2 価のプトレスシン [PUT: NH2(CH2)4NH2] 、 3 価のスペルミジン [SPD: 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2]、4 価のスペルミン[SPM: NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2]の

3 種であるが、生物によって含まれているポリアミンが異なる (Fig. 1)。このうち大腸

菌などの原核細胞には PUT と SPD が、酵母や哺乳類などの真核細胞には主に SPD と

SPM が含まれている【1】。ポリアミンは細胞内において、1 価カチオンを除いた低分

子物質としては Mg
2+、ATP と共に三大構成成分であり、大腸菌や動物細胞には数 mM

から数十 mM のオーダーで存在する。3 種のポリアミンは同じような生理作用を発揮

するが、その有効濃度は SPM < SPD < PUT であり、同じ作用を示すのに SPD は SPM

の 3 ~ 5 倍、PUT は SPM の 50 倍以上の濃度が必要である【2】。 

 

2) ポリアミンの生合成 

 

ポリアミンの細胞内濃度は、生合成･分解･細胞内外への輸送により厳密に制御され

ている【3, 4】。大腸菌では、遺伝子全体の 0.6%がこれらに関わる遺伝子であり、輸送

系の遺伝子はその半分を占めている。 

ポリアミンの生合成経路を Fig. 2 に示す。ポリアミンの生合成において、大腸菌は

PUT と SPD を合成し、PUT の合成には 2 つの経路が存在する。1 つ目はオルニチンを

出発物質として、オルニチンデカルボキシラーゼ  (ODC; speC) により合成される。

この ODC は、ポリアミン生合成における律速酵素の 1 つである。2 つ目はアルギニン

を出発物質として、アルギニンデカルボキシラーゼ (ADC; speA) により脱炭酸され、

次いでアグマチンが、アグマチンウレオヒドロラーゼ (AUH; speB) により脱ウレアさ
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れて合成される経路である。SPD は、S-アデノシルメチオニンが、もう 1 つの律速酵

素である S-アデノシルメチオニンデカルボキシラーゼ (SAMDC; speD) により脱炭酸

された脱炭酸化 S-アデノシルメチオニン (dcAdoMet) から供給されるアミノプロピル

基と PUT からスペルミジンシンターゼ (SPDS; speE) によって合成される。また、細

胞内でポリアミンが過剰になると、スペルミジンアセチルトランスフェラーゼ (SAT; 

speG) により SPD はアセチル化され、不活化される【5】。 

 

3) ポリアミンの細胞内分布 

 

ポリアミンの細胞内分布は、大腸菌やラット肝臓で報告されている【6, 7】。SPD と

SPM は遊離の状態で存在することはほとんどなく、PUT のみが大腸菌において約 40%

遊離状態で存在している。また、ポリアミンは大腸菌及びラット肝臓において主とし

て RNA と結合している。大腸菌では PUT の 48%、SPD の 90%、ラット肝臓では SPD

の 78%、SPM の 85%が RNA と結合している (Table 1)。また、RNA に対するポリアミ

ン結合量をヌクレオチドあたりに換算すると、大腸菌ではPUTとSPDがそれぞれ3.5、

1.4 分子/100 ヌクレオチド、ラット肝臓では SPD と SPM がそれぞれ 1.2 と 1.0 分子/100

ヌクレオチド結合している。すなわち、RNA のリン酸基の約 15%はポリアミンとイオ

ン結合しており、ポリアミンの生理作用は RNA との相互作用により引き起こされてい

ることが強く示唆される。また、ポリアミンの DNA への結合には、塩基特異性が存在

する。ポリアミンが DNA と結合する場合、2 本鎖でかつ GC (グアニン・シトシン) 含

量が高いほど優先的に結合する性質を持っている【8, 9】。この点は、多岐にわたるポ

リアミンの生理作用を理解する上で重要である。 

 

4) 細胞増殖必須因子としてのポリアミン 

 

ポリアミンの生理的役割は多岐にわたり、その主なものとして、核酸、特に RNA と

相互作用することにより蛋白質や核酸合成を促進し、細胞増殖因子として機能するこ

とが知られている【10】。ポリアミンの増殖因子としての役割は、1949 年に乳酸菌の 1

種である Hemophdus purainjluenzae の生育に PUT と SPD が必須であることが初めて報
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告された【11】。その後、がん患者の尿中でポリアミンが増加することが報告され、ポ

リアミンが細胞増殖に関与することが示唆された【12】。細菌では大腸菌でポリアミン

を合成できない菌株が分離され、外からポリアミンを加えるとその細胞増殖が著しく

増加することにより、ポリアミンの細胞増殖因子としての地位を確立した【13】。次い

で、酵母【14】やチャイニーズハムスター卵巣細胞【15】においてもポリアミンを合

成できない細胞株が分離され、ポリアミンを外から加えると細胞増殖が開始すること

が明らかとなった。また、SAMDC ノックアウトマウスは、+/-ヘテロ接合体では生存

可能であることが報告され、-/-ホモ接合体は 3.5 日胚までは卵由来の SPD により生存

できるが、3.5 日胚以降の生存は不可能であることが報告された【16】。しかし、3.5 日

胚は SPD を添加すると増殖が可能となったことから、細胞死は SPD と SPM に依存し

ており、真核細胞ではポリアミンが細胞増殖必須因子であることが明らかとなった。 

 

4) ポリアミンと RNA の相互作用 

 

ポリアミンが RNA との相互作用により、蛋白質の合成促進や翻訳精度の上昇、リボ

ソームの会合促進などの働きをすることが報告されている。in vitro では、大腸菌のポ

リフェニルアラニン合成、エールリッヒ腹水がん細胞系のアデノウイルス RNA 依存性

の蛋白質合成、ウサギ網状赤血球無細胞系の ODC 合成などがポリアミンによって促進

されることが明らかになっている【17-19】。大腸菌のオリゴペプチド結合蛋白質や、

ウシリンパ球のチミジンキナーゼの合成は in vitro、in vivo 両系でポリアミンにより強

い促進を受けた【20】。いずれの蛋白質の場合も、ポリアミンは mRNA の構造を変化

させることによって翻訳を促進していた。 

また、ポリアミンは、大腸菌のリボソームの 30S サブユニットの会合にも寄与して

いる (Fig. 3)。大腸菌のリボソームの 30S サブユニットは、16S rRNA と 21 個のリボソ

ーム蛋白質から成っている。ポリアミンは、16S rRNA のアデニンのメチル化を促進す

ることによって、30S サブユニットの形成を促進している【17, 21】。 

このように、ポリアミンは RNA の立体構造を変化させ、様々な面で蛋白質合成に重

要な役割を果たすことで細胞増殖促進に寄与していると考えられる。 
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5) ポリアミンモジュロン 

 

ポリアミンは、mRNAに結合し構造を変化させることで、特定蛋白質の合成を翻訳レ

ベルで促進させることが明らかとなっている【22, 23】。ポリアミンにより翻訳レベルで

合成促進される蛋白質をコードする遺伝子群は、ポリアミンモジュロンと命名され、現

在までに対数増殖期においてOppA (オリゴリゴペプチド輸送蛋白質)、Cya (アデニル酸

シクラーゼ)、RpoS (RNAポリメラーゼ
38サブユニット)、RF2 (蛋白質合成終結因子)、

Cra (糖代謝に関わる転写因子)、RpoN (RNAポリメラーゼ
54サブユニット)、H-NS (環境

応答のグローバルな転写因子)、FecI (RNAポリメラーゼ
18サブユニット)、Fis (rRNA及

びtRNAの転写因子)、RpoE (RNAポリメラーゼ
24サブユニット)、StpA (heat-shock応答

に関わる転写因子) の11種が同定されている【24-30】。これらの遺伝子群は、いずれも

細胞増殖に重要な役割を果たす蛋白質であり、8種が転写因子として機能する。これら

ポリアミンモジュロンは、栄養源や培養温度を変化した際に発現量が増加し、OppA、

Cya、RpoS、FecI、Fis、RF2は0.4% glucose 存在下、RpoN、Cra、H-NSは0.1% glucose と

0.02% glutamic acidを栄養源とする培地、RpoE、StpAは0.1% glucoseと0.02% glutamic acid

の培地で42 
o
Cにした場合、それぞれポリアミンにより発現促進を受けた。 

現在までに、ポリアミンモジュロンと同定された遺伝子群のmRNAにはそれぞれ共通

する特徴があり、主に3つに大別される (Fig. 4)。1つ目は、開始コドンと原核細胞の蛋

白質合成開始に重要なShine-Dalgarno (SD) 配列が離れている、もしくはSD配列が不明

瞭なmRNAである。ポリアミンはこのmRNAに結合することでSD配列と開始コドン付近

の構造を変化させ開始複合体形成を促進する。oppA、fecI、fis、rpoN、hns、rpoE、stpA、

rmf mRNAがこの特徴を有している【28-32】。2つ目は、開始コドンがAUGではなくUUG

やGUGのmRNAである。cya、cra mRNAがこの特徴を有している【25, 28】。ポリアミン

は、これら開始コドンとtRNAとの相互作用を高め、翻訳開始を促進する。3つ目は、Open 

reading frame (ORF) 中に終始コドンがあるmRNAであり、readthroughや+1 frameshiftを促

進することで目的とする蛋白質合成を促進する。これは、rpoS、prfB mRNAの特徴であ

る【26, 27】。また、ポリアミンモジュロンの中に転写因子が多いことから、DNAマイ

クロアレイにより対数期での遺伝子発現を解析した。対数期では、約2700種のmRNAが

発現し、その中で309種がポリアミンによりup-regulationを受け、319種がdown-regulation
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を受けていた。このうち約200種の遺伝子は、ポリアミンモジュロンとして同定された9

種の転写因子 (cAMPを含む) の制御下にあった【29】。これらのことは、ポリアミンが

様々な条件において細胞増殖に寄与していることを示唆している。 

また最近、当研究室でRMF (ribosome modulation factor) を定常期において初めてポリ

アミンモジュロンとして同定した。ポリアミンはRMFの合成促進を介して、細胞生存率

維持に寄与しているという新たな知見を得た【32】。 
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Fig. 1 ポリアミンの構造 

ポリアミンは窒素を含む低分子の塩基性生理活性物質であり、細菌から人に至るま

で生物界に広く存在する。生体内で見出される主なポリアミンは、プトレスシン (PUT)、

スペルミジン (SPD)、スペルミン (SPM) の 3 種類である。このうち大腸菌などの原核

細胞には主に PUT と SPD が、酵母や哺乳類などの真核細胞には SPD と SPM が含まれ

ている【1】。 
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Fig. 2 大腸菌におけるポリアミンの生合成 

ポリアミンの生合成はオルニチンがオルニチンデカルボキシラーゼ (ODC) により

脱炭酸され、プトレスシン (PUT) が合成される。また、アルギニンがアルギニンデカ

ルボキシラーゼ (ADC)  によりアグマチンに変換され、アグマチンはアグマチンウレ

オヒドロラーゼ (AUH) により PUT に変換される。PUT はスペルミジンシンターゼ 

(SPDS) によりスペルミジン (SPD) に変換される。SPD の合成に必要なアミノプロピ

ル基は、S-アデノシルメチオニンが S-アデノシルメチオニンデカルボキシラーゼ 

(SAMDC) により脱炭酸されることにより産生されるデカルボキシアデノシルメチオ

ニン (dcAdoMet) によって供給される【3】。 
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Table 1 大腸菌及びラット肝臓におけるポリアミンの細胞内分布 

ポリアミンは大腸菌及びラット肝臓において主として RNA と結合している。大腸菌

では PUT の 48%、SPD の 90%、ラット肝臓では SPD の 78%、SPM の 85%が RNA と

結合している。
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Fig. 3 ポリアミンによるリボソームの会合促進 

ポリアミンは 16S rRNA の 3’-末端に存在するアデニンのメチル化を促進し、30S リ

ボソーム亜粒子の会合を促進することにより、蛋白質合成を促進する【17】。 
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Fig. 4 ポリアミンによるポリアミンモジュロンの翻訳促進機構 

ポリアミンは翻訳効率の悪い mRNA の翻訳を促進する。ポリアミンモジュロンの

mRNA には特徴があり、大きく 3 つに分類される。1 つ目は、翻訳開始に重要な

Shine-Dalgarno 配列 (SD 配列) と開始コドンとの距離が離れている mRNA である。ポ

リアミンは SD 配列と開始コドン付近の構造を変化させ、開始複合体の形成を促進す

る。2 つ目は、開始コドンが AUG ではなく、UUG や GUG といった mRNA である。

ポリアミンは開始コドンと fMet-tRNA との相互作用を高めて翻訳開始を促進する。3

つ目は、ORF 中に終止コドンが存在する mRNA である。ポリアミンは終止コドンの

readthrough や+1 frameshift を行い、目的とする蛋白質合成を促進する。 

 

 



 

14 

 

 

 

 

 

 

 

第 1 章 

定常期における新規ポリアミンモジュロンの

同定及びその生理的意義の解明 
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【目的】 

当研究室ではポリアミンにより、翻訳レベルで合成促進をうける細胞増殖や生存率

維持に必要な蛋白質をコードする遺伝子群をポリアミンモジュロンと命名し、これま

でに 12 種を同定した【22-32】。そのうち 8 種は転写因子であることから、ポリアミン

が多くの遺伝子発現を調節し、細胞増殖を促進していることが明らかとなった。さら

に最近、定常期において 70S リボソームを 100S ダイマーにして保存し、生存率を上げ

る役目を示す ribosome modulation factor (RMF) がポリアミンモジュロン蛋白質であり、

ポリアミンが RMF 合成促進を介して大腸菌の生存率維持に貢献していることを明ら

かにした【32】。本研究では、緊縮応答因子グアノシン 4 リン酸 (ppGpp) に着目し、

ppGpp 合成調節酵素 (SpoT) 及び RNA ポリメラーゼサブユニット (RpoZ) とポリア

ミンとの関係を明らかにし、種々の環境変化に適応して生存率を上昇させる際に、ポ

リアミンがどのように機能するかを明らかにするため、定常期における新規ポリアミ

ンモジュロンの同定と生理的意義の解明を行った。 
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【材料と方法】 

 

1) 大腸菌及び培養条件 

PUT 生合成酵素欠損株 MA261 (speB speC gly leu thr thi) は、ニューヨーク大学 W. K. 

Maas 先生のご厚意により分与していただいた【33】。MA261lacZ::Em は、千葉大学大

学院薬学研究院の五十嵐先生のご厚意により分与していただいた【34】。HT283 (speA 

speB speC speED thr pro thi) は、H. Tabor 先生のご厚意により分与していただいた【35】。

また、CF1281 (relA)、CF1289 (relA spoT)、CF1638 (relA rpoZ)、CF1640 (relA spoT 

rpoZ) は、M. Cashel 先生のご厚意により分与していただいた【36】。 

MA261、MA261lacZ::Emは、L-Broth (LB) (1 % Trypton、0.5% Yeast Extract、0.5% NaCl) 

で一晩通気培養した。その菌液を Medium A [22.4 mM glucose (0.4%) 、40.2 mM K2HPO4、

22.1 mM KH2PO4、1.7 mM sodium citrate、7.6 mM (NH4)2SO4、0.41 mM MgSO4、6 M 

thiamine、40 M biotin、0.8 mM leucine、0.8 mM threonine、0.7 mM methionine、1 mM serine、

1 mM glycine、0.6 mM ornithine、pH 6.8]に加え、37 
o
C で 24 時間通気培養して、ポリア

ミンを枯渇させた。さらに新しい Medium A に植菌し、0.6 mM (100 g/mL) putrescine 

dihydrochloride を必要に応じて加え、37 
o
C で培養した。HT283 は、Yoshida らの方法

で培養した【26】。細胞増殖は、吸光度 540 nm の波長で測定した。また、[
35

S] methionine

でラベルする際は、Medium A の methionine を終濃度 3 g/mL に調製し培養を行った。

Cell viability の測定は、上記の培養を行い、培養から 24 時間毎に希釈したものを 1.5% 

Agar-LB プレートに撒き 37 
o
C で一晩培養した。プレートに出現したコロニーを数え、

7 日間この操作を続け生存率を算出した。 

 

2) プラスミドの作製 

大腸菌 W3110 からの total choromosomal DNA の調製は、Wilson らの方法に従った

【37】。作製したプラスミドは、Maniatis らの方法【38】に従って MA261 もしくは

MA261lacZ::Em に形質転換した。プライマーの合成は、北海道システムサイエンス

社に依頼した。本実験で使用したプライマーの配列を Table 2 に示す。作製したプラス

ミドは、Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) により塩基配列
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を確認した。 

pMW-lacSpoT の作製のため、まず鋳型として total choromosomal DNA、プライマー

として P1 及び P2 を用いて PCR を行った。この PCR 産物を BamHI 及び EcoRI で処理

し、pMW119 (Nippon Gene) の同制限酵素サイトに挿入し、pMW-lacSpoT を作製した。

開始コドンを変異させた pMW-lacSpoT(ATG) は、overlap extention PCR 法【39】を用い

て作製した。1st PCR は、鋳型として pMW-lacSpoT を用い、プライマーとして

pMW-lacSpoT(ATG) は P1 と P4、P2 と P3 をそれぞれ用いた。PCR 産物中に含まれる

プライマーを DNA Cleaner (Wako) を用いて除去した後、これらの PCR 産物を鋳型

DNA とし、P1 と P2 のプライマーを用いて 2nd PCR を行った。pMW-lacSpoT と同様の

方法を用いて BamHI、EcoRI で処理した断片を pMW119 に挿入し、pMW-lacSpoT(ATG)

を作製した。 

pMWspoT-lacZ の作製のため、W3110 の total choromosomal DNA を鋳型としてプライ

マーP5 と P6 を用いて PCR を行った。この PCR 産物を XmaI で処理後、pMC1871【40】

の同制限酵素サイトに挿入し、pMCspoT-lacZ を作製した。このプラスミドを SalI で処

理後、spoT-lacZ を含む断片を pMW119 の同制限酵素サイトに挿入し、pMWspoT-lacZ

を作製した。pMWspoT(ATG)-lacZ は、上記と同様に overlap extention PCR 法を用いて

作製した。 

その他のプラスミド pMW-lacRpoZ 、 pMW-lacRpoZ(SD) 、 pMWrpoZ-lacZ, 、

pMWrpoZ(SD)-lacZ 、 pMW-lacRpoZ-SpoT 、 pMW-lacRpoZ(SD)-SpoT(ATG) 、 

pMWrpoZ[-28(+A)]-lacZ 、 pMWrpoZ[-28(+G)]-lacZ 、  pMWrpoZ[-31(G)]-lacZ 、

pMWrpoZ[+28(A→U)]-lacZ に関しても同様の方法で作製した。 

 

3) 大腸菌からの全 RNA 抽出 

大腸菌 MA261 を PUT 存在下及び非存在下で A540 = 0.2 と 24 時間まで培養し、8000

回転、5 分、4 
o
C で集菌した。RNA Protect Bacteria Reagent (QIAGEN) で懸濁後、10000

回転、5 分、4 
o
C で遠心して洗浄した。全 RNA は RNeasy Mini Kit (QIAGEN) のプロ

トコールに従って抽出した。 

 

4) Dot blotting 法による特定 mRNA の検出及び DNA マイクロアレイ分析 
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全 RNA を 50% ホルムアミド、7% ホルムアルデヒド、1 x SSC (150 mM NaCl、15 mM 

Sodium citrate) を含む溶液に溶かし 0.1 g/Lの濃度にした。さらに、RNAの量が 0.2 g、

0.6 g、1 g、3 g になるよう調整し、65 
o
C、15 分間のインキュベートにより変性さ

せた。これに 2 倍量の 20 x SSC を加え sample を作製した。sample を Multi Micro Filter 

(ADVANTEC FLE 396AA) を用いて吸引し、GeneScreen Plus
TM

 Hybridization Transfer 

Membrane (Du Pont-NEN) へ吸着させた。吸着後の Membrane は UV Crosslinker 

(CL-1000) で処理し、RNA を固定した。5 mL の Hybridization Buffer (ECL
TM

 Gold 

Hybridization Buffer (GE Healthcare) 0.5 mM NaCl、5% Blocking reagent) で Membrane を

42 
o
C で 1 時間振とうした。プローブ (1.2 g/mL) を 5 L 加え、42 

o
C で 16 ~ 20 時間

インキュベートした。hybridization しなかった余計なプローブを除くため、Membrane

を洗浄し (0.1 x SSC + 0.1% SDS で 42 
o
C、20 分 x 2 回、2 x SSC で室温、5 分 x 2 回) 、

ECL
TM

 Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (GE Healthcare) の試薬を用い

て FUJIFILM LAS3000 で検出した。定量は FUJIFILM Image Gauge で行った。各 mRNA

検出に使用したプローブは、大腸菌MA261からの total choromosomal DNAを鋳型とし、

プライマーは P3 と P7 (spoT) 、P8 と P9 (relA)、 P12 と P16 (rpoZ)を用いて PCR を行

って作製した。PCR 産物は、low-melting gel で泳動して分離･精製し、ECL
TM

 Direct 

Nucleic Acid Labelling and Detection System (GE Healthcare) を用いてラベルした。 

DNA マイクロアレイはポリアミンの有無で培養した MA261 を 36 時間で集菌し、

Terui らの方法に従って行った【28】。 

 

5) Western blotting 法による特定蛋白質の検出 

抗 RelA、SpoT、RpoZ、RpoE、RpoS、RpoN、H-NS、Cya 及び Cra 抗体は、千葉大

学大学院薬学研究院の五十嵐先生並びに法政大学生命科学部の石浜先生のご厚意によ

り分与していただいた。抗-galactosidase 抗体は Sigma-Aldrich より購入した。 

PUT 存在下及び非存在下で大腸菌 MA261 を A540 = 0.2、0.6、24 時間、36 時間まで

培養し、8000 回転、10 分、4 
o
C で集菌した。菌体を 20% Sucrose-10 mM Tris-HCl に懸

濁し、さらに 20 mg/mL Lysozyme、3 mM EDTA、Protease inhibitors (0.5 mM FUT175、1 

mM E64C) を加え、0 
o
C で 30 分処理した。Sonicator (microson

TM
 urutrasonic cell 

disruptore) により細胞壁を破砕し、15000 回転、10 分、4 
o
C の遠心分離後に得られた
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上清を cell lysate として用いた。蛋白質濃度の定量は、Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) 

を用いて Bradford 法【41】により測定した。特定蛋白質の検出は Nielsen らの方法に従

い、Amersham
TM

 ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) を用いて

FUJIFILM LAS 3000 により行った【42】。 

 

6) 免疫沈降法による SpoT-及び RpoZ--galactosidase 合成量の測定 

MA261lacZ::Em に pMWspoT-lacZ、 pMWspoT(ATG)-lacZ、 pMWrpoZ-lacZ 及び

pMWrpoZ(SD)-lacZ を形質転換した菌を作製し、Medium A (methionine 3 g/mL) で 24

時間まで培養した。この培養液を 5 mL ずつ分取し、片方に PUT (100 g/mL) を加え、

それぞれ 20 分培養した。1 MBq の[
35

S] methionine を各々の培養液に加え、5 分培養し

た。ラベルされていない methionine (20 mM) を加え、10000 回転、10 分、4 
o
C で集菌

した。この菌に Buffer A (10 mM Sodium phosphate (pH 7.4)、100 mM NaCl、1% 

TritonX-100、0.1% SDS) 30 L と Glass beads (0.1 mm) 30 mg を加えて懸濁した。これを

Multi Beads Shocker (Yasui Kikai) で 2500 回転、30 秒 x 6 回、4 
o
C の条件で菌を破砕し

た。この菌液に Buffer A を加えて全量 1 mL とし、15000 回転、10 分、4 
o
C で遠心分離

を行い上清を sample とした。sample 5 L を 3 MM ろ紙 (Whatman) に滴下し、cold 5% 

TCA で 30 分振とうした。これを hot 5% TCA で 30 分振とうし、Ethanol : Ether (1 : 1) で

さらに 10分振とうした。さらに、Etherで 10分間振とうし、乾燥後に Instagel-plus (Perkin 

Elmer) にいれ、Liquid Scintillation Counter Tri-Card 2800TR (Perkin Elmer) で蛋白質中に

取り込まれた[
35

S] methionine 量を測定した。sample 500,000 cpm 分に Buffer A を加え 1 

mL とした。ここに、-galactosidase 抗体 (Rock Land) を 1/1000 vol. 加えて 1 時間振と

うした。50% Protein A Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) を 7.5 μL 加え、さらに 1 時

間振とうした。15000 回転、10 分、4 
o
C で遠心し、上清を捨て、沈殿を Buffer A で 1

回洗浄した後、2 x Sample Buffer (50 mM Tris-HCl (pH 6.8)、10% Glycerol、2% SDS、2% 

-Mercaptoethanol、0.1% Bromophenol Blue) 20 L に溶解し、100 
o
C で 4 分煮沸した。

これを 15000 回転、10 分、4 
o
C で遠心し、上清を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳

動で分離した。ゲル乾燥後、BAS1800 II imaging analyzer で目的蛋白質の放射能を測定

した。 
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7) 細胞内ポリアミン量の測定 

大腸菌 MA261 は、PUT 存在下及び非存在下で A540 = 0.2、0.6 と 24、36、48、72 及

び 96 時間培養し、8000 回転、10 分、4 
o
C で集菌した。菌体を 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、

100 mM NaCl を含む Buffer で洗浄した。5% TCA で菌体を懸濁し、70 
o
C で 30 分イン

キュベーションした。氷中に 30 分間置き、12000 回転、10 分、4 
o
C で遠心した。上清

をポリアミン定量に用いた。沈殿は 0.2 N NaOH に溶かし Bio-Rad Protein Assay 

(Bio-Rad) を用いて Bradford 法【41】により蛋白定量を行った。 

ポリアミン定量は HPLC を用いて、TSK gel Polyaminepak (4.6 x 50 mm) カラムを 

Buffer II (93 mM Sodium citrate (pH 5.1)、2 M NaCl、0.08% Briji-35、53 mM HCl、0.68 mM 

Hexanoic acid、20% Methanol) で平衡化し、50 
o
C、0.42 mL/min の条件で分離を行った。

分離されたポリアミンは  OPA Buffer (0.4 M Boric acid-KOH (pH 10.18)、0.056% 

-Phthalaldehyde、24 mM -Mercaptoethanol、0.1% Briji-35、0.6% methanol) を 0.4 mL/min 

の割合で溶離液と混和し、50 
o
C で反応させて、励起波長 340 nm、蛍光波長 455 nm の

条件で検出した【43】。 

 

8) 細胞内 ppGpp 含量の測定 

大腸菌 MA261 は、Medium A に 3.7 MBq の H3
32

PO4を加え、PUT (100 g/mL)の有無

で A540 = 0.2 と 24、36 及び 48 時間培養し、8000 回転、10 分、4 
o
C で集菌した。2 mL

の Buffer A で洗浄後、1 mL の Buffer A で懸濁した。100 L の 25% formic acid を加え、

12000 回転、10 分、4 
o
C で遠心後、上清を sample とした。sample 1 L を 3 MM ろ紙 

(Whatman) に滴下し、乾燥後に Instagel-plus (Perkin Elmer) に入れ、Liquid Scintillation 

Counter Tri-Card 2800TR (Perkin Elmer) で核酸中に取り込まれた 32
P 量を測定した。

sample 30,000 cpm 分を PEI-cellulose thin-layer chromatography plate (Merck) に滴下し、1 

M potassium phosphate buffer (pH 3.4) により室温で、2 時間展開した【44】。展開後、

BAS1800 II imaging analyzer で目的核酸の放射能を測定した。 

 

9) RNA の 2 次構造予測 

mRNA の 2 次構造予測は、Zuker の方法に従って作製した【45】。2 次構造の自由エ

ネルギー (G) は、Turner らの方法【46】に基づいて計算した。 
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Table 2 Primers used in this study. 

 

No.    Primer used                       Nucleotide sequence 

P1 5’-SpoT (BamHI)       5’-GCCGCTGGATCCCAAGCCGTTACCGCTATT-3’ 

P2 3’-SpoT (EcoRI)       5’-GATCAGAATTCCGCCTGGCGAGCATTTCGC-3’ 

P3 5’-SpoT (ATG)       5’-CAAAGCGGGTCGCCCATGTATCTGTTTGAA-3’ 

P4 3’-SpoT (ATG)       5’-AGGCTTTCAAACAGATACATGGGCGACCCG-3’ 

P5 5’-SpoT (XmaI)       5’-TCCGCTGGTCCCGGGAGAAAACGATAAAAC-3’ 

P6 3’-SpoT (XmaI)       5’-CTCGTGAGCATCCCGGGCAACGAGATACGC-3’ 

P7 3’-SpoT (dot)       5’-GGTTTTAATGTGGTGGATACCTAAACGGTG-3’ 

P8 5’-RelA (dot)       5’-AAAGGAGAGGACGATGGTTGCGGTAAGAAG-3’ 

P9 3’-RelA (dot)       5’-ATCTTTTACTTCGCGCAGATGAGCAATACG-3’ 

P10 5’-RpoZ (BamHI)       5’-TCAGTAGGATCCCCAGTCATTTCTTCACCT-3’ 

P11 3’-RpoZ (EcoRI)       5’-TTGAAGGAATTCATTCAGGCTTTCAAACAG-3’ 

P12 5’-RpoZ (SD)       5’-TCTTCACCTGTTTAGGAGTTTAAGTATGGC-3’ 

P13 3’-RpoZ (SD)       5’-GCCATACTTAAACTCCTAAACAGGTGAAGA-3’ 

P14 5’-RpoZ (XmaI)       5’-TGAAGACCATTATTCCCGGGGAACGTCTGC-3’ 

P15 3’-RpoZ (XmaI)       5’-GTTTTCTTCCGGTACCCCGGGATCCTTTCC-3’ 

P16 3’-RpoZ (dot)       5’-CGACGACCTTCAGCAATAGCGGTAACCGCT-3’ 

P17 5’-RpoZ (-28+A)       5’-ATTTCAGTATCATGCCCAGTCAATTTCTTC-3’ 

P18 3’-RpoZ (-28+A)       5’-AAAGCTCCACAGGTGAAGAAATTGACTGGG-3’ 

P19 5’-RpoZ (-28+G)       5’-TTTCAGTATCATGCCCAGTCAGTTTCTTCA-3’ 

P20 3’-RpoZ (-28+G)       5’-AAAAGCTCCACAGGTGAAGAAACTGACTGG-3’ 

P21 5’-RpoZ (-31G)       5’-ACCTGATTTCAGTATCATGCCCATCATTTC-3’ 

P22 3’-RpoZ (-31G)       5’-AAAGCTCCACAGGTGAAGAAATGATGGGCA-3’ 

P23 5’-RpoZ (+28A-U)      5’-TATGGCACGCGTAACTGTTCAGGTCGCTGT-3’ 

P24 3’-RpoZ (+28A-U)      5’-GGTTACCAATTTTCTCTACAGCGACCTGAA-3’ 
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【結果】 

 

1. ポリアミンによる細胞内 ppGpp 含量の上昇 

 

当研究室では、ポリアミンが RMF を翻訳レベルで合成促進することにより、細胞生

存率維持に寄与していることを明らかにした【32】。大腸菌などの微生物には、環境変

化に適応する際のセカンドメッセンジャーとして緊縮応答因子グアノシン 4 リン酸 

(ppGpp) (Fig. 5A) が知られており、RMF の発現は ppGpp によって制御されていること

が知られている【47】。そこで、この ppGpp に着目し、ポリアミンと細胞内 ppGpp 含

量を検討した。 

大腸菌ポリアミン要求株 MA261 は PUT を添加することで、細胞増殖速度が 3 ~ 5 倍

増加する。添加された PUT は細胞内に取り込まれ、対数増殖期 (A540 = 0.2) 及び培養

24 時間における細胞内濃度はそれぞれ PUT がおよそ 25 nmol/mg protein、35 nmol/mg 

protein であった。また、SPD はおよそ 7 nmol/mg protein と PUT の取り込みにより SPD

合成の増加が見られた【32】。MA261 をポリアミンの有無で、対数増殖期 (A540 = 0.2)、

24、36 及び 48 時間まで培養し、細胞内 ppGpp 含量を比較したところ、A540 = 0.2 では

ポリアミンの有無にかかわらず、ppGpp 含量に差は見られなかった (Fig. 5B)。しかし、

培養開始 24 時間後のポリアミン非存在下 (約 A540 = 0.8)、存在下 (約 A540 = 1.2) では

ポリアミンにより 2.3 倍の ppGpp 含量の上昇が認められた。さらに、36 時間、48 時間

ではそれぞれ 3.0倍、3.7倍の細胞内 ppGpp含量の上昇が見られた。これらの結果から、

大腸菌の定常期において、細胞内の ppGpp 合成にポリアミンが関与することが示唆さ

れた。 

 

2. ポリアミンによる SpoT 及び RpoZ の翻訳レベルにおける合成促進 

 

大腸菌において、ppGpp 合成酵素は 2 種知られており (RelA 及び SpoT)、アミノ酸

飢餓時には RelA が、その他の栄養飢餓状態では SpoT が ppGpp 合成に関与しているこ

とが知られている【48】。また、RNA ポリメラーゼと ppGpp との相互作用の際に RpoZ 
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(RNA ポリメラーゼサブユニット) が必要であることが知られており、rpoZ 及び spoT

は spo オペロンとして発現制御されている【49, 50】。そこで、MA261 を用いてポリア

ミンによる RelA、SpoT 及び RpoZ の発現量の変化を検討した。ポリアミンによる RelA

の発現量の変化に関して、対数増殖期及び定常期で転写及び翻訳レベルにおいてポリ

アミンによりわずかに減少しており、対数増殖期より定常期において発現量が増加す

ることが認められた (Fig. 6)。大腸菌の wild type である W3110 及びもう 1 つのポリア

ミン要求株である HT283 においても同様な結果が得られた (Fig. 6A)。 

次に、ポリアミンによる SpoT の発現量の変化を Western blotting により比較したと

ころ、A540 = 0.2、0.6、24 時間、36 時間において、ポリアミンによりそれぞれ 2.2 倍、

2.5 倍、3.4 倍、3.2 倍と対数増殖期及び定常期で強い促進が見られた (Fig. 7A)。HT283

においても同様に SpoT 発現量に対し、ポリアミンの促進効果が見られたが、W3110

ではポリアミンの促進効果は見られなかった (Fig. 7A)。そこで、MA261 において Dot 

blotting によりポリアミンによる spoT mRNA 量の変化を A540 = 0.2 及び 24 時間で比較

したところ、どちらも 0.8 倍と mRNA 量にポリアミンによる発現促進は認められなか

った (Fig. 7B)。したがって、SpoT はポリアミンにより翻訳レベルで合成促進されるこ

とが示された。 

同様に、ポリアミンによる RpoZ の発現量を比較した結果、A540 = 0.2、0.6、24 時間、

36 時間において、ポリアミンによりそれぞれ 0.8 倍、2.3 倍、3.3 倍、2.7 倍と後期対数

増殖期から定常期において強い促進が見られた (Fig. 8A)。HT283 においても同様に

RpoZ 発現量に対し、ポリアミンの促進効果が見られたが、W3110 ではポリアミンの促

進効果は見られなかった (Fig. 8A)。そこで、MA261 において Dot blotting によりポリ

アミンによる rpoZ mRNA 量の変化を A540 = 0.2 及び 24 時間で比較したところ、それぞ

れ 0.7 倍、0.8 倍と mRNA 量に変化は見られなかった (Fig. 8B)。したがって、RpoZ は

ポリアミンにより翻訳レベルで合成促進されることが示された。 

 

3. ポリアミンによる SpoT 及び RpoZ の合成促進機構の解明 

 

SpoT 及び RpoZ がポリアミンにより翻訳レベルで合成促進されることが示されたこ

とから、ポリアミンによる合成促進機構の解明を行った。SpoT の開始コドンは、AUG
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ではなく、UUG であり、非効率的であると考えられる。そこで、この特徴がポリアミ

ンによる SpoT の合成促進に寄与しているか検討するため、spoT のプロモーター領域

を含み、wild type 及び開始コドン UUG を AUG に変えた変異遺伝子を、-galactosidase 

(-Gal) と融合させたプラスミドを作製し、MA261lacZ::Em に形質転換しポリアミン

による-Gal 合成促進効果の変化を検討した (Fig. 7C)。SpoT--Gal 融合蛋白質の合成

を[
35

S] methionine を用い検討したところ、wild type では SpoT--Gal の合成がポリアミ

ンにより、2.8 倍増加した (Fig. 7D)。しかし、開始コドンを AUG に変えたものはポリ

アミンの促進効果が 1.4 倍に減少し、ポリアミン非存在下の蛋白質合成能が著しく上

昇した。また Western blotting により、SpoT--Gal の発現量を比較したところ、同様の

結果が得られた (Fig. 7E)。これらの結果から、ポリアミンによる SpoT の合成促進は

開始コドンに依存して引き起こされ、spoT を新たなポリアミンモジュロンとして同定

した。 

ポリアミンにより RpoZ の発現が定常期において上昇することから、ppGpp の機能

に重要な役割を果たしていることが示唆される。そこで、ポリアミンによる RpoZ の

合成促進機構を解明するため、SpoT と同様に rpoZ-lacZ 融合遺伝子を作製しポリアミ

ンによるRpoZ--Galの発現量の変化を検討した。rpoZ mRNAのShine-Dalgarno (SD) 配

列は、開始コドンより 11 塩基上流に位置しており、6 ~ 7 塩基上流に存在する通常の

SD 配列より離れている。そこで、この特徴がポリアミンによる RpoZ の合成促進に寄

与しているか検討するため、wild type と SD 配列を通常の位置に変え、ポリアミンの

促進効果の変化を検討した (Fig. 8C)。RpoZ--Gal 融合蛋白質の合成を[
35

S] methionine

を用い検討したところ、wild type では RpoZ--Gal の合成がポリアミンにより、2.7 倍

増加した (Fig. 8D)。しかし、SD 配列を変えたものはポリアミンの促進効果が 1.4 倍に

減少し、ポリアミン非存在下の蛋白質合成能が著しく上昇した。また、Western blotting

により、RpoZ--Gal の発現量を比較したところ、同様の結果が得られた (Fig. 8E)。こ

れらの結果から、ポリアミンによる RpoZ の合成促進は SD 配列と開始コドンとの距離

に依存して引き起こされることが明らかとなった。 

これまでの研究で、ポリアミンは mRNA の bulged-out 構造に作用し、構造変化を引

き起こし安定化することで特定蛋白質を合成促進していることが明らかとなっている

【51, 52】。rpoZ mRNA におけるポリアミンの作用部位を同定するため、rpoZ mRNA の
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翻訳開始領域を含めた構造を Zuker の方法を用いて構築したところ、開始コドンと SD

配列の間に loop 構造を見出した (Fig. 9A)。そこで、この loop 構造の変異体を作製し

lacZ 遺伝子と融合させ、ポリアミンの促進効果を RpoZ--Gal の発現量変化により検討

した。loop 構造を欠損させた変異体-28 (+A)、-28 (+G) 及び-31 (G) では、ポリアミン

非存在下において RpoZ--Gal の合成能がおよそ 2 倍に増加したが、ポリアミンによる

促進効果が wild type (3.2 倍) に比べ、0.9 ~ 1.3 倍に減少した (Fig. 9B)。また、開始コ

ドン付近の loop 構造に影響しない変異体+28 (A→U) においては、wild type 同様に 3.0

倍とポリアミンによる促進効果が見られた。これらの結果より、ポリアミンは rpoZ 

mRNA の翻訳開始領域の loop 構造に作用し構造変化させることで、RpoZ を翻訳レベ

ルで合成促進することが明らかとなり、rpoZ を新たに定常期におけるポリアミンモジ

ュロンとして同定した。 

 

4. ポリアミン非存在下における SpoT 及び RpoZ による生存率の上昇 

 

MA261 における細胞生存率はポリアミンが欠乏すると著しく低下する【32】。ポリ

アミンが欠乏すると RMF や RpoS の合成が抑制され、生存率が低下することが明らか

となっている【44, 53】。微生物は栄養飢餓やストレスのように生存が脅かされたとき、

生き残るために緊縮応答という機構が知られており、ppGpp の関与が報告されている

【48, 54】。ポリアミンが SpoT 及び RpoZ の合成を翻訳レベルで促進し、ppGpp 形成や

機能に関与することが示唆されることから、SpoT 及び RpoZ が細胞生存率に関与する

か検討した。そこで、spoT 及び rpoZ 遺伝子を組み込んだプラスミド (pMW-lacSpoT, 

pMW-lacRpoZ, pMW-lacRpoZ-SpoT)、spoT の開始コドンや rpoZ の SD 配列を変化させ

たプラスミド (pMW-lacSpoT(ATG), pMW-lacRpoZ(SD), pMW-lacRpoZ(SD)-SpoT(ATG)) 

を作製し、ポリアミンの有無にかかわらず SpoT 及び RpoZ が過剰発現する株で細胞生

存率を比較した。これらを過剰発現させた株においてポリアミン非存在下で細胞生存

率 を 比 較 し た と こ ろ 、 pMW-lacRpoZ(SD)-SpoT(ATG) > pMW-lacRpoZ(SD) > 

pMW-lacSpoT(ATG) の順に生存率の上昇が認められた。また、開始コドンや SD 配列

を変化させていない pMW-lacRpoZ-SpoT、pMW-lacRpoZ 及び pMW-lacSpoT もわずかに

生存率が上昇した (Fig. 10A)。これらの結果より、SpoT 及び RpoZ は細胞生存率に重
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要な蛋白質であることが示された。これらの過剰発現株において、細胞内 ppGpp 含量

を測定したところ、ポリアミン非存在下において、SpoT を過剰発現させた株で ppGpp

含量の上昇が認められ、蛋白質の発現も増加していた (Fig. 10B, C)。したがって、SpoT

により ppGpp 合成が増加し、RpoZ による ppGpp の機能促進により細胞生存率が上昇

したと考えられる。 

 

5. 定常期においてポリアミンにより発現制御される遺伝子の解析 

 

DNA マイクロアレイにより、MA261 における定常期でポリアミンにより発現制御

される遺伝子を解析した。培養開始 36 時間後に発現している 694 遺伝子中、142 遺伝

子がポリアミンによって正に制御 (2 倍以上の発現促進) されており、137 遺伝子が負

に制御 (2 倍以上の発現抑制) されていた。この結果は、対数増殖期に発現される遺伝

子数と比べて、わずか 26%にしかすぎなかった【28】。in vivo の系において、RpoE、

RpoSやRpoNのようなRpoD (
70

) 以外の因子の転写活性には ppGppが必要であるこ

とが報告されている【55】。また、cAMP-CRP と ppGpp レギュロンは相互作用して遺

伝子の発現を制御していることが報告されている【56】。ポリアミンによって発現促進

される 142 遺伝子の中で、Table 3 に示すように 65 の遺伝子が ppGpp、RpoE、RpoS、

RpoN、Cya、Cra 及び H-NS/StpA によって制御されていた【57-63】。また、定常期にお

いてポリアミンモジュロン蛋白質である RpoE、RpoS、RpoN、Cya、Cra 及び H-NS の

発現にポリアミンによる促進が見られた (Fig. 11)。したがって、ppGpp によって発現

制御される遺伝子の大部分が、
70以外の因子やアデニル酸シクラーゼ (Cya) の生成

物である cAMP によって制御される遺伝子と重なっていることから、定常期における

ポリアミンによる遺伝子発現促進は、RpoZ による ppGpp の機能促進を介した
70以外

の因子や cAMP によって制御されていることが示唆された。また、定常期において

ポリアミンによって正の制御が見られた遺伝子は、対数増殖期に見られた遺伝子とは

異なっていた【28】。 
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Fig. 5 グアノシン 4 リン酸 (ppGpp) の構造及び細胞内 ppGpp 含量の上昇 

A. グアノシン 4 リン酸 (ppGpp) の構造を示した。B. 大腸菌ポリアミン要求株

MA261におけるポリアミン添加の有無による細胞内 ppGpp含量を比較した。値はmean 

± S.E. (n = 3) で表す。ns は p > 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 6 MA261 における RelA 蛋白質及び mRNA 量の比較 

MA261、W3110 及び HT283 を用いてポリアミン添加の有無による RelA 蛋白質 (A) 

及び MA261 における relA mRNA (B) 発現量を比較した。値は mean ± S.E. (n = 3) で表

す。ns は p > 0.05 を表す。 
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Fig. 7 ポリアミンによる SpoT 蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

MA261、W3110 及び HT283 を用いてポリアミン添加の有無による SpoT 蛋白質 (A) 

及び MA261 における spoT mRNA (B) 発現量を比較した。C. wild type 及び変異 

spoT-lacZ 遺伝子の構造を示した。wild type 及び変異させたプラスミドを

MA261lacZ::Em に形質転換し、免疫沈降法により[
35

S]ラベルした SpoT--Gal 蛋白質

合成量及び Western blotting 法により SpoT--Gal 発現量の変化を比較した (D, E)。値は

mean ± S.E. (n = 3) で表す。ns は p > 0.05、*は p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 8 ポリアミンによる RpoZ 蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

MA261、W3110 及び HT283 を用いてポリアミン添加の有無による RpoZ 蛋白質 (A) 

及び MA261 における rpoZ mRNA (B) 発現量を比較した。C. wild type 及び変異 

rpoZ-lacZ 遺伝子の構造を示した。wild type 及び変異させたプラスミドを

MA261lacZ::Em に形質転換し、免疫沈降法により[
35

S]ラベルした RpoZ--Gal 蛋白質

合成量及び Western blotting 法により RpoZ--Gal 発現量の変化を比較した (D, E)。値は

mean ± S.E. (n = 3) で表す。ns は p > 0.05、*は p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 9 ポリアミンによる rpoZ mRNA 翻訳開始領域の構造変化を介した

RpoZ--Gal の合成促進 

A. rpoZ mRNAの翻訳領域を含む2次構造を示した。翻訳開始領域の構造を変異させ、

lacZ と融合させたプラスミドを作製した。B. RpoZ--Gal の発現量を Western blotting 法

により比較した。値は mean ± S.E. (n = 3) で表す。ns は p > 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 10 ポリアミン非存在下における RpoZ 及び SpoT による生存率の上昇 

A. SpoT 及び RpoZ の過剰発現株を作製し、ポリアミン非存在下で細胞生存率への寄

与を調べた。B. 過剰発現株の ppGpp 含量を比較した。C. 過剰発現株の培養 24 時間後

の RpoZ 及び SpoT 蛋白質発現量を比較した。値は mean ± S.E. (n = 3) で表す。ns は p > 

0.05、*は p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 11 定常期におけるポリアミンモジュロン蛋白質発現量 

MA261 における培養 24 時間後の RpoE、RpoS、RpoN、Cya、Cra 及び H-NS 蛋白質

の発現量の変化をポリアミンの有無で比較した。値は mean ± S.E. (n = 3) で表す。*は

p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 

 

 

Table 3 
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Fig. 12 定常期におけるポリアミンの ppGpp 機能亢進による生存率の上昇 

定常期におけるポリアミンの役割を図示した。ポリアミンは SpoT を合成促進し、

ppGpp 合成を促進する。また、ポリアミンによって合成促進された RpoZ を介した

ppGpp の機能亢進により、細胞生存率が上昇する。 
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【考察】 

 

大腸菌においてポリアミンは、いくつかの特定蛋白質を合成促進することにより、

細胞増殖及び細胞生存率を上昇させる。当研究室では、これまでにポリアミンによっ

て翻訳レベルで合成促進をうける蛋白質をコードする遺伝子群を“ポリアミンモジュ

ロン”と提唱してきた【22, 23】。最近、当研究室ではポリアミンモジュロンの中で、

定常期において合成される RMF や主に後期対数増殖期に合成される RpoS が細胞生存

率に関与していることを報告した【32】。また、RMF は強く細胞生存率に関与してい

ること、RpoS は RMF の機能を補助していることも報告されている【44】。本研究では、

ポリアミンの細胞生存率に対する役割をさらに解明するため、細胞生存率に関わるポ

リアミンモジュロンの探索とその生理的意義の解明を行った。 

緊縮応答因子である ppGpp は、長期の生存率に必要であることが知られている【48, 

54】。ppGpp は RpoE、RpoS や RpoN のような
70以外の因子による転写や cAMP-CRP

による遺伝子の発現を正に制御している (Table 3)【48, 49, 56, 64】。さらに、rmf mRNA

の発現においても関与していることが知られている【47】。本研究では、大腸菌ポリア

ミン要求株である MA261 を用いて細胞内 ppGpp 含量をポリアミンの有無で比較した

ところ、定常期においてポリアミンにより ppGpp の合成が強く促進されることを明ら

かにした。そして、ppGpp の合成及び機能に関与する spoT 及び rpoZ を定常期におけ

るポリアミンモジュロンとして同定した。SpoT 蛋白質は、ppGpp の合成と分解の両方

に機能する蛋白質であるが【36】、SpoT 過剰発現株において ppGpp の形成が上昇した

ことから、本実験系では ppGpp 合成に寄与していると考えられる。一方、RpoZ 蛋白

質は細胞生存率に関与しており、ppGpp による
70以外の因子の RNA 合成調節に必要

であることが報告されている【48, 49, 64】。また、ppGpp の合成酵素である RelA の発

現量は、ポリアミンによって促進されなかったが、無細胞系において RelA による

ppGpp の合成がポリアミンによって促進されることが報告されている【65】。したがっ

て、ポリアミンによる RelA 蛋白質の発現促進は見られなかったが、このような報告も

あるので ppGpp の合成が促進された可能性も考えられる。 

ポリアミンによる ppGppの合成と ppGppの機能上昇を介した細胞生存率維持に対す
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る関与について Fig. 12 に図示した。ポリアミンによって翻訳レベルで合成促進された

SpoTにより ppGpp合成促進が認められた (Fig. 10B)。これまでに、SpoTにおける ppGpp

の合成と分解の酵素活性の切り換えは、脂肪酸飢餓時において acyl carrier protein (ACP)

の相互作用を介して変わることが報告されている【66】。このことから、本実験系にお

いても同様なことが起こる可能性が考えられる。さらに、ポリアミンは RpoZ 合成促

進を介して、70以外の因子や cAMP-CRP 複合体依存の転写を制御する ppGpp の機能

を増強することが明らかとなった。一方で、細胞内の過剰な ppGpp は細胞生存率を減

少させるという報告があるため【64】、SpoT は細胞内の ppGpp 含量を至適に保つこと

で生存率維持に寄与していると考えられる。 

大腸菌 MA261 をポリアミン非存在下で 7 日間培養し、細胞数を測定したところ、

pMW-lacSpoT(ATG)、pMW-lacRpoZ(SD)、pMW-lacRpoZ(SD)-SpoT(ATG) を形質転換す

ることで、それぞれおよそ 1 x 10
8
 cells/mL、2 x 10

8
 cells/mL、2.8 x 10

8
 cells/mL と上昇

した (Fig. 10A)。さらに、ポリアミン非存在下における 7 日目の細胞数は

pMW-lacRMF(SD*) 【32】と pMW-lacRpoZ(SD)-SpoT(ATG)-RMF(SD*) を形質転換す

ると、およそ 2.3 x 10
8 
cells/mL と 5.2 x 10

8
 cells/mL と増加が見られた (data not shown)。

これらの結果より、細胞数における RpoZ、SpoT 及び RMF の効果は相加的であること

が示され、細胞生存率に対する RpoZ、SpoT 及び RMF は独立的に機能していることが

示唆された。また、ストレス条件下において、ppGpp 存在下で
70 以外の因子による

普遍的な転写や RMF による蛋白質合成の制御が細胞生存率維持に寄与していること

が示唆された。しかし、RMF による蛋白質合成の制御が細胞生存率維持にどのように

関与しているか不明であるため、今後詳細な研究が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

37 

 

 

 

 

 

 

 

第 2 章 

ポリアミンによるバイオフィルム形成能及び

細胞生存率上昇機序の解明 
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【目的】 

 

これまでの研究で、定常期において ribosome modulation factor (RMF) 、また前章で

環境応答に関わるセカンドメッセンジャーであるグアノシン 4リン酸 (ppGpp) 合成調

節酵素である SpoT 及び RNA ポリメラーゼと ppGpp との相互作用に必要な RNA ポリ

メラーゼサブユニットである RpoZ がポリアミンモジュロン蛋白質であり、ポリアミ

ンが RMF、SpoT 及び RpoZ の合成促進を介して大腸菌の生存率維持に貢献しているこ

とを明らかにした【32, 第 1 章】。 

細菌は飢餓ストレスにさらされたとき、細菌が排泄する多糖などで囲まれた細菌の

集合体 (バイオフィルム) を形成し、排水溝のぬめりや歯垢などとなり、生存率を上昇

させている。また、医療面においても難治性細菌のバイオフィルム形成による抗生物

質耐性が問題となっている。本研究では、バイオフィルム形成及び生存率維持に対す

るポリアミンの役割をさらに解明するため、二成分情報伝達系レスポンスレギュレー

ター (UvrY 及び CpxR) や ribosome recycling factor (RRF) に着目し、これらとポリアミ

ンとの関係及び生理的意義の解明を行った。 
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【材料と方法】 

 

1) 大腸菌及び培養条件 

PUT 生合成酵素欠損株 MA261 (speB speC gly leu thr thi) は、ニューヨーク大学 W. K. 

Maas 先生のご厚意により分与していただいた【33】。MA261lacZ::Em は、千葉大学大

学院薬学研究院の五十嵐先生のご厚意により分与していただいた【34】。 

MA261 及び MA261lacZ::Em の培養は、第 1 章と同様の方法で行った。必要に応じ

て、0.6 mM (100 g/mL) putrescine dihydrochloride や 0.5 mM CuSO4を加え、37 
o
C で培

養した。細胞増殖は、吸光度 540 nm の波長で測定した。Cell viability の測定は、上記

の培養を行い、培養から 24 時間毎に希釈したものを 1.5% Agar-LB プレートに撒き 37 

o
C で一晩培養した。プレートに出現したコロニーを数え、6 日間この操作を続け生存

率を算出した。 

 

2) プラスミドの作製 

本研究で用いたプラスミド  (pMW-lacUvrY, pMW-lacUvrY(ATG), pMWuvrY-lacZ, 

pMWuvrY(ATG)-lacZ, pMW-lacCpxR, pMW-lacCpxR(SD), pMWcpxR-lacZ, 

pMWcpxR(SD)-lacZ, pMW-lacRRF, pMW-lacRRF(ATG), pMWfrr-lacZ, pMWfrr(ATG)-lacZ) 

は、第 1 章と同様の方法で作製した。作製したプラスミドは、Maniatis らの方法【38】

に従って MA261 もしくは MA261lacZ::Em に形質転換した。プライマーの合成は、北

海道システムサイエンス社に依頼した。本実験で使用したプライマーの配列を Table 4

に示す。作製したプラスミドは、Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems) により塩基配列を確認した。 

 

3) 大腸菌からの全 RNA 抽出 

大腸菌 MA261 を PUT 存在下及び非存在下、CuSO4存在下及び非存在下で 24 時間ま

で培養し、8000 回転、5 分、4 
o
C で集菌した。RNA Protect Bacteria Reagent (QIAGEN) で

懸濁後、10000 回転、5 分、4 
o
C で遠心して洗浄した。全 RNA は RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN) のプロトコールに従って抽出した。 
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4) Dot blotting 法による特定 mRNA の検出 

全 RNA を 50% ホルムアミド、7% ホルムアルデヒド、1 x SSC (150 mM NaCl、15 mM 

Sodium citrate) を含む溶液に溶かし 0.2 g/Lの濃度にした。さらに、RNAの量が 0.4 g、

1.2 g、2 g、6 g になるよう調整し、以下は第 1 章と同様にして行った。各 mRNA

検出に使用したプローブは、大腸菌MA261からの total choromosomal DNAを鋳型とし、

プライマーは P3 と P7 (uvrY) 、P11 と P13 (cpxR)、 P16 と P20 (frr) を用いて PCR を行

って作製した。 

 

5) Western blotting 法による特定蛋白質の検出 

抗 UvrY、CpxR 及び RRF 抗体は、千葉大学大学院薬学研究院の五十嵐先生並びに法

政大学生命科学部の石浜先生のご厚意により分与していただいた。抗-galactosidase 抗

体は Sigma-Aldrich より購入した。 

PUT 存在下及び非存在下、CuSO4存在下非存在下で大腸菌 MA261 を A540 = 0.2、48

時間まで培養し、8000回転、10分、4 
o
Cで集菌した。cell lysateの作製及びWestern blotting

は第 1 章に従った。 

 

6) 細胞内ポリアミン、Cu
2+及び Mg

2+量の測定 

大腸菌MA261は、PUT存在下及び非存在下、CuSO4存在下及び非存在下でA540 = 0.2、

0.6 と 24、36、48、72 及び 96 時間培養し、8000 回転、10 分、4 
o
C で集菌した。菌体

を 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaCl を含む Buffer で洗浄した。5% TCA で菌体を

懸濁し、70 
o
C で 30 分インキュベーションした。氷中に 30 分間置き、12000 回転、10

分、4 
o
C で遠心した。上清をポリアミン定量に用いた。沈殿は 0.2 N NaOH に溶かし

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) を用いて Bradford 法【41】により蛋白定量を行った。

ポリアミン定量は第 1 章と同様に HPLC を用いて測定した。 

Cu
2+及び Mg

2+量の測定は、大腸菌 MA261 を PUT 及び CuSO4存在下及び非存在下で

48 時間培養し、8000 回転、10 分、4 
o
C で集菌した。菌体を 10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、

100 mM NaCl を含む Buffer で洗浄した。0.1 M HCl で菌体を懸濁し、70 
o
C で 30 分イン

キュベーションした。氷中に 30 分間置き、12000 回転、10 分、4 
o
C で遠心した。上清
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をMetallo Assay Copper LS-MPR kit及びMetallo Assay Magnesium LS-MPR kit (Wako) を

用いて測定した。沈殿は 0.2 N NaOH に溶かし Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) を用い

て Bradford 法【41】により蛋白定量を行った。 

 

7) バイオフィルム形成能の測定 

バイオフィルム形成は、Lee らの方法に従って測定した【67】。Pre-culture 液：Medium 

A = 1:100 (100 倍希釈) をマイクロプレートに 200 L/well で分注し、30 
o
C で 24 ~ 72

時間静置培養した。時間毎に吸光度 595 nm で濁度を測定後、培地を取り除き、200 L

の 0.1% Crystal violet 溶液を加え、室温で 30 分間染色した。その後、Crystal violet を

除き、DDW で 5 回洗浄後、20%酢酸で溶解し、吸光度 570 nm で吸光度を測定し、A595

で規準化した。 

 

8) 円偏光二色性 (CD) による RNA の構造変化の測定 

測定に使用した RNA は北海道システムサイエンス社で合成したものを使用した 

(CpxR wild-type RNA ; 5’-CGGAGGUAUUUAAACAAUGAAUAAAAUCCU-3’とSD配列

を 開 始 コ ド ン よ り 上 流 8 番 目 に し た CpxR SD RNA ;  5’- 

UUAGGAGGUUAAACAAUGAAUAAAAUCCUG-3’) 。 CD の測定は、 Jasco J-820 

spectropolarimeter (Jasco International Co.) を使用した。0.1 cm のキュベットに RNA 

solution (10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、50 mM KCl、50 M RNA、Mg
2+、Cu

2+及び SPD (0 mM、

0.1 mM、0.2 mM、0.4 mM、0.8 mM、1.6 mM) を加え、37 
o
C で測定した。測定条件は

Scan speed 100 nm/min、開始波長 320 nm、終了波長 200 nm で行った。 
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Table 4 Primers used in this study. 

 

No.    Primer used                       Nucleotide sequence 

P1 5’-UvrY (SalI)   5’-TTAACGTTTCAAAGTCGACATAAAAACCGC-3’ 

P2 3’-UvrY (SalI)   5’-CGCTTTGTCGACATAGATAACCGTACCACC-3’ 

P3 5’-UvrY (ATG)  5’-CTGGAGATATTCCTATGATCAACGTTCTAC-3’ 

P4 3’-UvrY (ATG)  5’-CGTTGATCATAGGAATATCTCCAGAAATAG-3’ 

P5 5’-UvrY (XmaI)  5’-GCCCGTATTGCCCGGGTTAATTAATGTTAC-3’ 

P6 3’-UvrY (XmaI)   5’-TCAACGGCATTTGCCCGGGACCACTTAACG-3’ 

P7 3’-UvrY (dot)   5’-CTGACTTGATAATGTCTCCG-3’ 

P8 5’-CpxR (XmaI)   5’-TCCCCCGGGTCGAACATATGGCTCTGCGTA-3’ 

P9 3’-CpxR (XmaI)   5’-GAGCCCGGGTAACATCAAAACCAACATCAA-3’ 

P10 3’-CpxR (XmaI)2  5’-CAATGCTGTCCCCGGGAAGATCAAGCGCCT-3’ 

P11 5’-CpxR (SD)  5’-AATTTCTGCCTCTAAGGAGGTTAAACAATG-3’ 

P12 3’-CpxR (SD)   5’-CATTGTTTAACCTCCTAAGAGGCAGAAATT-3’ 

P13 3’-CpxR (dot)   5’-ATGTTCACGGGAAACCACCTGACCCAGATG-3’ 

P14 5’-RRF (BamHI)   5’-ATGTTGGATCCGGGCTATACTTAGCACACT-3’ 

P15 3’-RRF (EcoRI)   5’-CATCCAGAATTCAGACAGAATAAAAAGCAA-3’ 

P16 5’-RRF (ATG)   5’-AAGTTTTCAAGGATTCGTAACATGATTAGC-3’ 

P17 3’-RRF (ATG)   5’-GATATCGCTAATCATGTTACGAATCCTTGA-3’ 

P18 5’-RRF (XmaI)   5’-TATTGTTCCCGGGAGTTTGGTCACGGCCAG-3’ 

P19 3’-RRF (XmaI)  5’-GTAATATTCCCCGGGAATGCCATCCAGCAG-3’ 

P20 3’-RRF (dot)  5’-ACGAACGATTTTGGTCAGATCTTTACGACG-3’ 
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【結果】 

 

1. Cu
2+存在下及び非存在下におけるポリアミンによるバイオフィルム形成及

び細胞生存率上昇 

 

細菌の細胞生存率上昇戦略として、バイオフィルム形成が知られており、医療面・

食品業界で大きな問題となっている。また、銅 (Cu
2+

) 存在下ではバイオフィルム形成

は抑制されることが知られているため【68, 69】、本研究においても Cu
2+存在下、非存

在下でポリアミンの効果を検討した。さらに、バイオフィルム形成には ppGpp が重要

な役割を果たしている。そこで、大腸菌ポリアミン要求株MA261を用いて、0.5 mM Cu
2+     

添加の有無における細胞増殖、バイオフィルム形成能及び細胞生存率に対するポリア

ミンの効果を比較した。その結果、Cu
2+の有無にかかわらず、細胞増殖、バイオフィ

ルム形成及び細胞生存率がポリアミンにより著しく促進された (Fig. 13)。バイオフィ

ルム形成は、対数増殖期においては検出されず、時間経過とともに培地中のグルコー

スの減少が見られ (data not shown)、バイオフィルム形成量の増加が見られた。培養開

始 48 時間以降の細胞生存率は、ポリアミン非存在下において顕著な減少が見られた。

また、Cu
2+存在下では、細胞増殖、バイオフィルム形成及び細胞生存率はポリアミン

非存在下において Cu
2+非存在下に比べ減少した (Fig. 13)。Cu

2+存在下における培養開

始 48 時間後の細胞内 Cu
2+を測定したところ、およそ 10 nmol/mg protein であり、これ

は細胞内濃度として 3 mM に相当した【70】。Cu
2+非存在下では、検出されなかったこ

とから、Cu
2+添加により、細胞内に Cu

2+の蓄積が認められた。一方、細胞内 Mg
2+濃度

は Cu
2+の有無にかかわらず、およそ 100 nmol/mg protein (30 mM) と細胞内 Mg

2+濃度に

変化は見られなかった (Fig. 13B)。細胞内ポリアミン含量は、Cu
2+の有無にかかわらず

変化は見られなかった (data not shown)【32】。これらの結果より、Cu
2+存在下において

細胞増殖、バイオフィルム形成及び細胞生存率は抑制させるが、ポリアミンを添加す

ることで著しい促進が見られることから、Cu
2+存在下においていくつかのポリアミン

モジュロンが機能する可能性が示唆された。 
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2. 定常期における新規ポリアミンモジュロンの同定 

 

微生物には、環境の変化を感知し適応するため、二成分情報伝達系というセンサー

システムがある【71, 72】。二成分情報伝達系は、センサーヒスチジンキナーゼとその

キナーゼによりリン酸化され下流の遺伝子発現を調節するレスポンスレギュレーター

と呼ばれる蛋白質から成る。バイオフィルム形成はこの二成分情報伝達系が関与して

いることが知られているため【73】、本研究では二成分情報伝達系に着目しポリアミン

の効果を検討した。 

炭素源を感知する二成分情報伝達系のレスポンスレギュレーターである UvrY の発

現量の変化をポリアミンの有無で比較したところ、対数増殖期 (A540 = 0.2) では 2 倍、

定常期 (培養 48 時間) では 3 倍とポリアミンによる発現促進が見られた (Fig. 14A)。

この時、mRNA 量を比較するとポリアミンによる発現量に差は見られなかった (Fig. 

14B)。これらの結果より、UvrY はポリアミンにより翻訳レベルで合成促進されること

が示唆された。また、Cu
2+の有無による発現量に差は見られなかった。 

ポリアミンによる UvrY 合成促進機構を解明するため、uvrY-lacZ 融合遺伝子のプラ

スミドを作製し、-galactosidase (-Gal) の活性を持たない MA261lacZ::Em に形質転

換し、ポリアミンによる UvrY--Gal 合成促進効果を検討した。UvrY の開始コドンは、

AUG ではなく、UUG であり、非効率的であると考えられる。そこで、この特徴がポ

リアミンによる UvrY の合成促進に寄与しているか検討するため、uvrY のプロモータ

ー領域を含み、wild type 及び開始コドン UUG を AUG に変えた変異体を用い、

UvrY--Gal の発現量をポリアミンの有無で検討した (Fig. 14C)。Western blotting により、

UvrY--Gal の発現量を比較したところ、 wild type ではポリアミンにより 3.3 倍と強く

促進されたが、開始コドンを AUG に変えたものはポリアミンによる促進効果が 1.2 倍

に減少した (Fig. 14D)。また、ポリアミン非存在下における UvrY--Gal の発現量が著

しく増加した (Fig. 14D)。Cu
2+存在下においても同様な結果が得られた。これらの結果

から、uvrY を定常期における新規ポリアミンモジュロンとして同定した。 

大腸菌では銅イオンを感知する二成分情報伝達系として CpxA/CpxR が知られてお

り、バイオフィルム形成に関わることが知られている【72, 73】。そこで、レスポンス

レギュレーターであるCpxRのポリアミンによる発現量の変化を比較した。その結果、
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定常期において Cu
2+非存在下ではポリアミンによる発現量に差は見られなかったが、

Cu
2+存在下において 2.5 倍の発現促進が見られた (Fig. 15A)。また、ポリアミンによる

cpxR mRNA 量に差は見られなかった (Fig. 15B)。ポリアミンによる CpxR の合成促進

機構を解明するため、cpxR-lacZ 融合遺伝子を作製しポリアミンによる CpxR--Gal の

発現量の変化を検討した。cpxR mRNA の SD 配列は、開始コドンより 10 塩基上流に位

置しており、通常より SD 配列より離れている。そこで、この特徴がポリアミンによ

る CpxR の合成促進に寄与しているか検討するため、wild type 及び SD 配列を通常の位

置に変えた変異体を用い、ポリアミンの促進効果の変化を検討した (Fig. 15C)。

CpxR--Gal 融合蛋白質の合成を Western blotting により比較したところ、wild type の

CpxR--Gal の発現は Cu
2+存在下のみポリアミンにより 2.5 倍促進されたが、Cu

2+非存

在下では 1.3 倍であった (Fig. 15D)。一方、SD 配列を通常の位置に変えた場合、Cu
2+

存在下、ポリアミン非存在下で 4.1 倍と CpxR--Gal の蛋白質合成が増加した。しかし、

ポリアミンによる蛋白質合成促進効果は、2.5 倍から 1.1 倍に減少した (Fig. 15D)。こ

れらの結果から、cpxR は Cu
2+存在下における新規ポリアミンモジュロンであることが

示された。 

翻訳に関与する RMF がポリアミンモジュロン蛋白質であったことから【32】、翻訳

の終了段階でリボソームを mRNA から解離させ、リボソームを次の翻訳へリサイクル

させる ribosome recycling factor (RRF) のポリアミンによる発現量の変化を検討した。

RRF の発現量の変化をポリアミンの有無で比較したところ、Cu
2+の存在にかかわらず、

定常期において 3 倍とポリアミンによる発現促進が見られた (Fig. 16A)。この時、

mRNA 量を比較するとポリアミンによる発現量に差は見られなかった (Fig. 16B)。こ

れらの結果より、RRF はポリアミンにより翻訳レベルで合成促進されることが示され

た。 

ポリアミンによる RRF 合成促進機構を解明するため、frr-lacZ 融合遺伝子のプラス

ミドを作製し、MA261lacZ::Em に形質転換し、ポリアミンによる RRF--Gal 合成促

進効果を検討した。RRF の開始コドンは、AUG ではなく、GUG であり、非効率的で

あると考えられる。そこで、この特徴がポリアミンによる RRF の合成促進に寄与して

いるか検討するため、frr のプロモーター領域を含み、wild type 及び開始コドン GUG

を AUG に変えた変異体を用い、RRF--Gal の発現量をポリアミンの有無で検討した 
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(Fig. 16C)。Western blotting により、RRF--Gal の発現量を比較したところ、 wild type

ではポリアミンにより 3.3 倍と強く促進されたが、開始コドンを AUG に変えたものは

ポリアミンによる促進効果が 1.1 倍に減少した (Fig. 16D)。また、ポリアミン非存在下

における RRF--Gal の発現量が著しく増加した (Fig. 16D)。Cu
2+存在下においても同様

な結果であった。これらの結果から、frr を定常期における新たにポリアミンモジュロ

ンとして同定した。 

 

3. UvrY、CpxR、RRF、SpoT、RpoZ 及び RMF 過剰発現によるバイオフィル

ム及び細胞生存率に対する効果 

 

UvrY、CpxR 及び RRF がバイオフィルム形成に関与しているか検討するため、開始

コドンや SD 配列を変え、ポリアミンに依存せずに蛋白質が発現するプラスミドを作

製した (Figs. 14-16)。それらを MA261 に形質転換し蛋白質を過剰発現させ、ポリアミ

ン非存在下における 48 時間後のバイオフィルム形成能を測定した。その結果、Cu
2+の

存在の有無にかかわらず、RRF 過剰発現株ではバイオフィルム形成に変化が見られな

かったが、UvrY 及び CpxR 過剰発現株ではバイオフィルム形成能が上昇した (Fig. 

17A)。 

SpoT、RpoZ 及び RMF は細胞生存率に寄与することを報告したが、バイオフィルム

形成においては検討していない【32, 第 1 章】。そこで、上述と同様にポリアミンに依

存せず、これらを過剰発現させた株でバイオフィルム形成能を検討した。その結果、

RRF と同様に RMF 過剰発現株ではバイオフィルム形成に変化は見られなかったが、

SpoT と RpoZ を共発現させた株ではバイオフィルム形成能が著しく上昇した (Fig. 

17A)。 

また、UvrY、CpxR 及び RRF が細胞生存率に関わるかどうか同様の株を用いて検討

した。UvrY 及び CpxR は Cu
2+の有無にかかわらず、バイオフィルムの増加と同等の (2 

~ 4 倍) 生存率の上昇が認められた (Fig. 17B)。一方、RRF では 6 ~ 8 倍生存率が上昇

した (Fig. 17B)。これらの結果から、UvrY、CpxR、SpoT 及び RpoZ はバイオフィルム

形成に寄与すること、RRF 及び RMF はバイオフィルム形成ではなく、細胞生存率に

寄与していることが明らかとなった。 
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4. Cu
2+存在下における cpxR mRNA 翻訳開始領域の構造変化 

 

SPD は、PUT の約 1/12 の濃度で RNA の機能に影響を与えることができ、RNA 構造

変化において重要であると考えられている【2】。ポリアミンによる CpxR の合成促進

は、Cu
2+存在下のみにおいて見られたため、円偏光二色性 (CD) を用いて、cpxR mRNA

の bulged-out 構造に及ぼすポリアミン、Mg
2+及び Cu

2+の影響を調べた。CpxR WT RNA

は cpxR mRMA の上流-16 ~ +14 塩基 CpxR SD RNA は RMF WT mRNA の SD 配列を上

流-8 塩基にしたものである (Fig. 18A, C)。CD における波長 208 nm の negative band の

変化は、二本鎖 RNA における A form の安定化を示している【32, 74】。そこで、SPD、

Mg
2+、Cu

2+の濃度変化における mRNA の構造変化を 208 nm の negative band の相対強

度を測定することで、比較した。cpxR mRNA は、これらのカチオンによって cpxR(SD) 

mRNA より明らかな構造変化を示した (Fig. 18B, D)。0.1 mM Cu
2+及び 1 mM Mg

2+存在

下における SPD による構造変化が最も顕著で、Mg
2+が存在しない時においても同様な

構造変化が確認された。この時の Kd 値は、0.5 mM であった。この結果より、CpxR WT 

RNA の 5 塩基からなる bulged-out 構造の安定化に Mg
2+ではなく、SPD と Cu

2+の両方

が必要であることを示唆された。また、この結果は SPD が RNA の bulged-out 構造の

構造変化を引き起こすことを支持している【32, 51】。 
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Fig. 13 細胞増殖、バイオフィルム形成能及び細胞生存率に対するポリアミンの

効果 

大腸菌ポリアミン要求株 MA261 を用いて、Cu
2+の有無における細胞増殖 (A)、細胞

内 Cu
2+及び Mg

2+量 (B)、バイオフィルム形成能 (C)、細胞生存率 (D) に対するポリア

ミンの効果を比較した。値は mean ± S.E. (n = 3) で表す。N.D.は not detected を表す。 
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Fig. 14 ポリアミンによる UvrY 蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

MA261 を用いてポリアミン添加の有無、Cu
2+添加の有無による UvrY 蛋白質 (A) 及

び mRNA (B) 発現量を比較した。C. wild type 及び変異 uvrY-lacZ 遺伝子の構造を示し

た。wild type 及び変異させたプラスミドを MA261lacZ::Em に形質転換し、Western 

blotting 法により UvrY--Gal 発現量の変化を比較した (D)。値は mean ± S.E. (n = 3) で

表す。ns は p > 0.05、*は p < 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 15 ポリアミンによる CpxR 蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

MA261 を用いてポリアミン添加の有無、Cu
2+添加の有無による CpxR 蛋白質 (A) 及

び mRNA (B) 発現量を比較した。C. wild type 及び変異 cpxR-lacZ 遺伝子の構造を示し

た。wild type 及び変異させたプラスミドを MA261lacZ::Em に形質転換し、Western 

blotting 法により CpxR--Gal 発現量の変化を比較した (D)。値は mean ± S.E. (n = 3) で

表す。ns は p > 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 16 ポリアミンによる RRF 蛋白質の翻訳レベルにおける合成促進 

MA261 を用いてポリアミン添加の有無、Cu
2+添加の有無による RRF 蛋白質 (A) 及

び mRNA (B) 発現量を比較した。C. wild type 及び変異 frr-lacZ 遺伝子の構造を示した。

wild type 及び変異させたプラスミドを MA261lacZ::Em に形質転換し、Western blotting

法により RRF--Gal 発現量の変化を比較した (D)。値は mean ± S.E. (n = 3) で表す。ns

は p > 0.05、**は p < 0.01 を表す。 
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Fig. 17 ポリアミンモジュロン蛋白質によるバイオフィルム形成能及び細胞生

存率の上昇 

定常期おいて見出したポリアミンモジュロン蛋白質を過剰発現させ、ポリアミン非

存在下でバイオフィルム形成及び細胞生存率への寄与を調べた。値は mean ± S.E. (n = 

3) で表す。**は p < 0.01、***は p < 0.001 を表す。 
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Fig. 18 円偏光二色性 (CD) を用いた銅存在下における cpxR mRNA の構造変

化の解析 

CpxR WT RNA 及び CpxR SD RNA の予測 2 次構造を示した (A, C)。Mg
2+、CU

2+及び

SPD による 208 nm における RNA の構造変化を比較した (B, D)。値は mean ± S.E. (n = 

3) で表す。 
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Fig. 19 定常期におけるポリアミンの役割 

ポリアミンは転写 (RpoZ、SpoT) や翻訳 (RMF、RRF) に関与する因子、二成分情

報伝達系レスポンスレギュレーター (UvrY、CpxR) を翻訳レベルで合成促進すること

で、細胞生存率やバイオフィルム形成に寄与している。 
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【考察】 

 

ポリアミンは細胞増殖や生存率に関わる蛋白質を翻訳レベルで合成促進することで、

細胞増殖を促進し、生存率を上昇させる【22, 23, 32, 第 1 章】。微生物は環境変化に応

じて、バイオフィルムを形成し、生存率を著しく上昇させている。本研究では、ポリ

アミンの細胞生存率に対する役割をさらに解明するため、バイオフィルム形成に関わ

るポリアミンモジュロンの同定とその生理的意義の解明を行った。 

バイオフィルム形成には、二成分情報伝達系というセンサーシステムの関与が知ら

れている【73】。また、銅イオンがバイオフィルム形成を抑制するという報告があるた

め、本研究でも銅イオン存在下においても検討した。バイオフィルム形成に関与する

ことが知られている二成分情報伝達系構成蛋白質であるUvrY及びCpxRがポリアミン

により、翻訳レベルで合成促進することが明らかとなった。UvrY は炭素源の変化を感

知するセンサーキナーゼにより、リン酸化され下流の遺伝子を制御するレスポンスレ

ギュレーターである【71】。また、CpxR は銅イオンを感知するセンサーキナーゼによ

りリン酸化されるレスポンスレギュレーターである【72】。さらに、リボソーム再生因

子である RRFもポリアミンにより翻訳レベルで促進されることが明らかとなり、uvrY、

cpxR 及び frr を新たに定常期におけるポリアミンモジュロンと同定した。 

定常期おいて同定した 6 種のポリアミンモジュロンは細胞生存率やバイオフィルム

形成に関与する。この 6 種を 3 つのグループに分類した (Fig. 19)。1 つ目のグループ

の二成分情報伝達系のレスポンスレギュレーターである UvrY 及び CpxR は、バイオフ

ィルム形成に関与することが報告されている【75, 76】。また、これらはポリアミンモ

ジュロンの 1 つである RpoS (
38

) の発現及び機能に関与している【26, 78】。2 つ目は、

ppGpp 合成調節酵素 SpoT と ppGpp の機能に関与する RNA ポリメラーゼサブユニッ

トである RpoZ のグループに分けられる【54】。これらは、バイオフィルム形成及び細

胞生存率維持に関与する【第 1 章】。3 つ目は、RRF【78, 79】及び RMF【32, 80】のグ

ループである。これらは、蛋白質合成に関与し、細胞生存率維持に非常に重要である

が、バイオフィルム形成には関与しないことが示唆された。したがって、ポリアミン

は、様々な面で機能するいくつかの蛋白質の合成を促進し、細胞生存率を上昇させて
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いると考えられる。 

大腸菌以外の微生物のバイオフィルム形成にポリアミンが必須であることは、

Bacillus subtilis【81, 82】、Vibrio cholerae【67】や Yersinia pestis【83】で報告されており、

Pseudomonas aeruginosa【84】や Vibrio cholerae【85】でポリアミンによりバイオフィ

ルム形成が促進されることが報告されている。Vibrio cholerae におけるバイオフィルム

形成において、ノルスペルミジンや大腸菌のスペルミジン結合蛋白質 PotD のホモログ

である NspS が膜蛋白質 c-di-GMP phosphodieaterase (MbaA) の活性を介して、バイオフ

ィルム形成に寄与している【85, 86】。このように、多くの微生物のバイオフィルム形

成に関与していることが明らかとなっているため、大腸菌においてもバイオフィルム

形成にポリアミンの関与が支持される。 

細胞生存率を上昇させる際には、普遍的に発現している RNA や蛋白質の合成は抑制

される。ppGpp により RNA 合成が抑制され、RMF によって蛋白質の合成が抑制され

る【48, 54, 80】。一方で、生存率を維持するために必要ないくつかの重要な蛋白質は合

成し続けなければならない。RpoZ は、
70 以外の因子の転写に寄与する ppGpp の機

能に関わり【49, 第 1 章】、RRF は mRNA からのリボソームの解離に関与している【78, 

79】ことから、細胞内で行われている RNA 合成や蛋白質合成制御ような多重の機能は、

RpoZ や RRF が部分的に制御している可能性が考えられる。 

本研究では、重金属の毒性として Cu
2+を培地中に加え、ポリアミンの効果を検討し

たが、Cu
2+存在下においてもポリアミンにより細胞増殖、バイオフィルム形成及び細

胞生存率の上昇が見られた。このことは、Cu
2+存在下におけるポリアミンの CpxR 合成

促進がこれらの促進効果の一部分を担うことを示している。cpxR mRNA の開始コドン

付近の bulged-out 構造は、ポリアミンだけでなく、ポリアミンと Cu
2+が存在するとき

に大きく構造変化を起こし、安定化することが認められたことから、CpxR 合成に関わ

っていると考えられる (Fig. 18)。 
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【総括】 

 

本研究では、定常期におけるポリアミンの役割を解明するため、細胞生存やバイオ

フィルム形成に関わるポリアミンモジュロンの同定とその生理機能の解明を行った。 

第 1 章では、大腸菌などの微生物が様々な環境変化に適応して生存率を上昇させる

際に、シグナル伝達を行うセカンドメッセンジャーである ppGpp に着目し、定常期に

おける新規ポリアミンモジュロンとして spoT 及び rpoZ を同定した。ポリアミン非存

在下において、これらを過剰発現させた株では著しい生存率の上昇が見られた。これ

らの過剰発現株において、細胞内 ppGpp 含量を測定したところ、ポリアミン非存在下

で、SpoT を過剰発現させた株の ppGpp 含量の上昇が認められた。したがって、ポリア

ミンは SpoT 及び RpoZ を合成促進し、ppGpp の形成や機能促進により細胞生存率を上

昇させることが明らかとなった。 

第 2 章では、ポリアミンとバイオフィルム形成との関係を調べた。ポリアミンは二

成分情報伝達系レスポンスレギュレーターであるUvrY及びCpxRを翻訳レベルで合成

促進し、バイオフィルム形成を促進していることが明らかとなった。また、リボソー

ム再生因子 RRF もポリアミンモジュロン蛋白質であり、ポリアミンは RRF を合成促

進することで、細胞生存率を上昇させることが明らかとなった。 

これまでの研究に加え、本研究により大腸菌においてポリアミンモジュロンが 17 種

同定された。そのうち、11 種類は対数増殖期において見出され、多くが転写因子をコ

ードしていた。特に、プロモーター領域を認識する因子
70

 以外の因子がポリアミ

ンモジュロンもしくはポリアミンモジュロンによって転写が促進される因子であり、

遺伝子の発現に非常に深く関わっている。そのため、約 300 種類の mRNA や rRNA 及

びいくつかの tRNA の合成がポリアミンにより促進をうけ、細胞増殖が促進されるこ

とが明らかとなった。残りの 6 種は、定常期において見出したポリアミンモジュロン

であり、ポリアミンは転写や翻訳に関する因子、二成分情報伝達系構成蛋白質を合成

促進することで、細胞生存率維持やバイオフィルム形成に寄与していることが明らか

となった。したがって本研究により、定常期におけるポリアミンの役割が明らかとな

り、細胞生存率維持というポリアミンの新たな生理機能が明らかとなった。 
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