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序論 

 

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 価のプトレッ

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 種であり (Fig. 1)、一般的に原核生物は

Put と Spd を多く含み、真核細胞は Spd と Spm を多く含んでいる【1】。しかし、原核生物の中に

は Spd ではなく、炭素鎖の一つ少ないノルスペルミジン [Nspd : NH2(CH2)3NH(CH2)3NH2] や、逆

に炭素鎖の 1つ多いホモスペルミジン [Hspd : NH2(CH2)4NH(CH2)4NH2] などのスペルミジン構造

類似体を有するものに加え、好熱菌など特殊な環境に生育する微生物には、長鎖型や分岐鎖型と

いった特殊ポリアミンが含まれている【2, 3】。ポリアミンは、その強い塩基性から生理的条件下

においてプラスに荷電した状態で存在しており、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 Mg2+、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、その作用

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【4】。 

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

【5, 6】。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。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、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。これらの酵素のうち、ODC と SAMDC は少量しか存在しておらず、また、半減期も短い

ことからポリアミン生合成の律速酵素であると考えられている。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【7】。 

これまでに大腸菌のポリアミン輸送系としては 7 つの輸送系が報告されている (Fig. 3)。

Spd 優先取り込み系である PotABCD、Put 特異的取り込み系である PotFGHI、Put 排出蛋白質であ

る PotE が存在する【8-11】。PotABCD 及び PotFGHI の複合体は、ATP Binding Cassette (ABC)輸送

系ファミリーに属する輸送体であり、ATP の加水分解をエネルギー源としている。Put 排出系は、
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オルニチン/プトレスシンアンチポーター活性を持つ PotE 蛋白質により触媒され、Put を排出する

と同時にオルニチンを取り込む。この他にもカダベリン排出蛋白質である CadB、Spd を排出する

MdtJI【12】や、特殊な環境下で発現し、Put の取り込みをする PuuP【13】や PlaP【14】なども同

定され輸送機構について詳細な研究が行われている。 

 ポリアミンは細胞内において主に RNA と結合して存在しており、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【15, 16】。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。このことから、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示唆される。また、ポリアミンが核酸と結合す

る場合、2 本鎖で GC 含量が高いほど優先的に結合する性質を有する 【17, 18】。そのため、

ポリアミンの核酸への相互作用に関して塩基特異性が存在すると考えられる。 

 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【1, 19】。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、定常期におい

てはRMF (ribosome modulate factor)、SpoT (グアノシン4リン酸合成調節酵素、ppGpp)、RpoZ 

(RNAポリメラーゼサブユニット)、UvrY (炭素源を感知するレスポンスレギュレーター)、

CpxR (銅を感知するレスポンスレギュレーター)、RRF (ribosome recycling factor) の6種が同定

されている【20-29】。これらの遺伝子群は、いずれも細胞増殖若しくは細胞生存率の維持に

重要な役割を果たす蛋白質であり、11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 及び0.02 % glutamic acidを栄養

源とする培地、RpoE、StpAは0.1 % glucose及び0.02 % glutamic acidの培地において42 oCで培養

した場合、CpxRは銅存在下において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。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、rpoZ、cpxR mRNAがこの特

徴を有している【24, 26-30】。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、spoT、uvrY、frr mRNAがこの特徴を有している【21, 24】。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 
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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【22, 23】。ま

た、ポリアミンモジュロンの多くが転写因子であることから、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ところ、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【25】。これらのことは、対数期においてポリアミンが様々な条件下における細胞増

殖に強く寄与していることを示唆している (Fig. 4A)。 

また、近年、当研究室では定常期におけるポリアミンモジュロンを6種同定した【27-29】。

これら定常期におけるポリアミンモジュロンは、緊急応答時の転写に関与するセカンドメッ

センジャーであるppGppを合成促進すると共に、細菌の集合体であるバイオフィルムの形成

を促進することで、細胞生存率の維持及び様々なストレスに対する抵抗性を向上させること

が明らかとなっている (Fig. 4B)。このことから、ポリアミンは細胞増殖だけでなく、外的な

ストレスからの防御にも大きく寄与していることが示唆されている (Fig. 4)。 

 

 本研究では、まず第一章において、酸化ストレス下におけるポリアミンの生理的機能を解

析した。次に、第二章ではスペルミジン構造類似体の高温適応機構の解明を行った。 
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Fig. 1 ポリアミンの構造 

 

 基本的なポリアミンの構造式を示す。ポリアミンは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。生体内で見出されるポリアミンは、

主に2価のプトレッシン (Putrescine, Put)、3価のスペルミジン (Spermidine, Spd)、4価のスペル

ミン (Spermine, Spm) の3種であり、一般的に原核生物はPutとSpdを多く含み、真核細胞はSpd

とSpmを多く含んでいる【1】。 
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Fig. 2 大腸菌におけるポリアミンの生合成及び分解 

 

ポリアミンは大腸菌において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。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、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。これらの酵素のうち、ODCとSAMDCは少量しか存在

しておらず、また、半減期も短いことからポリアミン生合成の律速酵素であると考えられて

いる。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【7】。 
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Fig. 3 大腸菌におけるポリアミンの輸送系 

 

これまでに同定されている大腸菌のポリアミン輸送系を示す。Spd優先取り込み系である

PotABCD、Put特異的取り込み系であるPotFGHI、Put排出蛋白質であるPotEが存在する【8-11】。

PotABCD及びPotFGHIの複合体は、ATP Binding Cassette (ABC) 輸送系ファミリーに属する輸

送体であり、ATPの加水分解をエネルギー源としている。Put排出系は、オルニチン/プトレス

シンアンチポーター活性を持つPotE蛋白質により触媒され、Putを排出すると同時にオルニチ

ンを取り込む。この他にもカダベリン排出蛋白質であるCadB、Spdを排出するMdtJI【12】や、

特殊な環境下で発現し、Putの取り込みをするPuuP【13】やPlaP【14】などが同定されている。 
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Fig. 4 対数増殖期及び定常期におけるポリアミンモジュロンの役割 

 

これまでに同定されているポリアミンモジュロンの役割をまとめた。(A) 対数増殖期にお

いてはポリアミンにより8種の転写因子及び3種の輸送蛋白質などが発現促進されることで下

流の約300種の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。(B) 定常期においてポリアミンは、6種の蛋白質の合成を促進すること

で、バイオフィルムの形成を上昇させると共に、緊急応答時の転写に関与するセカンドメッ

センジャーであるグアノシン4リン酸を合成促進することで、細胞生存率及び外的ストレスか

らの抵抗性を向上させる。 
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第一章 酸化ストレス下におけるポリアミンの生理機能解析 

 

 

1-1 目的 

 

酸化ストレスとは内因性、あるいは外因性の要因により生じる活性酸素を、生体が十分に

処理することが出来なくなるために生じるものであり、DNA、RNA、蛋白質及び脂質など生

体構成成分に多くのダメージを与える。この活性酸素は、酸素分子 (O2) が部分的に還元され

た化合物であり、これまでに酸素分子が1電子還元されたスーパーオキシドアニオン (O2•−)、

もう1電子還元され、2つのH+が付いた過酸化水素 (H2O2) 及びもう1電子還元され、O原子同

士が結合できなくなり、開裂したヒドロキシルラジカル (•OH) の3種が知られている。これ

ら活性酸素は電子状態が非常に不安定であることから、生体内おいて反応性が非常に高い。

従って、細胞内において活性酸素が過剰に蓄積することで、強い酸化ストレスの伴う細胞障

害が引き起こされ、細胞死を誘発する。そのため、ほぼすべての生物種において、これら活

性酸素に対する防御機構は重要であり、過剰に蓄積することのないよう、必然的に高力価の

除去酵素を有している【31-33】。 

 当研究室では、これまでにポリアミンが飢餓ストレス【27-29】、熱ストレス【26】及び銅

ストレス【29】などの外的ストレスから抵抗性を向上させることで、細胞増殖及び細胞生存

率の維持に寄与することを明らかにした。しかしながら、大腸菌の酸化ストレスとポリアミ

ンの関係性についてはあまり研究されておらず、不明な点が多い。そこで、本研究では酸化

ストレス誘発剤である亜テルル酸カリウム (K2TeO3)  (Fig. 5)【34, 35】を用いて、酸化ストレ

ス下での大腸菌におけるポリアミンの生理機能の解析を行った。 
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Fig. 5 細胞内における亜テルル酸カリウム (K2TeO3) の酸化ストレス発生機構 

 

大腸菌の細胞内におけるK2TeO3の酸化ストレス発生機序を示す。添加されたK2TeO3はまず、

リン酸トランスポーターであるPitAにより細胞内へ取り込まれる。取り込まれたK2TeO3はグ

ルタチオンやカタラーゼなどにより還元されることでスーパーオキシドアニオンを産生する

【34, 35】。 
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1-2 材料と方法 

 

 

1) 大腸菌株及び培養条件 

 

 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【36】。MA261lacZ::Emは、千葉大学大学院薬学研究院

の五十嵐一衛先生のご厚意により分与していただいた【37】。 

 MA261、MA261lacZ::Emは、L-Broth (LB) (1 % Trypton、0.5% Yeast Extract、0.5% NaCl) に

必要に応じて10 g/mL エリスロマイシンを添加し、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 oC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及び0.6 M (0.15 g/mL) 亜テルル酸カリウム (K2TeO3) を必

要に応じて加え、37oCで培養した。細胞増殖は、吸光度540 nmの波長で測定した。また、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、37oC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【38】。作

製したプラスミドは、Maniatisらの方法【39】に従ってMA261若しくはMA261lacZ::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 1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。 

pMW-lacSoxR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-lacSoxRを作製した。SD配列と開始コドンの距離

を短くしたpMW-lacSoxR (SD) は、overlap extention PCR法【40】を用いて作製した。1st PCR

は、鋳型としてpMW-lacSoxRを用い、プライマーとしてpMW-lacSoxR (SD) では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-lacSoxR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-

lacSoxR (SD) を作製した。 
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pMWsoxR-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【41】の同制限酵素サ

イトに挿入し、pMCsoxR-lacZを作製した。このプラスミドをSalIで処理後、soxR-lacZを含む断

片をpMW119の同制限酵素サイトに挿入し、pMWsoxR-lacZを作製した。pMWsoxR (SD) - 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-lacEmrR、pMW-lacEmrR (SD)、pMWemrR-lacZ、pMWemrR (SD)-

lacZ、pMW-lacGshA、pMW-lacGshA (SD)、pMWgshA-lacZ、pMWgshA (ATG)-lacZに関しても同

様の方法を用いて作製した。 

 

 

3) 大腸菌からの全RNA抽出及びDot blotting法による特定mRNAの検出  

 

大腸菌MA261をPut存在下及び非存在下で24時間まで培養し、8000回転、5分、4oCで集菌し

た。RNA Protect Bacteria Reagent (QIAGEN) で懸濁後、10000回転、5分、4oC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。 

 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の量がそれぞれ0.4、1.2、

2、6 gになるよう調整し、65oC、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 PlusTM 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 (ECLTM Gold Hybridization Buffer (GE Healthcare) 0.5 mM NaCl、5% Blocking reagent) で

membraneを42oCで1時間振とうした。プローブ (1.2 g/L) を5 L加え、42 oC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42oC、20分x 2回、2 x SSCで室温、5分x 2回)、ECLTM 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 ImageGauge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P19とP20 (soxR) 、P21とP22 (emrR)、

P23とP24 (gshA)、P25とP26 (soxS)、P27とP28 (sodA)、P29とP30 (katE)、P31とP32 (katG) 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、ECLTM Direct 

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

 

 

4) Western blotting法による特定蛋白質の検出 

 

抗SoxR、EmrR、GshA、RpoS及びRpoD抗体は、千葉大学大学院薬学研究院の五十嵐一衛先

生、法政大学生命科学部の石浜明先生及び京都工芸繊維大学の鈴木秀之先生のご厚意により
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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= 0.3、24時間、36時間まで培養し、8000回転、

10分、4 oC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 oCで30分処理した。

Sonicator (microsonTM urutrasonic cell disruptore) により細胞壁を破砕し、15000回転、10分、4 oC

の遠心分離後に得られた上清を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【42】により測定した。特定蛋白質の検出は、ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動法  (SDS-PAGE) 後、25Vの定電圧で Immobilon Transfer Membrane 

(Merck Millipore) に転写した。その後、Nielsenらの方法に従い、AmershamTM ECL Western 

Blotting Analysis System (GE Healthcare) を用いてFUJIFILM LAS 3000により検出を行った【43】。 

 

 

5) DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazine) 法【44】によるカルボニル化蛋白質の検出 

 

Immobilon Transfer Membrane (Merck Millipore) を 100% MeOH で 1 分間浸漬し、精製水で 5

分振とう後乾燥させ、上記3) で得られたcell lysateを希釈したサンプル5 Lをそれぞれ0.25、

0.5、1、2 μg になるよう調整し、等間隔に滴下、乾燥させた。乾燥させた membrane は 100% 

MeOH に 1 分間浸漬後、20% MeOH-80% TBS (10mM Tris-HCl, pH7.4, 0.15 M NaCl)、2 M HCl

でそれぞれ 5 分振とうした。10 mM の 1 x DNPH (2,4-Dinitrophenylhydrazine) 溶液を調整し、

正確に 5 分振とうして DNPH 誘導体化をした。その後順に 2 M HCl で 5 分 x 3 回、100% MeOH

で 5 分 x 7 回、TBS で 5 分洗浄し、5 % スキムミルクを含む TBS-T [10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、

0.15 M NaCl、0.05% Tween 20] 中で 60 分振とうしてブロッキングした。ウサギ抗 DNP (2,4-

Dinitrophenol) 抗体を 5%スキムミルクを含む TBS-T で 2000 倍希釈し、一次抗体として 60 分

間振とうした。TBS-T で 5 分 x 3 回洗浄し、二次抗体は HRP (Horseradish peroxidase) 標識の

抗ウサギ抗体 (GE Healthcare) を 10000 倍希釈し、60 分間振とうした。検出は、AmershamTM 

ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) を用いて FUJIFILM LAS 3000 により行っ

た。定量は FUJIFILM Image Gauge で行った。 

 

 

6) 細胞内ポリアミン定量 

 

 大腸菌MA261は、Put存在下及び非存在下で24時間培養し、8000回転、10分、4 oCで集菌し

た。菌体は10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、100 mM NaClを含む緩衝液で3回洗浄した。5% TCAで菌

体を懸濁し、70 oCで15分インキュベーション後、氷中に30分間置き、12000回転、10分、4 oC

で遠心した。得られ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【42】により蛋白質濃度の定量を行った。 

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 
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(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、50oC、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 oC

で反応後、励起波長 340 nm、蛍光波長 455 nm の条件で検出した【45】。溶出時間はそれぞれ

Put で 6.7 分、Spd で 12.5 分及び Spm で 24.6 分であった。 

 

 

7) 細胞内グルタチオン量の測定 

 

 細胞内のグルタチオン量の測定には Total glutathione assay kit (Northwest Life Science 

Specialties LLC, USA) を用いた。上記 6) で得られた上清を添付の assay buffer で希釈した。

希釈したサンプルはマニュアルに従って 5-5’ dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 、グルタチオン還元

酵素及び NADPH を添加し、405 nm で測定した。沈殿は 0.2 N NaOH に溶かし、Bio-Rad Protein 

Assay (Bio-Rad) を用いて Bradford 法【42】により蛋白質濃度の定量を行った。 
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Table 1  List of primers. 

 

No.    Primer used                       Nucleotide sequence 

Various plasmids 

P1 5’-soxR(BamHI)  5’- CGACTGGATCCATGTTAAGCGGCTGGTCAA -3’ 

P2 3’-soxR(EcoRI)  5’- ACCACGAATTCGAATGAGGTGTGTTGACGT -3’ 

P3 5’-soxR(SD)  5’- TAATTCCTCAAGTTAACTTCTCCGAGGTCG -3’ 

P4 3’-soxR(SD)  5’- CGACCTCGGAGAAGTTAACTTGAGGAATTA -3’ 

P5 5’-soxR(XmaI)  5’- GGCATAACCCGGGTCCATTGCGATATCAAA -3’ 

P6  3’-soxR(XmaI)  5’- CTCCCGGGGATACTGGTAATCAACCCTTTA-3’ 

P7 5’-emrR(BamHI)  5’- TGATGCAGGATCCACGCCGTTTCGTGCCCA -3’ 

P8 3’-emrR(EcoRI)  5’- TCTCGTGAATTCCCTGAGCCTTCAGCATTT -3’ 

P9 5’-emrR(SD)  5’- GGCTGAAATTAATGAGGAGGTACCCAAATG -3’ 

P10 3’-emrR(SD)  5’- CGAACTATCCATTTGGGTACCTCCTCATTA -3’ 

P11 5’-emrR(XmaI)  5’- TCTACCCGGGCAGAAGTGATGCACGATACA -3’ 

P12 3’-emrR(XmaI)  5’- TTAATCCCCGGGGCCTTCAGCATTTTATTG -3’ 

P13 5’-gshA(BamHI)  5’- TAGGCCTGGATCCATGGTCACCATTACAGT -3’ 

P14 3’-gshA(KpnI)  5’- CTAACAACGGCATTTAGGTACCTCCGGTAA -3’ 

P15 5’-gshA(ATG)  5’- GATTTTGACAGGCGGGAGGTCAATATGATC -3’ 

P16 3’-gshA(ATG)  5’- TGTGATACGTCCGGGATCATATTGACCTCC -3’ 

P17 5’-gshA(XmaI)  5’- GATCAGTCATCCCCGGGTTTTAGTTTTAAC -3’ 

P18 3’-gshA(XmaI)  5’- ATTGTTGCCCGGGTGCCATCAGCATTAACA -3’ 

Probes for PCR 

P19 5’-soxR(probe)  5’- CGACTGGATCCATGTTAAGCGGCTGGTCAA -3 

P20  3’-soxR(probe)  5’- CTGCGCCAAAGGCAGCCACAACCAATACAT -3’ 

P21 5’-emrR(probe)  5’- TGATGCAGGATCCACGCCGTTTCGTGCCCA -3’ 

P22 3’-emrR(probe)  5’- ATCGCTTCGAGAACCACACCGTCTTGTTCC -3’ 

P23 5’-gshA(probe)  5’- TAGGCCTGGATCCATGGTCACCATTACAGT -3’ 

P24 3’-gshA(probe)  5’- AGATATCACCGCACTTCGCTTGCCAGAATG -3’ 

P25 5’-soxS(probe)  5’-CCCCAACAGATGAATTAACGAACTGAACAC-3’ 

P26 3’-soxS(probe)  5’-TAAAAACGATCGCTGAAGGCGTCGAAACTG-3’ 

P27 5’-sodA(probe)  5’- CTGGAGATGAATATGAGCTATACCCTGCCA -3’ 

P28 3’-sodA(probe)  5’- CCTCATTGCAGCAGGCGGCAAATGATTATT -3’ 

P29 5’-katE(probe)  5’- ATCAGCCGCTCACGGTTATTTCCAGCCATA -3’ 

P30 3’-katE(probe)  5’- AATCGCCTGCTTCAATGGCTTCCCACAACT -3’ 

P31 5’-katG(probe)  5’- TCGTTCTAACCCACTGGGTGAGGACTTTGA -3’ 

P32 3’-katG(probe)  5’- GTGCTCGCCCAACCTAAACCTTGTTCTTCA -3’ 
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1-3 結果 

 

ポリアミンによる酸化ストレス下での細胞増殖、生存率、細胞内ポリアミン量及びグルタチ

オン量の上昇 

 

 酸化ストレスは、活性酸素による強い酸化力により、DNAや蛋白質などの生体構成成分に

ダメージを与え、大腸菌において細胞増殖及び生存率に影響を与える【31-33】。これまでの

研究でポリアミンは、種々のストレスの除去に寄与することが知られているが、大腸菌にお

ける酸化ストレスとの関係性についてはあまり研究されていない。そこで、本研究では酸化

ストレスに着目し、酸化ストレス下におけるポリアミンの影響を調べた。 

初めに、大腸菌ポリアミン要求株MA261を用いて、酸化ストレス誘発剤である0.6 M 亜テ

ルル酸カリウム (K2TeO3) の有無における細胞増殖及び細胞生存率に対するポリアミンの効

果を検討した。その結果、K2TeO3の有無に関わらずPut添加により細胞増殖及び細胞生存率が

大きく促進され、Put非存在下、K2TeO3添加により、細胞増殖速度及び細胞生存率は著しく減

少した。しかし、Putを添加することで減少した細胞増殖速度及び細胞生存率は著しく回復し、

細胞生存率においてはK2TeO3無添加時とほぼ同程度まで回復した (Fig. 6 A-B)。また、培養24

時間における細胞内ポリアミン量を測定したところ、Put無添加時において、Put及びSpdが顕

著に減少していたが、Put添加により、Putが取り込まれ、Spdが細胞内で合成されていた (Fig. 

6C)。さらに、K2TeO3添加により細胞内ポリアミン量はわずかに減少していた。次に、酸化ス

トレス除去に大きな役割を果たすことが知られているグルタチオンの細胞内含量をPutの有

無で調べたところ、培養24時間、K2TeO3の有無に関わらず、Put添加により細胞内グルタチオ

ン量が約2～3倍増加しており、 K2TeO3添加により、グルタチオン量の減少が見られた (Fig. 

6 C)。さらに、酸化ストレス損傷のマーカーであるカルボニル化蛋白質の変化を培養24時間で

調べたところ、K2TeO3添加によりカルボニル化蛋白質量は約1.5倍増加したが、Putを添加する

ことでK2TeO3無添加時と同程度までカルボニル化蛋白質が減少した (Fig. 6 D)。 

以上の結果から、K2TeO3は酸化損傷を引き起こし、細胞増殖速度及び細胞生存率を大きく

減少させること、また、ポリアミンは細胞内グルタチオン量を上昇させ、酸化ストレス除去

に寄与している可能性が示唆された。 

 

 

酸化ストレス下における新規ポリアミンモジュロンの同定 

 

 本研究で用いた酸化ストレス誘発剤であるK2TeO3は、PitA (inorganic phosphate transport 

system) により細胞内に取り込まれ、細胞内で還元されることでスーパーオキシドアニオンを

産生することが知られている【34, 35】。そこで、スーパーオキシドアニオンを感知し、転写

因子として働くSoxR【46, 47】に着目し、K2TeO3存在下における蛋白質発現量の変化を比較し

た。その結果、対数増殖期 (A540= 0.3) では発現量に大きな差は見られなかったが、培養開始
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後24時間及び36時間では3.2～3.5倍とポリアミンによる発現促進が見られた (Fig. 7 A)。また

この時、コントロールであるRpoD (RNAポリメラーゼ70サブユニット) 蛋白質の発現量に大

きな差は見られなかった。次に、soxR mRNAの発現量の変化を比較したところ、ポリアミン

の有無による有意な差は見られなかった (Fig. 7 B)。このことから、SoxR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明らかとなった。 

 ポリアミンによるSoxRの発現促進メカニズムを明らかにするため、soxR-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MA261lacZ::Emに形質転換す

ることで、ポリアミンによるSoxR--Gal合成促進効果を検討した。soxR mRNAの開始コドン

付近の構造を調べたところ、soxR mRNAのShine-Dalgano (SD) 配列は開始コドンより10塩基

上流に位置しており、通常のSD配列よりも離れていた。この構造は、これまでに同定されて

いるポリアミンモジュロンと同様であることから、この特徴がポリアミンによる翻訳レベル

での合成促進に寄与しているか検討するため、SD配列と開始コドンの位置を通常の位置まで

近付けた変異体を作製し、ポリアミンによる促進効果を調べた (Fig. 7 C)。その結果、wild type 

におけるSoxR--Gal蛋白質の発現量はポリアミンにより2.9倍増加したが、SD配列を変えた変

異体においてはポリアミンによる合成促進効果が1.4倍と大きく減少した (Fig. 7 D)。また、

SD配列を近付けたことにより、ポリアミン非存在下におけるSoxR--Galの発現量が3.9倍に増

加した。これらの結果から、ポリアミンによるSoxRの合成促進は、SD配列と開始コドンの距

離に依存して引き起こされることが明らかとなった。 

 これまでの研究において、酸化ストレスの除去にはグルタチオンが重要であり【48】、ポ

リアミンはこのグルタチオン量を調節することが示唆されている (Fig. 6 C)。そこで、グルタ

チオンの構成因子であるシステインの排出に関与する排出蛋白質EmrA及びEmrBの負の転写

因子であるEmrR【49, 53】に着目し、K2TeO3存在下における蛋白質発現量の変化を比較した。

その結果、対数増殖期 (A540= 0.3) 及び24時間においてそれぞれ4.6、3.0倍と大きくポリアミ

ンにより発現促進されていた (Fig. 8 A)。また、emrR mRNA量に大きな差は見られなかった 

(Fig. 8 B)。以上のことから、EmrRは対数増殖期においてポリアミンにより翻訳レベルで発現

促進されることを見出した。 

 先程と同様に、EmrRのポリアミンによる発現促進機構を検討したところ、emrR mRNAは

soxR mRNA同様にSD配列と開始コドンとの距離が10塩基と通常より離れていることを見出

した。そのため、この特徴がポリアミンによる発現促進機構に関与しているか検討するため、

SD配列と開始コドンの位置を通常の位置まで近付けた変異体を作製し、ポリアミンによる促

進効果を調べた (Fig. 8 C)。その結果、wild type におけるEmrR--Gal融合遺伝子の発現量はポ

リアミンにより3.5倍増加したが、SD配列を変えた変異体においてはポリアミンによる合成促

進効果が1.4倍と大きく減少した (Fig. 8 D)。また、SD配列を近付けたことにより、ポリアミ

ン非存在下におけるEmrR--Galの発現量が6.1倍に増加した。これらの結果から、ポリアミン

によるEmrRの合成促進は、SD配列と開始コドン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。 

 次に、グルタチオン合成酵素であるGshA【50】に着目して、K2TeO3存在下における蛋白質
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発現量の変化を比較した。その結果、対数増殖期 (A540= 0.3 )では発現量に大きな差は見られ

なかったが、培養開始後24時間及び36時間ではそれぞれ3.0、2.5倍とポリアミンによる発現促

進が見られた(Fig. 9 A)。また、gshA mRNA量に大きな差は見られなかった (Fig. 9 B)。以上の

ことから、GshAは定常期においてポリアミンにより翻訳レベルで発現促進されることを見出

した。 

 これまでと同様にGshAのポリアミンによる発現促進機構を検討したところ、GshAの開始コ

ドンは通常のAUGではなく、UUGであり、翻訳効率の悪い非効率的な構造であることを見出

した (Fig. 9 C)。そのため、この特徴がポリアミンによる発現促進機構に関与しているか検討

するため、GshAの開始コドンを通常のATGに変えた変異体を作製し、GshA--Galの発現量を

ポリアミンの有無で比較した。その結果、wild type におけるGshA--Gal融合遺伝子の発現量

はポリアミンにより2.4倍増加したが、開始コドンを変えた変異体においてはポリアミンによ

る合成促進効果が1.1倍と大きく減少した (Fig. 9 D)。また、開始コドンをATGに変えたことに

より、ポリアミン非存在下におけるGshA--Galの発現量が3.0倍に増加した。これらの結果か

ら、ポリアミンによるGshAの合成促進は、開始コドンに依存して引き起こされることが明ら

かとなった。 

 以上の結果から、SoxR、EmrR及びGshAを新規のポリアミンモジュロンとして新たに同定

した。 

 

 

酸化ストレス下における細胞増殖及び生存率に対するSoxR、EmrR及びGshAの効果 

 

 新規ポリアミンモジュロン蛋白質であるSoxR、EmrR及びGshAと酸化ストレスの関係性を

明らかにするため、これら遺伝子のSD配列若しくは開始コドンを変え、ポリアミンの有無に

関係なく蛋白質が発現するプラスミドを作製し、MA261に形質転換することで、SoxR、EmrR

及びGshAの過剰発現株を作製した。これら過剰発現株を用いて、K2TeO3存在下、Put無添加時

における細胞増殖速度及び細胞生存率の変化を比較した。その結果、どの過剰発現株におい

てもベクターと比較し、細胞増殖速度及び細胞生存率の上昇が見られた (Fig. 10 A, B)。その

中でも、gshA (ATG) 及びsoxR (SD)は特に大きく増加しており、emrR (SD) は他の2つと比較し、

増加率が少なかった。また、gshA (ATG) 過剰発現株において、Put存在下で同様の実験を行っ

たところ、細胞増殖速度及び細胞生存率はベクターと比較し、上昇していたが、Put無添加時

と比べ、その上昇率は少なかった (Fig. 10 A, B)。また、soxR (SD) 及びemrR (SD) においても

同様の結果が得られた (data not shown)。これらのことから、SoxR、EmrR及びGshAはK2TeO3

存在下において酸化ストレスの軽減に寄与していることが明らかとなった。 

次に、これら新規ポリアミンモジュロンの詳細な酸化ストレス除去機構を調べた。SoxRは

酸化ストレスの中でも、スーパーオキシドアニオンを特異的に感知することで、蛋白質の高

次構造が変化し、転写因子としてsoxS mRNAの発現を促進する。このSoxSは転写因子であり、

酸化ストレスの除去に重要なスーパーオキシドジスムターゼ (SODs) であるSodAを含む約



18 

 

15種の遺伝子発現を制御することが知られている 【51, 52】。そこで、MA261においてK2TeO3

存在下、Putの有無でsoxS及びsodA mRNA量の変化を比較した。その結果、Put添加によりsoxS

及びsodA mRNA量がそれぞれ2.3、3.1倍と大きく発現促進された (Fig. 11 A)。また、EmrRは

大腸菌において抗生物質への抵抗性を向上させる多剤耐性因子の1つであり、薬剤の排出を行

うEmrABの負の転写因子である 【49】。これまでの研究でEmrABの過剰発現株において、細

胞内システイン量の減少が認められている【53】ため、EmrRはこのEmrABの発現を負に制御

することで、システイン量を上昇させ、間接的に細胞内グルタチオン量の変化に寄与してい

ることが考えられた。また、GshAはグルタチオン合成酵素であり、直接グルタチオンを合成

する。このことから、EmrR及びGshAは細胞内グルタチオン量の変化に寄与する可能性が考え

られたため、ポリアミン非存在下、SoxR、EmrR及びGshAの過剰発現株における細胞内グルタ

チオン量の変化を比較した。その結果、emrR (SD)、gshA及びgshA (ATG) において有意な細胞

内グルタチオン量の上昇が認められた (Fig. 11 B)。一方で、SoxR過剰発現株においてはグル

タチオン量に大きな差は見られなかった。以上のことから、EmrR及びGshAはそれぞれ間接的

及び直接的にグルタチオン合成を促進することで酸化ストレスへの抵抗性を向上させること

を明らかにした。 

 

 

酸化ストレス下においてポリアミンにより合成促進されるRpoSの効果 

 

これまでの研究で、種々のストレス除去に寄与するRNAポリメラーゼの因子であるRpoS

が、ポリアミンモジュロンとして同定されており【22】、このRpoSは定常期において過酸化

水素の除去に寄与するカタラーゼであるHP1 (KatG) 及びHP2 (KatE) の発現を制御し、酸化ス

トレスの除去に寄与することが明らかとなっている【54】。そこで、K2TeO3存在下における

RpoS蛋白質の発現量及びkatG、katE mRNA量の変化を検討した。まず、MA261においてK2TeO3

存在下、Putの有無でRpoS蛋白質の発現量の変化を比較したところ、Put添加によりRpoS蛋白

質の約2～3倍の発現上昇が見られ、K2TeO3非存在下と比較すると、ポリアミンにより強く発

現促進されていた (Fig. 12 A)。そこで、K2TeO3存在下においてポリアミンの有無でkatG及び

katE mRNAの発現量の変化を調べた。その結果、Put添加によりそれぞれ2倍及び3倍と大きく

発現促進されることを見出した (Fig. 12 B)。このことから、ポリアミンはRpoSの発現量を翻

訳レベルで促進することで、katG及びkatE mRNAの発現を制御し、酸化ストレスの除去に寄

与していることが示された。 
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Fig. 6 酸化ストレス下における細胞増殖速度、細胞生存率、細胞内グルタチオン量及びカル

ボニル化蛋白質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、細胞増殖 (A)、細胞生存率 (B)、細胞内グルタチ

オン量 (C) 及びカルボニル化蛋白質量 (D) を0.6 mM Put及び0.6 亜テルル酸カリウム 

(K2TeO3) の有無で測定した。その結果、K2TeO3により大きく低下した細胞増殖及び細胞生存

率はポリアミンの添加で回復した。また、ポリアミンにより細胞内グルタチオン量は顕著に

増加した。さらに、酸化損傷のバイオマーカーであるカルボニル化蛋白質量もポリアミンの

添加により低下した。値はmean±S.E. (n=3) で示す。 
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Fig. 7 ポリアミンによるSoxR蛋白質の発現促進機構 

 

  MA261を用いてK2TeO3存在下、ポリアミンの有無でSoxR蛋白質 (A) 及びsoxR mRNA (B) 

発現量の変化を比較した。wild type及び変異soxR-lacZ遺伝子の構造を示す (C)。wild type及び

変異soxR-lacZを含むプラスミドをMA261lacZ::Emに形質転換し、SoxR--Gal発現量の変化を

比較した (D)。値はmean±S.E. (n=3) で示す。nsはp ≥ 0.05、*はp < 0.05、**はp < 0.01を表す。 

 

B  Dot blotting of soxR mRNA at 24 h
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D  Western blotting of SoxR--Gal at 24 h
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Fig. 8 ポリアミンによるEmrR蛋白質の発現促進 

 

MA261を用いてK2TeO3存在下、ポリアミンの有無でEmrR蛋白質 (A) 及びemrR mRNA (B) 

発現量の変化を比較した。wild type及び変異emrR-lacZ遺伝子の構造を示す (C)。wild type及び

変異emrR-lacZを含むプラスミドをMA261lacZ::Emに形質転換し、EmrR--Gal発現量の変化

を比較した (D)。値はmean±S.E. (n=3) で示す。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GshA蛋白質の発現促進 

 

MA261を用いてK2TeO3存在下、ポリアミンの有無でGshA蛋白質 (A) 及びgshA mRNA (B) 

発現量の変化を比較した。wild type及び変異gshA-lacZ遺伝子の構造を示す (C)。wild type及び

変異gshA-lacZを含むプラスミドをMA261lacZ::Emに形質転換し、GshA--Gal発現量の変化を

比較した (D)。値はmean±S.E. (n=3) で示す。nsはp ≥ 0.05、*はp < 0.05、**はp < 0.01を表す。  

B  Dot blotting of gshA mRNA at 24 h

A  Western blotting of GshA

D  Western blotting of GshA--Gal at 24 h
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Fig. 10 ポリアミン非存在下におけるSoxR、EmrR及びGshA過剰発現株の細胞増殖速度及び

細胞生存率の回復 

 

 soxR、emrR及びgshA遺伝子のSD配列及び開始コドンを変異させたプラスミドを作製し、

MA261に形質転換することで、ポリアミン非存在下でも発現できるSoxR、EmrR及びGshA蛋

白質過剰発現株を作製した。この過剰発現株をK2TeO3存在下で培養し、細胞増殖速度 (A) 及

び細胞生存率 (B) の変化を比較した。値はmean±S.E. (n=3) で示す。 
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Fig. 11 ポリアミンによるsoxS、sodA mRNA量の上昇及び、SoxR、EmrR及びGshA過剰発現

株における細胞内グルタチオン量の変化 

 

 MA261を用いてK2TeO3存在下、ポリアミンの有無でSoxRにより転写調節を受けるsoxS及び

スーパーオキシドアニオンの除去に重要であり、SoxSにより転写調節を受けるsodA mRNA量

の変化を比較した (A)。K2TeO3存在下、ポリアミン非存在下におけるSoxR、EmrR及びGshA過

剰発現株の細胞内グルタチオン量の変化を比較した (B)。値はmean±S.E. (n=3) で示す。nsは

p ≥ 0.05、*はp < 0.05、**はp < 0.01を表す。 
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Fig. 12 RpoS蛋白質及びkatG、katE mRNAの発現量の変化 

 

 これまでにポリアミンモジュロンとして同定されており、種々のストレス応答に関与する

RpoS蛋白質の発現をK2TeO3及びPutの有無で比較した (A)。過酸化水素の除去に重要なカタラ

ーゼの遺伝子であるkatG及びkatE mRNAの発現量の変化をK2TeO3及びPutの有無で比較した 

(B)。値はmean±S.E. (n=3) で示す。*はp < 0.05、**はp < 0.01を表す。 
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Fig. 13 酸化ストレス下におけるポリアミンモジュロンの役割 

 

 ポリアミンによる酸化ストレス除去機構を図示した。ポリアミンは酸化ストレス下におい

て翻訳レベルでSoxRを合成促進し、soxS mRNAの転写促進を介して、スーパーオキシドジス

ムターゼであるsodA mRNA量を上昇させ、スーパーオキシドアニオンを除去する。また、EmrR

及びGshAはポリアミンにより発現促進されることで、それぞれ間接的及び直接的に細胞内グ

ルタチオン量を上昇させ、過酸化水素を除去する。さらにポリアミンは、RpoSの合成促進を

介し、過酸化水素の除去に重要なカタラーゼの遺伝子であるkatG及びkatE mRNA量を制御す

ることで酸化ストレスへの抵抗性の向上に寄与している。 
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Glutathione
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Transcription factor of 
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1-4 考察 

 

大腸菌においてポリアミンは、種々のストレス下において、特定の蛋白質の合成を促進す

ることで抵抗性を向上させ、細胞増殖及び生存率を向上させる。当研究室では、これまでに

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をポリアミンモ

ジュロンと命名し、現在までに17種同定した【20-29】。これらポリアミンモジュロンの多く

が転写因子であることから、ポリアミンにより多種の遺伝子発現が制御されることで、熱ス

トレスや飢餓ストレスなど様々なストレス除去に寄与することを見出している【26-29】。そ

こで、本研究では更なるストレス下でのポリアミンの生理的意義を明らかにするため、新た

に酸化ストレス下でのポリアミンの生理的役割を解析した。 

これまでの研究で、大腸菌における主な酸化ストレスはスーパーオキシドアニオン (O2•−) 

及び過酸化水素 (H2O2) により引き起こされることが知られている【31-33】。その除去機構

として、スーパーオキシドアニオンは主にスーパーオキシドジスムターゼ (SODs) により、

過酸化水素はグルタチオンペルオキシダーゼ【55】やカタラーゼ、ハイドロゲンパーオキシ

ドレダクターゼ (Ahp) 【33】など種々の蛋白質により除去される。そこで、スーパーオキシ

ドアニオン及び過酸化水素の除去に関与する新規ポリアミンモジュロンを探索した。その結

果、SODsの発現に寄与するSoxR、グルタチオン合成を間接的若しくは直接的に行うEmrR及

びGshAの3種の蛋白質が、酸化ストレス下においてポリアミンにより翻訳レベルで発現促進

されることを見出し、soxR、emrR及びgshA遺伝子を新規ポリアミンモジュロンとして同定し

た (Fig. 7-9)。これらSoxR、EmrR及びGshAに加え、RpoSを含めた蛋白質の酸化ストレス下に

おける生理的意義をFig. 13にまとめた。SoxRは、スーパーオキシドアニオンを感知すること

で、その蛋白質構造を変化させ、下流のsoxS mRNAの転写を促進し、転写因子であるSoxSが

下流のsodA mRNAを含む約15種の遺伝子の転写発現を制御することで、スーパーオキシドア

ニオンの除去に寄与することが明らかとなった (Fig. 11A)。EmrRは抗生物質への抵抗性を向

上させる多剤耐性因子として同定され、薬剤の排出を行うトランスポーターであるEmrABの

負の転写因子であったが【49】、このEmrABは薬剤以外にも小分子化合物も排出しており、

中でもグルタチオンの構成アミノ酸であるシステインがEmrABにより排出されていた【53】。

システインはチオール基を有しており、グルタチオンの構成アミノ酸として非常に重要であ

ると共に、システイン単独でもチオール基の還元力により過酸化水素の除去に寄与すること

が知られている【56】。従って、ポリアミンはEmrRを発現促進させることで、EmrABの発現

量を減少させ、システインの細胞外への流出を抑制することで、間接的にグルタチオン合成

を促進していることが示唆された。また、GshAはグルタチオン合成酵素であるため、直接的

にグルタチオンを合成し、細胞内含量を上昇させていた (Fig. 11B)。従って、EmrR及びGshA

は細胞内グルタチオン量を上昇させることで、グルタチオンペルオキシダーゼによる過酸化

水素の除去が効果的に働くことが明らかとなった。さらに、これまでの研究でポリアミンモ

ジュロンと同定されているRpoSは、カタラーゼの発現を制御していることが知られている【22, 

54】。そのため、酸化ストレス下、ポリアミンの効果を検討したところ、酸化ストレス下にお
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いてもRpoSはポリアミンにより発現促進され、カタラーゼの遺伝子であるkatG、katE mRNA

もポリアミンにより大きく転写促進されていた (Fig. 12)。以上のことから、ポリアミンはい

くつかの蛋白質の発現を翻訳レベルで制御することにより、酸化ストレスの除去に寄与する

ことが示された (Fig. 13)。 

また、酸化ストレスの中でも過酸化水素の除去に関与する転写因子であるOxyR【57】は

AhpC及びAhpFを発現促進させることで酸化ストレスの除去に寄与していることが知られて

いる【33】。そこで、OxyRの発現量の変化を比較したところ、ポリアミンによる発現量に大

きな差は見られなかった (data not shown)。従って、OxyRによる酸化ストレス除去機序はポリ

アミンによる酸化ストレス下での細胞増殖及び生存率の促進に寄与していないことが考えら

れる。 

今回同定されたポリアミンモジュロンの中でもSoxR及びGshAは定常期に最も蛋白質合成

が促進され、EmrRは対数増殖期に合成促進されていた。これは大腸菌の生存戦略であり、対

数増殖期において大腸菌は、細胞増殖を非常に盛んに行うために、多くのエネルギーを使用

して細胞増殖に必須な蛋白質合成を優先的に行う。そのため、対数増殖期においてはEmrRの

発現を促進することで、システインなどの最低限のストレス除去に重要な化合物を保持する

一方、細胞増殖に必須でないSoxR及びGshAなどのスーパーオキシドアニオンや過酸化水素な

どに対する防御機構を担う蛋白質は定常期において合成促進されていることが考えられる。

実際にSoxRは、定常期に発現量が増加することが報告されており【58】、グルタチオンの細

胞内含量は定常期初期に最大値を示す【59】。従って、ポリアミンは大腸菌の生存戦略に非

常に重要であり、その時々に必要な蛋白質の発現を促進することで、酸化ストレス下におい

て細胞の生存に寄与することが示唆された。 

これまでの研究により、ポリアミンが17種のポリアミンモジュロン蛋白質を翻訳レベルで

発現促進することを明らかにしており【20-29】、これらの蛋白質の多くはK2TeO3存在下にお

いても発現促進されていた (data not shown)。従って、これらポリアミンモジュロン蛋白質は

酸化ストレス下においても細胞増殖及び生存率の上昇に寄与している。加えて、大腸菌おい

て、酸化ストレス下、Put、Spd及びカダベリンが酸化ストレスからの防御に寄与することが報

告させていることからも、大腸菌において酸化ストレス下でポリアミンが非常に重要な役割

を担っていることが明らかである【60】。  
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第二章 スペルミジン構造類似体による高温適応機構の解明 

 

 

2-1 目的 

 

スペルミジン構造類似体はこれまでに、Spdを母体とし、炭素鎖の1つ少ないノルスペルミ

ジン (Nspd)、炭素鎖の1つ多いホモスペルミジン (Hspd) 及び腐敗アミンであるカダベリンに

アミノプロピル基が付与したアミノプロピルカダベリン (Apcad) の4種が同定されている 

(Fig. 14)。これらスペルミジン構造類似体はそれぞれ自然界に存在し、何種かの原核生物にお

いて生合成されており、様々な生理的意義を持つ。NspdはVibrio alginolyticusにおいて、バイ

オフィルム形成に寄与することが知られており【61】、HspdはAcinetobacter tartarogenesの細

胞内において細胞増殖に寄与していることが明らかとなっている【62】。さらに、大腸菌ポ

リアミン要求株であるDR112は通常のポリアミンの代わりにカダベリンからApcadが合成さ

れており、Apcadを合成することができない別のポリアミン要求株であるMA261と比べ、生育

速度が速い【45, 63】。また、高度好熱菌Thermus thermophilusにおいてはNspd、Spd及びHspd

とApcad以外のスペルミジン構造類似体を有しており、これらスペルミジン構造類似体が高温

環境下での生育に寄与している可能性が示唆されている【2, 3】。従って、本研究ではこれら

4つのスペルミジン構造類似体をMA261に添加した際の細胞増殖速度の変化を32oC、37oC及び

42oCで比較し、スペルミジン構造類似体間での生理的役割の差異を調べた。 
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Fig. 14 スペルミジン構造類似体の構造 

 

スペルミジン構造類似体の構造式を示す。Spdを母体とし、炭素鎖の1つ少ないノルスペル

ミジン (Nspd)、炭素鎖の1つ多いホモスペルミジン (Hspd) 及び腐敗アミンであるカダベリン

にアミノプロピル基が付与したアミノプロピルカダベリン (Apcad) の4種がこれまでに同定

されている。 
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2-2 材料と方法 

 

 

1) 大腸菌株と培養条件 

 

Spd取り込み能欠損株MA261 potD::Km及びPut、Spd取り込み能欠損株KK3131は以前当研究

室で作成したものを用いた【64, 65】。 

MA261及びMA261 potD::Kmの培養は、第一章と同様の方法を用いた。必要に応じて、50 

g/mL カナマイシン及び0.1 mM Nspd、Spd、Hspd及びApcadを添加し、32oC、37oC及び42oC

で培養した。 

 

 

2) スペルミジン構造類似体 

 

 本研究で用いたノルスペルミジン (Norspermidine、Nspd、33) 及びスペルミジン (Spermidine、

Spd、34) は和光純薬株式会社より購入した。ホモスペルミジン (Homospermidine、Hspd、44) 

及びアミノプロピルカダベリン (Aminopropylcadaverine、Apcad、35) は城西大学薬学部の高

尾浩一先生及び杉田義明先生のご厚意により分与していただいた【66, 67】。 

 

 

3) Western blotting法による特定蛋白質の検出 

 

 抗OppA、RpoE (24)、StpA、EmrR及びRpoD (70) 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。 

 スペルミジン構造類似体存在下及び非存在下、32oC、37oC及び42oCで培養したMA261をA540 

= 0.3で集菌した。cell lysateの作製及びWestern blotting法は第一章に従った。 

 

 

4) Dot blotting法によるpotABCD mRNAの検出 

 

 大腸菌MA261をスペルミジン構造類似体存在下及び非存在下でA540= 0.3まで培養し、8000

回転、5分、4oCで集菌した。全RNAの抽出並びにDot blotting法は第一章に従った。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P1 (5’-CGA CTT ACG AGT CGA ACG AAA CCA TGT ACG-3’) 及びP2 (5’-AGA ACG GTT 

CCA GAT GCC GAG GTT AAC-3’) 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、ECLTM Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (GE 

Healthcare) を用いてラベルした。 
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5) 細胞内ポリアミンの測定 

 

 大腸菌MA261、MA261 potD::Km及びKK3131は、スペルミジン構造類似体存在下及び非存

在下でA540= 0.3まで培養し、8000回転、10分、4oCで集菌した。菌体は10 mM Tris-HCl (pH 7.5)、

100 mM NaClを含む緩衝液で3回洗浄した。菌体を5% TCA (Trichloroacetic acid) で懸濁し、70oC

で15分インキュベーション後、氷中に30分間置き、12000回転、10分、4oCで遠心した。得られ

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【42】により蛋白定量を行った。 

 ポリアミン定量にはHPLCを用いた。測定は、TSK gel Polyaminepak (4.6 x 50 mm) カラムを

2本繋げ、BufferII [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、カラム温度50oC、流速0.20 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0.2 mL/min の割

合で溶離液と混和し、50oCで反応後、励起波長340 nm、蛍光波長455 nmの条件で検出した。

溶出時間はそれぞれNspdで42.5分、Spdで47.2分、Hspdで50.6分及びApcadで67.7分であった。 

 

 

6) 円偏光二色性 (CD) によるRNAの構造変化 

 

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、Mg2+及びスペル

ミジン構造類似体 (0 mM、0.1 mM、0.2 mM、0.4 mM、0.8 mM、1.6 mM、2.0 mM) ] を加え、

37oC及び42oC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。 

 

 

7) PotD蛋白質に対するスペルミジン構造類似体の解離定数 (Kd) の測定 

 

 PotD蛋白質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

【10】。 

 解離定数の測定にはCDを用いた。0.1 cmのキュベットにprotein solution [10 mM Tris-HCl (pH 

7.5)、50 mM KCl、5 M PotD protein、スペルミジン構造類似体 (0、2、4、6、8、10、20、40 

M) ] を加え、37oC及び42oCで測定した。測定条件はScan speed 50 nm/min、開始波長250 nm、

終了波長200 nmで行った。Kd値は、208 nmの吸光波長を用いて、double reciprocal plotより算出

した。  
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2-3 結果 

 

32oC、37oC及び42oCにおけるスペルミジン構造類似体によるMA261の細胞増殖速度変化 

 

これまでの研究で、原核生物はそれぞれ多種のポリアミンを有しており、特にSpdにおいて

は4種のスペルミジン構造類似体が同定されている。これらスペルミジン構造類似体はそれぞ

れバイオフィルム形成や生育などとの関わりが指摘されており、原核生物の生存に非常に重

要である。しかしながら、これらスペルミジン構造類似体の生理的意義並びに機能差異につ

いてはあまり研究されていない。そこで、本研究ではスペルミジン構造類似体 (Nspd、Spd、

Hspd、Apcad) をMA261に添加した際の細胞増殖速度の変化を32oC、37oC及び42oCで比較し、

スペルミジン構造類似体間での生理的役割の差異を調べた。 

初めに、スペルミジン構造類似体であるノルスペルミジン (Nspd)、スペルミジン (Spd)、

ホモスペルミジン (Hspd) 及びアミノプロピルカダベリン (Apcad) を大腸菌ポリアミン要求

株MA261に添加し、32oC、37oC及び42oCで培養した際の細胞増殖速度の変化を比較した。そ

の結果、どの温度においてもスペルミジン構造類似体非存在下と比較し、スペルミジン構造

類似体を添加したことで細胞増殖速度は著しく上昇した (Fig. 15A)。また、32oC及び37oCにお

いてApcadは、他のスペルミジン構造類似体と比較し、わずかに細胞増殖速度が遅かったが、

Nspd、Spd及びHspd間で大きな差は見られなかった。しかし、42oCではHspd添加により細胞増

殖速度が著しく上昇した。また、wild typeである大腸菌W3110においては、どのスペルミジン

構造類似体添加時にも生育速度に大きな差は見られなかった (data not shown)。 

次に、HPLCを用いて細胞内ポリアミン量を対数増殖期 (A540=0.3) で調べた。その結果、ス

ペルミジン構造類似体無添加時には僅かなSpdのみが確認されたが、スペルミジン構造類似体

を添加することで、細胞内にスペルミジン構造類似体が取り込まれることが明らかとなった 

(Fig. 15B)。また、これらスペルミジン構造類似体の中でもHspdは、どの温度においても細胞

内に多く取り込まれており、特に42oCにおいては、32oC及び37oCと比較し、Nspd、Spd及び

Apcadは細胞内ポリアミン量が低く、HspdはSpdの約2.5倍と顕著に多量のHspdが細胞内に取り

込まれていた。この結果から、Hspdによる42oCでのMA261の細胞増殖促進には、Hspdが多量

に取り込まれることが寄与している可能性が示唆された。 

 

 

MA261におけるスペルミジン構造類似体の細胞内への取り込み機構の解明 

 

これまでの研究で、大腸菌においてSpdはATP binding cassette transporterの一種である

PotABCDにより細胞内に取り込まれることが知られている【68】。そこで、これらスペルミ

ジン構造類似体の細胞内への取り込みにPotABCDが関与しているか検討するため、ペリプラ

ズムに存在し、Spdと結合する基質結合蛋白質であるPotDを欠損させたSpd取り込み能欠損株

であるMA261 potD::Kmを用いて細胞増殖及び細胞内ポリアミン量の変化を比較した【64, 69, 
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70】。その結果、スペルミジン構造類似体による細胞増殖促進効果はいずれの温度において

も著しく減少した (Fig. 16A)。しかしながら、32oCにおいてNspd添加時には、他のスペルミジ

ン構造類似体と比較し、細胞増殖が促進された。また、MA261 potD::Kmの細胞内ポリアミン

量を対数増殖期 (A540=0.3) で測定したところ、MA261と比較し、顕著に細胞内ポリアミン量

が低く、スペルミジン構造類似体が取り込まれていなかった (Fig. 16B)。このことから、スペ

ルミジン構造類似体は主にPotABCDを介し、細胞内に取り込まれることが明らかとなった。 

次に、Hspdだけが細胞内に多く取り込まれ原因を明らかにするため、PotABCDによるHspd

の取り込み機構を詳細に調べた。これまでの研究で、Spd-PotD蛋白質の複合体がpotABCDオペ

ロンの転写を抑制することが知られている【71】。そこで、スペルミジン構造類似体とPotD

蛋白質との親和性を測定した。その結果、37oC及び42oCにおいてPotD蛋白質との親和性はNspd

＞Spd＞Apcad＞Hspdとなり、特にHspdの親和性は著しく低かった (Table. 2)。そこで、スペル

ミジン構造類似体によるpotABCD mRNAの発現量の変化を比較したところ、Nspd、Spd及び

Apcad添加時にはpotABCD mRNAが有意に減少したが、Hspd添加時には有意な減少は見られ

なかった (Fig. 17)。また、PotD蛋白質の発現量においても、potABCD mRNAと同様に、Hspd

添加時にのみ有意な発現量の減少が見られなかった。以上の結果から、42oCにおいてHspdは、

potABCDオペロンの転写抑制が起きにくく、PotABCD蛋白質が持続的に発現することで、Hspd

が多く細胞内に取り込まれることが明らかとなった。 

 

 

スペルミジン構造類似体による蛋白質合成の促進及びmRNAの構造変化 

 

これまでの研究で、ポリアミンはmRNAに結合し、その構造を変化させることで種々の蛋

白質合成を翻訳レベルで促進し、細胞増殖及び生存率の維持に重要な役割を果たすことが明

らかとなっている【1】。そこで、スペルミジン構造類似体による細胞増殖促進機構を明らか

にするため、これまでに同定されているポリアミンモジュロンの中でも熱ストレスに関与す

る4種の蛋白質OppA (oligopeptide binding protein)、RpoE (24 transcription factor for heat shock 

response genes)、StpA (transcription factor for the genes of flagellin and ribosomal proteins) 及び

EmrR (negative transcription factor for the genes of drug excretion proteins) における発現量の変化

を37oC及び42oCにおいて比較した。その結果、37oCにおいてスペルミジン構造類似体により、

OppA、StpA及びEmrR蛋白質の発現量が上昇したが、RpoEの発現量に有意な差は見られなか

った (Fig. 18)。また、コントロールであるRpoD (70 transcription factor, a major  factor) にお

いてはスペルミジン構造類似体の有無に関係なく、発現量に差は見られなかった。 

一方、42oCにおいては、Hspdを添加することでOppA、RpoE、StpA及びEmrRすべての蛋白

質において他のスペルミジン構造類似体と比較し、蛋白質発現量が著しく増加した (Fig. 18)。

その際のRpoD蛋白質の発現量に差は見られなかった。これらの結果から、これらのRNAの構

造は42oCにおいて、より変化しやすくなっている可能性があり、また、Hspdは他のスペルミ

ジン構造類似体と比較し、RNAの構造を効果的に変化させる可能性が示唆された。 
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次に、oppA及びrpoE mRNA (Fig. 19A, E) におけるスペルミジン構造類似体を添加した際の

構造変化を円偏光二色性 (circular dichroism, CD) を用いて比較した。さらに、これまでの研

究で、スペルミジンは2本鎖RNAのbulged–out構造周辺の領域に結合し、構造変化させること

で、蛋白質合成の促進に寄与することが明らかになっているため、コントロールとしてbulged–

out構造を欠き、より安定的なRNAの構造を有するoppA + U及びrpoE -20 (U) RNA (Fig. 19C, 

G) においても、同様にCDの測定を行った。これら4種のCDスペクトルをFig. 19に示す。CD 

における波長208 nmのnegative bandの変化は、2本鎖RNAにおけるA formの安定性を示してい

るため【72】、208 nmにおけるnegative bandの相対強度を測定することで、スペルミジン構造

類似体を添加した際のRNAの構造変化を比較した。また、スペルミジン構造類似体添加時に

おけるoppA及びrpoE mRNAの解離定数 (Kd値) の測定には、RNAの構造安定化作用を有する

Mg2+においても同様に測定し、スペルミジン構造類似体添加時においては1 mM Mg2+存在下

において検討を行った。その結果、37oC及び42oCどちらの温度においても、HspdによるoppA

及びrpoE mRNAの構造変化が他のスペルミジン構造類似体と比較し、より効果的に起きてお

り (Fig. 20A, C)、どちらのmRNAにおいてもスペルミジン構造類似体により安定化されてい

た。また、37oC及び42oCにおけるKd値からスペルミジン構造類似体は37oCと比べ、42oCにおい

て、より効率的にRNAの構造を変化させることが明らかとなった。一方、oppA + U及びrpoE -

20 (U) RNAにおける37oC及び42oCでのスペルミジン構造類似体による構造変化は、wild type

と比較し、著しく弱かった。これらの結果から、Hspdは42oCにおいて他のスペルミジン構造

類似体と比較し、より効果的にRNAの構造を変化させることが明らかとなった。 
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Fig. 15 大腸菌ポリアミン要求株MA261にスペルミジン構造類似体を添加した際の細胞増

殖及び細胞内ポリアミン量の変化 

 

大腸菌ポリアミン要求株MA261を用いて、スペルミジン構造類似体を添加した際の細胞増

殖速度の変化を32oC、37oC及び42oCと培養温度を変化させ検討した (A)。同様の条件下で

MA261を培養後、A540=0.3で集菌し、細胞内ポリアミン含量を測定した (B)。値はmean±SE 

(n=5) で表す。 
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Fig. 16 大腸菌 Spd 優先取り込み系 PotABCD の基質結合蛋白質である PotD を欠損させた

際の細胞増殖及び細胞内ポリアミン量の変化 

 

大腸菌Spd優先取り込み系PotABCDの中でも、基質であるSpdと結合し、Spdの取り込みに重

要であるpotD遺伝子を欠損させた菌株MA261 potD::kmを用いてスペルミジン構造類似体添加

による細胞増殖 (A) 及び細胞内ポリアミン量 (B) の変化を比較した。値はmean±SE (n=5) 

で表す。 
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Table 2 

 

        

値は mean±SE (n=5) で表す。 

  

Kd (M) 

Polyamine 37oC 42oC

Nspd 0.12.4 3.7 0.2

Spd 3.2 0.1 5.4 0.1

Hspd 8.8 0.4 13.0 0.2

Apcad 5.8 0.2 8.0 0.4

Affinity of triamines for PotD protein
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Fig. 17 スペルミジン構造類似体によるpotABCD mRNA及びPotD蛋白質の発現量の変化 

 

potABCD mRNA (A) 及びPotD蛋白質 (B) の発現量の変化を37oC及び42oCにおいて、スペル

ミジン構造類似体の有無で比較した。値はmean±SE (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. 18 スペルミジン構造類似体によるポリアミンモジュロン蛋白質の発現量の変化 

 

これまでに同定されているポリアミンモジュロンの中でもOppA、RpoE (24)、StpA及び

EmrRの発現量の変化を37oC及び42oCにおいて、スペルミジン構造類似体の有無で比較した。

コントロールとしてRpoD (70) 蛋白質を用いた。値はmean±SE (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. 20 円偏光二色性 (CD) によるOppA WT、OppA +U、RpoE WT及びRpoE -20 (U) 

RNAの構造変化解析 

 

OppA WT、OppA +U、RpoE WT及びRpoE -20 (U) RNAの208nmにおける構造変化をスペル

ミジン構造類似体ごとに解析した。値はmean±SE (n=5) で表す。*はp < 0.05、**はp < 0.01を

表す。 
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2-4 考察 

 

一般的に原核生物においてポリアミンとしてはPut及びSpdが多く含まれているが、一部の

原核生物ではSpdではなく、Nspd、HspdやApcadなどのスペルミジン構造類似体を有するもの

も存在する【61-63】。そこで、本研究ではスペルミジン構造類似体を添加した際の変化を比

較し、スペルミジン構造類似体間での生理的役割の差異を調べた。 

初めに、大腸菌ポリアミン要求株MA261におけるスペルミジン構造類似体を添加した際の

細胞増殖の変化を32oC、37oC及び42oCで比較したところ、温度変化及びスペルミジン構造類

似体間においても細胞増殖に違いが見られた。この結果は、スペルミジン構造類似体のRNA

への効果が異なることや、温度変化によるスペルミジン構造類似体の細胞内への取り込み活

性の差異に依存することが考えられる。特に42oCにおいてHspdは、より効果的に細胞内に取

り込まれていた (Fig. 15B)。通常Spdが細胞内に取り込まれると、細胞内においてPotD-Spd複

合体が形成され、potABCDオペロンの転写抑制が起きるが、HspdはPotDとの親和性が弱いた

め、PotD-Hspd複合体を形成し辛い。その結果、PotD-Hspd複合体によるpotABCDオペロンの抑

制効果は弱く、持続的にPotABCD蛋白質が発現することで、細胞内にHspdが多く取り込まれ

ていた (Fig. 17)。さらに、potD遺伝子を欠損させた菌株MA261 potD::kmにおいて、32 oCでNspd

が細胞内に取り込まれ、細胞増殖が促進していた (Fig. 16)。他のスペルミジン構造類似体は

取り込まれておらず、他のポリアミン輸送系を欠損させたKK3131においても、同様にNspdが

細胞内に取り込まれていた (data not shown) ことから、大腸菌においてNspdのみを取り込む

新規輸送系の存在が示唆された。NspdはVibrio alginolyticusにおいて、バイオフィルム形成に

寄与する【61】一方、最近の研究でPseudomonas aeruginosaのバイオフィルム形成を逆に抑制

し、形成されたバイオフィルムを破壊することが見出されている【73】。従って、大腸菌にお

いてNspdは低温下において、未知のトランスポーターにより取り込まれることで、細胞増殖

やバイオフィルム形成に影響を与える可能性が示唆される。 

また、4種のスペルミジン構造類似体 (Nspd、Spd、Hspd、Apcad) をそれぞれ添加時及び測

定温度の変化時 (32oC、37oC、42oC) における細胞増殖及び蛋白質合成を調べた。その結果、

32oCにおいて最も短いスペルミジン構造類似体であるNspdが、42oCにおいては長いスペルミ

ジン構造類似体であるHspdが効果的に細胞増殖を促進した (Fig. 15A)。一方、Apcadはどの温

度においても他のスペルミジン構造類似体と比較し、効果が弱く、細胞増殖速度が遅かった。

これは、Apcadが他のスペルミジン構造類似体と比較し、RNAとの相互作用が弱いことに起因

する (Fig. 20)。RNAのリン酸基間の距離は、平均的にmajor grooveにおいて6.35Å、minor groove

では5.20Åであることが知られており【protein Data Bank code 1570】、Spdを構成するジアミノ

ブタン基及びジアミノプロパン基においては、アミノ基間の長さはそれぞれ6.2Å及び5.0Åと

リン酸基間の距離と類似している【74】。一方、Apcadが有するジアミノペンタン基において

は約7.4Åと、リン酸基と効果的に相互作用するには長すぎる可能性が考えられる。そのため、

Apcadにおけるアミノ基間の炭素鎖数が5つであることで、RNAにおけるリン酸基との相互作

用が他のスペルミジン構造類似体の持つ炭素数3つ又は4つの場合と比較し、減弱する可能性
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が示唆された。このことから、ポリアミンが効果的にRNAの構造を変化させるには、アミノ

基間の距離も非常に重要であることが明らかになった。また、どのRNAにおいても、37 oCと

比較し、42 oCにおいてスペルミジン構造類似体が効果的にRNAの構造を変化させていた (Fig. 

20)。これは高温下において、RNAの高次構造を形成している水素結合が不安定となり、構造

変化を引き起こしやすくなったためであると考えられる。従って、Hspdは42 oCにおいて、細

胞内に多く取り込まれることに加え、RNAの構造を他のスペルミジン構造類似体と比較し、

効果的に変化、安定化させることで蛋白質合成を翻訳レベルで促進し、高温下での細胞増殖

に寄与していることが明らかとなった。 

また、スペルミジン構造類似体によるRNAの相互作用を検討すると同時に、細胞内でRNA

の安定化に寄与すること知られているMg2+においても検討を行ったが、Mg2+はRNAを十分に

構造変化させるには至らなかった。これまでの研究の中でも、大腸菌及びラット肝臓でのセ

ルフリー蛋白質合成システムにおいて、ポリアミンの細胞内至適濃度はPut＞Spd＞Spmとな

っており、また、ポリアミンが至適なMg2+濃度を低下させることを明らかになっている【75】。

このことから、Mg2+単独ではRNAの構造を十分に変化させ、安定化するには至らないが、生

体内においてポリアミンとMg2+が協調的に働くことで、Mg2+が安定化することが出来ない2本

鎖RNAのbulged-out構造の近傍を安定化し、RNAの安定化に寄与している可能性が考えられた。

また、以前同様にMA261を用いて37oCにおける OppA及びRpoE蛋白質の発現量の変化を調べ

た際には、ポリアミン無添加時と比較し、それぞれ5.1倍、2.3倍であり、本研究と差異が見ら

れた【26, 76】。これは前回の研究時にはSpdではなくPutを添加していたため、Spdに加えPut

も多量に細胞内に存在していたこと、さらに集菌のタイミングをA540=0.5からA540=0.3に変え

たことが原因であると考えられる。 

ポリアミンはほぼすべての生物が有しており、その欠損は致死的な影響を及ぼす。そのた

め、多くの原核生物においてRNAと相互作用し、RNAの安定化に寄与するのに適したポリア

ミンを合成することによって環境温度に適応することが考えられる。例えば、高度好熱菌

Thermus thermophilusは、Spmよりも長鎖のポリアミンや分岐したポリアミン等の特殊ポリア

ミンを合成することで78oCという高温下でも生育することが出来る【2, 3】。このように、生

育温度でのRNAの構造及び可動性と特殊ポリアミンとの分子相互作用を研究することは、ポ

リアミンの生理的意義を研究する上で非常に重要である。 

本研究によりスペルミジン構造類似体の中でもHspdが大腸菌における高温条件下での細胞

増殖を促進することを見出した。このような生育限界温度の上昇は、発酵生産などの産業面

において非常に有用である。特に酢酸菌などの有用発酵微生物では、一般的な生育環境温度

が15-25 oCと低温であることから、発酵生産には厳密な温度管理が必要となる。従って、Hspd

のような生育温度を向上させることのできる化合物は、発酵生産をより簡易的な設備で簡便

に行える新規発酵生産技術の開発に繋がると期待される。 
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結論 

 

本研究では、原核生物におけるポリアミンのストレス下での生理的役割を明らかにするた

め、酸化ストレス及び高温下におけるポリアミンの適応化機構の解明を行った。 

第一章では、大腸菌における酸化ストレス下でのポリアミン役割を調べた。ポリアミン非

存在下において、酸化ストレス添加により、細胞増殖及び生存率は大きく減少したが、ポリ

アミンの添加により、細胞増殖及び生存率は回復し、酸化ストレス除去に重要なグルタチオ

ンの細胞内含量は2～3倍と著しく増加した。そこで、酸化ストレスの除去に関与する新規ポ

リアミンモジュロンを探索したところ、soxR、emrR及びgshAの3種の遺伝子を新規ポリアミン

モジュロンとして同定した。これら新規ポリアミンモジュロン蛋白質の過剰発現株では、ポ

リアミン非存在下において酸化ストレスへの抵抗性が向上することを見出し、SoxR、EmrR及

びGshAが酸化ストレスの除去に重要であることを明らかにした。また、EmrR及びGshAはグ

ルタチオン合成の促進に寄与する一方、SoxRは定常期におけるストレス除去に大きな役割を

果たすポリアミンモジュロンであるRpoSと共に、下流の様々な遺伝子 (katE、katG、soxS、sodA

など) の転写を制御することで酸化ストレスの除去に寄与していた。従って、ポリアミンは

SoxR、EmrR、GshA及びRpoSの合成を促進し、グルタチオン合成及び酸化ストレス除去に重

要な遺伝子の発現を制御することで、酸化ストレスへの抵抗性を向上させることが明らかと

なった。 

第二章では生育温度を変化させ、スペルミジン構造類似体 (Nspd、Spd、Hspd、Apcad) を

添加した際の細胞増殖、蛋白質発現量及びRNAの構造変化を調べた。スペルミジン構造類似

体添加時における細胞増殖の変化を比較したところ、高温条件下である42oCにおいて、Hspd

が細胞増殖を促進することを見出した。この時、Hspdは細胞内へと多量に取り込まれていた。

これは、Hspdが大腸菌のSpd優先取り込み系であるPotABCDの負のフィードバック機構によ

る取り込み抑制を起こしづらく、持続的に取り込まれることが要因であった。また、42oCに

おいてHspdは、RNAの構造をより効果的に変化させることで、いくつかのポリアミンモジュ

ロン蛋白質合成を促進していた。従って、Hspdは高温環境下において、他のスペルミジン構

造類似体と比較し、細胞内に多く取り込まれること、及びRNAの構造を効果的に変化させ、

蛋白質合成を促進することで、高温環境下に適応していることが明らかとなった。 

これまでの研究を含め、本研究により大腸菌におけるポリアミンモジュロンが20種同定さ

れた。これらポリアミンモジュロンの多くが直接、若しくは間接的にストレス除去に寄与す

る遺伝子であると共に、その多くが転写因子であるため、ポリアミンは多種の遺伝子発現を

制御することで、ストレスの除去に関与している。また、ポリアミンはその構造の違いによ

り、生理機能が異なることを明らかにし、高温適応化にHspdが重要であることを見出した。

従って、本研究により原核生物はそれぞれの有するポリアミンによりRNAの構造変化を通し

て、種々の蛋白質発現を促進することで、環境中のストレス除去に寄与していることが示さ

れた。 
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