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　教育・研究概要

　ポリアミン（プトレッシン，スペルミジン，スペ

ルミン）はあらゆる細胞に含まれる生理活性分子で

あり，細胞増殖に必須である。増殖刺激により細胞

内ポリアミン濃度が顕著に上昇する一方，ポリアミ

ンの過剰蓄積を防ぐフィードバック調節機構が存在

する。アンチザイム（AZ）はこのフィードバック

機構の中核を成すタンパク質で，ポリアミンによっ

て誘導され，ポリアミン合成の律速段階を触媒する

オルニチン脱炭酸酵素（ODC）の分解促進と，ポ

リアミン輸送体の阻害によって，細胞へのポリアミ

ン供給を遮断する。AZ は広く真核細胞に保存され，

哺乳動物には 3 種のパラログ（AZ1～3）が存在する。

さらに，これらの AZ は 2 種類のアンチザイム・イ

ンヒビター（AZIN1,2）とよばれる調節タンパク質

によって負に制御される。当講座の研究目標は，こ

のような多数のタンパク質を介する複雑な調節シス

テムの存在意義と，各調節タンパク質の機能分担の

解明，およびそれらに資する研究手法の開発である。

I.　AZの個体レベルでの生理機能
　1.　AZ1 ノックアウトマウスにおけるポリアミ

ン・アセチル化の臓器特異性

　AZ1 欠損マウスでは組織ポリアミン含量が著増

する。尿中ポリアミンを解析した結果，アセチル化

ポリアミンの排泄が増加することから，アセチル体

を経由するスペルミジン ,  スペルミンの分解が組織

中で亢進していることが示唆された。実際にスペル

ミジン／スペルミン N 1-アセチルトランスフェラー

ゼ（SSAT）活性を測定したところ，肝臓や脾臓で

は高値を示したが，脳や心臓ではあまり変化がな

かった。また，AZ1 ノックアウトマウス各臓器に

おける SSAT 活性の増加と，残存する AZ2 活性と

の間に有意な逆相関関係を見いだした。AZ2 活性

の低い臓器ではポリアミンの取込みが増え SSAT

活性が誘導されたと考えられた。

　2.　ポリアミンの強制投与実験

　ポリアミン過剰摂取に対する AZ1 の防御機能を

明らかにするため，AZ1 欠損マウスとその対照動

物に通常の摂取量の 10 倍のスペルミジンを 1 週間

経口投与する実験を行った。投与中，AZ1 欠損マ

ウスに対照よりも顕著な体重減少を認め，投与終了

後 AZ1 欠損マウスは対照に比較して，全血中のポ

リアミンが約 3 倍，肝組織中のポリアミンが 1.5 倍

高値であった。一方脳組織中のポリアミン濃度は差

がなかった。以上より，特に AZ1 欠損体では，過

剰なスペルミジン経口摂取により体内ポリアミン動

態が大きな影響を受けることが示唆された。

　3.　AZIN1 ノックアウトマウスの解析

　AZIN の個体レベルでの機能を明らかにするため

に，AZIN1 ノックアウトマウスを取得し解析を進

めた。戻し交配により C57BL／6 および BALB／c

系統の遺伝背景とした AZIN1 ホモ欠損マウスは部

分胎生致死であることを確認した。AZIN1 欠損マ

ウスの生化学的解析では，肝組織中のプトレッシン，

スペルミジンの低下，尿中ポリアミン排泄量の低下

を認めた。

II.　AZ2の特異機能の解析
　1.　AZ2 と c-Myc の分子間相互作用の解析

　これまでに AZ2 と相互作用する傍腫瘍性小脳変

性疾患関連タンパク質（CDR2）の解析を行ってきた

が， そ の 過 程 で 既 知 の CDR2 結 合 分 子 で あ る

c-Myc が，AZ2 とも相互作用することが示唆され

た。そこで，ヒト由来 293-F 細胞に HA または

FLAG タグを付加した AZ2 と c-Myc を発現させ

プルダウンアッセイを行ったところ，両分子の相互

作用が確認された。さらに，COS-7 細胞に AZ2 と

c-Myc を蛍光タンパク質との融合タンパク質とし

て発現させ，細胞内局在を検討したところ，単独で

は核と細胞質に分布する AZ2 が，c-Myc と共発現

させるとほとんどが核内で c-Myc と共局在するよ

うになったことから，両分子の細胞内における相互

作用が示された。さらに AZ2 は細胞内で ODC の

タンパク質分解を促進する機能を持っているので，

c-Myc の分解への影響を検討した。タグを付加し

た c-Myc を単独または AZ2 と 293-F 細胞に共発

現させ，タンパク質合成阻害薬シクロヘキシミドを

添加して c-Myc の半減期を測定すると，AZ2 の存

在下では c-Myc の分解が明らかに促進された。

　2.　腎臓における AZ2 相互作用分子

　これまでに，酵母ツーハイブリッド法，動物細胞

を用いたプルダウンアッセイ，および蛍光タンパク

質タグによる細胞内局在の解析により，マウス腎臓

cDNA ライブラリーより 2 つの AZ2 相互作用分子

を同定した。このうち Zinc finger HIT domain-

containing protein 1（Znhit1）は腫瘍抑制タンパク

質 p53 と結合することが知られているので，タグ
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を付加した 3 種のタンパク質 FLAG-Znhit1，myc-

AZ2 および myc-p53 を HEK293 細胞内に発現さ

せ，プルダウンアッセイを行ったところ，p53 の発

現を増加させると Znhit1 と結合する AZ2 が減少し

た。これは，AZ2 および p53 が Znhit1 に対して競

合的に結合することを示唆している。

III.　 AZシュードノットを標的とするRNA結合

ペプチド選択系の改良
　ポリアミンによる AZ の発現誘導は，高等動物で

は他に例のない翻訳フレームシフトの促進による。

AZ の mRNA には，翻訳フレームシフトの信号配

列としてはたらくシュードノットとよばれる高次構

造が存在するが，その作用機構は不明である。以前

の研究で，AZ シュードノットの作用機構解析を目

的として，AZ1 シュードノットに結合する人工

RNA 結合ペプチドを，大腸菌を利用するランダム

ペプチドライブラリーからのスクリーニング系を用

いて選別したが，同定には至らなかった。この系は，

バクテリオファージλの N タンパク質とその結合

標的 boxB RNA を中心とした複合体による抗転写

終結作用を利用したものであり，boxB を標的

RNA，N タンパク質をライブラリーとの融合タン

パク質にそれぞれ置換することが可能である。AZ1

シュードノット結合ペプチドの取得に至らなかった

理由として，boxB 部位に導入可能な RNA のサイ

ズに限界があると仮定し，boxB のステムを伸長し

た変異体を解析したところ，結合活性が大幅に低下

した。一方，この活性低下は boxB の上流に位置す

る boxA と間のスペーサーの伸長により部分的に

回復した。この知見は，新規の AZ シュードノット

結合ペプチド取得のための系の改良のために有用で

ある。

IV.　 ポリアミン結合RNAアプタマーの取得と解

析
　がん患者では尿中ポリアミン排泄量が増加してお

り，その免疫学的測定が悪性腫瘍の診断に応用され

ている。しかし，現存する抗ポリアミン抗体は親和

性，特異性とも不十分であり，ポリアミン分子間の

微細な構造の差をうまく区別できない。RNA アプ

タマーは，ランダム RNA プールより結合活性を指

標に単離する SELEX 法によって得られる機能性

RNA であり，抗体よりも微細な構造の差異を識別

する能力に優れ，生体分子の新規検出・解析ツール

として注目されている。そこで RNA アプタマーを

利用して生体試料から各種ポリアミンを特異的に検

出する系を開発することを目的に，まずスペルミン

を標的に RNA アプタマーの取得を行なった。その

結果，スペルミンに対して高い結合活性を持つ

RNA アプタマーを 2 種類取得した。これらの

RNA アプタマーはプトレッシンには結合せず，ス

ペルミジンには弱いながらも結合活性を持ってい

た。2 種類のアプタマーには保存された構造モチー

フが存在し，結合に重要であることが推測された。

現在，他のポリアミンに対しても RNA アプタマー

の取得を試みている。

　「点検・評価」
　1.　教育

　教育活動の中心は 2 年生前期の基礎医科学Ⅰの分

子から生命へ（講義，演習，実習）である。特に生

化学講座とともに全教員が取り組んだ演習・実習で

は，演習・実習相互および講義との間の連携をとり，

討論を重視して思考を促し，学生の興味を引き出す

ことに努めた。その他，所属教員は医学総論Ⅰ演習，

基礎医科学Ⅱ，臨床基礎医学Ⅰ（栄養科学，行動科

学，症候学演習），医学英語専門文献抄読，研究室

配属，および選択実習の各カリキュラムを担当した。

　2.　研究

　RNA アプタマーの応用が新たに講座の研究テー

マに加わった。その他 AZIN ノックアウトマウス

の解析や，海外との共同研究が実を結んでいる。
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