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分 子 生 物 学 講 座

教　授：松藤　千弥 生化学・分子生物学
講　師：小黒　明広 分子生物学
講　師：村井　法之 生化学・分子生物学

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）は全ての細胞中に多量に存在する低分子生
理活性物質で，主に核酸に結合し，遺伝子発現や細
胞の増殖・分化に重要な役割を果たしている。ポリ
アミンは増殖の盛んな細胞内で増加するため，がん
のバイオマーカーとしても有用である。ポリアミン
はアミノ酸を材料とする生合成と細胞外からの取り
込みによって供給されるが，その両方がアンチザイ
ム（AZ）により負に調節される。AZ の発現には
翻訳フレームシフトが必要であり，その効率は細胞
内のポリアミン濃度により規定され，この負の
フィードバックシステムにより細胞内ポリアミン量
が調節されている。AZ は哺乳類では AZ1～３の３
種類が存在し，さらに AZ は２種類のアンチザイム
インヒビター（Azin1，２）により機能阻害される。
我々はポリアミンの調節系の生物学的意義と分子機
構を解明し，さらにそれらを利用した研究および診
断ツールの開発を目指している。

Ⅰ．AZ2による c‒Mycの分解機構とその意義
我々はこれまでに AZ2 が哺乳動物培養細胞にお

いて c‒Myc の分解を促進することを見出し，UV
照射による c‒Myc のユビキチン非依存的分解に
AZ2 が関与している可能性を示した。本年度は
AZ2 が介する c‒Myc 分解の他のシグナルを探索す
る目的で，低酸素環境下における c‒Myc 分解への
AZ2 の関与について解析を行った。c‒Myc は低酸
素環境下においてユビキチン依存的また非依存的に
プロテアソームにより分解されるという報告がある。
そこで培養細胞を低酸素環境下にて培養し，シクロ
ヘキシミドによる内在性 c‒Myc の分解をウエスタ
ンブロッティングより確認した。さらに siRNA に
よる AZ2 のノックダウンを行い c‒Myc の分解につ
いて解析した。その結果，AZ2 のノックダウンに
より c‒Myc の分解が抑制された。低酸素環境にお
いて細胞内のポリアミン濃度が上昇するという報告
があることから，低酸素によるポリアミンに濃度上
昇より AZ2 が誘導され c‒Myc の分解が促進されて
いることが示唆された。

Ⅱ．アンチザイムのフレームシフト機構と蛍光タン
パク質を利用した細胞内ポリアミンの蛍光モニ
タリングシステムによるがん細胞の可視化

AZ の発現機構と蛍光タンパク質による可視化技
術を融合し，ポリアミンが高値となっているがん細
胞を可視化することを目的として開発研究を継続し
ている。昨年度は，AZ のフレームシフト配列を２
つの蛍光タンパク質の間に連結したコンストラクト
を作製したがポリアミン応答性を確認できなかった。
本年度は，AZ1 mRNA の全コード領域を用い，フ
レームシフト部位下流のシュードノット構造の直後
に緑色蛍光タンパク質（EGFP）遺伝子を挿入した
改良型コンストラクトを培養細胞に導入してポリア
ミン応答性を調べた。培地にプトレッシンを添加し
た場合と，オルニチン脱炭酸酵素（ODC）の阻害
剤であるジフルオロメチルオルニチン（DFMO）
を添加しポリアミン濃度を低下させた場合を比較し
た結果，ポリアミン添加により明らかな EGFP の
蛍光強度の増加と，ウエスタンブロッティングによ
る翻訳フレームシフト産物の増加が確認された。

Ⅲ．尿毒素物質ポリアミンの成体造血への影響
AZ1のノックアウトは，体内のポリアミンの増加，

重篤な貧血と部分胎生致死を伴う多能性骨髄前駆細
胞の減少をもたらすことを報告してきた。腎排泄性
であるポリアミンは腎不全時に体内に蓄積するため，
尿毒素物質としても知られている。慢性腎不全患者
の 10～15％はエリスロポイエチン（EPO）治療抵
抗性を示す。その原因は分かっていないが，ポリア
ミンの蓄積が EPO 抵抗性の造血分化障害をもたら
す可能性がある。そこで成体骨髄造血がポリアミン
負荷の影響を受けるかどうか調べるために，基礎配
合飼料にポリアミン添加し，野生型マウスに摂食さ
せて骨髄造血細胞への影響を解析した。その結果，
ポリアミン負荷は成体骨髄の多能性前駆細胞の減少
をもたらすことが明らかとなった。この結果は，ポ
リアミンの蓄積が慢性腎不全患者の EPO 抵抗性貧
血の一因となりうることを示唆する。

Ⅳ．選択的スプライシングにより生じる新規 Azin1
産物の解析

ポリアミンを正方向に調節する Azin1 は，増殖
刺激やがん化に伴って誘導され，ポリアミンにより
翻訳調節や分解調節を受ける。遺伝子トラップ法に
より作製した Azin1 変異マウスでは組織プトレッ
シンが低下するが，低レベルの Azin1 発現が検出
され，遺伝子トラップを回避する機構の存在が考え
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られた。昨年度，選択的スプライシングによって生
じた多種の Azin1 転写産物を見出し，その一部は
Azin1 変異マウスで発現が大きく変動していた。今
年度はさらに，遺伝子トラップの挿入配列の下流に
新たに５つの選択的転写開始点（TSS1‒5）を同定
した。TSS1‒3 は通常の翻訳開始部位の上流に位置
し，Azin1 変異マウスの全長 Azin1 の発現はこれ
らから転写されたものと推定された。TSS4 は正常
の翻訳開始コドンの下流に位置し，ここからの転写
産物は N 末端側アミノ酸を欠く短いタンパク質

（Azin1ΔN）をコードする。また，エキソン７が 5’
側に延長され，新たな終結コドンを生じて C 末端
側約 70％を欠いた Azin1 タンパク質（Azin1ΔC）
をコードする新たなスプライシングバリアントを同
定した。Azin1ΔN と Azin1ΔC は AZ 結合活性を
保持していた。マウス胎仔由来繊維芽細胞において
Azin1ΔC と全長 Azin1 の mRNA の発現はポリア
ミンにより相反的な制御を受けた。この結果はポリ
アミン調節性スプライシングが Azin1 の機能を調
節する可能性を示唆する。

Ⅴ．スペルミン結合アプタマーの結合領域の解明
RNA アプタマーは，ランダムな配列を持つ RNA

ライブラリーから標的分子との結合を指標に選別さ
れる機能性 RNA であり，標的分子の検出・解析
ツールとして利用されたり，標的の結合配列/モチー
フの解析に用いられる。我々はポリアミンに結合す
るアプタマーを用いて，未だ核酸に対する機能が不
明なポリアミンの結合配列/モチーフを解明し，さ
らにアプタマーによるがんの診断系の開発を行って
いる。昨年度までに我々が取得したスペルミンに結
合するアプタマーは，２つのステムループ構造を持
つことが予測されるが，このうち強い結合活性を有
している 3’側のステムループ構造中のスペルミン結
合領域の解析を行った。3’側のステムループ構造は
ACA/C で形成される bulge out 構造を有している
が，この bulge out 構造を塩基対合させる変異を導
入したところ，アプタマーの結合活性は著しく低下
した。また，この構造に隣接する A‒U 塩基対を他
の塩基対や対合を作らない組み合わせにすると結合
活性が下がった。またその隣に存在する G‒U 塩基
対は NMR スペクトル解析においてスペルミンとの
相互作用が示唆された。以上のことから bulge out
領域とこれに隣接する２塩基対よりなるステム領域
が結合に重要であることが分かった。

Ⅵ．卵巣明細胞腺癌における発癌分子機構の解明
卵巣癌のうち日本人に比較的高頻度であり，治療

抵抗性の明細胞腺癌（CCC）では 17q21‒23 の増幅
が約 40％の頻度で見つかる。この領域にコードさ
れるフォスファターゼ PPM1D が原因遺伝子のひと
つと考えられているが，その過剰発現の頻度は
10％であり，他の遺伝子の関与が示唆されている。
他の臓器の癌において高頻度に高発現することが知
られている microRNA‒21（miR‒21）は，17q21‒23
に局在する TMEM49 遺伝子にコードされ，その標
的として癌抑制遺伝子 PTEN が報告されている。
我々は，17q21‒23増幅によりmiR‒21が過剰発現し，
PTEN タンパク質の低下が発癌に関与する可能性
を 考 え，CCC の 臨 床 検 体 を 用 い て miR‒21 と
PTEN の発現を解析している。実際に 17q21‒24 領
域の増幅を認めた症例の一部では miR‒21 の高発現
と PTEN 発現低下が見られることが明らかになっ
た。

　「点検・評価」
１．教育
主に２年生前期の基礎医科学Ⅰ「分子から生命へ

（講義，演習，実習）」を生化学講座，DNA 医学研
究所および生化学研究施設と共同で担当した。演
習・実習および講義との間で連携をとり，学生の興
味を引き出し，思考を促すことに注意を払った。ま
た演習と実習では少人数のグループに班分けを行い，
自己学習とそれを基にしたディスカッションを通し
て学生間での意見交換の重要性について理解を深め
させるように努めた。実習では口頭試験を導入して
おり，知識を覚えるだけでなく論理的に理解し，説
明できるように促し，それを評価するように努めた。
また次年度において新たな実習内容で行なえるよう
準備を進めた。その他，所属教員は医学総論，基礎
医科学Ⅱ，臨床基礎医学Ⅰ，医学英語文献抄読，研
究室配属，選択実習の各カリキュラムを担当した。
また大学院教育においても共通カリキュラムの講義
を担当した。
２．研究
これまでの研究を継続して推進しつつ，新たな

テーマでの研究も立ち上がり，その成果も徐々に結
実しつつある。研究業績としてコンスタントに国内
外の学会等で発表を行っており，論文発表の準備も
進められている。
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研　究　業　績
Ⅲ．学会発表
 1）Oguro A, Matsufuji S. Analyses of the binding 

manner of in vitro selected RNA to polyamine. RNA 
2011 （16th Annual Meeting of the RNA Society and 
RNA Society of Japan 13th Annual Meeting）. Kyoto, 
June.

 2）Matsufuji S. Regulation of c‒Myc by antizyme 2 
and its biological significance. Gordon Research Con-
ference on Polyamines. Waterville Valley, June.

 3）Murai N, Matsufuji S. Novel c‒Myc degradation 
pathway mediated by antizyme 2. Gordon Research 
Conference on Polyamines. Waterville Valley, June.

 4）Murakami Y, Ohkido M, Murai N, Matsufuji S. 
（Poster）Expression analysis of antizyme inhibitor 1. 
Gordon Research Conference on Polyamines. Water-
ville Valley, June.

 5）Oguro A, Matsufuji S. Binding Manner of in vitro 
Selected RNA against Spermine. Gordon Research 
Conference on Polyamines. Waterville Valley, June.

 6）大城戸真喜子，原　孝彦（都医学研），松藤千弥．
限界希釈法を用いた AZ1 ノックアウトマウス胎仔肝
由来 KSL 細胞の増殖能の検討．第４回トランスグル
タミナーゼ研究会&日本ポリアミン学会合同学術集会．
京都，９月．

 7）松藤千弥．アンチザイムの分子進化．第 84 回日本
生化学会大会．京都，９月．

 8）村井法之，松藤千弥．アンチザイム２による c‒
Myc の分解促進．第 84 回日本生化学会大会．京都，
９月．

 9）村上安子，大城戸真喜子，滝沢浩子，村井法之，松
藤千弥．アンチザイムインヒビター１の発現解析．第
128 回成医会総会．東京，10 月．

 10）Oguro A, Matsufuji S. Isolation and evaluation of 
anti‒polyamine aptamer as a diagnostic tool. 2011 
Cold Spring Harbor Laboratory Meeting on RNA & 
Oligonucleotide Therapeutics. Cold Spring Harbor, 
Dec.

 11）Oguro A, Matsufuji S. Binding manner of anti‒
spermine aptamer reveals a preferential RNA struc-
ture for spermine. 第 34 回日本分子生物学会年会．横
浜，12 月．

 12）小黒明広，松藤千弥．RNA アプタマーを用いたス
ペルミン結合モチーフの解明．日本ポリアミン学会第
３回年会．さいたま １月．

 13）藤枝裕大１），柳田明日美１），小黒明広，松藤千弥，
河合剛太１）（１千葉工大）．スペルミンに結合する RNA
アプタマーの結合様式の解析．日本ポリアミン学会第
３回年会．さいたま １月．

薬 理 学 講 座

教　授：籾山　俊彦  中枢シナプスの生理学およ
び薬理学

教　授：木村　直史  呼吸・循環調節の生理学・
薬理学，医学教育

講　師：大野　裕治 内分泌薬理学
講　師：西　　晴久  内分泌薬理学，アレルギー

学
講　師：石川　太郎  中枢神経の生理学および薬

理学

教育・研究概要
Ⅰ．大脳基底核・前脳基底核シナプス伝達に関する
研究（籾山俊彦）

前脳基底核は中枢アセチルコリン性ニューロンの
起始核であり，記憶，学習，注意等の生理的機能と
密接に関係するとともに，その病的状態としてアル
ツハイマー病との関連が示唆されている。また，線
条体は運動制御を司る中枢として，パーキンソン病
等大脳基底核関連疾患と関連している。これらの中
枢部位の興奮性および抑制性シナプス伝達機構およ
び修飾機構につき，ニューロン同定の新たな手法を
導入しつつ，電気生理学的解析および形態学的解析
を行ない，伝達物質遊離制御における特定のドーパ
ミン受容体と特定のカルシウムチャネルの選択的共
役，およびその生後発達変化を明らかにした。また，
細胞内リン酸化酵素系の異常によって大脳基底核機
能，シナプス伝達の異常が生じることを明らかにし
た。今後は大脳基底核，前脳基底核シナプス伝達に
おける転写因子等の情報伝達系の関与，さらには
フェロモン受容に関与する新規チャネル結合型受容
体の機能を解明すべく，研究を進めている。

大脳基底核シナプスおよび神経回路の再生機構の
詳細は不明である。実験的に脳虚血状態を起こした
ラットおよびパーキンソン病モデルラットを用いて，
傷害された線条体神経細胞，シナプス再生経過およ
び再生機構を明らかにする目的で，形態学的および
電気生理学的解析を行なった。本プロジェクトによ
る基礎的データが，脳梗塞等の疾患に対する新たな
治療法開発につながることを期待したい。

Ⅱ．水生脊椎動物の神経性呼吸調節に関する研究
（木村直史）

あくびは，ほぼ総ての脊椎動物にみられる共通の
突発的な定型行動である。有羊膜類とその外群動物
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