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ine 46 phosphorylation of the p53. 9th Joint Confer-
ence of the American Association for Cancer Re-
search (AACR) and the Japanese Cancer Association 
(JCA). Maui, Feb.

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た。c‒
MYC は低酸素（＜１％ O2）・低栄養（グルコース
フリー）環境下において，通常培養時より速やかに
分解されることが報告されている。そこでこの条件
下において siRNA による AZ2 のノックダウンによ
りc‒MYCの分解が阻害されるかを解析したところ，
明らかな c‒MYC 分解の抑制が確認された。またこ
の低酸素および低栄養環境において AZ2 のフレー
ムシフトが促進していることが確認された。c‒
MYC は核質だけでなく核小体にも局在しリボソー
ム RNA 遺伝子の転写を促進していることが知られ
ている。c‒MYC の核小体局在はプロテアソーム阻
害剤存在下で確認できる。そこで同条件下で AZ2
の局在を蛍光抗体を用いて解析したところ，明らか
な核小体局在を示した。さらに AZ2 と c‒Myc は核
小体に共局在することが確認された。このことから
AZ2 は核質だけでなく核小体においても c‒MYC
と相互作用していることが明らかになった。
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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 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
たコンストラクトでは，培養細胞においてポリアミ
ン応答性を示した。本年度は，２種類の蛍光タンパ
ク質の蛍光強度比によってポリアミンの濃度を検出
する系の確立を目指し，蛍光タンパク質 ECFP を
N 末端で発現するように AZ1 の N 末端の前に，蛍
光タンパク質 Keima‒Red をフレームシフト後の産
物で発現するように AZ1 の C 末端に融合させた発
現コンストラクトを構築した。しかしこのコンスト
ラクトではポリアミン応答性が見られなかった。現
在，１種類の蛍光タンパク質のコンストラクトで研
究を進めるか検討中である。

Ⅲ．AZ1ノックアウトマウスにおける胎仔肝組織
中の造血幹細胞の機能

多能性造血前駆細胞（MPP）は造血幹細胞（HSC）
の非対称分裂によって生じる。AZ1 ノックアウト
マウスでは全身のポリアミンの増加に伴い胎仔肝臓

（FL）中の MPP 数が減少し，重篤な貧血や胎生致
死が生じることを見出してきた。本年度は，致死量
の放射線を照射したレシピエントマウスに胎生 14
日の FL 細胞を移植し，造血幹細胞（HSC）の長期
再構築能を評価した。その結果 AZ1－/－FL の HSC
あたりの造血幹細胞活性は野生型に比べて低いこと
が明らかとなり，これが MPP 数の減少をもたらし
たと推察された。また，HSC の維持や分裂には周
囲の微小環境（ニッチ）も重要であるが，MPP 数
の減少は HSC に内在する性質によるものであるこ
とも判明した。

Ⅳ．ポリアミンにより異なる調節を受ける Azin1
転写産物

ポリアミンを正方向に調節する Azin1 は，増殖
刺激によって誘導され，ポリアミンによりフィード
バック制御を受ける。我々はこれまでに選択的スプ
ライシングと選択的転写開始点によって生じる多種
の Azin1 転写産物を明らかにしてきた。本年度は，
その一つである未成熟終止コドン（PTC）を持ち，
C 末端欠損 Azin1 タンパクをコードする Azin1‒X 

mRNA が NMD（nonsense‒mediated mRNA de-
cay）の標的となることを明らかにした。次に，ポ
リアミン合成阻害剤である DFMO はキャノニカル
な転写開始点からの全長 Azin1 の転写と全長 Azin1 
mRNA/Azin1‒X mRNA 比を増加させるのに対し
て，ポリアミンは逆に減少させることを明らかにし
た。以上の結果から，ポリアミンは Azin1 の発現
を少なくとも新規な２段階，すなわち，転写とスプ
ライシングアクセプターサイトの選択の段階で調節
することが明らかになった。この両段階での調節は
いずれも活性型である全長の Azin1 タンパク質を
コードする mRNA の発現量に影響する可能性が示
唆される。

Ⅴ．安定同位体を用いたポリアミンに関する研究
我々は AZ2 の相互作用分子の一つとして ATP

クエン酸リアーゼ（ACLY）を同定し，細胞内で
AZ2 と共発現させるとその局在が細胞質から一部
核に移行すること見出した。現在，安定同位体（13C
ラベルのクエン酸）を用いて ACLY 活性における
AZ2 の影響を調べているところである。さらに，
上記Ⅳで示したような Azin1 のバリアントによる
細胞内ポリアミン量調整への影響を調べるため，安
定同位体ラベルしたポリアミンの代謝基質（オルニ
チン）を用いて LC‒MS/MS 解析でポリアミン
Flux を調べる系を構築している。また，LC‒MS/
MS でのサンプル夾雑物による定量性への影響を排
除するため，内部スタンダードとして安定同位体ポ
リアミンを用いた絶対的定量系の確立を進めてい
る。

Ⅵ．スペルミン結合アプタマーの結合領域の解明
RNA アプタマーは標的分子と強い親和性を持つ

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。我々はポリアミン結合アプタ
マーを用いたがん診断ツールの開発とポリアミンの
結合配列/モチーフの解明を行っている。昨年まで
に取得されているスペルミン結合アプタマーでは，
ステム構造中のバルジ領域とそれに隣接する４塩基
対からなるステム領域とが協調してスペルミンの結
合活性を持つことが分かった。また，バルジ構造を
はさんだ５塩基対からなるステム領域も結合活性を
持つことが分かった。これらはそれぞれ単独よりも
２つの領域がともに存在することで強い結合活性を
示した。塩基対合を置換した変異アプタマーの解析
から，これら２つの領域は協調的に働くことでスペ
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ルミンに対して強い親和性を与えていることが分
かった。このことから，RNA の離れた領域が立体
的に近接するような構造を取ってスペルミン結合部
位を形成しているモデルが考えられた。

Ⅶ．卵巣明細胞腺癌における発癌分子機構の解明
日本人に比較的高頻度であり治療抵抗性の卵巣明

細胞腺癌（CCC）は，17q21‒24 の増幅が約 40 ％見
られる。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
関与が示唆される。他の癌種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，17q21‒24 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
が知られている。実際に 17q21‒24 領域の増幅を認
めた症例で調べてみると，一部で miR‒21 の高発現
と PTEN 発現低下が確認された。また，CCC の細
胞株 RMG II 細胞において，miR‒21 発現抑制によ
り PTEN mRNA 及び PTEN タンパクの発現亢進，
細胞増殖能抑制を認めたが，浸潤能に変化は認めら
れなかった。また luciferase assay により PTEN が
miR‒21のターゲット遺伝子であることを確認した。
以上のことから CCC では miR‒21 が発癌の有力な
ドライバー遺伝子であると考えられた。

「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。講義
では丸暗記の学習でなく，学生がより論理的に内容
を理解，学習するように促し，講義中での学習課題
の積極的な提示や試験における論述問題の増加を試
みた。実習では本年度より新たなテーマを導入し，
これに伴い演習の内容を一部改変し，講義内容とも
連携をはかり，学生がよりスムーズに学習内容を理
解できるよう工夫した。また実習では，演習や実習
の予習，実習中の議論を通して，学生が興味を持ち
自発的に考えるように導いた。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
けでなく内容を論理的に説明できることを確認し，
それを評価するようにした。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進め，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。さらに，安定同位体を用いた
ポリアミン研究という新たなテーマも立ち上がり，
今後の研究の広がりに期待が持てる。

研　究　業　績
Ⅲ．学会発表
 1）小黒明広，石倉雅治，松藤千弥．スペルミン結合

RNA アプタマーのバルジ構造の重要性．第 14 回日本
RNA 学会年会．仙台，７月．

 2）Murakami Y, Ohkido M, Takizawa H, Murai N, 
Matsufuji S. Multiple forms of mouse antizyme inhibi-
tor 1 differentially regulated by polyamines. Interna-
tional Congress on “Polyamines Biological and Clini-
cal Perspectives”. Istanbul, Sept.

 3）Oguro A, Matsufuji S. Identification of spermine 
binding RNA sequence/structure on anti‒spermine 
aptamer. International Congress on “Polyamines Bio-
logical and Clinical Perspectives”. Istanbul, Sept.

 4）Ohkido M, Minamoto R, Matsufuji M. High level 
putrescine causes hematopoietic disturbance in adult 
mice. International Congress on “Polyamines Biologi-
cal and Clinical Perspectives”. Istanbul, Sept. [Inter-
national Congress on “Polyamines Biological and 
Clinical Perspectives” Abstract Book 2012 ; 111]

 5）松藤千弥．アンチザイムの分子種特異的機能の探索．
第 129 回成医会総会．東京，10 月．

 6）渞瑠李子，大城戸真喜子，松藤千弥．尿毒素物質ポ
リアミンの骨髄造血への影響．第 129 回成医会総会．
東京，10 月．［第 129 回成医会総会抄録集 2012：７］

 7）小黒明広，富田圭祐，石倉雅治，松藤千弥．RNA
アプタマーの解析から明らかにされたスペルミンに結
合する RNA 構造．第 35 回日本分子生物学会年会．
福岡，12 月．

 8）村井法之，村上安子，松藤千弥．アンチザイム２に
よる c‒Myc のユビキチン非依存的分解促進機構とそ
の意義．第 85 回日本生化学会大会．福岡，12 月．

 9）平田幸広，村井法之，松藤千弥．MicroRNA‒21 
overexpression through the 17q21‒24 amplification 
regulates PTEN tumor suppressor gene expression 
in ovarian clear cell carcinoma. 第 85 回日本生化学会
大会．福岡，12 月．［生化学 2012；84(11)：123］

10）大城戸真喜子，原　孝彦（都医学研），松藤千弥．
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アンチザイム１ノックアウトマウスにおける胎仔期造
血幹細胞の評価．日本ポリアミン学会第４回年会．松
島，１月．［日本ポリアミン学会第４回大会研究発表
プログラム 2013；34］

11）柳田明日美１），藤枝裕大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 NMR 法による解析．日本ポ
リアミン学会第４回年会．松島，１月．

12）村井法之，村上安子，松藤千弥．アンチザイム２に
よる c‒Myc の分解促進機構とその意義．日本ポリア
ミン学会第４回年会．松島，１月．

13）村井法之．動物細胞におけるポリアミン恒常性の維
持機構－アンチザイムを中心に－．日本農芸化学会
2013 年度大会．仙台，３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，セロトニン
受容体を介するシナプス伝達修飾機構，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，哺乳類において長い吸気と短い呼気を
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