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This review describes my work in the ˆeld of polyamine research for the last 35 years. My research started with de-
veloping the improved synthesis of decarboxylated S-adenosylmethionine and then moved to the puriˆcation of spermi-
dine synthase from rat prostate. I also took considerable eŠorts to ˆnd the synthetic procedure for various polyamines
with high yield in order to prepare 15N-labeled polyamines. On the basis of these methodological work, I searched for the
inhibitor of spermidine synthase and found trans-4-methylcyclohexylamine (MCHA), the most eŠective one at the
present time. I also developed a new analytical method for polyamines using stable isotope and ionspray ionization mass
spectrometry (IS-MS). Based on these studies I examined the role of polyamines in liver regeneration and found that
oral administration of MCHA eŠectively changed the concentration of polyamines and inhibited the hepatic growth. I
also found the close relation̂ship between the concentration ratio of spermidine to spermine and the extent of liver
regeneration. These results may shed new light on the control of cell growth by polyamine in vivo.
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1. はじめに

この総説は，筆者の 30 年余に亘る研究を振り返

り，目的に向けて歩んできた道を纏めたものであ

る．大学に入学した 1955 年の秋に母を癌で亡く

し，そのとき治療に使われたナイトロミンに関心を

持ち，開発に関わった故石館守三先生の主宰する薬

品分析化学教室の門を叩いた．研究室に入ってみて

驚いたのは，故吉田富三先生のグループを含む日本

の癌研究をリードする学者，研究者との出会いであ

り，自分が恵まれた環境にあることをつくづく感じ

た．そのような出会いから癌研究を行う際の心構え

として，動物個体を抜きにして真の癌研究はありえ

ない，すなわち癌細胞を使った研究でもそれが試験

管内実験である限り癌研究とは言うまいと自らに言

い聞かせた．大学院時代はアゾ色素発癌に関する研

究を通じて化学合成の楽しみを味わい，自分のテー

マを選ぶ条件としては生体成分を対象にして化学合

成ができることを漠然と考えていた．田村善蔵先生

の下では助手として，人参中のビフィズス因子の検

索及びスモン研究に従事し，生物試料から微量成分

を分析するという化学研究の基本ともいうべき貴重

な経験をさせて頂いた．今自分を振り返ってみると

き，これらの研究がバックボーンとなって以後の研

究人生に大きく影響を及ぼしてきたことを改めて強

く感じている．

2. ポリアミンとの出会い

ちょうどアポロ宇宙船が月に着陸した頃の 1969

年にロッシュ分子生物学研究所の故 Sydney Uden-

friend 博士の研究室に留学した．与えられたテーマ

は，当時注目されていた脳内の生理活性ペプチドの

検索で，そのためには高感度なペプチド検出法がま

ず必要であり，その結果開発したのがニンヒドリン

蛍光法1,2)である．これはロッシュグループによる

一級アミンの蛍光試薬フルオレサミンの開発に繋が

った．開発の経過についてはファルマシア3)を参照

されたい．当時，最先端のポストカラム自動検出装

置であったテクニコンのオートアナライザーにニン
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Fig. 1. Memorial Chromatogram Fig. 2. Main Pathway of Polyamine Biosynthesis
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ヒドリン蛍光法を組み込み，CM セルロースの小カ

ラムで脳内ペプチド分画を分析していたとき，塩基

性の強い物質が溶出する位置に 2 つの目立つピーク

が現れた（Fig. 1）．既知の塩基性ペプチドでは説

明がつかず，初めの大きなピークを分離精製し加水

分解してアミノ酸を分析したところアミノ酸が検出

されず，それがスペルミジンであり，他の 1 つはス

ペルミンであることを標品と比べて同定した．その

ときは単純な既知低分子化合物ということで少しが

っかりしたが，帰国して取り寄せた論文別刷りな

ど4―6)を読むうちに，ポリアミンが細胞の増殖・分

化と密接に関わっており，癌の診断と治療の両面で

研究対象になり得る化合物であると考えられ，上記

したテーマ選択の条件に合った生体成分であること

を確信した．1973 年に財東京生化学研究所に移り

ポリアミン研究を開始しようとしていたとき，尿中

ポリアミンの測定が癌の診断に役立つという Rus-

sel らの報告7)が話題を呼び，ポリアミンに関心を

持つ研究者も増え，それまでの古典的な測定法に代

わるよりよいポリアミン分析法の開発が望まれてい

た．ちょうど，市販前の高価なフルオレサミン 1 グ

ラムが Udenfriend 博士から送られてきたので，そ

れを使うポリアミン分析法の開発から始めることに

した．フルオレサミン標識ポリアミンを逆相系の

HPLC で分離定量する方法の開発経過に関して

は，筆者の分担した総説8)（ポリアミンの調節を目

指した方法論の開発）を参照されたい．

3. 研究目標の設定

有核細胞が増殖するときセントラルドグマに先立

ちポリアミンが合成され準備される．ポリアミン生

合成の基本経路を Fig. 2 に示す．まずオルニチン

脱炭酸酵素（ODC）が誘導されついで S- アデノシ

ルメチオニン脱炭酸酵素（AdoMetDC）が誘導さ

れ，ODC により生成したプトレシンが AdoMetDC

を活性化して脱炭酸化 S- アデノシルメチオニン

（dcAdoMet）を生成し，構成酵素であるスペルミ

ジン合成酵素がプトレシンに dcAdoMet のアミノ

プロピル基を転移してスペルミジンが合成される．

同様に，構成酵素であるスペルミン合成酵素がスペ

ルミジンにアミノプロピル基を転移してスペルミン

が合成される．この経路をみればポリアミン生合成

の律速酵素が ODC であることは一目瞭然であり，

ODC に研究者の関心が集まるのは当然であった．

したがって，ポリアミンを調節して細胞増殖を調節

し癌の治療に役立たせようとする研究の主流は

ODC を標的にして行われてきた．研究目標の設定

に当たり，情報量の多い ODC や AdoMetDC を研

究対象にすれば，後発研究者は追いつくのに精一杯

になるのは明らかだった．そこで，当時あまり手掛

けられていなかった両構成酵素，特にスペルミジン

合成酵素を対象にしようと決めた．それに決めたも

う 1 つの主な理由は，スペルミジンが生物界で中心

的なポリアミンであり細胞増殖時にかならず増加す

るという事実があり，例え ODC, AdoMetDC が誘

導されてもスペルミジン合成酵素が阻害されればス

ペルミジンは合成されないはずだと思ったからであ

る．しかし，全く白紙の状態からのポリアミン研究

への参入で，研究目標をそれだけに絞るには不安が

あり，研究の進展を検証しながら必要に応じて目標

に修飾を加え広範囲な関連研究ができるように，
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Chart 1. Syntheses of dcAdoMet and Its Analogs
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「ポリアミンの調節」をテーマとして最終的には癌

の治療を夢見て研究を進めることにした．

4. 目覚しい研究の進歩の中で（1973―1984 年）

ポリアミンの発見は，17 世紀後半，顕微鏡の発

明者 Leewenhoek がヒト精液からスペルミンのリン

酸塩の結晶を観察9)したときであり，その化学構造

が決定されたのがおおよそ 250 年後の 1926 年10,11)

であるということに象徴されるように，ポリアミン

は古くて新しい化合物である．筆者が研究を始めた

のは構造決定から 50 年足らずのときであるが，既

に生合成経路，核酸との結合，細胞増殖における重

要性などは常識になっていた．その上，癌診断がク

ローズアップされ，周辺学問の進歩も相まって，ポ

リアミン研究が一段と進展し始めた頃だった．それ

からのおおよそ 10 年間の進歩は目覚しく毎年のよ

うに総説や単行本12―24)が出版され，広い学問分野

に亘るポリアミン研究の全体像はとても把握できな

かった．多くの成果があった中で印象に残っている

のは，ポリアミン代謝経路において生合成の逆経路

の確立25)や，dcAdoMet からアミノプロピル基が脱

離して生成する 5′- メチルチオアデノシンの糖部分

がメチオニンに再生される機構の解明，26―28)及び

ODC の酵素自殺基質である a- ジフルオロメチルオ

ルニチン（DFMO）の登場29)である． DFMO は直

ちに脚光を浴び，その成果はトップジャーナルに相

ついで報告30―33)され，これで癌の治療も間近いの

ではないかと思わせるほどだった．そのような中で

スペルミジン合成酵素阻害の意味は薄れる一方であ

ったが，研究を続ける支えとなったのは，スペルミ

ジン合成酵素が阻害されればスペルミジンは合成さ

れないということ，及び目的達成に必要な方法論の

開発は学問的に価値があるということである．フル

オレサミン関連を除き研究所時代の主な成果を以下

の 3 項目に分けて記す．

4-1. 基質 dcAdoMet の合成 当時，アミノプ

ロピル基転移酵素研究に必須な dcAdoMet は微生

物由来の AdoMetDC を使って AdoMet を脱炭酸化

し，カラムクロマトグラフィーで精製するという手

間の掛かるやり方34)で得ていた．これがアミノプロ

ピル基転移酵素に関する研究を制約していた理由の

1 つと言える．したがって，化学合成により調製で

きれば研究の進展に役立つことは言うまでもなかっ

た．化学合成については 1963 年に Jamieson が既

に報告35)しており，フラビアン酸塩として結晶化し

同定している．合成法は総説8)に記したので詳細は

省くが，S-5′-deoxyadenosyl(5′)-3-thiopropylamine

（ATPA）をギ酸・酢酸混液に溶かして過量のヨー

ドメチルを加え，6 日間暗所に放置してメチル化

し，できた dcAdoMet の硫酸塩が EtOH に非常に

溶け難いという性質を利用して精製する方法であ

る．この方法は時間が掛かり副生成物の増加が避け

られず，メチル化のみにしか適用できなかった．そ

こでアルキル化を促進する目的でギ酸・酢酸に溶け

る過塩素酸銀を加えたところ，メチル化は 3 時間程

度ですみ，さらに大きなアルキル基の導入も可能と

なり一連の dcAdoMet 誘導体を合成36)することが

できた（Chart 1）．しかし硫酸塩は油状で得られ実

際に利用するにはそのままでは取り扱い難い．そこ

で，EtOH 中で水分含量を減らし粉末化して用いる

ことにした．ところで，このようにして化学合成し

た dcAdoMet は，NMR でも明らかなように，スル

ホニウム基の絶対配置 S, R のものがほぼ 1：1 で存

在するジアステレオマーである．ちょうどその頃，

細胞内の AdoMet のスルホニウム基における絶対

配置は S であることが証明37)されたので，自然界

の dcAdoMet も S であろうと考えられた．合成
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Fig. 3. Preparation of ATPA-Sepharose49)
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dcAdoMet を将来酵素反応に適用するとき，共存す

る R が好ましくない影響を及ぼすかも知れないと

いう心配は残った．しかし，スルホニウム化合物の

キラル不安定性38)は古くから知られており，Ado-

Met でもキラル不安定性が報告39)されて，合成

dcAdoMet から純粋な S を分離するのは将来の挑戦

課題にすることにした．その後まもなく N- アセチ

ル dcAdoMet の S, R が HPLC で分離40)されたこと

を付記する．

4-2. スペルミジン合成酵素の精製 微生物か

らの酵素精製は比較的容易で，大腸菌由来のスペル

ミジン合成酵素の精製は既に報告41)されていた．そ

の頃は複雑な系である哺乳動物由来酵素の精製に関

心が移っており，スペルミン合成酵素，42) ODC，43,44)

AdoMetDC，45,46)の精製が相ついで報告され，ポリ

アミン合成酵素の中で残るはスペルミジン合成酵素

だけになった．困難だった酵素の精製が相ついで成

功したのは，有用性が評価されて間もないアフィニ

ティクロマトグラフィーの導入があったからであ

る．本酵素についても精製の鍵を握るのはアフィニ

ティクロマトグラフィーのデザインにあった．酵素

精製に先立ち，ラットの前立腺由来の粗酵素を用い

て，化学合成した dcAdoMet 及びその誘導体の基

質性を調べる実験を行った．生成するスペルミジン

をフルオレサミン標識ポリアミンの HPLC 法47)で

測定して調べた結果，dcAdoMet のおおよそ 50％

が利用されることが分かり，予想通り酵素はジアス

テレオマーの一方のみを認識していることが分かっ

た．さらに，誘導体の中で dcAdoMet のスルホニ

ウムメチル基がエチル，プロピル，ブチル基に置換

されたアナログが，その順にスペルミジン生成量は

減少したが，基質になること48)が分かった．この事

実は，スペルミジン合成酵素の活性部位にある

dcAdoMet のスルホニウムメチル基は外側に向いて

いることを暗示し，アフィニティカラムのデザイン

に役立った．すなわち，基質を担体に固定化すると

き，往々にして酵素の認識にとって重要な基質中の

アミノ基のような官能基を利用するので，酵素との

親和性が落ちるのが普通であるが，ATPA のチオ

エーテルをアルキル化してスルホニウムにしながら

固定化できれば，酵素は ATPA よりもそれをよく

認識する可能性があり理想的なリガンドになるだろ

うと考えた．担体としてはセファロースを用いるた

め，固定化には緩和な反応条件が必要である．そこ

でブロム酢酸などを用いて検討し，5％酢酸水溶液

中 ATPA と室温で放置したところ目的のスルホニ

ウム化合物が生成することが分かり，その結果調製

したのが ATPA- セファロースである（Fig. 3）．再

現性よく調製するためには ATPA との反応後の後

処理で気泡をできるだけ除くことが必要であり，そ

のことに気付くまでおおよそ 1 年を費やし断念寸前

だった．苦労の甲斐があって，DEAE- セルロース

段階までの粗酵素分画を ATPA- セファロースにか

け，合成した dcAdoMet を含む緩衝液で溶出する

ことにより比活性は一挙に 120 倍上がり，電気泳動

でほとんど単一なバンドとして精製酵素を得ること

ができた．49)関連文献は総説8)を参照されたい．

4-3. 15N- 標識ポリアミンの合成 NMR を用

いてポリアミンの窒素原子の酸解離定数を求めるた

めに天然存在比の 15N を測定する共同研究50)で，高
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Chart 2. Introduction of Aminopropyl Group
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濃度のポリアミンが必要であり，それが生体内に存

在するポリアミン濃度とはあまりにかけ離れていた

ことがこの合成を思い立たせた発端である．同時に
15N- 標識ポリアミンは質量分析装置で測定でき，ラ

ジオアイソトープ標識体に比べて汚染の心配もな

く，動物を使うトレーサー研究に利用できるかもし

れないという期待もあった．合成を行うに当たり，
15N が高価なため，15N- 硫酸アンモニウムを出発物

質として各段階の収率はできるだけ上げることを必

要条件にして検討した．硫安の 15N をポリアミンに

組み込むための原料，15N- フタルイミドカリの合成

は十分満足できる収率で得られ，したがって 15N-

プトレシンは Gabriel 法で問題なく合成できた．ポ

リアミンの合成で面倒なのはアミノプロピル基の導

入である．例えば，塩基存在下でアミノ基を保護し

たプロピルハライドでプトレシンをアルキル化しよ

うとすると，試薬自身で b 脱離反応を起こしてし

まい目的化合物は全く得られない．当時，アミノプ

ロピル基の導入はアクリロニトリルとプトレシンを

反応させたのち，アンモニア飽和エタノール中で高

温高圧接触還元してさらに減圧蒸留あるいは陽イオ

ン交換樹脂で精製するという大変な作業だった．
15N- 標識アミノプロピル基導入試薬としては 15N-

(3- ブロモプロピル)フタルイミドぐらいしか考え

られず，これを利用するには塩基非存在下でのアル

キル化の条件が必要であり，調べた結果アセトニト

リル中で KF-Celite 存在下還流する方法51)がみつか

り問題は解決した（Chart 2）．反応生成物を比較的

簡便なカラム操作で精製し，保護基をはずしたの

ち，塩酸塩として再結晶するだけで純品が得られる

この方法は，ニトリルの還元操作を含まない好収率

なポリアミン合成法として，応用面も広く優れた方

法52)になった．この方法で合成した 15N- 標識スペ

ルミジン全 8 種の存在比を電子衝撃イオン化質量分

析により測定する方法53)やヘキサアミンまでのポリ

アミンを GC 及び GC-MS で分析する方法54)などの

概略は総説8)を参照されたい．

5. 動物実験を目指して（1984―2004 年）

1980 年代前半までに，尿や血液中のポリアミン

を測定して癌を診断するのは，炎症性疾患などと区

別できず難しいことが分かり一時のブームは収まっ

たが，ポリアミンの生理的意義解明のための研究及

び癌治療に向けた研究は，DFMO を中心に益々盛

んになった．さらに，ポリアミンの膜輸送系を利用

して細胞内に取り込まれ天然ポリアミンを枯渇させ

て細胞死に至らしめるという，ビスエチルスペルミ

ンのようなポリアミンアナログが新たに登場し，大

きな注目を浴びた．これらの阻害剤を用いた研究を

含めてポリアミン研究は数えきれぬほど報告され，

遺伝子工学や分子生物学の目覚しい進歩も相まっ

て，試験管内研究は益々盛んに行われてきた．全体

像の把握は総説や単行本55―65)を参照されたい．ス

ペルミジン合成酵素阻害関係については，阻害剤と

してシクロヘキシルアミン66,67)や遷移状態化合物を

模してデザイン合成された S-adenosyl-1,8-diamino-

3-thiooctane (AdoDATO)68)が 1980 年に報告され

た．培養細胞に対する AdoDATO の効果をみると

スペルミジンは減りスペルミンは増えその和は変わ

らず，極端にスペルミジンを減らしスペルミンを増

やしても細胞増殖には影響がないこと69)が分かっ

た．それ以来本酵素阻害に関心を持つ研究者はさら

に減り，時代遅れの研究とみなされるようになって

いった．そのような状況の中で，また情報の洪水の

中で，始めに立てた研究目標に修飾を加えるべきか

どうかについて自問しながら，これでよいと思った

理由は，動物個体を対象にして確かな情報は依然と

してないということである．研究所時代に築いた土

台を基にして，最終的には動物個体のスペルミジン

合成酵素の阻害を目指し研究を続けた．そのために

はよりよい阻害剤の開発そしてよりよいポリアミン

分析法の開発があれば目的達成に役立つと考えた．

ここでは，実用的な阻害剤の開発と安定同位体を用
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いるポリアミン分析法の開発に大別して，実験経過

を記す．

5-1. 実用的な阻害剤の開発 上記したように，

AdoDATO は最も強力な阻害剤であるが，化学合

成に手間が掛かり量の供給に難点があり，また分子

サイズが大きく投与したとき吸収や代謝の問題が予

想され，動物実験には向いていなかった．さらに，

細胞増殖が盛んなときには dcAdoMet 濃度が高ま

り結合部位で AdoDATO と競合してその阻害能力

が弱められることも試験管内実験で予測70)された．

そこで，スペルミジン合成酵素のプトレシン結合部

位で競合的に働き阻害するシクロヘキシルアミンを

参考にして，より強力で選択的な阻害剤を探した結

果，比較的簡単な化合物である trans-4-methylcy-

clohexylamine (MCHA), exo-2-aminonorbornane,

n-butylamine, n-amylamine 等がみつかった．71)中で

も MCHA はシクロヘキシルアミンより 5―10 倍強

く本酵素を阻害し，早速，培養細胞を用いてその効

果を調べたところ，既に AdoDATO で報告されて

いた結果と矛盾するような点は特になかった．72)ま

た，飲料水に MCHA を混ぜてラットに与えると組

織中のスペルミジン濃度は下がりスペルミン濃度は

上がり，見掛け上ラットに異常は認められず，培養

細胞で得られた結果と合わないような点は見当たら

なかった．72)ただ，対照群に比べて体重増加率が少

し減少する傾向がみられたが，それは MCHA の入

った飲料水をラットが忌避して水をあまり飲まなか

ったせいだろうとして深くは考えなかった．しか

し，動物実験で MCHA の効果がみられたことは確

かな事実であり，将来よりよい阻害剤が開発されれ

ば再度試すことにして，そのときはそれ以上の究明

は行わなかった．

多くの化合物をスクリーニングして阻害剤を探す

やり方は MCHA の発見で止め，スペルミジン合成

酵素の活性部位構造を明らかにしてから不可逆的な

阻害剤をデザインするという到達目標を立て，まず

一次構造を決める研究から始めた．折しも cDNA

配列からタンパク質の一次構造を決める方法や質量

分析装置の飛躍的進歩が始まろうとしていた頃で，

精製酵素を選択的な切断酵素でペプチド断片にして

各ペプチドを HPLC で分離し，それぞれについて

Edman 法によりアミノ酸配列を決めるというそれ

までの常套手段が，年毎に時代遅れの方法になって

いった頃だった．相変わらずラット前立腺からスペ

ルミジン合成酵素を精製してはアミノ酸配列を決め

る実験を続けているうちに，大腸菌，73)ヒト，74)マ

ウス，75)ラット61)の cDNA 由来アミノ酸配列が報告

され完全に遅れをとった．しかし，それらの配列を

比較してみると，幸か不幸かラットの N 端側及び

C 端側配列がヒトとマウスの配列と大幅に違ってお

りそれを確かめる必要が出てきた上に翻訳後修飾の

可能性も考えられたので，本研究を断念せずに継続

することにした．ちょうど MALDI-TOF MS76) が

普及し始め，ヒトとマウスの cDNA の結果を参考

にしながら，ペプチド断片の質量を測定して配列を

確かめていくことにした．長鎖のペプチドで C 端

側の配列が Edman 法では決められなかったものも

このやり方で確かめることができ，ラットの配列と

マウスの配列が 98.7％の相同性があり，ラットと

ヒトでも 96％の相同性があること，及び N 末端が

アセチル化されておりそれ以外には翻訳後修飾はな

いことなど77)が分かった．この結果は哺乳動物間で

アミノ酸配列がよく保存されていることを強く印象

付けた．

ラット由来酵素の三次構造研究を始めるに当た

り，精製酵素を多量集めるのは不可能なことから，

結晶酵素が必要な X 線回折法や比較的高濃度が必

要な NMR 法は適用できなかった．ちょうど，タン

パク質の一次構造や二次構造から三次構造を推定す

る理論的な研究も盛んになりつつあった頃で，東京

大学名誉教授の長野晃三先生のご指導を頂きなが

ら，当面，微量酵素を使って三次構造推定に役立つ

情報を集めようと考え，酵素に含まれる 10 個のシ

ステイン残基について，それらが SH か SS かを

MALDI-TOF MS で決めることにした．タンパク

質中のシステイン残基の同定法は還元剤の有無で比

較するのが一般的である．本酵素は還元剤非存在下

で変性剤の作用を受け難いために，選択的切断酵素

で切断されるペプチド断片はわずかしか得られな

い．したがって酵素法では明確な結果が得られなか

った．そこで化学的方法により，システイン残基で

選択的に切断78,79)したり，二官能試薬を用いたりし

て検討した結果，N 端側から 25 番目のシステイン

残基（C25）が SS として存在することが確認され，

残りの 9 残基中 6 残基は SH であることが証明され

たが 3 残基はどうしても結論が得られなかった．ち
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Fig. 4. Stereo-view of a Model of Rat Spermidine Synthase81)
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ょうどその頃，細菌 Thermotoga maritima 由来ス

ペルミジン合成酵素の X 線回折による三次構造が

報告80)された．哺乳動物の酵素が 2 量体であるのに

対してこの細菌の酵素は N 端側のポリペプチドが

絡み合う構造の 4 量体を形成していた．哺乳動物の

酵素とのアミノ酸配列の類似度は 34％であり，特

に活性部位に位置する部分の配列は極めて類似する

ことが分かり，この細菌の酵素を参照して哺乳動物

の酵素の三次構造を推定することは十分可能である

と考えられた．折しもホモロジーモデリングが普及

し始め，web サイトである Swiss-Model protein

modeling server を利用して，ラットの酵素の三次

構造モデルを作成することができた（Fig. 4）．81)N

端側の 26 残基及び C 端側の 3 残基については T.

maritima 酵素との相同性が低いため，その部分の

三次構造はモデリングされなかった．得られた構造

から帰属できなかった 3 システイン残基について

SS の可能性を調べたが，それらが他のシステイン

残基も含めて SS を形成できる分子間距離に位置し

ておらず，SH に帰属するのが妥当であると結論し

た．したがってジスルフィド結合の C25 の相手に

なるシステイン残基は同一プロトマー中には存在し

ないことになり，それを説明する必要が生じた．

T. maritima に 続い て 2 量 体の Bacillus subtilis,

Pyrococcus furiosus などの細菌由来スペルミジン合

成酵素の三次構造が相ついで web サイトでみら

れ，いずれもラット酵素の N 端側 37 個のアミノ酸

を含むペプチドに相当する部分が b-hairpin 構造で

絡み合いプロトマー同士の結合に係わっていること

が分かった．ラットの C25 がこのペプチド部分に

位置していることを考えると，2 つのプロトマーの

C25 同士でジスルフィド結合を形成している可能性

は高かった．それを直接 MALDI-TOF MS で証明

しようとしたが，上記したように還元剤非存在下で

の変性剤に対する本酵素の抵抗性のために，SS を

保持した目的ペプチド断片を検出することはできな

かった．その後，4 量体からなる T. thermophilus

酵素のプロトマー同士の結合にジスルフィド結合が

関与していることが X 線回折により証明82)され，

哺乳動物酵素も恐らく 2 量体形成にジスルフィド結

合が関与しているに違いないと考えている．ホモロ

ジーモデリングによる活性部位構造は T. maritima

とラットではほとんど同じで，生物進化の過程で保

持されてきたことを物語っている．特にプトレシン

結合部位に gatekeeping loop と名付けられた部分が

あり，これはプトレシンが結合するとそれを覆うよ

うな役割をしていると考えられる．このようなダイ

ナミックな酵素反応の複雑さは，活性部位構造から

阻害剤をデザインすることの難しさを思わせた．

そこで，活性部位構造を参考にしながらもう一度

阻害剤開発を試みるに当たり，立体構造が決められ

ている環状の MCHA と自由度の大きい直鎖状の n-

butylamine（BA）をタイプの違う 2 つのモデル化

合物として，新たに化合物をデザイン，合成してそ

れらの精製酵素に対する阻害性を，化学合成した

[methyl-14C]dcAdoMet を含む活性測定系で測定し

た．なお，挑戦課題だった化学合成した dcAdoMet

の S，R を分離して酵素活性に及ぼす効果を調べた

ところ，S, R 体の混合と精製した S 体のみとで活

性値に差は認められず，R 体は共存しても構わない
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Table 1. IC50 Values of BA and MCHA Analogs

BA analogs IC50
(mM) MCHA analogs IC50

(mM)

BA 3.8
n-pentylamine 3.6

n-hexylamine 105

4-amino-1-butene 13.5

5-amino-1-pentene 1.7
6-amino-1-hexene 22

5-amino-1-pentyne 20

6-amino-1-hexyne 40

MCHA 1.7
cis-Isomera) 430

CHAb) 17

trans-4-ethylCHA 135

4,4-dimethylCHA ＞1000
4-methylCHA 60

trans-4-hydroxyCHA 85

a) cis-4-methylcyclohexylamine, b) cyclohexylamine.
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こと83)が分かった．得られた測定結果から IC50 値

を比べたところ（Table 1），MCHA のアナログの

中では MCHA に勝るものはなかったが，BA アナ

ログの中では 5-amino-1-pentene (APE）が最も強

い阻害性を示し，その IC50 値は MCHA と同じ

値81)を示した．この結果から動物実験には MCHA

と APE を候補として用いることにした．

5-2. 安定同位体を用いるポリアミン分析法の開

発 化学合成した 15N- 標識ポリアミンを動物に

投与して体内動態研究に役立たせたいと考えていた

ときに，緩和なイオン化法で，目的化合物をフラグ

メントイオンに分解せず検出できるエレクトロスプ

レーイオン化による質量分析法84)が普及し始めた．

もしポリアミンが質量の違いで瞬時に分離，定量で

きれば，時間の掛かる分離操作が省け，従来の分析

法に比べて優れた方法になるだろうと思い，15N- 標

識ポリアミンを内標準物質とする分析法の開発に取

り組んだ．イオン化にはエレクトロスプレーと原理

的に同じイオンスプレーを用いた．実際に試すと，

ポリアミンは質量が小さく質量分析で直接測定して

も多くの夾雑イオンの中に埋没してしまうため，誘

導体化して質量を大きくする必要があった．誘導体

化試薬の選択としては，同一化合物の質量分布がで

きるだけ広がらないようにするため，天然存在比

100％の 19F を含む無水ヘプタフルオロ酪酸（HFB）

を選んだ．誘導体化した HFB- ポリアミンを正イオ

ン測定用の溶媒を用いてイオンスプレーイオン化マ

ススペクトロメトリー（IS-MS）で測定すると，

H＋, NH＋
4 , Na＋, K＋ を付けた 4 種のイオンピーク群

になりそのままでは実用性に乏しかった．そこで

IS-MS の条件をいろいろ検討しているときに，負

イオン測定用の溶媒（0.5％ AcONH4－50％ CH3

CN）で正イオン測定モードにたまたま切り換えた

ところ，NH＋
4 を付けたイオンが主イオンピークと

して現われ，H＋ を付けたイオンピークを極端に低

くすることができ，Na＋，K＋ を付けたイオンは消

滅した．このようにして設定した条件の下で各ポリ

アミンは 15N- 標識ポリアミンとのイオン強度比か

ら同時定量することができ，ユニークなポリアミン

分析法85)が誕生した．この方法は，限外ろ過を利用

するラット肝ホモジネート中の吸着形及び解離形ポ

リアミンの解析に応用86)され，有用な知見を得るの

に役立った．

さらに，この方法を修飾して 15N- 標識ポリアミ

ンより質量の大きいポリアミンを内標準物質にすれ

ば，天然及び 15N- 標識ポリアミンを同時に測定す

ることができ，15N- 標識ポリアミンをトレーサー化

合物として利用できることになる．そこで 15N- 標

識ポリアミンより質量の大きいものとして，プトレ

シンの 1,4- 位の N 及び C を 15N，13C に代え，15N-

標識ポリアミンよりさらに質量 2 高めた 13C,15N- 標

識ポリアミンを合成87)した．これらを内標準物質と

する方法は期待通り信頼できる方法88)であることが

分かった（Fig. 5）．早速，15N- 標識ポリアミンを

ラットに経口投与してポリアミンの体内動態研究に

応用89)した．その結果，腸管からのプトレシン，ス

ペルミジン，スペルミンの吸収はほとんど同じで濃

度依存性があり，受動拡散機構によること，組織中

にはスペルミンよりスペルミジンが取り込まれ易い

こと，腸管から吸収された過量のポリアミンは速や

かに腎臓に集まり排泄に向かうこと，プトレシンは

吸収されてからアミン酸化酵素による活発な代謝を

受けていると思われることなど，興味ある知見を得

ることができた．このようにして開発した 13C,15N-

標識ポリアミンを内標準物質として用いる方法を，

通常の天然ポリアミンを測定する場合にも用いる標

準法（IS-MS 法）に決めた．さらにオートインジ

ェクタを装着して半自動化することにより多数試料

の測定に合った方法になり，後述する動物組織中ポ

リアミンの測定に活用された．

さらに IS-MS 法の拡張の 1 つとして，ポリアミ

ンのほかにジアセチルスペルミンも含めて同時測定

する方法90)に応用した．この方法において，アセチ

ル化されたポリアミンの HFB 誘導体は測定条件で
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Fig. 5. Simultaneous Mass Analyses of HFB-polyamines88)

Put: putrescine, Spd: spermidine, Spm: spermine.
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主イオンピークが NH＋
4 ではなく H＋ が付いたイオ

ンであったのは興味があった．近年になって癌患者

尿中でジアセチルスペルミンが増えることが報告91)

され，患者の予後を予測する指標として利用されて

いる carcinoembrionic antigen より優れているとい

う報告もあり注目されている．測定法がなく見逃さ

れていたジアセチルスペルミンを測定することによ

り，一度下火になった癌診断への可能性が再び高ま

るかも知れない．ELISA 法で測定した患者尿中の

ジアセチルスペルミンの値と本法による値とがよい

相関を示し，両方法の信頼性が証明された．

6. 目標の達成そして癌（2004―2006 年）

長年に亘る検討から，スペルミジン合成酵素阻害

剤は MCHA と APE に絞り，ポリアミンは IS-MS

法で測定することにして，ラットに投与する実験を

開始することにした．タイプの違う 2 種類の阻害剤

で得られる結果が一致すればより選択的阻害の結果

と考えてもよいので，両阻害剤を並行して使う予定

であったが，ラットに経口投与して組織中ポリアミ

ン濃度を測定しその効果を調べたところ，MCHA

では明らかな効果を示す投与量で APE は全く効果

を示さなかった．92)恐らくアミン酸化酵素により分

解されたと考えられ，APE は動物実験には適して

いないことが分かった．結局，本研究の初期に見出

された MCHA が現状では動物実験に最も適した阻

害剤であるということになり，MCHA をラットに

経口投与する実験系で検討を行うことにした．得ら

れた成果を以下の 2 項目に分けて記す．

6-1. MCHA によるラット組織中ポリアミン濃

度の調節92) ドンリュウラット（雄，6 週齢）を

使い，MCHA は生理食塩液に溶かして毎日 1 回強

制経口投与し 7 日目に組織を採取してポリアミンを

測定した．各組織によりポリアミン濃度は異なるが，

MCHA の投与量を増やすにつれてスペルミジン濃

度の減少及びスペルミン濃度の緩やかな増大がみら

れた（Fig. 6）．プトレシンは肝，腎では低濃度を

維持していたが，代謝回転が活発で ODC 誘導のた

めに比較的高い値を示す小腸，脾では上昇傾向を示

した．これは MCHA によりプトレシンからスペル

ミジンへの合成が抑制されたためにプトレシンが余

剰になったのが理由と考えられ，試した全部の組織

を通して MCHA による ODC 誘導の形跡はなかっ

た．ポリアミン濃度の総和については，MCHA の

投与量が増すにつれて，腎ではほぼ同じ値を保ち続

け培養細胞の結果と矛盾はなかったが，肝，小腸，

脾では明らかに減少傾向があった．これはスペルミ

ジンの顕著な減少に対してそれに見合うスペルミン

の増大がなかったためである．恐らく，MCHA に

より誘導される AdoMetDC が dcAdoMet 濃度を高

めても，スペルミン合成に使われる遊離型のスペル
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Fig. 6. Changes in Polyamine Levels in Rat Tissues Ad-
ministered DiŠerent Doses of MCHA Once Daily for One
Week92)

○: putrescine, □: spermidine, D: spermine. p＜0.01, signiˆcance of
the diŠerences between control and MCHA-treated rats.
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ミジン59)が不足したためと考えられる．また，長期

投与（1 ヵ月）実験も行い，2 週目以後でも 1 週目

で観察された傾向が持続され，それに正常な成長に

伴う変化が加わっただけで，その間にポリアミン濃

度を対照ラットのそれに戻すような変化はみられな

かった．成長の間中，スペルミン濃度は各組織であ

まり差はなく変わらなかったのに対して，スペルミ

ジン濃度は各組織で大きな差があり，小腸を除けば

成長に応じて減少する傾向がみられた．したがって

スペルミジン：スペルミン比（spd：spm）の値は

小腸を除けば成長に伴い低くなる傾向があり，

MCHA 投与群は対照群の下降傾向と並行して低い

値を保ち続けた．以上の結果から，MCHA を長期

継続投与しても見掛け上障害を与えずに，spd：

spm の値が下がったラットを調整できることが分

かった．

なお，MCHA とスペルミジンを同時経口投与す

ると，スペルミジンの取り込みはわずかしかみられ

ず，全ポリアミンの減少がみられた．これは

MCHA によるスペルミジンの減少に見合うスペル

ミンの増加がなかったためだった．その理由とし

て，同時投与のスペルミジンが MCHA による

AdoMetDC の誘導を抑制したためと考えられ，

MCHA と少量のスペルミジンの同時投与は組織中

の全ポリアミン濃度を減少させる方法になることが

分かった．なお，スペルミンの同時投与ではそのよ

うな効果は全くみられなかった．

6-2. MCHA によるラットの肝再生抑制93)

MCHA の経口投与によるラット組織中の spd：

spm 値の低下は，有核細胞が増殖を停止していく

ときにみられる spd：spm 値の低下と似ており，細

胞増殖系に及ぼす MCHA の効果をみることは特に

興味があった．そこで，細胞増殖系として肝再生系

を選び検討することにした．始め，ドンリュウラッ

トに MCHA 50 mmol を毎日 1 回強制経口投与し 7

日目に 2/3 の部分肝切除を行い，MCHA の投与は

続けながら経日的に再生肝を採取して，ポリアミン

濃度，体重に対する再生肝重量比，DNA 合成の目

安として使われる proliferating cell nuclear antigen

（PCNA）標識指標などの推移を調べた．そのとき，

MCHA 投与群と対照群の 2 日目の再生肝において，

spd：spm 値と PCNA 標識指標の間によい相関（相

関係数 0.925）がみられたので，その相関を確かめ

るために以下の検討を行った．

SD ラット（雄，6 週齢）に 0.02％及び 0.04％の

MCHA 塩酸塩を含む飲料水を自由に飲ませ，7 日

目と 8 日目に部分肝切除して 10 日目に全ラットの

再生肝を採取して，それぞれ部分肝切除後 3 日目及

び 2 日目の再生肝として分析した． 3 日目の再生肝

で，体重に対する再生肝重量百分率をみると，対照

群に比べて 0.02％及び 0.04％ MCHA 処置群は有意

差をもって減少しており，MCHA による肝再生抑

制効果がみられた．ポリアミン濃度の測定結果は，

スペルミジンが高値を示し，2 日目の再生肝では 3

群間で差はみられず，3 日目の再生肝で 3 群間に差

がみえ始めたが依然として高値を維持していた．ス

ペルミンは，処置群において，2 日目の再生肝で既

に対照群に比べて有意差を持って増大していた．そ

こで，各ラットについて，体重に対する再生肝重量

百分率と spd：spm 値をプロットして相関をみたの

が Fig. 7 である．3 日目の再生肝ではその相関係数

は 0.952 となり，spd：spm 値と肝再生の間に密接

な関係があることが明らかになった．2 日目の再生

肝では相関係数は 0.776 であったが時間とともによ

い相関にシフトしていく様子も明らかになった．同

じ再生肝について，PCNA 標識指標と有糸分裂細

胞指標を測定した結果が Table 2 である．2 日目の

再生肝の PCNA 標識指標と spd：spm 値の間には

ある程度の相関が認められたが，3 日目の再生肝で
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Fig. 7. Correlation between the Spd: Spm Value and the Per-
centage Ratio of Remnant Liver Weight to Body Weight on
Day 2 and Day 3 after Partial Hepatectomy93)

On day 2; ○: control rats, □: 0.02％ MCHA-treated rats, D: 0.04％
MCHA-treated rats, on day 3; ●: control rats, ■: 0.02％ MCHA-treated
rats, ▲: 0.04％ MCHA-treated rats.

Table 2. Percentage Index of PCNA Positive Cells and Mitotic Cells in Total Hepatocytes of Remnant
Liver on Days 3 and 2 after PH

Day 3 after PH Day 2 after PH
PCNA Mitotic cells PCNA Mitotic cells

Control 76.6±14.1 2.2±0.5 88.5±6.4 2.1±0.9

0.02％ MCHA 75.6±7.7 1.0±0.7 85.2±5.4 1.2±0.4

0.04％ MCHA 84.7±8.7 0.5±0.4 77.3±5.3 1.2±0.7

Values in the Table are shown as ％, mean ± S.D. (n＝4―6). p＜0.05, p＜0.001, signiˆcance of the diŠerences be-
tween control and 0.02％ or 0.04％ MCHA.
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は全く認められなかった．一方，3 日目の再生肝の

有糸分裂細胞指標をみると，3 群間で明らかに有意

の差がみられ MCHA による肝再生抑制効果と矛盾

していない．そこで，0.04％ MCHA 処置群にみら

れる PCNA 標識指標の高値と有糸分裂細胞指標の

低値は，細胞周期において S 期の細胞が M 期に移

行するのが抑制され S 期に蓄積されたと考えれば

説明できる．また，そのような見方で 2 日目の再生

肝にみられる PCNA 標識指標と spd：spm 値との

相関は，G1 期の細胞が S 期に移行するのに制約が

掛かった状態と考えられ，いずれにせよ spd：spm

値を下げることにより細胞周期の進行に制約が掛か

り，その結果として肝再生の抑制がみられたと結論

することができた．培養細胞を用いて，細胞周期に

おける ODC の二相性の誘導（G1/S と G2/M)57,94)

はよく知られており，そのときに恐らくスペルミジ

ンを必要とする細胞内反応があり，この結果はそれ

とよく合っている．

細胞の増殖，分裂がポリアミンの濃度や相対比の

変化により影響されることは多くの現象から議論の

余地はない．しかし，それを具体的に証明すること

は難しかったが，スペルミジン合成酵素を阻害する

ことにより spd：spm 値との密接な関係が始めて明

らかになった．肝再生系のみならず，代謝回転が盛

んな小腸や皮膚でも MCHA による抑制効果が観察

されており，正常細胞において spd：spm 値が下が

ることは細胞分裂にとっては抑制的雰囲気を作ると

考えられる．これまで，ポリアミンを調節して細胞

増殖を抑制しようとする研究は，細胞死を目指して

ポリアミンを枯渇又は減らすことに関心が向けられ

てきたが，spd：spm 値を下げる考え方があること

を本研究は示した．これは細胞死を目指すのではな

く細胞増殖抑止を目指している．この考え方を癌の

治療にいかに結び付けていくかは今後の課題である

が，動物個体との関連で増殖速度が遅くなれば癌と

の共生も夢ではないだろうし，また，正常細胞の増

殖を抑えることにより S 期選択的に働く薬剤に対

する正常細胞の感受性が低められるならば，その薬

剤の用量増加や毒性軽減に繋がるかも知れない．そ

れが可能としても，MCHA 及びその代謝物が生体

に対しどのような好ましくない影響を及ぼすかにつ

いて十分検討が必要であることはいうまでもない．

7. おわりに

ポリアミンとの出会いから 35 年，動物でのスペ

ルミジン合成酵素の阻害を目指して愚直に研究を続

けてきた．ポリアミン研究の中でこの分野はあまり

関心が払われてこなかったこともあり，研究の各段

階で手造りの方法論の導入が必要だった．また，研

究を進める上で大きな壁に立ち向かったとき，その

折々に周辺学問の進歩が後押ししてくれ，問題解決



hon p.12 [100%]

540540 Vol. 126 (2006)

の力となり，幸い初期の目標を達成することができ

た．MCHA によるスペルミジン合成酵素の阻害で

分かったことは，ODC は誘導されず AdoMetDC

は 誘 導 さ れ ， ス ペ ル ミ ジ ン の 経 口 投 与 は

AdoMetDC の誘導を抑制すること，及び spd：spm

値が下がると細胞周期の進行が遅れ生育抑制に繋が

ることなどである．スペルミジン合成酵素の阻害は

ODC の誘導がないため結果の解釈が容易であっ

た．ポリアミンの調節を考えるときこれらの知見は

重要であり，将来，癌治療に向けた一石になること

を望んで止まない．

テーマを母からもらい，長きに亘る研究の間に父

親，妻の両親を癌で失い，その上，学生時代から癌

をともに語り合い，将来の共同研究を誓い合った親

愛なる級友，東京大学医科学研究所教授（ウイルス）

故 渋田 博博士，及び小山市民病院長（外科）故

原 啓一博士まで若くして癌で亡くし，その度に天

を仰ぎ慨嘆し自分の宿命を感じながら研究に取り組

んできた．その間 1 日たりとも忘れない敬愛する彼

らに得られた成果を捧げる．

謝辞 言うまでもなく，本研究は私を支えてく

れた多くの人達の協力の賜物である．（財）東京生

化学研究所時代の所員及び城西大学薬学部時代の教

職員の皆さんを始めとして，薬品分析化学教室で昼

夜を分かたず研究に没頭してくれた大学院生の皆さ

んの献身的な協力に対し，改めて心から厚く御礼を

申し上げる．なお，本研究の一部は文部科学省科学
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る．
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