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　ポリアミン（スペルミン，スペルミジン，プトレシン）
はタンパク合成の促進因子として知られている1）が，他に
も多くの酵素を活性する機能を持つことが明らかになって
いる。われわれはエネルギー代謝，とくに TCA サイクル
の酵素の活性化を報告して来た 2－5）。ポリアミンはさらに
DNA と結合して転写調節ひいては細胞増殖にかかわる成
長因子としての働き6，7），またアンチオキシダントとして
細胞死を防ぐ働きも報告されている8）。しかし一方でポリ
アミンはアミンオキシダーゼによって酸化的に分解される
際，活性酸素を産生し9），さらに細胞死を誘導することが見
出されている10）。今回はポリアミンの活性酸素生成に注目
し，その生成と分解に対するポリアミンの効果を検討した。

材料と方法

1．試薬と実験材料
　パン酵母，NADP 依存性イソクエン酸脱水素酵素，グ
ルタチオンレダクターゼ̶オリエンタル酵母。スペルミ
ン，スペルミジン，プトレシン，酸化型グルタチオン

（GSSG）̶ シグマ。NADH，NADP，NADPH̶ロッシュ。

2．透過性パン酵母の調製
　市販のパン酵母を 4 倍量の 0.5 M ソルビトールを含む

0.2 M リン酸緩衝液（pH 7.4）に懸濁し，緩衝液と等量の
トルエンを加えた。43ºC で 2 分間加温後，遠心分離に
よって上清を除き，4 倍量の 0.5M ソルビトールを含む
50 mM トリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）に懸濁した。これ
によって酵母は透過性を増しアコニターゼ活性を細胞その
まま（in situ）で測定できるようになる11）｡

3．アコニターゼの失活
　10 mg/mL の透過性パン酵母をポリアミン，NADH，
NADP あるいは NADPH とともに 50 mM トリス・塩酸緩
衝液（pH 7.1）中で 5 分間加温後，800 ×g にて 5 分間遠
心し，沈殿した酵母を 4 倍量の 0.5 M ソルビトールを含む
50 mM トリス・塩酸緩衝液（pH 7.1）に懸濁した。

4．活性酸素を処理する酵素の阻害
　スーパーオキシドアニオンラジカルを処理するCu/ZnSOD，
シトクロム c オキシダーゼに対してシアン化カリウムを添
加した。

5．アコニターゼ活性の測定
　5mM クエン酸，0.25mM NADP，4mM MgCl2，10mU/mL 
NADP-イソクエン酸脱水素酵素，100 mM トリス・塩酸
緩衝液（pH 7.8），1 mg/mL パン酵母存在下に 340 nm の
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吸光度増加を測定して算出した。

6．グルタチオンレダクターゼの測定
　各濃度の GSSG，NADPH，100 mM トリス・塩酸緩衝液

（pH 7.8）存在下に340nmの吸光度減少を記録して算出した。

結　果

　透過性酵母のアコニターゼは 0.1mM の NADH とシア
ン化カリウム存在下で失活し，この失活はスペルミンの添

加により増強される一方，NADH なしでは失活は起きな
かった（Fig. 1A）。この結果は酵母が NADH を基質とし
てスーパーオキシドアニオンラジカルを産生する酵素活性
を持ち，スペルミンはこの酵素を活性化することを示すと
考えられる。スペルミジンもこの失活を増強したが，プト
レシンには効果がなかった（Fig. 1B）。
　0.1 mM NADPH はそれのみではシアン化カリウム存在
下でも失活効果を持たないがメナジオンを同時に加えるこ
とによりアコニターゼを失活させた。スペルミンはこの効
果を増強した（Fig. 2A）。スペルミンは NADPH なしで
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Fig. 1   Eff ects of polyamines on the activity of aconitase in permeabilized yeast cells in the presence of NADH and KCN. Baker’s 
yeast cells were permeabilized according to the method reported previously8）. Permeabilized yeast cells (10 mg/mL) were 
mixed with 0.1 mM NADH, 0.5 mM KCN and polyamines at the indicated concentrations in 40 mM Tris-HCl (pH 7.1). After in-
cubation at 37 ºC for 5 min, cells were collected by centrifugation at 800×g for 5 min and suspended in 50 mM Tris-HCl 
(pH 7.1) containing 0.5 M sorbitol at the concentration of 200 mg/mL. Aconitase activity was determined by the coupling with 
NADP-isocitrate dehydrogenase, and the reaction mixture contained 5 mM citrate, 0.25 mM NADP, 4 mM MgCl2, 10 mU/mL 
of NADP-isocitrate dehydrogenase and 1 mg/mL of yeast in 0.1 M Tris-HCl (pH 7.8). The increase in the absorbance at 
340 nm was recorded. NS, not signifi cant ; *,  p<0.05 ; **,  p<0.01 ;  ***, p<0.001.
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Fig. 2   Eff ect of spermine on the activity of aconitase in permeabilized yeast cells in the presence of NADP(H), menadione and KCN. 
Experimental conditions and symbols used were similar to those in Fig. 1.
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もある程度の失活効果を示した。NADPH/ナフトキノン
を基質とする活性酸素生成酵素にはポリアミン（あるいは
カチオン）が必須であると推測される。NADP も NADPH
と同程度の失活効果を示し，NADPH 依存性脱水素酵素の
基質を必要としなかった（Fig. 2B）。
　NADP/メナジオン/シアン存在下でポリアミンの有効
濃度を検討した結果を Fig. 3 に示す。スペルミンもスペ

ルミジンも最終的に得られる効果は同じだが，スペルミン
の方が低濃度で有効だった。プトレシンの効果は金属イオ
ンのマグネシウムより弱かった。
　活性酸素の処理系には還元型グルタチオンが重要である。
グルタチオンを還元するグルタチオンレダクターゼ（精製
酵素）に対するスペルミンの効果を検討した｡ 有効阻害濃
度は 10 mM 前後でほぼ生理的濃度と考えられる。GSSG
濃度の変化で阻害の強さは変化せず（Fig. 4A），スペルミ
ンの作用は NADPH に対して競合的と考えられた（Fig. 
4B）。スペルミジンも阻害を示したが，プトレシンの効果
は弱かった（data not shown）。

考　察

　ポリアミンは低濃度で NADH あるいはナフトキノンを基
質として活性酸素を生成する酵素を活性化し，高濃度でグ
ルタチオンレダクターゼを阻害することが示された。酵母
の活性酸素生成酵素については以前に本会で報告した12，13）。
グルタチオンレダクターゼは活性酸素処理に重要であり，
その阻害はヒトに溶血を来たす（一方でマラリアに有効で
ある）ことが知られている14）。細胞内濃度のポリアミン

（スペルミン）による活性酸素の生成およびグルタチオン
レダクターゼの阻害は，ポリアミンのプロオキシダント作
用を説明できる。しかしポリアミン，とくにスペルミンは
多くの生物における成長因子であり，酵母細胞の好気条件
における増殖過程には必須である。さらに活性酸素処理に
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Fig. 3   Eff ects of polyamines and MgCl2 on the activity of acon-
itase in permeabilized yeast in the presence of 0.02 mM 
NADP, 0.05 mM menadione and 0.1 mM KCN. Experi-
mental conditions were similar to those described in 
Fig. 1. ◇, spermine; □, spermidine; △, putrescine; ●, 
MgCl2.

Fig. 4   Eff ect of spermine on the activity of yeast glutathione reductase (GR). Purifi ed enzyme at the concentra-
tion of 0.5 or 1µg/mL was mixed with GSSG and NADPH in 0.1 M Tris-HCl (pH 7.8) at 37ºC. The de-
crease in the absorbance at 340 nm was recorded. Fig. 4A. Activity of GR in the presence of 0.05 mM 
NADPH and the indicated concentrations of GSSG and spermine. ◆, GSSG 0.05 mM; □, GSSG 0.1 mM. 
Fig. 4B. Activity of GR in the presence of 0.1 mM GSSG and indicated concentrations of NADPH and 
spermine. △, NADPH 12.5µM; ■, NADPH 25µM.
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必須の NADPH を再生するグルコース 6-リン酸脱水素酵
素，NADP-イソクエン酸脱水素酵素は低濃度のスペルミ
ンで強力に活性化される5）。活性酸素生成酵素が，中でも
NADPH を基質とする酵素がスペルミンによる活性化を受
けることはパラドキシカルな結果であり，その生理的意義
についてはさらに探求が必要であると考える。
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