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A B S T R A C T

T h e m e c h a n i s m o f G e n d e a t h b y p oly a m in e a c c u m u l a ti o n h a s

b e e n st u di e d . T h e a c c u m u l a ti o n o f s p e r mi d in e le a d s t o a d e c r e a s e i n

c e ll vi a b ilit y a n d t o a d e c r e a s e i n t h e s y n t h e si s o f rib o s o m e m o d u l a ti o n

f a ct o r ( R M F) a n d o f t h e c a七i o n - s el e cti v e p o ri n O m p C . R 氾 F is i n v ol v e d

i n st a bili z a ti o n o f rib o s o m e s d u r m g t h e t r a n siti o n fr o m e x p o n e n ti a l

g r o w t h t o t h e st a ti o n a r y p h a s e i n E s c h , e ri c hi a c olt
,

a n d it is n e c e s s a r y

f o r c ell v i a b ilit y . T h e e n h a n c e m e n t o f c ell d e a t h b y O m p C d e fi cie n c y

c a u s e d b y R M F d e ficie n c y w a s i n v e s tig a t e d . T h e o m p C m u t a n t b y

it s elf di d n o t a ffe c t p r ot ei n s y n t h e si s o r c ell v i a bilit y ,
b u t t h e d o u b l e r m f

o m p C m u t a n t p r o d u c e d a m u c h l a r g e r d e c r e a s e i n p r ot ei n s y n t h e si s an d

c ell v i a bilit y t h a n did t h e si n gl e r m f m u t a n t . T h e r e w a s a ls o a d e c r e a s e

in t h e a m o u n t o f rib o s o m e s a n d i n t h e M g
2 ＋

c o n t e n t i n t h e d o u b le r 7 nf

o m p C m u t a n t , a n d c ell v i a b ilit y c o u ld b e p a rti a lly r e st o r e d b y t h e

a d diti o n o f M g
2 ＋

t o t h e g r o w th m e di u m . R M F d e fici e n c y w a s f o u n d t o

i n h ibit t h e s y n t h e si s o f a n o t h e r c a ti o n ･ s el e c tiv e p o ri n O m p F . T h u s
,

th e d o u bl e r m f o m p C m u t a n t is d e fi ci e n t i n b ot h O m p C a n d O m p F
,

w h i c h p r o b a bly a c c o u n t s fo r t h e p r o n o u n c e d d e c r e a s e i n M g
2 '

u p t a k e i n

th i s m u t a n t . T h e r e s u lt s i n dic a t e t h a t b o t h R M F a n d M g
2 ＋

,
a ct in g

t h r o u g h s t ab ili z a ti o n o f rib o s o m e s
,

a r e i m p o r t a n t fo r c ell vi a bilit y at t h e

s t a ti o n a r y g r o w t h p h a s e .

T h e m e c h a n i s m o f c ell d e a t h c a u s e d b y s p e r m id 血e o v e r -

a c c u m u l a tio n w a s fu rt h e r e x a m i n e d b y u si n g t h e s p e r m idi n e

a c e t ylt r a n s fe r a s e (S A T) g e n e ･ d e fi ci e n t m u t a n t C A G 2 2 4 2 . T h e g r o w t h



o f E ･ c olt C A G 2 2 4 2 i n L B m e di u m w a s n o r m a l i n t h e p r e s e n c e a n d

a b s e n c e o f 2 m M o r 4 m M s p e r mi di n e . H o w e v e r
, t h e c ell v i a b ilit y a t

2 4 h a ft e r t h e o n s e t o f c ell g r o w t h d e c r e a s e d g r e a tly b y t h e a d diti o n o f 4

m M s p e r m id i n e . T h e a d ditio n o f 2 m M s p e r mi di n e al s o c a u s e d a

d e c r e a s e i n c ell vi a bilit y b u t t h e e ffe ct o n c ell v i a bilit y w a s sl o w e r t h a n

t h a t o f 4 m M s p e r mi di n e
, w hi c h c o r r el a t e d t o t h e a m o u n t s p e r m idi n e

a c c u m u l a t e d i n th e c ell s . T h e a c c u m u
.
1 a ti o n o f s p e r m i di n e c a u s e d a n

i n c r e a s e i n g u a n o si n e 3
'

,
5

'
･ b is p y r o p h o s p h a t e (p p G p p) s y n t h e sis

,
w hi c h

it s s y n t h e si s d e p e n d s o n a c ti vi ti e s o f t h e p r o d u c t s o f t w o g e n e s
,
r el A a n d

s p o T
,

a t st a ti o n a r y p h a s e o f g r o w t h . W h e r e a s p p G p p l e v el i n c ell s

g r o w n i n t h e a b s e n c e o f s p e r m idi n e w a s d e c r e a s e d .

T h e d e c r e a s e i n c e ll v i a b ilit y o f t h e t r a n sf o r m a n t o f E . c olt

C A G 2 2 4 2 w i th t h e P A L S I O p l a s mi d c o n t ai n in g t h e f u ll 1e n g th r el A

cl o n e u n d e r P 也e p r o m ot e r w a s o b s e rv e d w h e n 1 m M I P T G w a s a d d e d a t

t h e st a ti o n a r y p h a s e . T h e a c c u m u l a ti o n o f s p e r mi d in e a ls o c a u s e d a

d e c r e a s e in th e s y n th e s e s o f a S

,
t h e s t a ti o n a r y p h a s e s p e cifi c R N A

p oly m e r a s e a f a ct o r
,
R M F a n d O m p C w hi c h a r e e s s e n ti al fo r v i a bilit y .

T h e r e s u lt s s u g g e st e d t h a t a c c u m u l a t e d s p e r mi di n e c a u s e d t h e

a c c u m u l a tio n o f p p G p p w h ic h le a d s t o t h e i n h ib iti o n o f ri b o s o m e

f u n cti o n . T h e r e f o r e
,
t h e s y n th e si s o f e s s e n ti al f a ct o r s f o r v i a bi lit y a t

t h e s t a ti o n a r y p h a s e w a s al s o i n hib it e d r e s u l 加 増i n c ell d e a t h ∴



I N T 況 O D V C T ‡O N

P oly a mi n e s a r e p oly c a tio n ic c o m p o u n d s t h a t a r e p r e s e n t i n

a ll li v i n g o T g a n i s m ･ T h e m o s t c o m m o n p oly a m in e s a r e p u t r e s ci n e

( 1
,
4 - di a mi n o b u t a n e) , s p e r mi di n e a n d s p e r mi n e (1 ･ 4) . P r o k a r y o tic

E s c h e ri c h ,i a c olt c ell h a s a h ig h c o n 七e n 七 of p u t r e s ci n e a n d s p e r m idi n e
,

w h ic h n o d e t e c t a bl e a m o u n t o f s p e r m i n e (5) . W h ile e u k a r y o ti c c ell s

h a v e a r e l a ti v ely h ig h c o n t e n t o f s p e r m idi n e a n d s p e r m i n e (6) .

T h e g e n e r a l p a t h w a y fo r p ol y a m i n e bi o s y n t h e si s i s ill u st r a t e d i n

F ig . 1 . I n m a m m ali a n c ell s a n d f u n gi t h e fir s t
,

a n d a t th i s st a g e r a t e ･

li m iti n g , st e p I S t h e d e c a r b o x y l a tio n o f o r n i th i n e t o f o r m p u t r e s ci n e
,

●

c a t aly z e d b y o rn it hi n e d e c a Tb o x y l a s e ( O D C) (4) . M a n y mi c r o -

o r g a n is m s (2 ,
3) a n d hig h e r pl a n t s (7 ,

8) s y n t h e si z e p u t r e s c in e b y a t

l e a st t w o r o u t e s
,

eit h e r f r o m o r n i th in e t h o u g h t h e a c tiv it y o f O I) C
,

o r

v i a a g m a t in e . A g m a t in e i s f o r m e d b y t h e d e c a r b o x y l a ti o n o f a r g in i n e

b y a 曙1 n i n e d e c a rb o x y l a s e
,

th e n h y d r oly z e d t o b e p u 七r e s c in e b y

a g m a ti n a s e
, w it h t h e r e m o v al o f u r e a

.
S o m e o r g a n is m

,
e . g . E . c olt ,

p o s s e s s b ot h o f t h e s e p a t h w a y s (2) . I n p l a n t s
,
t h e r e is a n a d ditio n a l

r o u t e s t o f o r m p u t r e s ci n e f r o m a g m a t in e . A g m a ti n e is h y d r oly z e d b y

a 嘗 m a ti n e i m i n o h y d r ol a s e t o y i eld a m m o n i a a n d N c a r b a m o y lp u t r e s ci n e
,

w h i c h is c a t a ly z e d b y N I C a rb a m o y l
･

p u t r e s ci n e a mi d o h y d r ol a s e t o g i v e

a m m o n i a
,

c a r b o n di o x id e a n d p u t r e s ci n e .

M o s t o r g a n is m s
,

s p e r mi d in e i s s y n th e si z e d fr o m p u t r e s ci n e

b y a d diti o n o f a m 血 o p r o p y l g r o u p d o n a t e d b y d e c a r b o x y l a t e d

S - a d e n o s y l m e t h i o n i n e
,

a r e a cti o n c a t al y z e d b y s p e r mi di n e s y n t h a s e
,
a n

3
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F i g . 1 . G e n e r al p a t h w a y fo r p oly a m i n e bi o s y n t h e si s .

T h e e n z y m e s i n v ol v e d a r e: 管 ,
o r n it hi n e d e c a r b o x女1 a s e

(O D C) ; 盟
,
S ･ a d e n o s yl m e t hi o n i n e d e c a r b o x yl a s e (S A M I) C) ;

8 ,
s p e r m i di n e s y n t h a s e ; 43 , s p e r m i n e s y n t h a s e ; a ,

s p e r m idi n e/s p e r m i n e N l ･ a c e t ylt r a n s fe r a s e; @ , p oly a m i n e

o x i d a s e ; 許 ,
a r gi n a s e ; a ,

a r gi n i n e d e c a r b o x yl a s e ; a
,

a g m a ti n e d ei m i n a s e ; ガ@ ,
N - c a rb a m o y lp u t r e s ci n e a mi d a s e .



a mi n o p r o p y l
- 七r a n sf e r a s e ･ T h e n , t h e a d diti o n o f a s e c o n d a mi n o p r o p y l

m oi e七y t o s p e r mi di n e
,

c a七aly z e d b y a diffe r e n t a mi n o p r o p y lt r a n s fe r a s e

t e r m e d s p e r m i n e s y n t h a s e , f o r m s s p e r mi n e (9) .
T h e s o u r c e o f

t h e a mi n o p r o p y l g r o u p al s o c o m e s f r o m d e c a rb o x y l a t e d S ･ a d e n o s y l
･

m e t h i o n i n e . T h e s y n t h e sis o f s p e r mi di n e a n d s p e T mi n e d e p e n d s o n t h e

a v a il a bilit y o f t h e a mi n o p r o p y l d o n o r
,

h e n c e S ･ a d e n o s y lm e t h io n i n e

d e c a r b o x y l a s e (S A M D C) is a l s o r at e ･1i mi ti n g i n p oly a mi n e b i o s y n t h e sis .

T h e a mi n o p r o p y lt r a n sf e r a s e r e a c ti o n s w h ic h f o r m s p e r mi di n e

a n d s p e r mi n e a r e e ff e ctiv ely i r r e v e r sib l e b u t th e s e p oly a m in e s c a n b e

c o n v e r t e d b a c k i n t o p u t T e S Ci n e b y t h e c o m b i n e d a cti o n s o f t w o e n z y m e s ,

s p e r mi di n e/ s p e r m in e ･ N ･ a c e t y lt r a n s f e r a s e ( N ･ S A T) a n d p oly a m i n e

o x i d a s e (Fig . 1) . N - S A T c a t aly z e s t h e c o n v e r si o n o f s p e r mi n e i n t o N ･

a c e t y l s p e r mi n e w h ic h is th e n d e g r a d e d b y p oly a m i n e o x id a s e t o f o r m

s p e r m i di n e a n d 3 - a c e t a mi d o p r o p a n a l . S i mi l a rly , s p e r m idi n e is a

s u b st r a t e f o r N ･ S A T t o fo r m p u t r e s c in e a n d 3 ･ a c e t a mi d o p r o p an al .

Ti s s u e p oly a m in e o x id a s e a cti v it y lS u s u a lly s u ffici e n t t o e n s u r e t h a t

i n t r a c e ll u l a r l e v el o f N ･ a c et y ls p e r mi n e a r e b el o w t h e li mi t s o f d e t e c ti o n
,

t h u s t h e a cti vit y o f N I S A T r e g u l a t e s t h e r a t e o f p oly a m i n e d e g r a d a ti o n .

N - S A T is u b iq u it o u s i n m a m m ali a n c ells b u t n o t p r e s e n t i n p l a n t s(1 0) .

A si m il a r e n z y m e h a s b e e n f o u n d i n E . c o lt (2) . T h e a c e t y lp o ly a m i n e

p a t h w a y p e r m it s c ell s t o a dj u s t p oly a 血i n e l e v el s a n d t o di s p o s e o f e x c e s s

s p e r m i di n e a n d s p e r m i n e (5) .

T h e r e fo r e
,
t h e r e a r e t h r e e k e y e n zy m e s t h a t r e g u l a t e p oly a m i n e

b io s y n t h e sis : O D C
,
S A M D C a n d N ･ S A T . B e si d e s t h e bi o s y n t h e si s

a n d d e g r a d a tio n
,
i n t r a c ell u l a r p oly a mi n e l e v el is a ls o r e g u l a t e d b y th e

5



u p t a k e s y st e m . P oly a mi n e ･ s p e cifi c t r a n s p o rt s y st e m s a r e dist ri b u t e d

w i d ely i n a v a ri e t y o f li v i n g c ells f r o m a n i m al c ells t o b a ct e ri a (l l) .

T h e y a r e n o t O n l y a cti v a t e d b y c ell u l a r r e s p o n s e s t o p r oli fe r a ti v e sti m ul i

(1 2) ,
b u t a r e al s o c o n t r o ll e d b y s e v e r al f a c t o r s i n cl u di n g p oly a mi n e s

t h e m s el v e s (1 3) .

P o ly a mi n e h a v e b e e n i m pli c a t e d i n n u m e r o u s b i ol o g l C al
●

r e a ctio n s . F o r i n st a n c e , i n t e r a cti o n w it h n u cl ei c a cid s a n d

p h o s p h olip id s ( 1 4 - 1 5) . P oly a m i n e s p r o m ot e t h e a g g r e g a ti o n o f rib o s o m e

s u b u n it s a n d p T O t e C七 a g ai n st t h eir dis s o ci a ti o n (1 6 ･ 1 9) ,
in v ol v e i n

p r o t ei n s y n t h e si s a t e it h e r t r a n s c rip七i o n a l o r t r a n sl a ti o n a l st a g e s (2 0) ,

st a bili z e m e m b r a n e s (2 2
,
2 3) . R e c e n tly ,

it h a s b e e n f o u n d t h a t

p oly a mi n e s h a v e i m p o r t a n t r ol e s i n n e u r o p h y s i ol o g y (2 4 ･ 2 6) .

H e n c e
,
it i s cle a r t h a t p oly a mi n e s a r e e s s e n ti a l f o r n o r m a l

g r o w t h . T h e st u di e s i n t h e a u t h o r
'

s l a b o r a t o r y w e r e fo u n d t h a t a

d e c r e a s e i n p ol y a m i n e c o n t e n t o f E . c olt c a u s e d a d e c r e a s e i n t h e r at e o f

c e n p r olife r a ti o n a n d p r o t e in s y n th e sis ( 1 7
,
2 7

,
2 8) . F u rt h e r m o r e

,

o v e r - a c c u m u l a ti o n o f p oly a m i n e s i n h ib it e d p r o t e in s y n th e si s a n d c ell

g r o w t h (2 9
,
3 0) st r o n g ly in di c a ti n g t h a t a n o p ti m al c o n c e n t r a tio n o f

p oly a m i n e s w a s n e c e s s a r y f o r c ell g r o w t h p r o c e s s .

B a ct e ri al E . c olt c ell s i n t h e n a t u r al e n v ir o n m e n t
,
t h e y h a r dly

e n c o u n t e r t h e c o n diti o n t h a t p e r m it p e ri o d of e x p o n e n ti a l(l o g a ri th mi c)

p h a s e . R a t h e r , b a ct e ri a l g r o w t h is c h a r a ct e ri z e d b y l o n g p e ri o d s o f

n u t ritio n a l d e p r l V a ti o n p u n ct u a t e d b y s h o rt p e ri o d s t h a t a ll o w f a st

g r o w t h (3 1) . E x p e ri m e n t ally ,
u p o n d e p l etio n o f e s s e n ti a l n u t ri e n t s

f r o m m e diu m
,

t h e . g r o w t h r a t e o f b a ct e ri a c u lt u r e sl o w d o w n a n d

6



e v e n t u ally r e a c h e s z e r o ･ A t t hi s p oi n t t h e c u lt u r e h a s e n t e r e d
,
d efi n e d

a s s t a ti o n a r y p h a s e (3 2) . I n t hi s s t a g e o f g r o w t h
,
b a c t e ri a c an r e m ai n

vi a b l e d u ri n g p r ol o n g e d p e ri o d s o f s t a rv a ti o n a n d e xit st a ti o n a r y p h a s e

a n d r e t u r n t o e x p o n e n ti a l p h a s e c e ll c y cle w h e n s t a rv a ti o n is r eli e v e d .

T h u s , w h e n b a ct e ri a e n t e r t h e s t a ti o n a r y p h a s e t h ei r r e s p o n s e i n v ol v e d

d r a sti c c h a n g e s i n c ell u l a r p h y si ol o g y a n d m o r p h olo g y . E . c olt b e c o m e

s m a n e T , d e v el o p a s p h e ri c a l r a t h e r t h a n a r o d - s h a p e m o r p h ol o g y .

甘b eir c y t o pl a s m i s c o n d e n s e d w h e r e a s t h e v ol u m e o f p e ripl a s m

i n c r e a s e s
,

m e m b r an e a n d c ell e n v e l o p e c o m p o siti o n a r e alt e r e d , a n d t h e _

n u cl e oid c o n d e n s e s ･ S t a ti o n a r y p h a s e c ells a r e r e sist a n t t o m u ltip l e

s t r e s s e s a n d s u rv i v e l o n g
･t e r m st a rv a ti o n ･ T h e s y n t h e sis o f a s e t o f

St a ti o n a r y p h a s e o r p o s t e x p o n e n ti al p r o t ei n s i s in d u c e d
,

w h ic h h a s a

r ol e i n s t r e s s p r o t e cti o n ･ Al l o f th i s p h e n o t y p e s a r e d e p e n d e n t o n a n

i n t a ct rp o S a lle l e (3 3) . T h e rp o S - e n c o d e d sig m a f a ct o r , cT
S ( cT

3 8) ,
h a s

b e e n id e n tifi e d a s a c e n t r a l r e g u l a t o r f o r m a n y st a ti o n a r y
･

p h a s e -

r e s p o n si v e g e n e s . S o m e s t a ti o n a r y p h a s e ･ s p e cific g e n e s a r e n o t

d e p e n d e n t o n rp o S ( T a b l e 1) . r p o S s e e m s t o r e q u ir e g u a n o si n e 3
'

,5
'

-

b i s p y r o p h o s p h a t e (p p G p p) fo r t h e e x p r e s si o n (3 4) .

T b e c e 11山 a r l e v el o f p p G p p 血 c r e a s e s in r e s p o n s e t o st a r v a tio n

f o r a m in o a cid s a n d s o u r c e s o f c a rb o n
,

n it r o g e n a n d p h o s p h a t e . T h e

a c c u m u l a ti o n o f p p G p p d e p e n d s o n a cti v itie s o f th e p r o d u ct s o f t w o

g e n e s
,

r el A a n d s p o T . D u ri n g a m i n o a cid st a rv a tio n
,

t h e l

P P G p p

s y n t h e ti c a cti v it y o f R el A p r ot ei n i s a cti v a t e d b y u n c h a r g e d t R N A . T h e

a c c u m u l a ti o n o f p p G p p l n r e s p o n s e t O e n e r g y s o u r c e S t a r v a ti o n o c c u r s
●



甘盈b且e 且 S o m e s t a ti o n a r y
-

p h a s e - a cti v a t e d g e n e i n E . c olt

a n d S . t3 P hiT n u ri u / m (3 4)

G e n e o r o p e r o n

p

G

.

e

s:t

e

i

t

.

i

三? m

a

n)
G e n e p r o d u ct ( s) E

h

n

y

c

s

t

l

i
o

.

l

n

o gi c al

R e g u ,l a c e d b y O
I S

Ft s Q A Z 2 .3 C ell d i vi si o n p r ot ei n s

b ol d 1 0 10 R e g ul at o r y p r ot ei n

a p p Y 1 3 ･O R e 印1 at o r y p r ot e in

d p s 由e x B) 1 8 . 0 D N A - bi n di n g p r ot ei n

t r e A (o s m A) 2 6 .0 P e ripl a s m i c t r e h al a s e

o s T n B 2 8 .0 0 u t e r m e m b r a n e

h p op r ot e in

h a tE 3 7 .8 C at al a s e H P II b

p r o U (p r o V l 喝 5 7 . 7 G l y c in e b et ai n e an d

p r oli n e t r an s p o rt s y st e m

k a t G 8 9 . 2

N o t r e g u ,l αi e d b y O
I S

r m f 2 1 .8

h a s (o s m Z) 2 7 .6

C at al a s e H P I b

R ib o s o m e m o d ul ati o n

f a ct; o r

m st o n e - 放 e p r ot e in

任王- N S o r Ⅱ1)

rp o S 5 8 .9 6 s u b u mi t of R N A

p oly m e r a s e ( c r
S
)

s sp A B 6 9 .5

rp o H 76 . 4

S t ri n g e n t st a rv ati o n

p r ot e in (S s p A)

α s u b u n it of R N A

p oly m e r a s e ( cr
3う

S e p t u m f o r m ati o n

M o rp h o g e n e ; c o n t r ol s

s y n t h e si s of P B P 6 a

C o n t r ol s e x p r e s si o n of

h y a a n d c y x A B -

a p p A

D N A p r ot e cti o n
,
c o n t r ol

of g e n e e x p r e s si o n

G T O W th o n t r e h al o s e i n

h igh - o s m ol a ri t y m edi u m

C ell a g g r 曙 ati o n

P r ot e cti o n a g a i n st H
2
0

2

0 s m op r ot e cti o n

P r ot e cti o n a g ai n st H
2
0

2

D i m e ri z ati o n of rib o s o m e s

G l ob al g e n e r e g ul ati o n an d

ch r o m o s o m e o r g a mi z ati o n

C o n t r ol of st ati o n a ry
-

p h a s e -

i n d u c e d an d o s m o r e g ul at e d

g e n e s

G l ob al g e n e r e 即1 ati o n

C o n t r ol of h e at s h o c k g e n e s

a P B P 6
, p e n i cin in - bi n di n g p r ot ei n 6

b H P I an d fI P II
,
h y d r o p

L
e r o xid a s e I an d II



b y b l o c ki n g d e g r a d a ti o n o f p p G p p c a t a ly z e d b y a p p G p p 3
'

･

p y r o -

p h o s p h o h y d r o l a s e e n c o d e b y t h e s p o T g e n e (3 5) . p p G p p t h u s a p p e a r s

t o b e a g e n e r al s t a rv a ti o n s ig n al a n d it w a s f o u n d t h a t p p G p p h a s a

●

m aj o r r e g u l a ti o n T Ol e i n t h e a c ti v a ti o n o f o
･

s

s y n t h e sis o c c u mi n g e a rly

i n t h e t r a n siti o n fr o m e x p o n e n ti al g r o w t h t o s t a ti o n a r y p h a s e (3 6) .

I n t h is p r e s e n t s t u d y ,
a n in t e r e st i n h o w p oly a m i n e

a c c u m u l a ti o n a ff e ct s c ell d e a th d u ri n g st a ti o n a r y p h a s e a ri s e s b e c a u s e

p oly a mi n e s a r e n o w c o n sid e r e d e s s e n ti a l o n c e m u l a r g r o w t h p r o c e s s e s .

M a n y r e s e a r c h e r s h a v e e x a mi n e d n u m e r o u s p oly a m i n e b i o s y n t h etic

i n h ibit o r s in cl in i c a l u s e
, e s p e ci ally i n c a n c e r c h e m o p r e v e n ti o n (3 7) .

H o w e v e r
,
t h e p r e cis e m e c h a n is m s a t m ol e c u l a r l e v el h a v e n o t b e e n

cl e a rly k n o w n y e t .

T o g a l n u n d e r st a n di n g o f t h e m e c h a n is m o f p oly a m i n e

a c c u m u l a ti o n o n c ell d e a t h
,
t h e s t u d y w a s e m p l o y e d t h e b a c t e ri al E . c olt

s y st e m a s a m o d el . A lt h o u g h
, b a ct e ri a diff e r fr o m fu n g l a n d m a m m a ls

i n t h e m e t a b oli s m o f p oly a m i n e s ,
血 d e e d ,

r e s e m bl e p l a n t s i n s o m e

r e s p e ct s (5) . T h e st u d y o f p oly a mi n e a c c u m u l a ti o n i n b a c t e ri a c o u ld

p r o v id e s o m e v a l u a bl e i n f o r m a ti o n t h a t m a y h elp t o u n d e r st a n d t h e

m e c h a n i s m i n o t h e r c ell u l a r s y s t e m s .

A s th e a c c u m u l a ti o n o f s p e r m id in e i n E . c olt s p e G m u t a n t

c a u s e d a d e c r e a s e i n c ell v i ab ilit y a t t h e st a ti o n a r y p h a s e o f g r o w t h
,
t h e

s y n t h e si s o f s o m e p r ot e i n s w a s r e m a r k a b ly in h ibit e d ,
i . e .

ri b o s o m e

m o d u l a ti o n f a c t o r ( R M F) a n d o u t e r m e m b r a n e p r o t e in C (O m p C) (3 0) .

It i s o f i n t e r e s t t o p e r c ei v e w h e t h e r c ell d e a t h w o u ld o c c u r w h e n E . c olt

c ell s l a c k th e s e t w o p r ot e i n s . T h e r e fo r e
,
t h e r el a tio n s h ip b e t w e e n c ell

9



d e a t h a n d t h e d e fici e n c y o f R M F a n d O m p C w a s i n v e sti g a t e d b y u si n g

r m f a n d/ o r o m p C m u t a n t a s d e s c ri b e d i n P a r t l o f t hi s s t u d y .

I n a d diti o n
,

I g a r a s h i e t al .( 3 8) f o u n d t h a t t h e s y n t h e sis o f

p p G p p i s s ti m u l a t e d b y s p e r mi di n e
,

a n d p p G p p h a s b e e n k n o w n t o b e a

k e y r e g u l a t o r o f cT S f a c t o r (3 6) w h i c h h a s a n i m p o rt a n t r ol e f o r c e ll

s u rv i v a l d u ri n g st a ti o n a r y p h a s e (3 3) . T o fu rt h e r cl a ri fy t h e

m e c h a n i s m b y w h i c h s p e r m i di n e a c c u m u l a ti o n c a u s e d c ell d e a t h a t t h e

st a ti o n a r y p h a s e , t h e p r o mi s s l n g f a c t o r s w hi c h i s sti m u l a t e d b y

●

s p e r mi di n e ,
i

･ e ･ p p G p p w a s al s o e x a mi n e d i n P a r七ⅠⅠ. o f t hi s st u d y .

1 0



P Å盈T ‡

E m h a n c e m e 弧七 o f C e且1 D e a 地 D u e 七o D e c r e a s e i n 朋:g
2 '

町p 七a k e

b y O m p C ( C a 七i o m - S e且e c t i v e P o Ti n ) D e 鮎 i e n c y i n

況朋 F ( 況i b o s o m e M o d u 且a ti o n F a c t o r) - D e FI Ci e n 七 M Ⅶt a n 七

D u ri n g t h e t r a n siti o n f r o m th e e x p o n e n ti al t o t h e st a ti o n a r y

g r o w t h p h a s e o f E
. c olt , 7 0 S rib o s o m e s a r e C O n V e r t e d t o l o o s di n e r s

(3 9) . A s m a ll b a sic p r o t ei n o f 5 5 a mi n o a cid s , ri b o s o m e m o d u l a ti o n

f a ct o r ( R M F) ,
is u n iq u ely a s s o ci a t e d w it h l o o s di m e T S

,
a n d t h e R M F

m R N A b e g i n s t O a p p e a r W h e n E ･ c olt c ells e n t e r t h e st a ti o n a r y p h a s e
.

●

R M F h a s b e e n fo u n d t o c o n v e r t 7 0 S rib o s o m e s i n t o t h e m o r e s t a b l e

p r o t e a s e ･ a n d n u cl e a s e ･ r e sist a n t l o o s di n e r s i Tも uit r o
,

a n d t o i n h ibit

p r o t ei n s y n t h e si s (4 0) . It is p o s sib le t h a t l o o s di n e r s a r e i n v ol v e d i n

th e s el e cti v e t r a n sl a ti o n o f s t a ti o n a r y p h a s e s p e cific m R N A s
,

a l th o tl g h

t h is h a s y e t t o b e d e t e r mi n e d . W h e n t h e r m f g e n e w a s d is r u p t e d
,

c ell

v i a b ilit y o f t h e r m f m u t a n t d e c r e a s e d a t t h e st a ti o n a r y p h a s e
,

s u 鍔 e S ti n g t h a t th e di m e ri z a ti o n o f rib o s o m e s is e s s e n ti al fo r vi a bilit y a t

t hi s p h a s e (4 1) .

F u k u c h i e t a l . ( 4 2) is ol a t e d sp e G g e n e c o d in g f o r s p e r m idi n e

a c e t y lt r a n s f e r a s e (S A T) w h ic h c a t a ly z e d t h e fir st st e p o f p o ly a mi n e

d e g r a d a ti o n i n E . c olt a n d p u ri fi e d S A T e n z y m e t o h e lp un d e r s t a n d i n g

o f t h e c h a r a c t e ris ti c o f E
. c olt p oly a m i n e d e g r a d a ti o n . M o r e o v e r

,
t o

u n d e r s t a n d t h e p h y si ol o gi c al fu n cti o n o f S A T i n E . c olt
,
t h e st u d y w a s

d o n e i n s p e G m u t a n t a n d t h e cl o n e d s p e G g e n e (3 0) . I n a s p e G m u t a n t
,

it w a s f o u n d t h a t a d diti o n o f s p e r mi d in e t o th e m e diu m c a u s e d a

l l



d e c r e a s e i n c e m v i a b ilib T a t t h e l a t e st a ti o n a r y p h a s e d u e t o

a c c u m ul a ti o n o f s p e r mi di n e ･ T h e a c c u m u l a ti o n o f s p e r mi di n e c a u s e d a

d e c r e a s e i n p r o t e i n s y n t h e si s b u t n o t i n I) N A an d R N A s y n t h e si s a t t h e

st a ti o n a r y p h a s e ･ T h e s y n t h e sis o f s e v e r a l ki n d s o f p r o t ei n s w a s

p a rti c u l a rly i n h ib it e d ･ T h e y i n cl u d e d R M F a n d O m p C p r o t e in
, a

c a ti o n s el e cti v e p o Ti n p r ot ei n i n t h e o u t e r m e m b r a n e (4 3) .

T o d e t e r mi n e w h e t h e r t h e r e w o u ld b e t h e r el a ti o n s h ip b et w e e n

c ell d e a t h a n d t h e d e fi ci e n c y o f R M F a n d O m p C , t h e st u d y w a s d o n e b y

m a ki n g r m f a n d/ o T O m P C m u t a n t s a n d e x a mi n i n g th e c e ll v i a bilit y

d u ri n g s t a ti o n a r y p h a s e o f g r o w t h ･ T h e p r o fil e o f ri b o s o m e s a n d o u t e r

m e m b r a n e p r o t ei n w e r e i n v e stig a t e d . C ell u l a r c o n t e n t s o f c a七i o n s
,

a n d

p oly a m i n e s w e r e al s o d e t e r m i n e d .

M a 七e r i a 且s a n d M e t h o d s

B a c七e ri a 且s七r a i m s a n d c u 且t tl T e C O n diti o n s

E ･ c olt C 6 0 0 ( s u p E 4 4 h s d R thi th r l e w l a c Y l t o Tt A 2 1) w a s g r o w n

i n a m o difi e d L B m e di u m (0 .8 g t r y p t o n e
,
0 . 4 g y e a s t e x t r a c t

,
0 . 5 g N a C I

p e r h t e r) ( 4 4) ･ T h e p l a s mi d p T 3 1 0 1 c o n t ai n i n g r m f:: C m w a s p r e p a r e d

a s d e s c ri b e d (4 1) . T h e p l a s mi d p M A N O O 6 c o n t a i n in g o l n P C ( 4 5) w a s

ki n dly p r o v i d e d b y D r . T . M i z ll n O ( N a g o y a tJ n iv e r s 止y) ,
a n d t h e

H i n d III - S all f r a g m e n t w a s in s e rt e d i n t o t h e s a m e r e st ri cti o n sit e of

p B l u e s c rip t S K '

(S t r a t a g e n e) (p B S o T n P q . A ft e r t h e p B S o ln P C w a s

dig e s t e d w it h B glII ,
t h e K m

r

g e n e (1 . 3 k b B a ln H I fr a g m e n t) o f p U C 4 瓦

(P h a r m a ci a L K B B i ot e c h n ol o g y l n c .) w a s i n s e r t e d i n t o th e c u t sit e

1 2



(p B S o m p C :: K m ,) . E ･ c olt C 6 0 0 r m f .

･

: C m
,
E . c olt C 6 0 0 o ln P C :: K m

,
a n d E

.

c olt C 6 0 0 r m f ･

･

: C m o m p C :: K m w e r e p r e p a r e d b y P l k c t r a n s d u cti o n

a s d e s c rib e d p r e v i o u sly ( 4 6) I C h l o r a m p h e n ic ol (S o 雌/ m l) a n d/ o r

k a n a m y ci n (5 0 L噌/ m l) w e r e a d d e d 七o t h e m e di u m d u r in g t h e c u lt u r e o f

th e m u t a n t s ･ C e ll g r o w t h w a s f oll o w e d b y m e a s u r in g a b s o r b a n c e a t

5 4 0 n m ･ C ell v i a b ilit y w a s d e t e r m i n e d b y c o u n tir 噌 C Ol o n y n u m b e r s

g r o w n o n L B -

c o n t ai n i n g 1 . 5 % a g a r p l a t e s a t 3 7
o

C (4 4) .

W e s七紺 n b且o も a n a 且y s i s

A n tib o d y f o r R M F w a s m a d e b y i nj e c ti n g 1 m g R M F w it h

F r e u n d
'

s c o m pl e t e a dj u v a n t t o a r a b b it . R a b b it a n tib o di e s f o r O m p C

a n d O m p F w e r e k i n d ly s u p p li e d b y D r
. I . M o ri (K y o t o U n iv e r sib ') .

W e s七e rn b l o t ti n g w a s p e r fo r m e d b y t h e m et h o d o f N i el s e n e t a l . (4 7) .

P r e p a T a ti o n o f o u t e r m e m b r a n e p r o t e i n s a n d t h ei r

s e p a T a ti o m o 弧 8 M u T e 針 S D S -

p o l y a c T y l a m id e g e l e l e c t r o -

p h o r e si s

T h e o u t e r m e m b r a n e p r o t ei n s w e r e a n a ly z e d a c c o r di n g t o t h e

m e t h o d o f M a t s u y a m a e t al . ( 4 5) . E . c olt c ells w e r e di s r u p t e d b y

s o n i c a ti o n . A ft e r c e n t rifu g a tio n a t 1
, 5 0 0 Ⅹ g fo r 1 0 m i n t o r e m o v e

u n b r o k e n c ells
,

c ell e n v e l o p e s w e r e s u s p e n d e d i n 2 % T rit o n X ･ 1 0 0 ･

1 0 m M N a -

p h o s p h a t e b u ff e r
, p I‡7 . 2

,
a n d i n c u b a t e d f o r 3 7

o C fo r 1 5 mi n .

T h e i n s ol u b l e fr a cti o n s w e r e r e c o v e r e d b y c e n t ri fu g a ti o n a t 1 0 0
,
0 0 0 Ⅹ g

fo r 3 0 m i n . T h e y w e r e w a s h e d o n c e w it h 2 m l o f 1 0 m M N a -

p h o s p h a t e

b u ff e r
, p I‡ 7 .

2
, a n d u s e d a s t h e o u t e r m e m b r a n e P r Ot e i n s . T h e

1 3



p r ot ei n s (3 帽) w e r e p r e h e a t e d i n l % S D S ･ 1 % 2 ･ m e r c a p t o e t h a n ol a t

1 0 0
o

C f o r 5 mi n a n d a n a ly z e d o n 8 M u r e a ･ S D S ･

p oly a c r y l a mi d e g e l

el e ct r o p h o r e sis ･ O m p C , O m p F a n d O m p A w e r e st a in e d wi t h

C o o m a s si e B ri lli a n t B l u e R 2 5 0 .

M e a s u r e m e n 七 o g p r o t ei n s y n t h e si s i m E . c o lt

A t 2 4 h a ft e r t h e o n s e t o f c ell g r o w t h
,

c ell s u s p e n si o n (2 .5 m I)

w a s l a b e le d w ith O ･3 7 M B q o f [
3 5S] m e t h i o n i n e (1 0 m M ) i n M 9

m e di u m ( 4 4) . A t d e s ig n a t e d ti m e , h o t t ric h l o r o a c e七ic a cid i n s olu b l e

r a di o a cti v it y w a s c o u n t e d u s i n g O ･ 6 m l a liq u o t s f o r m e a s u r e m e n t O f

[
3 5 S] m e t h i o n i n e i n c o r p o r a t e d i n t o p r o t e in

.

S u c T O S e d e m si七y g r a d i e n t c e m t ri f u g a ti o n o f rib o s o m e s

T h e 3 0 , 0 0 0 Ⅹ g s u p e rn a t a n t (1 m l) w a s p r e p a r e d a s d e s c ri b e d

p r e vi o u sly (4 8) u s in g 2 0 m l c e ll s u s p e n si o n
. B ri e n y , a ft e r h a rv e st in g

t h e c ell
,

c ell s w e r e S u s p e n d e d i n 1 m l o f t h e b u ff e r c o n t ai n i n g 1 0 m M
●

T ris - H C l , p ‡Ⅰ 7 .5
,

1 0 m M m a g n e siu m a c e t a t e
,

l o o m M a m m o n i u m

a c e t a t e a n d 6 m M 2 →n e r c a p t o e t h a n ol an d 2 一昭/ m l o f I) N a s e I . C ells

w e r e th e n b r o k e n b y F r e n c h P r e s s a t t h e p r e s s u r e o f 2 0
,
0 0 0 a n d

c e n t rif u g e d a t 3 0
,
0 0 0 Ⅹ g . T h e 3 0 ,0 0 0 Ⅹ g s u p e r n a t a n t (0 . 2 5 m l) w a s

l o a d e d o n a 5 m l li n e a r s u c r o s e g r a di e n t (5 - 2 0 % ) c o n t a 血i n g 2 0 m M

T ri s ･ H C l
, p H 7 . 5

,
1 0 m M m a g n e si u m a c e t a t e

,
a n d 1 0 0 m M a m m o n i u m

a c e t a t e . T h e t u b e s w e r e c e n t rif u g e d f o r 8 0 mi n a t 4 0
,
0 0 0 r p m in a

H it a c h i P 5 5 S T 2 . T h e s u c r o s e g r a die n t s w e r e f r a c ti o n a t e d i n t o 3 1 - 3 2

t u b e s . A b s o rb a n c e a t 2 6 0 n m w a s m e a s u r e d a ft e r 4 ･f old dil u ti o n o f e a c h
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fr a c ti o n .

朋 e a s u T e m e m 七 o f p r o t e i n , R N A ? p o 且y a m i n e s , A T P a n d

c a 七i o m s

E ･ c olt c e ll s w e r e h a rv e s t e d eit h e r a t t h e l o g a rit h mi c p h a s e o f

g r o w th ( A 5 4 0
= 0 ･5) o r a t 2 4 h a ft e r th e o n s e t o f c ell g r o w t h . P r o t ei n

w a s d e t e r mi n e d b y th e m e t h o d o f I ヵ w r y et a l . (4 9) . R N A w a s

m e a s u r e d b y t h e m e t h o d o f C e ri o tti (5 0) w it h s o m e m o difi c a ti o n
. R N A

s olu ti o n w a s i n c u b a t e d i n O ･3 N Ⅸ･O H f o r 1 8 h a t 3 7
o C

,
t h e n R N A

r e a cti o n w it h l O % o T Ci n ol
,
F e C 13 - H C L (0 . 7 5 %) w a s p e r fo r m e d a t 1 0 0

o

C

f o r 2 0 mi n a ft e r a d diti o n o f H Cl (fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f 0
.3 N) a n d

p e r c h l o ri c a cid (fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f 6 % ) . T h e fo r m e d c ol o ri n g

s o lu ti o n w a s r e a d o n a 王‡it a c h i U ･ 1 1 0 0 S p e ct r o p h ot o m e t e r a t 6 7 0 n m

●

a g a i n s t a bl a n k t r e a t e d in t h e s a m e m a n n e r . F o r m e a s u r e m e n t o f

p oly a m i n e s
,
A T 甘 a n d 仁a ti o n s

,
c ell s u s p e n si o n (1 0 m l) w a s o v e rl a id o n a

mi x t u r e o f 0 .9 m l o f sili c o n e oil ( T o r a y S fI - 5 5 0) a n d 0 . 1 5 m l o f m i n e r a l

oil (Sig m a lig h t w hit e oil) i n a 1 5 - m l c e n t rifu g e t u b e , a n d t h e c ells w e r e

i m m e di a t e ly c e n t ri fu g e d t h r o u g h t h e o 止 a t 1 , 5 0 0 Ⅹ g f o r 2 0 mi n (5 1) .

A 洗e r t h e s u p e r n a t a n t a n d oil w e r e r e m o v e d st e p w is e , t h e p ell e t s w e r e

s u s p e n d e d in 0 ･ 5 m l o f 5 % t ric h l o r o a c e tic ･ a cid ･ T h e r e s u lti n g
･

w a s

c e n t rif u g e d a t 6
,
0 0 0 Ⅹ g fo r 5 mi n

.
T h e s u p e r n a t a n t t h u s o b t a i n e d w a s

u s e d f o r m e a s u r e m e n t o f p oly a m i n e s
,
A T P a n d c a ti o n s .

P oly a m i n e l e v els w e r e d e t e r mi n e d b y hi g h p r e s s u r e liq u id

c h r o m a t o 瑠 r a P h y a s d e s c rib e d b y l g a r a s h i e t a l . (5 2) u si n g a T S K g el

I E X 2 1 5 c ol u m n (4 Ⅹ 8 0 m m ) h e a t e d t o 5 0
o C w a s m o u n t e d . T h e n o w
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r a t e o f t h e b u ff e r (0 ･3 5 M ci七ri c a cid b u ff e r [p H 5 . 3 5】,
2 M N a C l

,

2 0 % m e th a n ol) w a s O ･ 4 2 m u mi n ･ D e t e cti o n o f p oly a m i n e s w a s b y

皿u o T e S C e n C e i n t e n sit y a 洗e r r e a cti o n o f t h e c ol u m n e 弧 u e n t a t 5 0
o

C w it h

a n o -

p h t h a l a d e h y d e s olu tio n c o n t ai n l n g O ･0 6 % o ･

p h t h a ld e h y d e
,
O A M

●

b o ri c a cid (p H I O A ) ,
0 ･ 1 % B rij 3 5

,
a n d 3 7 m M 2 ･ m e r c a p t o e t h a n ol . T h e

n o w r a t e o f o -

p h t h a l a d e h y d e s olu ti o n w a s 0 . 4 m l/ m i n
, a n d 皿u o r e s c e n c e

w a s m e a s u r e d a t a n e x cit a ti o n w a v e le n g t h o f 3 3 6 n m a n d e m is si o n

w a v el e n g t h o f 4 7 0 n m ･ T h e r e t e n ti o n ti m e s f o r p u t r e s ci n e , s p e rm idi n e

a n d s p e m i n e w e r e 6
,
1 2

,
a n d 2 4 m i n

,
r e s p e c ti v el y .

A T P w a s d e t e r m i n e d a s d e s c rib e d b y K i m mi c h e t a l (5 3) .

T h e 1 0 0 lil
- aliq u ot o f 5 % t ri c h lo T O a C e ti c a cid e x t r a c t e d s a m pl e s w a s

i m m e di a t ely n e u t r a li z e d w it h 5 0 m M E 2 H P O 4
･ 1 M ⅨO H . T h e A T P i n

s a m pl e s w a s m e a s u r e d b y r e a cti n g w it h l u cife ri n ･1 u cif e r a s e (Sig m a

C h e m i c a l C o l) i n t h e a s s a y b u 胞 r c o n t a i n i n g 5 m M s o di u m a r s e n a 七e
,

4 m M M g S O 4 a n d 2 0 m M s o di u m gly c y lg ly ci n e a g a i n st A T P st a n d a r d .

T h e l u mi n e s c e n c e w a s d e t e r m in e d b y T D - 2 0/2 0 L u m in o m e t e r ( T u r n e r

D e si g n s
,
C A .)

M g
2 ＋

a n d K
＋

w e r e a n a ly z e d b y m e a n s o f a t o mi c a b s o r pti o n

s p e ct r o s c o p y (H it a c hi Z ･ 8 0 0 0) .

M g
2 '

u p t a k e b y i n t a c七 c ell s

E ･ c olt c e lls w e r e c u lt u r e d in M 9 m e di u m s u p pl e m e n t e d w i th

1 0 LL M M g
2 ＋

fo r 2 4 h t o d e pl e t e t h e M g
2 ＋

c o n t e n t i n E . c olt c e lls . A ft e r

h a r v e s ti n g t h e c e ll s ,
M g

2 '
u p t a k e w a s m e a s u r e d a t 3 0

o

C i n M 9 m e di u m

s u p pl e m e n t e d w it h 5 0 LL M M g
2 ＋

. T h e M g
2 ＋

c o n t e n t in E . c o lt c ells w a s
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m e a s u r e d a s d e s c rib e d a b o v e .

鼠 e s 服地s

E m h a m c e m e m 七 o E c e且且 d e a 地 b y O m p C d e 鮎i e n c y i m

温朋:F - d e 孤ci e n 七 m u 七a n 七

T o st u d y w h e t h e r O m p C d e ficie n c y e n h a n c e s c ell d e a th c a u s e d

b y R M F d e fici e n c y , O m p C ･ d e ficie n t ( o m p q a n d R M F - d e fici e n t ( r m f)

m u t a n t s a s w ell a s a m u t a n t d e fici e n t i n b o th O m p C a n d R M F ( r m F

o m p C) w e r e m a d e b y u si n g E . c olt C 6 0 0 a s t h e p a r e n t st r a i n . T h ei C 6 0 0 a s t h e p a r e n t st r a i n . T h e

d e fi ci e n c y o f O m p C a n d R M F w a s c o n fi r m e d b y W e s t e r n b l o t a n aly sis

(F ig .
2 A) . C ell v i a b ilit y did n o t c h a n g e i n O m p C - d e fi ci e n t c ells , b u t c ell

vi a b ilit y w a s r e d u c e d i n R M F ･ d e fi ci e n t c ell s a s r e p o r t e d p r e v i o u sly (4 1) .

T h e r e w a s a fu rt h e r d e c r e a s e i n c ell v i a bilit y i n t h e d o u b l e r mf o l n P C

m u t a n t (F ig .
2 B) .

C o T r e l a 七i o n b e t w e e n t h e d e c r e a s e i n c e ll v i a b i且i七y a n d

t h e d e c r e a s e i n p r o 七e i m s y n t h e si s

M a c r o m ol e c u l a r s y n t h e ti c a cti vit y o f t h e m u t a n t s w a s m e a s u r e d

a t 2 4 h a ft e r t h e o n s e t o f c ell g r o w t h . P rQ t ei n s y n th e tic a c ti v it y ･ of t h e

d o u b l e r m F o m p C m u t a n t w a s g r e a tly d e c r e a s e d c o m p a r e d t o t h e p a r e n t

st r a in ( s e e F ig . 5) o r th e si n gl e o m p C o r r m F m u t a n t s . D N A a n d R N A

s y n th e tic a cti v itie s o f th e d o u b le m u t a n t w e r e n o t d e c r e a s e d

s ig n ifi c a n tly . T h e ri b o s o m e p a tt e r n w a s t h e n a n aly z e d b y s u c r o s e

g r a di e n t t e n t ri fu g a ti o n (F i g . 3) . U si n g g r a di e n t s w it h a n e q u al
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O m p C
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初
～
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A)
U

a)
p IA d

.B 1 0 7

a

1 0 6

c 60 0 o m p C r mf
oTp

f
c

C 6 0 0

o m p C

r m f

r m f
o m p C

0 且 2 3

T i m e ( d a y s )

5

F i g ･ 2 ･ C ell vi a b ilit y of v a ri o u s m u t a n t s . A . W e st e r n bl ot a n al y si s of

O m p C a n d R M F . W e st e r n b l ot a n aly si s w a s p e rf o r m e d u s l n g a C ell

1 y s a t e ( 5 汁g P r Ot ei n f o r O m p C a n d 3 0 ト唱 P r Ot ei n f o r R M F) of E . c bli

c u lt u r e d f o r 2 4 h . B
. C ell vi a bilit y . E a c h v al u e i s th e a v e r a g e of d u pli c a t e

d et e r m i n ati o n s . ㊨,
E . c olt C 6 0 0

,

･

○,
o T n P C m u t a n t; □, r l n f m u t a n t

,

･

△
,
d o u bl e r T n F o m p C m u t a n t .
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甘a 払且e 盟 A m o u n 七 of p r o七ei n
,
R N A a n d o u t e r m e m b r a n e

p r ot ei n ( O M P) i n v a ri o u s m u t a n t s c ult u r e d f o r 2 4 h

s t y a i n
P r o t ei n

a R N A a O M P

( m g) ( m g) ( m ど)

C 6 0 0 4
. 6 1 土 0 . 4 5

b
1 .5 0 土 0 . 1 9 0 . 2 9 土0 .0 6

o T n P C 4 .O l j = 0 .5 8 1 .5 4 土 0 .
1 4 0 . 2 0 土0 .0 2

r J 托/ 4 .5 4 土 0 .6 0 1 . 3 6 土 0 .0 8 0 .2 6 土0 . 0 6

r m f o m p C 4 1

. 0 6 土 0 . 5 7 0
.
5 8 土 0 .0 9 0 . 1 5 土0 .0 5

a T h e a m o u n t i n 1 0 m l c u lt u r e

b v al u e s a r e m e a n 土S . D . o f t rip li c a t e d e t e r mi n a ti o n
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1 .0
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0 ･6
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N
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5()Si

臥 o m p C

70 S

l o o s

3 0 S

S O S＋
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F r a ctio n n u m b e R
･

C ･ r m f D . r m f o m p C

7 0 S

S O S

3()S

＋

70S

3 0S

S OS
↓

0 10 20 3 0 0

F r a cti o n n u m b e r

1 0 2 0 3 0

F i g . 3 . S ll C r O S e d e n sit y g r a di e n t c e n t rif u g ati o n of ri b o s o m e s

ob t ai n e d f r o m v a ri o u s m u t a n t s . E . c o]i c ell s ( A . C 6 0 0
,

･

B . o m p C

m u t a n t; C . r m f m u t a n t; D . d o u b l e r m f o nip C m u t a n t) w e r e

h a r v e st e d a t 2 4 h aft e r t h e o n s et of c ell g r o w th
,

a n d s u c r o s e

d e n sit y g r a di e n t c e n t rif u g ati o n w a s p e rf o r m e d u s l n g 0 .2 5 m l

of t h e 3 0 ,0 0 0 Ⅹ g s u p e r n a t a n t .
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v ol u m e o f c ellly s a t e fr o m e a c h s t r ai n
,
l o o s rib o s o m e s w e r e ob s e r v e d i n

t h e p a r e n 七s七r ai n a n d t h e o m p C m u t an t b u 七 n o t i n t h e r m f m u t a n t o r t h e

d o u b l e r m f o m p C m u t a n t ･ M o r e o v e r
, t h e a m o u n t o f ri b o s o m e s (l o o s

,

7 0 S , S O S a n d S O S) i n t h e d o u bl e m u t a n t (Fi g . 3Ⅰ)) w a s l o w e r t h a n t h a t

i n t h e p a r e n t s t r ai n a n d t h e si n gl e m u 七a n 七s (F ig s . 3 A
,
3 B a n d 3 C) . T h e

t o t a l a m o u n t of R N A a n d p r o t ei n in t h e c ell ly s a t e fr o m t h e m u t a n t s

w e r e a ls o m e a s u r e d . A s s h o w n i n T a b l e 2
,
t h e a m o u n t o f R N A in th e

d o u bl e r m f o l n P C m u t a n t w a s m u c h l o w e r t h a n t h a t i n t h e p a r e n t s t r ai n

a n d t h e si n gl e m u t a n t s . H o w e v e r
,
t h e a m o u n t o f p r ot ei n i n t h e d o u bl e

m u t a n t w a s n o t a lt e r e d c o m p a r e d t o t h e p a r e n t st r a in a n d t h e si n gl e

m u t a n t s . T h e A T P l e v el w a s a ls o m e a s u r e d a n d fo u n d t h a t t h e r e w a s

u n c h a n g e d i n 七h e m u t a n t 臥 T h e r e s ul t s s u 紺 e S t e d t h a t t h e d e c r e a s e i n

p r o t e i n s y n t h e ti c a ctivi t y o f th e d o u b l e m u t a n t a t 2 4 h a ft e r t h e o n s e t o f

c ell g r o w t h is m a i n l y d u e t o a d e c r e a s e i n t h e a m o u n t o f rib o s o m e s
.

R e c o v e r y o f c e ll v i a b ilit y b y M ぎ
2 '

S i n c e O m p C i s a c a ti o n ･ s ele ctiv e p o ri n
,

th e l e v els o f M g
2 ＋

,
K

'

,

a n d p oly a m i n e s , w h i c h a r e n e c e s s a r y f o r t h e a cti v it y a n d st a bili z a tio n

o f rib o s o m e s
,

w e r e m e a s u r e d i n c e lls a t th e l o g a ri th mi c a n d t h e l a t e

st a ti o n a r y p h a s e s . U p o n e n t r y t o t h e l a t e st a ti o n a r y p h a s e
,

th e K '

c o n t e n t d e c r e a s e d m a r k e dly f o r a ll t h e s t r ai n s e x a m i n e d ,
b u t a t t h e l a t e

st a ti o n a r y p h a s e , t h e X
＋

c o n t e n t i n th e d o u b le r m f o T n P C m u t a n t w a s

h ig h e r t h a n th a t i n t h e p a r e n t st r a in a n d t h e si n gl e m u t a n t s (F ig . 4) .

I n c o n t r a st
,
t h e c ell u l a r M g

2 ＋
a n d p oly a mi n e c o n t e n t in th e d o u b le r m F

o T n P C m u t a n t w a s l o w e r t h a n t h a t i n t h e p a r e n t s t r ai n a n d t h e si n gl e
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o m p C
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o m p C
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r m f
o m p C

国 p u T

□ S P D

L o g p h a s e L at e st a ti o n a r y p h a s e

F i g . 4 . C o n t e n t s of K ＋
am d M g

2 十
( A) an d p oly a m i n e s (ち) i n v a ri o u s m u t a n t s .

G en s w e r e h a rv e st e d a t A
5 4 0

= 0 .5 G o p p h a s e) o r at 2 4 h af te r th e o n s et of c ell

g r o w t h (l a t e st ati o n a r y p h a s e) . E a ch v al u e i s m e an 土 S . D . of t ri p h c a t e

d et e r m i n ati o n s .
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m u t a n t s a t t h e l a t e s t a ti o n a r y p h a s e (Fig . 4) .

B e c a u s e a d e c r e a s e i n M g
2 十

a n d p oly a m i n e s i n t h e d o u bl e r m f

o m p C m u t a n t w a s o b s e rv e d
,
M g

2 '

,
s p e r mi di n e

,
o r p u t r e s ci n e w a s a d d e d

t o th e m e diu m t o d e t e r m i n e if c ell v i a b ilit y w o u ld r e c o v e r ･ V i a b ilit y o f

t h e d o u bl e m u t a n t w a s n o t r e c o v e r e d b y t h e a d diti o n o f 1 0 t o 3 0 m M

p oly a mi n e s I W h e n 3 0 m M M g
2 '

w a s a d d e d t o t h e m e di u m
,

v i a b ilit y o f

t h e d o u b l e r m F o m p C m u t a n t w a s i n c r e a s e d (F ig . 5 A) . I n t h e p r e s e n c e

o f 3 0 m M M g
2 '

,
t h e r e W e r e m O r e vi a bl e r m f o m p C c ell s o v e r 1 t o 5 d a y s

,

wi t h a b o u t a l O ･f ol d i n c r e a s e o n d a y 5
, c o m p a r e d wi t h c ell s g r o w n i n t h e

a b s e n c e o f M g
2 ＋

.
T h e M g

2 ＋
c o n t e n t i n t h e d o u bl e m u t a n t c u lt u r e d w ith

3 0 m M M g
2 ＋i n c r e a s e d b y 2 ･ fo ld o n d a y 1

,
a n d w a s n e a rly e q u a l t o t h e

M g
2 '

c o n t e n t i n t h e p a r e n t s t r ai n c u lt u r e d i n t h e p r e s e n c e o r ab s e n c e o f

3 0 m M M g
2 ＋

.

P T O t ei n s y n th etic a ctiv it y w a s th e n m e a s u r e d u si n g c ells

c u lt u r e d f o r 2 4 h . T h e a cti v it y w a s r e st o r e d b y t h e a d diti o n o f 3 0 m M

M g
2 ＋

a n d w a s n e a rly e q u a l t o t h a t o f t h e p a r e n t st r a in (F ig . 5 B) . T h e

a m o u n t o f R N A al s o i n c r e a s e d a ft e r c u lt u ri n g t h e d o u b l e m u t a n t w ith

3 0 m M M g
2 ＋

,
s u g g e s ti n g r e d u cti o n i n t h e d e g r a d a tio n o f ri b o s o m e s .

M o r e o v e r
, a n in c r e a s e i n t h e a m o u n t o f 7 0 S ri b o s o m e s w a s al s o

ob s e rv e d i n c ell s g r o w n i n t h e p r e s e n c e o f 3 0 m M M g
2 ＋

.

D e c T e a S e i n O m p F i n t h e d o u bl e r m f o m p C m u t a n t

N e x t
,
t o d e t e r m i n e w h e t h e r R M F i n fl u e n c e d t h e s y n t h e sis o f t h e

c a ti o n - s el e cti v e p o ri n p r ot e i n s t h e 4 st r ai n s w e r e c u lt u r e d a n d

h a r v e s t e d a t 2 4 h a 洗e r t h e o n s e t o f c ell g r o w t h . T h e o u t e r m e m b r a n e

2 3
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2 ＋

＋M g
2 ＋

C 6 0 0
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C 石0 0
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T i m e ( h )

F i g . 5 . R e c o v e r y of c ell vi ab ility ( A) a n d p r ot ei n sy n t h e si s ( B) b y M g
2 ＋

0 a n d A
,
E . c olt C 6 0 0 a n d t h e d o u b l e m u t a n t c u lt u r e d i n th e m o difi e d

'

L B m e di u m
,

･

㊨ a n d A
,
E . c olt C 6 0 0 a n d t h e d o u bl e m u t a n t c ult u r e d i n

t h e m o difi e d L B m e di u m c o n t ai n l n g 3 0 m M M g
2 '

･ A ･ E a ch v al u e i s th e

a v e r a g e of d u pli c a t e d et e r mi n ati o n s . B . P r ot ei n s y n t h eti c a cti viti e s

a r e s h o w n a s m e a n 土 S . D . of t rip li c at e d et e r m i n a ti o n s ･
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p r o t ei n p a t七c m w a s d e t e r mi n e d b y 8 ” u r e a S D S ･ P A G E
,

a s s h o w n i n

F ig .
6 . T h e p a r e n t st r ai n s y n th e si z e d m o r e O m p F th a n O m p C a t th e

l a t e st a ti o n a r y P h a s e of g r o w t h . T h e o m p C m u t a n t s y n t h e si z e d o n ly

O m p F
,
b u t th e r m f m u t a n 七 m a i n ly s y n t h e si z e d O m p C a t t h e l a t e

s t a ti o n a r y p h a s e . I n t h e d o u bl e r TTLF o m p C m u t a n t
,

w hi c h l a c k s O m p C ,

t h e s y n t h e sis o f O m p F w a s a ls o st r o n gly i n h ib it e d . F u rt h e r m o r e
,
t h e

t ot a l a m o u n t of o u t e r m e m b r a n e P r O t ei n s i n t h e d o u b l e m u t a n t w a s l e s s

t h a n t h a t i n t h e p a T e n 七 st r ai n a n d th e si n gl e m u t a n t s (T a bl e 2) . T h e s e

r e s u lt s s u g g e s t e d t h a t rib o s o m e - a s s o ci at e d R M F m a y b e i n v ol v e d i n t h e

r e c o g n iti o n o f s e v e r al s p e cifi c 七y p e s o f m R N A o n rib o s o m e s ･

D e c T e a S e i n M g
2 '

u p七a k e a c 七i v i七y i n 七h e d o u b l e y 7 n t O m P C

m u 七a n 七

T h e in v e s tig a ti o n w a s fu r t h e r d o n e t o e x a mi n e w h e th e r M g
2 ＋

t r a n s p o rt w a s d e c r e a 畠e d i n t h e d o u b le r m f o m p C m u t a n t
,

b e c a u s e

O m p C a n d O m p F a r e c o n s tit u e n t s o f t h e c a ti o n s el e cti v e p o ri n 島(4 3) a n d

t h e M g
2 '

a n d p u t r e s ci n e c o n t e n t i n t h e d o u bl e m u t a n t w a s g r e a tly

r e d u c e d c o m p a r e d t o w ild -t y p e (Fig . 4) . As s h o w n i n F ig ･ 7 ,
M g

2 ＋

t r a n s p o rt a Cti v it y in t h e d o u b l e m u t a n t w a s d e c r e a s e d c o m p a r e d t o t h e

a cti v it y i n t h e p a r e n t st r a in a n d t h e sin gl e m u t a n t s ･ S i mi l a rly ,

p u t r e s ci n e t r a n s p o rt w a s g r e a tly d e c r e a s e d i n t h e d o u b l e m u t an t ･

2 5
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A r r o w s i n di c at e t h e p o siti o n s of O m p C
,
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F i g ･ 7 . M g
2 ＋

u p t a k e a cti vit y of v a ri o u s m u t a n t s ･

D at a a r e sh o w n a s m e a n 土 S . D . of t riplic at e

d et e r mi n ati o n s ･ @ ,
E . c olt C 6 0 0

,

･

0 ,
o m p C m u t a n t;

ロ
,

r Tn F m u t a nt; △
,
d o u bl e r T nF o T n P C m u t a n t .
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D 畳s c 岨 S S畳o m

T b e s t ll d y h o w O m p C d e 鮎i e n c y e n h a n c e d c ell d e a t h c a u s e d b y

R M F d e fici e n c y w a s u n d e rt a k e n w h i c h c o u ld b e e x p r e s s e d a s s h o w n i n

F i g ･ 8
,
a n d f o u n d t h a t i n a d o u b l e r m f o m p C m u t a n t

, a d e c r e a s e i n b o t h

M g
2 ＋

a n d p oly a mi n e c o n t e n t s w a s o b s e rv e d . M o r e o v e r
,

a d e c r e a s e i n

M g
2 ＋

,
b u t n o t p oly a mi n e s

,
w a s t h e m a in r e a s o n f o r t h e i n c r e a s e in c ell

d e a t h c a u s e d b y O m p C d e fici e n c y , Si n c e t h e a d diti o n o f M g
2 ＋

t o th e

m e d i u m r e c o v e r e d c ell vi a b ilib ,
. A d ditio n o f p oly a mi n e s o r K

＋
did n o t

r e c o v e r c ell v i a bilit y ,
c o n si st e n t wi t h r e p o r t s th a t t h o s e c a ti o n s c a n n o t

m a i n t ai n rib o s o m e a cti v i七y wi t h o u t M g
2 ＋

(5 4
,
5 5) .

M g
2 ＋

is k n o w n t o b e a c ti v ely t r a n s p o rt e d i n E . c olt (5 6) . It w a s

f o u n d t h a t th e l e v el o f O m p F w a s r e d u c e d i n t h e r ln f o l n P C d o u ble

m u t a n t ･ A r e d u c e d i n n u x o f M g
2 ' fr o m t h e o u t sid e i n t o t h e p e ripl a s mi c

s p a c e t h r o u g h t h e O m p c a n d O m p F p o ri n 島is p r ob a b ly r e s p o n sib l e f o r

t h e r e d u c e d t r a n s p o rt o f M g
2 '

.
It h a s b e e n r e p o rt e d t h a t a d o u b le

o m p C o T n P F m u t a n t d e c r e a s e d c ell v i a b ilit y ,
al th o u g h t h e m e c h a n is m

w a s n ot s t u d i e d (5 7) .
T h e r e s u lt s s u g g e st e d t h a t t h e m e c h a n i s m o f

d e c r e a s e d v i a b ilit y i n t h e o m p C o m p F m u t a n t i n v ol v e s a d e c r e a s e i n

c ell u l a r M g
2 '

c o n t e n t
,

si m il a r t o t h a t s e e ni n t h e r m f o l n P C m u tq n t ･

A lt h o u g h M g
2 ＋

,
K

＋
a n d p oly a mi n e s a r e n e c e s s a r y f o r m a x i m a l

p r o t e i n s y n th e si s (4 8 , 5 8) , o n ly M g
2 ＋ is e s s e n ti a l fo r t h e a c tiv it y a n d

st a b ili z a ti o n o f ri b o s o m e s (5 4
, 5 5) . R M F is al s o in v ol v e d i n t h e

st a b ili z a ti o n o f rib o s o m e s (3 0) . F e a t u r e s c o m m o n t o b o t h M g
2 ＋

a n d t o

R M F i n cl u d e t h e i r a bilit y t o s h ift t h e e q u ilib ri u m o f rib o s o m e s fr o m S O S

2 7
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O llt C r l n e m b r a n e

P eri pla s m

I n n e r m e m b r a n e

C yt op la £m

Fi g ･ 8 ･ P r o vi si o n a l m o d el f o r t h e e n h a n c e m e n t of c ell d e a th d u e tD a d e c r e a s e i n M g
針

u p t a k e c a u s e d by R M F d efici e n cy ･ I n E
. c olt M g

2 '

g o e s th r o u gh o u t e r m e m b r a n e vi a

c a tio n ･

s el e ct･i v e p o ri n s a n d M g
2 ＋

i s a ctiv ely t r a n s p o rt e d a t th e i n n e r m e m b r a n e t o

c y t op l a s m w h e r e M g
2 十

i s f u n cti o n ally 七o s t a bili z e rib o s o m e s ･ M o r e o v e r
, a t th e st ati o n a ry

p h a s e , R M F al s o p r o･f･e ct s rib o s o m e s
･

f r o m th e d e g r a d a ti o n . T h u s
, c ell s c a n m a in t ai n v i a bl e .

I n t h e d o ut)1 e T T nF o T n P C m u t a n t , th e l e v el of O m p F w a s d e c r e a s e d . A r e d u c e d in 月.u x of

M g
かf r o m o u t sid e i n t o th e p e ri pl a s m th r o u gh O m p C a n d O m p F p o ri n 島 m a y r e d u c e th e

t ･r a n s p o rt･ of M g
B ＋

･ s i m u lt a n e o u sly ,
T Y nF o 'TLP C m u t a n t l a c k s R M F t o p r ot e c t rib o s o m e .

T h e ri･b o s o m e s a r e f,h e n d eg r a d e d g r e a tly in t h e c o n s e q u e n c e of c ell d e at h .

28



a n d S O S s u b u n it s t o 7 0 S rib o s o m e s a n d t o l o o s di n e r s . A d diti o n o f

M g
2 '

t o t h e R M F ･ d e fi ci e n t m u t a n 七 c a u s e d a s h ift fr o m 3 0 S a n d S O S

s u b u n it s 七o 7 0 S rib o s o m e s
,

a n d c ell v i a b ih ty w a s p a rti a n y r e c o v e r e d
,

p r e s u m a bl y d u e t o t h e e n h a n c e d st a b ility o f r 払o s o m e s . T h e r e s u 比s

i n di c a t e t h a t b o th R M F a n d M g
2 '

,
a c ti n g t h r o u g h st a b ih z a ti o n o f

rib o s o m e s
,

a r e i m p o r t a n t fo r c ell vi a b ilit y a t t h e s t a tio n a r y p h a s e .

I n a d diti o n t o th e e ff e ct s o f R M F o n t h e st a b ilit y o f rib o s o m e s
,

t h e T e S u l七fr o m t h i s s t u d y w a s s h o w n t h a t t h e s y n t h e si s o f s o m e p r o七ei n s

s u c h a s O m p F w a s a ct u ally sti m u l a t e d b y R M F
,

alt h o u g h t o t al p r o t ei n

s y n 也 e sis w a s i n h ibit e d b y R M F (4 0) . T h u s
,
it c o u ld b e p r o p o s e d th a t

R M F m o d u l a t e s th e s y n th e si s o f c e rt ai n p r ot e in s a t th e t r a n sl a ti o n a1

l e v e l
, w h ic h is a n o v el m e c h a n is m f o r t h e a cti o n o f t h is m o d u l a t o r y

f a ct o r
･ I t is k n o w n t h a t t h e s y n th e sis o f R N A p oly m e r a s e o

･

冒 i s

i n v ol v e d i n c ell v i a bilit y a t t h e l a t e s t a ti o n a r y p h a s e(5 9 ･ 6 1) . T h u s
,
t h e

s y n t h e sis o f p r o t e i n s t h a t a r e i m p o r t a n t f o r c ell v i a b ilit y i n t h e l a t e

st a ti o n a r y p h a s e m a y b e r e g u l a t e d b y b ot h R N A p oly m e r a s e cT
S

a n d

R M F .

2 9



. P A R T 瓦‡

凱i m u 且a 七i o m o f p p G p p S y n 地 e si s

b y P o且y a m i n e C a u s e s C e且且D e a t h

A c c o T di n g 七o t h e eff e ct o f p oly a mi n e a c c u m u l a tio n o n t h e

i n h ibiti o n o f R M F a n d O m p C p r ot ei n s
,

r e s u lt s i n a d e c r e a s e i n c ell

v i a bilit y . T h e s t u d y w a s u n d e rt a k e n a n d T e V e a l e d i n P a rt I th a t t h e

c ell d e a t h c o u ld b e e n h a n c e d b y O m p C , t h e c a tio n ･ S ele c ti v e p o ri n
,

d e fici e n c y i n R M F ･d e fi ci e n t m u t a n t v i a a d e c r e a s e i n M g
2 十

u p t a k e (6 2) .

It w a s cl e a r t h a七R M F is i m p o r t a n t fo r c ell s u rv i v al d u ri n g t h e e n t r y i n t o

t h e st a tio n a r y p h a s e ･ I n a d d iti o n
,
R M F m a y c o n t ri b u t e t h e i n n u e n c e

o n m a n y g e n e s w hi c h fu n cti o n t o g e t h e r t o p r ol o n g t h e v i a bilit y .

A s m e n ti o n a b o v e th a t t h e i n h ibiti o n e ff e ct o f p oly a m i n e

a c c u m u l a ti o n o n R M F a n d a s w ell a s O m p C w a s cl a ri fie d , T o f u r th e r

e lu cid a t e t h e m e c h a n is m of c ell d e a t h in E
. c olt , a n o t h e r f a c t o r

,
i . e .

p p G p p ,
v a s p oi n t e d . S i n c e

, p p G p p is a s m all m ol e c u l e i m p li c a t e d i n t h e

r e g u l a ti o n o f l a r g e n u m b e r o f dis t in ct p h y si ol o g ic a l p r o c e s s e s i n E . c olt

( 6 3
,
6 4) . M o r e o v e r

, t h e p a rticip a ti o n o f s p e r m id in e a s a s ti m u l a t o r o f

p p G p p f o r m a ti o n h a s b e e n r e p o r t e d b y l g a r a s h i et al (3 8) . H o w e v e r
,

t h e e ff e ct o f s p e r m idi n e a c c u m ul a ti o n o n p p G p p s y n t h e si s h a s n o t b e e n

e x p l o r e d y e t . T h u s
,
t h e c ell d e a t h c a u s e d b y s p e r mi di n e a c c u m u l a ti o n

m a y b e i n v ol v e d in a n alt e r a ti o n o f p p G p p le v el . I n o r d e r t o t e st
L

t h is

h y p o t h e si s
,
t h e i n v e stig a ti o n s o f P a rt II w e r e c a r ri e d o u t .

3 0



朋こ汲も¢Ti 盈且s 粗 放d 朋:¢地 o 舶

B 汲C 七紺 i a L且s七T a畳n s , p且a s m id s a n d c u 且t u r e c o n d iti o n s

E ･ c olt C A G 2 2 4 2 ( s p e c s u ,p E 4 4 h , s d R thi th r l e w l a c Y l t o TLA 2 1)

w a s g r o w n i n a m o di 鮎d L B m e di u m (0 .8 どt r y p t o n e
,
0 . 4 どy e a s t e x t r a ct

,

0 ･ 5 賢 N a CI p e r iit e T) ( 舶) , s u p pl e m e n t e d w it h 1 m M s o di u m p h o s p h a t e
,

p H 7 ･ 魂･ T h e pl a s mi d s p A もS I O a n d p A L S 1 4 w e r e ki n dly p r o vi d e d b y

D T ･ M ･ C a s h el ( N a ti o n al l n stit u t e o f H e a l th
,

M D .) .
T h e pl a s mi d

p A L S 1 0 c o n t ai n s a fu l1 l e n g t h r elA g e n e cl o n e u n d e r a c o n diti o n al P t a c

p r o m o t e r
,

s u c h t h a t t r a n s c rip ti o n is c o n t r oll e d b y I P T G (is o p r o p y l
･ 1 ･

t h i o ･ β･ D 瑠 al a ct o p y T a n O Sid e) w h il e P A L S 1 4 is a C ･ t e T m i n al t r u n c a t e d ,

i n a c ti v e r elA c o n t r ol (6 4) . E
. c olt C A G 2 2 4 2 c ells t r a n s f o r m e d w it h

P A L S I O o r p A L S 1 4 w e r e g r o w n i n t h e p r e s e n c e o f a m pi cilli n (l o o 雌/ m l) .

C ell g r o w t h a n d vi a b ilit y w e r e d e t e r mi n e d a s d e s c rib e d i n P a rt . I .

M e a s tl T e m e 汲t O f 3 2 P -l a b el e d m 11 C l e o 七i d e s

F o r th e d e t e r m i n a tio n of t h e e ffe ct o f s p e r mi di n e a c c u m u l a ti o n

o n p p G p p f o r m a ti o n
,

E . c olt C A G 2 2 4 2 G e n s w e r e c u lt u r e d i n t h e

p r e s e n c e a n d a b s e n c e of 2 m M o r 4 m M s p e r m i di n e
,

a n d tl n ifo r mi y

l a b el e d w i th [3 2 P] o r t h o p h o s p h o ri c a cid a t 1 0 0 LL C i/ m l ･ W h e n t h e

d e n sit y o f t h e c u lt u r e w a s r e a c h e d a t A 5 4 0 n m t h e r a n g e o f O ･ 4 ･ 0 ･
5 o r a t

t h e i n dic a t e d ti m e s
,

c ells fr o m t h e r a d io a cti v e c u lt u r e w e r e c oll e ct e d

a n d w a s h e d w i th M O P S ( m o r p h ol in e p r o p a n e ･ s u ffo n ic a cid) m e di u m

(6 6) ,
t h e n e x t r a ct e d wi t h c old 1 M fo r mi c a cid f o r 3 0 mi n a t 0

o

C ･
A ft e r

3 0 - mi n e x t r a cti o n p e ri o d , t h e f o r m i c a cid s u s p e n si o n w a s c e n t ri fu g e d

3 1



a n d t h e s u p e m a t a n 七 w a s a d d e d wi t h th e mi x t u r e o f 4 0 0 m M s o di u m

七u n 賢SIJa 七e
,
5 0 0 m M t e t r a e th y a m m o n i u m h y d r o c h l o ri d e

,
a n d 5 0 0 m M

p r o c a i n e h y d r o c h l o ri d e i n t h e r a tio 5 : 4: 1 t o p r e c ipit a t e t h e i n o r g a n ic

p h o s p h a t e a l o n g wi t h t h e a cid -i n s ol u b l e d e b ri s
･ A ft e r c e n t ri fu g a ti o n

,

t h e s u p e r n a t a n t e x t r a ct w a s s a v e d a n d t h e p elle t w a s dis c a r d e d .

T h e s u p e r n a t a n 七 w a s r e s ol v e d b y p oly e t h yl e n i mi n e (P E I) ･ c ell u lo s e

( E ･ M e T C k) th i n -l a y e r c h r o m a t o g r a p h y d e v el o p e d wi th 1 .5 M ⅨH 2 P O 4

(p H 3 ･4 :) (6 7) ～ N u cl e o tid e s w e r e q u a n tifi e d w it h F ujix B a s ･2 0 0 0ⅠI

i m a gi n g s y st e m ･ B a s t a ti o n s o ft w a r e (F uji P h ot o Fil m) ,

F o T t h e d e t e r mi n a ti o n o f t h e e 鮎 c t o f th e a c c u m u l a t e d p p G p p o n

c ell d e a t h
,

c u lt u r e s o f t h e t r a n s fo r m an t s E ･ c olt C A G 2 2 4 2 wi t h P A L S I O

a n d p A L S 1 4 w e r e l a b el e d wi t h [ a 2 P] o rt h o p h o s p h o ri c a cid a t 1 0 0 LL C i/ mi .

W h e n c ell s e n t e r e d t h e st a ti o n a r y p h a s e ( - 6 h a ft e r th e o n s e t o f c e ll

g r o w t h) ,
1 m M I P T G w a s a d d e d t o th e c u lt u r e s . A t t h e d e sig n a t e d

ti m e s
,

n u cl e otid e s a m pl e s w e r e e x t r a ct e d a n d q u a n tifi e d a s d e s c rib e d

a b o v e
. T h e c ell g r o w t h a n d v i a b ilit y w e r e f oll o w e d i n u n l a b e le d

p a r a ll el c ul t u r e s .

R e s u 且七s

D e c r e a s e i n c e ll v i a b ilit y d u e t o 七h e o v e r a c c u m u l a 七i o n o f

s p e r m i d i n e

T o e n s u r e a n d c o n fir m t h e e ff e c t o f s p e r m idi n e o v e r ･

a c c u m u l a ti o n o n c e ll v i a b ilit y ,
a S A T - d e ficie n t m u t a n t

,
E . c olt

C A G 2 2 4 2 c ells w e r e g r o w n i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f 2 m M o r

3 2
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T i m e (h) T i m e (A)

≡; a

D

s三
l

: r

”'

i i 3
H

L
7 1

4

L エ+
-

Li T
j

i . o g p h a s e 6 h 1 2 h 2 4 h
C ult u r e ti m e

- 2 4 - 2 4

+ _ + L i
3 6 h 4 S h

F i g ･ 9 ･ E ff e ct of sp e r mi di n e o n c ell vi a bility ( A) a n d (p) p p G p p fo r m ati o n ( B ,
C) .

E ･ c olt C A G 2 2 4 2 g r o w n i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e of 2 o r 4 m M sp e r mi di n e

( S P D) w e r e l a b el e d w it h [3 2P] o rt h o p h o s p h o ri c a cid i n m odifi e d L B m e di u m . C ell

vi a bility ( A) w a s f oll o w e d i n u nl a b el e d p a r all el c ult u r e s . C ell s w e r e h a rもe st e d at

A 5 4 0
= 0 ･ 5 (l o g p h a s e) o r a t th e ti m e s s h o w n i n t h e fig u r e . T h e l a b el e d n u cl e otid e s

w e r e a n aly z e d b y T L C ( B) , a n d q u a n tifl e d b y d e n sit o m et ry . T h e r ati o of p p p G p p ＋

p p G p p f o r m e d w e r e s h o w n ( C) ,
w hi c h ti m e = 0 w a s a r e s ult of n u cl e oti d e s

e xt r a ct e d f r o m l o g p h a s e c ult u r e s .

3 3



4 m M s p e T m idi n e
,

w h ic h th e c o n c e n t r a ti o n of s p e r m idi n e w a s h ig h e r

t h a n th a t i n th e p r e vi o u s r e p o rt (3 0) . T h e c ell g r o w th o f E
. c o lt

C A G 望2 4 2 i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f s p e r mi d in e w a s n e a rly e q u al .

T h e n
, t h e eff e c t o f s p e r mi di n e o n c ell v i a b ilit y w a s e x a m in e d . A s

s h o w n i n Fi腎･ 9 A
, th e c ell s g r o w n w ith o u t s p e r mi di n e w e r e v i a b l e o v e r

舶 h of th e ob s e rv a ti o n 七i m e ･ B u t th e v i a b ilit y o f c ell s g r o w n w i th

s p e T mi di n e eit h e r 2 m M o r 4 m M w a s d e c r e a s e d
,

w h ic h w a s m u c h

d r a s ti c ally i n C ell s g r o w n wi t h 4 m M s p e r mi di n e . A 鮎 r 2 4 h o f t h e o n s e t

o f c ell g r o w t h
, t h e T e C O V e r y O f v i a b ility o f c e ll s g r o w n in 4 m M

s p e r m idi n e w a s o b s e r v e d .

N e x t
, p oly a m i n e c o n t e n t s i n E ･ c olt c ells a t t h e l o g a ri th m ic a n d

st a ti o n a r y P h a s e s w e r e m e a s u r e d ( Fig . 1 0) . T h e c ell u l a r p u t r e s ci n e

c o n 七e n 七(Fig ･1 0 A) a 七t h e l o g a ri t h m i c p h a s e w a s h ig h e r t h a n t h a t a t t h e

s t a ti o n a r y p h a s e w h i c h w a s g T a d ll ally d e c r e a s e d i n c ells g r o w n eit h e r

wi t h o T W it h o u t s p e r mi di n e
.

T h e p u t r e s ci n e c o n t e n t i n c ells c u lt u r e d

w it h o u t s p e r mi di n e w a s hig h e r th a n c ells c u lt u r e d w it h s p e r mi di n e .

T h e s p e r m idi n e c o n t e n t (Fig . 1 0 B) i n c ell s g r o w n w it h o u t s p e r mi di n e a t

t h e l o g a rit h mi c p h a s e w a s n ot m u c h hi g h e r t h a n t h a t a t th e s t a ti o n a r y

p h a s e . C l e a rly ,
s p e r mi di n e w a s o v e r a c c u m u l a t e d i n E . c olt C A G 2 2 4 2

c ell s g r o w n i n t h e p r e s e n c e o f s p e r m i di n e
,

･ eit h e r 2 o r 4 m M . A 洗e r 2 4 h

o f t h e o n s e t o f c ell g r o w t h w h e r e t h e r e c o v e r y o f v i a bilit y w a s o b s e r
ァ

e d
,

c o r r e s p o n d i n gly s p e r m idi n e c o n t e n t i n th e c ells g r o w n i n 4 m M

s p e r m id i n e w a s a ls o d e c r e a s e d . T b e r e s u lt s r e v e al e d t h a t t h e

o v e r a c c u m ul a tio n o f s p e r mi d in e c a u s e d a d e c r e a s e i n c ell v i a bi ht y o f

E . c olt c ells , i n t h e o t h e r w o r d
,

s p e r m idi n e o v e r a c c u m u l a ti o n c a u s e d

3 4
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10 0

L l 唱 紬 12 h 2 4 h 3 6 h 4 8 h

P払劫S e O r C Ⅶ且t u r e 朗m e

L o g 6 h 1 2 h 2 4 h 3 6 h 4 S h

P h a s e o r C t llttl r e ti m e

F i g ･ 1 0 ･ E ff e ct of s p e 1
･ mi di n e o n c ell ul a r p u t r e s ci n e (A) o r sp e r m idi n e ( B)

c o n t e n t s . E . c olt C A G 2 2 4 2 g r o w n i n t h e a b s e n c e ( 口) an d p r e s e n c e of

2 m M ( 田) o r 4 m M (棉) sp e r m i di n e w e r e h a rv e st ed at th e ti m e s s h o w n i n

th e 丘g u r e an d p ol y a m i n e s w e r e a n al y z e d b y 王まP L C .
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E
･ c o lt c ell d e a t h ･ H o w e v e r

,
it h a s n o t b e e n cl a ri 鮎 d th e m e c h a n i s m b y

w h ic h E ･ c oli 欝r O W n i n th e p r e s e n c e of 4 m M s p e r mi din e r e c o v e r e d th e

vi a b ilit y a 鮎 r 2 4 h o f t h e o n s e t o f c ell g r o w t h . It w a s al s o n oti c e d t h a t

w h e n t h e r e c o v e r y o f v i a b ilit y o c c u r r e d
,

c ell u l a r s p e r mi d in e w a s al s o

d e c r e a s e d .

C o T T e l a ti o n b e t w e e n t h e d e c r e a s e i n c e且t v i a b ilit y a n d

地 e i n c r e a s e i n p p G p p s y n 軸 e si s

T o d e t e r mi n e w h et h e r s p e r m id i n e a c c u m u l a ti o n w m l d c a u s e

p p G p p a c c u m u l a ti o n a t eit h e r t h e l o g a ri t h mi c p h a s e o r s t a tio n a r y p h a s e
,

E ･ c o lt

'

, C A G 2 2 4 2 g r o w n i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f 2 m M o r 4 m M

s p e r mi di n e w e r e l a b el e d w it h [
3 2P] o rt h o p h o s p h o ric a cid . A t t h e

i n di c a t e d ti m e s
,

a f o r mi c e x t r a ct w a s p r e p a r e d a n d n u cle otid e s w e r e

s e p a r a t e d b y a s c e n d i n g c h r o m a t o g r a p h y o n P E I ･ c ellu l o s e p l a t e s . T h e

s y n t h e si s o f (p) p p G p p a t t h e lo g a rit h mi c p h a s e i n c ells g r o w n in t h e

p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f s p e r mi d in e w a s n o t diff e r e n t si g n ific a n tly

( F ig ･ 9 B a n d 9 C) ･ U p o n th e e n t r y i n t o t h e st a ti o n a r y p h a s e
,
t h e

s y n t h e sis o f (p)p p G p p i n c ells g r o w n w it h o u t s p e r mi d in e w a s

d e c r e a s e d m a r k e dly c o m p a r e d t o th a t i n c ell s g r o w n w it h s p e r mi di n e .

F u rt h e r m o r e
,
t h e i n c r e a s e i n (p)p p G p p s y n th e si s i n c ell s g rd w n w it h

s p e r m idi n e w a s o b s e r v e d
,

w hi c h m o r e s l g n ifi c a n tly i n c ells g r o w n w it h 4
●

m M s p e r mi d in e . T h e r e s u lt s s u g g e st e d t h a t s p e T mi d in e a c c u m u l a ti o n

l e a d s t o t h e s ti m u l a ti o n o f (p) p p G p p fo r m a ti o n .

B e c a u s e t h e a c c u m u l a ti o n of s p e r m idi n e c a u s e s n o t o n ly a

d e c r e a s e i n c ell vi a b ilit y b u t a ls o a n i n c r e a s e i n (p)p p G p p s y n t h e si s .
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①
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10 14 1 0 14 1 0 1 4
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L o g 6 h 9 h

- ＋ -

＋
-

＋
-

＋
1 0 1 4 1 0 1 4

+ + + +
12 h 2 4 h

- ＋ - ＋ - ＋ -

＋
1 0 1 4 1 0 1 4

+ + + +
3 6 h 4 S h

F i g 1 1 1 ･ E ff e ct of p p G p p o n c ell vi a bility at th e s t a ti o n a ry p h a s e . C u lt u r e s of

E ･ c olt C A G 2 2 4 2 c o n t ai ni n g p l a s mi d P A L S I O ( ○) o r p A L S 1 4 (□) w e r e l a b el e d

w i th [
3 2p] o rth o p h o sp h o ri c a cid i n m o difi e d L B m e di u m . C ell vi a bilit y (A) w a s

f oll o w e d i n u nl a b el e d p a r a u el c ult u r e s ･ C ell s w e r e h a r v e st e d a t A
5 4 0

= 0
･ 5

C o g p h a s e) an d 6 h aft e r o n s et of g r o w t h . A f t e r e n t ry i n t o st a ti o n a r y p h a s e (6 h) ,

1 m M I P T G w a s a d d e d (i n di c at e d w ith a r r o w ) t o c u lt u r e s c o n t ai mi n g P A L S I O ( ㊨)

a n d p A L S 1 4 (g&) a n d ali q u o t s w e r e r e m o v e d a t th e ti m e s s h o w n i n th e fig u r e .

T h e l a b el e d n u cl e otid e s w e r e a n al y z e d b y T L C ( B) , a n d q u a n tifi e d b y d e n sit o m e t ry .

T h e r ati o of p p p G p p ＋p p G p p f o r m e d w e r e s h o w n ( C) ,
w hi ch ti m e = 0 w a s a

r e s ult of n u cl e oti d e 8 e x t r a ct e d f r o m l o g p h a s e c u lt u r e s .

3 7



T h u s , t h e i n c r e a s e o f p p G p p si g n a li n g a t t h e s t a ti o n a r y p h a s e of g r o w t h

m a y b ri n g a b o u t th e E ･ c olt c ell d e a t h
･ T o d et e r m i n e w h et h e r t h e

el e v a t e d s y n t h e si s o f p p G p p a t t h e s t a ti o n a r y p h a s e w o ul d b e a c a u s e o f

c ell d e a t h
,
th e in v e stig a ti o n w a s d o n e b y u s l n g t r a n Sf o r m a n t s E

. c olt
●

C A G 2 2 4 ･2 w it h p 瓜 S I O
, c o n t a i n i n g t h e f u 氾1e n g t h o f r elA g e n e cl o n e

●

u n d e r P t a c p r o m o t e r
, a n d p A L S 1 4

,
a c o n t r ol pl a s mi d

. T o i n d u c e t h e

s y n t h e si s o f p p G p p a t t h e s t a ti o n a r y p h a s e of g r o w t h
,
I P T G w a s a d d e d

七o t h e m e di u m w h e n c ell s e n t e r e d t h e s t a ti o n a r y p h a s e
. T h e n

,
t h e c ell

v i a b ilit y a n d p p G p p s y n th e si s w e r e m e a s u r e d ･ A s s h o w n i n Fig . l l
,

t h e c ell v i a b ilit y o f E ･ c olt C A G 2 2 4 2/P A L S I O g r o w n w it h o u t I P T G w a s

n o七d e c r e a s e d o b vi o u s ly a n d p p G p p w a s n o t a c c u m u l a t e d ･ I n c o n t r a st ,

b y th e a d diti o n of I P T G , t h e c ell vi a b ilit y o f E ･ c olt C A G 2 2 4 2/P A L S I O

w a s d e c r e a s e d w h i c h c o r r e l a t e d t o th e in c r e a s e in p p G p p f o r m a tio n .

T h e c h a n g e i n c ell vi a b ilit y a n d p p G p p s y n t h e si s w a s n o t o b s e rv e d i n E .

c olt C A G 2 2 4 2/p A L S 1 4
･ T h e r e s u lt s st r o n gly in dic a t e d th a t a n

i n c r e a s e o f p p G p p a七t h e st a ti o n a r y p h a s e c a u s e s c ell d e a t h
.

D e c r e a s e i n s t a ti o n a r y p h a s e - e s s e n ti a l p r o t e i n s d u e t o

t h e e l e v a t e d p p G p p f o T m a 七i o n c a u s e d b y s p e r mi di n e

a c c u m u l a t i o n a n d i s l e t h a l

lt h a s b e e n r e p o r t e d t h a t p p G p p is a p o sitiv e r e g u l a t o r o f u
s

s y n t h e sis (3 6) ･ cT
S

i s a st a ti o n a r y p h a s e ･ s p e cific o
･

f a ct o r
, p r o d u ct o f

rp o S g e n e ･ J
S f a ct o r h a s b e e n w ell k n o w n t o b e n e c e s s a r y f o r c ell

v i a b ilit y a t t h e s t a ti o n a r y p h a s e (3 1
,
3 3

,
3 4) .
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P h a s e o r

C 1此 u r e ti m e Ⅰ畑g 6 h 12 h 2 4 h 3 紬 4 S h

F i gこ 1 2 ･ W e st e r n bl ot a n aly si s of o
7 0

,
c r

s
a n d R M F

,
an d 8 M u r e a S D S ･ P A G E

of O m p C ･ E ･ c olt C A G 2 2 4 2 c ult u r e d i n t h e p r e s e n c e a n d a b s e n c e of 2 o r 4 m M

sp e r m i di n e ･ C ell s w e r e h a rv e st e d at A
6 4 .

= 0 .5 (l o g p h a s e) o r at th e ti m e s s h . w n

i n t h e fig u r e ･ W e st e rn bl ot a n al y s e s w e r e p e rf o r m e d u si n g 5 帽 P r Ot ei n fo r o
7 0

,

o
8

a n d 3 0 帽 P r Ot ei n f o r R M F ･ 8 M u r e左s D S ･ P A G E w a s d o n e b y u si n g 3 将 Of

o ut e r m e m b r a n e f r a cti o n f o r O m p C d et e r m i n ati o n .
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An o th e r p r ot ei n w h i c h is a st a ti o n a r y p h a s e ･ s p e cific a n d

e s s e n ti a l fo r c ell vi a bilit y i s R M F (4 1) ,
a n d it w a s fo u n d t h a t s p e mi di n e

a c c u m u l a tio n c a u s e s a d e c r e a s e i n t h e s y n t h e sis o f O m p C (3 0) . T h e n
,

t o f u rt h e r st u d y t h e m e c h a n is m o f °e n d e a t h c a u s e d b y s p e mi di n e

a c c u m u l a ti o n t h r o u g h p p G p p a c c u m u l a ti o n
,
t h e s y n t h e si s o f o

-

s

,
R M F

a n d O m p C w a s al s o d e t e r mi n e d ･ Fig ･ 1 2 s h o w s t h e e ffe ct o f s p e r m idi n e

a c c u m u l a ti o n o n a
7( r
'
,

cT
臼

,
O m p C a n d R M F j u d g in g b y 8 M u r e a

S D S ･ P A G E a n d w e st e rn b l o t a n al y si s ･ T h e c ells g r o w n i n t h e p r e s e n c e

a n d a b s e n c e o f s p e T mi di n e
, th e e x p r e s sio n o f t h e h o u s e k e e pi n g o

･ 70

f a ct o r w a s si mi l a r e ith e r a t t h e l o g a rit h m i c p h a s e o r s t a ti o n a r y p h a s e .

A b a s al l e v e l o f cT
S

w a s ob s e rv e d i n c ell s w it h o r w it h oムt s p e r mi di n e a t

t h e l o g a ri t h m ic p h a s e ･ U p o n t h e e n t r y i n t o th e st a ti o n a r y p h a s e
,

u
s

le v el o f t h e c e lls g r o w n w it h o u t s p e r mi di n e w a s in c r e a s e d w h ile t h a t o f

t h e G e n s g r o w n w i th s p e r mi di n e w a s n o t ･ T h e i n hibit o r y e ff e ct o n t h e

s y n t h e sis o f cr
s

o f 4 m M s p e r m idi n e w a s m o r e t h a n t h a t o f 2 m M

s p e r mi di n e
,
i ･ e ･ d o s e ･ d e p e n d e n t ･ A ft e r 2 4 h

, t h e s y n t h e sis o f J
S i n

c ell s g r o w n wi t h 4 m M s p e r m id in e w a s o b s e rv e d a g a in
,

c o r r el a t e d w it h

t h e r e c o v e r y o f t h e v i a b ilit y ( Fig . 9 A) . S i mi l a rly ,
th e e ff e c t o f

s p e r mi di n e a c c u m u l a ti o n o n t h e s y n th e si s o f O m p C a n d R M F w a s als o

o b s e rv e d
,

w hi c h t h e e ffe ct o n R M F w a s m o r e d r a s ti c ally .

I n a d d iti o n
,

t h e e ffe c t o f a c c u m u l a t e d p p G p p o n o
･

s
a n d

R M F w a s al s o e x a mi n e d b y u s in g E
･ c olt C A G 2 2 4 2/P A L S I O a n d

C A G 2 2 4 2/p A L S 1 4 ･ A s s h o w n i n F ig ･ 1 3 , w h e n b o th c ells w e r e g r o w n

a t t h e l o g a rit h mi c p h a s e
,

a b a s a l l e v e l o f o
･

s
w a s o b s e rv e d , b u t R M F
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w a s n o t s y n t h si z e d ･ A t 6 h a ft e r t h e o n s e七 of c e11 g r o w th (b e f o r e I P T G

a d diti o n) ,
T h e s y n t h e si s o f cT

S i n E . c olt C A G 2 2 4 2/P A L S I O m o r e t h a n

i n C A G 2 2 4 2/p A L S 1 4 w h i c h w a s o p p o sit e t o t h e R M F s y n t h e sis . A ft e r

I P T G a d diti o n
,
t h e s y n t h e s e s o f cT

tq

a n d R M F i n C A G 2 2 4 2 /P A L S I O

w e r e m a r k e d ly d e c r e a s e d w hi c h c o r r el a t e d t o th e l o s s o f v i a b ility a n d

th e i n c r e a s e O f p p G p p l e v el(F ig . l l) . B e si d e s , a t 4 8 h a ft e r t h e o n s et ｡ f

c e n g r o w t h w h e r e t h e v i a b ilit y o f C A G 2 2 4 2/p A L S 1 0 w a s slig h tly

i n c r e a s e d a n d p p G p p l e v el w a s d e cli n e d , t h e s y n t h e s e s o f o
･

s
a n d

e s p e ci all y R M F w e r e T e V e r S e . T h e r e s u lt s i n di c a t e d t h a t t h e c ell d e a t h

c a u s e d b y s p e r mi di n e a c c u m u l a ti o n a t t h e st a ti o n a r y p h a s e is

m o d u l a t e d b y t h e i n c r e a s e of p p G p p fo r m a ti o n .

D i s c u s si o n

T h e e ffe ct o f s p e r mi di n e a c c u m u l a ti o n o n p p G p p s y n t h e sis

r e s u lti n g i n E . c olt c ell d e a t h h a s b e e n s t u di e d . It w a s f o u n d t h a t t h e

a c c u 血u l a t e d s p e r m id in e d e c r e a s e d t h e c e u v i a b i lit y a n d i n c r e a s e d

(p)p p G p p l e v el a t t h e st a ti o n a r y p h a s e o f c ell g r o w t h . It c o u ld b e

i n f e r r e d th a t t h e d e c r e a s e o f p p G p p a t t h e st a ti o n a r y p h a s e is a n

i m p o r t a n t sig n a l t o k e e p G e n s t o b e v i a b le
･ S i n c e t h e e l e v a t e d p p G p p

l e v el e i th e r b y s p e r mi di n e a c c u m u l a tio n ( Fig . 9) o r b y a n i n d u cibl e

m u lti c o p y p l a s mi d w h i c h e n c o d e d a n a cti v e R el A p r o t e i n (F ig
-

. l l) a t

s t a ti o n a r y p h a s e c a u s e s c ell d e a t h ･ It h a s b e e n r e p o r t e d t h a t t h e h ig h

l e v e l o f p p G p p le a d s t o t h e c e s s a ti o n o f g r o w t h (6 8) a n d l e t h alit y (6 9 ･ 7 i)

b e c a u s e o f it s i n h ib iti o n e ff e c t o n rib o s o m e a n d p r o t ei n s y n t h e s e s
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(6 5 , 6 8 ･ 7 2) . F u rt h e r m o r e
,
t h e i n h ibiti o n o f cT

良
a n d R M F

,
w h i c h a r e

k n o w n 七o b e e s s e n ti al f o r C ell vi a bilit y a t t h e s t a tio n a r y p h a s e o f g r o w t h
,

w a s o c c u T T e d . T h e i n h ibiti o n o f O m p C sy n t h e si s w a s a ls o o b s e r v e d

w h i c h s i欝ni 鮎 a n tl y i n t h e h ig h c o n c e n 七T a ti o n o f s p e r mi di n e a d d iti o n .

B e c a u s e th e s y n 払 e si s o f R M F is n o t r e g u l a t e d b y CT
S

(3 9 ,
4 1) ,

t h e

d e c r e a s e O f R M F is n ot d u e t o 仙 o i n hibi七i o n o f o
J

S
. T h e r e fo r e

, p p G p p

m a .y s 即 V e a S m O d u l a t o r f o r t h e s y n t h e si s o f b o t h cT
良

a n d R M F .

O n e p oi n 七 of thi s st u d y s h o u ld b e m e n ti o n e d th a t t h e fu rt h e r

i n v e stig a ti o n s wi ll b e n e c e s s a r y t o p r o v id e a n e x pl a n a ti o n f o r t h e

T e C O V e r y Of v i a b ility w hi c h w a s f o u n d (Fig . 9 A) i n E . c olt c ells g r o w n

w ith . a h i欝h c o n c e n 七r a七i o n o f s p e r mi di n e . T h e s p e r mi di n e c o n t e n t i n

ヽ

t h o s e c ell s w a s al s o d e c r e a s e d (Fig .
1 0) . I t h a s b e e n k n o w n t h a t E . c o lt

p o s s e s s a n o th e r p a t h w a y t o m e t a b oli z e s p e T mi di n e a p a r t f r o m th e

m e t a b oli s m b y ▲ S A T
,

i . e . v i a t h e c o n j u g a ti o n w 止b gl u t a t h i o n e b y
●

gl u t a t hi o n yl s p e r mi di n e (G S P) s y n t h e t a s e (7 3
,
7 4) ･ T hi s e n z y m e o w n s

a s e c o n d c a t al y ti c a cti v it y , gl u t at hi o n y l s p e r m id i n e h y d r oly si s . T h u s
,
it

h a s b e e n c all e d a s G S P s y n th e t a s e/ a mi d a s e , w h i c h it s o p ti m a l p fl o f

s y n th e t a s e a cti v it y l S 6 ･ 8 w h ile t h e o pti m a l p ‡‡ of a m id a s e a c ti vit y
●

is h ig h e r (7 5) .
M o r e o v e r

, gl u t a t h i o n y ls p e r mi din e is f o u n d t o

a c c u m u l a t e i n st a ti o n a r y c u lt u r e s o f E . c olt B in w h ic h th e m e di u m p H

is 6 (7 6) . T h e r e f o r e
,
it m a y b e p o s sib l e t h a t t o s t r u g gl e w i th t h e st r e s s

c a u s e d b y s p e r m id in e a c c u m u l a ti o n
,
E ･ c olt G S P s y n th e t a s e a cti v it y

w o u ld b e i n d u c e d a n d gl u t a t h i o n y l s p e r mi di n e m a y b e e x p o r t e d b y

c a r ri e r p r o t ei n s (7 7) .
A lt h o u g h t h e r e h a v e b e e n n o r e p o rt s o f t hi s cl a s s

o f t r a n s p o r t e r p r ot ei n i n E ･ c olt c o m p a r e d t o th e t r a n s p o rt e r s f o u n d i n
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e u k a r y o ti c a n d pl a n t c ells (7 8
,
7 9) .

B a s e d o n t h e o b s e rv a ti o n s m e n ti o n e d a b o v e
, a t e n t a ti v e m o d el

w h i c h a t t e m pt s t o e x pl a i n h o w p o ly a mi n e a c c u m u l a ti o n i n n u e n c e s

p p G p p s y n t h e sis a n d c a u s e s c ell d e a th is p r e s e n t e d (Fig . 1 4) . T h e

i n t r a c ell u l a r c o n c e n t r a ti o n o f p p G p p is c o n t r oll e d a t t h e l e v el o f b o th it s

s y n t h e sis a n d d 喝 r a d a ti o n w h ic h c a n b e d e s c rib e d a s a g u a n i n e

n u cl e o ti d e c y cl e (3 5 , 8 0) I F i 鴫 th e g u a n o si n e 5
,

･ t ri p h o s p h a t e 3
,

･

di p h o s p h a t e (p p p G p p) ,
a p r e c u r s o r m ol e c u le o f p p G p p ,

is fo r m e d b y t h e

t r a n s f e r o f p y r o p h o s p h o r y l g r o u p fr o m A T P t o G Y P b y p p G p p

s y n t h e t a s e l a n d II I E
･ c olt p p G p p s y n t h e t a s e I is a p r o d u ct o f r el A

g e n e w h ic h o p e r a t e s o n rib o s o m e s w h e r e a s p p G p p s y n th e t a s e II i s a

p r o d u ct o f sp o T g e n e w h i c h i s rib o s o m e -i n d e p e n d e n t
, b u t c a t a ly z e t h e

s a m e r e a c ti o n ･ T h e n
, p p p G p p is d e g r a d e d t o p p G p p b y g u a n o si n e

p e n t a p h o s p h o h y d r ol a s e a n d p p G p p is d e g r a d e d t o G D P b y 3
,

･

p y T O P h o s p h o h y d T O l a s e w h i c h is a n o t h e r f u n c ti o n o f sp o T g e n e p r o d u c t .

W h e n E ･ c o lt c ell s g r o w n i n t h e l o g a rit h mi c p h a s e
,
t h e y p r o d u c e a b a s a l

l e v el o f p p G p p t o o p e r a t e t h e s y n t h e si s o f o
･

s

a n d R M F w h i c h i s m ai n ly

n e c e s s a r y fo r c ell vi a b ility d u r l n g t h e s t a ti o n a r y p h a s e . A ft e r cT
S

a n d
●

蕊M F a r e s y n th e si z e d a n d fu n cti o n a l t o m a in t a i n t h e c ell s u r v i v a l
,
t h e

p p G p p sig n a li n g i s d e cli n e d ･ fl e n ? e , if p o ly a mi n e is a c c u m u l a t e d

w h i c h m a y a c t a t rib o s o m e si n c e p oly a m i n e s e x i st a s a p o ly a m i n e ･ R N A

c o m pl e x i n c ell s (8 1
,
8 2) , t h e s y n th e si s o f p p G p p i s sti m u l at e d a n d

a c c u m u l a t e d alt h o u g h c e lls e n t e r t h e s t a ti o n a r y p h a s e . B e c a u s e o f t h e

h ig h l e v el o f p p G p p , it s u p p r e s s e s t h e rib o s o m e f u n cti o n a n d a s w ell a s

p r o t e i n S y n t h e ti c a c tiv it y ･ T h e n
,

cT
S

a n d R M F c an n o t b e s y n t h e si z e d
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p r o p e rly th r o u g h th e st a 七i o n a T y P h a s e
,
i n c o n s e q u e n c e of E . c olt c e ll

d e a t h ･ I n t h is p oi n t o f v i e w
, p oly a mi n e a n d p p G p p m a y s h a r e t h e

c o m m o n fe a t u r e , th a t i s
, b o t h h a v e th e o p ti m al c o n c e n t r a ti o n t o

m a i n t ai n a p p r o p ri a t e p h y si ol o g l C al 鮎 n c ti o n s o f c ell s .
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I w i s h t o e x p r e s s m y a p p r e ci a ti o n a n d g r a tit u d e t o m y g r a d u a t e

s u p e rv is o r
, P r o f e s s o T 濫a z u e i l g a r a s h i

,
fo r h is ki n d n e s s

,
i n s p i r a ti o n

,

i n v al u a b l e g u id a n c e
, a n d fo r hi s k e e n i n t e r e s t t h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f

m y w o r k .

I a m g r a t e f u l t o A s s o ci a t e P r o f e s s o r Y o s h i mi K a ki n u m a f o r hi s

h elp , g e n e r o u s c o o p e r a ti o n a n d fo r hi s i n t e r e s t i n m y a c a d e mi c life .

I w o u ld lik e t o t h a n k R e s e a r c h A s s o ci at e K e ik o K a s h i w a gi f o r

h e r h e lp 鮎I dis c u s si o n a n d ki n d a s si s t an c e o f m y r e s e a r c h .

M y a p p T e Ci a七i o n a n d si n c e r e th a n k s a r e a ls o t o P r o fe s s o r

H i T O S h i K ob a y a s h i o f t h e L a b o r a t o r y o f B io c h e mi st r y ,
F a c u lt y o f

P h a r m a c e u ti c a l S ci e n c e s
,
C hib a U n i v e r sit y fo r h i s h e lp fu l s u 紺 e Sti o n s

a n d c o m m e n t s .

I w o u l d lik e t o t a k e t hi s o p p o r t u n it y t o e x p r e s s m y c o r di al t h a n k s

t o o t h e r m e m b e r s o f t h e L a b o r a t o r y o f C l in i c al Bi o c h e mi s t r y ,
F a c u lt y

o f P h a r m a c e u ti c al S ci e n c e s
,

C h ib a U n i v e r sit y f o r th eir f ri e n dly

c oll a b o r a ti o n , ki n d n e s s a n d h elp .

M y g r a tit u d e i s al s o e x t e n d e d t o t h e M i n ist r y o f E d u c a ti o n
,

S ci e n c e
,
S p o rt s

,
a n d C u lt u r e ( M o n b u s h o) o f J a p a n f o r g r a nti n g m e a

s c h ol a r s hip f o r m y st u d y i n J a p a n a n d f o r t hi s r e s e a r c h a s w ell .

F i n a lly ,
I w o u ld lik e a c kn o w l e d g e m y fri e n d s f o r t h ei r 如 n u i n e

s u p p o r t a n d e n c o u r a g e m e n t ･ I a m a ls o g r a t e f u l i n d e b t e d t o m y p a r e n t s

fo r t h ei r l o v e
,

u n d e r s t a n di n g a n d fo r gi v i n g m e e n t h u si a s m .
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況斑F 濃艶濫N C E S

1 ･ T a b o T
,
C ･ W ･ , a n d T a b o r

,
H

. ( 1 9 8 5) A T U L u . R e v . B i o c h J e m , . 5 3
,
7 4 9 ･

7 9 0 .

2 ･ T a b o r
, C ･ W .

,
a n d T ab o r

, 班 . (1 9 糾) M i c r o bi ol . R e v . 4 9
,
8 1 ･9 9 .

3 . L a r g e
,
P . ♂. (1 9 9 2) F E M S M i c r o bi ol . R e v . 8 , 2 4 9 ･ 2 6 2 .

魂. P e 駆 ,
A . 臥 (1 9 8 8) C a 托C e r R e s . 鶴

, 7 5 9 - 7 7 4 .

5 ･ D a vi s
,
R ･ H

リ M o r ri s
,
D . R .

,
a n d C o ffi n o , P . (1 9 9 2) M i c r o bi ol .

B e t) . 5 6
,

2 8 0 ･ 2 9 0 .

6 ･ G u i r a r d , B . M .
,

a n d S m e ll
, 臥 F . ( 1 9 6 4) J . B a c te ri ol . 8 8

, 7 2 ･ 8 0 .

7
･ S l o c u m

,
a D ･

,
旺a u r - S a w h n e y , A .

,
a n d G al st o n

,
A . ( 1 9 8 4) A r c h .

B i o c h ,e rTL . B i o p h y s . 望3 5 , 2 8 3 - 3 0 3 .

8 ･ S mi th
,
T . A . ( 1 9 8 5) A n n . R e v . P l a n t P h y si ol . 3 6

,
1 1 7 - 1 4 3 .

9 ･ P e 駆 ,
A ･ E ･

,
S h u t tl e w o r t h , a .

,
a n d flib a s a mi

,
fI . ( 1 9 8 1) B i o c h e m . J .

且9 7
,
3 1 5 ･ 3 2 0 .

1 0 . C a s e r o ,
R . A .

, J r
. , a n d P e g g ,

A . E . ( 1 9 9 3) F A S E B J . 7 , 6 5 3 - 6 6 1 .

l l , Ig a r a s h i , a . , a n d E a s hi w a gi ,
a .( 1 9 9 6) A m i n o A cid s . 1 0 , 8 3 - 9 7 .

1 2 . K a n o , K , a n d O k a
,
T . ( 1 9 7 6) J . B i ol . C h e m . 望5 1

, 2 7 9 5 - 2 8 0 0 .

1 3 ･ E a k in u m a
,

Y .

,
fl o s h i n o

, 臥 a n d lg a r a s hi , K (1 9 8 8) E u , r . J .

B i o c h e m . 1 7 6
,
4 0 9 - 4 1 4 .

1 4 ･ T a b o r
,
C ･ W ･

,
a n d T a b o r

, H ･ ( 1 9 7 6) A T け'L u ･ R e u ･ B i o c h e , n ･ 4 5
.
,
2 8 5 ･

3 0 6 .

1 5 .
I g a r a s hi

,
a .

,
S a k a m ot o

,
Ⅰ.

,
G o t o

,
N .

,
E a s hi w a gi , a . , H o n m a

,
R .

,
a n d

H i r o s e
,
S . ( 1 9 8 2) A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s

.
2 1 9 , 4 3 8 - 4 4 3 .

4 8



1 6 ･ C o h e n
,
S ･ S ･

, a n d L ic h t e n st e i n
,
a

. ( 1 9 6 0) J . B i ol . C h , e m . 盟3 5
,
2 1 1 ･

2 1 6 .

1 7 ･ I g a T a S h i , a
,
Ⅸa s h i w a g i,

K
･ , K is h id a

,
K

･ , W a t a n a b e
,
Y .

,
K o g o , A .

,

a n d H ir o s e
,
S ･ ( 1 9 7 9) E u , r

. J . B i o c h , e m . 9 3 , 3 4 5 - 3 5 3 .

1 8 ･ I g a r a s h i
,
K ･

,
K a k e g a w a , T ･

,
a n d H i r o s e , S .( 1 9 8 2) B i o c h i m . B i o p h 3 ]S .

A c t a , 6 9 7
,
1 8 5 - 1 9 2 .

1 9 ･ K a k e g a w a , T リ S a t o
,
E ･

,
H i T O S e

, S . , a n d Ig a r a s h i
,
a . ( 1 9 8 6) A r c h , .

B i o ch e TT乙. B i o p h ,3 ,a . 望5 且
,
4 1 3 ･ 4 2 0 .

2 0 ･ I g a r a s h i
,
K ･

,
I t o

, 臥 , S a k a i
,
Y ･

,
O g a s a w a r a ,

T
･ , a n d K a s h i w a g i,

a

(1 9 8 8) A d o . E x p . N e d . B i ol . 望5 0
,
3 1 5 ･ 3 3 0 .

2 1 . P e 駆 ,
A . E . ( 1 9 8 6) Bi o c h e m . J . 望3 4

,
2 4 9 ･ 2 6 2

.

2 2 ･ B al 1 a s
,
S ･ K ･

,
M o h a n d a s

,
N .

,
M o T t O n

,
L . J .

,
a n d S h o h e t

,
S . B .( 1 9 8 3)

P r o c . N a il . A c a d . S ci . U S A 8 0
,
1 9 4 2 ･ 1 9 4 6 .

2 3 . S c h u b e r
,
F . ( 1 9 8 9) Bi o c h e m . J . 望6 0

,
1 - 1 0 .

2 4 ･ W illi a m s
,
K

･ , R o m a n o
,
C .

,
D i c h t e r

,
M . A .

, a n d M oli n o ff
,
P . B . ( 1 9 9 1)

Li,jTe S ci .
4 8

,
4 6 9 - 4 9 8 .

2 5 . W illi a m s
,
a . ( 1 9 9 4) B i o c h / e m . S o c .

T r a m s .
望乳 8 8 4 - 8 8 7 .

2 6 ･
I g a r a s h i

,
a . a n d W illi a m s

,
A

. ( 1 9 9 5) J . P h a r m a c ol . E x p . T h ,e r . 望7 乳

I 1 0 1 ･ 1 1 0 9 .

2 8 . K a s h i w a gi ,
a

. ,
Y a m a g u c h i

,
Y .

, S a k a i
,

Y .

,
K o b a y a s h i

,
A H .

, a n d

lg a r a s h i
, a (1 9 9 0) J . B i ol . C h e m . 2 6 5

,
8 3 8 7 ･ 8 3 9 1 .

2 8 1 Ig a r a s h i
,
K .

,
S ai s h o

,
T .

,
Y u g u c h i

,
M .

, a n d K a s h i w a gi , a . ( 1 9 9 7) J .

B i ol . C h e m . 2 7 2
,
4 0 5 8 ･ 4 0 6 4 .

2 9 . H e
,
Y .

,
K a s h i w a gi ,

a
. ,

F u k u c h i , J . ,
T e r a o , a

,
S h ir a h a t a

,
A .

,
a n d

l g a r a s hi
,
K . ( 1 9 9 3) E u , r . J . B i o c h e m . 望1 7

,
8 9 ･ 9 6 .
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S o l F u k u c h i
,
J

･ , K a s h i w a gi ･ a
,

Y a m a gis h i
, M ･

, I s h ih a m a
,

A .
, a n d

l g a r a s h i
,
K

･ ( 1 9 9 5) J ･ B i ol . C h , e m . 望7 0
, 1 8 8 3 1 . 1 8 8 3 5 .

3 1 ･ K olt e r
,
R

･ , S i e g el e , D ･ A
リ a n d T o r m o

,
A

.(1 9 9 3) A TL TL u . R e v . M i c , o bi ol .

4 7
,
8 5 5 ･ 8 7 4 .

3 2
･ H u i s m a n

,
G ･ W ･

,
S i e g el e

,
D ･ A

リ
Z a m b r a n o

, M ･ M ･

, a n d K olt e r
,
R .

( 1 9 9 6) i n E s ch , e ri c hi a c olt a n d S a Jl m o n ell a ty p h ,i m u , ri u m : c ell u l a r

a n d m ol e c u l a r b i ol o g y ,
e n d e diti o n

, p p ･ 1 6 7 2 ･ 1 6 8 2
, A m e r c an S o ci e t y

fo r M i c r o b i ol o g y , W a s h i n gt o n , D . C .

3 3 ･ H e n 紺 e ･ A T O mi s
, R . ( 1 9 9 3) C ell 7 乳 1 6 5 . 1 6 8 .

3 4 ･ H e n 紺 e ･ A r o n is
, R ･ ( 1 9 9 6) i n E s c h e ri c h i a c olt a n d S al m o ,L ell a

t3 P h i m L), ri u , m : c e llu l a r a n d m ol e c u l a r b i ol o g y '
2 n d e diti o n

, p p .

1 4 9 7 ･ 1 5 1 2
,

An e r c a n S o ci e t y f o r M i c r ob i ol o g y ,
W a s h i n gt o n

, D . C .

3 5 ･ C a s h el
, M ･

,
G e n t r y ,

D ･ R ･ , H e r n a n d e z
,
Ⅴ･ J ･

,
a n d V i n ell a

,
D

.( 1 9 9 6)
i n E s c h e ri c h i a c olt a n d S a l m o TL ell a わp h i m u ri u m : c ell u l a r a n d

m ol e c u l a r b i ol o g y , 2 n d e diti o n
, p p ･ 1 4 5 8 ･ 1 4 9 6

,
Am e r c a n S o ci e t y f o r

M i c r o bi ol o g y , W a s h i n g t o n
,
D . C .

3 6 ･ G e n t r y ,
D ･ R ･ , H e rn a n d e z

,
Ⅴ･ J

･ , N g u y e n
, L ･ fI ･

,
J a n s e n

,
D . B

. , a n d

C a s h el
,
M

･ (1 9 9 3) J . B a c t e ri ol
‥ 1 7 5

,
7 9 8 2 _ 7 9 8 9 .

3 7
･ M a r t o n

,
L

･ J ･

,
a n d P e g g ,

A . E
. ( 1 9 9 5) A n n u . R e v . P h a r m a c ol . T o xi c ol .

3 5
,
5 5 ･ 9 1 .

3 8 ･ I g a r a s h i
,
Ⅹ･

･
M it s u i

,
a

, E u b o t a
, M ･

,
S h ir a kn m a

,
M ･

, O h n is h i
,
R

. ,

a n d H ir o s e
, S . ( 1 9 8 3) B i o c h i m . B i o p h y s . A ci a 7 5 5

, 3 2 6 . 3 3 1 .

3 9 ･ W a d a
,
A

” Y a m a z a ki
, Y ･

,
F ujit a

,
N ･

,
a n d I s h ih a m a , A . ( 1 9 9 0) P r o c .

N a tl . A c a d . S ci . U S A 8 7
,
2 6 5 7 - 2 6 6 1 .
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4 0 ･ W a d a
,
A

リ I g a T a S h i
,
a

, Y o s h i m u r a
, S ･

, j h m o t o
,
S

. , a n d l s hih a m a
,
A

.

( 1 9 9 5) B i o c h e Tn . B i o p h y s . R e s . C o T n TT u L 托 . 盟且d
,
4 1 0 - 4 1 7 .

4 1
･ Y a m a gi s h i

,
M ･

, M a t s u s h i m a
,
H

･ , W a d a
,
A .

, S a k a g a mi
,
M .

,
F ujit a

,
N .

,

a n d l s h ih a m a , A . ( 1 9 9 3) E M B O J . 且乳 6 2 5 - 6 3 0 . 7 .

4 2 ･ F u k u c h i
, J ･ , K a s hi w a gi ,

K
･ , T a k i o

,
A .

,
a n d l g a r a s h i

,
K . ( 1 9 9 4) J .

B i, o l . C h e m , . 望6 9
,
2 2 5 8 1 ･ 2 2 5 8 6 ,

4 3 ･
H a n c o c k

,
R ･ E ･ W リ S c h mi d七

,
A

リ
B a u e T

,
a .

,
a n d B e n z , R . ( 1 9 8 6)

B i o c hi m . B i o p h ,y s . A c i a 8 6 0
,
2 6 3 ･ 2 6 7 .

4 4 ･ S a m b r o o k , J ･ , F ri七s c h
,
E . F .

, a n d M a n i a tis
,
T

. ( 1 9 8 9) i n M ol e c u l a r

Cl o n m g : A l a b o r a t o r y M a n u a l
,

盟n d e diti o n
, p p . A l ･ A 4

, C ol d

●

S p ri n g H a rb o r L a b o r a t o r y P r e s s
,
C old S p ri n g H a rb o r

,
N Y .

4 5 ･ M a七s u y a m a
,
S ･

,
I n o k u c h i , a

,
a n d M i z u s hi m a

, S .( 1 9 8 4) J . B a c t e ri ol .

1 5 8
, 1 0 4 1 ･ 1 0 4 7 .

4 6
･ K a s h i w a gi , K ･

,
M iy a m o t o , S

リ
N u k u i

,
E .

,
K ob a y a s hi

,
班 .

, a n d

l g a r a s h i
,
a

L

( 1 9 9 3) J . B i ol . C h e m . 望6 8
,
1 9 3 5 8 - 1 9 3 6 3 .

4 7 ･ N i el s e n
,

P ･ J ･

,
M an c h e s t e r

,
Ⅸ ･ L ･

,
T o w b in , H .

,
C o r d o n

,
J .

, a n d

T h o m a s
,
G . ( 1 9 8 2) J . B i ol . C h e m . 望5 7

,
1 2 3 1 6 ･ 1 2 3 2 1 .

4 8 ･ W a t a n a b e
,
Y ･

,
I g a r a s h i

,
K ･

,
a n d H i r o s e , S . ( 1 9 8 1) B i o c hi m . B i o p h y s .

A c t a 6 5 6 , 1 3 4 ･ 1 3 9 .

4 9 ･ L o w r y , 0 ･ H ･
,
R o s e n b r o u g h

, N ･ J ･

,
F a r r

,
A . L .

,
a n d R a n d a l

,
R . J .

( 1 9 5 1) J . B i ol . C h e m . 1 9 3
,
2 6 5 ･ 2 7 5 .

5 0 . C e ri ot ti
,
G . ( 1 9 5 5) J . B i ol . C h e m . 2 1 3

,
5 9 ･ 7 0 .

5 1 ･ O h y a m a
,
T ･

,
I m ai z u m i

,
R .

,
I g a r a s h i

,
K

. ,
a n d E o b a y a s h i

,
H . ( 1 9 9 2) J .

B a c t e ri ol . 1 7 4
,
7 7 4 3 ･ 7 7 4 9 .
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5 2 ･ I g a T a S h i
, a , 拡a s hi w a gi , a ,

fl a m a s a ki
,
H ･

, M iu r a
, A ･

,
K a k e g a w a

,

T ･
, H i r o s e

,
S

･ , a n d M a七s u z a k i
, S ･ ( 1 9 8 6) J ･ B a c t e ri ol . 1 6 6

,
1 2 8 ･ 1 3 4 .

5 3 ･ Ⅸi m mi c h , G ･ A ･
,
R a n dl e s

, J ･ , a n d B r a n d
,
J

･ S . (1 9 7 5) A n , a l . B i o c h e m .

6 9
,
1 8 7 ･ 2 0 6 .

5 4
･ 私 m e s

, B ･ W
-

a n d M o r ri s , D ･ R ･ ( 1 9 7 3) B i o c h e m i s t ry l望
,
4 4 2 ･ 4 4 9 .

5 5 ･ I g a r a s h i
,

K ･

, S u g a w a r a
,

a
, a n d ‡‡iT O S e

,
S . ( 1 9 7 5) J

. B i o c h , e m .

( T o k y o) 7 7
,
7 5 3 - 7 5 9 .

5 6 ･ S mi th , R ･ L ･

,
B a n k s

,
J ･ L

･
,
S n a v el y ,

M ･ D ･

･ a n d M a g u i r e
,
R

. 臥 (1 9 9 3)

J ･ B i ol . C h e l n . 望6 8
, 1 4 0 7 ト1 4 0 8 0 .

5 7 ･ N o g a mi
,
T ･

, a n d M i z u s h i m a
, S ･ ( 1 9 8 3) J . B a c t e ri ol . 1 5 6

,
4 0 2 ･ 4 0 8 .

5 8 ･ It o , K
,
K a s hi w a gi,

K
･ , W a t a n a b e

,
S ･

,
K a m eji ,

T ･

, fl a y a s h i , S .
,

a n d

l g a r a s h i
, K ･ ( 1 9 9 0) J . B i ol . C h , e m . 盟6 5 , 1 3 0 3 6 . 1 3 0 4 l .

5 9 ･ Z a m b r a n o , M ･ M ･

, S i e g el e
,
D

･ A ･
,
A lm i r o n

,
M ･

,
T o r m o

,
A ･

, a n d E olt e r ,

R . ( 1 9 9 3) S ci e n c e 望5 9
,
1 7 5 7 ･ 1 7 6 0 .

6 0
･ Le e

,
Ⅰ･ S ･

, Li n ; J ･

,
H a ll

,
H ･ K

･ , B e a r s o n
, B ･

,
a n d F o s t e r

,
J ･ W . ( 1 9 9 5)

M ol . M i c r o bi ol . 1 7 , 1 5 5 ･ 1 6 7 .

6 1 ･ I s hi h a m a
,
A ･ ( 1 9 9 7) C u - n i O p i n i o n G e n e i ･ D e v el o p . 7

, 5 8 2 1 5 8 8 .

6 2 ･ A p i r a k a r a m w o n g , A ･

,
F u k u c h i

,
J ･

, K a s h i w a g i , a
,
K a k in u m a

,
Y .

,

It o , E
”
I s h ih a m a

,
A ･

, a n d l g a r a s h i , K ･ ( 1 9 9 8) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s .

C o T n m u n . 望5 1
,
4 8 2 - 4 8 7 .

6 3
･ G all a n t

, J ･ A ･ ( 1 9 7 9) A n 'L u . R e v . G e TL e t . 1 3 , 3 9 3 1 4 1 5 .

6 4 ･ C o z z o n e
,
A ･ J ･ ( 1 9 8 1) T r e n d s B i o c h e m . S ci . 6

,
l o b - 1 1 0 .

6 5 ･ S v itil
,
A I L ･

, C a s h e l
,

M ･

, a n d Z y s ki n d
,
J ･ W . ( 1 9 9 3) J . B i ol . C h e m .

望6 8
,
2 3 0 7 - 2 3 1 1 .
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6 6 ･ N ei d h a T d t ,
F

･ C ･

,
B lo c h

,
P ･ L

. , a n d S mi th
, D . F . ( 1 9 7 4) J . B a ct e ri ol .

且且9
,
7 3 6 ･ 7 4 7 .

6 7 ･ B o c h n e r
,
B ･ R ･

,
a n d A m e s

,
B . N . ( 1 9 8 2) J . B i ol . C h e m . 盟5 7

,
9 7 5 9 ･

9 7 6 9 .

6 8 ･ S c h r eib e r
,
G ･

,
M et z g e r

,
S ･

,
A i z e n m a n

,
E ･

,
R o z a , S . , C a s h el

,
M

‥ a n d

G l a s e r
, G . ( 1 9 9 1) i . B i ol

. C h e m . 望6 6
,
3 7 6 0 -3 7 6 7 .

6 9 ･ T e di n
, a , a n d B r e m e r

,
H

. ( 1 9 9 2) J . B i ol . C h , e m . 望6 7
,
2 3 3 7 ･ 2 3 4 4 .

7 0 1 M e t 聯 r
,
S ･

･
S c h r eib e r

, G リ A i z e n m a n
,
E ･

, C a s h el
,
M .

,
a n d G l a s e r

,
G .

( 1 9 8 9) J . B i ol . C h , e t a . 望6 4
,
2 1 1 4 6 - 2 1 1 5 2 .

7 1
･
Ⅹi a o

,
H ･

,
K al m a n

, M ･

,
I k e h a r a

,
K ･

,
Z e m el

, S ･

,
G l a s e r

, G .
, a n d C a s h el

,

M . ( 1 9 9 1) J . B i ol . a h e m . 望6 6
,
5 9 8 0 - 5 9 9 0 .

7 2 ･ R a o
,

N ･ N ･

, L iu
,
S .

,
a n d X o r n b e r g , A . ( 1 9 9 8) J . B a c t e ri ol . 1 8 0

,

2 1 8 6 ･ 2 1 9 3 .

7 3 ･ D u bi n
,
D ･ T

･ ( 1 9 5 9) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o TT m L u n . 1
,
2 6 2 - 2 6 5 .

7 4 ･ T a b o r
,
H .

, a
l
n d T a b o r

,
C . W . (1 9 7 5) J . B i ol . C h e T n . 盟苗O

,
2 6 4 8 ･ 2 6 5 4 .

7 5 ･ B o lli n g e r
, J ･ M ･ J r ･

,
Ⅹ w o n

,
D

･ S . , H u i s m a n
,
G . W .

,
K olt e r

,
R .

,
a n d

W al s h , C . T . ( 1 9 9 5) J . B i ol
. C h e m . 2 7 0

,
1 4 0 3 1 ･ 1 4 0 4 1

.

7 6 ･ T a b o r , C ･ W ･

,
a n d T a b o r

,
H

. ( 1 9 7 0) B i o c h e m . B i o p h y s . R e s . C o TT U n u TL .

4 1
,
2 3 2 ･ 2 3 8 .

7 7 ･ S mi th
,
K ･

,
B o r g e s , A ･

,
A riy a n a y a g a m

,
M

･
R

･ , a n d F a i rl a m b
,
A ･ H

･

( 1 9 9 5) B i o c h e m . J . 3 1 乳 4 6 5 - 4 6 9 .

7 8 ･ M a r t in oi a
,
E .

,
G rill

,
E .

,
T o m m a s in i , R .

,
K r e u z

,
a .

,
a n d Am r h ei n

,
N .

( 1 9 9 3) N a t u r e (L o n d o n) 3 6 4 , 2 4 7 - 2 4 9 .

7 9 ･ M u lle r
,
M ･

,
M eij e r

,
C .

, a n d Z a m a n
,
G . I .

,
B r o st ,

P
. , S c h e p e r

,
a . I .

,

M u ld e T
,
M

･ , d e V ri e s
,
E . G .

,
a n d J a n s e n

, P . i . ( 1 9 9 4) P r o c . N a il .
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A c a d . S ci . U S A 9 且
, 1 3 0 3 3 ･ 1 3 0 3 7 .

8 0 ･ M e t z g e r
,
S

リ
S a r u b b i

,
E ･

,
G l a s e r

, G .
,

a n d C a s h el
,
M . ( 1 9 8 9) J . B i ol .

C h e m . 望6 4
, 9 1 2 2 ･ 9 1 2 5 .

8 1 ･ W a t a n a b e
,
S ･

,
拡a s a m a - E g u c hi

,
K ･

,
K ob a y a s h i

,
a

, a n d l g a r a s h i
,

K (1 9 9 1) J . B i o l . C h e m . 望6 6
,
2 0 8 0 3 ･ 2 0 8 0 9 .

8 2
･ M iy a m o t o

,
S ･

,
Ⅸa s h i w a gi,

a
,
I t o , 臥 W a七a n a b e

, S .
,

a n d l g a r a s hi , 濫.

( 1 9 9 3) A r c h J . B i o c h e TTL . B i o p h ,3,S . 洲 0
,
6 3 - 6 8 .
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A p i r a k a T a m W O n g ,
A

･ , F u k u c h i
,
J ･

,
K a s h i w a gi , K ･

,
K a k i n u m a

,
Y .

,

It o
,
E .

,
I s hi h a m a

,
A .

, a n d lg a r a s h i
,
a . : E n h a n c e m e n t o f c ell d e a t h d u e

t o d e c r e a s e i n M g
2 ＋

u p t a k e b y O m p C ( c a 七i o n ･ s el e c tiv e p o ri n) d e ficie n c y

i n rib o s o m e m o d u l a ti o n f a c t o T ･ d e fi ci e n 七 m u t a n t ･ B i1 0 C h e m . B i o p h ,y s . R e s .

C o m m u TL .
望5 1 , 4 8 2 ･ 4 8 7 (1 9 9 8)
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T h i s t h e si s w a s e x a mi n e d b y f oll o w i n g m e m b e r s a u t h o ri z e d b y

●

t h e G T a d u a t e S c h o ol o f P h a r m a c e u ti c a l S ci e n c e s
,
C hib a U n i v e r sit y .

Ⅸ a z u e i l g a r a s h i P h ･ D ･ ( P h a r m . S ci .) P r o fe s s o r o f C hib a U n i v e r sit y

(F a c u lt y o f P h a r m a c e u ti c al S cie n c e s) C h ai r m a n

T s u t o m u U n e m ot o P h ･ D
･ ( P h a r m .S ci .) P T O f e s s o r o f C hib a U n i v e r sit y

(F a c u lt y o f P h a r m a c e u ti c al S cie n c e s)

T e t s u o S a w ai P h ･ D
･ ( P h a r m .S ci .) P r o fe s s o r o f C hib a U n i v e r sit y

( F a c u lt y o f P h a r m a c e u tic a l S ci e n c e s)

H i r o s hi Ⅸob a y a s h i P h
･
D

･ ( P h a r m .S ci .) P r o f e s s o r o f C hib a U n i v e r sit y

(F a c u lt y o f P h a r m a c e u tic a l S ci e n c e s)

K a z u k i S ai t o わh
.
D

. ( P h a r m .S ci .) P r o f e s s o r o f C hib a U n i v e r sit y

(F a c u lt y o f P h a r m a c e u ti c al S ci e n c e s)
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