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研究成果の概要：ｸﾞｱﾉｼﾝ 5’-二リン酸 3’-二リン酸(ppGpp)は、葉緑体の原核型 RNA ポリメラ

ーゼを選択的に阻害することが明らかになった。ppGpp の光親和性プローブである 6-thioppGpp

を合成し、葉緑体の原核型 RNA ポリメラーゼとクロスリンク実験を行ったところ、ppGpp はβ’

サブユニットに結合していることが判明した。また、タバコおよび緑藻類の ppGpp 合成酵素遺

伝子変異株を作製した。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・生物生産化学・生物有機化学 
キーワード：緊縮制御、ppGpp、ストレス応答、RNA ポリメラーゼ 
 
１．研究開始当初の背景 
バクテリア独自のストレス応答機構であ

る緊縮制御は、環境ストレスに応答して一時
的にバクテリアの生育を抑制し、新しい環境
への適応を促進させるために RNA合成の抑制
等、多くの代謝系に関与する多面的制御機構
である。この緊縮制御を司る中心物質がグア
ノシン 5’－二リン酸 3’－二リン酸（ppGpp）
である。 
これまで ppGpp は、バクテリアにしか存在

しないとされてきた。近年、その合成タンパ
ク質をコードする遺伝子（rshおよび crsh）
が植物からも見出された。その後、植物の
ppGpp 分析法が開発され、ppGpp は植物中に
も存在し、葉緑体に局在することが明らかと

なった。また、植物体内の ppGpp 濃度は環境
ストレスにより誘導される植物ホルモンシ
グナル伝達経路を介して誘導され、葉緑体
RNA ポリメラーゼ活性を阻害することが明ら
かとなった。 
葉緑体はシアノバクテリアに由来すると

考えられており、その遺伝システムはバクテ
リアに類似している。これらの実験結果から、
植物においても ppGppがシグナル分子として
機能していることが示唆された。しかしなが
ら。植物における ppGpp の作用に関する研究
は、これまでほとんどなされていなかった。 
 

２．研究の目的 
 ppGpp の葉緑体遺伝子転写・翻訳制御機構
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を明らかにし、ppGpp が植物ストレス応答に
どの様に関わっているか、そのメカニズムを
解明する。そして、バクテリアから植物への
進化の過程で、ppGpp の有する生理作用がど
のように保持されてきたのか明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ppGpp のタバコ葉緑体および原色素体
の RNA ポリメラーゼ転写活性に対する作用 
色素体は、未分化の原色素体では核に遺伝

子がコードされたファージ型葉緑体 RNAポリ
メラーゼ(NEP)が主に機能し、葉緑体に分化
した後では、葉緑体ゲノムに遺伝子がコード
された原核型葉緑体 RNA ポリメラーゼ（PEP）
が主に機能している。ppGpp の両 RNA ポリメ
ラーゼの転写活性に対する作用を調べる。 
 
(２)ppGpp の葉緑体 RNA ポリメラーゼの結合
部位の同定 
ppGpp の 光 親 和 性 プ ロ ー ブ で あ る

6-thioppGpp を合成する。本プローブと葉緑
体 RNA ポリメラーゼをクロスリンクさせ、そ
の結合部位を各種分析手法により同定する。 
 

（３）ppGpp 合成酵素遺伝子過剰発現株の葉
緑体タンパク質のプロテオーム解析 
タバコ（Nicotiana tabacum）の ppGpp 合

成酵素遺伝子過剰発現株を作製する。本遺伝
子過剰発現株と野生株の葉緑体タンパク質
抽出液を２次元電気泳動に供し、ppGpp が葉
緑体のいずれのタンパク質の発現に関与し
ているのか解析する。 
 
（４）緑藻類の ppGpp 産生誘導物質の探索 
 緑藻類（Chlamydomonas reinhardtii）の
ppGpp 産生誘導物質を各種クロマトグラフィ
ーにより精製する。得られた化合物は NMR 等
の各種機器分析を行い、その化学構造を決定
する。 
 
４．研究成果 
（１）ppGpp のタバコ葉緑体および原色素体
の RNA ポリメラーゼ転写活性に対する作用 
タバコ葉から葉緑体を分離し、原核型葉緑

体 RNA ポリメラーゼ画分（PEP）を調整した。
タバコ培養細胞 BY-2から原色素体を分離し、
ファージ型葉緑体 RNA ポリメラーゼ画分
（NEP）を調整した。両画分に対する ppGpp
の転写阻害活性を調べた。その結果、ppGpp
は PEP の転写活性を濃度依存的に阻害した。
一方、NEP に対して ppGpp はほとんど作用し
なかった。これらの結果から、ppGpp は PEP
を選択的に阻害することが明らかとなった。
従って、ppGpp は主に色素体が原色素体から
葉緑体に分化した後に、その遺伝システムに
作用し、葉緑体の機能に影響を与えることが
示唆された。 

 
図１．NEP 及び PEP に対する ppGpp の転写阻
害活性. ppGpp 濃度；●, 無添加；■, 200 
µM；▲, 500 µM；◆, 1000 µM. 
 
（２）ppGpp の葉緑体 RNA ポリメラーゼの結
合部位の同定 
ppGpp の 光 親 和 性 プ ロ ー ブ で あ る

6-thioppGpp を 6-thioguanosine を出発物質
として４段階の化学反応および１段階の酵
素反応を用いて合成した。 

 
図２．ppGppおよび6-thioppGppの化学構造． 
 
ホウレンソウ（Spinacia oleracea）より

各種クロマトグラフィーを用いて PEPを粗精
製した。この PEP に対して 6-thioppGpp は
ppGpp とほぼ同様の転写阻害活性を示した。
従って、その化学構造の類似性も考慮すれば、
両化合物は PEP の同じ部位に結合し、転写活
性を阻害していることが推定された。そこで、
[γ-32P]ATP を基質とした二リン酸転位反応に
より[32P]6-thioppGpp を調整した。本放射活
性プローブを PEP 溶液に添加し、30 分インキ
ュベート後、紫外線照射することでクロスリ
ンクさせた。PEP 中のいずれのサブユニット
に[32P]6-thioppGpp が結合したのか確認する
ために、放射活性プローブがクロスリンクし
た PEP を SDS-PAGE 電気泳動した後にオート



ラジオグラフィーで確認した。放射活性プロ
ーブが結合していると推定されるタンパク
質バンドをゲルから切り出し、MALDI-TOF-MS
により解析したところ、β’サブユニットに
結合していることが判明した。大腸菌におい
て ppGpp は RNA ポリメラーゼのβ’サブユニ
ットに結合することが明らかにされている。
PEPのβ’サブユニットは大腸菌のRNAポリメ
ラーゼのβ’サブユニットと高い相同性があ
る事から、ppGpp の両 RNA ポリメラーゼの阻
害様式は類似していることが示唆された。 
 

図３．ホウレンソウ葉緑体 RNA ポリメラーゼ
反応に対する ppGpp および 6-thioppGpp の阻
害活性. 化合物濃度；●, 無添加；■, 200 
µM；▲, 500 µM；◆, 1000 µM. 
 

 
図４．[32P]6-thioppGpp と PEP とのクロスリ
ンク実験．A) [32P]6-thioppGpp がクロスリン
クした PEP の SDS-PAGE 電気泳動．B) 100 倍
量の ppGpp を添加した競合阻害実験． 

（３）ppGpp 合成酵素遺伝子過剰発現株の葉
緑体タンパク質のプロテオーム解析 
シロイヌナズナの ppGpp合成酵素遺伝子を

PCR 法によりクローニングした。本遺伝子を
植物遺伝子導入用バイナリーベクターに組
み込んだ。本ベクターを導入したアグロバク
テリウム（Agrobacterium tumefaciens）を
タバコの葉切片に感染させた。約１ヵ月後に
形成された不定芽は順化させた後、培養土に
移植、栽培し、種子を得た。この種子から得
られた植物体は、カナマイシン耐性を指標と
して選抜し、耐性のある植物体を ppGpp 合成
酵素遺伝子過剰発現株とした。本遺伝子過剰
発現株は現在生育中である。今後は、本株を
用いて遺伝子発現量の解析、表現型の観察、
ppGpp 量の分析を行い、ppGpp 合成酵素遺伝
子が機能しているのか否かを確認する。その
後、本遺伝子過剰発現株と野生株の葉緑体タ
ンパク質抽出液を２次元電気泳動に供し、
ppGpp が葉緑体のいずれのタンパク質の発現
に関与しているのか解析する予定である。 
 
（４）緑藻類の ppGpp 産生誘導物質の探索 
緑藻類（C. reinhardtii）に高浸透圧、高

温および高塩濃度等の各種環境ストレスを
与え、ppGpp 合成酵素遺伝子発現量の変化を
半定量的 RT-PCR 法により調べた。しかし、
いずれのストレス条件においても遺伝子発
現の変化は見られなかった。また、同様の条
件下、ppGpp 含有量の変化を HPLC で分析した
が、その変化は確認できなかった。従って、
ppGpp の誘導条件を見出すことはできず、緑
藻類の ppGpp 産生誘導物質を発見することは
できなかった。しかし、バクテリアと高等植
物の中間に位置する緑藻類の ppGppの機能解
析は葉緑体の進化を考察するうえで重要で
ある。現在、アグロバクテリウムを用いて C. 
reinhardtiiの ppGpp 合成酵素破壊株を作製
し、その性質を解析中である。 
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