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研究成果の概要（和文）：本研究ではppGppが固定化されたアフィニティービーズを作製し、真核生物からppGpp
結合タンパク質を単離・同定する技術の開発と同定したタンパク質の機能解析を行い、真核細胞におけるppGpp
の機能発現メカニズムを解明するための方法論を確立することを目的に研究を行った。分子内にビオチンを有す
る2種類の分子プローブの創製に成功し、そのひとつを用いてppGpp結合タンパク質を同定するための実験を行
い、複数の候補タンパク質を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a technique to isolate and identify 
ppGpp-binding proteins from eukaryotes by creating affinity beads immobilized with ppGpp and 
analyzing the function of the identified proteins. The ultimate goal was to establish a methodology 
to elucidate the mechanism of ppGpp function expression in eukaryotic cells. We successfully created
 two molecular probes with biotin within their molecules and conducted experiments using one of them
 to identify ppGpp-binding proteins, resulting in the acquisition of several candidate proteins

研究分野： 生体関連化学

キーワード： ppGpp　緊縮応答　分子プローブ　植物

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では植物の光合成の制御分子であるppGppに関して、その誘導体の合成法の開発とその植物での機能探索
のための研究を行った。本研究の成果はバイオテクノロジーに有用なppGppの化学的合成に関する知見を提供す
るとともに、植物の機能制御に関する新しい視点を提供するものとして学術的・社会的に意義が大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

グアノシン 3ʹ-ジリン酸 5ʹ-ジリン酸（ppGpp）は、細菌

がアミノ酸飢餓状態を生き延びるための「緊縮応答シグ

ナル」である。大腸菌をアミノ酸欠乏環境下に置くと、

ppGpp は Dks と供に RNA ポリメラーゼに結合して RNA

合成を抑制しアミノ酸飢餓状態をやり過ごす。その後、大腸菌においては EF-Tu を始め 26 種以

上の ppGpp 結合タンパク質が同定され ppGpp の多彩な機能の解明が進みつつあった。 

一方、分担研究者の増田らは植物のストレス応答において ppGpp が機能していることや、ショ

ウジョウバエやヒト細胞からの ppGpp の検出が報告され、ppGpp が真核生物においてもストレ

ス応答を制する可能性を明らかにしていた。 

しかし、大腸菌と比べて極めて多数のタンパク質を含む真核細胞から ppGpp 結合タンパク質

を迅速に単離するための手法は存在せず、真核生物における ppGpp の機能発現メカニズムの解

明は全く進展していなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では ppGpp が固定化されたアフィニティービーズを作製し、真核生物から ppGpp 結合タ

ンパク質を単離・同定する技術の開発と同定したタンパク質の機能解析を行い、真核細胞におけ

る ppGpp の機能発現メカニズムを解明するための方法論を確立することを目的に研究を開始し

た。 

 
 

３．研究の方法 

本研究では、真核生物のモデル生物としてシロイヌナズナを用い研究を行うことを計画した。ま

ず、ppGpp を固定化したアフィニティービーズを開発のための合成研究を行った。また、シロイ

ヌナズナから ppGpp 結合タンパク質を単離・同定するための研究を行った。 

 

４．研究成果 

① ppGpp を固定化したアフィニティービーズを開発のための合成研究 

＜ビオチン結合型 ppGpp プローブの合成> 

下図に従い、ppGpp の 2'-水酸基からビオチンが伸長した ppGpp-bio を合成した。3', 5'-水酸基が

保護されたグアノシンのアミノ基からアミノ基の保護をビオチンリンカーの導入を行った。つ

いで、3', 5'-保護基の脱保護とリン酸化を行い、さらにこのリン酸基をピロリン酸化することで

目的とする ppGpp-bio を合成した。合成した ppGpp-bio は増田に提供し、ppGpp 結合タンパク質

の同定実験に用いた。 



 

 

 

＜photoaffinity ビオチン結合型 ppGpp プローブの合成> 

ppGpp-bio よりも、ppGpp 結合タンパク質に強く結合するプローブとして光架橋部位をもった光

架橋型 ppGpp-bio の合成を行った。 

合成は先と同様の出発原料から行い、ビオチンの代わりにプロパルギル基を導入したのち脱保

護を行い、3', 5'-ジリン酸体を合成した。このものに対し、ピロリン酸化を行いシアノエチル基を

ふたつ残した状態で単離した。その後、アルキン部位に対してクリック反応で Fmoc 化されたア

ミンの導入を行い、最後にリン酸部のシアノエチル基および Fmoc の除去を行った。さらに、光

クロスリンク試薬とのカップリングを段階的に行い光架橋型 ppGpp-bio を合成した。現在最終目

的物の光架橋型 ppGpp-bio の精製法を検討中である。 

 

 

②シロイヌナズナから ppGpp 結合タンパク質を単離・同定するための研究 

ppGpp のターゲットタンパク質を解析するにあたり、ppGpp の合成量が大きく増加または減少

したシロイヌナスナ変異体を単離し、その表現型解析を行なうことにした。まず植物内の ppGpp

定量を安定的に行うために、安定同位体標識した ppGpp を内在性スタンダードとする新規の定

量法の確立を目指した。精製した枯草菌の ppGpp 合成酵素 YjbM と大腸菌のピロリン酸分解酵

素 PPX を用いて、13C 標識 GTP から 13C 標識 ppGpp を合成した。HPLC を用いて 13C 標識

ppGpp を分離し、固相抽出法によって精製、濃縮を行なった。植物サンプルへの 13C 標識 ppGpp

添加量の検討を行い、LC-MS/MS 検出法を最適化した。これにより、従来の測定法と比較し、

コストや時間、正確性が格段に上がった。この新たに確立した ppGpp 定量法を用いて、シロイ

ヌナズナのゲノムにコードされている 4 つの ppGpp 合成・分解酵素遺伝子（RSH1, RSH2, 

RSH3, CRSH）のうち、rsh2-rsh3 の２重変異をバックに RSH3 を高発現するシロイヌナズナ

（RSH3ox2）の詳細な表現型解析を行なった。その結果、RSH3ox2 は野生型に比べ新鮮重が増



加するが、その増加は窒素欠乏条件においてより顕著になることを明らかにした。次に 4 つの 

ppGpp 合成・分解酵素遺伝子の完全欠損体を作出しその表現型を精査した。その結果、ゲノム

編集技術により作出したその４重変異体はppGppの基底レヘルがWTの1/20に減少しており、

葉緑体における緊縮応答が不全になっていることがわかった。この緊縮応答を欠失したシロイ

ヌナズナ変異体は、サリチル酸量が WT に比べ増加し、その増加は窒素欠乏条件下において顕

著となり細胞死が過剰に引き起こされることを見出した。このことから ppGpp 依存の葉緑体の

代謝制御はサリチル酸を介した病虫害応答と密接に関連している可能性が考えられた。この表

現型はオートファジー欠損植物体のそれと類似していたことから、オートファジーに関連する

遺伝子の発現動体を調べた。その結果、オートファジーを誘導するタンパク質の TOR によるリ

ン酸化を介して緊縮応答が制御される可能性が高いことや、葉緑体の緊縮応答がサリチル酸を

介した核遺伝子の発現制御を誘導することがわかった。 

 上記変異体に対し、研究代表者（清尾）が開発したビオチン融合型 ppGpp（ppGpp-bio）を用

いたアフィニティークロマトグラフィーを実施し、ppGpp の結合タンパク質を網羅的に同定す

ることを試みた。まず単離葉緑体の可溶化条件の検討を詳細に行なったところ、ジギトニンによ

る可溶化がアフィニティークロマトグラフィーの条件として最適であることがわかった。アフ

ィニティークロマトグラフィー後、nano-LC-MS/MS による網羅的なタンパク質の定量解析を

実施した。その結果、ネガティブコントロールのクロマトグラム画分に比べ、ビオチン融合型

ppGpp を用いた画分内で有意に増加した葉緑体タンパク質を複数同定した。ppGpp は G タン

パク質の GTP 結合領域に競合的に作用することが知られている。同定したタンパク質の中に

GTP 結合タンパク質が複数みられたことから、それらは ppGpp のターゲットタンパク質であ

る可能性が高い。今後同定したタンパク質の ppGpp による酵素活性変化を生化学的に解析する

ことで、この仮説の検証を進める。 
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