
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 5 月 24 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：胞子形成期の初期に 70S リボソームが不活性化され, 次に休眠促進

因子（Hibernation promoting factor, Hpf）によりダイマーリボソームが形成される。中期には rRNA

が切断・分解され始め, 胞子形成過程の進行につれ後期にはダイマーリボソームが分解され消

失することを見出した。胞子形成開始期には, hpf の
H依存のプロモーターから，強く転写が

誘導されていた。 

 

研究成果の概要（英文）：We found that more than half of the 70S ribosome were inactivated 

and then dimerized by the hibernation promoting factor, Hpf (YvyD) in the early stage of 

sporulation. The rRNA of the dimer of 70S ribosome was attacked first and finally the 

dimer ribosome was degraded in the late stage of sporulation. The hpf gene is actively 

transcribed from the promoter which is recognized by H at the onset of the sporulation.  
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１． 研究開始当初の背景 

大腸菌では 1900 年代に和田博士らのグルー
プにより大腸菌の定常期の細胞では 70S リ
ボソームが二つ結合したダイマーリボソー
ムが形成されることが報告されていたが, 本
研究課題を申請した頃に，我々は枯草菌にお
ける緊縮応答に ppGpp を合成する 3 種の酵
素 RelA, YjbM, YwaC を欠失した変異体細胞
で, YwaC を強制的に発現させた時にダイマ

ーリボソームが形成されることを見出した
ところであった。さらに，枯草菌の定常期と
胞子形成期におけるダイマーリボソーム形
成の検討を開始した。 

 

２．研究の目的 

胞子形成期の細胞におけるリボソームの挙
動を調べ，ダイマーの形成が認められれば，
胞子形成を行わない定常期の細胞における
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ダイマーリボソームと比較し, その生物学的
意義を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 胞子形成(2XSG)培地で培養した菌体を
継時的に集め, フレンチプレスで細胞を破
壊後遠心で未破壊の細胞と細胞残渣を除き
粗抽出液を得た。これらの抽出液の 10-40%

ショ糖密度勾配超遠心を行い, リボソーム
のプロファイルを解析した。 
(2) リボソームタンパク質の確認定量は
RFHR 二次元電気泳動法により行った。 
(3) 胞子形成率は胞子形成液体培地に OD600

の吸光度(濁度)が約 0.03 になるように植菌
して, 37℃で 24 時間振盪培養後の生菌数と
形成された胞子数から求めた。 
 
４．研究成果 
(1)枯草菌の 3 種の ppGpp 合成酵素, RelA, 

YjbM, YwaC, を欠失した変異株で YwaC を
発現させると, 細胞の増殖が 20 分で停止し, 

70S リボソームが２つ結合したダイマーリボ
ソームが形成されることを発見した（論文
④）。ダイマーリボソームの形成には, かつて
YvyD と呼ばれていた Hpf （ Hibernation 

promoting factor,休眠促進因子）が必須であっ
た。この因子は, YwaC が誘導された後，胞子
形成開始期に安定・活性化されるシグマ因子
H, 

H
, により活発に転写が開始されること

を明らかにした（図１, 論文④）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)細胞の増殖及び胞子形成とリボソームの
量との関係を知るために, 本研究室では長年
にわたり,枯草菌に存在する 10 コピーの
rRNA オペロンのうち 1 コピーのみを持つ欠
失変異株を構築してきた。その結果, 1 コピー
の rRNA オペロンを持つ変異株では増殖速度
が著しく遅延し, 胞子形成が阻害されていた
（論文⑤）。さらに, rRNA オペロンのコピー
数効果を調べるために 1～9 コピーの rRNA

オペロンを持つ変異株を構築し, それらの増
殖速度と胞子形成を野生株のものと比較し
た（学会発表⑪, ⑳, ㉟）。図 2 に見られる
ように, rRNA オペロンが 3 コピー以上にな
れば細胞増殖のみならず胞子形成率も野生

株に匹敵するほど回復していた。しかしなが
ら, 3-7 コピーの rRNA オペロンを持つ細胞
から形成された胞子の発芽後成長は, 10 コピ
ーのrRNAオペロンを持つ野生株と比べて遅
延が認められた。このことは, 枯草菌の生活
環を考えた時に , 野生株が 10 コピーの
rRNA オペロンを持つように進化上なった一
因と考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(3)胞子形成過程の細胞から粗抽出液を調製
し, 10-40%ショ糖密度勾配超遠心によるリボ
ソームのプロファイルより, 胞子形成期の初
期にダイマーリボソームが形成され, その後
胞子形成の進行とともに分解され, 後期には
消滅することが判明した（図 3, 学会発表⑲, 

㉖, ㉝）。胞子形成期のダイマーリボソーム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

の分解は, 胞子形成初期に rRNA が切断され
ることが引き金となっていることが示唆さ
れた（学会発表③, ⑨, ⑬, ㉖, ㉜）。  

(4)胞子形成を行わない培地でのダイマーリ
ボソーム形成は, 胞子形成期の細胞とは異な
り, hpf (yvyD)遺伝子はHよりむしろBの認
識プロモーターからの活発な転写が起きて
いた（学会発表②, ⑱, ㉕, ㉘, ㉞）。 

 

 

 図 1. ダイマーリボソーム形成のモデル 

 
図 2. 細胞の増殖速度と胞子形成率への rRNA

オペロンのコピー数効果 

 

 図 3. 胞子形成期におけるリボソームのプロフ
ァイル 
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