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研究成果の概要（和文）：本課題では、植物葉緑体におけるppGppの機能を明らかにするために研究を進めた。葉緑体
抽出液を用いた試験管内翻訳系を構築し、ppGppが葉緑体タンパク質合成を阻害することを明らかにした。続いて、エ
ネルギー分子として重要なGTP合成の鍵酵素であるグアニル酸キナーゼがさらに低濃度のppGppにより活性阻害を受ける
ことを明らかにし、少なくともGTP合成とタンパク質合成へのppGppシグナルの寄与を世界に先駆けて証明した。さらに
、化合物テオフィリンにより駆動するリボスイッチを利用した遺伝子発現制御系をラン藻において構築することに成功
し、それをタバコ葉緑体ゲノムに適用し形質転換植物を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have performed experiments for clarifying function of ppGpp in 
plant chloroplasts. By establishing in vitro translation system from isolated chloroplasts, we have 
demonstrated that chloroplast translation activity is inhibited by ppGpp. Further, we have shown that 
activity of guanylate kinase, a key enzyme for GTP biosynthesis in chloroplasts, is potently inhibited by 
ppGpp. We have thus proven that ppGpp regulates chloroplast translation and GTP biosynthesis in plants. 
Moreover, we have established cyanobacterial genetic system that enables induction of protein-expression 
by theophylline administration based on riboswithch system. The system has also been applied to 
transformation of tobacco chloroplast genome.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 原核生物に普遍的に存在する緊縮制御系
では、グアノシン２リン酸（GDP）のリボー
ス 3’位にアデノシン３リン酸（ATP）のピロ
リン酸が付加したグアノシン 4 リン酸
（ppGpp）がシグナル物質として機能する。
ppGppはバクテリアの global regulatorとも
称され、その細胞内標的は、DNA複製、RNA
合成、翻訳、核酸合成など多岐に渡ることが
知られている。多くの病原性バクテリアにお
いては、ppGppが宿主感染に重要な機能を果
たすことが徐々に明らかにされ、医学研究分
野に力点が置かれた研究も進んでいる
（Potrykus K and Cashel M. Annu Rev 
Microbiol 62, 35-51, 2008）。さらに、この緊
縮制御系がバクテリアを共生起源とする真
核生物の葉緑体にも存在することが明らか
になった。しかしながら、葉緑体における緊
縮制御の機能的役割に関しては多くの未解
明点が残されている。 
 申請者は、これまでに葉緑体機能には原
核生物型の ppGpp 生合成系が複数存在す
ることを生化学および分子生物学的な手法
により明らかにしてきた。まず、クラミド
モナスを材料として ppGpp 合成酵素が葉
緑体に局在し、実際に ppGpp 合成酵素触
媒活性を有することを初めて証明し
（Kasai K et al. Nucleic Acids Res 30, 
4985-4992, 2002）、単離したエンドウマメ
葉緑体の抽出液を用いて、実際に生化学的
に ppGpp 合成酵素の活性の存在を示し
（Kasai K et al. Nucleic Acids Res 32, 
5732-5741, 2004）、さらには、バクテリア
には存在しない植物特有なカルシウム依存
型 ppGpp合成酵素(CRSH)の存在とその機
能について世界に先駆けて明らかにしてき
た（Tozawa Y et al. J Biol Chem 282, 
35536-35545, 2007）。並行して、枯草菌
(Bacillus subtilis)より、大腸菌など今まで
に知られていた RelA/SpoT タイプ以外の
ppGpp 合成酵素 (SAS, small alarmon 
synthase) (YjbM/YwaC)を発見し、栄養ス
トレス以外のトリガーにより緊縮制御が誘
発されることを証明した（Nanamiya H et 
al. Mol Microbiol 67, 291-304, 2008）。その
発表論文はFaculty of 1000 Biologyに選出
されるなど世界的にも評価を得ている。  
 
２．研究の目的 
 植物葉緑体の緊縮制御を司る複数の
ppGpp合成・分解酵素機能の生化学的解析を
通じて、シグナル機構について個別に明らか
にするとともに、標的の一つと予測する葉緑
体翻訳装置の標的分子を生化学的に明らか
にする。同時に、新技術を取り入れた分子生
物学的解析により、個々の誘発因子がもたら
す植物内の生理学的変化を解明する。植物は
多様な組織に分化するため、観察し難い生理
学的な動態に関する研究には、リボスイッチ
を応用したタンパク質発現誘導システムの

導入を図ることにより、人為的に誘導合成し
た ppGpp 合成がもたらす植物内の生理学的
な変化を詳細に調査し、ppGppシグナル伝達
の下流部分の全容解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究期間内には、葉緑体の緊縮制御機構
の解明を目指して、次の３項目について実験
を進めた。 
（１）葉緑体の翻訳伸長因子を対象としてタ
ンパク質と ppGpp の相互作用解析を進め、
ppGpp による翻訳活性制御機構を分子レベ
ルで検証した。 
（２）ppGpp分解酵素の生化学的な機能解析
をコムギ無細胞翻訳系を利用したタンパク
質合成系により進め、ppGppシグナルの一過
性を形成する機構を酵素機能の観点より明
らかにすることを目指した。 
（３）ppGppの植物生理学的機能を検証する
ため、タバコの形質転換系を用いて、テオフ
ィリン誘導型の ppGpp 合成酵素発現システ
ムを新たに構築し、人工的な緊縮制御因子の
誘導がもたらす植物の生理学的変化につい
て、光合成関連タンパク質の発現解析を中心
として解明を進めた。 
 
４．研究成果 
 平成２３年度は、確立したエンドウマメの
単離葉緑体由来の試験管内タンパク質合成
系を利用し、ppGppの翻訳への阻害的機能を
証明し、論文および学会で報告した（Nomura
等, Plant Mol Biol, 2011）。植物細胞には細
胞質、葉緑体、ミトコンドリアと３カ所に異
なるタンパク質合成システムが存在する。そ
のために、通常の細胞破壊により得られる抽
出液では特定のタンパク質合成装置の機能
解析は実施不可能である。従って、まず細胞
より葉緑体のみを高度に精製し、この単離葉
緑体の抽出液を利用することによりはじめ
て葉緑体内のタンパク質合成システムの解
析が可能となる。これまでに葉緑体のタンパ
ク質合成系の構築に成功した研究室は名古
屋大学のタバコのシステムのみであったた
め、エンドウマメ葉緑体タンパク質合成系の
構築は技術的にも高い達成度であると考え
る。エンドウマメを利用する葉緑体タンパク
質合成系の試験管内再構成系は、予想を上回
る安定な翻訳活性を示し、ppGppのタンパク
質合成における作用点の一つが翻訳伸張サ
イクルであることを再現良く確認すること
ができた。 

図１．ppGppは高濃度で葉緑体翻訳活性を阻害する。 
 
さらに、従来植物個体での試験に留まってい



た幾つかの抗生物質が実際に葉緑体タンパ
ク質合成系を抑制する事も明らかにし、環境
中の抗生物質の作用に関しても新たに科学
的根拠に基づく情報を与える事ができた。一
方、共同研究者との枯草菌を材料とするバク
テリア緊縮制御の研究においても新しい発
見をし、葉緑体にも保存されている YvyDと
いうリボソーム結合タンパク質の寄与を世
界に先駆けて明らかにした。 
 さらに立教大学と共同で、バクテリア緊縮
制御機構における新規のシグナル物質の存
在とその機能を明らかにすることに成功し、
投稿論文が受理された（ Tagami ら , 
MicrobiologyOpen）。この成果は、葉緑体内
のシステムとも共通性を有する可能性が高
く、今後のバクテリアおよび植物葉緑体にお
ける緊縮制御機能の解明に極めて重要な科
学的発見と考えている。 
 平成２４年度には（１）ppGppによる葉緑
体翻訳活性の阻害様式の解明、（２）ppGpp
分解消去系の機構解明、（３）リボスイッチ
システムの導入によるバクテリアと真核生
物における緊縮制御系増幅系の構築、の 3項
目の実施を計画していたが、これまでに項目
（１）については ppGpp による植物葉緑体
の翻訳活性阻害様式を明らかにして論文発
表を完了した。項目（２）については、植物
葉緑体 RSH1タンパク質の ppGpp分解酵素
を生化学的解析により明らかにし、学会発表
を行った。当初分解酵素と予想した RSH2お
よび RSH3 のタンパク質についても生化学
的な解析を進めたが、予想に反してこれらの
タンパク質は ppGpp 合成活性のみを有し
ppGpp 分解活性を持たないことを確認した。
項目（３）については、葉緑体の起源である
ラン藻をモデルとしたリボスイッチ構築に
成功し、学会にて報告を行った。平成２４年
には、これらの成果に加え、新たな葉緑体
ppGpp作用点として guanylate kinaseを同
定することに成功した。ラン藻より新規
ppGpp分解酵素遺伝子を見出し、そのタンパ
ク質を組換え大腸菌により合成、精製し、酵
素機能解析を行った。その結果、既存の 
 

図２．テオフィリン（theophylline）はmRNAの構造を
変化させて翻訳開始を誘導する。 
 
ppGpp合成・分解酵素の分解酵素ドメインの
みからなる最小単位の酵素タンパク質であ
ることが判明した。これらの成果についても
学会発表を行った。 
 平成２５年度には（１）高等植物の葉緑体
における ppGpp 標的分子として、新たに

guanylate kinase (GK)を同定し、論文発表を
行った。また（２）テオフィリン誘導型リボ
スイッチ制御系をラン藻を宿主として構築
し、これについても論文発表を完了した。 
 

表１．イネ葉緑体 GK (OsGKpm)の ppGpp感受性をイ
ネ細胞質 GK (OsGKc)、大腸菌および枯草菌の GK 
(EcGKおよび BsGK)と比較した結果を示す。 
 
これらの成果は国内学会でも報告した。さら
に、タバコ葉緑体ゲノムの相同組換えにより
テオフィリン誘導型リボスイッチと枯草菌
ppGpp合成酵素遺伝子 yjbMを利用した人工
ppGpp合成系の構築を進め、複数の組換え体
の選抜まで終了した。最終年度はさらに、好
熱菌由来の ppGpp分解酵素の X線結晶構造
解析も完了し、新たな触媒機構と考えられる
結果を得た。また、枯草菌や葉緑体では
ppGpp 標的となる GK の機能比較を進めた
結果、維管束植物葉緑体の GKと異なり、ラ
ン藻 Synechococcus elongatus PCC6803の
GK では ppGpp 感受性が異なることを見出
し、現在研究が進んでいるモデル生物のラン
藻の GTP 生合成系については、単なる葉緑
体のプロトタイプと見なすことはできない
ことを確認した。この結果は、維管束植物の
葉緑体の進化が単純にラン藻様バクテリア
の共生のみに起源を有するのではなく、共生
過程でラン藻以外のバクテリア遺伝子が GTP
生合成系の構築に寄与した可能性をも示唆
している。 
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