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研究成果の概要（和文）：これまで植物の解析に特化していたLC-MS/MSを用いたppGpp定量系を、ショウジョウ
バエ由来のサンプル解析を行えるように前処理を含め条件検討を詳細に行った。その結果、一定程度のppGppが
ショウジョウバエから検出されることを示唆する結果を得た。また。枯草菌由来のppGpp合成酵素YjbMをショウ
ジョウバエ中で発現させることに成功した。表現型解析から、ショウジョウバエ中にppGppが過剰蓄積すると、
致死性を引き起こす可能性のあることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We previously established the quantification method for detecting ppGpp in 
plant tissues by use of LC-MS/MS technology. Here, we re-established the method to detect ppGpp in 
other organisms. As a results, we could detect some ppGpp not in plant tissues, but also algae and 
other organisms. We also try to express a bacterial ppGpp synthase in animal cells. We succeeded to 
obtain recombinant organisms that express the ppGpp synthase in different tissues. We found that 
over-production of ppGpp in the organisms results in significant behavioral responses in the 
organisms. This suggest that ppGpp-dependent stringent response could, at least, be operated in 
animals.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

 緊縮応答は、栄養飢餓応答のシステムとし

て大腸菌を用いた研究により約 50年前に発

見された。その後の研究により、この応答

は、栄養飢餓だけでなく、病原性/抗生物質耐

性/バイオフィルム形成/光合成など多彩な機

能を調節する細菌に普遍的なシステムであ

ることがわかり、現在も活発に研究が行わ

れている。 

 近年のゲノム解析の進展により、緊縮応

答で中心的な働きをする核酸分子 ppGppの

合成と分解を担う酵素遺伝子が、植物や後生

動物から発見された。一方、後生動物から見

つかった遺伝子は、ppGppの分解ドメインだ

けからなる小型のものであり、それ以外に

ppGppに関連した遺伝子(例えば ppGpp合成

酵素遺伝子)は見つかっていない。また、50

年来、様々な手法により動物細胞からの

ppGpp検出が試みられてきたが、成功した報

告はこれまでになかった。これらのことか

ら、動物細胞においては、バクテリア様の

緊縮応答は存在しないと考えられてきた。 

 我々はこれまで、植物や光合成細菌を研究

材料に、緊縮応答が光合成の調節や葉緑体の

代謝にどのように関与するのかを調べてき

た。その過程で、これまでの HPLCを用いた

ppGpp定量系に比し、数千倍の高感度で

ppGppを植物組織から定量できる系を構築し

た。LC-MS/MSを用いたこの方法により、シ

ョウジョウバエからの ppGpp検出を試みた

ところ、その存在の可能性を示唆する結果を

得た。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、これまで研究代表者らが

得たLC-MS/MSによる ppGpp定量結果を受

け、動物に ppGpp が存在するのかを決定づ

けることを目標に研究を進めた。 

 

３．研究の方法 

 研究材料に、遺伝学的解析ツールが豊富な

ショウジョウバエを用いる。これまでに開発

した LC-MS/MS を用いた方法は、植物由来

のサンプルの解析に特化していた。そこで分

析前のサンプルの前処理を含め、これまでの

方法を、ショウジョウバエ由来のサンプル解

析用に再度最適化を図った。 

 次に、細菌由来の ppGpp 合成酵素 YjbM

をショウジョウバエ中で発現させ、ppGppを

過剰に作らせた。このハエ中の ppGpp を定

量することで、上記 ppGpp 解析法の正しさ

を検証できると考えられる。また表現型を精

査することで、ショウジョウバエにおける

ppGppの機能を明らかにすることを試みた。 

 

４．研究成果 

 研究代表者らは、LC-ESI-MS/MS を用いた

ppGpp高感度定量系を駆使し、動物細胞から

の ppGppの検出を試みるとともに、後生動物

を用いて緊縮応答の存在を実証することを

目的に研究を進めている。これまでに、ショ

ウジョウバエの幼虫・さなぎ・成虫の各ス

テージにおいて一定量の ppGp が存在する可

能性を示すデータを得た。また、同様の測定

法により、酵母も一定量の ppGppを持つ可能

性のあることがわかった。 

 通常細菌内の ppGpp 量は栄養欠乏条件下

において上昇することが知られている。ショ

ウジョウバエでも同様なことが起こるのか

を明らかにする目的で、ショウジョウバエを

低栄養条件において同様の定量実験を行な

った。しかしこれまでのところ、ショウジョ

ウバエを低栄養条件においても ppGpp が高

蓄積するデータは得られていない。このこと

から、ショウジョウバエ中の ppGppは栄養条

件に応じて変化することはないと考えられ

た。 

 ショウジョウバエ中で ppGpp を過剰に作

らせた際の表現型を精査することで、ショウ

ジョウバエにおける ppGpp の機能を明らか



にすることを試みた。枯草菌の ppGpp合成酵

素 YjbM 遺伝子を転写因子 Gal4 の制御領域

UASの下流に接続し、そのベクターを、ゲノ

ム中の特定のランディングサイトへ挿入し

た。この組換えショウジョウバエを、様々な

組織で Gal4 を発現するショウジョウバエと

掛け合わせることで、ppGppを局所的に高蓄

積するショウジョウバエを作出することが

できる。まず Gal4を恒常的に発現するショウ

ジョウバエを掛け合わせたところ、その子孫

は全て胚性致死となりうる可能性を示唆す

る結果を得た。このことから ppGppは動物細

胞内で機能しうると考えられた。 
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