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研究成果の概要：ppGpp（グアノシン四リン酸）は、アミノ酸等の栄養源枯渇に伴い合成され

る異常核酸であり、バクテリアや植物の増殖等を制御することが知られている。本研究では、

グラム陽性細菌である枯草菌において、これまでに知られていた ppGpp 合成酵素とは異なる

二種の ppGpp 合成酵素（YjbM, YwaC）遺伝子を新たに見出し、これらの遺伝子産物が ppGpp
合成酵素として実際に機能することを証明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
バクテリアや植物では、アミノ酸等の栄養飢
餓条件に陥った際、細胞内にて ppGpp(グアノ
シン四リン酸)を合成する。合成された ppGpp
は、DNA 複製や転写、翻訳に負に作用するこ
とにより、最終的に細胞増殖を停止させるこ
とが知られている。ppGpp 合成酵素は大腸菌
RelA および SpoT に類似するタンパク質であ
り、これら生物種にて広く保存されている。
枯草菌をはじめとしたグラム陽性細菌では、
この RelA-SpoT に相同な Rel タンパク質一種
のみが知られていた。この Rel タンパク質は

ppGpp 合成のみならず ppGpp 分解活性も有す
る SpoT に類似すると考えられており、これ
以外の ppGpp合成酵素の存在は知られていな
かった。しかし、枯草菌 rel 遺伝子破壊株で
は、ppGpp 合成能欠失の影響というよりむし
ろ ppGpp分解活性不在に起因すると思われる
表現型が見出されていた。つまり、rel 遺伝
子欠失でありながら、ppGpp 合成が行われて
いる可能性が考えられるなど、これまでに知
られていない ppGpp合成酵素の存在が示唆さ
れていた。しかし、その詳細は不明なままで
あった。 
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２．研究の目的 
 
以上の背景から、枯草菌ゲノム塩基配列を精
査したところ、既知の RelA-SpoT ホモログ
とは異なり、ppGpp 合成ドメインのみを有す
る二種の新奇 ppGpp 合成酵素遺伝子、yjbM、 
ywaC を見出した。本研究では、これらの遺
伝子産物が実際に ppGpp 合成酵素として機
能するか否かを調べる一方、その遺伝子破壊
株がもたらす影響を解析し、各種ストレスに
呼応した ppGpp 合成制御機構を解明するこ
とで、これら遺伝子産物の機能解明を行うこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）新たに見出した ppGpp 合成酵素遺伝
子、yjbM および ywaC をクローニングし、
大腸菌 relA 遺伝子破壊株、もしくは relA 
spoT 二重遺伝子破壊株に導入し、in vivo に
おける ppGpp 合成活性を検討した。 
 
（２）YjbM タンパク質、および YwaC タン
パク質をコムギ胚芽無細胞タンパク質合成
系を用いて合成した。合成・精製した酵素を
用いて、これらが実際に ppGpp 合成活性を
有するか否かを in vitro にて検討した。 
 
（３）yjbM および ywaC に関する遺伝子破
壊株を構築する一方、rel 遺伝子（枯草菌で
は relA 遺伝子）破壊との三重遺伝子破壊株
を構築し、増殖や細胞内 ppGpp 合成量、
rRNA の転写制御に与える影響等について解
析を行った。 
 
（４）yjbM および ywaC の遺伝子発現制御
機構について解析を行い、これまでに知られ
ていないストレス条件下等における ppGpp
合成制御機構について調べた。 
 
４．研究成果 
 
＜研究の主な成果＞ 
 
（１）yjbM、ywaC 遺伝子の大腸菌への導入を
検討した。その結果、特に ywaC 遺伝子につ
いては大腸菌 relA 遺伝子破壊株でのみ導入
可能であった。yjbM、ywaC 遺伝子とも、大腸
菌 relA遺伝子破壊株において発現させると、
両遺伝子発現に依存した ppGpp合成をモニタ
ーすることができた。このことから、両遺伝
子産物は大腸菌内にて ppGpp合成活性を有す
ることが判明した。 
 
（２）YjbM、YwaC ともコムギ胚芽無細胞タン
パク質合成系を用いて精製タンパク質とし
て取得することが出来た。ppGpp 合成酵素は

その酵素活性がバクテリア増殖に負に作用
することが判明している。そのため、通常の
タンパク質精製手法では両タンパク質とも
精製困難である。一方、コムギ胚芽無細胞合
成系では、タンパク質合成活性が ppGpp によ
って負に作用されないため、本系を導入する
ことで初めて、これらの精製タンパク質を取
得することが出来た。 
これら精製タンパク質を用いて、ppGpp 合

成活性を in vitro にて検討した結果、ppGpp
合成活性の検出に成功した。ただしその活性
は YjbM のほうが有意に高く、YwaC は微量の
み合成するにとどまった(図 1)。活性の相違
こそあれ、１）および２）の結果は、今回見
出した両遺伝子産物がいずれも ppGpp合成酵
素として機能することを証明する成果であ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.YjbM および YwaC の in vitro における
ppGpp 合成活性。 
 
 
（３）枯草菌 relA 遺伝子破壊株では細胞増
殖速度が野生株に比して低下していた。一方、
yjbM、ywaC 遺伝子とも単独で遺伝子破壊可能
であり、かつ、relA yjbM ywaC 三重遺伝子破
壊株の構築も可能であった。さらに、この三
重変異株では、relA 単独遺伝子破壊株が示す
増殖遅延の影響を回復させることが判明し
た（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 野生株（168）、relA 遺伝子破壊株およ
び relA yjbM ywaC 三重遺伝子破壊株の増殖
曲線（37℃,LB 培地） 



 

 

relA 単独遺伝子破壊株では HPLC 解析で検
出可能なレベルでの ppGpp合成を示さないこ
とから、両遺伝子産物による ppGpp 合成量は
微小であることが予想される。しかし、relA
単独遺伝子破壊株の増殖遅延は、ppGpp 分解
能のみを有する変異型 RelA タンパク質を発
現させることでも回復可能であった。そのた
め、微量であれ yjbM および ywaC 遺伝子産物
は細胞内 ppGpp合成に寄与しているものと考
えられる。 
 

加えて、relA 単独遺伝子破壊株では rRNA
遺伝子の転写量も減少していること、および、
その転写は relA yjbM ywaC 三重遺伝子破壊
株にて回復していることが判明した（図 3）。
分子遺伝学的解析から、relA 遺伝子破壊株よ
り取得されるサプレッサー変異は yjbM およ
び ywaC に集中して見出されることも判明し
たことから、細胞内における ppGpp 合成酵素
はこれら三種に限定されることも明らかと
なった。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 野生株、および各種 ppGpp 合成酵素遺
伝子破壊株における rRNA の転写制御解析。
rrnA オペロンに見出される二種のプロモー
ター（P1, P2）に関するプライマー伸長法解
析結果を示す。 
 
（４）（３）の結果から、yjbM および ywaC 遺
伝子産物は、これまで提唱されていたアミノ
酸飢餓等の影響枯渇条件以外にて機能する
可能性が想起された。そこで両遺伝子の転写
制御機構について調べたところ、とくに ywaC
遺伝子は外部環境変動に呼応して活性化す
る ECF（Extracytoplasmic Function）シグマ
因子、SigM に依存して転写されることが判明
した。さらに詳細な解析を行った結果、アル
カリショック時に YwaC に依存した ppGpp 合
成系が機能することが判明した。 
 
＜得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト＞ 
 
 以上の成果、および他生物種における全ゲ
ノム塩基配列を解析した結果から、特にグラ
ム陽性細菌には、YjbM、YwaC に代表される新
奇 ppGpp合成酵素が存在することが明らかと

なり、微生物学分野のトップジャーナル 2誌
にその成果を報告するに至った。本研究の実
施期間中に、アメリカ・フロリダ大の研究グ
ループにより、S.mutans を用いた類似研究が
報告された（Mol. Microbiology. 2007. 
65:1568-1581）が、これら新奇 ppGpp 合成酵
素の酵素活性を実証したのは本研究が世界
的にもはじめての例である。そのため、本成
果である発表論文②は論文紹介機関である
Faculty of 1000 にも紹介されるなど、国際
的にも高く評価されている。 
 
＜今後の展望＞ 
 
本研究では新奇 ppGpp合成酵素の存在を明ら
かにすることが出来たが、これら合成酵素の
生理学的意義については不明な点が数多く
残されている。加えて、最近では ppGpp は細
胞内における「セカンドメッセンジャー」と
して、バイオフィルム形成や感染菌の毒性等
に関与することが多数報告されている。その
ため、ppGpp 合成制御機構の全容解明は、グ
ラム陽性細菌における ppGpp合成制御系に重
要な知見をもたらすのみならず、有用物質生
産や感染防除といった産業利用分野への応
用にも重要な知見をもたらすことが期待さ
れる。 
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