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研究成果の概要（和文）：本研究では、粘液細菌であるMyxococcus xanthusを用いて、アミノ酸飢餓時でのポリ
リン酸合成機構と生成されたポリリン酸の役割について主に研究を行った。その結果、本菌はポリリン酸合成酵
素(Ppk1)によって主に細胞内に多く存在しているリン酸及び2リン酸を初発基質としてこれにATPのγ位のリン酸
を付加してポリリン酸を生成され、胞子形成期にはポリリン酸はAMPやADP、NAD+へのリン酸の付加に利用されて
いると推定された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we mainly investigated the mechanism of polyphosphate 
synthesis and the role of polyphosphate produced during amino acid starvation using Myxococcus 
xanthus. The results suggest that polyphosphate is produced by polyphosphate synthase (Ppk1) using 
intracellularly abundant phosphate and diphosphate as primary substrates and adding phosphate at the
 γ-position of ATP to these substrates. It was presumed that during sporulation, polyphosphate is 
used to transfer phosphate to AMP, ADP, and NAD+.

研究分野：微生物生理学

キーワード： ポリリン酸　粘液細菌　ATP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリリン酸の合成は幾つかの細菌で報告されているが、初発の基質については報告されておらず、また、分解酵
素の役割も不明確であった。我々は詳細に粘液細菌におけるポリリン酸合成過程を研究し、その過程を明らかに
することができたこと、また、飢餓時に胞子形成を行う本菌においてポリリン酸の役割（エネルギー生成）を明
らかにすることができたことに学術的意義があると考えている。

※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 
一部の細菌は、アミノ酸飢餓になるとリン酸が数個から 1,000 個程度結合したポリリ

ン酸を合成する。細菌のポリリン酸合成酵素には Ppk1 と Ppk2 が知られ、前者は ATP
を用いてポリリン酸を合成する反応を主とするが、後者は前者の反応よりも ADP や
GDPにポリリン酸のリン酸基を転移してATPやGTPを生成する逆反応を進めやすいこ
とが報告されている。 
一方、細菌でのポリリン酸の役割は、エネルギーやリン酸の保存、金属塩のキレート、

バイオフィルム形成、ストレス応答の誘導、病原性などに関与するとされている。 
２．研究の目的 
 粘液細菌は、土壌中に生息するグラム陰性細菌で、他の微生物を種々の分解酵素によ
り、分解しその分解物を代謝してエネルギーを生成している。また、飢餓状態になると
約１０万個の細胞が一か所に集合し、胞子からなる子実体を形成する。本菌のポリリン
酸合成機構を明らかにすることと本菌におけるアミノ酸飢餓による子実体及び胞子形
成期にポリリン酸はエネルギー生成に利用されているのかを明らかにすることを目的
とした。また、ポリリン酸を用いて AMPや NAD+をリン酸化する酵素が知られており、
それらの酵素学的諸性質とその機能についても検討を行った。 
３．研究の方法 

M. xanthus のポリリン酸合成酵素 (Ppk1)、ポリリン酸分解酵素 (Ppx1 と Ppx2), 
polyP:ATP-NAD キナーゼ (PanK)及び polyP:AMPリン酸転移酵素 (Pap)は発現ベクター
(pCold)に連結し、大腸菌で発現させた。 
ポリリン酸合成活性は種々のポリリン酸の鎖長と ATP を用い、ADP 生成量から測定

した。また、本菌のポリリン酸合成活性を測定する際は、合成反応後、生成されたポリ
リン酸をポリリン酸分解酵素を用いて分解し、生じた遊離リン酸量を測定することで行
った。実際にポリリン酸が生成されているかは、Urea-Native page 法による電気泳動で
確認した。 
ポリリン酸分解酵素（Ppx）活性は種々のポリリン酸を用いて分解後、遊離したリン

酸量を測定した。 
粘液細菌におけるポリリン酸の合成及び機能解析は Ppk1, Ppx１及び Ppx2 欠損株を

作製後、これらを用いてポリリン酸合成量及び表現型の比較を行った。 
４．研究成果 
１)．ポリリン酸合成酵素 
粘液細菌においてポリリン酸を合成する主要酵素と

考えられるポリリン酸キナーゼ１(Ppk1)は、ATP を用
いてポリリン酸にリン酸基を転移することでポリリン
酸の伸長が行われていること、本酵素はポリリン酸非
存在下あるいは低濃度下では、アデニル酸キナーゼ活
性を有することを明らかにした。これは Ppk1 がアデニ
ル酸キナーゼ活性を有することの初めての報告となっ
た（右図上参照）。 
また、本酵素は ATP と ADPの比において ATP の比

が 2/3 以上であればポリリン酸の合成反応が進むが、
2/3 以下になると逆反応が進み、ADP にポリリン酸の
リン酸基を転移させ、ATP を合成することを明らかに
した（右図下参照）。 本酵素は基質として polyP60-

70を最もよい基質とするが、polyP700-1000はあまり
良い基質としないこと、また、リン酸及び 2リン
酸もよい基質とすることを明らかにした。Ppk1
がリン酸や 2 リン酸を基質にすることの報告は
なされていない。 
また、ポリリン酸合成関連酵素であるポリリン

酸キナーゼ 2(Ppk2)と相同性のあるタンパク質を
コードする遺伝子を本菌は有していることから、
このタンパク質を大腸菌で発現させ、その酵素的
諸性質を明らかにした。本酵素は他の Ppk2 が有
する中央領域を 100 アミノ酸ほど欠いており、
Ppk2 活性（ATP 合成活性）は有していないもの
の、アデニル酸キナーゼ活性が見られたことから、粘液細菌の Ppk2 ホモログタンパク
質はアデニル酸キナーゼとして機能していることを明らかにした。 
本菌における Ppk1 活性を測定したところ、飢餓 6 時間で最も活性が高く、その後、

活性は低下していった。  



2)．ポリリン酸分解酵素 
本菌は２つのポリリン酸分解酵素 Ppx1 と Ppx2 を有している。Ppx1 と Ppx2 はそれぞ

れ短鎖と長鎖のポリリン酸を分解する酵素であること（下図参照）、また、それぞれの
分解活性は長鎖ポリリン酸とピ
ロリン酸によって阻害されてい
ることを明らかにした。本菌の
Ppx2は、栄養細胞と飢餓細胞の
両方で発現していることから、
飢餓時にポリリン酸が合成され
る際は、細胞内の 2 リン酸によ
り Ppx2 活性が阻害され、2 リン
酸がポリリン酸合成酵素によ
り、ポリリン酸に変換された後
は、分解活性を有するようにな
ると推定した。 
両酵素はポリリン酸分解活性に比べて低いものの、ATP、GTPや pppGpp の分解活性

も有していた。また、Ppx1 と Ppx2は N末端領域において相同性があり、Ppx2はさら
に Ppx1より 200アミノ酸程度長い C末端領域を有している。Ppx2 の C末端領域に KCl
が作用し、本酵素を活性化するとともに、この C末端領域は長鎖のポリリン酸の結合に
関与していることを明らかにした。 
 ３)．ポリリン酸関連酵素 
（１）polyP:ATP-NAD kinase 
本菌はポリリン酸関連酵素として polyP:ATP-NAD kinase (PanK)を有している。この酵

素は NAD＋をリン酸化して NADP＋を生成する酵素であるが、その際、リン酸供与体と
して ATP 以外にポリリン酸を利用すること
ができる酵素である。本酵素は、10-15 程度
のリン酸からなる短鎖のポリリン酸を供与
体として好み（右図参照）、また、他の細菌由
来の PanK と異なり、NADHのリン酸化活性
は見られないなどの酵素学的諸性質を有し
ていた。 
本菌の飢餓時にはポリリン酸を用いて

NADP＋を生成していることが推察され、こ
れを種々の脱水素酵素によって還元化され、
生成されたNADPHは飢餓時の酸化ストレス
の適応や細胞内の還元に利用されていると
考えられた。 
（２）polyP:AMP phosphotransferase 
ポリリン酸のリン酸を AMP に付加して ADP を生成する酵素である polyP:AMP 

phosphotransferase (Pap)の酵素学的諸性質の検討を行った。Pap は、AMP のほか dAMP
も基質とし、また、活性は低いが ADPも基質とし、それぞれ dADPと ATP が生成され
た。 
リン酸転移供与体として polyP60-70を用いた時に最も活性が高かった（下図参照）が、

Kmは polyP700-1000において最
も低く、触媒効率(kcat/Km)は
polyP700-1000 において polyP60-

70のそれよりも 4倍ほど高か
ったことから、 本酵素は長
鎖のポリリン酸を用いて
AMPをADPに生成しやすい
ことがわかった。 
本酵素の活性は粘液細菌の飢餓時 1-2日において約 2 倍上昇した。また、リコンビナ

ントの Pap と Ppk1 の両酵素を用いることでポリリン酸と AMP から ADP、さらに ATP
が生成されたことから、粘液細菌の細胞においても飢餓時には生成したポリリン酸を用
いて AMP から ATPが生成されていると推定された。  

 
ポリリン酸関連酵素ではないが、生物全般に見られる本菌のアデニル酸キナーゼ

(AdkA)の酵素学的諸性質も明らかにした。AMPを ADPにすることができるアデニル酸
キナーゼは生物にとってエネルギーの恒常性に不可欠は酵素であるが、本菌は他の生物
で見られる AdkAのほかに、Ppk1 と Ppk2 を補足的に利用してエネルギーの恒常性を維
持していると推察された。現在、本菌におけるポリリン酸の役割について引き続き研究
を行っている。 
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