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研究成果の概要（和文）：ポリリン酸は高エネルギーリン酸結合を持つ無機リン酸のポリマーで

ある。バクテリアにおいてポリリン酸は ATP を基質として合成されるため、細胞内の代謝と密

接に関係していると考えられる。本研究課題では申請者がポリリン酸蓄積株（phoU 変異株）に

おいて新規に見出したポリリン酸蓄積時に起こる代謝経路の変化について、生理学的な意味を

明らかにするとともに、ポリリン酸蓄積機構との関係を解析した。その結果、phoU が Pho レギ

ュロン支配下にあるポリリン酸蓄積経路の制御以外に、硝酸呼吸経路を支配している可能性が

示唆された。また、ポリリン酸合成酵素（PPK）の相互作用因子を解析した結果、TCA 回路、NADH

生成などのエネルギー合成に関与する多数のタンパク質と相互作用していることが明らかにな

った。これらの結果は、ポリリン酸合成が代謝活性と直接関係していることを示唆しており、

PPK によるポリリン酸の合成の制御機構を明らかにする上においても重要な知見になると考え

られる。 

 
研究成果の概要（英文）：Inorganic polyphosphate (polyP) is a linear polymer of hundreds of 
phosphates linked by high-energy phosphoanhydride bonds. Since polyP is synthesized from ATP by 
polyP kinase (PPK), the regulation of polyP synthesis is thought to be closely related to the cellular 
metabolism and the energy status. Previously, we found that polyP accumulation stimulated by phoU 
mutation in Escherichia coli results in the changes in the expression of the genes involved in the several 
metabolic pathways. In this study, we analyzed the relationship between polyP accumulation and nitrate 
respiration (NR), one of the pathways found in the altered gene expression caused by phoU disruption in 
E. coli. The presence of a novel repression function of PhoU that regulates NR pathway besides Pho 
regulon was suggested from the analysis using a phoU strain. The interaction of PPK to the proteins 
involved in TCA cycle and NADH production was revealed by pull-down analysis using PPK. These 
results suggest the direct relationship between polyP synthesis and the regulation of central metabolic 
pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
 ポリリン酸は微生物から高等生物にまで
広く存在するリン酸の無機ポリマー分子で
あり、微生物においてはその含量が高く、鎖
長は長いもので 700 以上にものぼる。ポリリ
ン酸の生理機能はこれまでバクテリアを中
心に解析が進められており、それ自身がリン
酸の貯蓄源であるほかに、定常期における細
胞の生存、タンパク質分解系の活性化などの
生理機能と関係があることが明らかにされ
ている。しかしながら、ポリリン酸の蓄積メ
カニズムはほとんど明らかになっていない。  
申請者らはこれまでに、ポリリン酸を野生株
の 1,000 倍以上蓄積する大腸菌の変異株
（phoU 変異株）を取得した。この株のマイク
ロアレイ解析を行った結果、非常に興味深い
ことに phoU 変異株において一部の代謝・呼
吸系の遺伝子発現が大きく変化しているこ
とが明らかとなった。特に顕著な特徴として、
phoU 変異株は、好気的な培養条件にもかかわ
らず硝酸呼吸経路を活性化しており、さらに
それに付随した混合酸発酵経路の一部も活
性化している可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、phoU 変異株のポリリン酸
蓄積時に起こる代謝経路の変化について、生
理学的な意味を明らかにするとともに、ポリ
リン酸蓄積機構との関係を解析した。さらに、
この原理を応用し、ポリリン酸蓄積のコント
ロールによって代謝制御が可能であるかど
うか検討した。 
 
３．研究の方法 
使用菌株およびプラスミド 

菌株は大腸菌野生株MG1655株、大腸菌phoU
破壊ポリリン酸高蓄積株(phoU)、phoU 破壊
後に発生するリバータント、ポリリン酸を蓄
積するリン酸トランスポーターPst 強制発現
株(pst/pMW)を用いた。また、phoU 破壊株は
不安定であり、継代培養に伴って表現形質が
変化してしまうため、P1 ファージによって 
E. coli MG1655 phoU::Km（phoU）から、
phoU::Km locus を野生株に形質導入し、得
られた Km 耐性株を実験毎に作製した。 
 
硝酸呼吸活性測定 

硝酸呼吸活性の測定は、benzyl biologen
を人工電子供与体として用いた硝酸還元活
性測定法を参考に行った(Gunsalus RP. et 
al., Meth. for General and Mol. Microbiol. 
2007)。2×YT 液体培地で終夜培養した菌体培
養液 400 l を 1.5 ml チューブにとり、集菌
した。その後、ペレットを 25 M リン酸緩衝
液(pH7.1)で 2 回洗浄した。これを、1 ml の
リン酸緩衝液で懸濁させた後、超音波で菌体

を破砕した。破砕溶液 200 l を別のチューブ
に移して、Reaction Mixture（1 M リン酸緩
衝液 (pH7.1), 50 mM Benzyl viologen,1 M 
KNO3）を 500 l 加えて 37 ℃,2 min 反応させ
た。続けて 20 mg/ml Na2SO4を 75 l 加えて
37 ℃,10 min 反応させた。10 分後 1 M NaOH 75 
l,25% ZnSO4を 75 l 加えて沈殿を形成させ
た。遠心分離(10,000xg,5 min, 4 ℃)によっ
て沈殿と上清を分離させて、上清 400 µl を別
のチューブに移した。その上清に 1% 
sulfanilamide 300 l, 0.02% N-(1- 
Naphthyl)-ethylenediamine ihydrochloride 
(NEDD) 300 l を加えて 10 分以上呈色反応さ
せた後、分光光度計を用いて 540 nm の吸光
度を測定して硝酸呼吸活性(nmol NO2/mg 
protein/min)を調べた。 
 
PPK 相互作用タンパク質の解析 
MG1655 株 を PPK 発 現 プ ラ ス ミ ド

ppk-His/pCA24N で形質転換した株を培養し、
Sonication buffer (50 mM Tris-HCl(pH7.0), 
50 mM NaCl，1% NP-40)を用いて超音波破砕
により細胞抽出液を調製した。この抽出液を
遠心分離し、その上清に Ni-NTA beads を加
え、結合したタンパク質を SDS-PAGE(8% gel)
にて分離した。検出されたバンドの中で、興
味のある挙動を示したものを、MALDI-TOF 
MS/MS を用いて同定した。 
 
PPK の細胞内局在の解析 
ppk-GFP/pCA24NでMG1655株を形質転換し、

得られた株を、ダウンシフト（アミノ酸飢餓
処理）、通常培養し、蛍光顕微鏡で ppk-GFP
融合タンパク質の細胞内局在を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）phoU 破壊株における硝酸呼吸活性の変
化：これまでに、phoU 破壊株において硝酸呼
吸経路の一連の遺伝子群の発現が上昇する
ことが明らかになっていた。そこで、phoU 破
壊によって硝酸呼吸活性が実際に変化する
かどうかを調べた。phoU 破壊株は非常に不安
定であり、培養を継続すると復帰変異株（リ
バータント）を生じる。そこで、P1 ファージ
に よ っ て  E. coli MG1655 phoU::Km
（phoU）から、phoU::Km locus を野生株に
形質導入し、得られた Km 耐性コロニーを実
験に用いた。 
その結果、phoU では好気的な培養にもか

かわらず、野生株の 3倍以上の硝酸呼吸活性
を示した（図 1）。しかしながら、興味深いこ
とに、リバータント BS 株においては硝酸呼
吸活性がほとんど見られなかった。このこと
から phoU 破壊によって、硝酸呼吸が一時的
に上昇するがリバータントになると硝酸呼
吸活性が失われることが明らかになった。 



 
（２）硝酸呼吸活性とポリリン酸蓄積との関
係 

上記実験結果から、phoU 破壊株では一時的
にポリリン酸蓄積量と硝酸呼吸活性の上昇
がみられるが、リバータントの発生とともに
ポリリン酸蓄積量と硝酸呼吸活性は減少す
ることが分かった。続いて、これらの現象が
相互に影響を及ぼすか調べた。 
 まず、ポリリン酸を強制的に蓄積させる
pst/pMW を用いて、硝酸呼吸活性に変化が生
じるか調べた。pst/pMW は大量のポリリン酸
を蓄積した（図 2 左）。しかし、その時の硝
酸呼吸活性はコントロールとほとんど差が
生じなかった。このことから、ポリリン酸の
蓄積より硝酸呼吸活性が変化することはな
いことがわかった。 
 

 

次に硝酸呼吸の活性化によるポリリン酸
蓄積の影響を調べた。大腸菌野性株 MG1655
を振とう培養を行った株と、静置培養を行っ
た株の硝酸呼吸活性を測定した。その結果静
置培養で硝酸呼吸の活性化が確認された。し
かしながら、この条件においてポリリン酸の
蓄積は観察されなかった(図３)。 
 以上の結果から、硝酸呼吸の活性化とポリ
リン酸蓄積は、相互に影響しているのではな
く、PhoU の破壊によって起こる独立した現象
であることが明らかになった。 
 
（３）ポリリン酸キナーゼ（PPK）の相互作
用因子解析 
ポリリン酸は ATPを基質として合成される

ため、解糖系、TCA 回路など中央代謝系との
何らかの関係があると推察される。そこで、
ポリリン酸と代謝系との関係を調べるため
に、PPK と相互作用する因子の解析を行った
（図４）。 

PPK-His発現大腸菌を2xYTで対数増殖期中
期まで培養後、菌体を洗浄し、MOPS 完全合成
培地にシフトし、アミノ酸飢餓によるポリリ
ン酸蓄積を誘導した。そして、ダウンシフト
時、通常培養時で結合量が異なるタンパク質
の同定を行った。その結果、PPK に結合して
いる因子として、sucA, lpdA, aceE, aceF な
ど TCA 回路の酵素、nuoG, ndh などの NADH 生
成に関与するものなど、エネルギー代謝に関
連するタンパク質が多数見出された。ポリリ
ン酸蓄積時に結合量が増加している因子と
して、gltB, htpG, ndh, metk, ribD などが
同定され、ポリリン酸の合成と関連している
可能性が示唆された（タンパク質名は全て遺
伝子名で記載）。 
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図２：ポリリン酸蓄積株のポリリン酸量（左）と硝酸
呼吸活性（右）
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図1：野生株、phoU、phoUリバータントの硝酸呼吸
活性、nは継代数を表す。
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図3：静置培養した大腸菌の硝酸呼吸活性（右）とポリ
リン酸蓄積（左）
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（４）PPK の細胞内局在解析 
 PPK に相互作用するタンパク質が、アミノ
酸飢餓後のポリリン酸蓄積時に変化する事
が分かった。そこで、細胞内における PPK の
局在がどのように変化するか調べた。
PPK-GFPをMG1655菌体内で発現させ、通常時、
ポリリン酸蓄積時における PPK の局在を、蛍
光顕微鏡を用いて調べた。ポリリン酸の局在
は DAPI 染色によって調べた。その結果、PPK
は通常培養時には細胞質内に散在していた
が、ポリリン酸蓄積時は、ポリリン酸の周囲
に集約している状態が観察された（図５）。
このことから、PPK の細胞内局在の変化がポ
リリン酸合成活性の変化と関連している可
能性が示唆された。 

 
研究成果のまとめ 
 本研究では、ポリリン酸を高蓄積する phoU
変異株において活性化する遺伝子群の中に
見出されていた遺伝子の機能と、ポリリン酸
の蓄積および代謝活性の変化との関連性を
調べた。本研究において着目したのは、最も
顕著な変化が確認されていた、硝酸呼吸経路
とポリリン酸蓄積の関連であった。これを調
べるために、ポリリン酸による硝酸呼吸系の
活性化、またその逆に硝酸呼吸の活性化によ
るポリリン酸の蓄積を調べた。その結果、い
ずれかが活性化の要因になっているのでは
ないことが明らかになった。このことから、

phoU は Pho レギュロンの制御以外に、硝酸呼
吸経路を支配している可能性が示唆された。 
 当初、ポリリン酸が代謝経路の調節に関与
していれば、ポリリン酸合成量を調節するこ
とで代謝状態をコントロールできる可能性
があると考えていた。しかし、上記結果から、
少なくとも硝酸呼吸経路の変動は独立した
現象であることが分かった。 
次に、PPK と代謝経路のタンパク質が直接

影響を及ぼしている可能性を調べるため、
PPK の相互作用タンパク質の解析を行った。
その結果、PPK は TCA 回路、NADH 生成などの
エネルギー合成に関与する多数のタンパク
質と相互作用していることが明らかになっ
た。さらに、PPK の細胞内局在解析の結果か
ら、PPK はポリリン酸の合成時に大きく局在
を変化させていることが明らかになった。 

 
現在のところ、これらの生理的な意味は不

明であるが、この結果はポリリン酸合成が中
央代謝経路と直接関係していることを示唆
する興味深いデータである。今後、結合タン
パク質との結合の意義や、局在変化との関係
を調べることで、PPK によるポリリン酸の合
成の制御機構が明らかになると考えている。 
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