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研究成果の概要（和文）：強力な活性をもつジャスモン酸ミミックであるコロナチンを基に，ジャスモン酸類の
多彩な生理機能のうち，必要な機能を選択的に活性化するJAZサブタイプ選択的なアゴニストの開発を行なっ
た．
JAZ選択的アゴニスト開発に用いるリード化合物を，JAZのCOI1との結合ドメインであるJAZ断片ペプチドを用い
たプルダウンアッセイ系COI1-JAZ相互作用の評価系を用いて見出した．これをもとに，in silico docking 
studyによって，さらなる選択性向上が高いと考えられる化合物を設計した．同様のプルダウンアッセイによ
り，その中から２種類のJAZに結合するサブタイプ選択的アゴニストを見出した．

研究成果の概要（英文）：In this study, JAZ subtype-selective agonists, which selectively activate 
useful functions among diverse physiological roles by jasmonic acids signaling, are developed based 
on coronatine which is a mimic of jasmonoyl-L-isoleucine with potent activities. A lead compound 
used for JAZ selective agonist development was found using an evaluation system of pull-down assay 
system COI1-JAZ interaction using JAZ fragment peptide which is a binding domain with COI1 of JAZ. 
Based on the knowledge, we designed several compounds that are thought to be more selective 
improvement by in silico docking study. By a similar pull-down assay, two subtype-selective agonists
 that bind to some of JAZ were found among them.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： アゴニスト　植物ホルモン　コロナチン

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
食料問題は，爆発的な人口増大と地球温暖

化に伴う乾燥地域拡大が招く耕作可能面積
の縮小に伴い，人類が直面する深刻な課題の
一つである．乾燥地域での作物生産を可能に
する技術，植物病原菌耐性の付与などへの科
学者の貢献が望まれている．この食料問題解
決に化学を学んだ者として貢献する方法の
一つとして，植物の機能を制御する分子の開
発がある．近年の植物生理学は，植物を分子
レベルで理解する方向へと大きく展開して
おり，植物の各種機能を制御する分子の開発
が実現可能な状況である． 
植物の成長や分化など植物体内で起こる生
理現象の多くは，植物自身が作り出す様々な
植物ホルモンによって制御される．植物ホル
モンの関わるシグナル伝達の理解は，植物の
生長や環境応答を制御する新農薬開発に直
結し，食料生産の向上に大きく寄与すると期
待できる．中でもジャスモン酸イソロイシン
（JA-Ile）は，成長抑制，老化誘導などの他
に，病原菌感染や虫害に対する植物の免疫応
答誘導など多彩な生理機能をもつ重要な植
物ホルモンである．JA-Ile の生理機能には，
免疫応答誘導のように植物増産上の観点か
ら有益なものと，成長抑制や老化誘導のよう
に不利益なものがあり，JA-Ile の投与でこれ
らが同時に活性される．もしも有益な応答の
みを誘導できる JA-Ile 関連分子があれば，そ
れによって植物が本来もつ外敵への耐性機
能を増強することが可能となり，食料増産に
つながる画期的な植物生長補助剤となる．こ
のため，我々は，JA-Ile のもつ多彩な機能の
切り分けを可能にする分子の開発に取り組
んだ． 
 
２．研究の目的 

JA-Ile は，COI1 と JAZ という 2 種類のタ
ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用
（Protein-Protein interaction; PPI）を誘導
することで，各種の生理機能を引き起こす．
モデル植物シロイヌナズナ（Arabidopsis 
thaliana）のゲノム中には，COI1 は 1 種類，
JAZ は 12 種類のサブタイプがコードされて
おり，この COI1 と 12 種類の JAZ の組み合
わせが各々異なる生理機能を制御すること
で，JA-Ile の多彩な生理機能を誘導すると考
えられている．しかし JAZ 間の遺伝子配列は
非常に相同性が高く，高度な遺伝的重複系を
苦手とする現代の分子生物学では，各 JAZ
サブタイプが特異的に誘導する生理活性を
特定することは極めて難しい．そのため
COI1-JAZ系における各JAZサブタイプの機
能の解明と制御には，COI1 と特定の JAZ サ
ブタイプとの PPI を選択的に誘導する JAZ
サブタイプ選択的アゴニストの開発が必要
であると考える． 
植物病原菌 Pseudomonas syringae の産生

する植物毒素コロナチン（COR）は JA-Ile
の構造ミミックであり， JA-Ile と同じ

COI1-JAZ 共受容体に強く結合して同じ応答
を引き起こすことが知られている．我々は，
この COR の分子構造をもとにして，JAZ サ
ブタイプ選択的アゴニストの開発に挑戦し
た． 

 
３．研究の方法 
先行研究において，3 が JAZ サブタイプ選

択的アゴニストの候補分子である可能性が
示唆された．しかし，3 が 12 種の JAZ サブ
タイプのうちいずれと結合するのかは不明
であった．JAZ サブタイプ選択的アゴニスト
の開発には，すべての JAZ サブタイプと
COI1 との PPI を評価する実験系が必要であ
るが，そのような網羅的評価系の報告例は無
かった． 
数種類の JAZ サブタイプについては，前述

の Y2H や表面プラズモン共鳴法，JAZ 全長
タンパク質にタグとなるタンパク質を融合
したリコンビナントタンパク質を用いた免
疫沈降法（immunoprecipitation, IP）などに
よって PPI を評価した報告例があるが，いず
れも煩雑な操作や準備が必要となる上，結果
の信頼性と再現性にも問題があった．従って
共同研究者の上田実博士，高岡洋輔博士（東
北大）と共に，全ての JAZ サブタイプについ
て PPI を簡便に評価できる in vitro アッセイ
系の構築に着手した．2010 年に Zheng らに
よって，JAZ1-COI1 と COR との共結晶構造
解析が報告された．彼らはＸ線結晶構造解析
において，全長 JAZ タンパクではなく，COI1
結合ドメインのみを切り出した JAZ1 
degron（断片）ペプチドと呼ばれる 30 残基
程度のペプチドを用いた．この JAZ degron
ペプチドは，JAZ1 では全長 JAZ に匹敵する
COI1 親和性を有すると報告されている．
我々は，この報告に基づいて，JAZ1 以外の
JAZ サブタイプについても同じ長さの
degron ペプチドを用意した．さらに，degron
ペプチドにエピトープ（抗原）として蛍光物
質オレゴングリーン（Oregon Green, OG）
を導入した OG 修飾 JAZ（JAZ-OG）ペプチ
ドを設計した．この小分子をエピトープとす
ることで，通常のタンパク質をエピトープと
した場合よりも立体障害が小さく抑えられ，
COI1-JAZ と化合物の三者複合体形成能を阻
害する危険性が低下することを期待した．評
価したいアゴニスト候補分子を，JAZ-OG お
よび GST-COI1 と混合した後，抗フルオレセ
イン抗体によってプルダウンし，抗 GST 抗
体を用いて検出する．この共免疫沈降
（Co-IP）系ではアゴニスト候補分子が
COI1-JAZ 間の PPI を誘導したときのみ，プ
ルダウンしたタンパク質が抗体検出される．
幸運なことに，JAZ1-12 の全ての degron ペ
プチド配列中にシステインが含まれなかっ
たので，JAZ1-12 ペプチドの N 末端にシス
テイン残基を挿入した後，システイン上のチ
オールとOGマレイミドをマイケル付加反応
により結合させ，HPLC 精製することで，OG



修飾 JAZ1-12 ペプチド（JAZ degron ペプチ
ドの配列は JAZ1 = JAZ2，JAZ5 = JAZ であ
るため計 10 種類）を得た．一方 COI1 につ
いては，GST タグを融合させた融合タンパク
質を昆虫細胞に発現させて実験に用いた． 
 

４．研究成果 
合成した OG-JAZs を用いて，４種類の

COR 立体異性化合物の IP アッセイを行った．
その結果，COR の立体異性体である化合物 3 
は，JAZ3/11/12 と比較的強く結合することが
分かった（図１）．すなわち 3 は JAZ サブタ
イプ選択的アゴニスト候補分子となる可能
性が示唆された． 
さらに 3 をベースとし，in silico ドッキン

グスタディを用いて，より選択性の高いアゴ
ニストの設計を行った．ドッキングスタディ
には既に報告されている COI1-COR-JAZ1
の結晶構造をもとに，JAZ の配列を他の JAZ
サブタイプに変更して分子動力学（MD）計
算を行い，十分な平衡化後にリガンドである
COR を化合物 3 に変更して再び MD 計算を

行い，COI1- 3- JAZ の構造を得た． 
ここで得られた計算結果を，IP アッセイで

3 と強い親和性を示した JAZ3，JAZ11 につ
いて比較した．その結果，化合物 3 にあるケ
トン基は，COI1-3-JAZ11 複合体中において
COI1や JAZ11上のアミノ酸残基と水素結合
を形成するが，一方で COI1-3-JAZ3 中では
周囲との水素結合形成に寄与しないことが
示唆された． 

この計算結果から，化合物 3 を基本骨格と
し CFA のケトン部分に置換基を導入した化
合物は，より JAZ3 選択性の高いアゴニスト
になるのではないかと予想した． 
我々は，3 のケトン基にオキシム結合を介

して置換基を導入した図 12 のような化合物
群を候補化合物として設計した．これらの化
合物群についてさらに in silico ドッキングス
タディを行った結果，ベンジル基を導入した
化合物が，JAZ3 に選択性を示すアゴニスト
の候補分子であることが示唆された． 
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