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研究成果の概要（和文）：（１）枯草菌のクオラムセンシングフェロモン ComX の構造決定、構造

活性相関、in vitro 酵素反応を用いて特異な翻訳後修飾機構を解明し、さらに翻訳後修飾の普

遍性に関する研究をおこなった。 

（２）前駆体遺伝子が明らかになっているが、実際に作用している化学構造が不明な植物ペプ
チドホルモンの化学構造を解明する手法を確立し、シロイヌナズナの成長点（茎頂分裂組織）
の機能維持に必須の遺伝子 CLV3 に由来する生理活性ペプチドとして MCLV3 を、同じくシロイヌ
ナズナの気孔形成を誘導する STOMAGEN 遺伝子に由来する stomagen を同定し、その構造を明ら
かにした。 
 
研究成果の概要（英文）：1. We performed the structure elucidation and structure-activity 
relationship studies on the ComX pheromone which plays an essential role in 
quorum-sensing of Bacillus subtilis. We also established an in vitro system to detect 
the characteristic posttranslational modification on the ComX precursor to investigate 
the mechanisms and the universality of the modification. 
2. We optimized the purification techniques to identify novel plant peptide hormones 
derived from putative precursor genes. Using the methods, we identified a 
posttranslationally modified peptide, MCLV3, which regulates the function of shoot 
apical meristem of Arabidopsis thaliana. In addition, we elucidated the structure of the 
mature form of stomagen, which is a mesophyll-derived factor controlling the stomatal 
density on the epidermis of Arabidopsis.  
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１．研究開始当初の背景 

 ペプチド性の内因性生理活性物質（ペプチ
ドホルモン）の研究の歴史は長いが、動物に
おける研究に比べ、微生物や植物のペプチド
ホルモンに関する研究はその発見例も非常
に少なく、研究自体も立ち後れているのが現
状であった。申請代表者らは，2005 年に枯草
菌（Bacillus subtilis）のコンピテントフ
ァクターである ComX フェロモンの構造を決
定することに成功した。このフェロモンは細

菌のいわゆるクオラムセンシングの本体を
なす物質である。我々は，米国の微生物遺伝
学者 D. Dubnau らの協力を得て，ComXRO-E-2の
特異な化学構造を図に示すように決定した。
この構造は，ペプチド内のトリプトファン残
基の３位にゲラニル基が結合し，しかもαア
ミノ基が新たな環を形成するという前例の
ない構造であり，翻訳後修飾の新たな例を提
出したことで注目を集めた。 
 
 植物においては微生物以上にペプチドホ
ルモンの報告例は少ないという状況であっ
た。申請者らは，世界に先駆けて植物の細胞
増殖因子としてファイトスルフォカイン
（PSK）を単離構造決定し，その受容体も明
らかにしている。PSK の発見から 10 年にな
ろうとしているが，研究開始当初は、イネや
シロイヌナズナのゲノムが解読されたこと
から、ペプチド性のホルモン様因子をコード
していると予想される遺伝子が報告されて
きており，植物ペプチドホルモンという呼び
方も一般的になってきていた。しかしながら，
報告されている因子の多くは、遺伝子は明ら
かになっているが，生体内で実際に生理作用
を有するペプチドの化学構造は不明なもの
が大部分であった。 
 

２．研究の目的 

 １で述べた背景を踏まえ、微生物と植物に
由来するペプチドホルモンの同定、構造決定、
構造活性相関、翻訳後修飾機構の解明、作用
機構の解析などを通して、微生物や植物にお
けるペプチドホルモンの構造や特徴、生理学
的役割などを明らかにすることを目的とし
て研究を行った。より具体的な内容について
は、微生物と植物に分けて以下に述べる。 

 

 

(1) 微生物 

 本研究ではまず、ComX フェロモンの構造活
性相関研究に取り組み、生理活性を示す最小
単位や、導入されるイソプレノイドの認識特
異性などを明らかにすることを目的とする。
また、このトリプトファン残基における翻訳
後修飾が生物界に普遍的に存在するかどう
かを調べることを最終的な目的とし、まず組
換えタンパク質として得られた ComX 修飾酵
素（ComQ）を用いた in vitro 修飾反応系を
確立し、この特徴的な翻訳後修飾を引き起こ
すコンセンサス配列の有無について解析し
た。 
(2) 植物 

 植物のペプチド性ホルモンに関しては大
きく二つの新規生理活性ペプチドの同定を
試みた。一つは clavata 遺伝子に由来するペ
プチドに関するものである。clavata（clv）
変異株は，アラビドプシスの成長点が異常に
なる変異として見つかり，その変異の原因遺
伝子として CLV1, CLV2, CLV3 が知られてい
る。CLV1，CLV2 は受容体型蛋白質である一方，
CLV3 は 96 アミノ酸からなりそのアミノ末端
には 18 アミノ酸からなるシグナル配列が存
在することから，分泌されてペプチドリガン
ドとして働いていると考えられている。我々
はこの CLV3 に由来する生理活性ペプチドの
同定を試みた。さらにこのペプチドの受容体
と予想されていた CLV1 と直接結合するかど
うか調べた。これと並行して、MCLV3 の構造
活性相関についても詳細な解析を行った。も
う一つは、シロイヌナズナの気孔形成を誘導
する因子である。過剰発現させるとシロイヌ
ナズナの気孔密度を増加させる遺伝子とし
て同定された STOMAGEN 遺伝子は、やはり N
末端にシグナル配列を有することから分泌
型ペプチドの前駆体であると予想されてい
た。そこでこの STOMAGEN 遺伝子に由来する
生理活性ペプチドの同定を試みた。STOMAGEN
遺伝子の転写産物は C末端に相同性の高いシ
ステインリッチな領域を持つ EPF ファミリー
に属しており、この中には過剰発現すると気
孔密度が減少するという、STOMAGEN とは反対
の生理活性を示す EPF1、EPF2 が含まれる。
そこで、これらの因子に関しても STOMAGEN
に関する研究成果を応用してその構造と機
能を明らかにし、これら複数のペプチド性因
子による表皮細胞分化の調節機構を明らか
にすることを目的とした。 
 

３．研究の方法 

(1) 微生物 

 ComXフェロモンの分子内に含まれる特徴
的なイソプレノイド化されたトリプトファ
ン残基と、それを含むオリゴペプチドの合成
法に関しては、申請者らによる先行研究から



既に確立されている。この合成手法を応用し
て、様々な ComX の構造改変体（アラニン置
換ペプチドや短鎖誘導体など）を化学合成し、
遺伝子組み換えにより ComX 応答性を付与
した大腸菌を用いたレポーターアッセイに
よりその活性を評価した。また、組換えタン
パク質として得た ComQ タンパク質とゲラ
ニル（またはファルネシル）ピロリン酸、
ComX 前駆体（またはこれに変異導入や欠損
させたもの）を緩衝液中でインキュベートし、
生じた ComX フェロモンを LCMS で検出、
定量することにより、修飾反応の効率や成否
を判定した。 

 

(2) 植物 

 「研究開始当時の背景」の項で述べたよう
に、植物においてはペプチドホルモンの前駆
体をコードしていると予想される遺伝子は
多く見いだされている一方で、それらの遺伝
子に由来する生理活性を有するペプチドの
同定が困難であり、ペプチドホルモン研究の
大きな障害となっていた。そこで、植物が生
産する微量なペプチドホルモンを効率的に
抽出、精製、同定できる手法について種々検
討し、それらを組み合わせて精製法を確立し
た。また、生物検定を指標とした古典的な生
理活性物質の精製法を適用するには、植物ペ
プチドホルモンの生産量が少なすぎるとい
う問題を解決するために、生物検定を指標と
しない活性物質の精製法についても検討し
た。CLV3 に関しては、シロイヌナズナの
CLV3 遺伝子過剰発現株から調製したカルス
の凍結切片を作成し、これにマトリクスを重
層した上から直接レーザーを照射してイオ
ン化されるペプチドを検出する in situ 

MALDI-TOFMS を適用した。STOMAGEN

に関しては、STOMAGEN 過剰発現株のアポ
プラスト抽出液を精製出発原料とし、生物検
定の替わりに抗 stomagen 抗体を用いたウェ
スタンブロットを行うことで活性物質の含
まれる画分を決定した。 

 
４．研究成果 
(1) 微生物 
 我々は、すでに確立していたゲラニル化を
受けたトリプトファン残基の有機合成手法を
応用して、様々なComXRO-E-2フェロモン類縁
体について合成・生物検定を行うことで構造
活性相関研究を行った。その結果、ComXRO-E-2

フェロモンにおいては修飾トリプトファン残
基が生物活性に対して大きな役割を担ってお
り、その立体化学、5員環構造、ゲラニル基が
重要なファクターであることを見出した。ま
た、他の菌株である枯草菌RO-H-1株、RO-C-2

株由来のComXRO-H-1フェロモン、ComXRO-C-2

フェロモンの修飾様式をそれぞれゲラニル化、
ファルネシル化と決定したことにより、ComX

フェロモンの翻訳後修飾はこの2通りのイソ
プレニル化であると同定した。  

 また、ComX フェロモンにおいてみられる
トリプトファン残基のイソプレニル化は新
奇の翻訳後修飾であり、その生物界における
普遍性は明らかにされていない。またそのコ
ンセンサス配列も未解明である。そこで、無
細胞系においてComXRO-E-2フェロモンに修飾
酵素 ComQRO-E-2、ゲラニルピロリン酸を反応
させることによりゲラニル化を行う in vitro

酵素反応系を確立した。今後は確立した in 

vitro 酵素反応系を利用してイソプレニルト
リプトファン残基のコンセンサス配列を推
定し、それを基に生物界における普遍性を検
証する予定である。 

 
(2) 植物 
 我々は CLV3遺伝子に由来する生理活性ペ
プチドの同定に取り組み、手法の項で述べた
in situ MALDI-TOFMS 法を確立することで
CLV3 遺伝子産物に由来する 12 残基の修飾
ペプチド MCLV3 を同定した。また、トリチ
ウム標識した MCLV3 を用いた結合実験によ
り、受容体であると考えられていたロイシン
リッチリピート（LRR）型タンパク質 CLV1

と MCLV3 が直接結合することを生化学的に
証明した。CLV3 は C 末端付近に 14 残基か
らなる保存領域（CLE モチーフ）を持ち、
MCLV3 はこの領域が切り出され、修飾を受
けることで生産される。この CLE 

モチーフを持つ遺伝子（CLE 遺伝子）は高等
植物のゲノム上に数多くコードされている
ことがわかってきており、MCLV3 の様な低
分子生理活性ペプチド（CLE ペプチド）とし
て機能することが明らかになってきている。
我々の研究は植物体内で様々な役割を果た
している CLE ペプチド群の研究の端緒にな
り、これらの因子を介した細胞間のコミュニ
ケーションによる植物の形態形成の仕組み
の解明に大きく寄与することができた。 

 また我々は、表皮の内側にある葉肉細胞が
生産し、表皮の気孔分化を誘導するペプチド
ホルモン stomagen の単離同定に取り組み、
分子内に 3 対のジスルフィド結合を有する
45 残基のペプチドを同定し、ジスルフィド結
合の様式も含めて構造決定した。また
stomagen と同じ EPF ファミリーに属し、
STOMAGEN とは逆に気孔形成を抑制する
EPF1、EPF2 遺伝子に由来する生理活性ペ
プチドについても、成熟型 stomagen と相同
性の高い領域を化学合成または大腸菌組換
えタンパク質として得て、リフォールディン
グを行うことにより、生理活性を有するペプ
チドを得ることに成功した。得られたこれら
のペプチドと各種気孔関連変異体を用いて、
気孔形成においてこれらのペプチドホルモ
ンが果たす役割について明らかにした。特に、



今回単離した stomagen は気孔密度の調節に
おいて中心的な役割を果たしており、将来的
に乾燥耐性植物等の機能性作物を開発する
上で非常に重要な役割を果たすことが期待
される。 
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