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研究成果の概要（和文）：　シロイヌナズナの気孔密度を調節するペプチドホルモンであるstomagenの作用機構を明ら
かにするために、その受容体の同定を目指したが、最終的に同定には至らず、他の研究者によりその受容体が同定され
た。また、シロイヌナズナに比較的近いハクサイでもstomagenの機能が保存されていることを明らかにした。化学合成
でしか供給できなかったstomagenを低コストで大量調整する方法について検討し、Brevibacillusを用いた分泌発現系
を確立した。さらに、stomagenの作用は、分子中央部の部分ペプチドでも発現することを明らかにした。この部分ペプ
チドは気孔密度調節剤のリードとして期待できる。

研究成果の概要（英文）： Stomagen is a plant peptide hormone that controls stomatal density in 
Arabidopsis epidermis. We have tried to identify stomagen receptor to clarify the mode of action of the 
hormone by photo-affinity labeling using chemically synthesized probe, but we could not have achieved. 
Recently, another research group have identified the receptor. The function of stomagen was conserved in 
Chinese cabbage (Brassica rapa var. pekinensis). So far, stomagen was supplied by chemical synthesis that 
causes high cost. We developed a new and simple method for stomagen production using Brevibacillus 
secretory expression system. In addition, the structure-activity relationship revealed that a small 
peptide at the central part of the peptide was able to mimic the stomagen function. The peptide will be a 
potential lead of agricultural agents that can increase stomatal density of agricultural crops, and 
consequently the biomass and/or yield may improve.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 植物ペプチドホルモン　気孔　stomagen

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 気孔は全ての植物の表皮に保存されてい
る２ないし４個の細胞からなる器官であり、
外部環境の変化に応答して、光合成や呼吸、
蒸散の際のガス交換の効率を調節している。
数時間から数日の短期の環境変化に対して
は気孔開閉の調節が主要であるが、季節変動
などの長期の変化に対しては、植物は気孔密
度を変化させて適応することが知られてい
る。気孔分化は植物表皮で起こるために観察
しやすく、不等分裂や細胞の運命決定など興
味深い事象を含むことから盛んに研究され、
この過程に関与する遺伝子が複数同定され
ていた。その中で、ロイシンリッチリピート
型の受容体様タンパク質が同定されていた
ことからそのリガンドに注目が集まってい
た。 
 
(2) 研究代表者を含む研究グループにより、
先行研究から気孔密度を低下させるペプチ
ドホルモン前駆体をコードすることが示さ
れた epidermal patterning factor（EPF）フ
ァミリーに属する STOMAGEN 遺伝子を過
剰発現すると、他のファミリー遺伝子とは逆
に気孔密度が上昇することが明らかにされ
た。さらに、シロイヌナズナの細胞間隙抽出
液から、この遺伝子に由来し分子内に 3 対の
ジスルフィド結合を有する 45 残基のペプチ
ドホルモン stomagen が同定された。化学合
成した stomagen は低濃度でシロイヌナズナ
の気孔密度を上昇させる活性を示したこと
から、生体内で生理活性を示す成熟型ペプチ
ドホルモンであることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 
(1) stomagen の作用機構を明らかにするた
めに、光反応性プローブを調製し、光アフィ
ニティラベル法を用いてその受容体を探索
し同定する。 
 
(2) シロイヌナズナには stomagen に加えて
10 個の EPF ファミリー遺伝子が存在し、そ
のうち EPF1、EPF2 はシロイヌナズナで過
剰発現すると stomagen とは逆に気孔密度を
低下させることが報告されている。そこで、
まず多くの高等植物のゲノムデータベース
から EPF ファミリー遺伝子を検索し、その
保存性について明らかにする。さらに、それ
らの遺伝子に由来すると予想される生理活
性ペプチドを化学合成もしくは組換えタン
パク質として調製し、その機能が保存されて
いるのかについても検討する。 
 
(3) これまでの研究では、stomagen は化学合
成によって供給されてきた。しかし、化学合
成はスケールを大きくすればするほど高コ
ストとなることが問題である。そこで、
stomagenおよび他のEPFファミリーペプチ
ドを組換えタンパク質として安価かつ簡便
に調製する方法を確立する。さらに、確立し

た手法を利用して、これらのタンパク質の構
造活性相関についても研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) stomagen受容体をラベルするための光反
応性プローブとしては、UV励起によってカル
ベンを生じるジアジリンを分子内にもつロ
イシンアナログであるphoto-LeucineをFmoc
化し、Fmoc法による固相合成の際にstomagen
に導入する。さらに、N 末端に蛍光基
（Alexa488）を導入することによって、目的
タンパク質を検出する。市販の抗 Alexa488
抗体を用いて目的タンパク質を精製して酵
素消化を行い、MALDI-TOFMS を用いたフィン
ガープリント法により目的タンパク質を同
定する。 
 
(2) すでに公開されている植物ゲノムデー
タベースに対して、stomagen および他の EPF
ファミリー遺伝子の塩基配列およびアミノ
酸配列をクエリーとしたホモロジー検索を
行い、シロイヌナズナ以外の高等植物におい
てこれらの遺伝子の保存性について明らか
にする。さらに、シロイヌナズナに比較的近
縁なハクサイやダイズなどの stomagen を合
成してそれぞれの植物体に処理し、気孔密度
の変化を観察することでその機能の保存性
についても検討する。 
 
(3)大腸菌で一般に用いられている発現ベク
ターを利用して、タグ付きタンパク質として
stomagenおよびEPFファミリー遺伝子由来の
ペプチドを発現し、その機能をシロイヌナズ
ナを用いた生物検定によって検証する。 
 
４．研究成果 
(1) stomagen 分 子 中 の ア ミ ノ 酸 を
photo-Leucine へ 3 カ所置換し、さらに N 末
端 に Alexa-488 を 導 入 し た プ ロ ー ブ
（Alexa-stomagen-pL3）を用いて、目的タン
パク質のラベル法について種々検討した。
stomagen が高発現していることがわかって
いる幼ロゼット葉を直接ラベルしても、ラベ
ルされた目的タンパク質を検出することが
できなかったが、葉長 1mm に満たないロゼッ
ト葉の表皮をピンセットで剥離してラベル
を行うことで、SDS-PAGE 上で約 60kDa および
約 120kDa のラベルタンパク質に由来する蛍
光バンドを検出することに成功した（図１）。
そこで、この目的タンパク質を抗 Alexa-488
抗体を用いて精製し、酵素消化、MALDI-TOFMS
解析を行ったが、同定に必要な情報は得られ
なかった。この原因は、出発原料が微小な幼
葉から剥離した表皮であるために、同定に十
分な量の目的タンパク質が得られない点に
あると予想された。そこで、この問題を解決
するために、ボルテックスや超音波などの物
理的処理により幼葉から葉肉細胞を除いて
表皮を得る方法や、植物体が大きく stomagen
に応答する（後述）ハクサイから表皮を調製



するなど、出発原料のスケールアップについ
て種々検討を行ったが、最終的に目的タンパ
ク質を同定するには至らず、2015 年に Lee J. 
S.らにより stomagen 受容体が同定され
Nature 誌に報告された。 

 
(2) シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の ゲ ノ ム 上 に は
stomagen を含む 11 個の EPF ファミリー遺伝
子が存在する。そのうち機能が明らかにされ
ているのは気孔密度を上昇させる stomagen
と、逆に気孔密度を低下させる EPF1、EPF2
の 3個だけであった。そこで EPF ファミリー
のうち EPF-Like(EPFL)5 について、stomagen
と同様の方法で化学合成し、その生理活性に
ついてシロイヌナズナで検討した結果、EPF1
と同様の気孔密度低下活性を示すことが明
らかになった。 
 また、植物ゲノムのデータベース検索の結
果、EPF ファミリー遺伝子はシダ植物以降の
全ての高等植物で保存されていることが明
らかになった。特にシロイヌナズナに近縁な
アブラナ科に属するハクサイでは、stomagen
前駆体アミノ酸配列のうち成熟型 stomagen
に相当する部分はシロイヌナズナのものと
完全に一致していた。そこで、ハクサイに対
して stomagen を処理した結果、stomagen は
ハクサイに対しても気孔密度上昇活性を示
すことが明らかになった。また、分子系統学
的にハクサイより離れているダイズの
stomagenも45残基のうち43残基が一致して
いた。そこでダイズ stomagen を化学合成し
てシロイヌナズナで生理活性を検討したと
ころ、シロイヌナズナ stomagen と同等の生
理活性を示したことからダイズでもその機
能が保存されていることが期待された。そこ
でダイズにダイズ stomagen を処理する方法
を検討し、その生理活性について検討したが、
有意な気孔密度上昇活性は観察されなかっ
た。一方で、ダイズアポプラスト液を採取し、
そこに含まれるであろうダイズ stomagen を
抗 stomagen 抗体を用いて精製した結果、ダ
イズ stomagen に由来するシグナルを
MALDI-TOFMS で検出することに成功した。こ
れらの結果は、ダイズにおいても stomagen
がシロイヌナズナと同様に 45 残基の成熟型
構造として機能しているが、外部からペプチ
ドを処理する際には、ペプチドが機能する植
物体内へ効率よく浸透させる手法の確立が
必要であることを示唆している。 
 
 (3) stomagen および EPF1、EPF2 について、

その成熟型ペプチドに相当する約 50 残基の
ペプチドを大腸菌を用いて発現させた。その
結果、EPF1、EPF2 については組換えタンパク
質を得られ、精製後、タグを切断して成熟型
ペプチドを得ることに成功した。シロイヌナ
ズナを用いてその生理活性を検討した結果、
遺伝子を過剰発現させた場合と同様の気孔
密度低下活性を示した。一方で、stomagen に
ついては、複数のタグを用いて発現条件を検
討したが、発現タンパク質が大腸菌に対して
毒性を示すためか発現には成功しなかった。
そこで、発現産物の毒性を回避するために、
Brevibacillus を用いた分泌発現系を利用し
た発現を試みた。その結果、stomagen と EPF1
については、組換え体の培養上清にペプチド
の生産を確認することができた。培地につい
て検討を行った結果、主に植物実験に用いら
れる化学合成培地（Gamborg’s B5 培地）に
アミノ酸カクテルを添加した培地で培養し
た際に、他の培地に比べて高い収量が得られ
た。また、この培地を用いた場合には、逆相
樹脂に吸着するような成分が培養上清中に
ほとんど含まれないため、逆相樹脂を用いた
簡単な精製により、目的ペプチドを精製する
ことが可能になった。この発見によりペプチ
ドの大量かつ低コストな生産が可能になり、
ペプチドを大量に必要とする長期投与実験、
植物体が大きい農業用作物への処理などが
可能になった。 
 また、Brevibacillus 発現系を利用し、ア
ラニン置換した一連の stomagen 誘導体を調
製した。その生理活性を検討し、分子中央部
のループのさらに中央部分が活性発現に重
要であることを明らかにした。さらに、
stomagen の分子中央部のループ部分を模し
て設計した 28 残基、16 残基、12 残基、7 残
基のペプチドを設計してその生理活性を調
べたところ、28 残基のペプチドは天然物と同
等の生理活性を示した。また、16 残基、7残
基の誘導体は天然物よりもかなり弱いもの
の生理活性を示したことから、特に 7残基の
ペプチドについては今後より詳細な構造活
性相関研究を行うことで、将来的に気孔密度
を調節することで植物バイオマスや収穫量
を増加させることのできる薬剤の開発へつ
ながるのではないかと考えている。 
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