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研究成果の概要（和文）：ダイズより同定したペプチドPEX１の機能を解明するためにシロイヌナズナの３つの
ホモログ (AtPEX1a, AtPEX1b, AtPEX1c) に着目して、それらの機能を解析することを計画した。AtPEX1a, b, c
ノックアウト変異体における解析ではそれぞれ単独の変異では表現型が見られなかったが、AtPEX1a,b二重変異
体では、葉に蓄積するデンプンの量が野生型よりも有意に増加していた。しかし、その一方でAtPEX1a, bの過剰
発現体では野生型と比べてデンプンの蓄積量に変化は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：To reveal the biological function of soybean PEX1, I focused on the 
homologues of PEX1 in Arabidopsis, AtPEX1a, AtPEX1b and AtPEX1c, and planned to conduct functional 
analysis of AtPEX1s. Although single mutation in AtPEX1a,b,c did not show any detectable phenotypes,
 Atpex1ab double mutant significantly accumulated starch in their shoots. On the other hand, 
overexpression of AtPEX1a or b did not affect shoot starch accumulation.

研究分野： 植物生理学

キーワード： ペプチド　シロイヌナズナ
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者はこれまでにダイズから同定

されたペプチドのうちの一つ (PEX1)をコー
ドする遺伝子は炭素源が欠乏するような条
件に発現応答することを見出していた。また、
シロイヌナズナのデータベースよりシロイ
ヌナズナにおける推定オルソログ遺伝子を
３つ見出していた（AtPEX1a, b, c）。それらが
コードする前駆体タンパクに含まれる成熟
型ペプチドとなると推測される領域のアミ
ノ酸配列は研究代表者がダイズから同定し
た成熟型 PEX1 ペプチドと高い保存性を示す
ことに加えて、それらの遺伝子の発現パター
ンも PEX1 と類似していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では PEX1 の機能を解明することを

目的とした。その際に研究を迅速に進めたり
形質転換体を用いた解析を効率的に行った
りするために、ダイズと比べて植物体のサイ
ズが小さく、研究のリソースが整備されてい
るシロイヌナズナを用いて、そのホモログ 
(AtPEX1a, b, c) に関して解析を進めることと
した。 
 
３．研究の方法 
（１）AtPEX1 の発現解析 

AtPEX1a, b, c の機能に関する情報を得る
ためにこれらの遺伝子の発現変動を調べた。
光合成産物の蓄積や生合成、消費は 1 日を通
して行われることから、長日、短日条件下に
おいて、AtPEX1 遺伝子の発現量の日周変動
を調べた。また、培地中の窒素栄養条件によ
って光合成産物の蓄積が影響を受けること
が知られている。そこで異なる窒素栄養条件
における AtPEX1 遺伝子の発現量の変化を
調べた。 
 
（２）AtPEX1 ノックアウト変異体の解析 

AtPEX1a, b, c の機能を解析するにはそれ
らの loss-of-function 系統が必要である。そ
こで AtPEX1a, b, c ノックアウト変異体を用
いて、地上部および根に含まれる光合成産物
の量に着目して表現型の解析を行った。さら
に、これらの変異体の多重変異体を作成し、
その表現型解析も行った。光合成産物（デン
プン）の含量の測定には、研究開始当初はヨ
ウ素デンプン反応を用いたが、結果が安定し
なかったため、後に正確な評価を行うために
グルコースオキシダーゼ法を用いることで
デンプン、糖（グルコース、フルクトース）
の定量を行なった。 
 
（３）AtPEX1 過剰発現体の解析 

AtPEX1 の機能を解析するために、35S 
promoter を用いた AtPEX1a, b 過剰発現系
統を作成し、地上部および根に含まれる光合
成産物の量に着目して表現型解析を行った。
さらにエストロゲン誘導性プロモーターを
用いて、AtPEX1a, b 過剰発現系統を作成し、

表現型解析を行った。光合成産物の含量の測
定にはグルコースオキシダーゼ法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
（１）AtPEX1 の発現解析 
まず、長日条件 (16hour light/ 8 hour 

dark)において、AtPEX1a, b の発現変動を調
べた。その結果一日を通して大きな発現変化
はみられなかった。次に、短日条件 (10 hour 
light/ 14hour dark) において発現の変化を
調べたところ、AtPEX1a の発現は夜の終わ
りに発現量がピークに達することがわかっ
た。このことから、AtPEX１a は短日条件に
おいて機能を発揮する可能性が考えられた。
また、低窒素条件では植物は葉にデンプンを
蓄積することが知られている 。そこで短日
環境において異なる 5つの窒素栄養条件で育
てたシロイヌナズナの根において
AtPEX1a,b,c の発現量を調べた。その結果
AtPEX1b は上記と同様に夜の終わりに発現
量が上昇することに加えて、低窒素条件にお
いて発現量が上昇する傾向にあることがわ
かった（図１）。 
なお、0.7 mM KNO3 条件下で育てたシロ

イヌナズナは AtPEX1b の発現量は高いもの
の、植物体が小さく生育の遅延が見られ、ア
ントシアニンの蓄積も見られかなりストレ
スを受けていると考えられたことから、この
条件では以降の表現型解析は行わないこと
とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図１）異なる窒素条件下における AtPEX1
遺伝子の発現応答 
シロイヌナズナは短日条件 (10hr day/ 14hr 
night) において、7, 3.5, 2.8, 1.4, 0.7 mM 
KNO3 環境下で育てた。‘end day’は昼の終わ
り。’7hr night’は夜の開始から７時間経過し
た時点。’end night’は夜の終わり（夜の開始
から 14 時間経過）。 n=2。 
 
 
（２）AtPEX1 ノックアウト変異体の解析 



他の研究報告においてシロイヌナズナの
地上部に蓄積するデンプンをヨウ素デンプ
ン反応で評価した例があり、操作が簡便であ
るため、研究開始当初はこの手法を用いて評
価を行うことを試みた。しかし、生育条件を
いくつか検討しても野生型においても、染色
結果が安定せず、葉が濃い紫色に染色される
こともあれば、同じ条件で再度生育させても
薄く赤褐色にしか染色されないこともあっ
た。そこで、より正確に評価をすることがで
きるグルコースオキシダーゼ法によりデン
プン・糖含量を評価することとした。この手
法は時間を要するものの、デンプンや糖の量
を数値化できる。また、この手法を用いて野
生型におけるデンプン含量を測定したとこ
ろ、得られた値は比較的安定した。 

AtPEX1a,b,c それぞれにノックアウト変
異体について、地上部におけるデンプンの蓄
積を調べたところ、有意な差は見られなかっ
た。そこで次に AtPEX1a,b,c の二重変異体、
三重変異体を作成して解析を行ったところ、
AtPEX1a,b 二重変異体では野生型と比べて
地上部で有意にデンプンを蓄積することが
わかった（図２）。その一方で、AtPEX1a,b,c
三重変異体ではデンプンの蓄積には有意な
差は見られなかった。AtPEX1a,b,c 三重変異
体は野生型と比べて植物体自体がやや小さ
く、成長が良くなかったため、それがデンプ
ンの蓄積量に影響を与えてしまったのかも
しれない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
（図２）Atpex1 変異体におけるデンプン、
糖の含量の測定 
(A) 地上部におけるデンプンの含量。(B) 地
上部におけるスクロースとグルコースの含
量。(C) 根におけるスクロースとグルコース
の含量。KNO3: 7mM, PFD: 210 µmol/m2s, 

n=3, * P < 0.05, **P < 0.01 

 
また、地上部ではAtPEX1a,b二重変異体、

AtPEX1a,b,c 三重変異体は野生型と比べて
糖 (Glucose, Sucrose)の含量が低い傾向にあ
ったが、有意差は検出されなかった。根にお
いても野生型と比べて糖の含量に差は見ら
れなかった。 
なお、この表現型解析は３つ窒素条件下

（KNO3: 7, 2.8, 1.4 mM）、および 3 つの光条
件下 (光量子束密度 (PFD): 400, 210, 130 
µmol/m2s) で行なったが、いずれも同じ傾向
を示した。 

 

（３）AtPEX1 過剰発現体の解析 
AtPEX1 の gain-of-function の表現型を解

析するために 35S プロモーターを用いて
AtPEX1a,b 過剰発現体を作成した。それぞれ
の過剰発現体は野生型と比べて花成が遅れ
る傾向を示したものの、地上部や根における
デンプンや糖の蓄積には有意な差が見られ
なかった。 
次に恒常的に発現させるよりも一過的に

過剰発現させることで表現型が顕著になる
可能性を考え、エストロゲン誘導性プロモー
タ ー を 用 い て エ ス ト ロ ゲ ン 誘 導 性
AtPEX1a,b 過剰発現体を作成した。しかし、
エストロゲンを添加することで一過的に
AtPEX1a,b を発現誘導しても地上部や根に
おけるデンプンや糖の含量にはエストロゲ
ンを処理しなかったものと比べて有意な差
は見られなかった（図３）。なお、これらの
過剰発現体において、AtPEX1a,b の発現量
を確認したところ、それぞれの過剰発現体に
おいて、AtPEX1a はおよそ 50 倍、AtPEX1b
はおよそ 1000 倍発現量が上昇していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図３）Atpex1 過剰発現体におけるデンプ
ン、糖の含量の測定 
(A) 地上部におけるデンプンの含量。 (B) 根
におけるスクロースとグルコースの含量。
Mock: エストロゲン非処理、+Est: エストロ



ゲンを添加（24 時間）。n=3。KNO3: 7mM, 
PFD: 210 µmol/m2s, n=3, * P < 0.05, 
 
本研究では主に AtPEX1 に着目してシロ

イヌナズナを用いた解析を行なった。
AtPEX1 の loss-of-function の二重変異体で
は地上部において野生型より多くデンプン
を蓄積することがわかったものの、根や地上
部における糖の含量には差が見られなかっ
た。その理由として、（１）シロイヌナズナ
では PEX1 の影響が観察しにくい、（２）PEX
１の機能は研究代表者が想定していたもの
とは異なる、などの可能性が考えられる。同
じ植物といってもシロイヌナズナとダイズ
では植物体の大きさや光合成活性など異な
る点も多いため、今後はダイズを用いた解析
を行うとともに、PEX1 は想定とは異なる機
能を持つ可能性を踏まえた解析を行うこと
が必要と考えられる。そのためにはまず、
PEX１が炭素源の欠乏以外にどのような条
件に発現応答するかなどを調べるべきだろ
う。 
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