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研究成果の概要（和文）：植物は病原体から身を守る免疫システムを有している。本研究では、

ランダムライブラリより見出した、植物免疫活性化ペプチド（PIP-1）の詳細な免疫誘導機構の

解明、ならびに受容体の同定に向けた標識体の合成を行った。まず、PIP-1 の植物細胞による

分解と防御応答の関係を調べたところ、植物は短時間と長時間の刺激を区別して応答している

ことが示唆された。また、放射性標識体を得るために、C 末端残基を Cys に置換し、側鎖チオ

ール基とマレイミド基との反応を利用した間接的ヨウ素化を試みた結果、本類縁体は活性を保

持したことから、標識体として使用できることが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：Plants defend themselves using an innate immune system, which is activated 
in response to a variety of elicitor molecules. Previously, we discovered a novel elicitor peptide 
(YGIHTH-amide, PIP-1) from a combinatorial random library. In this study, we first evaluated the 
effect of degradation of PIP-1 on defense responses and found that continuous activation is required 
for phytoalexin biosynthesis. Next, we synthesized a PIP-1 analog, in which the His6 residue is 
substituted with Cys, to obtain a labeled analog for characterization of its receptor. Modification at 
the Cys residue using iodophenylmaleimide had no effect on activity, indicating that this analog can 
be used as a radiolabeled ligand. 
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１．研究開始当初の背景 

 農作物の安定供給に貢献してきた農薬は、

食糧危機を回避するため今後も必須である

が、一方ではさらに安全で環境負荷の低い農

薬が強く求められている。このような状況で、

植物の免疫機構を人為的に活性化する病害

防除法が注目されている。植物は病原体の感

染から身を守るための防御能力を潜在的に

備えており、病原体由来の物質を認識するこ

とによって防御反応を開始する。したがって、

防御反応を引き起こす物質は、人為的に植物

の防御能力を高める「植物免疫活性化剤」と

して用いることが可能である。植物免疫活性

化剤は他の有益な生物の生態系には影響を

ほとんど与えず、環境に対する負荷が極めて

小さい。また、病原菌が薬剤に対する抵抗性

を獲得する可能性が低いという利点がある。

これまでに実用化された数種の薬剤は、いず
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れも高い病害防除効果を示しており、この分

野の発展が期待されているが、植物の防御反

応機構については不明な点が多いこともあ

り、その効率的な探索は困難なものとなって

いる。 

 植物の防御機構、特に植物の病原体認識に

関わる物質（エリシター）についての研究は

国内外において古くから精力的に行われて

きた。近年、細菌の鞭毛構成タンパク質であ

るフラジェリン、ならびにその一部配列から

成るペプチドが、幅広い植物に防御反応を引

き起こす非特異的エリシターとして同定さ

れた。フラジェリンの受容体およびシグナル

伝達経路が明らかにされた結果、これらがほ

乳類における自然免疫と類似した受容機構

であることが示され、その後の植物免疫研究

を発展させるきっかけとなった。このような

免疫機構に関わると考えられる受容体タン

パク質が植物に多数存在することが、シロイ

ヌナズナのゲノム情報から予想されており、

これらを作用標的として新たな植物免疫活

性化剤を開発することが可能である。植物免

疫活性化剤の開発を行うにあたって、エリシ

ター分子をもとに設計することがまず第一

に考えられるが、これまでに見出されたエリ

シターは、タンパク質、多糖類など分子量の

大きなものが多く、比較的小さいペプチドで

も分子量は 1000 を超える。そのため、これ

らのエリシター分子をリード化合物として

用いることは難しく、実用化へ向けた研究が

進みにくい原因の一つとなっている。 

 植物の免疫機構の研究は、上述したように

フラジェリンペプチドの発見以降に急速に

進んだ。この理由の一つとして、このエリシ

ターが「ペプチド」であったことが挙げられ

る。ペプチドは合成が容易であるため、様々

な生化学実験のための標識化を簡単に行う

ことができ、作用機構研究を迅速に進めるこ

とが可能である。またペプチドには、活性化

合物探索のためにコンビナトリアル化学（コ

ンビケム）手法によるランダムライブラリを

容易に作製できる利点もある。コンビケムは、

迅速に新規活性化合物を探索するための有

力な手段の一つで、膨大な種類の化合物ライ

ブラリを一挙に合成し、効率的なスクリーニ

ング法により活性化合物を見出す方法であ

る。医薬品開発では必須技術であるが、植

物・農学分野での応用例は少ない。 

 我々のグループでは、植物の防御反応を誘

導する新規物質の探索を目的とした、ペプチ

ドライブラリの効率的なスクリーニング法

をこれまでに開発した。本手法は、防御反応

の一つである過酸化水素の発生を指標とし、

コンビケム手法によって作製したライブラ

リから、活性ペプチドを効率的に検出するも

のである。このスクリーニング法を用いるこ

とによって、ランダムペプチドライブラリか

ら、防御反応を誘導する新規活性ペプチドを

見出すことに成功した。このペプチド（PIP-1

と命名）は、既知ペプチド・タンパク質とは

相同性のない６残基の配列で構成され、防御

誘導活性を持つペプチドとしては最も短い

ものである。PIP-1 は分子量が小さいため、

植物免疫活性化剤のリード化合物として役

立つものと考えられる。また、このペプチド

の作用機構を明らかにすることによって、こ

れを標的とした高活性な薬剤の探索が容易

になると考えられる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、見いだされたPIP-1について、さ

らに詳細な植物免疫活性化機構の解明、なら

びに受容体の同定に向けて、主に以下の２つ

の点に着目して実験を進めた。 

 

（１）PIP-1 は、植物に対して過酸化水素の

発生ならびにファイトアレキシンであるカ

プシジオールの生成を誘導するが、それぞれ

に必要な PIP-1 の濃度には違いがあり、後者

はより高濃度の処理を必要とすることが示

された。そこで、この要因を明らかにするこ

とを目的として、PIP-1 の植物による分解と

防御応答との関係について調べた。 

 

（２）PIP-1 の作用は細胞膜上の受容体を介

して引き起こされていることが予想された。

そこで、PIP-1 の鏡像類縁体を合成すること

により、細胞膜などへの物理的な作用ではな

く、受容体タンパク質であることを推定する

とともに、受容体の同定に向けた標識体の設

計・合成を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）PIP-1 の分解物の同定と定量 

PIP-1 をタバコ懸濁細胞に処理した後、経時

的に培地を LC/MS分析に供し、PIP-1 関連成

分の変動を定量的に調べた。 

 

（２）PIP-1 類縁体の合成 

ペプチドは Fmoc 固相法によって合成し、HPLC

を用いて精製した。ヨウ素化フェニルマレイ

ミドは文献に従って合成した。 

 

（３）防御応答の測定 

植物の防御応答の１つである過酸化水素の

発生を指標として、PIP-1 類縁体の活性を定

量的に評価した。測定にはタバコ懸濁細胞を

用いた。 

 

４．研究成果 

（１）PIP-1（図１）をタバコ細胞に処理し、

経時的に培地中の PIP-1 分解物の変動を調べ

た。その結果、PIP-1 は植物細胞による分解

反応を受けて C-末端残基から順次切断され、



1 時間後に PIP-1 の量は半分程度にまで減少

し、3 時間後にはほぼ消失していることが明

らかとなった。このことから、分解によって

PIP-1 の作用が長時間持続できないことが、

ファイトアレキシン生成の誘導に高濃度の

PIP-1 処理が必要である要因と考えられた。

そこで、PIP-1 を 10 µMの濃度で 1 回処理し

た場合と、1 µMの濃度で 3 時間にわたって一

定間隔で 10 回処理した場合のカプシジオー

ル生成誘導活性を比較した。その結果、１回

のみ処理した場合は、カプシジオールの生成

が確認されなかったが、10 回与え続けた場合

は効果が認められた。このことから、PIP-1

のファイトアレキシン生成の誘導には、少な

くとも 3時間程度の継続的な作用が必要であ

ることが判明した。つまり、植物は防御応答

において、短時間の刺激と長時間の刺激を区

別しており、感染の危険度に応じて異なる応

答を示すことが示唆された。また、分解を受

けにくい類縁体を合成することによって、低

濃度でもファイトアレキシン生成を誘導す

ることが可能であることが示唆された。 

 

 

Tyr-Gly-Ile-His-Thr-His-NH2 
 

図１ 植物免疫活性化ペプチド PIP-1 の配列 

 

 

（２）PIP-1 の作用が細胞膜上の受容体タン

パク質を介して引き起こされているかどう

かについて明らかにするため、PIP-1 のすべ

ての残基を D体アミノ酸で置換した鏡像類縁

体を合成し、その活性を測定した。その結果、

この類縁体には活性が認められなかった。こ

のことから、PIP-1 の活性は、抗菌性ペプチ

ド等で見られるような細胞膜への物理的作

用によるものではなく、キラリティーを認識

する受容体タンパク質を介したものである

ことが示唆された。 

続いて、受容体を検出・同定する上で必要と

なる放射性ラベル体の合成を想定し、この

PIP-1 へのヨウ素導入を検討した。まず、N

末端の Tyr 残基にヨウ素を導入したところ、

活性が著しく低下した。また、この Tyr残基

のαアミノ基に、Bolton-Hunter試薬によって

p-hydroxyphenylpropionic acid を縮合させ

たところ、これも大きな活性低下を引き起こ

した。これらのことから、N 末端 Tyr 残基へ

のヨウ素導入は難しいことが明らかとなっ

た。そこで、構造変換による活性への影響が

ほとんどないことが分かっている C 末端 His

残基への導入を検討した。His の側鎖構造に

特異的にヨウ素を直接導入することは難し

いため、これを Cys に置換し、側鎖チオール

基とマレイミド基との反応を利用した間接

的なヨウ素化を試みた。まず、Cys へ置換し

た結果、この類縁体は高活性を維持した。さ

らに、ヨウ素化フェニルマレイミドを合成し、

これを[Cys6]PIP-1 に導入した。その結果、

この類縁体（図２）は高い活性を保持した。

このことから、本類縁体は放射性ラベル体と

して使用できることが分かり、PIP-1 の受容

体の存在を確認する実験が可能となった。ま

た、この部位に樹脂ビーズと連結するための

リンカーを導入することによって、受容体単

離のためのアフィニティークロマトグラフ

ィー担体を作成できることも分かった。 

今後、PIP-1 の受容体の探索を進めることに

よって、植物の免疫機構の解明につながるこ

とが期待される。 

 

 

 

図２ [IPM-Cys6]PIP-1 の構造 
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