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研究成果の概要（和文）：　本研究では、化学・ゲノム科学的手法によって、新規のペプチドシグナリング解明
を目指した。まず、トマトの維管束液を用いたペプチドミクス解析により、器官間移動性ペプチド候補分子とし
て、Solcy01g109900.2.1を含む硫酸化ペプチドの同定に成功した。また、シロイヌナズナのDNA修復因子の変異
体背景でゲノム編集を用いることで一気に多重破壊株を作出する方法を確立し、低酸素ストレス応答に関与する
新たなシステインリッチペプチドを見出した。今後は、微小接ぎ木解析やイメージング解析によって、これらの
ペプチドの器官間移動性を検証するとともに、ストレス応答におけるペプチドシグナリング解明を進める。

研究成果の概要（英文）： Small secreted peptides are important for plant development and 
environmental stress response. It is estimated that more than 1000 potential secreted peptides exist
 in Arabidopsis genome, however, so far only very few have been functionally characterized because 
of the difficulty in elucidating their mature peptide structures and gene redundancy. In this study,
 I identified the tomato tyrosine-sulfated peptide through a xylem sap peptidomics approach. In 
addition, I also performed genomics approach (CRISPR/Cas9 genome-editing technique in the ku70 or 
ligase4-deficient mutant background) and found novel cysteine-rich peptides are essential for 
Hypoxic stress Response. These analyses may pave the way for understanding the novel plant peptide 
signaling.

研究分野： 植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　今回の新規ペプチド分子の発見は、植物の細胞間・器官間シグナルの解明へ向けた手がかりであり、環境変動
に適応する植物の巧みな生存戦略を理解するうえで非常に重要である。また、ストレス応答を制御するペプチド
分子を活用することができれば、分解され無害なアミノ酸に還るペプチドを利用して、ストレス耐性を強化する
ことが期待され、効率的な作物栽培のための基盤技術創成に繋がると考えられる。また、植物の根と葉のコミュ
ニケーションを制御可能なペプチド分子を見出し、活用することができれば、「葉」にペプチドを塗布すること
で「根」でのストレス応答を向上させるなど、新しい栽培制御技術の創出にもつなげることができる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、植物は、ペプチド分子による器官間シグナル伝達機構を介して、個体のホメオスタシス
を維持していることが明らかになりつつある。しかしながら、ゲノム情報より、植物は約 1000 
個の分泌型ペプチド遺伝子を保持している事が予想されているが、機能解明された因子は全体
のわずか数%にも満たない。これは、植物の生理活性ペプチドが、動物のように明確なプロセシ
ング機構が明らかにされていないため、「実際に成熟型構造を決定しなければ配列から機能的な
構造を推測することが難しい点」や「遺伝子クラスターによる重複性の問題によって機能解析が
難しい点」などに起因する。植物が持つ機能未知の分泌型ペプチドの中には、環境ストレス応答
における器官間シグナル伝達に必須の因子が、さらに多数存在しているのではないかと期待さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 脳や神経系に相当する器官を持たない植物は、維管束を介して「根と葉」の間の器官間コミュ
ニケーションの仕組みを発達させ、個体を統御するシステムを進化させてきた。近年、植物は低
分子化合物（オーキシンやサイトカイニン等）のみならず、ペプチド分子による器官間シグナル
伝達機構を介して個体のホメオスタシスを維持している事が明らかになってきた。しかしなが
ら、ゲノム情報より、植物は約 1000 個の分泌型ペプチド遺伝子を保持している事が予想されて
いるが、機能解明された因子は全体のわずか数%にも満たない。植物が持つ機能未知の分泌型ペ
プチドの中には、環境ストレス応答における器官間シグナル伝達に必須の因子が、さらに多数存
在しているのではないかと期待されている。 
 そこで本研究では、環境ストレスに応答した器官間シグナル伝達機構と、それを支える器官間
移動性のペプチド分子に着目して、化学的・ゲノム科学の研究アプローチによって、ストレス応
答に必須の新規ペプチド分子探索に挑戦する。そして、ペプチド分子の振る舞いを理解すること
で、器官間コミュニケーションを介した新しい生命現象の仕組み解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 維管束液を用いた新規の器官間移動性分泌型ペプチドの探索：我々の研究成果から、植物

ではペプチドが維管束内を移動して、窒素欠乏などストレス応答を制御していることが明らか
になってきた（Tabata et al, Science 2014 など）。そこで、様々なストレス条件下で生育させ
たトマトより採集した維管束液からタンパク質抽出を行い、nano LC-MS によるペプチドミクス
解析を行うことで、維管束液中に含まれる生理活性物質であるペプチド分子を網羅的に直接同
定する。 
（2) 分泌ペプチドの多重破壊株作成によるストレス応答に必須ペプチド探索：植物のゲノム

において、染色体上の 1 箇所にタンデムリピートを形成することが多く、遺伝的重複の問題によ
って機能解析を難しくしている。そこで、申請者が開発したシロイヌナズナを用いた DNA 修復因
子の変異体背景で CRISPR/Cas9 のゲノム編集技術を用いる手法（Tandem cluster 破壊法）によ
って、ゲノムに大きな欠失を引き起こすことで、一気に多重破壊株の作成を行う。 
 植物の環境ストレス応答に必須のペプチド分子が同定された際には、その成熟型構造を元に、
ペプチドを化学合成していく。化学合成ペプチドを処理し、ストレス耐性が付与されるか検証し
て、器官間シグナルへの寄与を明らかにする。また、Micro-Grafting デバイスによる接ぎ木実
験によって候補ペプチド因子の器官間移動性を検証する。これらの解析から、植物ペプチドシグ
ナリングの発見を目指す。 
 
４．研究成果 
 まず、ペプチドミクス解析系を確立させるために、トマト水耕培養の生育環境から、大量の維
管束（道管）液を採集して、オルトクロロフェノール抽出法によりタンパク質抽出をおこない、
アセトン沈殿をかけた後ゲル濾過カラムで分画して nano LC-MS 解析する事で分泌ペプチドを探
索した。その結果、器官間移動性ペプチド候補分子として、トマト Solcy01g109900.2.1 を含む
複数の硫酸化ペプチドの同定に成功した。 
 シロイヌナズナを用いた DNA 修復因子の変異体背景で CRISPR/Cas9 のゲノム編集技術を用い
る手法（Tandem cluster 破壊法）によって、鉄欠乏で発現誘導されるシステインリッチペプチ
ドの三重破壊株の作成に成功した。野生型と比較して、システインリッチペプチド三重破壊体の
地上部では、鉄欠乏応答性転写因子の発現量が変動していた。しかしシステインリッチペプチド
三重破壊体では、Split-root 鉄欠乏処理実験における鉄吸収関連遺伝子の相補的な発現制御は
正常にみられた。また、ICP-MS 解析より、システインリッチペプチド三重破壊体の地上部の鉄
含量は野生型と差が見られなかった。一方で、システインリッチペプチド三重破壊体で mRNA 発
現量が低下している遺伝子群について GO 解析を実施したところ「低酸素ストレス」に関与する
GO term がエンリッチされていた。実際に、三重破壊体では冠水実験による生存率の低下が観察
された。今後は、これらのシステインリッチペプチドの解析を通して、「鉄欠乏ストレス」と「低



酸素ストレス」の関連性を明らかにする必要がある。 
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