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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの根端領域で発現しているRGFペプチドは根端メリステム活性を制御
しているが，どのように情報伝達が行われているかは不明で，受容体の同定は必要不可欠であった．申請者は受
容体発現ライブラリーを用いた網羅的結合実験の結果から，RGFペプチドを直接結合する受容体キナーゼを3つ見
出した．RGF受容体の3重変異体は根端分裂組織が縮小し，また外的に投与したRGFペプチドに非感受性であっ
た．3重変異体中ではPLETHORAタンパク質のグラディエントが失われており，根端で発現するRGFペプチドが，3
つのRGF受容体に直接認識されることで根端分裂組織の維持を行っていることを明らかにした． 

研究成果の概要（英文）：A peptide hormone, root meristem growth factor (RGF), regulates root 
meristem development through the PLETHORA stem cell transcription factor pathway, but it remains to 
be uncovered how extracellular RGF signals are transduced to the nucleus. We identified, using a 
receptor kinase expression library and  photoaffinity labeling, three receptor kinases that directly
 interact with RGF peptides in Arabidopsis. The triple rgfr mutant was insensitive to externally 
applied RGF peptide and displayed a short root phenotype accompanied by a considerable decrease in 
meristematic cell number. In addition, PLT1 and PLT2 protein gradients, observed as a gradual 
gradient decreasing toward the elongation zone from the stem cell area in wild type, steeply 
declined at the root tip in the triple mutant. Our results strongly suggest that RGFRs mediate the 
transformation of an RGF peptide gradient into a PLT protein gradient in the meristem, thereby 
acting as key regulators of root meristem development.

研究分野： 植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
 RGF はシロイヌナズナ根の静止中心やコ
ルメラ細胞付近で特異的に発現する硫酸化
ペプチドホルモンである．静止中心付近の細
胞から分泌されアポプラストを拡散した
RGF ペプチドは，根の幹細胞領域を最大とし
て 濃 度 勾 配 を 形 成 す る （ Science. 329 
1065-1067 (2010)）．RGF ペプチド遺伝子の
変異体では根端メリステムが減少する表現
型を示すことから，根端メリステムの維持に
重要な役割を果たしていることが示されて
いた．また分泌された RGF ペプチドは，
PLETHORA（PLT）タンパク質の安定化を
促進する働きがあることが示されている．根
の形態形成のマスター転写因子PLETHORA
タンパク質は，根端の幹細胞様領域を最大と
してそこから基部側にゆるやかに減少する
発現パターンを示す．この PLT タンパク質の
濃度勾配が根のパターン形成に重要な役割
を果たしている．すなわち，PLT の発現レベ
ルが高いところでは幹細胞性が維持される
が，中程度の領域では細胞分裂が活性化され，
発現レベルが下がるにしたがって細胞分化
が促進される（Cell 109 109-120 (2004)，
Nature 449 1053-1057 (2007)）．RGF ペプチ
ドの存在する場所では PLT タンパク質が安
定化されることが示唆されており，RGF ペプ
チドの濃度勾配が，PLT タンパク質の濃度勾
配を決定し，それぞれの領域のバランスが保
たれることで正常な根の形態形成が維持さ
れていることが示唆されている． 
 
２．研究の目的 
 RGF は分泌型のペプチドホルモンであり，
細胞膜を透過することができない．そのため
細胞膜上に存在している受容体が RGF を認
識，結合することで情報伝達を行っているこ
とが考えられる．しかし RGF を介した情報
伝達に関与する因子は，受容体を含めて未同
定である．特に RGF ペプチド受容体の同定
は，ペプチドホルモンを介した植物細胞間シ
グナルと，根端細胞の分化運命決定を繋げる
最も初期の反応の決定につながり，RGF ペプ
チドの PLT タンパク質制御を介した根の幹
細胞の維持および根端メリステム活性の調
節機構解明のために不可欠である．そこで本
研究では RGF ペプチドの受容体の同定を通
じて，RGF ペプチドと受容体のペアを介した
根端メリステムの維持機構を解明すること
を最終的な目的とした． 
 
３．研究の方法 
受容体発現ライブラリーを用いたフォトア
フィニティーラベルによる網羅的結合解析
によって，直接 RGF ペプチドを結合する受
容体を見つけ出す．申請者らは先行研究とし
て，細胞内キナーゼ領域をアフィニティータ
グに置換した植物受容体キナーゼをタバコ
培養細胞 BY-2 株で過剰発現させることで，
リガンド結合能を維持したまま安定的に発

現させる系を確立している（Plant J. 52, 
175-184 (2007)）．この系を応用して，シロイ
ヌナズナの受容体キナーゼ群を網羅的に発
現させた受容体発現ライブラリーの作製と
維持を進めている．この受容体発現ライブラ
リーに対して，光反応性 RGF ペプチドを用
いたフォトアフィニティーラベルによる網
羅的結合実験を行うことで，RGF を直接かつ
特異的に結合する受容体を同定する．RGF
を結合する受容体候補が見つかり次第，遺伝
子破壊株の作製を行い，根の形態および RGF
ペプチド応答能を確認する．  
 
４．研究成果 
（1）フォトアフィニティーラベルに用いる
光反応性 RGF ペプチドの作製のため，光反応
基の導入可能部位を決定した．RGF ペプチド
のアラニンスキャン解析を通じて，アミン酸
置換を行っても生理活性に影響を与えない
アミノ酸残基を特定した． 
（2）活性に影響を与えない部位のアミノ酸
をリジン残基に置換し，側鎖アミノ基に光反
応基であるアジドサリチル酸（ASA），および
放射性標識の 125I を導入した光反応性 RGF ペ
プ チ ド ， [125I]ASA-RGF1 を 作 製 し た ．
[125I]ASA-RGF1 はメリステムを伸長させる活
性を維持していることを確認している． 
 
 
 
 
 
 
（3）シロイヌナズナの受容体発現ライブラ
リー約 90 種類に対して網羅的な結合実験を
行った．SDS-PAGE で分離後，オートラジオグ
ラフィーで検出を行った結果，RGF ペプチド
を直接結合する受容体を 6つ同定した．未標
識 RGF ペプチドを用いた競合実験を行い，バ
ンドが消失した，すなわち特異的な結合であ
ることが確認された 3 つの受容体（RGFR1 
(At3g24240) ， RGFR2 (At5g48940) ， RGFR3 
(At4g26540)）を同定した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



（4）プロモーターGUS アッセイにより，同定
した3つの受容体遺伝子の発現部位を解析し
た．すべての受容体遺伝子は根での発現がみ
られ，特に RGFR1 および RGFR2 は根端メリス
テム領域で強い発現が確認された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）受容体の機能を確認するため，同定し
た受容体遺伝子の 3 重変異体（rgfr1,2,3）
を作製した．表現型を観察したところ，3 重
変異体では根端メリステムが縮小し，根が短
くなる表現型を示した．また 3重変異体は外
的に投与したRGFペプチドに非感受性であっ
たことから，この3つの受容体キナーゼがRGF
ペプチドの受容体であることが示された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（6）受容体の変異体中での PLT タンパク質
の分布パターンを観察するため，受容体 3重
変異体に PLT1-GFP および PLT2-GFP を発現さ
せ，根端の観察を行った．その結果，野生株
では正常に形成されているPLTタンパク質の
濃度勾配が，3 重変異体では失われていた．
このことから根端で発現するRGFペプチドが，
3 つの RGF 受容体に直接認識されることで，
PLT タンパク質の分布パターンを調節し，根
端分裂組織の維持を行っていることを示し
た． 
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