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研究成果の概要（和文）：現在、多数の生物種のゲノムが決定されつつあるが、100アミノ酸以下のタンパク質
をコードする短い遺伝子(ペプチド性遺伝子)をの機能解析がほとんど進んでいない。本研究の目的は、分子機能
がしられていないペプチド性遺伝子の新しい機構を明らかにすることである。申請者は、シロイヌナズナのゲノ
ム上で、遺伝子が存在しないと考えられているゲノム領域に、多数のペプチド性遺伝子を推定した。その中で、
過剰発現すると、ストレス耐性を示すものを見出した。そこで、機能的役割を明白にしやすいものに絞って、ペ
プチド性遺伝子が関わる生理活性シグナルと、その生理活性シグナルへ伝達する経路を明らかにすることを目標
とする。

研究成果の概要（英文）：Currently, the genomes are determined in many species but molecular function
 of small coding genes (<100aa) tend not to have any molecular functions. We inferred a large number
 of candidates of small coding genes in the intergenic region of Arabidopsis thaliana. Some of novel
 small coding genes show stress tolerance on overexpressed transgenic plants. To clarify the 
physilogical signals involved in such the genes, we try to examine molecular functions of novel 
small coding genes.

研究分野：ゲノム生物

キーワード： シロイヌナズナ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、ペプチド性遺伝子にコードされるペプチドが、新しい生理活性物質として、農業に利用するた
めの基盤研究にもなる。これらのペプチドを利用すると、遺伝子組み換え技術を利用しない、新しい農業革命に
つながる可能性があり、応用研究への意義も高い。また、本研究は、植物だけでなく、全ての生物のゲノムに同
定されずにいるペプチド性遺伝子の重要性を把握することに繋がる。ペプチド性遺伝子が、ヒトや動物への新し
い治療薬として役に立つ可能性もあり、基礎的な意味でも本研究を推進する意義は高い。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在、多数の生物種のゲノムが決定されつつあるが、100 アミノ酸以下のタンパク質をコード
する短い遺伝子(ペプチド性遺伝子)を正確に予測することが困難であるため、ペプチド性遺伝
子の機能解析が進んでいない。ところが、近年、遺伝子がないとされていた領域に、ペプチド
性遺伝子が存在し、生物にとって必須な機能を持つことが見出されている。そこで、申請者は、
ペプチド性遺伝子を推定することに特化した方法を開発した。現在、この方法は、ペプチド性
遺伝子を同定するために最も精度の高い方法であるという評価を受けている。この方法を用い
て、申請者は、植物のモデル生物種であるシロイヌナズナで、約 8000 個のペプチド性遺伝子
領域を予測した。さらに、シロイヌナズナの 20カ所の組織および 22個の環境条件でトランス
クリプトーム解析を実施した。その結果、3000-5000個の短い遺伝子がなんらかの組織・環境
条件で発現していることを明らかとした。この発現データを利用し、広範囲の組織において発
現、あるいは、組織特異的、環境特異的に発現している、約 1000 個のペプチド性遺伝子に着
目し、過剰発現体を構築した。その結果、約 10%（91/900）のペプチド性遺伝子で、異常な形
態形成あるいはストレス耐性を示すものを見出した。異常な形態形成/ストレス耐性を示す割合
は、既存の遺伝子を無作為に選び、過剰発現体を構築した場合(1。7%)に比べ、6倍以上高い割
合であることから、既知の遺伝子に比べても、形態形成/ストレス耐性に関わる遺伝子が多数存
在することを示唆している。また、遺伝子として登録されているペプチド性遺伝子の中でも、
7割以上は遺伝子機能が予測されていないことが明らかにとなっている。 
 
２．研究の目的 
そこで、本研究では、ストレス耐性試験の内、乾燥耐性、高温耐性、塩耐性を過剰初体で調べ
ているが、塩耐性を示すペプチド性遺伝子が 9個と多かった塩ストレス耐性に着目し、塩スト
レス耐性を示すペプチド性遺伝子が、どのように生理活性を引き起こすかを調べた。 
 
３．研究の方法 
塩ストレス耐性試験 
9 個の塩ストレス耐性を示した過剰発現体は、200mM の濃度の NaCl を含む Murashige-Skoog 培
地で生育させ、生存率を調べている。そこで、塩ストレス耐性を調べるために根の伸長により
評価し、150ｍM の濃度の NaCl を含む Murashige-Skoog 培地で生育させ、塩ストレスに対する
耐性を観察した。その結果、AT5、AT12、AT13、AT23 の四つの遺伝子を候補として同定した。 
AT13 遺伝子の塩ストレスによる反応 
 遺伝子候補になった四つの遺伝子は、いずれも塩ストレス環境下では発現変動が高い遺伝子
であった。そこで、もっと発現変動が高い遺伝子である AT13 に絞って塩ストレス環境での発現
変動を比較した。AT13 遺伝子は、既知の防御機構を推進する ProPEP ファミリーと高い相同性
を持つ遺伝子であった。そのため、AT13 の発現変動と ProPEP ファミリーに属する遺伝子と比
較した。 
ペプチド添加試験 
 ProPEP ファミリーに属するペプチド性遺伝子は、細胞外に分泌し、ホルモン様の機能を示し、
ペプチド添加で生理活性を引き起こすことが知られている。そこで、AT13 ペプチドの断片化し
たものを人工的に構築し（SIGMA（http://www.sigmaaldrich.com）に発注した）、それを植物に
添加し、塩耐性を付与できるかを調べた。さらに、ペプチド添加によって塩耐性が付与させた
植物体と、AT13 遺伝子を過剰に発現させた形質転換体のトランスクリプトーム解析を行い、ペ
プチド投与による発現変動と遺伝子を過剰に発現させたことによる発現変動が類似しているか
を調べた。さらに、AT13 の発現を抑制させた形質転換体では、野生型と比べて塩耐性に感受性
になるか、あるいはペプチドを添加することによって AT13 遺伝子の機能を相補できるかの確認
を行った。 
AT13 のシグナル経路の探索 
 ProPEP ファミリーに属するペプチド性遺伝子は、PEPR1 あるいは PEPR1 の２つの 膜貫通型
Kinase 遺伝子に結合して、シグナルを発動させていることが知られている。そこで、AT13 にコ
ードされるペプチドがどちらに結合するかを調べるために、PEPR1 および PEPR2 のどちらかの
遺伝子欠損体に添加し、塩ストレス耐性をペプチド添加によって付与されるかを調べ、AT13 に
よるシグナルが PEPR1 あるいは PEPR2 のどちらか介しているかを確認した。 
 
４．研究成果 
塩ストレス耐性試験 
9 個のペプチド性遺伝子を過剰発現させた形質転換体では、野生型植物よりも 2 倍以上高い生
存率を示した。塩ストレス耐性におけるこれらのペプチド性遺伝子の効果をさらに評価するた
めに、塩分ストレス条件下で過剰発現体のホモ体（T3世代）で根の成長を評価した。その結果、
AT5、AT12、AT13、および AT23 を過剰に発現させた形質転換体で、一次根の長さが WT 植物より
も 1.5 倍以上長いことを示した（P 値<0.05, 図１）。トランスクリプトームデータでは、これ
らの 4つの遺伝子が他の９個のペプチド性遺伝子よりも塩ストレスに応答して高いレベルの誘
導を持っていることを示していた（P値= 0.003）。そこで、 4 つのペプチド性遺伝子の中で、
塩ストレスに応答して最高の誘導（> 100 倍）を示している AT13 に着目した。 AT13 の過剰発



現体（AT13-ox）と野生型植物（WT）を比較する液体培養ベースの塩ストレス耐性（150 mM NaCl）
を実施すると、AT13-ox 植物は WT 植物よりも高い塩耐性を示した（図２A）。さらに、AT13-ox
および WT 植物のクロロフィル含量を測定すると、AT13-ox 植物のクロロフィル含量は WT 植物
よりも有意に高いことが示された（図２B）。 14 日間にわたる WT および AT13-ox 植物の根の成
長の経時的評価により、14 日目までに植物間の有意差も明らかになった（図２C）。すなわち、
AT13 がシロイヌナズナの塩分ストレス耐性に重要な役割を果たすという可能性が考えられた。 
 

 
 
AT13 遺伝子の塩ストレスによる反応 
AT13 と高い相同性を示す AtPROPEP の
遺伝子ファミリーにおいておも、塩ス
トレス下で誘導を受けているかを調
べるために、ｑRT-PCR 法で、塩ストレ
ス下での遺伝子誘導を調べました。そ
の結果、AtPROPEP の遺伝子ファミリー
の中で、AT13 が最も高い誘導を受けて
いることを明らかにしました（図３）。
この結果は、AT13 が塩分ストレス耐性
の誘導に重要な役割を果たすという
仮説を支持する。 
 
ペプチド添加試験 
 AT13 によってコードされるペプチド
が塩分ストレス耐性で機能的役割を果
たすかどうかを判断するために、さまざ
まな合成ペプチドフラグメントを適用
し、液体培養ベース下で塩耐性ストレス
を評価しました。さまざまな合成ペプチ
ドの構造を図４A に示す。 AT13 内の機
能領域を特定するために、15 アミノ酸の
重複領域を持つペプチドフラグメント
（約 30 アミノ酸）を合成し、植物の処
理に使用した。その結果、AT13-5 ペプチ
ドフラグメントで処理した場合のみ、塩
分ストレス耐性を示した（図４B）。さら
に、AT13-5 で処理した実生のクロロフィル含有量は、未処理の対照または他のペプチド断片で
処理した実生よりも有意に高かった（図４C）。 
 AT13 ペプチドで植物を処理すると、AT13-ox 植物で観察された表現型と同様の表現型が得ら
れた。したがって、AT13-ox、AT13-5 ペプチド処理によって類似された遺伝子群が誘導されて
いるかを調べた。その結果、アップレギュレートされた遺伝子とダウンレギュレートされた遺
伝子の両方は、過剰発現植物およびペプチド処理植物で有意な線形相関を示し（r = 0。65、P
値= 2。0×10-21）、両方の植物セットで同様の遺伝子セットが発現変動していることを明らか
にした（図５）。この結果は、AT13-5 ペプチド処理がゲノムレベルで AT13-ox と同様の効果を
持つことを示している。 
 図６で示すように、AT13 の発現を抑制させた RNAi 植物は、125 mM NaCl 下で生育させると強
い塩感受性の表現型を示す。そこで、合成 AT13-5 ペプチドを適用することにより AT13 RNAi
植物を相補する能力を調べた。その結果、RNAi 植物に 100 nM の AT13-5 ペプチドで処理すると、
RNAi 植物の塩感受性表現型が相補され、これらの植物は非処理植物と比較して塩分ストレス耐
性を示した（図 6）。この結果は、AT13 ペプチドが塩分ストレス耐性の誘導に不可欠であること
を示している。 



 
AT13 のシグナル経路の探索 
AT13 ペプチドによる処理によって付与される
塩ストレス耐性が、PEPR1 または-2 との同様の
相互作用に依存しているかどうかを解明するた
めに、単一または二重の遺伝子欠損体植物を使
用して塩ストレス耐性を調べた。はじめに、
PEPR1 および-2で塩感受性を示すかを調べた。
その結果、単一あるいは二重の遺伝子欠損体全
てで、塩感受性を示した。そこで、AT13 ペプチ
ドを 125 mM NaCl ストレス条件下でこれらの変異体に適用すると、PEPR2 単一変異体のみが塩
分ストレス耐性を示し、pepr1 と二重変異体の両方が塩分ストレスに対する感受性を示した。
これらの結果は、AT13 ペプチドと PEPR1 の間のシグナル経路が塩分ストレス耐性に重要な役割
を果たすことを示している。したがって、塩分ストレス耐性は、 AT13 ペプチドと PEPR1 の間
の共有経路によって誘導されると考えられた。 

 
今後の展望 
 本研究では、過剰発現で生理活性を誘導するペプチド性遺伝子を見出した後、人工合成した
ペプチドを用いてペプチド添加試験を行い、塩耐性を誘導するペプチドの発見に至っている。
このようなスクリーニング方法で、過剰発現で生理活性を示すペプチド性遺伝子の中から様々
な生理活性を誘導されるペプチドを同定できると期待できる。 
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