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研究成果の概要（和文）：本研究では、フザリウムに耐性を持つ品種を探し出し、その品種のトランスクリプト
ームで、耐性に関わると考えられるペプチド候補を探索する。マレーシアの共同研究者グループによって、フザ
リウムへの抗菌性が高い品種と低い品種を選んだ。選抜した品種に、フザリウムを感染させた後、トランスクリ
プトーム解析用サンプルとして全RNAを抽出し、日本で、トランスクリプトーム解析を実施した。特に、抗菌性
が低い品種で高誘導されている26個の分泌性ペプチドをコードする遺伝子に着目し、そのペプチドをフザリウム
に添加することで抗菌活性を調べた。その結果、2個のペプチドで、抗菌活性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we search for varieties that are resistant to Fusarium, and 
search for peptide candidates that are thought to be involved in resistance in the transcriptome of 
those varieties. A group of Malaysian collaborators selected varieties with high and low 
antibacterial properties against Fusarium. After infecting the selected varieties with Fusarium, 
total RNA was extracted as a sample for transcriptome analysis, and transcriptome analysis was 
performed in Japan. In particular, we focused on the genes encoding 26 secretory peptides that are 
highly induced in varieties with low antibacterial properties, and investigated the antibacterial 
activity by adding the peptides to Fusarium. As a result, it was clarified that the two peptides 
show antibacterial activity.

研究分野： ゲノム生物

キーワード： バナナ　抗菌性ペプチド　フザリウム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
バナナは世界中の熱帯地方で栽培されているにも関わらず、バナナの栽培品種は種子ができず、クローンを上次
ぐことで栽培面積を増やしている。そのため、栽培品種は均一化しており、特有の病害や環境ストレスに非常に
弱いストレスを持つことが近年大きな問題になっている。特に、バナナの出荷を不可能にさせるパナマ病あるい
は新パナマ病を引き起こすバナナ型フザリウムは、様々な地域で栽培されているバナナに感染し、絶滅に瀕して
いる品種も存在する。そこで、本研究の目的は、バナナに大きな問題を引き起こし続けているFusarium 
oxysporum（フザリウム）を攻撃する抗菌性ペプチドの候補を見出すことに成功した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
抗菌性ペプチドは、幅広い生物種に見出されるペプチドであり、真正細菌（バクテリア）・真

菌類・ウイルス・ウイロイドに対して活性を持つ抗菌性ペプチドが存在する。植物においても、
抗菌性活性を示すペプチドの探索が盛んにおこなわれている。しかしながら、細胞外に分泌さ
れる抗菌活性ペプチドは、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)に由来しているものが多い。このような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ほとんど進んでいない。そのような中、我々は、
未同定のペプチド性遺伝子の機能に強い興味を持ち、一般に使われている遺伝子予測プログラ
ムを改良して、ペプチド性遺伝子を高確率で推定できる新しい方法を構築した。その後、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、様々な
生理活性に関係するペプチドを見出した。これらの中には、新規の抗菌ペプチドをコードする
ペプチド性遺伝子があることが示唆された。そのため、植物の防御応答ホルモンであるサリチ
ル酸およびジャスモン酸を植物に添加させ、シロイヌナズナの葉の細胞外（アポプラスト）に
分泌する約 400 個のペプチド性遺伝子をトランスクリプトーム解析によって同定し、これらの
ペプチドを人工的に合成し、病原菌に直接投与することで抗菌性ペプチドを探索し。強い抗菌
活性を示すペプチドを見出した実績があった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、世界での生産量が 1 億トンを唯一超える最重要果実のバナナで抗菌性ペプチド

の探索を目指す。バナナは世界中の熱帯地方で栽培されているにも関わらず、バナナの栽培品
種は種子ができず、クローンを上次ぐことで栽培面積を増やしている。そのため、栽培品種は
均一化しており、特有の病害や環境ストレスに非常に弱いストレスを持つことが近年大きな問
題になっている。特に、バナナの出荷を不可能にさせるパナマ病あるいは新パナマ病を引き起
こすバナ型フザリウムは、様々な地域で栽培されているバナナに感染し、絶滅に瀕している品
種も存在する。そのため、バナナは、世界でもっとも、糸状菌に対して抗菌性を示すものが必
要とされている作物種の一つといえる。 
このように、新パナマ病を引き起こす「Fusarium oxysporum f.sp. cubense tropical race 4」は、

現在、使用されている栽培品種に大きな損害を与え続けている。そこで、本研究の目的は、バ
ナナに大きな問題を引き起こし続けている Fusarium oxysporum（フザリウム）を攻撃する抗菌
性ペプチドを同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（ア）バナナの品種の選択、感染実験 

マレーシアの共同研究者グループ（Harikrishna 博士、Teo 博士、マラヤ大学）によって、バ
ナナの原種であるマレーヤマバショウが存在しており、それは、フザリウムの抗菌性が高い品
種であることを見出していた。そして、研究グループが、耐性株として Musa acuminata ssp. 
Malaccensis（マレーヤマバショウ）、感受性品株として Musa acuminata cv. Berangan（ベランガ
ム）を用意した。その後、分担者の近藤がマレーシアのマラヤ大学に滞在し、Teo 博士ととも
に、Fusarium oxysporum f.sp. cubense 
tropical race 4（TR４）を感染させ、感
染後の 96 時間後に、ベランガムのみ
に軽度な感染症状を示すことを確認
した（図１）。 
そこで、二つの株に感染後、48 時間

ごと、96 時間後に、RNA 抽出し、RNA
の Quality をバイオアナライザで確認
後に、Quality スコアが 7 以上の RNA
を利用し、４つの biological replicae で
150bp の PAIR-END の RNA-SEQ 解析
をマクロジェン社で委託した。 
 
（イ）情報解析 
 マレーヤマバショウのゲノムデータは、Banana Genome Hub に登録されている「DH Pahang」
のゲノムを利用した。遺伝子数は、45855 個が登録されているが、100 アミノ酸以下の遺伝子も
約 10％が登録されていたため、ペプチド性遺伝子の登録は十分にされていた。申請者が開発し
た sORFfinder を利用して、遺伝子間領域に存在するペプチド性遺伝子の候補を推定した。TR4
のデータは、JGI の Fungal Genome Resources に登録されているゲノムを利用した。遺伝子数は、
22487 個が登録されていた。 
 RNA-SEQ 解析は、Trimmomatic で Quality が 40 以下で、長さが 36nt のものを取り除いたも
のを利用した。RNA-SEQ のマッピングソフトである HISAT２で二つの全ゲノムに対して、相



同性検索を行った。 
 
（ウ）抗菌性ペプチドの同定 
 病害菌感染によりRNA発言が上昇し
ている120アミノ酸以下のペプチドを
コードしている遺伝子の内、分泌シグ
ナルを有す XX 個の遺伝子に着目し、
先行研究と同じ方法（図２参照）で、
5 アミノ酸重なる 20 アミノ酸の断片
化ペプチドを人工的に合成した。ペプ
チドの抗菌性を調べるために、フザリ
ウムの胞子濃度を血球計算盤で計算
し、1×106個/ml にし、96 穴プレートに 200μl ずつ添加する。それらのプレートには、50µM
になるようにペプチドを添加し、抗菌活性を調べた。 
 
４．研究成果 
 トランスクリプト

ーム解析 
 １条件に対して、４個
のReplicateでRNA-SEQ
解析を行い、バナナゲノ
ムにマッピングした（図
３）。しかしながら、9
割以上の READ がバナナ
ゲノムにマッピングさ
れている一方で、マッピ
ング率が 5 割を切って
いるものも存在した。こ
れらの多くは、コンタミ
を受けている可能性が
あるため、これらのサン
プ ル を 除 去 し 、
Triplicate のデータを
再構築し、cuffdiff で
発 現 誘 導 を 調 べ た
（ False Discovery 

Rate<0.05）。その結果、マレーヤマバ
ショウでは、感染後に時間が経過する
につれて発現変動遺伝子が増加する
ものの、ベランガムにおいては、感染
後 48 時間後に変動した遺伝子は感染
後96時間後も変化がなかった（図４）。
そこで、ベランガムとマレーヤマバシ
ョウ間での遺伝子発現の差を調べる
ために、ベン図を作製した（図５）そ
の結果、マレーヤマバショウと、ベラ
ンガムに特異的な発現があることが
明らかとなった。さらに、それらの発
現を示す遺伝子群がどのような機能
を示すかを Gene Ontology に基づいた
enrich 解析を行った。その結果、ベラ
ンガムにおいては、細胞壁関連や一時
代謝関連の遺伝子が発現誘導してお
り、病原関連遺伝子の発現誘導は少な
かった。一方で、マレーヤマバショウ
においては、病害関連遺伝子が発現誘
導をされており、免疫活性が起きていることが示唆された。このように、マレーヤマバショウ
においては、TR４での免疫誘導が起きており、フザリウムへの抗菌活性が起きていることが示
唆された。 
 
 フザリウムへの抗菌性ペプチドの同定 
 世界中のコロナウイルスの蔓延によって、マレーシアへの渡航が困難になったことから、上

1
2

3
4

5

Nterminal Cterminal分泌ペプチド

20aa

5aa

ペプチド断片

図2.ペプチド断片の構築方法
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図３.バナナに登録されている遺伝子にMappingされたReadの割合
（Ma：マレーヤマバショウ、Be：ベランガム）、Mock：感染前、48hpi：感染後48時間、
96hpi：感染後96時間）



記で見出された分泌性の遺伝子の内、シロイヌナズナにも相同なものがあるもので、26遺伝子
に着目し、フザリウムへの抗菌活性を調べた。その結果、抗菌活性を示す 2つのペプチドを見
出した。そのペプチドをコードする遺伝子の機能解析を今後は実施したいと考えている。 
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