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研究成果の概要（和文）：本研究では，植物成長を制御する新しい細胞間シグナルとして注目の集まる翻訳後修
飾ペプチドホルモンの探索や受容機構などの解明を行なった．局所的な窒素欠乏を他の根に伝えるペプチドホル
モンCEPおよびその受容体CEPRの発見，植物の根の拡散障壁であるカスパリー線の形成に必要なペプチドホルモ
ンCIFの発見，根端分裂組織の細胞分裂活性を制御するRGFの受容体RGFRの同定などの成果が得られた．

研究成果の概要（英文）：Our goal in this project is to uncover the mechanisms by which plant 
development is regulated through identification of novel peptide hormones and their specific 
receptors. In plants, small post-translationally modified peptides constitute the largest group of 
peptide hormones. We explored this type of peptide hormone by in silico gene screening coupled with 
biochemical and functional analysis, which led to the identification of two types of novel peptide 
hormones such as CEP family peptides regulating long-distance nitrogen demand signaling and CIF 
family peptides required for contiguous Casparian strip formation in roots. We also identified 
receptors for RGF family peptides involved in root meristem development.

研究分野： 生物学・植物分子生理学

キーワード： シロイヌナズナ　ペプチドホルモン　受容体キナーゼ　形態形成　環境応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然界における植物は決して最適ではない環境で生き抜くため，種々の巧妙なしくみを進化させてきた．空間的
に不均一な窒素栄養環境下で窒素を効率よく吸収するしくみや，不要な土壌中イオンを流入させないしくみ，根
の幹細胞が安定して細胞を供給する分子メカニズムの解明などは，植物成長の根幹の理解につながる成果であ
る．これらの知見は変転する環境に耐える頑強な植物の作出を可能にし，持続可能な食料生産システムの構築に
貢献する．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 シロイヌナズナゲノムに見出される 35,176 個の全 ORF から，鎖長 50–150 アミノ酸で細胞外
分泌シグナル配列を持つペプチドをコードするものを探すと，1,086 個の ORF がヒットする．
国内外で，この中から新しいペプチドホルモンを探索する試みが行なわれているが，機能が解
明されたのはまだわずかである．単独遺伝子の破壊だけで明確な表現型の表われるものは調べ
尽くされ，新たなアイディアや技術の投入なくしては新しい分子の同定は難しい状況になって
いる．また，既に同定された分子群についても，受容体および細胞内情報伝達機構の解明に向
けて，国際的な競争が繰り広げられている． 
 分泌型ペプチドを構造的特徴から分類すると，大きく 2 種類に分けられる．ひとつは全長が
10 アミノ酸程度で何らかの翻訳後修飾を伴った短鎖翻訳後修飾ペプチドであり，もうひとつは
多数の Cys 残基を介して分子内ジスルフィド結合により安定化された構造を持つシステインリ
ッチペプチドである． 
 植物においてこれまでに見出された分泌型ペプチドホルモンの過半数は，前者の短鎖翻訳後
修飾ペプチドである．申請者は植物で最初の分泌型短鎖翻訳後修飾ペプチドホルモンである
PSK の発見以来，このカテゴリーに属するペプチドに関連する分野で研究を行ない，根端メリ
ステム活性を制御する RGF など新しいペプチドホルモン群の発見，ペプチドホルモンを認識す
る受容体の同定や直接的リガンド結合の証明，新しい翻訳後修飾であるヒドロキシプロリンへ
のアラビノース糖鎖付加の発見やチロシン硫酸化酵素の同定などの成果を挙げてきた． 
 
２．研究の目的 
 本研究は，以下の 3 つの中心的課題の研究を基軸として，植物ペプチドホルモンの分野をさ
らに発展させることを目指した． 
 
（1）新しい短鎖翻訳後修飾ペプチドホルモンの探索．短鎖翻訳後修飾ペプチドホルモンは，前
駆体ペプチドの一部が切り出されて活性型となって細胞外に分泌される．このタイプのペプチ
ドホルモンの前駆体ペプチドには，いくつかの構造的特徴が見られることから，これを指標に，
シロイヌナズナにおいて新規ペプチドホルモン候補群をスクリーニングし，それらの機能解析
を進める．また，翻訳後修飾酵素の欠損株では，当該酵素の基質となっているすべてのペプチ
ドの修飾が行なわれなくなるため，その表現型を手がかりに，これまで見過ごされてきた新し
いペプチドシグナル群の探索を行なう． 
 
（2）ペプチドホルモン群の受容体および情報伝達機構の解析．根端メリステム形成を制御する
RGF など，受容体未知のペプチドシグナル群について，受容体の同定や下流情報伝達機構の解
析を進める．また，機能不明ながら既に成熟型構造が明らかになっているペプチド群について
も，直接的結合を指標として受容体を同定し，その欠損株の表現型から機能を明らかにしてい
く． 
 
（3）ペプチドホルモンの翻訳後修飾酵素の解明．ヒドロキシプロリン残基へのアラビノース糖
鎖修飾について，これに関わる翻訳後修飾酵素を明らかにする． 
 なお，当初の申請書では，ペプチドホルモンのプロセシング酵素の同定や細胞外動態の解析
も計画に含めていたが，前者には動物のプロセシング酵素のホモログ群が関わることが次第に
明らかになり新規性の観点で魅力に乏しいこと，後者では研究の過程でペプチドホルモンの一
部には道管を通って根から葉へ移行するものもあることが明らかになり，全体を一般化して研
究する必要がなくなったことから優先順位を下げ，上記 3 項目に注力することとした． 
 
３．研究の方法 
（1）新しい短鎖翻訳後修飾ペプチドホルモンの探索 
 短鎖翻訳後修飾型ペプチドは約 100 アミノ酸の前駆体ポリペプチドの C 末端付近から翻訳後
修飾を経て切り出され分泌される．この場合，前駆体が分子進化の過程でドメインごとに異な
る選択圧を受けたことに起因する特徴的な配列保存性を示すことに着目する．すなわち，分子
進化の選択圧がかかる成熟型ペプチド部分は高度に配列保存され，機能に関係しない部分には
多くのアミノ酸置換や欠失が蓄積する．この規則性は，多数の植物種における配列を比較する
と検出できる（図 1）．申請者らは機能未知ながらこうしたペプチドシグナル候補を数種類見出
しており，個々の機能解析を進めていく．また，チロシン硫酸化酵素などの翻訳後修飾酵素の
欠損株では，当該酵素の基質となっているすべてのペプチドの修飾が行なわれなくなるため，
その表現型を手がかりに，上記ペプチドシグナル群の機能探索を行なう． 



（2）ペプチドホルモン群の受容体および情報伝達機構の解析 
 細胞外領域が 400 アミノ酸以上（リガンド認識に十分なサイズ）のシロイヌナズナ受容体キ
ナーゼ約 200 種類をタバコ BY-2 細胞を用いて発現させ，膜画分を回収してライブラリー化す
る．根端メリステム形成を制御する RGF など，受容体未知のペプチドシグナル群や，機能不明
ながら既に成熟型構造が明らかになっているペプチド群について，光反応性の誘導体を合成し，
受容体ライブラリーに対する直接的結合を指標として受容体を同定していく．一般的に，受容
体側の遺伝子重複はリガンド側より少ないことが多いので，リガンド側の欠損株が作製できな
い場合でも受容体側の欠損株の表現型が見られれば，リガンドの機能解明に大きなヒントを与
える．受容体が解明されれば，共免疫沈降やトランスクリプトームなどで，下流情報伝達機構
を明らかにしていく． 
 
（3）ペプチドホルモンの翻訳後修飾酵素の解明 
 ヒドロキシプロリン残基へのアラビノース糖鎖転位酵素を，基質ペプチドを固定化したアフ
ィニティークロマトグラフィーで精製する．チロシン残基への硫酸基転移酵素の精製で培った
手法を応用して，植物特有の修飾酵素の同定を目指す． 
 
４．研究成果 
（1）全身的な窒素吸収制御に関わる長距離移行ペプチド CEP とその受容体 CEPR の発見 
 植物は地中から窒素を主に硝酸イオンとして吸収しているが，自然界での硝酸イオンの地中
分布は不均一である．そのため，植物は根の一部が局所的な窒素欠乏になった時に，その情報
を他の根に伝え，相補的に硝酸イオン取り込みを促進させるしくみを持っている．しかし，
systemic N-demand signaling と呼ばれるこの巧妙なしくみの分子メカニズムは解明されていな
かった．我々は，様々な構造的特徴を指標に，シロイヌナズナにおいて複数の新規短鎖翻訳後
修飾ペプチドシグナル候補群を見出していた．そのひとつである CEP（C-terminally encoded 
peptide）ファミリーについて，本研究で確立した受容体発現ライブラリーを用いて直接結合を
指標に受容体を探索した結果，CEP 受容体
（CEPR）が見出され，この受容体を欠損させる
と systemic N-demand signaling が失われること
を明らかにした．すなわち，根の一部が局所的
な窒素欠乏を感知すると分泌型ペプチド CEP
が生産され，道管を移行して地上部の受容体
CEPR に認識される．受容体が活性化されると
その下流で未知の 2 次シグナル（後に CEPD を
同定，下記参照）がつくられ，師管を介して根
に移行し，離れた根での硝酸イオン取り込みを
促進して，窒素不足を補填している（図 2）．こ
の発見は，変動する環境に対する植物の巧みな
適応能力の一端を分子レベルで明らかにしたも
のとして Science 誌に掲載され，当該号の
PERSPECTIVE に解説記事が掲載されるととも
に，Science Signaling 誌の EDITORS' CHOICE で
紹介された． 
 
（2）CEP 受容体下流で葉から根へ長距離移行するペプチドシグナル CEPD の発見 
 ペプチドホルモン CEP は，窒素欠乏時に根で誘導され，道管を通って葉の師部側にある受容
体CEPRに認識されるが，その下流で師管内を根へ移行するポリペプチドCEPD1 およびCEPD2
を，葉の維管束特異的なトランスクリプトーム解析で見出した． CEPD1 および CEPD2 は，葉
の師部のみで CEP 依存的に発現誘導されるが，GFP-CEPD1 を用いて解析すると，葉から根へ
長距離移行することが確かめられた（図 2）．興味深いことに CEPD は葉からすべての根に移行
するが，窒素十分な根のみが応答し硝酸イオン取り込み輸送体の発現を上昇させた．すなわち
植物は特定の根に選択的に情報を送ることはせず，シグナルを受け取った根の判断に任せると



いう方式で情報伝達の方向性を制御していることが明らかとなった．この成果は，長年の謎だ
った全身的窒素要求シグナリングの基本的なメカニズムが明らかにしたものとして，Nature 
Plants 誌に掲載され，当該号の News and Views で紹介された． 
 
（3）カスパリー線の形成に必要なペプチドホルモン CIF の発見 
 配列上の特徴を指標に，新規短鎖翻訳後修飾ペプチドシグナル候補として見出していた 21
アミノ酸硫酸化ペプチドの受容体を，受容体発現ライブラリーに対する網羅的結合解析によっ
て探索したところ，内皮細胞で発現し根の拡散障壁であるカスパリー線の形成に必要であるこ
とが知られていた受容体 GSO1/SGN3 に結合することが明らかとなった．そこで，このペプチ
ドの欠損株を観察したところ，受容体欠損株と同様にカスパリー線が不連続化していたが，ペ
プチド処理によって 6 時間で再び連続化することが確かめられた（図 3）．Casparian strip Integrity 
Factor（CIF）と命名したこのペプチドは根の中心柱で発現し，CIF を欠損する植物は，根のカ
スパリー線に穴があき，
濃度依存的に外界から
イオンが道管に流入ま
たは道管から流出する
ため，至適栄養濃度以外
では成長が阻害される
ことが明らかとなった．
この発見は，植物のイオ
ン恒常性を保つ仕組み
の理解に貢献するとし
て評価され，Science 誌
に掲載され，当該号の
This Week in Science で
紹介された． 
 
（4）ヒドロキシプロリン・アラビノシル化酵素 HPAT の同定 
 ヒドロキシプロリン（Hyp）のアラビノシル化は，細胞壁中に含まれる糖タンパク質や一部
のペプチドシグナルに見出される植物特異的な糖鎖付加修飾である．しかし，Hyp にアラビノ
ースを付加する酵素，Hyp O-arabinosyltransferase（HPAT）は，未だ同定されていなかった．我々
は，シロイヌナズナ培養細胞の膜画分から HPAT をアフィニティー精製し，ゴルジ体に存在す
る膜タンパク質であることを突き止めた．シロイヌナズナに 3 種類ある HPAT 遺伝子を破壊す
ると，胚軸の徒長，細胞壁厚の顕著な減少，花成の促進，葉の老化の促進，および花粉管伸長
の異常などが観察された．この成果は Nature Chem. Biol.誌に掲載され，表紙を飾った． 
 
（5）根端メリステム形成を制御する RGF の受容体の同定 
 RGF 遺伝子は根端の静止中心およびコルメラ幹細胞で特異的に発現し，分泌された RGF ペ
プチドが細胞間を拡散して濃度勾配を形成することにより，下流の転写因子である PLT の発現
パターンを規定して根端メリステムのパターン形成が行なわれる．この RGF ペプチドの受容体
を見つけるために，シロイヌナズナ受容体キナーゼ発現ライブラリーを用いた網羅的結合解析
を行ない，RGF と直接結合する 3 種類の受容体キナーゼ RGFR を見つけ出した．3 種類すべて
の RGFR を欠損した植物体では，RGF に非感受性になるとともに，PLT の濃度勾配が失われ，
根端メリステムの細胞分裂領域が縮小して根が短くなった（PNAS 2016）． 
 
（6）マメ科植物の根粒数制御に関与する CLE ペプチドの構造解明 
 マメ科植物は根粒菌と共生して根粒を形成することにより空中窒素固定を行なっているが，
根粒の数は厳密に調節されている．この調節に関わる遺伝子として CLE-RS 遺伝子が同定され
ていたが，成熟型構造が分かっていなかった．我々は，活性型 CLE-RS2 ペプチドは 13 アミノ
酸からなるアラビノシル化されたグリコペプチドであることを明らかにし，受容体と考えられ
ていた HAR1 に直接結合することも証明した（Nature Commun. 2013）． 
 
（7）アラビノシル化ペプチドの化学合成 
 1,2-cis型グリコシドの合成に有効な立体特異的反応である Intramolecular aglycon delivery法を
応用して，アラビノシル化糖鎖修飾を受けたペプチドシグナル群の化学合成経路を確立した．
天然からはごく微量しか得られない CLV3 や CLE-RS などのアラビノシル化ペプチドの生理機
能解析が可能になった． 
 
 
（8）CLV3 が直接結合する受容体群の同定 
 受容体キナーゼ発現ライブラリを用いて，茎頂メリステム形成に関わるペプチドホルモンで
ある CLV3 がダイレクトに結合する受容体群の解析を行なった．その結果，従来から知られて
いる CLV1 に加えそのホモログである BAM1 に結合したが，もうひとつの受容体として CLV3



シグナリングに関与すると考えられていた CLV2 には結合しないことが明らかとなった．これ
らの結果から，CLV1 と BAM1 が真の CLV3 受容体であり，CLV2 は間接的に CLV3 シグナリン
グに関与する co-receptor である可能性が示された． 
 
 以上のように，本研究では CEP や CIF など 2 種類の新しい短鎖翻訳後修飾ペプチドホルモン
の発見，CEPR や RGFR などペプチドホルモン群の受容体の新規同定，受容体下流情報伝達因
子 CEPD の発見，翻訳後修飾酵素 HPAT の同定を達成しており，研究目的の 3 項目のすべてに
大きな成果を得た． 
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