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研究成果の概要（和文）： 

小胞体と呼ばれる細胞内区画でタンパク質の立体構造に異常が生じると、その情報が核へと伝

わり立体構造形成を助けるシャペロンを動員するために遺伝子の活性化が起こる。この小胞体

から核への情報伝達経路に小胞体膜上にあるセンサータンパク質 IRE1 による細胞質スプライ

シングが関与することを植物で初めて見出した。細胞質スプライシングの結果、膜に結合して

いる転写因子 bZIP60 が活性型となり核へ移行して標的遺伝子の活性化に関わると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
If proteins with abnormal structures accumulate in the intracellular compartment called 
the endoplasmic reticulum (ER), such condition is transmitted to the nucleus causing 
activation of genes for chaperones that assist the correct folding of proteins. We found 
that a sensor protein IRE1 localizing on the ER membrane is involved in cytoplasmic 
splicing as the first report of cytoplasmic splicing in plants. It was considered that 
a membrane bound transcription factor bZIP60 was converted to active form losing its 
transmembrane domain by the splicing and translocated to the nucleus activating target 
genes. 
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１．研究開始当初の背景 
植物をバイオ医薬品などの有用タンパク質
の生産に用いる試みはモレキュラー・ファー
ミングあるいは Plant Made Pharmaceuticals 
(PMP)と呼ばれ、植物バイオテクノロジーの
新しい潮流の１つである。モレキュラー・フ
ァーミングにおいて目的とするタンパク質
の合成の場に小胞体を選ぶ場合、転写、翻訳
レベルを向上させても目的のタンパク質が

期待通りに蓄積しない例が少なくなく、ボト
ルネックの１つとなっている。同様の現象は
動物細胞で外来タンパク質を過剰発現させ
ようという場合にも見られ、その要因として
正しい構造を形成したタンパク質のみを分
泌系に送るための「小胞体のタンパク質品質
管理機構」が破綻することが挙げられる。 
真核生物は品質管理機構の破綻を回避す

るために「小胞体ストレス応答」と呼ばれる
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システムを持つ。具体的には不良タンパク質
が蓄積すると、シャペロン遺伝子の発現誘導
を介したフォールディング能力の増強や小
胞体関連タンパク質分解と呼ばれる不良タ
ンパク質の細胞質への逆輸送とプロテアソ
ームでの分解が起こる。 

ヒトを始めとする動物では、様々な疾患と
の密接な関係などから、小胞体ストレス応答
の分子機構が国内外で盛んに研究され、興味
深い発見が相次いでいた。特に細胞が小胞体
内の不良タンパク質の蓄積を感知し、シャペ
ロン遺伝子の誘導やタンパク質分解機構を
活性化させる情報伝達機構について多くの
知見が報告され、著名な教科書である「細胞
の分子生物学」の第 5版に、この分子機構が
初めて紹介された。酵母では小胞体膜に局在
する IRE1 と呼ばれる受容体型タンパク質キ
ナーゼが RNase ドメインを持ち、小胞体スト
レス応答時には転写因子 HAC1 mRNA のスプ
ラシイングを触媒する。その結果、活性型
HAC1 タンパク質が合成され、小胞体ストレス
応答で誘導される遺伝子の転写を活性化す
る。動物でも IRE1 が XBP1 ｍRNA の細胞質ス
プライシングを触媒するとともに、タンパク
質レベルでの切断により活性化される膜結
合型転写因子 ATF6 も標的遺伝子の発現誘導
に関与する。このように研究開始当初から過
去 10 年余りにおいて、酵母、動物でこの研
究領域が非常に進展していた。 

一方で、植物における小胞体ストレス応答
の分子機構に関する知見は限られていた。研
究代表者らがシロイヌナズナ、イネから酵母、
動物のストレスセンサーである IRE1 ホモロ
グを単離するとともに、シロイヌナズナの小
胞体膜結合型転写因子 bZIP60 が小胞体スト
レス応答に関わることを報告し、米国のグル
ープがやはり膜結合型転写因子である
bZIP28 が小胞体ストレス応答に関わると報
告していたが、動物等と比べると、多くの点
が不明であった。 
 
２．研究の目的 
背景において述べたように植物における小
胞体ストレス応答の分子機構に関わる遺伝
子やその機能については不明の点が多く残
されていた。また植物の小胞体ストレス応答
の生理的な重要性についても殆ど知見が無
かった。 

特に IRE1 は酵母における小胞体ストレス
応答の唯一のセンサーであることから、その
ホモログは植物でも何らかの機能を果たす
ことが予想はされたが、具体的な関与につい
ては不明であった。 

一方、bZIP60 は膜結合ドメインを持つこと
から、動物の ATF6 と同様に小胞体膜に局在
すると考えられた。実際、小胞体ストレス非
存在下では bZIP60 は小胞体膜に局在し、小

胞体ストレスに応じて、切断型と考えられる
低分子量のタンパク質が検出された。動物の
ATF6 は小胞体からゴルジ体へ運ばれた後、
S1P、S2P と呼ばれるプロテアーゼで 2段階の
切断を受けて、N 末側が核へ移行し転写因子
として機能する。シロイヌナズナにも S1P、
S2P ホモログが存在するが、これらの遺伝子
破壊株においても低分子の活性型 bZIP60 が
検出されたことから、bZIP60の活性化にS1P、
S2P が関与しないことが示唆され、bZIP60 の
活性化機構は不明であった。また bZIP60 の
遺伝子破壊株においても複数の遺伝子が小
胞体ストレスにより誘導されることから、
bZIP60 以外の転写因子の存在が示唆された。 

そこで、本研究では、(1)IRE1 の標的遺伝
子の同定、(2)bZIP60 の活性化機構の解明、
(3)bZIP60 以外の転写因子の同定と解析、を
研究目的の中心とした。 
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナの遺伝子破壊株の利用： 
野生型シロイヌナズナに加え bZIP60、bZIP28、
S1P、S2P、IRE1A、IRE1B 遺伝子に T-DNA が挿
入された遺伝子破壊株を、必要に応じて交配
し、二重変異体を作成して実験に用いた。 
(2)小胞体ストレス処理： 
無菌発芽させ液体培地中で 10～14 日間生育
させてシロイヌナズナの芽生えに糖鎖合成
阻害剤ツニカマイシンを最終濃度 5mg/Lとな
るように加え、適当な期間培養した後、サン
プリングを行った。 
(3)bZIP60 タンパク質の検出： 
大腸菌で発現させた bZIP60 により抗体を作
成し、ウエスタン法でタンパク質を検出した。 
(4)遺伝子発現の検出： 
必要に応じ定量的 PCR、ノザンブロット法、
マイクロアレイにより転写産物を検出した。 
(5)細胞質スプライシングの検出： 
耐熱性逆転写酵素を用いた RT-PCR により行
った。 
 
４．研究成果 
(1)IRE1 二重変異体はツニカマイシンに対す
る感受性が亢進する： 
シロイヌナズナに存在する 2 つの IRE1 ホモ
ログ、IRE1A と IRE1B の二重遺伝子破壊変異
体（以下、二重変異体）を交配により作出し
た。ツニカマイシンを含んだ培地において発
芽率を調べたところ、この二重変異体は、野
生型あるいは一重変異体と比べて明らかに
高い感受性を示した。このことから、シロイ
ヌナズナの IRE1 ホモログが小胞体ストレス
応答に関与するするとともに 2つの遺伝子の
機能が冗長であることが明らかとなった。 
(2)IRE1とbZIP60の標的遺伝子の多くが重複
する： 
ツニカマイシン処理有無の野生型と IRE1 二



 

 

重変異体を用いて、マイクロアレイ解析を行
った。ツニカマイシン処理で誘導される遺伝
子の多くの誘導が IRE1 二重変異体では抑制
されていた。さらに、これらの遺伝子の多く
は研究代表者らが bZIP60 変異体を使って以
前に行ったマイクロアレイ解析において誘
導が抑性されていた遺伝子と重複していた。
つまり、IRE1 と bZIP60 が同じ情報伝達系で
機能していることが示唆された。 
(3) IRE1 二重変異体では活性型 bZIP60 が検
出されない： 
ツニカマイシン処理を施した IRE1 二重変異
体からタンパク質を抽出し、ウエスタン法に
より活性型 bZIP60 の検出を行ったところ、
野生型あるいは一重変異体では見られる低
分子量の活性型と考えられる bZIP60 が見ら
れなかった。この結果から IRE1 が bZIP60 の
活性化を制御していることが示唆された。 
(4)bZIP60 mRNAは特徴的なステムループ構造
を取る： 
bZIP60 mRNAの二次構造予測を行ったところ、
HAC1 や XBP1 のスプライシングで保存されて
いる 2つのステムループ構造が見られた。さ
らに興味深いことに、両者のスプラシイング
で保存されている塩基がシロイヌナズナの
bZIP0 およびデータベース上の他の植物の
bZIP60 ホモログにも完全に保存されていた。
このことから bZIP60 mRNA が IRE1 によるス
プライシングを受けることが示唆された（図
１参照）。 

図１ 保存されたステムループ構造 
 
(5) bZIP60 mRNA は IRE1 依存的にスプライシ
ングを受ける： 
in silico の解析から bZIP60 mRNA が 23 塩基
のスプライシングを受けることが示唆され
たため、このスプライシングを検出するプラ
イマーセットを設計し、ツニカマイシン処理
を施した植物から調整した RNA を鋳型に
RT-PCR を行ったところ、目的のサイズの増幅
産物が見られた。さらにこの cDNA 断片をク
ローニングしてシーケンスしたところ予想
した通りの配列を示した。このスプライシン
グはツニカマイシン処理に依存するととも
に IRE1の二重変異体では検出されなかった。
以上のことから、bZIP60 mRNA は IRE1 依存的
にスプライシングを受けることが示された。
(6)スプライシングされた bZIP60 mRNA から
活性型タンパク質が翻訳される： 
スプライシングを受ける前の bZIP60 mRNA か
らは 295アミノ酸からなるタンパク質が翻訳

されると考えられ、スプライシングにより生
じた mRNA からは 258 アミノ酸からなるタン
パク質が生じると考えられた。人工的に膜結
合ドメイン以降を欠落させた活性型 bZIP60
は 216 アミノ酸からなる。この大きさの違い
は 23 塩基のスプライシングの結果フレーム
シフトにより新しい ORFが生じた結果と考え
られた。つまり活性化型の低分子の bZIP60
はタンパク質分解により生じるのでは無く、
IRE1 によるスプライシングの結果生じるこ
とと考えられた（図２参照）。 

図２ 種々の bZIP60 の構造 
bZIP60u：全長型由来 
bZIP60s：スプライシング型由来 
bZIP60ΔC：人工的に作成した活性型 
 
(7)bZIP28 は小胞体ストレス応答に関与す
る： 
小胞体ストレス応答に関わる bZIP60 以外の
転写因子の候補として、膜結合型転写因子
bZIP28 が報告されていた。また、その活性化
には動物の ATF6 と同様に S1P、S2P が関与す
ることも示唆されていた。そこれで、bZIP28、
S1P、S2P の遺伝子破壊株にツニカマイシン処
理を施し、小胞体ストレスで誘導される遺伝
子の発現誘導を定量的 PCR で調べたところ、
野生型と比べてツニカマイシン処理後 2時間
ではその誘導が若干抑制されていた。誘導抑
制が各変異体で同様であったことから
bZIP28 は S1P、S2P によって制御されると考
えられた。しかし、これらの変異体で観察さ
れた誘導抑制は bZIP60 変異体や IRE1 二重変
異体で見られた顕著な抑性ではなく、S1P、
S2Pによって制御されるbZIP28の小胞体スト
レス応答への関与は大きくないと考えられ
た。 
(8)結論： 
シロイヌナズナの小胞体ストレス応答にお
いては、IRE1 が bZIP60 mRNA を切断し、その
結果、活性型の bZIP60 タンパク質が合成さ
れることが明らかとなった。つまり本研究で
掲げた目的(1)、(2)を同時に達成することが
できた。IRE1 による bZIP60 のスプライシン
グは核内のスプライセオソームで起こるス
プライシングとは異なる細胞質スプライシ
ングである。細胞質スプライシングの検出は
植物では初めての例である。bZIP60は HAC1、
XBP1と同様にIRE1により制御されるが、HAC1、
XBP1 の場合はスプラシイングの結果、活性化
ドメインを持った分子量の大きな転写因子
が合成されるのに対して、bZIP60 の場合はス



 

 

プラシイングにより分子量が減少する。また
活性化される前の bZIP60 はすでに活性化ド
メインを持っており、活性化は小胞体膜から
核への移行が可能になることによって達成
される。つまり、植物の IRE1 による制御に
は酵母、動物と共通している部分がある一方
で、植物独自の機構があることが明らかとな
った。この成果は、植物の小胞体ストレス応
答の分子機構の解明における大きな前進で
ある。目的(3)に関しては、bZIP28 が S1P、
S2P により制御され、IRE1-bZIP60 とは独立
して、小胞体ストレス応答に有る程度関与す
ることを明らかとした。しかし、小胞体スト
レス応答を制御する他の転写因子の存在が
強く示唆され、新たな研究課題となった。 
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