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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの小胞体膜結合型転写因子bZIP60が小胞体膜に存在するIRE1による細胞質ス
プライシングにより活性化されることを明らかとした。つまりスプライシングによりタンパク質の読み枠がずれた結果
、翻訳された膜貫通ドメインを持たないタンパク質が核へ移行しBiPに代表される下流の小胞体ストレス応答関連遺伝
子の転写を誘導すると考えられた。さらにIRE1は小胞体で合成される大部分のタンパク質のmRNAを分解することも明ら
かとした。一方、bZIP28の切断にこれまで関与が予想されていたプロテアーゼS1Pが関与しないことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We tried to clarify the activation mechanism of two membrane-bound transcription 
factors of Arabidopsis, bZIP60 and bZIP28; both of them are involved in the ER stress response. We also 
tried to identify the substrate of cytoplasmic splicing catalyzed by IRE1, a sensor molecule of the ER 
stress response. Transcriptomes analysis using microarray and, IRE1 and bZIP60 knockouts indicated that 
bZIP60 locates in downstream of IRE1 signaling. Taken together additional biochemical experiments, we 
concluded that newly synthesized bZIP60 protein loses its transmembrane domain due to the frame shift 
caused by cytoplasmic splicing and then translocates to the nucleus where it activates the expression of 
the ER stress related genes. This finding answered two of our questions, activation mechanism of bZIP60 
and target of IRE1. Another membrane bound transcription factor bZIP28 was found not to be regulated by a 
protease S1P, even though it has been considered to regulate the activation of bZIP28.

研究分野：植物細胞分子生物学

キーワード： 小胞体ストレス　転写因子　シロイヌナズナ　細胞質スプライシング
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１．研究開始当初の背景 
(1) 遺伝子発現制御において中心的な役割
を果たす転写因子の多くはそれ自身が転写
レベルや翻訳後レベルでの制御を受け、その
一部は MTF（Membrane-bound Transcription 
Factor）と呼ばれ細胞膜や小胞体膜に膜貫通
領域を介して結合している。MTF の多くは
様々な刺激に応答して膜に局在する RIP プロ
テアーゼにより、タンパク質レベルで切断を
受け、核へ移行して標的遺伝子を活性化する
と考えられていた。モデル植物シロイヌナズ
ナの約 26,000 の遺伝子のうち 2,000 近くが転
写因子をコードし、その 10％程度が MTF で
あると予測されていた。しかし、植物におけ
る MTF の活性化機構は殆ど明らかで無かっ
た。そうした中、代表者らは小胞体ストレス
応答と呼ばれる細胞応答において働く 2 つの
MTF（bZIP60 及び bZIP28）を同定していた。 
 
(2) 一方、小胞体ストレス応答の中心的なセ
ンサータンパク質である IRE1 を代表者らは
シロイヌナズナから 2 コピー同定、単離して
いた。しかしそれぞれの IRE1 遺伝子を破壊
した植物は殆ど表現型を示さず、他の生物で
IRE1 による細胞質スプライシングにより制
御される遺伝子も不明であった。 
 
２．研究の目的 
上述のように、bZIP60 と bZIP28 の活性化様
式は明らかとなっていなかった。小胞体スト
レス応答で細胞質スプライシングを触媒す
ることで中心的な役割を果たすセンサータ
ンパク質 IRE1 が標的とする mRNA がコード
するタンパク質も不明であった。また小胞体
ストレス応答の研究ではツニカマイシンを
代表とする小胞体内でのタンパク質のフォ
ールディング阻害剤が良く使われるが、これ
ら人工的な薬剤が自然条件を反映している
とは考えにくい。そこで、研究の目的を以下
の４つとした。 
(1) bZIP60 の活性化機構の解明 
これまでに S1P、S2P が bZIP60 の活性化に関
与してないことは明らかとしていた。そこで
他のプロテアーゼの関与を調べる。 
 
(2)bZIP28 の活性化機構の解明 
動物の小胞体ストレス応答に関わる MTF で
ある ATF6 とのアナロジーから bZIP28 は S1P
と S2Pというゴルジ体に局在するプロテアー
ゼにより切断され、活性化されると考えられ
ていたが、その真偽は不明であった。そこで、
bZIP28 の切断が S1P、S2P によるかどうかを
明確にする。 
 
(3)IRE1 の標的の同定 
 IRE1 は酵母では HAC1、動物では ATF6 と
呼ばれる bZIP 型転写因子の mRNA の細胞質
スプライシングを触媒する。その結果これら
の転写因子はアミノ酸の変化により活性化
することが知られていた。しかし、植物の

IRE1 の標的は明らかでは無かったので、その
同定をおこなうこととした。 
 
(4)小胞体ストレスとなる刺激の探索 
小胞体ストレス応答はツニカマイシンなど
の薬剤で惹起することが多いが、小胞体すス
トレス応答を誘導するより生理的な刺激の
探索をおこなった。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子破壊株の利用 
シロイヌナズナの IRE1（ IRE1A および
IRE1B）、S1P、S2P、bZIP60、bZIP28 の遺伝
子破壊株をストックセンターから取り寄せ、
ホモ系統を作出し、ツニカマイシン感受性の
調査、定量的 PCR (qPCR）、マイクロアレイ
などに随時利用した。 
 
(2) qPCR およびマイクロアレイ解析 
qPCR は定法に従っておこなった。マイクロ
アレイ解析は RNA を抽出までを研究代表者
の研究グループで実施し、その後の解析は連
携研究者の嶋田幸久教授との共同研究でお
こなった。 
 
(3)抗体作成とウエスタンブロット 
bZIP60 と bZIP28 の活性化の検出はウエスタ
ンブロットにておこなった。bZIP60 の抗体は
作成済みであったが、bZIP28 については本研
究で作成、精製をおこなった。 
 
４．研究成果 
(1) IRE1-bZIP60 経路の発見 
研究開始時には IRE1 の標的は未定であり、
bZIP60 の活性化機構も不明であった。また、
他の生物とのアナロジーを考慮すれば IRE1
は小胞体ストレス応答に関わると考えられ
たが、少なくとも IRE1 の一重変異体は小胞
体ストレスに対する表現型を示さなかった。
そこで本研究では 2 つの IRE1 遺伝子を二重
に破壊した二重遺伝子破壊株（以下、二重破
壊株）を作成したところ、二重破壊株はツニ
カマイシンに対して感受性を示した（図１）。 

 
図１ 二重破壊株（ire1a/ire1b）のツニカマイ
シンへの感受性 



この結果は、IRE1A と IRE1B の機能が重複し
ていることを示すとともに IRE1 が植物（シ
ロイヌナズナ）においても小胞体ストレス応
答に関わることをしめすものであった。 
 続いて二重遺伝子破壊株の遺伝子発現プ
ロファイルをマイクロアレイにより調べた
ところ、bZIP60 破壊株のそれと非常によく一
致した。このことは bZIP60 が IRE1 の下流で
働くことを強く示唆するものであった。そこ
で bZIP60 の mRNA の構造を詳細に調べたと
ころ、図２に示すようにシロイナズナ bZIP60
の mRNA にヒト XBP1、酵母 HAC１と良く似
た２つのステムループ構造が見られた。 

図２ IRE1 の標的となる転写因子 mRNA に
見られるステムループ構造 

 
以上の結果から bZIP60 は IRE1 による細胞

質スプライシングにより制御されると考え
られた。実際に、IRE1 二重破壊では野生型や
一重破壊株では見られる活性型 bZIP60 タン
パク質が消失する。この現象は細胞質スプラ
イシングにより bZIP60 のフレームシフトが
起こり、その結果分子量の小さなタンパク質
が翻訳されることで説明できる。さらに、フ
レームシフトの結果新しくできた bZIP60 タ
ンパク質は膜貫通ドメインを失う。つまり
bZIP60 は細胞質スプライシングにより、膜貫
通ドメインを消失し、小胞体膜から核へと移
行し、転写因子として機能すると考えられた。
図３にこのモデルの模式図を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 細胞質スプライシングによる bZIP60
の活性化機構（bZIP60s が核へ移行可能） 

 以上の研究成果により研究目的 (1)の
bZIP60の活性化機構の解明と(3)IRE1の標的
の同定が同時に達成された。 
 この結果は、長年植物で不明とされてきた
IRE1 による細胞質スプライシングのメカニ
ズムを明らかとした点で非常に重要な成果
であると考えている。尚、研究代表者らがこ
の成果を論文発表（論文⑥）する 2 ヵ月前に
米国の他のグループが PNAS 誌（引用文献①）
にほぼ同様の論文を発表した。 
 
(2)IRE1 依存的な広範囲な mRNA の分解 
(1)で実施したマイクロアレイの結果を解析
する段階で小胞体ストレス応答により多く
の mRNA が減少することが認められた。しか
し、それらは IRE1 の二重破壊株では殆ど変
化しない。つまり、IRE1 が小胞体ストレス依
存的に広範囲に mRNA を分解していると考
えられた。これらの mRNA の殆どがシグナル
ペプチド、膜貫通ドメイン等をコードしてお
り小胞体で合成されるタンパク質の mRNA
であると考えられた。 
 同様の結果が線虫、哺乳動物でも最近にな
り報告されており、IRE1 は細胞質スプライシ
ングに加えこうした RNA 分解（Regulated 
IRE1 Dependent Decay of RNA: RIDD）の機能
を持つことが明かとなっている。当初、我々
は RIDD の解析を目的とはしていなかったが、
IRE1の機能解析をおこなううちにRIDDの機
能の発見に至り、PNAS 誌に報告することが
できた（論文②）。 
 尚、図１で見られた IRE1 二重破壊株のツ
ニカマイシンへの感受性は bZIP60 破壊株で
は見らない。従って、この感受性は RIDD に
由来すると考えられる。RIDD は小胞体で合
成されるタンパク質の mRNA を分解するこ
とで小胞体へのタンパク質の流入量を減ら
し小胞体への負荷の低減に寄与していると
考えられるが生理的意義については他生物
も含め不明な点が多く、今後の研究課題の１
つである。 
 
(3)bZIP28 の切断への S1P、S2P の関与 
植物（シロイヌナズナ）において S1P および
S2P が bZIP28 の切断に関わることを明確に
示した報告は無かった。そこで bZIP28 抗体
を作成、精製しウエスタン解析をおこなった。
その結果、bZIP28 遺伝子破壊では明確に消失
するシグナルが検出され、bZIP28 タンパク質
を検出できたと結論付けた。このシグナルは
ツニカマイシン処理で分子量が小さくなる
ことからタンパク質レベルで切断されてい
ることも確認された。 
 この抗体を用いて S1Pおよび S2P あるいは
これら２つの遺伝子の二重破壊株を用いて
bZIP28 の検出を行ったところ、S2P 破壊株で
は bZIP28 の切断に異常が見られたが、S1P
破壊株では野生型と同様の挙動を示した。ま
た二重破壊株では S2P破壊株と同様の結果が
観察された。つまり S2P は bZIP28 の切断に



関与しているが S1Pは関与していないと考え
られた。さらに S2P 破壊株では小胞体ストレ
ス関連遺伝子の誘導が抑制され、ツニカマイ
シンに対する感受性も増加したのに対し、
S1P 破壊株では野生型との違いは見られなか
ったことからも、この考えが裏付けられた。 

これまで動物の ATF6 が S1P、S2P で切断
されることから ATF6 同様小胞体膜に局在す
る bZIP28 も S1P、S2P による制御を受けると
されてきたが、本研究の成果により bZIP28
の活性化機構について見なおす必要が生じ
てきた。また、我々の結果は、S2P が bZIP28
の切断に関与することを示すものではある
が、S2P だけでは説明できない。従って、S2P
に加えて bZIP28 の切断に関わるプロテアー
ゼの探索が必要である。この成果については
論文投稿準備中である。 
 
(4)サリチル酸による小胞体ストレス応答の
活性化 
 サリチル酸処理により、小胞体ストレス応
答関連遺伝子が誘導されることが研究代表
者のグループを含む複数のグループにより
報告されていた。しかし、小胞体ストレス応
答の情報伝達の関わり等に関して、必ずしも
統一した見解は得られていなかった。我々は
世界で唯一 IRE1-bZIP60 経路および bZIP28
の活性化を検出できる。そこで、この利点を
利用してサリチル酸処理時に IRE1-bZIP60 経
路と bZIP28 の活性化が起こることを明らか
とした（論文①）。しかし、サリチル酸処理
による小胞体ストレス応答関連遺伝子の誘
導は弱く、誘導される遺伝子も部分的にしか
一致しない。また、サリチル酸がツニカマイ
シンのようにタンパク質のフォールディン
グを阻害するとは考えにくい。つまり、サリ
チル酸が小胞体ストレス応答の情報伝達系
を活性化することは明らかとなったが、それ
に至るメカニズムおよび生理的意義の解析
が今後の課題である。 
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