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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの熱ショック転写因子（Hsf）A1dおよびA1eはストレス耐性獲得に重要であ
るHsfA2の発現を制御している。本タンパク質の活性化機構を明らかにすることで、植物のストレス応答機構に関する
重要な知見が得られるのではないかと考え、本研究ではスプリットユビキチン法をベースとした酵母ツーハイブリッド
法によりHsfA1d/A1eの転写活性化に関わるタンパク質の単離・同定を試みた。しかしながら、擬陽性が多く同定には至
らなかった。そこで大腸菌BiFC法による単離を行った。その結果、多数のポジティブクローンが得る事ができ、そのう
ちのいくつかはこれまでに熱耐性に関わる事が報告されていた。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis heat shock transcription factor (Hsf) A1d and A1e regulate the express
ion of HsfA2 which plays an important role in responses and adaptations to stress.  Elucidation of activat
ion system of HsfA1d and A1e proteins will help to clarify the stress response system of plants.  In this 
study, I tried the isolation and identification of HsfA1d-interacting protein by the cytosolic yeast two-h
ybrid system, which is based on the split-ubiquitin technique.  However, I did not identify them.  Therefo
re, I attempted to isolate the HsfA1d-interacting protein by Escherichia coli bimolecular fluorescence com
plementation.  As a result, many positive clones were obtained.  It has been reported that some of these c
lones were involved in thermotolerance.
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１．研究開始当初の背景 
 熱ショック転写因子（Hsf）は真核生物全
般に広く保存され、ストレス応答に重要であ
る。ヒトや線虫、酵母には 1〜4 つの Hsf が
存在する。それに対して、高等植物では 20
以上ものホモログが存在し、構造の違いから
クラス Aから Cの 3クラスに分類され、さら
にそれらは細かく分類されている（図 1）。 

この事実は移動の自由を持たない植物が、強
光、乾燥、塩、高温など複合的な激しい環境
変化（ストレスと呼ぶ）に適応し生き残るた
め、動物と比べ複雑な遺伝子発現調節機構を
持つことを反映するものと考えられている。 
 申請者らは植物の酸化的ストレス応答を
解析する過程でシロイヌナズナより HsfA2 
を単離し、その機能解析を行ってきた。その
結果、①HsfA2 は酸化ストレス付与後わずか
15 分以内に発現が誘導され、②熱ショックタ
ンパク質（Hsp）だけでなく、種々の防御関
連遺伝子の発現を制御し、③HsfA2 過剰発現
は植物に著しいストレス耐性能を付与する
ことから、HsfA2 は酸化的ストレス耐性能の
獲得に寄与する重要な転写因子であること
を 明 ら か に し た (Plant J.2006, Plant 
Physiol. 2008, Plant Signaling Behav.2008, 
Biosci. Biotechnol. Biochem.2009)。 

さらに HsfA2 の発現制御機構について解析
を行った結果、26S プロテアソームおよび
Hsp90 が関与しており(Plant Cell Physiol. 
2010)、HsfA2 のプロモーター解析から Hsf 認
識配列である熱ショックエレメントが HsfA2
のストレス応答に必須であることを明らか
にし、HsfA1d および HsfA1e が HsfA2 の発現
を制御していることを突き止めた(Plant 
Cell Physiol. 2011, 図 2)。 
 
２．研究の目的 
 我々を含めた国内外の研究により、
HsfA1d/A1eはシロイヌナズナのHsfを介した
ストレス応答のマスターレギュレーターで
あることが明らかになりつつある。
HsfA1d/A1e は通常条件下で発現しており、
Hsp90 との結合により不活化されている。ス
トレス下では Hsp90 と解離し、活性化を受け
標的遺伝子を誘導していると考えられる。動
物では不活化は同様のメカニズムが、活性化
にはHsfのリン酸化などのタンパク質の修飾
が関与していることが明らかになっている。
しかしながら、HsfA1d/A1e の活性化に関わる
タンパク質など分子メカニズムは不明であ
る。そこで本研究は HsfA1d/A1e 活性化機構
を明らかにする事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 酵母ツーハイブリッド（Y2H）法により
HsfA1d/A1e と相互作用するタンパク質の単
離・同定を試みた。しかし HsfA1d/A1e を bait
とした場合、転写活性化因子である
HsfA1d/A1e がレポーター遺伝子の発現を誘
導するため、一般的な Y2H 法では擬陽性のク
ローンが多数生じる事が推測された。そこで
本研究では転写因子と相互作用するタンパ
ク質の単離・同定が可能であるスプリットユ
ビキチン法をベースとした Y2H 法により、先
ず構成的に発現している HsfA1d と相互作用
するタンパク質のスクリーニングを行った。
一方、これまでに植物の熱応答にカルシウム
（Ca2+）シグナルが関与することが報告され
ている。このことから HsfA1d/A1e を介した
HsfA2 の誘導に Ca2+シグナリングが関わって
いる事が推測されたため、HsfA2 の熱ストレ
ス応答へ及ぼす種々の Ca2+シグナリング阻害
剤の影響についても解析した。 
 
４．研究成果 
 スプリットユビキチン法を応用したY2H法
により、HsfA1d と相互作用すると思われる
12 個のクローンを得る事ができた。しかしな
がら、これらのクローンとの相互作用を再度
検定したが、相互作用は認めらなかった。従
ってこれらのクローンは擬陽性であると判
断した。以上のことから、真核生物である酵
母を用いたY2H法では転写因子と相互作用す
るタンパク質を単離することは困難である
と判断した。そこで次に原核生物である大腸
菌 を 用 い た Bimolecular fluorescence 

 

図２ HsfA1d/A1e を介したシグナル伝達 

経路の模式図 

 

図１ シロイヌナズナHsfホモログの構造 



complementation（BiFC）法により検討を行
った（図 3、4）。 

 77,500 クローンに対してスクリーニング
を行った結果、蛍光を示すコロニーが 970 個
得る事ができた。BiFC 法は発現量が多いと擬
陽性が生じる事が多いことから、本法でも擬
陽性が多く含まれる事が示唆された。しかし
ながら、これまでに熱ストレス耐性に関わる
ことが報告されている核タンパク質をコー
ドするクローンが 3 つ単離されたことから、
本タンパク質が HsfA1d の活性化の制御に関
わっている事が考えられる。今後、pull down 
assay などにより相互作用の検証を行う必要
があることから、抗HsfA1d抗体を作成した。
今後、pull down 法による検定や遺伝子破壊
株を用いた in vivo での HsfA1d との相互作
用について解析する予定である。 
 また、最近 HsfA1d のシステイン残基のレ
ドックスが転写活性化能の制御に関わって
いることが報告された。そこでネイティブお
よび2つのシステイン残基をセリンに置換し
た変異型 HsfA1d リコンビナントタンパク質
を作成し、ゲルシフトアッセイを行った結果、
どちらのタンパク質も熱ショックエレメン
トに結合した。このことから、レドックスが
シス配列への結合に関与するのではなく、
HsfA1d と基本転写因子との結合に関与して
いる事が推測された。また Hsp90 と HsfA1d
の結合にこれらのシステイン残基は関わっ
ていないことが明らかになった。 
 HsfA2 の熱応答へ及ぼす種々の Ca2+シグナ
リング阻害剤の影響を解析したところ、

HsfA2 の応答は抑制された。また Ca2+結合タ
ンパク質であるカルモジュリン 3(CaM3)が熱
応答に関わることから、HsfA2 の発現にも関
与していると考え、CaM3 遺伝子破壊株の単離
と、その植物での HsfA2 の熱応答を解析した
ところ、HsfA2 の熱応答は野生株と比較して
抑制されていた（図 5）。現在、CaM3 と HsfA1d
との関係について解析を行っている。 

 さらに Ca2+シグナリングの関与について解
析する過程で新規のHsfA2の誘導機構につい
て解析した。その結果、HsfA4c は HsfA1d/A1e
とは独立して制御に関わっている事が明ら
かになった。 
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図４ BiFC 法によるスクリーニング 

 

図３ BiFC 法の原理 
2 つに分割した蛍光タンパク質と目的のタ
ンパク質および調べたいタンパク質を連
結させる。これら 2つのタンパク質が相互
作用した場合蛍光が回復する事を利用し
た方法。 

 

図５ CaM3 遺伝子破壊株の単離と HsfA2

の熱応答 
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