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研究成果の概要（和文）：本研究では、シロイヌナズナにおいて亜鉛恒常性維持に重要な機能を持つ転写因子
bZIP19とbZIP23に着目した。亜鉛欠乏時にこれら転写因子が制御する下流因子を調べるために、定量プロテオー
ム解析手法としてiTRAQ解析やSRM解析などを行ったところ、いくつかの亜鉛輸送体や分泌ペプチドなどがbZIP19
とbZIP23により制御されていることが示された。bZIP19とbZIP23は同じ機能をもつと信じられていたが、本研究
により異なる遺伝子の発現を制御することが示された。さらに、分泌ペプチドが亜鉛恒常性維持に重要な役割を
もつことが示唆されている。

研究成果の概要（英文）：To avoid lethal depletion of cellular Zn, plants modulate the molecular 
mechanism of Zn homeostasis. To explore the genes that participate in Zn homeostasis under 
Zn-deficient condition, we have performed iTRAQ-based quantitative proteomics using microsomal 
proteins from the roots of A. thaliana wild-type and bzip19 mutant. Through this analysis, it has 
revealed that expressions of several Zn transporters and defensin-like proteins were regulated by 
bZIP19 and bZIP23. This result has supported by selected reaction monitoring analysis. Also, it had 
showed that bZIP19 and bZIP23 independently regulate their own target genes to adapt to Zn-deficient
 condition, although it has reported that they have redundant functions on the regulation of Zn 
transporters in a previous report. Furthermore, it has suggested that the defensin-like proteins 
contribute to Zn homeostasis.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景	
	 亜鉛は多くの酵素の構造や機能を維持す
るために不可欠であり、植物の生育に必須
の微量栄養元素である。本研究で用いる野
生型シロイヌナズナは、亜鉛十分培地（Zn+）
で生育した場合と比較して、亜鉛欠乏培地
（Zn-）では根の成長が 70％程度に阻害され
る。亜鉛欠乏時の根では、亜鉛輸送体の発
現量が上昇することも明らかにしている。
研究代表者は、亜鉛欠乏による根の成長阻
害が10％程度と著しい bzip19変異体を単離
している。また定量的なプロテオーム解析
を行った結果、bzip19 変異体ではいくつか
の亜鉛輸送体の発現量が上昇しなかった。
これらの結果と過去の報告から（Assunção	
et	al.,	PNAS,	107,	p10296,	2010）、bZIP19
は亜鉛欠乏時に亜鉛輸送体のプロモータ領
域に存在する ZDRE モチーフに結合し、その
発現量を上昇させる転写因子として機能す
ると考えられる。さらに Assunção	らは、
bZIP19 と bZIP23 は相同性が高く、機能的に
重複していると報告している。申請者が行
った解析では、確かに bzip23変異体も亜鉛
欠乏感受性を示したが、弱い表現型であっ
たことから、bZIP19 が亜鉛輸送体の発現量
を調節する主な転写因子と考えている。	
	 bZIP19 と機能的に相同な因子として、酵母
では ZAP1 の研究が進んでいる。本研究課題
を立案する上で重要なポイントは、ZAP1 が亜
鉛結合領域（Zinc	finger	motif）を持ち、
転写因子自身が亜鉛欠乏センサーとして働
くことである（Bird	et	al.,	EMBO	J.,	22,	
p5137,	2003）。それに対して、bZIP19 の分子
量はZAP1の半分程度であり、少なくともZinc	
finger	motif はない。そこで本研究は、（仮
説 1）bZIP19 自身が亜鉛欠乏センサーとして
働くのか、（仮説 2）異なる亜鉛欠乏センサー
や発現調節に関わる調節因子と複合体を形
成し、下流に位置する亜鉛輸送体の発現制御
を行っているのかを明らかにする。さらに
（仮説 3）亜鉛欠乏センサーが bZIP19 とは直
接相互作用しない可能性も考慮し、その探索
を行う。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、植物において未だに発見され
ていない亜鉛欠乏を感知するセンサータン
パク質の同定とその機能解析に取り組む。申
請者は、変異体解析や定量プロテオーム解析
の結果から、転写因子 bZIP19 が亜鉛欠乏時
の亜鉛恒常性維持に重要な役割を持つこと
を明らかにしている。そこで、bZIP19 自身ま
たはその相互作用タンパク質が亜鉛欠乏セ
ンサーとして働く可能性を考えている。さら
に直接相互作用しない因子がセンサーであ
る可能性も考慮して研究を計画する。	
	
３．研究の方法	
（1）bZIP19 の亜鉛結合領域の有無の決定	
	 bZIP19 には亜鉛が結合する可能性のある、

システインとヒスチジンリッチな配列があ
る。そこでこの配列に亜鉛が結合するかどう
かを、bzip19 変異体を用いた機能相補解析、
大腸菌で発現した精製 bZIP19 タンパク質へ
の亜鉛結合量をドットブロット解析または
元素濃度測定装置 ICP-OES による測定、亜鉛
固定化カラムへの結合解析により明らかに
する。	

・	 （2）bZIP19 との相互作用タンパク質の同定	
	 bZIP19 と直接相互作用するタンパク質に
は、亜鉛欠乏センサーまたは機能調節因子が
含まれると考えている。このため、免疫沈降
実験を行う。	

・	 （3）bZIP19 と相互作用する因子の解析	
	 bZIP19 が亜鉛欠乏センサーとして機能す
る場合は、相互作用する因子は bZIP19 の機
能調節因子の可能性がある。このため変異体
解析と、蛍光タンパク質を用いた細胞内局在
解析を行う。bZIP19 以外のタンパク質が亜鉛
欠乏センサーとして機能する場合は、これら
の解析に加え「bZIP19 の亜鉛結合領域の有無
の決定」に記した実験も行う。	

・	 （4）bZIP19 が発現制御する遺伝子の機能解
析	

・	 	 以上の解析は転写因子 bZIP19 自身または
その上流で機能する因子の探索および機能
解析であるが、bZIP19 が発現を制御する下流
の因子についても機能解析を行う。野生型シ
ロイヌナズナ Col-0 および bzip19 変異体を
用いて定量的なプロテオーム解析を行い、そ
こから発現を制御する因子を同定し、その機
能について解析を行う。	
	
４．研究成果	
（1）bZIP19 の亜鉛結合領域の有無の決定	
	 bZIP19 には亜鉛が結合する可能性のある、
システインとヒスチジンリッチな配列があ
る。bzip19変異体は亜鉛欠乏条件下において
著しい生育阻害を示すことを指標に、システ
インとヒスチジンリッチな配列を欠損した
変異型 bZIP19配列を bzip19-1変異体に導入
し、その表現型が回復するかどうかを調べた。
しかし変異型 bZIP19 の mRNA は検出されず、
分解されていると推察された。このため
bzip19-1 変異体の表現型が亜鉛欠乏条件下
で回復する事も無かった。また、同じ配列を
大腸菌に導入し、精製 bZIP19 タンパク質へ
の亜鉛結合量をドットブロット解析または
元素濃度測定装置 ICP-OES により測定するこ
とを計画したが、同様に bZIP19 タンパク質
が発現することは無かった。以上のことから、
変異型の bZIP19	mRNA またはタンパク質は、
転写後制御あるいは翻訳後制御により分解
されていることが推察され、本実験を遂行す
ることが困難である事が明らかとなった。	
（2）bZIP19 との相互作用タンパク質の同定	
	 bZIP19 と直接相互作用するタンパク質に
は、亜鉛欠乏センサーまたは機能調節因子が
含まれると考え、免疫沈降実験を行った。こ
の実験では、bZIP19 に 2 種類のタグ（GFP と



FLAG）を付加した融合タンパク質を bzip19
変異体において発現するシロイヌナズナ形
質転換体を作製し、変異体の表現型が回復す
ることを確認した。なお、プロモータは
bZIP19の自己プロモータおよび35Sプロモー
タを用いた。自己プロモータを用いた場合、
発現量の低さから、bZIP19 自身が同定される
事は無かった。一方、35S プロモータを用い
た場合は bZIP19 が同定され、相互作用因子
の候補を複数得ることが出来た。このうち、
亜鉛結合領域を含む C2H2-like	zinc	finger	
protein に着目し、この T-DNA 挿入変異体を
SALK 研究所より取り寄せて解析を進めた。ホ
モラインを得た後、表現型観察を行ったが、
亜鉛欠乏培地において野生型とまったく同
様の生育を示したことから、亜鉛欠乏のセン
サータンパク質としては機能していないこ
とが明らかとなった。bZIP19 と相互作用する
センサータンパク質が存在する場合、その結
合力が弱い、あるいは瞬間的な結合である可
能性を考え、架橋剤 DSP を使って bZIP19 と
センサータンパク質を架橋した状態で同定
することを試みたが、亜鉛結合領域を含む有
力な候補を得ることはできなかった。	
（3）bZIP19 と相互作用する因子の解析	
	 以上、（1）と(2)の結果から、(3)の実験を
遂行するには至らなかった。	
（4）bZIP19 が発現制御する遺伝子の機能解
析	
	 当初の目的であった bZIP19 の相互作用因
子は同定するに至らなかったが、bZIP19 およ
びそのホモログである bZIP23 の機能解析を
実施し、論文を報告することができた（Inaba	
et	al.,	Plant	J.,	2015）。研究代表者はシ
ロイヌナズナ野生型 Col-0 および bzip19-1
変異体を用いて定量的なプロテオーム解析
（iTRAQ 解析）を行ったところ、亜鉛十分条
件に比べて亜鉛欠乏した根では最大で 30 倍
以上も上昇する 3種類の分泌ペプチドが同定
された。また bzip19-1 変異体では、亜鉛欠
乏状態であってもこれらのペプチドの発現
量は十分上昇しなかった。iTRAQ 解析は発現
が変動するタンパク質を探索する上で有効
な手段であるが、定量性は高くない。そこで、
より定量性の高い SRM 法を用い、これらの分
泌ペプチドが亜鉛欠乏に応答するか、また
bzip19-1 変異体では発現が抑制されている
かを調べた。SRM 法では、タンパク質をトリ
プシン消化した時に生じるペプチド断片の
うち、質量分析計により検出される配列を選
択する。このペプチドを化学合成し、このと
き安定同位体ラベルしておくことで、内生の
分泌ペプチド由来のペプチドとはアミノ酸
配列が同一であるが質量は異なるために、質
量分析計内において別々に検出することが
可能となる。すなわち、内部標準として用い
ることが出来ることから、対象となるタンパ
ク質の絶対量をより高い定量性で測定する
ことが可能な手法である。この解析の結果、
iTRAQ解析の結果とSRM法の結果は一致した。

bZIP19 は、プロモータ配列上に存在する ZDRE
モチーフと呼ばれるシス配列に結合し、遺伝
子発現を制御することが知られている。これ
まで ZDRE モチーフは主に亜鉛輸送体をコー
ドする遺伝子のプロモータ配列上に存在す
ることが知られていたが、新たに同定された
分泌ペプチドのプロモータ領域にも ZDRE モ
チーフが存在していた。以上のことから、こ
れら 3 種類の分泌ペプチドは bZIP19 に発現
制御され、亜鉛欠乏時に機能する新規タンパ
ク質であることが示された。また我々は、分
泌ペプチドの N末端側にシグナルペプチドが
存在しており、N 末端がプロセシングにより
切断されること、また C末端側は成熟型の分
泌ペプチドにおいても切断されないことを
質量分析により明らかにした。このため、GFP、
FLAGを分泌ペプチドのC末端側に付加し、35S
プロモータまたは自己プロモータにより発
現制御させたシロイヌナズナ形質転換体を
作成した。これらは bzip19 変異体に導入し
た。この結果、３種類の分泌ペプチドは細胞
膜上に局在する可能性が示唆され、また亜鉛
濃度が低いほど GFP 蛍光が強くなることが判
明した。	
	 また先行研究の報告では、bZIP19 と bZIP23
は協調的に機能すると信じられていた。しか
し研究代表者が iTRAQ 解析と同様の条件でマ
イクロアレイ解析を実施したところ、bZIP19
が制御する遺伝子群、bZIP23 が制御する遺伝
子群が存在し、それぞれ機能分担しているこ
とが示された。また、bZIP19 に発現制御され
る遺伝子は、亜鉛輸送体だけが実験的に証明
されているが、マイクロアレイ解析の結果か
ら分泌ペプチドなど亜鉛輸送には関わらな
い遺伝子についても発現制御されているこ
とが示された。そこでこのことを実験的に証
明するために、自己プロモータ制御下で GUS
タンパク質を Col-0、bzip19変異体、bzip23
変異体に発現させる形質転換体を作成した。
GUS 染色を行ったところ、野生型と bzip23変
異体では亜鉛欠乏時に GUS タンパク質の発現
が上昇したが、bzip19変異体では発現が上昇
しなかったことから、マイクロアレイ解析の
結果を支持する結果となった。	
	 さらに、3 種類の分泌ペプチドのうち最も
亜鉛欠乏に応答してタンパク質発現量が上
昇する分泌ペプチドに関して T-DNA 挿入を得
ることができたため、この表現型観察を行っ
たところ、亜鉛欠乏に対してやや感受性を示
した。しかし細胞内の亜鉛濃度を測定したと
ころ、有意差は得られなかった。分泌ペプチ
ドには相同性の高いペプチドが多数存在し
ているため、相同性の高い複数のペプチドを
一度に欠損した変異体を作出し、より詳細な
解析を行う。	
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