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研究成果の概要（和文）：基部陸上植物のゼニゴケおいて小胞体ストレス応答は保存されおり、IRE1を介した細
胞質スプライシング、RIDDともゼニゴケでもシロイナズナと同様に観察されることを示した。IRE1による細胞質
スプライシングで活性化されるbZIP60に新たに出現するアミノ酸配列（ORF2）が小胞体シャペロンBiP3プロモー
ターの転写活性を10倍近く上昇させることを明らかとした。変異型種子貯蔵タンパク質を発現するシロイヌナズ
ナを作出した。この植物の種子では種子貯蔵タンパク質の蓄積が減少し、通常発現が見られないBiP3の発現が認
められた。つまり小胞体ストレス応答が種子で恒常的に起こる植物が作出された。

研究成果の概要（英文）：It was shown that the ER stress response occurs in a basal land plant, 
liverwort. Both of IRE1-mediated cytoplasmic splicing and RIDD were observed as well as in 
Arabidopsis.It was revealed that an amino acid sequence (ORF2) appeared in bZIP60 after cytoplasmic 
splicing by IRE1 increases the transcriptional activity of the ER chaperone BiP3 promoter by about 
ten-fold. Arabidopsis expressing a mutated seed storage protein was produced. In the seeds of this 
plant, the accumulation of seed storage protein was reduced, and BiP3 expression, which was not 
normally expressed in seeds, was observed. In other words, we succeeded to produce a plant in which 
the ER stress response constitutively occurs in seeds.

研究分野： 応用細胞分子生物学

キーワード： 小胞体ストレス応答　細胞質スプライシング　小胞体シャペロン　RNA分解　シロイヌナズナ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物では小胞体ストレス応答の分子機構、生理的役割について不明な点が少なくない。真核生物で最も古いスト
レスセンサーであるIRE1が介在する小胞体ストレス応答の分子メカニズムがシロイヌナズナと同様、基部陸上で
あるゼニゴケでも見られることを明らかにした。植物の小胞体ストレス応答の分子メカニズムの理解が進むと考
えられる。
変異型の種子貯蔵タンパク質12Sアルブミンを発現するシロイヌナズナを作出したところ種子において小胞体ス
トレス応答が観察された。IRE1遺伝子破壊株でこの変異型12Sアルブミンを発現するシロイヌナズナを作出する
ことで小胞体ストレス応答の生理的役割の理解が進むと期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
小胞体膜上で翻訳されるタンパク質（以下「分泌性タンパク質」）は小胞体内腔で正しくフォー
ルディングされる必要がある。フォールディングに異常が起こるとその回避のために小胞体シ
ャペロンの誘導と小胞体へのタンパク質の流入量の減少が起こる。この細胞応答は小胞体スト
レス応答と呼ばれ真核生物で広く保存されている。小胞体ストレスは分泌性タンパク質のフォ
ールディングを阻害する要因（ストレス）の総称で実験室では糖鎖合成阻害剤ツニカマイシンな
どにより惹起される。 
 脊椎動物では小胞体膜に局在する３つのタンパク質（IRE1、PERK、ATF6）が、高等植物で
は IRE1 と bZIP28 の２つが小胞体ストレス応答のセンサータンパク質である。ATF6（動物）、
bZIP28（植物）はタンパク質レベルの切断を受けて核へ移行し転写因子として UPR 関連遺伝子
を誘導する。PERK は主として翻訳抑制に働く。植物には PERK は無い。 
 IRE1 は真核生物で最も保存されたストレスセンサーで、N 末端より、小胞体内腔のセンサー
ドメイン、膜貫通ドメイン（TMD）、細胞質のキナーゼドメイン、RNase ドメインから構成され
る。IRE1 は小胞体ストレスに応じて RNase 活性による細胞質スプライシングを介して bZIP 
型転写因子（出芽酵母では HAC1、動物では XBP1）を活性化する。実施者らはシロイヌナズナ
から IRE1 とその標的である bZIP60 を単離するとともに、スプライシングの完結に tRNA リガ
ーゼが関わることを報告してきた。bZIP60 は細胞質スプライシングを介して活性型となり、BiP
などの UPR 関連遺伝子の転写を誘導する。 
 シロイヌナズナの IRE1 は bZIP60 の細胞質スプライシングに加え、約 6,000 の分泌性タンパ
ク質遺伝子の mRNA の分解に関わることも実施者らは報告した。この mRNA 分解は RIDD
（Regulated IRE1-Dependent Decay）と呼ばれる。つまり IRE1 は bZIP60 の活性化によるフ
ォールディング能力の増強に加えて RIDD による mRNA 分解を介して小胞体への分泌性タン
パク質の流入の抑制に働き小胞体ストレスを軽減すると考えられた。bZIP60 遺伝子破壊株が
Tm に対して感受性を示さないのに対して、IRE1 遺伝子破壊株は Tm に対して感受性を示すこ
とから小胞体ストレスにおける RIDD の重要性が示唆された。植物には PERK が無い分、RIDD
がタンパク質の小胞体への流入の抑制に働いている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 シロイヌナズナの小胞体ストレス応答のうち IRE1 が関わる「細胞質スプライシング」と
「RIDD」という２つの異なる『小胞体膜上での mRNA 分解』のメカニズムと生理的役割を解
明することを目的とした。具体的には以下の項目について検討をおこなった。 

（１）基部陸上植物ゼニゴケにおける小胞体ストレス応答の保存性 
IRE1 による細胞質スプライシングと RIDD のどちらが進化的に古いメカニズムであるかは未
だ諸説ある。出芽酵母では細胞質スプライシングが見られるが RIDD は起こらない。一方、分
裂酵母では細胞質スプライシングが観察されず RIDD が見られる。そこで基部陸上植物のモデ
ルであるゼニゴケを材料に IRE1 と bZIP60 のホモログを探索し、ゲノム編集により遺伝子破
壊を行った後、遺伝子破壊株の表現型を調べることとした。 

（２）シロイヌナズナの bZIP60 の細胞質スプライシングにより生じる新規 ORF の機能解析 
小胞体ストレスが起こると IRE1 による bZIP60 mRNA の 23 塩基の細胞質スプライシングの
結果、bZIP60 には新たな読み枠から翻訳される 39 アミノ酸のペプチド配列（ORF2 と呼ぶ）
が付加される。シロイヌナズナの bZIP60 遺伝子破壊株から調整したプロトプラストを用いた
一過的レポーターアッセイにより ORF2 の転写活性化への影響を明らかとすることを目的と
した。 

（３）IRE1 の欠損が細胞自律的小胞体ストレスに与える影響 
IRE1 欠損シロイヌナズナは小胞体ストレス応答を惹起する薬剤であるツニカマイシンに対し
て感受性を示す。しかし、ツニカマイシン処理は自然条件下では起こらない。塩ストレスや高
温ストレスが小胞体ストレスを誘導するという説もあるが、申請者らの実験条件では再現でき
ていない。また、トウモロコシの floury-2（fl-2）変異体では種子貯蔵タンパク質 zein,のシグ
ナルペプチドの切断箇所に変異が入ったことでタンパク質のプロセッシングに異常が起こり、
小胞体ストレス応答が恒常的に起こっている。そこで、種子貯蔵タンパク質に変異を持つ 
シロイヌナズナを作成し、IRE1 欠損が種子の発達等に与える影響を調べる。 

（４）RIDD における IRE1 による mRNA の切断配列の同定 
IRE1 は細胞質スプライシングにおいては bZIP60 の mRNA を 2 か所で切断し、その配列特
異性もかなり明らかとなっている。しかし、RIDD における切断箇所の配列は、酵母、動物で
も必ずしも明らかでないが植物においては定かでない。IRE1 が細胞質スプライシングと
RIDD をどのように使い分けているかを理解するには RIDD による切断配列の同定が必要で
ある。そこで、２つのアプローチにより RIDD による分泌性タンパク質の mRNA の切断配列
の同定を行うことを目的とした。 
 



３．研究の方法 

（１）基部陸上植物ゼニゴケにおける小胞体ストレス応答の保存性 
ゼニゴケ（(Marchantia polymorpha)の遺伝子データベースに対してシロイヌナズナの小胞体ス
トレス応答関連遺伝子ホモログの探索を行った。BiP に代表される小胞体ストレス応答関連遺
伝子に加えて IRE1 ホモログ（MpIRE1）が検出された。また単なるホモロジーサーチでは検出
されなかったが bZIP60 と同様、mRNA が２つのステムループ構造を取ると予想される bZIP 型
転写因子として MpbZIP7 を検出した。CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集により
MpIRE1 と MpbZIP7 を破壊したゼニゴケを作出し、その解析を行った。 

（２）シロイヌナズナの bZIP60 の細胞質スプライシングにより生じる新規 ORF の機能解析 
bZIP60 全長（bZIP60u）、細胞質スプライシングを受けた bZIP60（bZIP60s）、全長 bZIP60
の膜貫通領域以降を決失させた bZIP60ΔC をエフェクターと、bZIP60 によって強く制御され
る BiP3 のプロモーターにルシフェラーゼ（Luc）を連結したコンストラクトをレポーターと
して bZIP60 遺伝子破壊株から調整したプロトプラストを用いた一過的発現とルシフェラーゼ
活性の測定を行った。 

（３）IRE1 の欠損が細胞自律的小胞体ストレスに与える影響 
シロイヌナズナの CRC（12S globulin の１つ）のシグナルペプチドが切れない変異型 CRC
（mCRC）を CRC 遺伝子破壊株で発現させた。コントロールとして野生型 CRC（つまり変異
の無い CRC）を CRC 遺伝子破壊株で発現させた。これらの植物と IRE1 遺伝子破壊株を交配
し IRE1 が欠損した状態で mCRC を発現させた場合に起こることを調べることとした。また、
IRE1 遺伝子破壊株で mCRC を発現させることも行った。 

（４）RIDD における IRE1 による mRNA の切断配列の同定 
分裂酵母およびヒト培養細胞を用いてRIDDの標的配列が報告されているが必ずしもコンセン
サスが得られているとは言えない。本研究シロイヌナズで RIDD の標的になることを確認して
いるシグナルペプチドを付加した GFP（ssGFP）の配列に見られる酵母、ヒトの配列を全て破
壊した ssGFP を発現するシロイヌナズナ作成し、小胞体ストレス応答における mRNA 分解を
観察した。また、別のアプローチとして IRE1 により分解された mRNA の末端が通常の RNase
による分解とは異なり、2’3’サイクリックリン酸で、市販の T4 RNA リガーゼではライゲー
ション反応が起こらないが tRNA リガーゼではライゲーション反応が起こることを利用して
mRNAにリンカーを付加して PCRを行い次世代シーケンサーによる解析を試みることとした。 

 
４．研究成果 

（１）基部陸上植物ゼニゴケにおける小胞体ストレス応答の保存性 
ゼニゴケには１つの
MpBiP、MpIRE1 遺伝
子が存在した。bZIP は
15 存在したが、bZIP60
と同様に膜貫通領域
を 持 つ も の と し て
MpbZIP7 が検出され
た。MpbZIP7 はツニカ
マイシンにより細胞
質スプライシングを
受けることが明らか
となった。MpIRE1 と
MpbZIP7 をゲノム編
集で破壊したところ
MpBiP のツニカマイ
シンによる誘導が抑制      図１ MpbZIP17 および MpIRE1 遺伝子破壊株における 
された（図１）。            MpBiP のツニカマイシン（Tm）による誘導 
                      
即ち、基本的にはシロイナズナで見 
られるように MpIRE1 により MpbZIP7 が細胞
質スプライシングを受けて MpBiP の転写誘導
に働くと考えられた（図１） 
 また、MpIRE1 および MpbZIP7 の遺伝子破壊
株をツニカマイシン存在下の培地で生育させ
たところ、野生型と比べて MpIRE1 破壊株は明
らかに生育が阻害された（図２）。       図２ MpIRE1 と MpbZIP7 遺伝子破壊株の 
          ツニカマイシン感受性 



 
bZIP60 破壊株も生育が阻害されたが MpIRE1 破壊株よりも阻害の程度は小さかった（図２）。  
 以上のことから基部陸上植物であるゼニゴケにおいても転写因子の細胞質スプライシング
による活性化制御機構が存在することが明らかになるとともに、転写因子によるシャペロンの
誘導以外にも細胞をストレスから守るメカニズムがあることが明らかとなった。複数の分泌性
タンパク質の mRNA が野生型、MpbZIP7 の破壊株ではツニカマイシン処理で減少するのに対
し MpIRE1 破壊株では減少しないことから RIDD も起こると考えられた。図 2 に示す MpIRE1
破壊株の感受性は RIDD 欠損の結果と推測された。つまり細胞質スプライシング、RIDD とも
本質的にはゼニゴケでもシロイナズナと同様に保存されていると考えられた。 

（２）シロイヌナズナの bZIP60 の細胞質スプライシングにより生じる新規 ORF の機能解析 
bZIP60u、bZIP60s、bZIP60ΔC を
エフェクターとし、BiP3 プロモータ
ーに連結したルシフェラーゼをレポ
ーターとして、ルシフェラーゼ活性
を測定した。図３に示すように
ORF2 があることで相対的なルシフ
ェラーゼ活性が役 8 倍に上昇するこ
とが分かった。さらに ORF2 の長さ
を変えてルシフェラーゼ活性に与え
る影響を調べたところ、ORF2（219-
258）を（219-243）まで短くしても
活性に殆ど影響は見られなかったが、  図３ ルシフェラーゼを使ったレポーターアッセイ 
（219-227）まで決失した場合は、 
ΔC と同程度まで活性が減少した。つまり bZIP60s に見られる ORF2 には転写活性化能を上
昇させる機能があり、特に bZIP60s の 227－243aa の間に重要な働きをするアミノ酸が存在
すると考えられた。今後は、この配列を詳細に調べるとともにこの配列を制御するメカニズム
の解析を行う。 

（３）IRE1 の欠損が細胞自律的小胞体ストレスに与える影響 
変異型 CRC（mCRC）をシロイナズナの CRC 遺伝子破壊株で発現させた（mCRC/crc）。コン
トロールとして野生型 CRC（つまり変異の無い CRC）を CRC 遺伝子破壊株で発現させた
（CRC/crc）。mCRC/crc の種子では CRC（正確には mCRC）の発現量がタンパク質レベルで
減少しており、BiP3 の発現が増加していた。つまり小胞体ストレス応答が自律的に起こって
いることが示唆された。CRC タンパク質の減少が RIDD、ERAD あるいは ER-phagy による
ものかは今後の検討課題である。種子の色や形状が実体顕微鏡レベルで異常が見られ、SEM、
TEM でも異常が見られた。また mCRC/crc は種子の発芽が遅れることも明らかとなった。こ
れは種子貯蔵タンパク質が減少したことにより発芽時に必要な物質の供給が遅れたからであ
ると考えられた。また IRE1 遺伝子破壊株で mCRC を発現させた場合、鞘の形成、種子の結
実に阻害が見られた。mCRC の発現が小胞体ストレス応答を誘導すると考えられたことから
IRE1 遺伝子破壊株の CRC 遺伝子を破壊したうえで mCRC を発現させた植物を作出し、種子
を中心に詳細な解析を行うことでツニカマイシン処理などによらない小胞体ストレス応答の
役割を明らかにしていきたい。 

（４）RIDD における IRE1 による mRNA の切断配列の同定 
シグナルペプチドを付加した GFP（ssGFP）の配列に見られる RIDD の標的と考えられる配列
を全て破壊した ssGFP を発現するシロイヌナズナでは DTT（ツニカマイシンと同様に小胞体
ストレス応答を誘導する）処理により、ssGFP mRNA の分解が見られなかった。つまり、破壊
した配列にRIDDの標的配列があると考えられた。さらに破壊した配列を部分的に回復させて、
ssGFP mRNA の分解を調べ、標的配列を探索した結果、CUGCUG あるいは CCGCCG が候補配
列であるという予備的結果を得たが、他の遺伝子に関しても解析を行い、裏付けを得る必要が
ある。 
 他の方法としてシロイナズナの tRNA リガーゼを調整し、IRE1 により切断されたｍRNA の
末端にリンカーを付加し、PCR を行い、増副産物を次世代シーケンサーで解析することを念頭
に実験をおこなった。予備実験として、網羅的に mRNA を解析するのではなく、すでに RIDD
の標的であることが分かっている PRX34 の検出を行った。しかし、PCR で PRX34 以外の遺伝
子も増幅され、PRX34 の切断位置も同一では無かった。今後、反応条件を検討し特異性の高い
実験系を構築する必要がある。 
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