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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの小胞体ストレス応答では細胞質スプライシングにより膜貫通ドメイ
ンを持つbZIP60uがbZIP60sに変換され小胞体から核へ移行し転写因子として働く。bZIP60sは 59アミノ酸をコー
ドする読み枠を獲得し、この配列をORF2と呼ぶ。ZIP60sはORF2を持たないbZIP60ΔCよりも顕著に高い転写活性
化能を示した。ORF2のC末のNLSが実際に機能することをGFPの蛍光観察で確認した。NLS決失させると転写活性化
能は低下したが、bZIP60 ΔCよりは高い値を示した。bZIP60sの活性化能の増強はタンパク質量には依存しない
ことが示され、タンパク質相互作用に寄与すると考えた。

研究成果の概要（英文）：In the Arabidopsis ER stress response, cytoplasmic splicing converts bZIP60u
 to bZIP60s. bZIP60u contains a TMD and bZIP60s loses it, thereby bZIP60s translocates from the ER 
to the nucleus and acts as a transcription factor. In addition, bZIP60s acquires new ORF called 
ORF2. bZIP60s showed much higher transcriptional activity of BiP3 promoter than bZIP60 lacking ORF2.
 This result indicated that ORF2 has functions to enhance transcriptional activity of bZIP60s. This 
research aimed to clarify function of ORF2. We found that the NLS like sequence at the C-terminus of
 ORF2 and showed it to be a functional NLS using GFP. However, transcriptional activity bZIP60s 
lacking C-terminal NLS was lower than that of intact bZIP60s, the activity was still higher than 
that of bZIP60 lacking ORF2, indicating alternative mechanism. The enhanced activation capacity of 
bZIP60s was not dependent on the amount of protein. Thus, alterative mechanism may contribute to the
 activation capacity of bZIP60s.   

研究分野： 農学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物は多くの転写因子を持つが、その活性化機構は多様である。小胞体ストレス応答におけるbZIP 型転写
因子の活性化は細胞質スプライシングを介する非常にユニークなメカニズムによって起こる。特に興味深いのは
酵母、ヒト、シロイヌナズナでは細胞質スプライシングで活性化される点では共通しているが、タンパク質の構
造変化が大きく異なる点である。私たちはシロイヌナズナbZIP60の活性化に伴って新たな読み枠（ORF2）が生じ
ることを明らかにしてきたが、その機能については全く不明であった。本研究ではORF2が転写活性化に非常に重
要であることを明らかとするとともに、そのメカニズムについて多くの知見を得た。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
様々な生物的、非生物的あるいは発生過程における要因により小胞体でのタンパク質のフ
ォールディングに支障がおこることがある。この状態に対処するために BiP に代表される
小胞体シャペロンなどの遺伝子が誘導される現象を小胞体ストレス応答と呼ぶ１）。小胞体ス
トレス応答は酵母、哺乳動物、植物などの真核生物で広く保存されている。小胞体に局在す
るセンサータンパク質である IRE1 を介した細胞質スプライシングによって bZIP 型の転写
因子が活性化されるシグナル伝達機構が真核生物で広く保存されている。つまり、IRE1 は
その C 末端側にある RNase 活性により bZIP 型転写因子のｍRNA の 2 つのステムループ構造
を認識し切断する。その後、tRNA ligaseにより結合されたｍRNAは新しい読み枠を獲得し、
当初とは異なるタンパク質が発現する２）。酵母では HAC1 mRNA、ヒトでは XBP1mRNAが IRE1
の標的であり HAC1 と HBP1 タンパク質ではそれぞれ 8 及び 115 アミノ酸大きいタンパク質
が生成する。モデル植物シロイヌナズナでは IRE1の標的は bZIP60 mRNAであり、細胞質ス
プライシングの結果 295アミノ酸からなる bZIP60uは、258アミノ酸からなる bZIP60sに変
換される。bZIP60u は膜貫通ドメインを持ち、非ストレス下では小胞体膜に局在する。
bZIP60s では膜貫通ドメインが失われるので、小胞体から核へ移行し転写因子として働く。
bZIP60s は膜貫通ドメインを失うことに加えて 59 アミノ酸からなる新規の読み枠を獲得す
る。この読み枠がコードするアミノ酸配列を ORF2 と呼ぶ。本研究開始当初 ORF2 の機能は
不明であった。 
 
２．研究の目的 
ORF2が bZIP60の転写活性化に関与するかどうかを確かめ、もし関与するならどのようなメ
カニズムによるのかを明らかとすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）植物材料 
bZIP60 の遺伝子破壊株は以前の研究で利用した T-DNAタグライン３）を利用した。 
 
（２）プロトプラストを用いたデュアルルシフェラーゼアッセイ 
長さの異なる bZIP60エフェクターは全て N末に FLAGタグを付加し、CaMV35Sプロモーター
の制御下で発現さするように作成した。レポーターとして BiP3プロモーターあるいはカル
ネキシンプロモーターの下流にルシフェラーゼを連結したコンストラクトを使用した。ま
た、MYB58 による CC0AMTプロモーターおよび NST3による MYB46 プロモーターの活性化に対
する ORF2の影響を調べるために MYB58および NST3の C末に ORF2を連結したコンストラク
トを作成した。ルシフェラーゼアッセイは過去の論文に記載した方法４）に則り行った。 
 
（３）GFPを用いた局在観察 
ORF2の C末端領域には核局在シグナル（NLS）と思われるアミノ酸が存在する。そこで NLS
の核局在への影響を調べるため GFP と ORF2 の融合タンパク質を発現するプラスミドを作成
した。また NLS を欠失した ORF2ΔNLS2を作出した。これらのプラスミドをシロイヌナズナ
緑葉由来のプロトプラスで一過性発現させ共焦点レーザー顕微鏡で蛍光を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）ORF2 は bZIP60の転写活性化能に関与する。 
 
（２）ORF2 は他の転写因子の活性化能には影響しない。 
 
（３）ORF2 は核局在に関わる。 
 
（４）ORF2 の核局在シグナルは転写活性化能に部分的に関与する。 
 
（５）ORF2 は bZIP60のタンパク質量には関与しない。 
 
（６）まとめ 
小胞体ストレス応答における細胞質スプライシングの結果、転写因子 bZIP60 に 59 アミノ
酸からなる ORF2 が新たに付加される。ORF2 は bZIP60 の転写活性化に影響する。しかし、
ORF2は他の 2つの転写因子には影響しない。ORF2の C末には核局在化シグナルがあると予
測される。このシグナルが実際に機能するかどうかを GFP との融合タンパク質による実験
により調べた。この配列を決失させることが転写活性化能に与える影響も調べた。また ORF2
がタンパク質の翻訳あるいは分解に関与するも可能性を考慮して、タンパク質量への影響
について調べた。立体構造予測（図 1）では、ORF2 は天然変性タンパク質と予想され、タン



パク質相互作用に寄与することが考えられた。例えばやはり小胞体ストレス応答に関わる
転写因子 bZIP28 と bZIP60 の相互作用が報告されており、こうした相互作用への関りなど
が想定される。あるいは bZIP60の分子内相互作用の可能性なども考えられ、ORF2 と相互作
用するタンパク質の単離、同定が望まれる。 
 

 
 
図１ Alpha Fold2による ZIP60タンパク質の立体構造予測 
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