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序論 

 
 細胞で合成されるタンパク質は、正しい立体構造を形成することで正常に機能

する。多くのタンパク質は、HSP70（Heat shock protein 70）、HSP60（Heat shock protein 
60）に代表されるシャペロンの助けにより効率よく折りたたまれるが、折りたた

みに失敗したタンパク質は単に本来の機能を発揮できないだけでなく、凝集する

ことで細胞に毒性を与え、細胞を死に至らせる場合もある。このため、細胞には

正しい高次構造が形成できないタンパク質をすばやく分解する機能があり、この

機構はタンパク質の品質管理と呼ばれている。小胞体は細胞で合成されるタンパ

ク質のおよそ 4 分の 1 にあたる分泌タンパク質や膜タンパク質を合成する場であ

り、細胞質と同様にタンパク質の品質管理を備えている（図 1）。小胞体で合成さ

れるタンパク質はリボソームで N 末端のシグナルペプチドや膜貫通ドメインとい

った疎水性領域が翻訳されると、小胞体膜上のトランスロコンへと運ばれ、翻訳

されると同時に小胞体内へ移入する（Rapoport, 2007）。トランスロコン付近には

数種のシャペロン複合体が待機しており、新生ポリペプチドの小胞体への移入を

助け、折りたたみが完了するまで凝集を防いでいる（Kleizen and Braakman, 2004; 
Matlack et al., 1999）。しかし、小胞体内のカルシウムイオンの枯渇や分泌タンパク

質合成の上昇、糖鎖付加の阻害、S-S 結合の解離などによって小胞体タンパク質

の折りたたみは阻害される。このような状況は総称して小胞体ストレスとよばれ

ている。小胞体ストレスにより小胞体内に折りたたみに失敗したタンパク質が蓄

積すると、分子シャペロンや酵素を誘導してフォールディング能力をあげる小胞

体ストレス応答（The unfolded protein response; UPR)という機構が働く（Schroder 
and Kaufman, 2005; Bernales et al., 2006）。その一方で、小胞体内の構造異常なタン

パク質がトランスロコンを介して細胞質へ逆輸送され、ユビキチン・プロテアソ

ーム系によって分解される小胞体関連分解（ER-associated degradation; ERAD）と

よばれる機構が働く（ Fewell et al., 2001; Ellgaard and Helenius, 2003; Trombetta and 

Parodi, 2003）。 
 

小胞体に局在する HSP70 類縁体の Biding protein （BiP）は、小胞体タンパク質

の品質管理において極めて重要な因子である。タンパク質の折りたたみを助ける

だけでなく、タンパク質の小胞体への移入を助けることや、小胞体関連分解にも

関わっている（Kleizen and Braakman, 2004）。BiP タンパク質の構造は細胞質型

HSP70 と類似しており、N 末端側の ATPase ドメインと C 末端側の基質結合ドメ

インがリンカー配列でつながっている構造をしている（図 2A、Daugaard et al, 2007; 
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Frydman, 2001）。ATP を結合した HSP70 は、基質結合ドメインのコンフォメーシ

ョンを変化させ、折りたたまれていないタンパク質を結合できるようにする。ATP
の加水分解によって ADP 結合状態になった HSP70 は基質と強固に結合する。ヌ

クレオチド交換因子によって ADP を解離した HSP70 は基質を解離する。このサ

イクルは ATPase サイクルとよばれ、HSP70 は新生タンパク質や異常タンパク質

との結合と解離を繰り返すことで、異常タンパク質どうしの凝集を防いだり、タ

ンパク質の折りたたみを助けたりする（図 2B、Bukau et al., 2006; Mayer and Bukau, 
2005）。酵母や哺乳動物の BiP においても ATPase サイクルの存在が示され、BiP
が細胞質 HSP70と同様のシャペロン活性を小胞体内で果たしていることが示唆さ

れている（Misselwitz et al., 1998; Misselwitz et al., 1999）。 
植物において BiP が初めて観察されたのは、トウモロコシにおいてである。ト

ウモロコシには胚乳の質感が悪い、病害虫に弱いなどの形質を持つ変異体がいく

つか知られ、floury-2、Defective endospermB30 (De-B30)、opaque、Mucronate (Mc)、
とよばれていた。これらの変異体は変異の入ったα-ゼインなどの種子貯蔵タンパ

ク質が小胞体に蓄積するため、異常な穀粒を形成する（Gibbon and Larkins, 2005）。
1983 年には Galante らによって、floury-2 が受精後の登熟に伴って、70kDa のタン

パク質を胚乳に蓄積することが観察されていた。のちにその 70kDa のタンパク質

は動物の BiP のホモログであることが明らかにされ、その他の変異体でも穀粒の

形成にともなって BiPが転写誘導されることが示された（Boston et al., 1991; Fontes 
et al., 1991）。インゲンマメの成熟種子に存在する貯蔵タンパク質のおよそ 50％を

占めるファゼオリンは、高次構造などの解析が進んでいたため、BiP の結合様式

の解析によく用いられてきた。タバコのプロトプラストにおいて C 末端を欠失し

た変異型ファゼオリンを発現させると、BiP は野生型ではなく変異型のファゼオ

リンにのみ結合することが示されたことから、BiP は種子において変異型の種子

貯蔵タンパク質と主に結合すると考えられた（Pedrazzini et al., 1994）。しかし、イ

ンゲンマメの子葉を調べると、BiP はファゼオリンをはじめ数種の新生タンパク

質と結合していることがわかった（Vitale et al., 1995）。また、イネにおいては種

子貯蔵タンパク質プロラミンの新生タンパク質に結合していた（Li et al., 1993）。
これらのことから、登熟中の種子において、合成がさかんになる種子貯蔵タンパ

ク質の新生ポリペプチドに BiP は結合して折りたたみを助けていることが考えら

れた。いずれにおいても BiP と基質タンパク質との結合は ATP の添加によって解

離することから、ATP 結合型の BiP は基質タンパク質に低親和性であることが植

物においても示された（Li et al., 1993; Pedrazzini et al., 1994; Vitale et al., 1995）。 
タンパク質の折りたたみを助ける機能に加えて、酵母において BiP は小胞体関

連分解に必要な因子であることが示されている（Kabani et al., 2003; Kleizen and 
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Braakman, 2004; Nishikawa et al., 2001; Plemper et al., 1997; Romisch, 2005)。BiP は

小胞体関連分解に必要な複合体の一部を構成し、標的タンパク質を小胞体から細

胞質へ逆輸送するときに、異常タンパク質どうしの凝集を防ぐことで逆輸送をス

ムーズにするという考え方である（Nishikawa et al., 2001）。植物においても小胞体

関連分解の機構が備わっていることは明らかにされている（Brandizzi et al., 2001; 
Di Cola et al., 2001; Di Cola et al., 2005）。また、分泌型に改変したファゼオリンに

は BiP が強く結合しており、すばやく分解されることから、BiP が異常タンパク

質の分解に関わっていることが示唆された（Nuttall et al. 2003）。しかし、この分

解はプロテアソーム阻害剤の影響を受けないことから、小胞体関連分解とは別の

機構であると考えられた（Nuttall et al. 2003）。植物には小胞体タンパク質が液胞

に輸送され、分解される機構がある（Tamura et al., 2004）。BiP も恒常的に液胞に

輸送され分解されていることから、異常タンパク質を液胞に輸送し、分解するこ

とに寄与していると考えられている（Pimpl et al., 2006; Tamura et al., 2004）。 
 
構造とシャペロン活性が類似しているにもかかわらず、細胞質 HSP70 と BiP の

発現様式には大きな違いがある。もともと細胞質 HSP70 は熱ショックによって大

量に合成されるタンパク質として単離された。一方動物細胞において、BiP はグ

ルコース飢餓で誘導されるタンパク質として単離され、Glucose regulated protein 
78kDa protein（GRP78）ともよばれている（Shiu et al., 1977）。その後、免疫グロ

ブリン重鎖結合タンパク質として知られている BiP と同じであることが明らかに

され、糖鎖付加阻害剤であるツニカマイシンを処理することや糖鎖が結合できな

い変異タンパク質を発現させることでも BiP は顕著に誘導されることから、グル

コース飢餓によって糖鎖供給が減少し、糖鎖が付加されないタンパク質の蓄積に

よって BiP が誘導されると考えられていた（Chang et al., 1987）。しかし、小胞体

内カルシウムの枯渇やタンパク質変性、還元状態によっても BiP は誘導されるこ

とから、小胞体内に折りたたみの不完全なタンパク質が蓄積することで BiP が誘

導されることが明らかにされた（Lee, 1992; Kozutsumi et al., 1988）。なぜグルコー

ス飢餓が BiP を誘導するのかについては現在でもさまざまな議論があるが、ひと

つには小胞体内のタンパク質の折り畳み、輸送小胞の形成、分解除去系、カルシ

ウム濃度勾配の維持などに必要なエネルギーがグルコース飢餓で供給されないた

め、小胞体ストレスが生じるためという考え方がある（Kaufman et al., 2002）。ま

た、小胞体には折り畳みの異常な糖タンパク質を認識し、UDP-グルコースで標識

することによって折り畳みを助ける機構（calnexin/calreticulin cycle）が存在する

（Ellgaard and Helenius, 2003）。グルコース飢餓はこの機構を乱し、小胞体ストレ

スが生じるという考え方もある（Kaufman et al., 2002）。 
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植物における BiP の誘導については、大豆、タバコ、シロイヌナズナ、イネ、

トウモロコシで BiP が単離されると、ツニカマイシンによる影響が調べられ、顕

著に誘導されることが明らかにされてきた（D'Amico et al., 1992; Denecke et al., 
1991; Koizumi, 1996; Okushima et al., 2002; Wrobel et al., 1997）。また、種子貯蔵タ

ンパク質との関わりが示されているように、BiP は種子に豊富に含まれる。シロ

イヌナズナやカボチャにおいても種子の登熟に従って BiP が誘導される（Hatano 
et al., 1997; Sung et al., 2001）。また、自然環境でおこるストレスに対しても BiP の

発現は誘導される。シロイヌナズナでは熱ショックにおいて BiP が誘導される

（Koizumi, 1996; Sung et al., 2001）。一方、ホウレンソウの BiP は熱ショックでは

誘導されず、低温処理で誘導された(Anderson et al. 1994)。また、シロイヌナズナ

と大豆では塩/浸透圧ストレスで BiP が誘導される(Cascardo et al. 2000; Koiwa et al. 
2003)。大豆の BiP をタバコで過剰発現させると水分欠乏に対するストレス耐性が

上がることからも、植物の BiP は浸透圧ストレス下において重要な役割を果たし

ていると思われる(Alvim et al. 2001)。ベイマツの BiP プロモーターが傷害に応答

するという報告もある（Forward et al. 2002）。非生物的なストレスに加えて、BiP
は病原菌感染による病害ストレスでも発現誘導が示唆されている。植物の病原体

感染に対する免疫応答には、サリチル酸の蓄積を必要とする経路（Systemic 
Acquired Rsistance; SAR）とサリチル酸非依存的経路があり、それぞれの経路で

BiP が誘導されるという報告がある。タバコとシロイヌナズナにおいて BiP はサ

リチル酸非依存的に cell wall-degrading enzyme; CDE（防御応答を誘導する）処理

で発現誘導される( Jelitto-Van Dooren et al. 1999)。一方、NPR1（Nonexpressor of 
pathogenesis related (PR) genes 1）は SAR において下流遺伝子の発現を主要に制御

する転写因子であるが、シロイヌナズナではサリチル酸処理によって、NPR1 依

存的に BiP の発現が誘導された(Wang et al. 2005)。いずれにおいても、BiP の発現

誘導は PR 遺伝子の発現誘導に先立っていることから、分泌タンパク質である PR
タンパク質の合成量増加が小胞体ストレスとなり BiP が誘導されたのではなく、

小胞体ストレス応答とは独立の経路で、防御応答の際の PR タンパク質合成量増

加に対応すべく BiP の発現が誘導されると考えられている。さまざまな刺激や発

達段階に応じて BiP の発現が見られ、植物における BiP の重要性が示唆される一

方で、動物で際立った BiP の発現を誘導する糖欠乏との関係は調べられていない。 
 
上述のように、植物では独自の発現様式を示すことから、植物特有の BiP の生

理機能を発達させてきたことがうかがえる。また、酵母や哺乳動物には BiP が 1
つしか存在しないのに対して植物には複数の BiP があることが知られている。大

豆には少なくとも 4 個（Cascardo et al. 2000）、シロイヌナズナにおいては 3 個の
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BiP、BiP1（At5g28540）、BiP2（At5g42020）、BiP3（At1g09080）が存在する（Noh 
et al., 2003）。タバコやトウモロコシにも少なくとも 2 個は存在する（Noh et al., 
2003）。シロイヌナズナの BiP1 のアミノ酸配列の相同性をイネで調べたところ、

36 個の cDNA がヒットし、そのうち N 末端に疎水性領域、C 末端に HDEL 配列を

持ったものは 4 つあった（Knowledge-based Oryza Molecular biological Encyclopedia; 
http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/）。シロイヌナズナのそれぞれのアミノ酸配列を

比較すると、BiP1 と BiP2 および BiP3 は非常に高い相同性を示している（図 3）。
また、プロモーターの配列を比較すると、BiP1 と BiP2 は非常に高い相同性を示

すが、BiP3 は他の 2 つと相同性は見られなかった（図 4）。したがって、BiP タン

パク質の機能としては BiP1,2,3 において同様の役割を果たしており、発現様式が

BiP1,2 と BiP3 で異なることで役割分担を果たしていると考えられる。さらに、イ

ントロンを含んだコード領域の塩基配列を比較すると、BiP1 と BiP3 および BiP2
と BiP3 はいずれも 68%であるのに対し、BiP1 と BiP2 は 91％の相同性であった。

BiP1 と BiP2 はどちらも第 5 染色体の近い位置にあることからも、これらは比較

的最近に遺伝子重複されたものであることが考えられる。 
 
 タンパク質の折りたたみが阻害されることによって BiP などのシャペロンが誘

導されることを小胞体ストレス応答と定義し、小胞体ストレス応答をひきおこす

刺激を小胞体ストレスとよぶようになった経緯から、BiP の発現は酵母から哺乳

動物にいたるまで幅広く小胞体ストレス応答の指標とされてきた（Kaufman et al., 
1999）。そのため、小胞体ストレス応答の分子機構は BiP の誘導機構解明を中心に

研究が進められてきた。最初に BiP 誘導機構の解明が進められたのは酵母である。

酵母において小胞体ストレスは小胞体膜上に存在する IRE1 というタンパク質キ

ナーゼ・リボヌクレアーゼによって感知される（Cox et al., 1993; Mori et al., 1993）。
IRE1 は N 末端側のセンサードメインが小胞体内腔を向き、C 末端側のキナーゼ・

リボヌクレアーゼドメインが細胞質側を向いているⅠ型膜貫通タンパク質である。

小胞体側のセンサードメインが小胞体ストレスを感知すると、IRE1 は結合してい

た BiP を解離し、多量体化する。多量体化した IRE1 のセンサードメインに異常

タンパク質が結合すると、細胞質側ドメインのコンフォメーションが変化し、自

己リン酸化によってリボヌクレアーゼドメインが活性化される（Kimata et al., 
2007; Shamu and Walter, 1996; Welihinda and Kaufman, 1996）。活性化した IRE1 は

bZIP 型転写因子をコードする Hac1 mRNA をスプライソソーム非依存的にスプラ

イシングする。Hac1 mRNA のスプライシングによって効率よく合成された HAC1
タンパク質は、シスエレメントである UPRE（CAGCGTG）に結合し、BiP などの

シャペロン遺伝子の転写を誘導する（Mori et al., 1992; Kohno et al., 1993; Mori et al., 
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1996）。 
 小胞体ストレスによる BiP の誘導機構は動物細胞でもよく研究されている（図

5）。動物細胞においては、酵母と同様に IRE1αが bZIP 型転写因子 XBP1 の mRNA
をスプライシングする。26 塩基がスプライシングされることによってフレームシ

フトがおこり、機能的な XBP1 タンパク質が合成されると、XBP1 は BiP のプロモ

ーター上のシス配列 ERSE（CCAAT-N9-CCACG）、ERSE-II（ATTGG-N-CCACG）、

XBP1-BS（GA-TGACGT-G(T/G)）に結合し、転写を誘導する（Kokame et al., 2001; 
Shen et al., 2001; Wang et al., 2000; Yamamoto et al., 2004; Yoshida et al., 1998）。動物

には IRE1 経路に加えて ATF6 という転写因子が関わる経路が存在する。ERSE に

結合する因子として単離された ATF6 は膜貫通ドメインを有する bZIP 型転写因子

で、BiP の誘導に主要な働きをする（Yoshida et al., 1998）。小胞体膜上に存在する

ATF6 は小胞体ストレス存在下でゴルジ体に移行し、ゴルジ体膜に存在するプロテ

アーゼ site-1 protease（S1P)および site-2 protease（S2P）によって順次切断される

（Ye et al., 2000）。膜貫通ドメインを切断され、膜から遊離した bZIP ドメインを

含む ATF6 の細胞質ドメインは核へ移行し、ERSE に結合し BiP の転写を誘導する

（Li et al., 2000; Yoshida et al., 1998）。近年、動物細胞において、ATF6 と同様の機

構で小胞体ストレス応答に関わる転写因子の存在が相次いで報告された(Kondo et 
al., 2005; DenBoer et al., 2005; Nagamori et al., 2005; Stirling et al., 2006; Zhang et al., 
2006; Liang et al., 2006; Kondo et al., 2007)。これらの遺伝子はいずれもアミノ酸配

列の情報から ATF6 と共通の構造がある、つまり、Ⅱ型膜貫通タンパク質であり、

膜貫通ドメインより N 末端側に bZIP ドメインをもつものとして注目され、小胞

体ストレス応答との関わりが調べられた。さらにこれらは、膜貫通ドメインの近

くに S1P 認識配列に相同な RxxL または RxL の配列をもっている。 
 植物にも小胞体ストレスによりシャペロンやフォールディング酵素、分泌系の

タンパク質が誘導されるいわゆる小胞体ストレス応答の機構が備わっていること

は以前から示されていた(Boston et al., 1991; Jelitto-Van Dooren et al., 1999; Koizumi, 
1996; Koizumi et al., 1999; Leborgne-Castel et al., 1999; Martinez and Chrispeels, 2003)。
しかし、その誘導機構についての研究は遅れをとっていた。特に植物は BiP が複

数存在することから、BiP の発現制御機構については不明な点が多い。こうした

中、植物の小胞体ストレス応答の研究はシロイヌナズナを中心に進められてきた

（図 6）。植物の小胞体ストレス応答の分子機構に関する最初の報告は IRE1 ホモ

ログの単離であった（Koizumi et al., 2001）。シロイヌナズナには IRE1 が 2 つあり

（Ire1-1, At5g24360; Ire1-2, At2g17520）、AtIre1-2 に関しては細胞質側ドメインに

自己リン酸化活性があり、酵母の IRE1 のセンサードメインを Ire1-1 および Ire1-2
のセンサードメインに置き換えても酵母において UPRE を活性化した（Koizumi et 
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al., 2001; Noh et al., 2002）。また、イネにおいても 1 つの IRE1 ホモログが単離さ

れ、自己リン酸化能およびセンサー能が示された（Okushima et al., 2002）。これら

の報告は、植物の IRE1 も小胞体ストレスのセンサーおよびトランスデューサー

として機能しうることを示唆しているが、植物においての小胞体ストレス応答と

の関わりは明らかにされていない。つづいての分子機構に関する重要な報告は、

シスエレメントの同定である。Oh らは BiP1 および BiP2 のプロモーター上から小

胞 体 ス ト レ ス 応 答 に 関 わ る シ ス 配 列 P-UPRE （ Plant UPR element; 
GATAATTGGTCCACGTCATC）を同定した（図 4、2003）。興味深いことに、P-UPRE
は動物における小胞体ストレス応答のシスエレメントである XBP1 結合部位と

ERSEⅡを含んでいた。また、BiP3 のプロモーター上にも動物の ERSE に類似した

シス配列が存在する（図 4、Noh et al., 2003）。しかし、XBP1 および ATF6 に相同

性のある転写因子はシロイヌナズナでは見出せず、動物とは異なる転写因子が小

胞体ストレス応答に関わっていることが考えられた。近年、Iwata らによって、小

胞体ストレスによって転写量が増加する bZIP60 が同定された(Iwata and Koizumi, 
2005)。bZIP60 は膜貫通ドメインを持つと推定され、膜貫通ドメインより N 末側

に bZIP ドメインを有する。つまり、ATF6 と同様の転写活性が予想された。実際

に bZIP60ΔC は核に局在し、P-UPRE および ERSE を介して BiP プロモーターを活

性化することが示された。また、bZIP60 が通常は小胞体膜に存在しており、小胞

体ストレス存在下で切断型が核に移行することが確認されている(未発表データ)。
これらのことから、bZIP60 は ATF6 と同様に、普段は小胞体膜上に存在しており、

小胞体ストレス依存的に膜上にあると思われるプロテアーゼによって切断され、

N 末端部分が核に移行し、下流の遺伝子を転写誘導することが考えられた。しか

し、bZIP60 の遺伝子破壊株において、小胞体ストレスによる BiP3 の誘導は抑え

られるものの、BiP1,2 は野生型同様に誘導されることから、植物の BiP の誘導に

は他の転写因子も関与していることが考えられた。 
 
 以上述べてきたように、BiP は小胞体タンパク質の品質管理において極めて重

要な働きをしている。また、アミノ酸配列から予測される構造や、シャペロン活

性については際立った多様性がないこと、発現様式については多様性があること

などから、発現制御がそれぞれの BiP の機能において重要であることが考えられ

る。植物においては発達段階や環境ストレス条件下で重要な働きをしており、独

自の BiP の発現制御がある。しかし、その発現制御機構については不明な点が多

い。そこで本研究は、小胞体ストレス応答の分子機構の研究が進んでいるシロイ

ヌナズナを用いて、シロイヌナズナにおける BiP の誘導機構を明らかにすること

を目的とした。まず、シロイヌナズナには 3 個の BiP 遺伝子があることから、そ
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れぞれについて発現様式を調べた。つづいて、植物においていまだ明らかにされ

ていない糖飢餓による BiP 発現への影響を調べた。また、動物において膜内切断

で制御されるいくつかの転写因子が小胞体ストレス応答に関わっていたことなど

から、膜内切断で制御されると予想される転写因子について BiP 発現誘導との関

わりを調べた。 
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材料と方法 

 
植物材料 
 BiP2 プロモーターに GUS レポーター遺伝子を連結したキメラ遺伝子（以下

BiP2-pro::GUS とする）および P-UPRE を 6 個と最小プロモーターを GUS 遺伝子

に連結したキメラ遺伝子（以下 6xP-UPRE::GUS とする）、P-UPRE を 6 個と最小

プロモーターを LUC に連結したキメラ遺伝子（以下 6xP-UPRE::LUC とする）を

導入した形質転換シロイヌナズナは Oh ら（2003）によって作成されたものを使

用した。 
 BiP3 プロモーターに GUS レポーター遺伝子を連結したキメラ遺伝子（以下

BiP3-pro::GUS とする）は、BiP3 の開始コドンから上流 1.5kb を下記のプライマー

を用いて PCR によって増幅し、pGEM-T Easy ベクター（Promega）に導入し、Pst 
I および BamH I によって pBI101 ベクターに導入した。 
BiP-L F 5’-CTGCAGATTCAACCATTCCTATTTAG-3’ 
BiP-L R 5’-GGATCCAAAAATCATTTTTCGTTGTTGAG-3’ 
形質転換植物は Clough ら（1998）の方法に従って作成した。 
 T-DNA 挿入変異体は Arabidopsis Biological Resource Center（Columbus）より入

手した。 
芽生えは 1％(w/v)スクロースを含む 1/2MS 培地に播種し、16 時間明期・8 時間

暗期で緩やかに振とう培養し、播種後 2 週間のものを用いた。 
切り取り葉としては土壌にて 16 時間明期・8 時間暗期で 4 週間生育させた植物

を用いた。 
 
糖飢餓処理と糖誘導処理 

糖飢餓処理は、切り取り葉は蒸留水に遮光のもと 24 時間浸すことで行い、芽生

えは蒸留水で 2回すすいだものを蒸留水で遮光のもと 24時間緩やかに振とう培養

することで行った。糖誘導処理は 90 mM の糖溶液に遮光のもとそれぞれの処理時

間切り取り葉は浸すことで、芽生えは緩やかに振とう培養することで行った。 
 

ツニカマイシンおよび DTT 処理 
 ツニカマイシンは 5μg/μl となるように DMSO に溶解し、ストック溶液とした。

切り取り葉の場合、5μg/ml のツニカマイシン溶液に浸すことで行った。芽生えお

よび培養細胞においては、培養液に 5μg/ml となるようにツニカマイシンを加えた。

DTT は同様に 2mM で行った。コントロールはツニカマイシンストック溶液と同
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量の DMSO を溶液に加えることとした。 
 
RT-PCR 
 器官別の RNA は土に播種後 4 週間の野生型シロイヌナズナから RNeasy plant 
mini kit （Qiagen, USA）を用いて抽出した。それぞれの RNA は RNA PCR kit (avian 
myeloblastosis virus) version 3.0 (Takara, Japan)を用いて逆転写反応を行った。

bZIP17, bZIP28 および Act8 mRNA の検出には以下のプライマーを用いて 25 サイ

クルで増幅した。 
bZIP17-F-Acc65I 5’-ACGGTACCATGGCTGAACCAATCACCAAGGAGC-3’ 
bZIP17N-R+stop-Bam 

5’-CGGGATCCTCAAGCTTCACTCTTCTTACTCTCGGACTTC-3’ 
bZIP28-F-Acc65I 5’-ACGGTACCATGACGGAATCAACATCCGTGGTTGC-3’ 
bZIP28N-R+stop-Bam 

5’-CGGGATCCTCAACTTTTACCCTCATTCTTCTTACTCTCTG-3’ 
Act8-F 5’-GTCGCTGTCGACTACGAGCAAG-3’ 
Act8-R 5’-CTGTGGACAATGCCTGGACCTGC-3’  
 bZIP28, S1P, S2P の破壊株は播種後 2 週間の芽生えから RNA を抽出し、上記の

ように逆転写を行い、bZIP28、S1P および S2P の検出はそれぞれ以下のプライマ

ーを用いて 25 サイクルで増幅した。 
bZIP28-F-Acc65I 5’-ACGGTACCATGACGGAATCAACATCCGTGGTTGC-3’ 
bZIP28N-R+stop-Bam 

5’-CGGGATCCTCAACTTTTACCCTCATTCTTCTTACTCTCTG-3’ 
AtS1P-sqRT-F2 5’- TAAACTGGAGTCGACATCTTCTCGCTCAG -3’ 
AtS1P-RT-R 5’- ATACACCAACCCGACCTTCA -3’ 
AtS2P-sqRT-F 5’- CGCCGTATTTGGATTCTCTCCTTCCACG -3’ 
AtS2P-sqRT-R2 5’-TCAGATCACCGACAAAAACAAACGTGCC -3’ 
 
RNA ブロット 
 全 RNA は aurin tricarboxylic acid 法(Gonzalez et al., 1980)によって抽出し、各レ

ーンに 5μg ずつを 1.2%のアガロースゲルで電気泳動した。電気泳動終了後、

20xSSC 中でナイロンメンブレン(Hybond N, Amercham)に転写し、UV クロスリン

カーで固定した。ハイブリダイゼーションは BcaBEST Labeling kit（Takara）によ

って 32P で標識された全長の BiP2 および GUS の PCR 産物をプローブとして 42℃
で一晩インキュベートした。メンブレンは 0.1%(w/v)SDS を含む 2×SSC および 0.1
×SSC にて 65℃で洗浄し、オートラジオグラフィーをおこなった。 
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リアルタイム RT-PCR 

S1P, S2P, bZIP28 の破壊株は播種後 2 週間の芽生えから RNeasy plant mini kit 
（Qiagen）を用いて抽出した。それぞれの RNA は RNA PCR kit (avian myeloblastosis 
virus) version 3.0 (Takara)を用いて逆転写反応を行った。BiP1, 2 および BiP3 の検出

には以下のプライマーを用いて Act8 によって標準化した。SYBR Premix Ex Taq
（Takara）のキットによって PCR 断片を増幅し、LightCycler（Roche Diagnostics）
によってシグナルを検出した。 
BiP2-F-rt 5’- TGCTTGCGATCATCTTCTTC -3’ 
BiP2-R-rt 5’- TGATCCTAACTTCGTAGCCTCTTC -3’ 
BiP3-F-rt 5’- CGAAACGTCTGATTGGAAGAA -3’ 
BiP3-R-rt 5’- GGCTTCCCATCTTTGTTCAC -3’ 
Act8-F-rt 5’- TCAGCACTTTCCAGCAGATG-3’ 
Act8-R-rt 5’- ATGCCTGGACCTGCTTCAT -3’ 
 
GUS 活性の組織化学的解析 
 芽生えおよび成熟個体の各器官は GUS 染色液(25  mM リン酸バッファー pH 7、
10 mM EDTA、0.5 mM KFe(CN)2、0.5 mM KFe(CN)3、0.1% Triton X-100 and 1 mM 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide)中、37℃で一晩インキュベートした。

組織は 70％エタノールにて脱色し、光学顕微鏡で観察した。 
 
LUC 活性の測定 
 ルシフェラーゼ活性は Luciferase assay system （Promega）を用いて添付のプロ

トコールに従って測定した。 
 
タンパク質の抽出と SDS-PAGE 

タンパク質はタンパク質抽出液（50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 0.05% tween20, 
1 mM EDTA）にて破砕し、15,000rpm で 5 分間遠心したのち、上清を 10%のポリ

アクリルアミドゲルで展開した。 
 
抗体の作成と精製 

BiP1 および BiP3 に対する抗体は下記のペプチドをそれぞれ抗原として医学生

物学研究所（MBL 株式会社）にてウサギに免疫した。 
BiP1 CRSGGAPGGAGGESS 
BiP3 CYEKTEGENEDDDGD 
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bZIP28 抗体作製には、bZIP28ΔC の部分を下記のプライマーによって増幅し、

XhoI および Hind III によりマルチクローニングサイトを導入した pBAD/D-TOPO
ベクター（Invitrogen）に導入し、組み換えタンパク質の発現に用いた。このベク

ターを大腸菌に形質転換し、アラビノースにより融合タンパク質の生産を誘導し、

His タグを利用して、ニッケルカラム（Ni-NTA Resin カラム；QIAGEN）を用いて

融合タンパク質を精製した。 
bZIP28-F1-Xho  5’-ACTCGAGATGACGGAATCAACATCCGTGGTTG-3’ 
bZIP28-R561-Hind 5’-AAGCTTATCATCACCTTCGTTGTTCGTAGCG-3’ 
精製したタンパク質を 1 M 尿素を含むリン酸バッファー（60 mM Na2HPO4, 16 mM 
NaH2PO4）に溶解し、最終濃度 1.38 mg/mL とした試料 3.5 mL を調整した。この

タンパク質試料を抗原とし、医学生物学研究所（MBL 株式会社）にてウサギに免

疫した。 
bZIP28 抗体の精製には、まず大腸菌で発現させた組み換え bZIP28ΔC タンパク

質を上記の方法で SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜にウェット方式で転写させた。

つづいてメンブレンの 50-75 kDa の部分を切り取り、5%スキムミルクを含む TBS
（10mM Tris-HCl, pH7.5, 150mM NaCl）でブロッキングしたのち、bZIP28ΔC 免疫

血清と室温で 5 時間反応させた。メンブレンを TBS で洗浄したのち、0.1M glycine 
/ 0.15M HCl (pH 3-4)で抗体を溶出し、1M Tris によって中和した。 
 
ウエスタンブロット 
 SDS-PAGE で展開したタンパク質を、転写用緩衝液（25mM Tris、192mM グリ

シン）存在下で PVDF 膜に転写した。タンパク質の転写された PVDF は、5%スキ

ムミルクを含む PBS（20 mM phosphatebuffer (pH 7.4)、0.9% NaCl）でブロッキン

グした後、1 次抗体として BiP1 および BiP3、精製した抗 bZIP28 抗体を 1000 倍希

釈で、2 次抗体として HRP（horseradish peroxidase）を結合した抗ウサギ IgG 抗体

を 2000 倍希釈で反応させた。BiP1 および BiP3 のシグナル検出には ECL kit
（Chemi-Lumi One, Nakalai）を、bZIP28 のシグナル検出には Immobilon Western 
Chemiluminescent HRP Substrate（MILLIPORE）を用いた。 
 
一過的発現とデュアルルシフェラーゼアッセイ 

エフェクターとしての CaMV35S プロモーターに制御された GUS、全長 bZIP60、
bZIP60ΔC、およびレポーターとしての BiP1、BiP3、6 x ERSE、6 x P-UPRE に制

御された Luc は以前に報告されているものを用いた(Oh et al., 2003; Iwata and 
Koizumi, 2005)。エフェクターとしての CaMV35S プロモーターに制御された全長 
bZIP17、bZIP17ΔC、全長 bZIP28、bZIP28ΔC のための cDNA 断片は以下に示すプ
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ライマーを用いて増幅し、pBI221 の GUS 遺伝子と入れ替えた。 
bZIP17-F-Acc65I 5’-ACGGTACCATGGCTGAACCAATCACCAAGGAGC-3’ 
bZIP17N-R+stop-Bam 

5’-CGGGATCCTCAAGCTTCACTCTTCTTACTCTCGGACTTC-3’ 
bZIP17-F901 5’-CCTCCGATGGGAATGTATCCACCTATGG-3’ 
bZIP17-R-BamHI 5’-CGGGATCCTCAAGTGGTCACAAGATGAGGAGCTC-3’ 
bZIP28-F-Acc65I 5’-ACGGTACCATGACGGAATCAACATCCGTGGTTGC-3’ 
bZIP28N-R+stop-Bam 

5’-CGGGATCCTCAACTTTTACCCTCATTCTTCTTACTCTCTG-3’ 
bZIP28-F871 5’-CCCATTCCTAAGTTAAATCCTAAGCCTG-3’ 
bZIP28-R-BamHI 5’-CGGGATCCTCAGGTGGCTACGAGATGGAGACCCG-3’ 

BiP1 および BiP3 変異型プロモーターは岩田（2005）によって作成されたそれ

ぞれの m3 を用いた。 
プロトプラストはシロイヌナズナ懸濁培養細胞から Ueda ら（2001）に従ってポ

リエチレングリコールによって一過的に形質転換した。バックグラウンド補正と

してはユビキチンプロモーター制御化のウミシイタケルシフェラーゼを用いた。

各エフェクターおよびレポーターのプラスミドは 5μg ずつ、Ubi::R-Luc は 2.5μg
ずつ、同時に遺伝子導入した。デュアルルシフェラーゼ解析は、遺伝子導入され

たプロトプラストを 23°C 、16 時間暗所で培養したのち、ルシフェラーゼ活性を

the dual luciferase assay system (Promega) を用いて添付のプロトコールに従って測

定した。ホタルルシフェラーゼ活性の値はウミシイタケルシフェラーゼ活性の値

によって標準化した。 
 
GFP 蛍光の観察 

SP-RFP-HDEL プラスミドの構築には、以下に示すプライマーによって第 1PCR
で SP 断片と RFP 断片を SP-GFP-HDEL/pBI221（Mitsuhashi et al., 2000）と

mRFP/pRSETB（Campbell et al., 2002）を鋳型に増幅した。 
Xho-SP-F 5’-CTCGAGATGGCCAGACTCACAAGCATCATTG-3’ 
SP-RFP-R 5’-GTCCTCGGAGGAGGCGCGGTAGGCGTACGC-3’ 
SP-RFP-F 5’-GCGTACGCCTACCGCGCCTCCTCCGAGGAC-3’ 
Bgl-RFP-R 5’-AGATCTGCGCCGGTGGAGTGGCGGCCCTC-3’ 
つづいて、第 2PCR として SP 断片と RFP 断片を鋳型としてプライマーXho-SP-F
と Bgl-RFP-R によって SP-RFP 断片を増幅し、SP-GFP-HDEL/pBI221 の SP-GFP 断

片と XhoI と BglII によって入れ替えた。 
GFP-bZIP28 および GFP-bZIP28ΔC プラスミドの構築には、TOPO-ZIP28-F と
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bZIP28-R-BamHI および TOPO-ZIP28-F と bZIP28N-R+stop-Bam によって全長

bZIP28 と bZIP28ΔC 断片を増幅した。 
TOPO-ZIP28-F 5’-CACCACGGAATCAACATCCGTGGTTGCTCC-3’ 
これらの断片は pENTER™/D-TOPO (invitrogen)に挿入しエントリーベクターとし

た。つづいて、中川博士（鳥取大）によって譲渡された gateway vector pUGW6
（Nakagawa et al., 2007）をデスティネーションベクターとして LR 反応によって

挿入し、GFP 連結コンストラクトとした。 
SP-RFP-HDEL と GFP-bZIP28 を含むバイナリーベクターの構築には、

GFP-bZIP28 断片を pZH2B/35SNos （Hajdukiewicz et al., 1994）の BamHI 部位に挿

入した。SP-RFP-HDEL 断片は pUC198AA（Hajdukiewicz et al., 1994）の HindIII と
EcoRI を用いて挿入し、GFP-bZIP28 を含む pZH2B/35SNos の AscI 部位に挿入した。

シロイヌナズナ懸濁培養細胞への形質転換は Menges らの方法（2004）に従った。 
GFP 蛍光の観察は LSM510 共焦点レーザー顕微鏡（Carl Zeiss, Germany）を用い

て行った。 
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結果 

 
シロイヌナズナの 3 個の BiP 遺伝子 

植物には複数の BiP 遺伝子が存在し、シロイヌナズナにおいては 3 個の BiP 遺

伝子がある。また、植物には多様な BiP の発現様式があり発現制御がそれぞれの

BiP の役割において重要であることが考えられた。そこで、シロイヌナズナの 3
個の BiP について発現様式を比較した。序論でも述べたように、シロイヌナズナ

の 3 つの BiP のうち、BiP1 と BiP2 は比較的最近重複した遺伝子だと考えられる。

プロモーターの配列も酷似しているため、発現様式も類似していることが予想さ

れる（図 4）。また、5’UTR および 3’UTR を含むコード領域において、それぞれ

を特異的に検出するプライマーおよびプローブの設計は困難であったため、BiP1
と BiP2 は転写産物の検出において区別しないこととした。一方、BiP1, 2 と BiP3
の間では 5’UTR においてそれぞれに特異的な配列が存在するので、その領域をプ

ローブとして BiP1, 2 と BiP3 の転写量を区別して検出した（Iwata, 2005）。BiP1, 2
および BiP3 のツニカマイシンによる転写量の変化を調べると、BiP1, 2 において

はツニカマイシン非存在下でもある程度発現しており、ツニカマイシン処理後 2
時間以降に強く転写が誘導されている（図 7A）。一方 BiP3 の転写産物は、ツニカ

マイシン非存在下で検出されず、ツニカマイシン処理後 2 時間で若干検出され、5
時間以降では強く検出された。 

植物の BiP はさまざまなストレスで誘導されることが報告されている。それぞ

れについて BiP1, 2 および BiP3 の転写誘導を調べた（図 7B）。その結果、BiP1, 2
はツニカマイシンおよび DTT といった小胞体ストレス処理で強く転写誘導され

た。BiP2 はサリチル酸経路の下流で発現することが知られており（Wang et al., 
2005）、本研究でも若干 BiP2 がサリチル酸で誘導されていた。塩ストレスに 4 日

間さらされた芽生えにおいて、BiP2 が誘導されることが知られているが（Koiwa et 
al. 2003）、5 時間処理では誘導は見られなかった。ショ糖については生育培地に含

まれているので顕著な誘導は見られないが、より濃度の高い溶液で処理すること

によって若干誘導された。熱ショックで BiP1, 2 の転写が誘導さることが知られて

いるが（Koizumi, 1996; Sung et al., 2001）、本研究においては転写誘導を検出する

ことはできなかった。いずれの処理においても BiP1, 2 はある程度発現している一

方、BiP3 はツニカマイシンおよび DTT で強く転写誘導されるが、その他のスト

レス下で転写産物は検出されなかった。つまり、BiP3 は小胞体ストレス特異的に

発現することが分かった。 
アミノ酸配列において、C 末端部分に BiP1, 2 と BiP3 の間で相同性の低い領域
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が存在するので、その領域のペプチドを抗原として抗体を作成した（図 3）。BiP1
抗体の抗原とした配列に対して、BiP2 は 1 アミノ酸が欠失しているのみなので、

この抗体は BiP2 も認識する可能性がある。全長の BiP1 組み換えタンパク質をウ

エスタンブロットで検出したところ、BiP3 抗体はタンパク質を検出せず、BiP1
抗体は検出したので、少なくとも BiP3 抗体は BiP1 タンパク質を認識しないこと

は確認している（データは示さない）。BiP1 抗体による BiP1 タンパク質（おそら

く BiP 2 も）を検出すると、ツニカマイシン非存在下でもある程度タンパク質が

検出された。そして、ツニカマイシン処理 10 時間でタンパク質量の上昇が見られ

た（図 7C）。BiP3 タンパク質も転写産物と同様にツニカマイシン非存在下では検

出されず、ツニカマイシン処理後 5 時間で誘導がかかり、10 時間でさらに上昇し

た。 
次に、BiP1, 2 および BiP3 の植物体における発現様式の検出を、GUS レポータ

ー遺伝子を用いておこなった。BiP1, 2 の転写誘導の検出には、BiP2 の ATG の上

流 1.5kbp を GUS に連結したコンストラクト（BiP2-pro::GUS）を導入した植物を

用いた（Oh et al., 2003）。播種後 1 週間目の BiP2-pro::GUS 植物の芽生えにツニカ

マイシン処理をすると、芽生え全体で GUS の活性が見られた。また、ツニカマイ

シン非処理の芽生えでも根端および茎頂で GUS 活性が見られた（図 8A）。ツニカ

マイシン非処理でもある程度 GUS 活性が検出され、ツニカマイシン処理によって

GUS 活性が顕著に上昇することから、GUS 活性のパターンが転写のパターンをほ

ぼ反映していると考えられた。そこで、器官別に GUS 染色を観察すると、花の葯

で強く GUS 活性が見られた。さらに葯を詳しく調べると、花粉が染色されている

ことがわかった。また、未熟種子においても GUS の活性が見られた。 
BiP3 の発現様式の検出には、BiP3 の ATG の上流 1.5kbp を GUS 遺伝子に連結

し（BiP3-pro::GUS）、植物体に形質転換し、GUS 染色をおこない、観察した。播

種後 1 週間目の BiP3-pro::GUS 植物は、ツニカマイシン非存在下ではほとんど GUS
活性が観察されなかった。ツニカマイシン処理をした芽生えでは顕著に GUS 活性

が上昇した。したがって、BiP3-pro::GUS 植物においても GUS 活性は BiP3 の転写

のパターンを反映していると考えられた。そこで器官別に GUS 活性を観察したと

ころ、BiP2-pro::GUS 植物で見られた花粉や種子での GUS 活性は観察されなかっ

た（図 8B）。 
 
 
BiP の発現に対する糖の効果 
糖による BiP1,2 の転写誘導 
 動物において BiP は GRP78 と呼ばれているように、グルコース飢餓で顕著に誘
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導される。植物において糖飢餓と BiP の発現誘導の関わりについては調べられて

いない。そこで、糖飢餓処理が植物の BiP 転写誘導に及ぼす影響を、植物にとっ

ての糖源であるショ糖を取り除くことで調べた。まず、BiP1, 2 および BiP3 プロ

ーブはツニカマイシン処理した植物の BiP1, 2 および BiP3 転写産物を強く認識す

ることを確認した（図 9A 左）。その結果、24 時間の糖飢餓処理は BiP1, 2 の転写

量を減少させた（図 9A 右）。その後再びショ糖を加えたところ、10 時間後には

BiP1, 2 の転写量は回復した。BiP3 においては、糖飢餓で転写が誘導されることは

なかった。動物の知見と異なり、BiP1, 2 が糖飢餓によって転写が抑えられ、糖処

理によって転写量が増加したので、糖による BiP1, 2 の転写誘導についてさらに詳

しく調べることにした。ショ糖を構成する単糖の効果について調べた結果、グル

コースおよびフルクトースはいずれも BiP1, 2 を転写誘導した（図 9B）。また、同

じ濃度のマンニトール処理は若干 BiP1, 2 を転写誘導した（図 9B）。 
 糖の BiP1, 2 のプロモーターに対する効果を調べるために、BiP2-pro::GUS 植物

を用いた。まず、GUS の転写誘導が内在性の BiP1, 2 の転写誘導を反映している

かを調べた。その結果、内在性の BiP1, 2 は 0.1μg/ml のツニカマイシンでも転写

誘導され、0.3, 1, 3 μg/ml のツニカマイシンでさらに誘導された。これに対して

GUS は、検出感度は下がるものの、内在性の BiP1, 2 と同様の誘導形態を示した

（図 10B）。したがって、GUS の転写誘導は BiP2 の転写誘導を反映していると考

え、糖の影響を調べた。BiP1, 2 の転写産物がショ糖処理 10 時間をピークに 5 か

ら 24 時間の間に蓄積しているのと同様、GUS の転写産物も 10 時間をピークに蓄

積した。このことから、糖によって BiP1, 2 mRNA が安定化するのではなく、糖

によって BiP1, 2 のプロモーターが活性化する結果、BiP1, 2 の転写産物が蓄積す

ることが考えられた。 
 
糖による BiP1,2 転写誘導の P-UPRE 依存性 

つづいて、糖による BiP1, 2 の転写誘導が小胞体ストレス応答依存的であるかど

うかを調べるために、BiP1, 2 のプロモーター上に存在する小胞体ストレス応答の

シス配列である P-UPRE に対する影響を調べた。P-UPRE を 6 個と最小プロモータ

ーおよび GUS を連結したコンストラクト（6x P-UPRE::GUS）を導入した植物は

ツニカマイシン処理によって、BiP2-pro::GUS 植物同様の GUS 活性の誘導が見ら

れている（Oh et al., 2003）。6x P-UPRE::GUS 植物において、ツニカマイシン非存

在下では GUS の転写産物は検出されないのに対し、ツニカマイシン処理したサン

プルからは明らかな GUS の転写産物の蓄積が見られた（図 11B）。したがって、

6x P-UPRE::GUS 植物の GUS の転写産物によって、小胞体ストレスを特異的に検

出できることが示された。そこで、BiP2-pro::GUS 植物および 6x P-UPRE::GUS 植
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物を 24 時間飢餓処理し、10 時間の糖処理をおこなった。その結果、BiP2-pro::GUS
植物の GUS の転写産物は内在性の BiP1, 2 と同様に、糖飢餓によって減少し、糖

添加によって増加した。一方、6x P-UPRE::GUS 植物の GUS の転写量は内在性の

BiP1, 2 と異なり、糖飢餓によって若干増加し、糖添加によって検出されなくなっ

た（図 11C）。 
糖飢餓によって P-UPRE が活性化されることをさらに確かめるために、P-UPRE

を 6 個と最小プロモーターおよびルシフェラーゼを連結したコンストラクト（6x 
P-UPRE::LUC）を植物に導入した。6x P-UPRE::LUC をシロイヌナズナのプロト

プラストに一過的に発現させると、ツニカマイシンおよび DTT 処理によってルシ

フェラーゼ活性が上昇することがわかっている（Oh et al., 2003）。6x P-UPRE::LUC
植物をツニカマイシン処理すると、ツニカマイシン処理をしていないサンプルに

比べておよそ 15 倍のルシフェラーゼ活性を示した（図 12B）。したがって、6x 
P-UPRE::LUC植物のルシフェラーゼ活性によっても小胞体ストレス応答を特異的

に検出できることが示された。6x P-UPRE::LUC 植物を糖飢餓処理すると、飢餓処

理の時間にしたがっておよそ 7 倍までにルシフェラーゼ活性が上昇した。一方、

糖溶液を処理したサンプルではルシフェラーゼ活性の上昇は見られなかった。以

上のことは、糖による BiP1, 2 の転写誘導が小胞体ストレス応答とは独立におこっ

ていることを示している。さらに、糖飢餓は P-UPRE を活性化することから、糖

飢餓は植物においても小胞体ストレス応答を誘導していることが考えられる。 
 
 
BiP の発現を誘導する bZIP 型転写因子 bZIP28 
膜貫通ドメインを有する bZIP 型転写因子 

シロイヌナズナでは BiPを誘導する因子として bZIP60が知られている。しかし、

bZIP60 の破壊株において BiP3 の誘導は抑えられるものの、BiP1, 2 は野生型同様

に誘導された。しがたがって、シロイヌナズナには BiP を誘導する他の因子が存

在することが示唆されている。動物細胞において膜貫通ドメインを有するいくつ

かの bZIP 型転写因子について調べると、小胞体ストレス応答との関わりが示され

たことから、シロイヌナズナにおいて膜貫通ドメインをもつ bZIP 型転写因子につ

いて BiP の転写誘導との関わりを調べることにした。シロイヌナズナには bZIP 型

転写因子が 75 個あると予測され、そのうち bZIP17（At2g40950）、 bZIP28
（At3g10800）、bZIP49（At3g56660）、bZIP60（At1g42990）は膜貫通ドメインを持

つ（図 14A、Jakoby et al, 2002）。これらは膜貫通ドメインより N 末端側に bZIP
ドメインをもつことから、Ⅱ型膜貫通タンパク質であると予測される。さらに

bZIP17、bZIP28、bZIP49 の 3 つは、膜貫通ドメインから 30 アミノ酸以内に S1P
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認識配列である RXL の配列をもっている（図 14B）。したがって、この 3 つの遺

伝子について注目した。それぞれの cDNA を単離した際 bZIP49 の cDNA は単離

できなかったため bZIP49 は発現していないものと考え、以降は bZIP17 と bZIP28
についてのみ解析をおこなった。 

まず、ツニカマイシン処理がこの 2 つの遺伝子発現に及ぼす影響を調べた。BiP1, 
2 および BiP3 はツニカマイシン処理後 2 時間で誘導が見られ、5 時間でさらに誘

導が見られた。bZIP60 はストレスの無い状態でも若干発現しており、ツニカマイ

シン処理後 1 時間から 5 時間にかけて転写量が増加する。一方、bZIP17 および

bZIP28 においてはツニカマイシン処理による顕著な転写誘導は見られなかった。

また、他の小胞体ストレスを引き起こす薬剤である DTT（ジスルフィド結合の形

成を阻害する）の処理によって、BiP1, 2, 3 および bZIP60 は転写誘導されるが、

bZIP17 および bZIP28 は顕著な転写誘導が見られなかった（図 15A）。器官別に

bZIP17 および bZIP28 の発現に特異性があるかを調べるために、芽生え、ロゼッ

ト葉、茎、茎生葉、つぼみ、花、さやから RNA を抽出し RT-PCR をおこなったと

ころ、いずれの器官においても同等程度に発現が見られた（図 15B）。 
 
bZIP17 および bZIP28 による BiP プロモーターの活性化 
 bZIP17 および bZIP28 が BiP のプロモーターを活性化するかどうかを調べるた

めに、シロイヌナズナのプロトプラストを用いてトランジェントアッセイをおこ

なった。エフェクターはネガティブコントロールとして GUS を、ポジティブコン

トロールとして切断型の bZIP60ΔC を用いた。bZIP17 および bZIP28 は切断型で活

性を示すと考えたので、それぞれについて膜貫通ドメインより N 末側をΔC とし

て用いた。レポーターには BiP1 プロモーター、BiP3 プロモーターおよびネガテ

ィブコントロールとして Hsp70 プロモーターをルシフェラーゼ遺伝子に連結した。

これらを一過的に発現させ、デュアルルシフェラーゼ法によってプロモーターの

活性を調べた結果、bZIP17ΔC は BiP1 プロモーターを GUS に比べて 2 倍以上、

BiP3 プロモーターを GUS に比べておよそ 7 倍活性化した。bZIP28ΔC は BiP1 プ

ロモーターを GUS に比べて 5 倍以上、BiP3 プロモーターを GUS に比べて 20 倍

以上活性化した。また、これらの遺伝子は Hsp70 のプロモーターを活性化しなか

った（図 16B）。 
 これらの遺伝子が本当に切断型になることで転写因子として活性型になるのか

どうかを調べるために、全長を発現させたものとプロモーター活性を比べた。BiP3
は通常の発現レベルが非常に低いため、誘導を顕著に見ることができる。そこで

レポーターとしては、BiP3 のプロモーターを用いることにした。その結果、bZIP17
の全長は BiP3 プロモーターに対しておよそ 5 倍の誘導活性を示し、bZIP17ΔC は
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3 倍弱の誘導活性を示した。bZIP28 の全長は BiP3 プロモーターでおよそ 8 倍の誘

導活性であったのに対し、bZIP28ΔC はおよそ 20 倍の誘導活性を示した（図 17B）。

したがって、切断されることで転写因子として活性化することが考えられたので、

bZIP28 はシロイヌナズナにおいて RIP により制御されることで BiP を誘導する重

要な因子であると考え、以降は bZIP28 についてのみ解析をおこなった。 
 つづいて、切断型 bZIP28 による BiP の転写誘導が、小胞体ストレス応答に関わ

るシス配列を介するかどうかを調べた。BiP1 および BiP3 のプロモーター上には

シス配列としてそれぞれ P-UPRE が 1 つおよび ERSE が 2 つ存在する。それぞれ

のシス配列に変異を入れたプロモーターをレポーターとしてルシフェラーゼ活性

を測定した。その結果、BiP1 に変異を入れたプロモーターでは誘導活性が 1.5 倍

に減少した。また、BiP3 に変異を入れたプロモーターでは誘導活性が全く見られ

なかった（図 18B）。さらに、6x ERSE::LUC および 6x P-UPRE::LUC をレポータ

ーとしてルシフェラーゼ活性を測定したところ、ERSE はおよそ 9 倍に、P-UPRE
はおよそ 4 倍の誘導活性を示した（図 19B）。 
 
bZIP28 の細胞内局在 
 bZIP28 の細胞内局在を調べるために、GFP 融合タンパク質を用いた顕微鏡観察

をおこなった。N 末にシグナルペプチド、C 末に小胞体リテンションシグナルで

ある HDEL を連結した GFP（SP-GFP-HDEL）は小胞体のマーカーとして知られて

いる（Mitsuhashi et al., 2000）。SP-GFP-HDEL の GFP を RFP に置き換えて

（SP-RFP-HDEL）小胞体を RFP 蛍光で標識することにした。まず、このコンスト

ラクトが小胞体に局在することを確認するために、シロイヌナズナのプロトプラ

ストに SP-GFP-HDEL と一過的に発現させた。その結果、RFP 蛍光と GFP 蛍光は

核の周りおよび細胞質で網目状に一致して観察された。したがって、

SP-RFP-HDEL は小胞体を標識するマーカーとして利用できると考えた（図 20A）。

次に、SP-RFP-HDEL および単独の GFP を一過的に共発現させたところ、GFP は

核マトリックスおよび細胞質で観察された（図 20B）。bZIP28ΔC の N 末に GFP を

連結し、一過的に SP-RFP-HDEL と共発現させたところ、GFP 蛍光は細胞質およ

び核において観察されたが、核においてより強い蛍光が観察された（図 20C）。し

たがって、膜貫通ドメインを失って水溶性となる bZIP28ΔC は、bZIP ドメイン内

の核移行シグナルによって核に局在すると考えられた。 
 つづいて、全長の bZIP28 の局在を調べるために、bZIP28 の N 末に GFP を連結

したコンストラクト（GFP-bZIP28）を作製した。しかし、GFP-bZIP28 を一過的に

発現させた細胞は蛍光が弱く、十分な観察ができなかったため、SP-RFP-HDEL と

GFP-bZIP28 を含むバイナリーベクターを作製し、シロイヌナズナの懸濁培養細胞
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に導入した。SP-RFP-HDEL-GFP-bZIP28 細胞を小胞体ストレス非存在下で観察す

ると、GFP 蛍光は RFP 蛍光の局在と大部分で一致した。一方で、ツニカマイシン

処理した細胞では GFP 蛍光が核においてより強く観察された。また、DTT 処理し

た細胞においても、核内に GFP 蛍光が観察された（図 21）。したがって、小胞体

ストレス依存的に bZIP28 は切断型となって、核に移行することが考えられた。こ

の核への移行がどのような時間規模でおこるのかを調べるために、ツニカマイシ

ン処理後経時的に画像を取得した。その結果、およそ 30 分後において GFP 蛍光

の核局在が確認できた（図 22）。このことから、bZIP28 は小胞体ストレスに対し

て、早い段階で下流の遺伝子の転写を活性化している可能性が考えられた。 
 
抗 bZIP28 抗体の作製と精製 
 内在性の bZIP28 タンパク質が小胞体ストレスによって切断することを確かめ

るために、bZIP28ΔC の組み換えタンパク質を抗原とし、抗体を作成した。大腸菌

で発現させた組み換えタンパク質をウエスタンブロットにより抗 bZIP28 抗体で

検出したところ、目的の位置であるおよそ 52kDa の位置にタンパク質が検出され

たが、非特異的なタンパク質も多く検出された（図 23D）。そこで、組み換えタン

パク質を用いて抗体を精製し、再度ウエスタンブロットをおこなったところ、目

的の位置のタンパク質がより特異的に検出された（図 23E）。 
 精製した抗体を用いて野生型および bZIP28 の遺伝子破壊株をツニカマイシン

処理し、ウエスタンブロットをおこなった。野生型においてツニカマイシン処理

特異的に 50kDa 弱の位置にバンドが検出された。このバンドは bZIP28 破壊株に

おいては検出されなかったため、bZIP28 タンパク質であると考えられる。全長

bZIP28 は 675 アミノ酸であることから、50kDa 弱のタンパク質は全長 bZIP28 で

はなく、切断された N 末側のドメインであると考えた。したがって、bZIP28 は小

胞体ストレスにより切断型が生じることが確認できた。また、野生型において 1、
2、5 時間のツニカマイシン処理をおこなったところ、処理の時間にしたがって

50kDa のバンドが検出された。つまり、ウエスタンブロットによってもツニカマ

イシン処理後 1時間以内という時間規模で bZIP28の切断型が生じることが確認で

きた（図 23G）。 
 
bzip28 における BiP の転写誘導 

bZIP28 は BiP1, 2 および BiP3 を転写誘導する転写因子であると考えられるので、

bZIP28 破壊株において BiP1, 2 および BiP3 の転写誘導が抑えられることが考えら

れた。そこで、bZIP28 の T-DNA 挿入ラインを入手し、解析をおこなった。RT-PCR
により、bzip28 において bZIP28 の転写物は検出されなかったので、この変異体は
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遺伝子破壊株であることが確認できた（図 24B）。bzip28 における BiP の転写誘導

を調べると、ツニカマイシン処理後 1 時間および 5 時間では野生型と同様に BiP1, 
2 は転写誘導されたが、ツニカマイシン処理後 2 時間において、野生型のおよそ 3
分の 2 の転写誘導にとどまった。また、BiP3 の誘導においてもツニカマイシン処

理後 1 時間および 5 時間は野生型と同様であったのに対し、ツニカマイシン処理

後 2 時間におい野生型のおよそ 4 分の 1 の転写誘導であった（図 24C）。したがっ

て、bZIP28 はツニカマイシン処理後およそ 2 時間の BiP1, 2 および BiP3 の転写誘

導において主要な制御を担う分子の一つであることが考えられた。 
 
s1p および s2p における bZIP28 の切断 

 bZIP28 が膜内切断の制御を受けて機能を果たしていることが考えられ、さらに、

S1P 認識配列である RxL の配列をもつことから、bZIP28 は S1P および S2P によっ

て切断されることが予想された。そこで、S1P および S2P の T-DNA 挿入ラインを

入手し、解析をおこなった。RT-PCR により、s1p-1、s1p-2 および s2p-2 において

S1P および S2P の転写物は検出されなかったので、それぞれの変異体は遺伝子破

壊株であることが確認できた（図 25B）。s1p-1、s1p-2 および s2p-2 において BiP1, 
2 および BiP3 の転写誘導を調べた結果、BiP1, 2 のツニカマイシン処理による転写

誘導は野生型と変化がなかった。また、BiP3 の転写誘導においても s1p-1、s1p-2、
s2p-2 で野生型同様に誘導されていた（図 25C）。S1P および S2P の破壊株で小胞

体ストレスによる bZIP28 の切断がおこるかを調べたところ、s1p-1、s1p-2 および

s2p-2 において切断型の bZIP28 と思われるバンドは検出された（図 25D）。したが

って、bZIP28 を切断する酵素は S1P および S2P ではないことが考えられた。 
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考察 

 
2000 年にシロイヌナズナの全ゲノム解読が終了した時点で、シロイヌナズナに

はすでに単離されていた BiP1 および BiP2 に加えて、第 3 の BiP が存在すること

が予測されていた（Sung et al., 2001）。しかしながらゲノム配列の情報に誤りがあ

ったため、BiP3 の単離および解析には至っていなかった。Noh らはシロイヌナズ

ナにおいて小胞体ストレス応答で誘導される遺伝子をマイクロアレイで探索した

ところ、最も顕著に誘導される BiP-like（BiP-L）の遺伝子を発見した（2003）。彼

らは BiP3 である BiP-L はツニカマイシン処理で特異的に転写が誘導されることを

報告している（Noh et al., 2003）。本研究ではシロイヌナズナの 3 個の BiP 遺伝子

についてそれぞれの発現様式を詳細に解析し、違いを比較した。BiP1 と BiP2 に

おいてはプロモーターの配列が酷似していること、それぞれの転写物を特異的に

検出するプライマーおよびプローブの作成が困難であったことなどから、本研究

では区別しないで検出することにした。その結果、BiP1, 2 は恒常的に発現してお

り、ツニカマイシンや DTT といった小胞体ストレス処理で顕著に転写誘導される

ことが示された。これに対して BiP3 は、小胞体ストレス以外のストレスやストレ

ス非存在下では転写産物やプロモーター活性が検出されず、ツニカマイシンや

DTT といった小胞体ストレスで特異的に誘導されることが明らかになった。さら

に本研究では、BiP1 と BiP3 の特異的ペプチドを抗原とする抗体を用いることで、

BiP1, 2 と BiP3 のタンパク質を区別して検出することに初めて成功した。その結

果、タンパク質レベルでも BiP1, 2 は恒常的に存在するのに対し、BiP3 タンパク

質は小胞体ストレス非存在下では検出されず、小胞体ストレスにより特異的に合

成されていることが明らかになった。BiP1, 2 と BiP3 の間で発現様式が異なるこ

とから、これらを区別して転写産物およびタンパク質を検出することは重要であ

ると考えられた。 
BiP2-pro::GUS 植物の GUS 活性が花粉および種子で観察されたことは、小胞体

タンパク質の合成量増加に対応するため、BiP2 を発現誘導し小胞体内のフォール

ディング能力を向上させていることが考えられる。種子は種子貯蔵タンパク質を

大量に合成する。植物の BiP はインゲンマメのファゼオリンやイネのプロラミン

など種子貯蔵タンパク質と結合しており、貯蔵タンパク質を隔離する構造である

プロテインボディの形成に必要であるなど、種子における重要性は以前から知ら

れている（Li et al., 1993; Muench et al., 1997; Vitale et al., 1995）。また、シロイヌナ

ズナでも登熟中の種子で発現することは知られており、本研究でも同様の結果が

得られた（Koizumi, 1996; Sung et al., 2001）。しかし今回、GUS レポーター遺伝子
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を用いて細部の強い発現誘導が観察可能になったことで、花粉において BiP2 が強

く発現していることが新たに分かった。シロイヌナズナの花粉では、細胞壁合成

に関わる遺伝子群が最も多く転写されている（Becker et al., 2003）。小胞輸送系の

遺伝子群も多量に転写されており、小胞体で合成されるタンパク質の合成がさか

んな組織である。bZIP60 やツニカマイシンで顕著に誘導される機能未知遺伝子

Tunicamycin Induced 1（TIN1）も花粉において発現がみられる（未発表データ）。

しかし、BiP3-pro::GUS 植物の GUS 活性が花粉および種子で観察されなかったこ

とから、これらの組織での BiP2 の誘導は小胞体ストレス応答とは独立である可能

性も考えられた。 
BiP は通常必要なタンパク質であるので、BiP1, 2 が恒常的に発現していること

から非ストレス下での機能を BiP1, 2 が果たしていることが考えられた。一方、

BiP3 が小胞体ストレス特異的に発現誘導されることは、小胞体ストレス存在下に

おいて重要な役割を果たしていることが予想された。しかし、BiP3 破壊株を入手

し解析したところ、ツニカマイシン存在下において野生型より発芽率が減少する

などの表現型は見られなかった。また、BiP3 破壊株は通常の条件下で野生型と同

様に生育する。したがって、BiP3 は通常の生育に必須ではないことが示唆される。

BiP3 がシロイヌナズナに存在する意義は不明ではあるが、発現様式において小胞

体ストレス特異的に誘導されることは大きな特徴である。BiP の発現は酵母から

高等生物まで小胞体ストレス応答の指標とされてきたが、BiP3 が発現しない時期

や環境でも BiP1, 2 が発現していたことは、小胞体ストレス応答とは独立に BiP1, 2
が発現することを示唆している。つまり、シロイヌナズナにおいて BIP1, 2 の発現

は小胞体ストレス応答の指標としては不適切であることが考えられた。一方、BiP3
は小胞体ストレス条件下で特異的に発現が誘導されるので、シロイヌナズナにお

いて BiP3 の発現は小胞体ストレス応答の指標として活用できる。小胞体ストレス

応答の分子機構に関わる因子の探索において、小胞体ストレスによる BiP3 の発現

誘導が見られなくなることを指標に変異体を単離することなどが期待できる。 

 
動物細胞においてグルコースはエネルギー源として非常に重要である。また、

血糖値を一定に保つことは個体の生存に関わる重要な働きであり、血糖値を調節

する臓器であるすい臓では恒常的に Xbp1 mRNA のスプライシングがおこってい

る（Iwawaki et al., 2004）。グルコース飢餓が BiP を誘導することからも、糖の不

足は小胞体ストレス応答を引き起こすと考えられている。ショ糖はグルコースと

同様植物において主要なエネルギー源であり、その濃度が変化することで多くの

遺伝子発現を誘導するシグナル分子でもある（Contento et al., 2004; Gupta et al., 
2005）。つまり、植物細胞にとっても糖濃度を一定に保つことは重要であり、糖濃
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度の乱れはさまざまな反応を引き起こすことが示唆される。しかし植物において、

糖の過不足と BiP の発現との関係はこれまでに調べられていなかった。本研究に

おいて、糖飢餓はシロイヌナズナで恒常的に発現している BiP1, 2 の転写を抑える

ことが明らかになった。また、飢餓状態の植物細胞に糖を再び与えると、BiP1, 2
の転写が誘導された。植物には浸透圧ストレスにより BiP の転写が誘導されるこ

とが知られているが(Cascardo et al. 2000; Koiwa et al. 2003)、マンニトールよりも

ショ糖、グルコース、フルクトースによる BiP1, 2 の転写誘導が顕著であったため、

浸透圧ストレスではなく糖が直接働きかける経路によって BiP1, 2 が誘導されて

いることが考えられた。BiP2-pro::GUS 植物の GUS の転写量が内在性の BiP1, 2
と同様に糖によって誘導されたことから、糖によって BiP1, 2 の mRNA の安定性

が増すのではなく、糖が BiP2（おそらく BiP1 も）のプロモーターを活性化した

結果 BiP1, 2 の転写産物が増加するのだと考えられる。6x P-UPRE::GUS 植物の

GUS の転写量が糖飢餓によって誘導されたこと、および 6x P-UPRE::LUC のルシ

フェラーゼ活性が糖飢餓によって上昇したことから、糖による BiP1, 2 の転写誘導

は小胞体ストレス応答とは独立におこっていることが考えられる。さらに、糖飢

餓は P-UPRE を活性化することから、植物でも動物同様に糖飢餓によって小胞体

ストレスがおこっていることも考えられた。以上のことから植物における糖によ

る BiP1, 2 の転写誘導のモデルを図 13 に示した。BiP1, 2 は糖によって転写が誘導

されている。この転写誘導は小胞体ストレス応答のシス配列である P-UPRE を介

さないことから、糖に応答する別のシス配列によっておこっていることが考えら

れる。また、糖飢餓によって P-UPRE は活性化されるが、BiP1, 2 の転写誘導には

至っていない。 
ジャガイモの塊茎の貯蔵タンパク質であるパタチンは糖によって顕著に誘導さ

れるタンパク質であり、パタチンのプロモーターから糖に応答するシス配列

SURE-1 (AATAGAAAA)が同定されている（Grlerson et al., 1994）。BiP2 の ATG 上

流 500bp 以内に TTTTCTAAT や TTTTCTTT といった SURE-1 に似た配列が存在す

る。また、ジャガイモのスクロース合成酵素のプロモーターからもスクロース誘

導に必要なシス配列 SURE-2 (TACTAATA)が同定されている（Fu et al., 1995）。BiP1
の ATG 上流 1000bp 以内に SURE-2 と一致する配列が 1 つと TGTTAGTA といった

SURE-2 に似た配列が 1 つあり、BiP2 の ATG 上流 500bp 以内に TATTAGTA とい

った SURE-2 に似た配列が 2 つ存在する。これらのシス配列を介して BiP1, 2 は糖

によって転写誘導されている可能性もある。 
動物において BiP が異常タンパク質の蓄積によって顕著に誘導されることが知

られて以来、グルコース飢餓から小胞体ストレス応答へと BiP 誘導機構の研究は

移行した。したがって、グルコース飢餓でなぜ BiP が誘導されるのかは明らかに
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されていない。しかし近年、グルコース飢餓によって ATF6 の切断がおこるとい

うことが示された（Nadanaka et al., 2006）。つまり動物において、グルコース飢餓

によって何らかの小胞体ストレスが実際におこっていることは明らかなようだ。

植物においても糖飢餓によって小胞体ストレス応答のシス配列である P-UPRE が

活性化したことは、糖飢餓で実際に小胞体ストレスがおこっていることも考えら

れる。 
ではなぜ糖によって植物の BiP は転写誘導されるのだろう。植物ではショ糖処

理によってリボソームタンパク質や伸長因子などタンパク質の翻訳に関わる遺伝

子が多数誘導される（Contento et al., 2004）。糖によってタンパク質合成がさかん

になるため、BiP1, 2 を誘導することで小胞体のフォールディング能力を向上させ

ているのかもしれない。植物では病原体の感染に対する防御応答において PR 遺

伝子の発現に先立って BiP やその他のシャペロンが誘導される（Jelitto-Van Dooren 
et al. 1999; Wang et al. 2005）。また、動物においてリンパ球の B 細胞が抗体産生細

胞に分化するとき、小胞体ストレス非依存的に Xbp1 mRNA の量が増える（van 
Anken et al., 2003）。BiP1, 2 が糖によって小胞体ストレス応答とは独立に転写誘導

されることは、タンパク質合成量の増加に備えて細胞がシャペロンを誘導させ、

対応する策の一例ではないだろうか。 

 
植物における BiP の発現様式が次第に明らかになる一方、BiP の誘導機構に関

する情報にはまだ不明な点が多い。BiP の誘導機構は小胞体ストレス応答の分子

機構の研究を中心に進められてきていることから、シロイヌナズナにおいても小

胞体ストレス応答の分子機構について検討することにした。IRE1 は酵母と動物に

共通する小胞体ストレス応答の主要調節因子である。そしてシロイヌナズナにお

いても 2 個の IRE1（Ire1-1 、Ire1-2）が単離されている。まず、この 2 個の IRE1
について BiP の誘導との関わりを調べるため、 IRE1-1 および IRE1-2 の変異体で

ある ire1-1 と ire1-2 を入手し解析した。酵母において IRE1 を欠損した変異体は小

胞体ストレス存在下で生存できない。また、ヒトの細胞も長期的な小胞体ストレ

スに晒されているとき、IRE1 の活性がなくなることで細胞は死に至る（Lin et al., 
2007）。しかし、ire1-1 と ire1-2 はツニカマイシン存在下で野生型と同様の成長を

示した。したがって植物の IRE1 は小胞体ストレス応答において、酵母や動物ほ

ど主要な働きをしていないようだ。また、ツニカマイシン処理において、いずれ

の変異体においても、BiP の転写誘導を顕著に抑える現象は見られなかった。植

物の 2 個の IRE1 は重複した働きをしており、単独の破壊株では表現型が見られ

ないのかもしれない。したがって、BiP の誘導には他の小胞体ストレス感知およ

び情報伝達を担う因子が独立に存在することが考えられた。 
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では植物の BiP を主要に制御する因子とは一体何だろう。動物において、IRE1

が Xbp1 mRNA のスプライシングによって転写因子 XBP1 の合成を促進し、BiP の

転写を誘導する経路に加え、転写因子 ATF6 が関わる経路は XBP1 よりも BiP の

誘導に強い影響を及ぼす。ATF6 は通常小胞体膜上に局在しており、小胞体ストレ

スの感知から下流遺伝子の転写誘導までを担う小胞体ストレス応答の主要調節因

子である。植物にも ATF6 に代わる因子があるのだろうか。酵母および動物で小

胞体ストレス応答のシス配列に結合する転写因子である HAC1、XBP1、ATF6 は

たがいに相同性はないものの、いずれも bZIP 型転写因子であるという共通点があ

る。また、動物には ATF6 同様に膜内切断で制御された複数の bZIP 型転写因子が

小胞体ストレス応答に関わっている。さらに、植物の小胞体ストレス応答に関わ

る bZIP60 も bZIP 型転写因子であった。しかし bZIP60 は、その破壊株において

BiP3 の転写誘導が抑えられたが、BiP1, 2 は野生型同様に誘導されることから、別

の因子が BiP1, 2 の誘導に関わっていることが考えられた。 
そこで、bZIP 型転写因子であり、膜内切断による制御を考慮して膜貫通ドメイ

ンを持つものに注目した。シロイヌナズナには 75 個の bZIP 型転写因子があり、

そのうち膜貫通ドメインを持つものは bZIP17、bZIP28、bZIP49 であると予想され

た（Jakoby et al., 2002）。このうち bZIP49 は cDNA が単離できなかったので発現

していないものと判断し、bZIP17 および bZIP28 について調べると、いずれも BiP1
および BiP3 のプロモーターを活性化した。しかし、全長と切断型を比較したとこ

ろ、bZIP17 においては変化がなかったが、bZIP28 においては切断型で顕著なプロ

モーター活性を示した。したがって、bZIP28 は BiP を転写誘導する因子であり、

膜内切断の制御により切断型になることで転写因子として活性化することが示唆

された。bZIP17 や bZIP28 の全長でもわずかに活性を示す理由は不明だが、動物

細胞内で ATF6 や CREBH（RIP の制御により小胞体ストレス応答に関わる bZIP
型転写因子の 1 つ）においても切断型で顕著に誘導活性を示す一方、全長でもわ

ずかに ERSE や UPRE を活性化する（Zhang et al., 2006）。全長に比べ切断型で顕

著に bZIP28 が BiP を誘導することに加え、本研究の遂行中に bZIP17 が塩ストレ

ス応答に関わる転写因子であることが他のグループにより報告された（Liu et al., 
2007a）。彼らの実験系において、塩ストレスで明らかな BiP1, 2, 3 の転写誘導はお

こらなかったことから、bZIP17 は BiP の誘導には関係ないだろうと考察している。

bZIP17 の BiP 転写誘導への関わりを完全には否定できないものの、解析のされて

いない新規の因子であることから bZIP28 についてのみ以降の研究をおこなうこ

ととした。P-UPRE および ERSE を欠失した BiP1 および BiP3 プロモーターには、

切断型 bZIP28 による活性誘導が BiP1 では顕著に減少し、BiP3 では完全に抑えら
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れていた。また、P-UPRE および ERSE への直接の関与を調べたところ切断型

bZIP28 はそれぞれのシス配列を活性化したので、bZIP28 は P-UPRE および ERSE
を介して BiP1, 2 および BiP3 を転写誘導していることが示唆された。 

bZIP28 が ATF6 と同様な機構で BiP の転写を誘導しているとしたら、bZIP28 は

通常小胞体膜に存在し、小胞体ストレス条件下でゴルジ体に移行し、ゴルジ体膜

状のプロテアーゼによって切断され、核へ移行することが予想された。切断型の

bZIP28 が核に局在したことはこの予想を支持する結果であり、切断は bZIP28 の

核移行に必要であり転写活性を制御する要因であることがさらに裏付けられた。

全長の bZIP28 を発現する細胞において、小胞体ストレス非存在下の GFP 蛍光は

大部分が小胞体マーカーの RFP 蛍光と局在が一致したことから、通常 bZIP28 は

小胞体に局在していることが示唆された。bZIP28 を発現させた細胞では、小胞体

ストレスの有無にかかわらず、GFP 像において粒状の構造がしばしば観察された。

最近、Kimata らは酵母において、IRE1 が小胞体ストレス依存的にクラスターを形

成することを明らかにした（2007）。これは小胞体ストレス存在下で IRE1 が多量

体化する段階であり、下流にシグナルを伝える過程で必要であることが示されて

いる。また、膜内切断により制御される小胞体ストレス応答に関わる転写因子

CREB4 は小胞体ストレス依存的にゴルジ体と思われる点状の構造に局在した

（Stirling et al., 2006）。しかし、bZIP28 に連結した GFP はストレス非存在下でも

粒状の構造を形成しており、シグナルを伝える過程の動きではないように思われ

た。さらに、蛍光の分布を調べると、粒状 GFP の部分には RFP 蛍光も分布してい

たことから、小胞体上で bZIP28 が凝集していることが考えられた（データは示さ

ない）。過剰発現という人為的な要因により bZIP28 が凝集している可能性もある。

小胞体リテンションシグナルである HDEL を持つタンパク質は、ゴルジ体におい

て HDEL 受容体によって小胞体へ逆輸送されるが、HDEL を持つタンパク質が過

剰にあると HDEL 受容体が飽和し、液胞や分泌の経路に漏れ出ることがある

（Pimpl et al., 2006）。液胞において RFP 蛍光が見られることからも、過剰発現の

影響であることが考えられる。 
全長 bZIP28 を発現させ観察する実験は、当初一過的発現によっておこなってい

た。しかし、遺伝子の導入は確認できるものの、蛍光が弱い、明確な結果が得ら

れないなどの問題があった。そこで SP-GFP-HDEL と GFP-bZIP28 を同時に発現す

る形質転換培養細胞を作製することによって問題の克服を試みた。その結果、

SP-GFP-HDEL・GFP-bZIP28 形質転換細胞では RFP および GFP の強いシグナルを

検出することが可能になった。また、形質転換細胞において、非ストレス下では

GFP 蛍光は核では見られず、小胞体ストレス処理存在下では核において GFP 蛍光

が観察されるという再現性のある結果が得られた。したがって、小胞体ストレス
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依存的に bZIP28 は切断され、核に移行することが示唆された。膜内切断により制

御される小胞体ストレス応答に関わる転写因子の局在が、小胞体ストレス依存的

に核へと変化する画像はこれまでにもいくつか報告されている(Kondo et al., 2005; 
Kondo et al., 2007; Liang et al., 2006; Nadanaka et al., 2004; Raggo et al., 2002; Shen et 
al., 2002; Zhang et al., 2006;)。しかしこれらは、タグあるいはそれ自身の抗体によ

る免疫染色をおこなうため、同一の細胞での局在変化は観察されていなかった。

本研究では小胞体および bZIP28 を蛍光タンパク質で同時に標識することにより、

生きた細胞で bZIP28 の細胞内局在変化を追跡することに初めて成功した。その結

果、bZIP28 の核移行はツニカマイシン処理後およそ 30 分という早い応答を示す

ことが明らかとなった。BiP1, 2 および BiP3 がツニカマイシン処理後 2 時間から

転写誘導されることからも、bZIP28 がそれ以前に局在変化を示すことは BiP1, 2
および BiP3 の誘導に関わっているという考え方に反しない結果となっている。 

一過的発現によるレポーター解析や GFP 融合タンパク質の観察によって

bZIP28 が小胞体ストレス依存的に切断され、転写活性を示すことが示唆されたが、

内在性の bZIP28が切断されることを確かめるために、抗 bZIP28 抗体を作成した。

この抗体によってウエスタンブロットをおこなうと、ツニカマイシン処理特異的

に 50kDa 弱のバンドが検出されたことから、このバンドは bZIP28 の切断型を検

出していることが考えられた。ATF6 は切断型である 50kDa のタンパク質が小胞

体ストレス処理時間にしたがって検出されるのにともなって、ストレス非存在下

でも検出される 90kDa の全長 ATF6 の量が減少する。しかし、bZIP28 においては、

小胞体ストレス存在下でタンパク質の量が減る全長と考えられるバンドは検出で

きなかった。その理由として考えられるのは、75kDa 弱の位置に非常に強く非特

異的なバンドが検出されているため、それに隠れて全長 bZIP28 が検出できないと

いう可能性がある。切断型と思われる 50kDa のタンパク質は、ツニカマイシン処

理後 1 時間ですでに検出された。このことから、内在性の bZIP28 タンパク質もツ

ニカマイシン処理後の早い段階で切断されていることが考えられた。 
内在性の bZIP28 が実際に BiP の転写誘導に関わっているかを調べるために、

bZIP28 破壊株を入手し解析した。bzip28 においてツニカマイシン処理 0、1、2、5
時間において RNA を抽出し、リアルタイム PCR をおこなったところ、BiP1, 2 お

よび BiP3 の転写誘導は 2 時間目において野生型に比べ低く抑えられていた。しか

し、5 時間目では野生型と違いは見られなかった。したがって、bZIP28 は BiP1, 2
および BiP3の転写誘導において 2時間といった早い段階で関わっていることが示

唆された。また、bZIP60 破壊株において BiP3 の誘導はほぼ抑えられるが、BiP1, 2
は野生型同様に転写誘導される。bZIP28 は BiP1, 2 の転写誘導に関わる新規の因

子であることが明らかになった。最近、bZIP28 が小胞体ストレス応答に関わる新
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規の転写因子であるという報告がなされた（Liu et al., 2007b）。彼らも bZIP28 が

小胞体ストレス依存的に切断され、核へ移行し下流の BiP を含むシャペロンを転

写誘導していることを主張しており、本研究と互いに支持する結果となっている。 
 
ATF6 のように膜貫通型タンパク質の膜貫通ドメインがプロテアーゼによって

切断され、膜から遊離することで下流にシグナルを伝える制御は Regulated 
intramembrane proteolysis; RIP とよばれている。RIP の制御を受ける膜貫通型の転

写因子は、細胞外あるいは小胞体内腔ドメインに情報が伝わると、ルーメン側の

膜貫通ドメイン付近で第一の切断を受ける。つづいて脂質二重膜の中で RIP プロ

テアーゼによって第二の切断を受け、細胞質ドメインは膜から離れる。これまで

に多くの転写因子の RIP プロテアーゼが見つかってきており、その分子機構や生

理機能も次第に明らかになってきている。最初に RIP での制御をうける因子とし

て見つかったのは、脂質代謝に関わる転写因子 SREBP である(Sakai et al., 1996)。
SREBP は２つの膜貫通ドメインを持ち、両端が細胞質側に向くヘアピン構造をし

ており、細胞内のコレステロールが低くなると、ゴルジ体へ輸送される。ゴルジ

体へと移行した SREBP はゴルジ体膜に存在する S1P によってルーメン側を切断

されたのち(Sakai et al., 1998)、S2P によって膜内切断される(Zelenski et al., 1999)。
遊離した N 末端部分は転写因子として核へ移行し、脂質代謝遺伝子を誘導する。

小胞体ストレス応答に関わる転写因子として ATF6 が同定された当初、小胞体ス

トレス依存的に ATF6 がタンパク質レベルの切断を受けることが明らかになり、

そのことと下流遺伝子の誘導に関係があることが示唆されていた(Yoshida et al., 
1998)。その後、ATF6 は SREBP 同様 S1P および S2P によって制御されることがわ

かり、共通の S1P 認識配列である RxxL が見出された (Ye et al., 2000)。OASIS は

膜貫通ドメインを有する bZIP 型転写因子という ATF6 との構造の共通点から注目

され、小胞体ストレス応答との関わりが調べられた最初の因子である（Kondo et al., 
2005）。神経系を構成する細胞では、細胞種によって小胞体ストレスに対する感受

性が異なるが、そのうちアストロサイトと呼ばれる細胞は神経細胞と異なり、小

胞体ストレスに対して強い抵抗性を示す。アストロサイトで特異的に発現するこ

とが知られていた OASIS について調べると、OASIS は小胞体ストレス依存的にタ

ンパク切断を受け、核へ移行し、BiP プロモーターを活性化することが明らかに

なった。OASIS は C 末側の膜貫通ドメインに近接した位置に RxxL の配列を持つ

ため、S1P によって切断されることが予想される。肝臓特異的に発現する

CREB/ATF ファミリーの転写因子 CREB-H はタンパク切断を受けることで転写因

子の機能を得ることが示唆されていたが、そのメカニズムおよび生理機能などに

ついてはわかっていなかった（Omori et al., 2001; Chin et al., 2005）。その後の研究
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により、CREB-H は S1P および S2P 依存的に小胞体ストレスで切断され、核へ移

行し、小胞体ストレス応答のシス配列を活性化することが明らかになった（Zhang 
et al., 2006）。Luman は単純ヘルペスウイルスの転写因子が必要とする宿主側因子

である。Luman が小胞体から核へ移行することがウイルスの活性化に影響してい

ることが知られており、膜貫通ドメインの近くに RxxL および RxL の配列がある

ことから、S1P による RIP の制御が注目されその関わりが示された（Raggo et al., 
2002）。後に Luman は小胞体関連分解の因子である Herp を ERSE を介して誘導す

ることが明らかにされた（Liang et al., 2006）。 
最近、植物においても RIP による活性制御が予想されている転写因子の存在が

いくつか報告された。AtbZIP60 はその最初の例である。2 つ目の例としては、NAC 
with transmembrane motif1 (NTM1)がある(Kim et al., 2006)。NTM1 は植物の成長と

発達に異常のある変異体 ntm1-D の原因遺伝子として単離、同定された。NTM1
は N 末端に転写因子の NAC ドメインを持ち、C 末端に膜貫通ドメインを持って

いる。ntm1-D は NTM1 の膜貫通ドメインより N 末端側で翻訳が終了する、いわ

ゆるΔC が発現する変異であった。ntm1-D ではいくつかの cyclin-dependent kinases 
inhibitor の発現が上昇していたことから、NTM1ΔC は細胞分裂をネガティブに制

御していることが示唆された (Kim et al., 2006)。NTM1 の他にも膜貫通ドメイン

を持つ NAC タンパク質が、RIP によって下流遺伝子の転写を調節していることが

明らかになっている(Kim et al., 2007a)。NTL8 (NTM1-like)は NTL8ΔC を過剰発現

させると、FT などの開花関連遺伝子の発現が抑えられ、開花が遅れるという表現

型が見られた。NTL8 は塩ストレスにより発現が上昇するが、ntl8 変異体では塩ス

トレスによる FT の発現低下が弱まったことから、NTL8 は塩ストレスによって

FT の発現を抑制することで、開花の遅れに関与していることが示唆された(Kim et 
al., 2007a; Kim et al., 2007b)。最近植物では、S1P ホモログの変異体において、塩

ストレスに弱くなることが見出された(Liu et al., 2007a)。このことから、RIP によ

り制御される転写因子が塩ストレスによって切断され、抵抗性遺伝子の発現を誘

導していることが予想された。その標的遺伝子として、膜貫通ドメインを持ち N
末側に bZIP ドメインをもつ転写因子が注目された。そのうち atbzip17 変異体は

s1p 変異体同様に塩ストレスに弱くなることから、AtbZIP17 が S1P の標的遺伝子

であることが考えられた。また、AtbZIP17 は C 末端側に RxxL の S1P 認識配列を

持ち、vitro および vivo で S1P によって切断されることがわかった。AtbZIP17 の

細胞内局在を見ると、普段は小胞体に存在し、塩ストレスによって核へ移行した。

これらのことは、塩ストレスによって、AtbZIP17 が S1P 依存的に切断され、塩ス

トレス耐性遺伝子の転写を誘導していることを示唆している(Liu et al., 2007a)。植

物において転写因子に加え、RIP プロテアーゼの存在も示唆されている。RIP は
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原核生物から哺乳動物に至るまで広く保存された機構であり、RIP プロテアーゼ

も広く分布している。RIP プロテアーゼを 4 つのファミリーに分類すると、（１）

Presenilins、（２）Signal peptide peptidase (SPP)ファミリー、（３）S2P ファミリー、

（４）Rhomboid ファミリーに分けられる(Weihofen and Martoglio, 2003)。シロイヌ

ナズナにはそれぞれのファミリーのホモログが存在する。また、ショウジョウバ

エの Rhomboid に似ている 8 つの遺伝子のうち、最も似ている 2 つを解析したと

ころ、Rhomboid-like 2 (AtRBL2)はショウジョウバエ Rhomboid (Rho1)の基質であ

る、Spitz と Keren を動物細胞中で切断したことから、植物にも RIP protease 活性

があることが示唆された(Kanaoka et al., 2005)。したがって、RIP で制御される転

写因子および RIP プロテアーゼの存在が示唆されることから、植物においても RIP
の機構が備わっていることが考えられる。 

bZIP28 にも膜貫通ドメインの近くに RxL の配列が存在することから、S1P およ

び S2P による RIP の制御が考えられた。しかし、S1P および S2P の遺伝子破壊株

を調べたところ、BiP1, 2 および BiP3 の転写誘導は野生型同様におこったことか

ら、S1P および S2P は植物において BiP の誘導には関わっていないことが示唆さ

れた。また、これらの変異体では bZIP28 もツニカマイシン処理によって切断され

る。このことから、S1P および S2P は小胞体ストレス存在下での bZIP28 の切断を

担う酵素ではないことが示された。先にも述べたように、シロイヌナズナには RIP 
protease のホモログがいくつか存在する。bZIP28 を小胞体ストレス依存的に切断

する酵素を見つけることは、シロイヌナズナにおける小胞体ストレス応答の分子

機構および BiP の誘導機構を理解する上で重要であるだけでなく、いまだ乏しい

シロイヌナズナにおける RIP に関する情報としても重要な知見となるだろう。 
 
以上のことから、BiP の転写誘導における bZIP28 の挙動をモデルで表した。

bZIP28 は bZIP60 が小胞体ストレスによって転写誘導されるのに対し、bZIP28 は

通常から小胞体ストレス下においてほとんど変わらない発現量を示している。こ

のため、bZIP28 は早い応答を、bZIP60 はシグナルを増幅させる働きをそれぞれ担

っているのではないだろうか。また、実際、bZIP28 の切断型と思われるタンパク

質は 1 時間以内という早い段階で検出されている。bZIP60 はツニカマイシン処理

後 2 時間目から切断型のタンパク質が検出されることからも（未発表データ）、そ

れぞれが働く時間によって役割が異なっていることが考えられた。また、bZIP60
破壊株において BiP1, 2 が野生型同様に誘導されるため、BiP1, 2 を主要に制御す

る因子はこれまで知られていなかった。bZIP28 破壊株においてツニカマイシン処

理後 2 時間で BiP1, 2 の誘導が減少したことから、bZIP28 は BiP1, 2 の誘導に主要

に関わる因子の一つであることが考えられた。さらに、bZIP28 と bZIP60 は同じ
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シス配列に作用する bZIP 型転写因子である。bZIP 型転写因子はホモダイマーあ

るいはヘテロダイマーを形成して機能することが知られている（Deppmann et al., 
2006）。bZIP 型転写因子のダイマー形成について予測するプログラムによると、

シロイヌナズナの bZIP型転写因子のうち bZIP17, 28, 49, 60で構成されるグループ

は互いにダイマーを形成しやすいとされている（Deppmann et al., 2004）。bZIP28
と bZIP60 がヘテロダイマーを形成して P-UPRE や ERSE に協調して作用している

ことも考えられる。 
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図 

ER

Nucleus

BiP

SRP
SRP

BiP-pro BiP

UPR

ERAD

図1 小胞体タンパク質の品質管理 
小胞体で合成されるタンパク質はリボソームで合成された疎水性領域が signal recognition 
particle; SRPによって認識され、トランスロコンへと運ばれる。翻訳されると同時に小胞体内に
移入したタンパク質は、トランスロコン付近のシャペロン複合体によって折りたたみが完了す
るまで保護される。折りたたみに失敗したタンパク質は細胞質へ逆輸送され、分解される
（ER-associated degradation; ERAD）。また、異常タンパク質が小胞体に蓄積したという情報は
核に伝わり、BiPなどの発現を誘導する（Unfolded protein response; UPR）。 



 37

HSP70

BiP

A

B

ATPase domain
Peptide binding

domain

SP HDEL

ATP

ADP

P

ADP

ATP

NEF

図2 HSP70の構造とATPaseサイクル 
（A）細胞質型HSP70とBiPの構造。両者ともN末端側にATPaseドメイン、C末端側に基質
結合ドメインを持っている。BiPはN末に小胞体移行シグナルと、C末端に小胞体リテンシ
ョンシグナルであるHDELを持っている。（B）ATPaseサイクル。ATPを結合したHSP70は
基質と低親和性であり、結合と解離がしやすい。ATPを加水分解すると基質と高親和性に
なり、ヌクレオチド交換因子（NEF）によってADPを解離されると同時に基質を解離する。
再びATPを結合すると基質を結合できるようになる。 



 38

BiP1    ---------------MARSFGANSTVVLAIIFFGCLFALSSAIEEATKLGSVIGIDLGTT
BiP2    ---------------MARSFGANSTVVLAIIFFGCLFAFSTAKEEATKLGSVIGIDLGTT
BiP3    MIFIKENTAKMTRNKAIACLVFLTVLDFLMNIGAALMSSLAIEGEEQKLGTVIGIDLGTT

BiP1     YSCVGVYKNGHVEIIANDQGNRITPSWVGFTDSERLIGEAAKNQAAVNPERTVFDVKRLI
BiP2     YSCVGVYKNGHVEIIANDQGNRITPSWVGFTDSERLIGEAAKNQAAVNPERTVFDVKRLI
BiP3     YSCVGVYHNKHVEIIANDQGNRITPSWVAFTDTERLIGEAAKNQAAKNPERTIFDPKRLI

BiP1     GRKFEDKEVQKDRKLVPYQIVNKDGKPYIQVKIKDGETKVFSPEEISAMILTKMKETAEA
BiP2     GRKFEDKEVQKDRKLVPYQIVNKDGKPYIQVKIKDGETKVFSPEEISAMILTKMKETAEA
BiP3     GRKFDDPDVQRDIKFLPYKVVNKDGKPYIQVKVK-GEEKLFSPEEISAMILTKMKETAEA

BiP1     YLGKKIKDAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVIAGLNVARIINEPTAAAIAYGLDKKGGEKN
BiP2     YLGKKIKDAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVIAGLNVARIINEPTAAAIAYGLDKKGGEKN
BiP3     FLGKKIKDAVITVPAYFNDAQRQATKDAGAIAGLNVVRIINEPTGAAIAYGLDKKGGESN

BiP1     ILVFDLGGGTFDVSVLTIDNGVFEVLSTNGDTHLGGEDFDHRVMEYFIKLIKKKHQKDIS
BiP2     ILVFDLGGGTFDVSVLTIDNGVFEVLSTNGDTHLGGEDFDHRIMEYFIKLIKKKHQKDIS
BiP3     ILVYDLGGGTFDVSILTIDNGVFEVLSTSGDTHLGGEDFDHRVMDYFIKLVKKKYNKDIS

BiP1     KDNKALGKLRRECERAKRALSSQHQVRVEIESLFDGVDFSEPLTRARFEELNNDLFRKTM
BiP2     KDNKALGKLRRECERAKRALSSQHQVRVEIESLFDGVDLSEPLTRARFEELNNDLFRKTM
BiP3     KDHKALGKLRRECELAKRSLSNQHQVRVEIESLFDGVDFSEPLTRARFEELNMDLFKKTM

BiP1     GPVKKAMDDAGLQKSQIDEIVLVGGSTRIPKVQQLLKDFFEGKEPNKGVNPDEAVAYGAA
BiP2     GPVKKAMDDAGLQKSQIDEIVLVGGSTRIPKVQQLLKDFFEGKEPNKGVNPDEAVAYGAA
BiP3     EPVKKALKDAGLKKSDIDEIVLVGGSTRIPKVQQMLKDFFDGKEPSKGTNPDEAVAYGAA

BiP1     VQGGILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETVGGVMTKLIPRNTVIPTKKSQVFTTYQDQ
BiP2     VQGGILSGEGGDETKDILLLDVAPLTLGIETVGGVMTKLIPRNTVIPTKKSQVFTTYQDQ
BiP3     VQGGVLSGEGGEETQNILLLDVAPLSLGIETVGGVMTNIIPRNTVIPTKKSQVFTTYQDQ

BiP1     QTTVSIQVFEGERSLTKDCRLLGKFDLNGIPPAPRGTPQIEVTFEVDANGILNVKAEDKA
BiP2     QTTVSIQVFEGERSLTKDCRLLGKFDLTGVPPAPRGTPQIEVTFEVDANGILNVKAEDKA
BiP3     QTTVTINVYEGERSMTKDNRELGKFDLTGILPAPRGVPQIEVTFEVDANGILQVKAEDKV

BiP1     SGKSEKITITNEKGRLSQEEIDRMVKEAEEFAEEDKKVKEKIDARNALETYVYNMKNQVN
BiP2     SGKSEKITITNEKGRLSQEEIDRMVKEAEEFAEEDKKVKEKIDARNALETYVYNMKNQVS
BiP3     AKTSQSITITNDKGRLTEEEIEEMIREAEEFAEEDKIMKEKIDARNKLETYVYNMKSTVA

BiP1     DKDKLADKLEGDEKEKIEAATKEALEWLDENQNSEKEEYDEKLKEVEAVCNPIITAVYQR
BiP2     DKDKLADKLEGDEKEKIEAATKEALEWLDENQNSEKEEYDEKLKEVEAVCNPIITAVYQR
BiP3     DKEKLAKKISDEDKEKMEGVLKEALEWLEENVNAEKEDYDEKLKEVELVCDPVIKSVYEK

BiP1     SGGAPGGAGGESSTEEEDESHDEL
BiP2     SGGAPG-AGGESSTEEEDESHDEL
BiP3     TEGENEDDDGDDHDEL--------

図3 シロイヌナズナの3個のBiPのアミノ酸配列 
BiP1およびBiP3のペプチド抗体作製に用いた配列は太字および下線で表した。黄色で囲ん
だ部分はATPaseドメイン、青色で囲んだ部分は基質結合ドメイン、緑で囲んだ部分は
HSP70C末端サブドメインと予測された。矢印はシグナルペプチドの切断されると予想さ
れる位置を示している。 
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BiP1-pro    1 TCGGATTCGATTTTTTTG-GATAGAAAAATTTAGGATCCAATAAAATAATTTCTCAGCTT
BiP2-pro    1 TT-------ATATATTCG-AATA-AAATATTTAG-ATACGATCAGGT------TCGGATT
BiP3-pro    1 TA-------ATTCATTAATAACAAAAGAAATTATCCTTATGTAAATTATGACGCAAATCT

BiP1-pro   60 TTAAATTTAGATTTGTATCCAATTTTTCGGAT-GGTTTGGA-----TTATTCGGGT--TA
BiP2-pro   45 C-GTATTCGATTTCAAATCCAATTTTTCGGGTCAGTTCTGAGTCGGTTACTCAGGT--TC
BiP3-pro   54 TTTTATTTTATT---AATCGGTACACGAAAAAAATCTTTTAATAATTCATGCATGTGATA

BiP1-pro  112 GGTTTTTCTTCGCAGCCCTAGTGATACTAATAGAAGAAGACTGGGCCCAACAAAAGCTCA
BiP2-pro  102 CGGTTCTTTTC-CACTCCTAATGATG-TAATAGAAGAAGACTGG-CCCAACAAAAGCTCA
BiP3-pro  111 AAAACATTGTTAATAATTTAATTTTGATTATA-ATGATAATTGTTTTGGATAACTATACA

BiP1-pro  172 TTGTCTAGAACTAAGAAGAAGAACC---GAAGTAACCAACGGCCACGATTACTCCAACAC
BiP2-pro  159 TTGTCTA--ATTAAGAAGAAGAAAC---GAAGTAACCAACGGCCACGATTACTCCAACAC
BiP3-pro  170 T-ACATACGAAGAAGTCGTAAAACCTTTGAAAGATTTTGCGATGACGATT-TAATGTCAC

BiP1-pro  229 AAGACCAAATCTGATTGGTTGACATTACAAATCGTCGTAAGATAATTGGTCCACGTCATC
BiP2-pro  214 AAGACCAAATCTGATTGGTTGACATTATAGATCGTCGTAAGATAATTGGTCCACGTCATC
BiP3-pro  228 GTGTCTGCTTGTGATTGGGT-ACTTTACGTGT----GTAAAAAGTAAGGAGCGCGCCAAC

BiP1-pro  289 TCTGATGACATAGTTAAATTTCTTCGTCTTCCATAAAAAGCTTCTTCTTCAA----AGCT
BiP2-pro  274 TCCGATGACATAGTTAAATTTCTTCGTCTTCCATAAAAAGCGACTACTTCACCATCACCT
BiP3-pro  283 ACAAAATAACCCATTAAGCTTACGTGTC------AAGAAGTGATTGGAGAGG-ACACTCT

BiP1-pro  345 TAAAAAACAA---------AAGGAAGCTCTCTCTGTGTTCAAAAC---AAGTTCATTCGA
BiP2-pro  334 TCGGGCACTGGACCTATTTAAGCATCCTAACTTCTTCTTCAAAGCTTAAAAACCAGAAAA
BiP3-pro  336 ACCGAGGCTAAATACG---AATCATACTGAAGCACATATAAATAGACGACGAACTTCATA

BiP1-pro  393 TCTATAGAGAC---------GAAACAAAAAGAGAGATCGTACGCAAAAGTTTCCGAT---
BiP2-pro  394 CAAAAGGAAGCTCTCTGTTCAAATCAAAAAGAGAGATCGTACGCAAAAGTTTCCGAT---
BiP3-pro  393 CTCTTCCAAAT---------AAACTAACAAACGAGATCGAAG--AAGAGTTCTCAACAAC

BiP1-pro      -----
BiP2-pro      -----
BiP3-pro  442 GAAAA

図4 シロイヌナズナの3個のBiPのプロモーター配列 
BiP1、BiP2、BiP3について、ATGの上流500bpを比較した。小胞体スト
レス応答に関わるシス配列であるP-UPREおよびERSEはそれぞれ太字
および黄緑色、太字および青色で表した。 
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図5 動物におけるBiPの転写誘導機構 
IRE1による経路とATF6による経路で主に制御されている。IRE1は転写因子XBP1をスプ
ライシングをすることで転写誘導に関わっている。膜局在型転写因子ATF6は小胞体スト
レスによって膜内切断を受け、bZIPドメインを含む細胞質ドメインが核へ移行し、BiPの
プロモーターに結合する。OASIS、CREBH、LumanなどもATF6同様に膜内切断を受け、
BiPやその他のシャペロンの転写に関わっている。 



 41

 

図6 植物におけるBiPの転写誘導機構 
IRE1ホモログが単離されているが、BiPの転写誘導との関わりは明らか
にされていない。膜局在型転写因子bZIP60は小胞体ストレスにより切断
され、bZIPドメインを含む細胞質ドメインが核へ移行し、BiPのプロモ
ーターを活性化する。しかし、bZIP60の破壊株においてBiP3の誘導は抑
えられたが、BiP1, 2は野生型同様に誘導された。したがって、BiP1, 2
の誘導には他の因子の存在が考えられた。 

BiP1-pro BiP1BiP1-pro BiP1
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ER stress
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P-UPRE
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図7 BiP1, 2および BiP3の発現誘導 
（A）RNAブロットによる転写物の検出。播種後2週間目の芽生えを記載の時間ツニカマイ
シン処理し、RNAを抽出した。 （B） RNAブロットによる転写物の検出。 左からDMSO、 
5μg/mlツニカマイシン、2mM DTT、0.5mMサリチル酸、160mM塩化ナトリウム、90mMシ
ョ糖、37度熱ショックで5時間処理し、RNAを抽出した。（C）BiP1およびBiP3のペプチド
抗体を用いたBiPタンパク質の検出。播種後2週間目の芽生えを記載の時間ツニカマイシン
処理し、タンパク質を抽出した。Tm; ツニカマイシン。 
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図8 GUS活性を指標にしたBiP2およびBiP3の発現解析 
（A）BiP2プロモーターにGUS遺伝子を連結したコンストラクトを導入した植物
（BiP2-pro::GUS）。（B） BiP3プロモーターにGUS遺伝子を連結したコンストラクト
を導入した植物（BiP3-pro::GUS）。（A）（B）上は実験に用いた植物体のコンストラ
クトの模式図。左は播種後1週間目の芽生えにおけるツニカマイシンによるGUS活
性の誘導。5μg/mlツニカマイシンを一晩処理した。右は器官別の観察。Tm; ツニカ
マイシン。 

BiP2-pro GUSBiP2-pro GUS

BiP3-pro GUSBiP3-pro GUS
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B

Bud Flower Pollen

Immature seeds
-Tm      +Tm

Immature seedsFlowering top

-Tm      +Tm
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図9 糖がBiP2およびBiP3発現に及ぼす影響 
（A）RNAブロットによるBiP2およびBiP3転写産物の検出。左は播種後
4週間目のロゼット葉をDMSO（-）およびツニカマイシン（+）で5時間
処理し、RNAを抽出した。右は播種後2週間の芽生えを飢餓処理し、記
載の時間90mMのショ糖溶液で処理し、RNAを抽出した。（B） その他
の糖によるBiP2発現誘導。播種後4週間目のロゼット葉を24時間飢餓処
理し、90mMの糖溶液で10時間処理し、RNAを抽出した。-24は飢餓処理
前、Sucはショ糖、Gluはグルコース、Fruはフルクトース、Manはマン
ニトール。 
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図10 BiP2-pro::GUS植物におけるBiPおよびGUSの転写産物の検出 
（A）実験に用いた植物体のコンストラクトの模式図。（B）ツニカマイ
シン処理によるGUS発現の誘導。播種後2週間の芽生えをそれぞれ記載
の濃度で16時間ツニカマイシン処理し、RNAを抽出した。（C）糖処理
によるGUS発現の誘導。 播種後4週間目のロゼット葉を蒸留水にて24
時間飢餓処理したものをそれぞれ記載の時間90mMショ糖溶液で処理
し、RNAを抽出した。 
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図11 6ｘP-UPRE::GUS植物におけるBiPおよびGUSの転写産物の検出 
（A）実験に用いた植物体のコンストラクトの模式図。（B）ツニカマイシン処
理によるGUSの転写誘導。播種後4週間目のロゼット葉を5μg/mlツニカマイシン
溶液および蒸留水によって24時間処理し、RNAを抽出した。（C） 糖飢餓およ
び糖添加によるGUSの発現誘導。播種ご2週間目の芽生えを蒸留水にて24時間
飢餓処理をし、蒸留水および90mMショ糖溶液で10時間処理した。-24は飢餓処
理前。 
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図12 6ｘP-UPRE::LUC植物における糖飢餓によるLUC活性 
（A）実験に用いた植物のコンストラクトの模式図。（B）ツニカマイシ
ンによるルシフェラーゼの発現誘導。播種後2週間目の芽生えをツニカ
マイシン有無の蒸留水によって24時間処理した。（C） 糖飢餓によるル
シフェラーゼの発現誘導。芽生えを記載の時間、蒸留水によって糖飢餓
処理および90mMショ糖溶液で処理した。 
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BiP1, 2-pro BiP1, 2?

Sugar starvation

Sugar

P-UPRE

図13 糖によるBiP1, 2誘導のモデル 
本研究においてシロイヌナズナのBiP1, 2は糖飢餓ではなく糖によって
誘導されることが明らかとなった。通常、糖がある状態でBiP1, 2は発現
しており、糖が不足するとBiP1, 2は発現しなくなる。一方で、糖飢餓は
P-UPREを活性化していた。したがって、糖によるBiP1, 2の転写誘導は
小胞体ストレス応答とは独立におこっていることが示唆された。 
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SREBP        ILLCVLTFLCLSFNPLTSLLQWGGAHDSDQHPHSGSGRSVLSFESGSGGWFDWMMPTLLE
ATF6 6 CVMIVLA-FIILNYGPMSMLEQDSRRMNPSVGPANQRRHLLGFSAKEAQDTSDGIIQKNS
Luman CILVLLVSFCLLLVPAMYSSDTRGSLPAEHGVLSRQLRALPSEDPYQLELPALQSEVPKD
CREBH     CVAVLLLSFALIILPSISPFGPNKTESPGDFAPVRVFSRTLHNDAASRVAADAVPGSEAP
bZIP17       VASISFLGLLFCLFLFGALAPIVNVNYGGISGAFYGNYRSNYITDQIYSQHRDRVLDTSR
bZIP28       VASISFIGILFFVFLFGTLVPFMNVNFGGERGSFGG--LSKYDGHRYYDEHKGRVLMVGD
bZIP49       VASFSVFGFLFCMFLFGALVNIS-----------YGEYKSNYVTDGVYDQSRGRVLVVDS

Transmembrane domain

S1P recognition sequence

A

B

C

TMD

1 620
bZIP49

1 295

bZIP60

1 721

bZIP17

1 675
bZIP28

bZIP

MTESTSVVAPPPEIPNLNPSMFSESDLFSIPPLDPLFLSDSDPISMDAPISDLDFLLDDE    60 

NGDFADFDFSFDNSDDFFDFDLSEPAVVIPEEIGNNRSNLDSSENRSGDGGLEGRSESVH   120 

SQVSSQGSKTFVSDTVDASSSPESSNHQKSSVSKRKKENGDSSGELRSCKYQKSDDKSVA   180 

TNNEGDDDDDKRKLIRQIRNRESAQLSRLRKKQQTEELERKVKSMNATIAELNGKIAYVM   240 

AENVALRQQMAVASGAPPMNPYMAAPPLPYQWMPYPPYPVRGYGSQTPLVPIPKLNPKPV   300 

SSCRPKKAESKKNEGKSKLKKVASISFIGILFFVFLFGTLVPFMNVNFGGERGSFGGLSK   360 

YDGHRYYDEHKGRVLMVGDGSDVRRNSGISEGNIHSSRISHGERDSCGGVDYNAHPKVEG   420 

RPSSLSNASDPLFASLYVPRNDGLVKIDGNLIIHSVLASEKARGLGKKNITETVKTKEPD   480 

LTIPGALSSALAVPGVRGNAAMLPHSTALSSEGKRLHQWFHEGGSGPLMDYSMCTEVFQF   540 

DIAPGAIVPSSVSSISAEHLQNVTTHGKRMKNRRILEGLPVSLVASELNITGTQPNKDAQ   600 

NKTFNGNTNKPTSSSSMVVSVLLDPREVVDSETDRVVPPNPKSLSRIFVVVLLDSVKYVT   660 

YSCVLPRSGLHLVAT                                                         675 

図14 シロイヌナズナの膜貫通型bZIP型転写因子 
（A）bZIP17、bZIP28、bZIP49 、 bZIP60の模式図。TMD;膜貫通ドメ
イン（B）膜貫通ドメイン付近のアミノ酸配列。SREBPおよびATF6にお
いてS2Pの切断に必要なアスパラギンおよびプロリンはピンク字で表
した。他の転写因子の膜貫通領域にもプロリンが存在する。（C）全長
AtbZIP28のアミノ酸配列。bZIPドメインは黄色、膜貫通ドメインは青色、
S1P認識部位に保存されたアミノ酸配列であるRxxLおよびRxLは赤色
で表した。下線部分はbZIP28ΔC。 
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図15 bZIP17、bZIP28転写産物の検出 
（A）RNAブロットによる転写物の検出。左は播種後2週間目の芽生え
を記載の時間ツニカマイシン処理し、RNAを抽出した。右は播種後2週
間目の芽生えをDMSO、ツニカマイシン、DTTで10時間処理し、RNAを
抽出した。（B）RT-PCRによる転写物の検出。Seは芽生え、RLはロゼッ
ト葉、 Stは茎、CLは茎生葉、 Bはつぼみ、 Fは花、 Siは長角果。 

A

B

BiP1, 2

BiP3

bZIP17

bZIP28

bZIP60

rRNA

Tm (hr)   0      1       2      5      10

bZIP17

bZIP28

Se   RL    St    CL     B      F    Si

DMSO  Tm   DTT

Act8



 51

A

B

BiP1-pro LUC

Hsp70-pro LUC

35S-pro GUS

BiP3-pro LUC

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

BiP1-pro BiP3-pro Hsp70-pro

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity GUS

bZIP17ΔC
bZIP28ΔC
bZIP60ΔC

Effecter Reporter

35S-pro bZIP17ΔC

35S-pro bZIP28ΔC

35S-pro bZIP60ΔC

図16 BiPプロモーターに対するbZIP型転写因子の効果 
（A）実験に用いたコンストラクトの模式図。（B）ルシフェラーゼ活性
はGUSをエフェクター、BiP1-pro::LUCをレポーターとしたときの値に
対する相対値で表した。 
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図17 全長と切断型のbZIP型転写因子のBiP3プロモーターに対する効
果 
（A）実験で用いたコンストラクトの模式図。（B） ルシフェラーゼ活
性はGUSをエフェクター、BiP3-pro::LUCをレポーターとしたときの値
に対する相対値で表した。 
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図18 BiPプロモーターへの変異の導入がプロモーター活性に及ぼす影響 
（A）実験に用いたコンストラクトの模式図。BiP1およびBiP3プロモーターに存在するシ
ス配列P-UPREおよびERSEに変異を導入した。（B）ルシフェラーゼ活性はGUSをエフェク
ター、BiP1-pro::LUCをレポーターとしたときの値に対する相対値で表した。 
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図19 bZIP28のP-UPREおよびERSEに対する効果 
（A）実験に用いたコンストラクトの模式図。P-UPREおよびERSEを6個つなげたも
のは、最小プロモーターとルシフェラーゼに連結した。（B）ルシフェラーゼ活性は
GUSをエフェクター、6xERSE::LUCをレポーターとしたときの値に対する相対値で
表した。 
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図20 一過的発現によるbZIP28ΔCの局在解析 
（A） SP-RFP-HDELおよび SP-GFP-HDELを一過的に共発現。（B） 
SP-RFP-HDELおよびGFP単独を一過的に共発現。（C） SP-RFP-HDELお
よびGFP-bZIP28DCを一過的に共発現。（A）から（C）は共焦点顕微鏡
により観察した。Barは20mm。 
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図21 GFP-bZIP28形質転換細胞における全長bZIP28の局在解析 
DMSO（Mock）、ツニカマイシン（Tm）、DTTを7時間処理した細胞を共
焦点顕微鏡により観察した。右はDMSOおよびツニカマイシン処理細胞
のMerge像の一部を拡大した。 矢印はGFPの粒状構造を示している。Bar
は20μm。 
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図22 ツニカマイシン処理による全長bZIP28の局在変化 
GFP-bZIP28形質転換細胞をツニカマイシン処理し、共焦点顕微鏡によ
り10分間隔で画像を取得した。 Barは20μm。 
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図23 抗bZIP28抗体の作成と精製 
（A）抗原に用いた組み換えタンパク質の構造。数字は各ドメインのアミノ酸数。HP, 
His-Patch Thioredoxin ORF; EK, Enterokinase recognition site; V5, V5 epitope; 6x His, 
Polyhistidine region。（B）抗原に用いたbZIP28�C組み換えタンパク質。大腸菌で発現させ、
Hisタグによって精製した。（C）大腸菌で発現させた組み換えタンパク質。レーン1はアラ
ビノース誘導前、レーン2はアラビノース誘導後。（D）精製前の抗体による（C）のウエス
タンブロット。（E）精製後の抗体による （C）のウエスタンブロット。（F）野生型および
bZIP28破壊株においてDMSOおよびツニカマイシンを6時間処理し、タンパク質抽出をおこ
ない、抗bZIP28抗体で検出した。（G）野生型植物において記載の時間ツニカマイシン処理
し、タンパク抽出をおこない、抗bZIP28抗体で検出した。目的のバンドの位置は矢頭で示
した。 
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図24  bZIP28破壊株の解析 
（A）T-DNA挿入位置。第2エキソンに挿入されている。矢印はRT-PCRに用いたプライマ
ーの位置を示している。（B）RT-PCRによるbZIP28転写物の検出。（C）リアルタイムPCR
によるBiP1,2およびBiP3の転写誘導の検出。記載の時間ツニカマイシン処理し、RNAを抽
出した。 
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図25 S1PおよびS2P破壊株の解析 
（A）T-DNA挿入位置。s1p-1は第7エキソンに、s1p-2は第5エキソンに、s2p-2は第5エキソ
ンに挿入されている。矢印はRT-PCRに用いたプライマーの位置を示している。（B）RT-PCR
によるS1PおよびS2P転写物の検出。（C）リアルタイムPCRによるBiP1,2およびBiP3の転写
誘導の検出。播種後2週間目の芽生えをツニカマイシン有りおよび無しで5時間処理し、
RNAを抽出した。転写量は野生型のツニカマイシン無処理の値に対する相対値で表した。
（D）bZIP28タンパク質の検出。ツニカマイシン有りおよび無しで5時間処理し、タンパク
質を抽出した。 
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図26 シロイヌナズナにおけるBiP誘導機構のモデル 
 BiPの誘導に対するIRE1の顕著な効果は認められなかったため、BiPの誘導には他の因子
の存在が考えられた。切断型のbZIP28はP-UPREおよびERSEを介してBiP1,2およびBiP3の
プロモーターを活性化したため、これらの誘導に関わる因子であることが考えられた。
bZIP28は通常小胞体膜に存在し、小胞体ストレス処理後の早い段階で膜貫通ドメインが切
断される。 bZIP28の転写因子ドメインは膜から遊離し、核へ移行し、BiPの誘導に関わる。
これに対してZIP60は小胞体ストレス処理にともなって発現レベルが上昇する。bZIP28は
早い応答に、bZIP60はシグナルの増幅にかかわっていることが考えられる。また、BiP1, 2
を主要に制御する因子は単離されていなかったが、bZIP28破壊株においてBiP1, 2誘導の減
少が見られたことから、bZIP28はその因子の一つであることが考えられる。 
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総括 

 
小胞体内において BiP はタンパク質の折りたたみを助けるのみならず、異常タ

ンパク質の分解に関与するなど、小胞体タンパク質の品質管理においてきわめて

重要な役割を果たす。植物においては特に発現様式の多様性が際立つことから、

外部環境の変化の影響を受けやすい植物にとって BiP の発現制御は非常に重要で

あることが考えられた。また、植物には BiP が複数あることから、それぞれ独自

の誘導機構が発達していることが考えられた。しかし、植物 BiP の発現様式や誘

導機構については不明な点も多い。本研究は、植物における複数の BiP の発現様

式について不明な点を明らかにすること、および BiP の誘導機構についてより多

くの知見を得ることを目的とした。 
 
シロイヌナズナには BiP 遺伝子が BiP1、BiP2 および BiP3 と 3 個存在するので、

まずそれぞれの遺伝子について発現様式を比較した。BiP1 と BiP2 は最近重複し

た遺伝子であることが考えられ、プロモーター領域およびコード領域で高い相同

性を示し、区別して検出するプローブやプライマーの作成が困難であったため検

出においては区別せず、BiP1, 2 と BiP3 の間で発現様式を比較した。その結果、

BiP1, 2 は恒常的に発現しているのに対し、BiP3 は小胞体ストレス特異的に発現が

誘導されることを転写レベルのみならず、タンパク質レベルでも検出することに

成功した。また、BiP1, 2 はタンパク質合成がさかんになる組織や刺激において発

現する一方、それらの組織や刺激において BiP3 の発現は見られない、すなわち小

胞体ストレス応答がおこっていないことがわかった。シロイヌナズナに BiP3 が存

在する意義は明らかではないが、BiP1, 2 とは異なる発現様式をもつことから、

BiP3 独自の役割があることが予想される。 
動物において BiP はグルコース飢餓で誘導されるタンパク質として単離された。

一方植物においては糖濃度の変化がさまざまな遺伝子発現を誘導し、大きな変化

をもたらすものの、糖濃度の変化と BiP の発現誘導との関わりについては調べら

れていなかった。そこで、糖飢餓および糖添加によるシロイヌナズナの 3 個の BiP
の発現誘導について調べた。その結果、BiP3 は糖の過不足によって発現誘導はさ

れず、BiP1, 2 は糖飢餓ではなく、糖添加によって転写が上昇した。この糖による

BiP1, 2 の発現誘導は小胞体ストレス応答に関わるシス配列を介さずにおこるこ

とから、糖は小胞体ストレス応答とは独立に植物の BiP1, 2 を誘導することが明ら

かになった。 
これまでに酵母や動物では、BiP の発現は小胞体ストレス応答の指標とされて
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きた。しかし、BiP3 が発現しない部位や刺激において、BiP1, 2 が発現すること、

および BiP1, 2 が小胞体ストレス応答とは独立に糖で誘導されることから、シロイ

ヌナズナにおいては BiP1, 2 の発現は必ずしも小胞体ストレス応答と同一のもの

ではないことを本研究では明らかにした。一方、BiP3 は小胞体ストレス特異的に

発現が誘導されることから、BiP3 の発現は小胞体ストレス応答の指標として、シ

ロイヌナズナにおける小胞体ストレス応答の分子機構の解明に寄与することが期

待される。 
 
シロイヌナズナの BiP の誘導機構については BiP の誘導に重要な因子として

bZIP60 が知られているが、BiP1, 2 の誘導には他にも必要な因子が存在すると考え

られていた。そこで、本研究ではシロイヌナズナの BiP の転写誘導に関わる新た

な因子の探索をおこなった。最近動物では ATF6 と同様に膜内切断を伴う機構で、

BiP の転写誘導や小胞体ストレス応答に関わる転写因子がいくつか単離された。

これらは膜貫通ドメインを持つ bZIP 型転写因子であることから膜内切断による

制御について関わりが調べられた。そこでシロイヌナズナにおいて膜貫通ドメイ

ンを有する bZIP 型転写因子について BiP の誘導との関わりを調べたところ、

bZIP28 が小胞体ストレス依存的に切断され、核へ移行し、BiP1, 2 および BiP3 の

転写を誘導することを明らかにした。bZIP60 が小胞体ストレスによって転写レベ

ルで誘導されるのに対し、bZIP28 は通常でもある程度発現しているため、小胞体

ストレス応答の早い段階で BiP1, 2 および BiP3 の誘導に関わっていることが考え

られた。実際、bZIP28 の切断および核移行が小胞体ストレス処理後 1 時間以内で

おこっていることを細胞生物学的、生化学的に示した。また、bZIP28 の破壊株に

おいて小胞体ストレス処理後 2 時間目の BiP1, 2 および BiP3 の転写は野生型と比

較して抑えられていた。したがって、本研究は BiP1, 2 および BiP3 を小胞体スト

レス依存的に誘導する機構において、早期の段階に関わっている因子 bZIP28 を単

離することに成功した。bZIP28 を切断し、活性を制御する因子の解明はシロイヌ

ナズナにおける小胞体ストレス応答の分子機構の研究のみならず、シロイヌナズ

ナではいまだ乏しい膜内切断によるタンパク質の活性制御に関する研究にも道を

拓くものとなるであろう。 
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