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Bipは 細胞質型HSP70タ ンパ ク質 と類似 した構造 を持 ち小胞体 タンパ ク質 の品質 管

理 におい て重 要 な働 き持 ち、小胞 体で のタ ンパ ク質 の高次構 造形成異 常 によ り強 く誘

導 され る。 この反応 は小胞 体 ス トレス応答 と呼 ばれ分子機構 は酵母や動 物で研究 が進

んでい るが、植物 では シロイヌ ナズナで はBip遺 伝子 が3個 あ ることな どか ら不明 な

点 も多 い。本研 究では、 シ ロイ ヌナズナのBipに 着 目し、糖 に対す る遺伝子発 現機構

を調べ る とともに、小胞体 ス トレス応 答時 のBipの 誘 導 に関 わる新規転写 因子 の同定

と機 能解析 をお こな った。

BiP1とBiP2は 構造 、発 現様 式が 良 く似 てい るが、BiP3は 遺伝子 の構造や プ ロモー

ター も相違 が見 られ る。Bip2プ ロモー ター とBip3プ ロモー ター にGus遺 伝子 を連結 し、

シロイヌナ ズナ に導入 した ところいずれ も糖 鎖合成 阻害剤 ツニカマ イシ ンによ り顕著

な誘 導が認 め られ た。 ス トレスを与 えず にGus染 色 を行 うと、Bip2プ ロモー ターの場

合 、花粉や未熟種子 でGus活 性 が見 られ たが、Bip3プ ロモー ター の場合 は、殆 どGus

活性 が検 出 されず 、非ス トレス下ではBip3の 発現 レベル は非常 に低い と考 え られ た。

ペ プチ ド抗体 を用 いた タンパ ク質 レベル の解 析 で も同様 の結果 が得 られ た。

糖 によるBipの 発現 を調 べた ところ、糖飢餓 で はな く、糖 添加 に よってBip2の 転写

産物 は増加 した。Bip2プ ロモー ター にGusを 連結 した遺伝子 を導入 した植 物 では、Gus

の発 現 は糖 に よ り誘 導 され たが、Bip2プ ロモー ター上の小胞体ス トレス応答 に関わ る

シス配列で あ るP-UPREにGUSあ るいはル シフェラー ゼ遺伝 子 を連結 した場合 は、糖欠

乏 によ りレポー ター遺伝 子 の発現 が誘 導 された。つ ま りP-UPREは 糖欠乏 に応答す るが

Bip2プ ロモー ター上 にはP-UPREと は異 なる糖 に応答 して転写 を活性化す る領域 が存

在 す る と考 え られ た。

動 物のATF6の 制御機 構 に着 目し、膜貫通領域 を有す る3個 のbZIP型 転 写因子 につ

い て 解 析 した 。 そ の うちAtbZIP28の 膜 貫 通 ドメ イ ン 以 降 を決 失 させ た 領 域

(AtbzlP28△C)はBiPプ ロモー ター を顕著 に活性 化 した。 さらにAtbZIP28△cは 小胞

体 ス トレス応答 に 関与す るシス配列 の下流 の レポー ター遺伝 子 も活性化 した。 また、

GFPにAtbZIP28全 長 を連結 し、培養 細胞 で発現 させ た。 その結果、非 ス トレス下では

蛍光 が小 胞体 由来 の構造 に観 察 され 、 この細胞 をツニカマイシ ンあるい はDTTで 処理

す ると蛍 光が核 に移行 した。 ま た、AtbZIP28に 対す る抗体 を作成 した ところツニカマ

イ シ ン処 理 に よ り、切 断を受 けた と思われ るバ ン ドが検 出 された。つ ま り、小胞体 ス

トレス依 存的 にAtbZIP28が 切 断 を受 けて、核 へ移行 し転 写因子 として機 能す ると考 え

られ た。 しか し、動物 のATF6の 切 断に関与す るプ ロテアーゼ、SIP,S2Pの 遺伝子破壊

株 において もAtbZIP28の 切断 が見 られ た。従 って、AtbZIP28の 切 断 にはSIP、S2P以

外 のプ ロテアーゼ が関与 してい る と考 え られ た。
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本論文 は小胞 体 シャペ ロンBipの 発現制御機構 をモデル植 物 であ るシ ロイヌナズナ

を用い て解析 した結果 をま とめた もので、 内容 は3部 構 成 となってい る。

第1部 では、植物 には酵母や動物 とは異 な り複数 のBipの 分子種 が存在 す るこ とに

着 目し、解析 をお こなった。シロイヌナ ズナには3個 のBip遺 伝子が存在す るが、Bip1

とBip2は 非 コー ド領 域 を含 め非 常に保 存性 が高い こ とか ら、区別 す るこ とな く、若 干

構造 の異 な るも う1個 の遺伝子BiP3と の比較 をお こない、BiP1とBiP2が 恒常的 に も

発現 してい るのに比べ てBip3が 小胞体 ス トレス を加 えた時 にのみ特異 的に発 現す るこ

とを明 らか とした。 この よ うな特別 な発現様式 を示すBip遺 伝子 をシ ロイヌナズナが

有す ることは植 物 にお ける小胞 体ス トレスの意 義 を考 える上で興味深 い。加 えてBip3

の発現 を調 べ るこ とで小胞体 ス トレス を感度 良 く検 知で きる ことが示 され た。

第2部 では、植 物のBipの 発 現が様 々な環境 要因で制御 され るとい う報 告が ある一

方 で、哺 乳動物 で観 察 され る糖欠 乏 に よる誘 導 が調 べ られて ない点に着 目し、糖 に よ

るBipの 発現制御 に絞 って解析 をお こなった。 その結果 、 シロイヌナ ズナ のBipは 糖

欠 乏 に よ り発 現量 が減少 し、糖 の再 添加 によ り再び発 現 が誘 導 され た。つ ま り、Bip

の発現 とい う点で は動物 で見 られた反応 と逆 の結果 が見 られ た。しか し、Bipプ ロモー

ター上 の小胞体 ス トレス応答 に必要 なシス配列 の下流 に連結 した レポー ター遺伝子 は

糖欠 乏に よ り活性 化 され た。 つま り、 シ ロイヌナズナBipプ ロモ ー ターは小胞体 ス ト

レス応答 に必 要な シス配列 に加 えて糖 に よ り活性 化 され る配列 を含 む と考 え られ、Bip

が複雑 な制御 を受 ける ことが示 され た。

第3部 は、本 論文 の最 も中心的 な内容 を含 む部分で ある。 シ ロイ ヌナズナのBipの

発現制御 に関わ る因子 と してAtbZIP60が 報告 されてい るが、他 の転 写因子 の存在 が推

定 され ていた。 本論文 では、 シロイヌナ ズナのゲ ノム情報 を利用す るこ とでBipの 発

現制御 に関わ る転写 因子 と してAtbZIP28を 単離 した。AtbZIP28は 、膜 貫通 ドメイ ンを

有 し、膜 貫通 ドメイ ン以 降 を決 失 したAtbZIP28が3個 のBip遺 伝 子 を活 性化 し、

AtbZIP28の 遺伝 子欠損株 ではBiPの 発 現誘 導が抑制 され る ことか ら、AtbZIP28がBiP

の発現制御 に関わ る転写 因子 で ある こと示 され た。 さらに、タ ンパ ク質 レベル で切 断

を受 け、核 へ移 行 し転写 因子 として機能 す る興 味深 い制御 を受 け るタンパ ク質 で ある

と示唆 され た。 実際、GFPとAtbZIP28の 融合 タンパ ク質 を発現 させ た細胞 で は、小胞

体 ス トレス処理 よ りGFP蛍 光 、すなわ ちAtbZIP28タ ンパ ク質 が小胞 体膜 か ら核へ と移

行す る様子 が観察 され 、前述 の仮説が裏付 け られた。

以上 の よ うに、本論 文 は植 物 の小胞体 ス トレス応答 の分子機構 に新た な知 見を加 え

る もので、学術上 、応 用上貢 献す る ところが少 な くない。 よって審査委員一 同は、本

論文 が博 士(バ イオサイエ ンス)の 学位論文 と して価値 ある もの と認 めた。


