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研究成果の概要（和文）：熱ショック転写因子1（HSF1）は足場タンパク質PARP13を介してPARP1と相互作用する
ことが分かった。HSF1-PARP13-PARP1複合体形成の阻害は、DNA損傷ストレス後のPARP1のDNA損傷部位への再分布
およびDNA修復の低下を引き起こした。さらに、この複合体は細胞をDNA損傷ストレスから保護するために必要で
あった。PARP阻害剤に感受性であるBRCA1欠損乳腺腫瘍細胞は複合体形成の阻害により細胞増殖とマウスでの腫
瘍形成が抑制された。よって、HSF1はがん細胞のゲノムDNAの安定性に関与し、HSF1-PARP複合体の阻害がBRCA1
欠損乳腺腫瘍形成の抑制に働くことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Here, I show that heat shock transcription factor 1 (HSF1) interacts PARP1 
through the scaffold protein PARP13. In DNA damage stimulation, inhibition of HSF1-PARP13-PARP1 
complex formation caused a redistribution of PARP1 to the DNA damage site and a decrease. 
Furthermore, this complex formation was required to protect cells from DNA damage stress. Inhibition
 of complex formation. BRCA1-deficient mammary tumor cells which has a sensitive to PARP inhibitors 
were inhibited in cell growth formation and tumorigenesis in mice by inhibition of complex 
formation. These results suggest that HSF1 is involved in the stability of the genomic DNA of cancer
 cells, and HSF1-PARP complex acts to suppress BRCA1-deficient mammary tumorigenesis.

研究分野： 分子生物学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、HSF1-PARP13-PARP1複合体がDNAの安定性に関与することを明らかにした。DNAが不安定化するとDNA異
常が起こり、この異常が蓄積するとがんが発症する。BRCA1遺伝子の変異で起こる乳がんはDNA修復機構に強く依
存することが知られている。マウスを用いた実験から、この複合体の形成阻害がBRCA1変異乳がん細胞の腫瘍形
成を顕著に抑制することを明らかにした。よって、HSF1-PARP13-PARP1複合体の解析から、乳がんなどの治療薬
の開発に結びつく可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞が高温に曝されると一群の熱ショックタンパク質(HSP)が合成される。この応答は熱シ
ョック応答と呼ばれ、主に熱ショック因子(HSF)によって制御される。熱ショック応答は、スト
レスから自身を守るための基本的な生体防御であり、プロテオスタシス（タンパク質ホメオス
タシス）容量の重要な調節機構の一つでもある。さらに、HSF 群が個体発生と維持、老化と関
連した細胞変性疾患、さらにはがんの発生や進展にも重要な役割を持つことが分かってきた。
哺乳動物細胞の HSF 群の中で、熱ショック応答による HSP の発現制御を担うのは HSF1 である。
これまでに、哺乳動物細胞の HSF1 が DNA 複製・修復に関わる一本鎖 DNA 結合蛋白質 RPA ととも
にクロマチンにあらかじめ結合してその構造を開いた状態に保ち、ストレス時に転写を速やか
に促進できる環境を整えていることを明らかにした①。さらに、ミトコンドリア DNA の複製・
修復に関わるミトコンドリア一本鎖 DNA 結合蛋白質 SSBP1 もまた、熱ストレス時に核へ移行し
て HSF1 の転写を促進することも示した②。これらの知見は、DNA の複製・修復因子群が HSF1 を
介してプロテオスタシス容量の調節に関与することを示している。しかしながら、HSF1 を介す
るプロテオスタシス容量の調節機構が DNA の複製・修復過程で役割を担うかどうかについては
不明である。国内外の研究者らにより、ショウジョウバエや哺乳類での HSF1 による制御遺伝子
(HSP 遺伝子など)の同定や転写制御機構が良く研究されている③。また、熱ショックにより活性
化された HSF が HSP70 遺伝子のクロマチン構造を変化させてその転写を亢進させることが分か
っている。主な研究は、HSF1 による HSP70 遺伝子の転写制御機構の解明であり、HSF1 と DNA
修復との観点からは十分な研究が行われていない。 

 
２．研究の目的 
HSF1 と結合するタンパク質としてポリ ADP リボシル化酵素(PARP)の酵素活性のない PARP13

を同定した。17種類存在する PARP ファミリーの中で、PARP1 も HSF1 と PARP13 にそれぞれ相互
作用してHSF1-PARPの三者複合体を形成し、熱ショックによりHSF1から解離したPARP1がHSP70
遺伝子上に再分布し、HSP70 誘導に必要であることを見いだした。さらに予備的実験より、HSF1
とPARP13のターゲット遺伝子としてDNA損傷誘導遺伝子の発現調節に関与することが分かって
きた。本研究では、HSF1-PARP 複合体による DNA 損傷誘導遺伝子群の転写制御、さらに DNA 修
復機構やがん形成への影響を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)非ストレス状態で HSF1 は、PARP1 そして PARP13 と三者複合体を形成することが分かってい
る。PARP1 は様々なストレスにより、自己 PAR 化が起こると PARP1 と相互作用していたタンパ
ク質との結合を変化させることが知られている。そこで、DNA 損傷ストレス（ドキソルビシン）
後の HSF1 と PARP1 と PARP13 の相互作用を免疫沈降法で調べる。また、Hela 細胞の内在性 PARP1
を PARP1 の酵素活性を欠損した変異体に置換した際の相互作用変化も検討する。 
(2)以前の報告で、HSF1 をノックダウンした細胞を用いたマイクロアレイ法により、HSF1 が DNA
損傷誘導遺伝子群などの発現を抑制することが示されている④。そこで、HSF1-PARP13-PARP1 複
合体により遺伝子発現が制御される遺伝子を同定するために、HeLa 細胞の HSF1 をノックダウ
ンした細胞と HeLa 細胞の内在性 HSF1 を野生型 HSF1 あるいは PARP1 や PARP13 と結合できない
HSF1 点変異体(HSF1-T20A)へ置換した細胞を用いて、DNA マイクロアレイ解析を行う。さらに、
HSF1, PARP1, PARP13 をノックダウンした HeLa 細胞で、マクロアレイ解析より同定した三者複
合体のターゲット遺伝子の発現変化を RT-PCR で調べる。また、HSF1-T20A 変異体へ置換した細
胞を用いて、ドキソルビシン刺激後のターゲット遺伝子の発現変化を調べる。 
(3) HSF1-PARP13-PARP1 複合体が(2)で同定した DNA損傷誘導遺伝子(GADD34)のプロモーター領
域に存在することを、HSF1, PARP1, PARP13 抗体を用いて ChIP アッセイ法により調べる。これ
までに、熱ショックで HSF1 から解離した PARP1 が HSP70 遺伝子上に再分布することが分かって
いる。そこで、HeLa 細胞の内在性 HSF1 を HSF1-T20A 変異体へ置換した細胞を用い、非ストレ
ス状態で GADD34 プロモーター領域に存在した PARP1 がドキソルビシン刺激後に GADD34 遺伝子
上に再分布するかを ChIP アッセイ法で明らかにする。 
(4) DNA 損傷刺激により PARP1 をはじめ、リン酸化 H2AX, 53BP や Rad51 などの修復因子群が損
傷部位へ集まり、免疫染色により foci の形成を導く。 
①HeLa 細胞を用い HSF1 のノックダウンを行い、内在性 HSF1 を野生型 HSF1 あるいは HSF1-T20A
点変異体を置換し、ドキソルビシン処理後の foci 形成への影響をリン酸化 H2AX と Rad51 抗体
を用いて免疫染色で検討する。 
②制限酵素 I-SceI で切断後に相同組換え修復により GFP が発現するカセットを導入した HeLa
細胞を用い、HSF1 ノックダウンにより内在性 HSF1 を野生型 HSF1 あるいは HSF1-T20A 点変異体
に置換する。これらの細胞に I-SceI を高発現させ、修復因子群の集積変化を ChIP アッセイ法
で定量化し、同時に修復の効率（相同組換え効率）を GFP 発現細胞数で比較する。 
(5) BRCA1 遺伝子に変異をもつ乳腺細胞の進展に PARP1 活性が強く依存している。そこで、
BRCA1 欠損の乳腺細胞を用い、内在性 HSF1 を野生型 HSF1 あるいは HSF1-T20A 点変異体に置換
し、細胞増殖変化を検討する。同様の処理をした細胞をマウスの乳腺に移植し、腫瘍の形成変
化を発光イメージングシステム(IVIS imaging system)により定量化する。 



 
４．研究成果 
(1)これまでの解析でHSF１-PARP13-PARP1複合体は、
足場タンパク質として働くPARP13を介してHSF1と
PARP1 が結合することが分かっている。DNA 損傷ス
トレスであるドキソルビシン(DOX)刺激により自己
ポリ ADP リボシル化(PAR 化)することが分かった
（図 1A）。この PARP1 の PAR 化により HSF1-PARP13
から PARP1 が解離することが分かった。PARP の酵素
活性阻害剤である PJ34 を処理すると HSF1-PARP13- 
PARP1 複合体形成が維持された（図 1B）。しかしな
がら、DOX 刺激では HSF1-PARP13 相互作用には影響
を与えなかった（図 1C）。さらに、内在性 PARP1
を酵素活性を欠損したHYAあるいはAAAに置換する
ことで、DOX 刺激後の PARP13 の解離を阻害すること
ができた（図 1D）。このことは、DNA 損傷ストレス
により PARP1 が自己 PAR 化を起こし、この三者複合
体から解離することを示唆している。 
(2) HSF1-PARP13-PARP1 複合体が遺伝子発現を調節しているかどうかを理解するために、HSF1
ノックダウンと野生型 HSF1 または HSF1-T20A で置換した HeLa 細胞を用いて DNA マイクロアレ
イ分析を行った。HSF1 ノックダウン細胞で 79 個の遺伝子の発現上昇が見られ、その中の 71 個
の遺伝子(90%)の発現が HSF1-T20A に置換することで上昇した(図 2A)。 上昇した遺伝子の遺伝
子オントロジー分析を行い、その遺伝子が細胞周期、アポトーシス、ストレスの調節に関与す
る GADD45A、GADD34、DDIT3、IL17R、および EPHA2 などの多くの DNA 損傷誘導遺伝子が含まれ
ていた（図 2B）。同定した遺伝子の発現は、HSF1、PARP1 または PARP13 ノックダウンによって
発現が上昇したが、PARP2 ノックダウンでは変化が見られなかった（図 2C）。これらの結果は、
HSF1-PARP13-PARP1 複合体が DNA 損傷誘
導遺伝子群の構成的発現を抑制すること
を示唆している。次に、DNA 損傷刺激に
よるGADD34とGADD45Aの遺伝子発現変化
を調べた。HSF1 ノックダウン細胞または
HSF1-T20A 変異体に置換した細胞では、
GADD34およびGADD45Aの誘導発現は、DNA
損傷刺激である DOX 処理後 16 および 24
時間で著しく抑制されたが、構成的発現
レベルは上昇した（図 2D）。よって、
HSF1-PARP13-PARP1 複合体が GADD34 や
GADD45A の構成的発現を抑制し、DNA 損傷
中のその誘導を増強することが明らかに
なった。 
(3)HSF1-PARP13-PARP1 複合体が GADD34 プロモーター領域に存在するかを調べた。GADD34 プロ
モーター領域には HSF1 が結合する HSE 領域が 2つ存在することが分かった(図 3A)。非ストレ
ス状態で、HSF1、PARP そして PARP13 が GADD34 の HSE 領域に存在した。HSF1 ノックダウンでは
PARP1 と PARP13 のリクルートが消失し、PARP13 ノックダウンでは PARP1 のリクルートのみが消
失した(図 3B)。次に、DNA 損傷後の
PARP1 のプロモーター領域から遺
伝子上への再分布の有無を調べた。
DOX処理後にPARP1はGADD34のHSE
領域から解離し、GADD34 遺伝子上
の１や 2 の領域に再分布すること
が分かった。この再分布は、
HSF1-T20Aや HSF1-T20G変異体に置
換することで顕著に減少した。さら
に、再分布した領域で PAR 化のリク
ルートが亢進した(図 3C) これら
の結果は、HSF1-PARP13-PARP1 複合
体が DOX 処理中 GADD34 遺伝子上へ
の PARP1 再分布に必要であること
を示唆している。 



(4)非ストレス状態で、
HSF1-PARP13-PARP1 複合体はゲノ
ム上に存在し、さらに DNA 損傷スト
レス化では PARP1 のみがこの複合
体から解離することが分かった。こ
のPARP1はDNA損傷部位にリクルー
トされ、相同組換え修復や非相同末
端結合修復に関わる因子であるこ
とが知られている⑤。そこで、
HSF1-PARP13-PARP1複合体がDNA損
傷の修復に関与するかどうかを調
べるために、免疫蛍光により修復因
子の蓄積を調べた。γH2AX の foci
が DOX 処理の 6時間後に出現し、
HSF1 ノックダウン細胞あるいは
HSF1-T20A 変異体に置換した細胞
では foci 形成が顕著に減少した。RAD51 の foci 形成でも同様の結果が得られた(図 4A)。次に、
制限酵素 I-SceI で切断後に相同組換え修復により GFP が発現するカセットを導入した HeLa 細
胞を用いて(図 4B)、DNA 損傷部位への PARP1 の蓄積を調べた。制限酵素 I-SceI 発現後に、SCE-1
領域に PARP1 およびγH2AX の蓄積が確認された。HSF1 ノックダウン細胞あるいは HSF1-T20A
変異体に置換により、これらの集積が顕著に減少し (図 4C)、さらに相同組換え修復効率も低
下することが分かった。これらの結果は、DNA 損傷後に PARP1 が HSF1-PARP13-PARP1 複合体か
ら解離し、DNA 損傷部位周辺にリクルートし、その部位への DNA 修復因子の補充を通して DNA
修復効率が改善することを示唆している。 
(5)興味深いことに、BRCA1 欠損乳がん細胞の増殖には
PARP1 を介する DNA 修復機構が必要である⑥。そこで、
HSF1-PARP13-PARP1 複合体が BRCA1 欠損乳がん細胞の
増殖に関与するか調べた。BRACA 欠損マウス乳腺細胞
(KB1P-G3 と KB1P-B11 細胞)を HSF1 ノックダウンある
いは HSF1-T20A 変異体に置換することで細胞増殖が抑
制されることが分かった(図 5A)。次に、マウスの乳腺
に同種移植実験を行ったところ、HSF1 ノックダウンあ
るいは HSF1-T20A 変異体に置換した細胞では腫瘍形成
が顕著に抑制された。よって HSF1-PARP13- 
PARP1 複合体は BRAC1 欠損マウス乳腺細胞の DNA 修復
を亢進させて腫瘍形成を助けていることが明らかにな
った。 
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