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研究成果の概要（和文）：真核細胞の最大の特徴は、細胞内が核と細胞に分かれていることである。その維持に
重要なのが核-細胞質間輸送である。私たちは、分子シャペロンHsp70を核に運ぶ運搬体Hikeshiを同定した。こ
れまで、Hsp70の細胞質における機能は良く解析されているが、Hsp70の核内機能はわかっていない。本研究で
は、Hikeshiの解析を通して、核内Hsp70が核内タンパク質の恒常性維持に必要であることを明らかにした。
Hikeshiの機能を損なうとヒト遺伝子疾患誘発や抗癌作用に類似した効果を示すが、これらは核内Hsp70の枯渇に
よるものであると考えられ、生体におけるHsp70の核内局在の重要性が理解できる。

研究成果の概要（英文）：The prime feature of eukaryotic cells is the separation of the intracellular
 space into two compartments, the nucleus and the cytoplasm. Active nuclear transport is crucial for
 the maintenance of this separation. In this study, we focus on a nuclear transport receptor named 
Hikeshi, which mediates the heat stress-induced nuclear import of Hsp70s. The cytoplasmic function 
of Hsp70 is well studied, but its nuclear roles remain obscure. We found Hikeshi regulates the 
nucleocytoplasmic distribution of Hsp70 not only under heat shock conditions but also under 
nonstressed conditions. Nuclear Hsp70 affects the transcriptional activity of HSF1 and nuclear 
proteostasis under nonstressed conditions. Depletion of Hikeshi induces a reduction in nuclear Hsp70
 and activate HSF1 under nonstressed conditions, and impair the heat shock response. Thus, proper 
nucleocytoplasmic distribution of Hsp70, mediated by Hikeshi, is required for nuclear proteostasis 
and adaptive response to heat shock.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 核ー細胞質間輸送　分子シャペロンHsp70　HSF1　タンパク質毒性ストレス　Hikeshi　タンパク質の恒
常性

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
核-細胞質間輸送という、生体にとって基本的な細胞内反応の生理的重要性の一例を分子のレベルで具体的に明
らかにすることができた意義は大きい。Hsp70はタンパク質の折りたたみや凝集阻止を担う分子シャペロンとし
て細胞質における機能が有名である。このHsp70を核に輸送する運搬体Hikeshiを同定したが、Hsp70の核内機能
が不明であった。Hikeshiの解析から、核内Hsp70が、転写因子HSF1の活性を制御することで核内タンパク質の恒
常性維持を担うことが明らかになった。その破綻は生体に重篤な作用を示す。核と細胞質という、真核生物の基
本となる分子の細胞内局在の重要性が改めて示された。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
分子シャペロン Hsp70 を熱ストレス時に核に運ぶ運搬体分子を同定して、その分子を Hikeshi と
名付けた。Hsp70 の分子シャペロン機能は良く解析されているが、細胞質における機能の報告が
殆どであり、Hsp70 の核内機能については知られていなかった。Hikeshi の機能が損なわれると、
高等生物では生体に様々な影響が現れることがわかっていた。例えば、Hikeshi をノックアウト
するとマウスは生後直後に致死になり、Hikeshi の変異は、致死的なヒト遺伝性疾患を誘発する。
Hikeshi ノックアウト MEF（mouse embryonic fibroblast）細胞は酸化ストレスに感受性になり、
Hikeshi ノックアウト子宮頸がん HeLa 細胞はタンパク質毒性ストレスに感受性になる。一方で、
Hikeshi ノックアウト hTERT-RPE1 細胞や MEF 細胞などの正常２倍体細胞はタンパク質毒性ス
トレスに耐性になる。Hikeshi の結晶構造解析から、Hikeshi と Hsp70 の結合がユニークであるこ
とと、Hikeshi が Hsp70 の部分配列を認識するのではないことがわかった。このことから、Hsp70
は Hikeshi の唯一の基質であると考えられる。Hikeshi の欠損やその機能が損なわれると様々な
表現系が誘因されるが、これらの表現系は、これまで知られていなかった Hsp70 の核内機能と
深く関係すると考えることができる。 
 
２．研究の目的 
Hikeshi の機能解析を通して Hsp70 の核内機能を明らかにすることが第一の目的である。当初、
Hikeshi をノックアウトした子宮頸がん HeLa 細胞は、タンパク質毒性ストレスを受けると生存
率が下がってストレス感受性になる一方で、Hikeshi をノックアウトした hTERT-RPE1 細胞や
MEF 細胞などの正常細胞に近い細胞はタンパク質毒性ストレスを受けると生存率が上がってス
トレス耐性になることがわかっていた。Hikeshi をノックアウトすると発現変動する癌抑制遺伝
子 p53 に着目したが、核内 Hsp70 とは簡単には繋がらないことがわかった。そこで、Hikeshi の
機能を知る情報を得るために、Hikeshi ノックアウト HeLa 細胞と hTERT-RPE 細胞の遺伝子発現
プロファイルを RNAseq で解析した。その結果、Hikeshi が欠損すると、正常時で転写因子 HSF1
のターゲット遺伝子群の発現が緩やかに上昇して、プロテオスタシス（protein homeostasis）が崩
れることがわかった。この影響により p53 の活性変化があり、p53 が癌細胞で変異するために抗
癌効果のような作用が現れるのかもしれない。本研究では、Hikeshi が核内 Hsp70 を介して、HSF1
の転写活性制御に寄与することを明らかにする。そのことが、生体にとって極めて重要であるこ
とは、Hikeshi の機能欠損で見られる様々な表現系からも想像できる。 
 
３．研究の方法 
（１）Hikeshi と核内 Hsp70 機能の重要性を示唆 
まず、Hikeshi のオルソログの有無を指標に進化プロファイルを解析した。Hikeshi のオルソログ
は Ortholog Group OG6_102809 in OrthoMCL DB version 6.5 (PubMed ID: 21901743) から取得し、
OrthoMCL DB に含まれない生物については、UniProt (PMID: 33237286) の参照プロテオームに
対して HMMER 3.3.2 (PubMed ID: 2990587) の jackhammer を用いて Hikeshi のホモログを検索
した（産業総合研究所 今井賢一郎博士との共同研究）。また、Hikeshi が欠損することで、Hsp70
の細胞局在がどのように変化するかを、様々な細胞状態で詳細に解析した。Hikeshi 欠損で誘導
される細胞死が、核内 Hsp70 でレスキューされることを改めて確認した。 
（２）RNAseq による、Hikeshi ノックアウト細胞の遺伝子発現プロファイル解析 
Hikeshi ノックアウト HeLa 細胞と hTERT-RPE 細胞を CRISPR/Cas9 システムで作製した。培養細
胞から TRIzol reagent (Invitrogen) で Total RNA を抽出し、さらに RNeasy Mini Kit と RNase-Free 
DNase Set (QIAGEN) で精製した。poly-A を選択した後、SureSelect Strand-Specific RNA Library 
Preparation Kits (Agilent) で cDNAライブラリを作成し、HiSeq 2500 system (Illumina) で 36bp シ
ングルエンドシーケンスを行った。Gene Ontology および遺伝子エンリッチメント解析は、
Metascape オンラインサイト（http://metascape.org/gp/index.html）を用いて実施した。 
また、RNAseq の結果を確認するため、重要なものについてはリアルタイム PCR で確認した：
RNA は TRIzol reagent (Invitrogen) で培養細胞から抽出し、RNeasy Mini Kit と RNase-Free DNase 
Set (QIAGEN) で精製。 cDNA は PrimeScript RT Master Mix (Takara) で合成し、TB Green Premix 
Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (Takara) とともに Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System で解
析。Hikeshi ノックアウトで発現変化する遺伝子が核内 Hsp70 の枯渇によるものかを知るため、
塩基性 NLS を付加した Hsp70 を細胞に導入して、Hikeshi ノックアウトで発現変化した遺伝子群
の発現を調べた。 
（３）Hikeshi による核内プロテオスタシス制御と核内 Hsp70役割の解析 
Hikeshi をノックアウトすると核内 Hsp70 が枯渇する。それが細胞機能にどのような影響を及ぼ
すかについて、a) 核内タンパク質の安定性と b)核内 polyQ の影響、という２つの観点で解析し
た。a)は、塩基性 NLS をホタルルシフェラーゼ（Firefly luciferase: Fluc）に付加して細胞核に発
現させた。Fluc は Hsp70 の基質として知られており、Fluc の活性はタンパク質安定性の指標に
なると考えられている。b)については、伸長したポリグルタミン酸リピート配列（polyQ）に塩



 

 

基性 NLS を付加して細胞核に発現し、発現細胞に与える影響（細胞死）を調べた。polyQ タンパ
ク質はミスフォールディングや凝集を引き起こし、遺伝性の神経変性疾患の原因となる。Hsp70
は分子シャペロンとして、polyQ の凝集や細胞死を抑制することが知られている。 
（４）ストレス応答に与える Hikeshi 欠損の影響 
上の RNAseq の解析より、Hikeshi が欠損すると HSF1 ターゲット遺伝子群が正常時で緩やかに
上昇することがわかった。一方で、本助成前の解析から、Hikeshi が欠損すると、熱ストレス回
復時に起こる HSF1 の活性抑制や核内ストレス顆粒の消失が遅延することがわかっており、正常
時における影響との関係が不明であった。そこで、RNAseq を利用して、Hikeshi 欠損がストレス
応答に与える影響を調べた。 
（５）分裂酵母を利用した、Hikeshi と合成致死になる遺伝子のスクリーニング 
Hikeshi の機能（Hsp70 の核内機能）を包括的に理解するため、分裂酵母ににおけるハイスルー
プット遺伝子相互作用マッピング（PEM）システム（Roguev他、Cold Spring Harb. Protoc. 2018）
を使うことで、Hikeshi との合成致死因子群を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）Hikeshi と核内 Hsp70 機能の重要性を示唆 
Hikeshi の進化系統を探索した結果、Hikeshi のオルソログは真核
生物に広く分布しているが、原核生物には分布していないことが
判明した（図１）。Importin ファミリーと同様に、真核生物の共通
祖先（LECA）が出現した後のほとんどの真核細胞に存在する。そ
れに対して、Hsp70 は原核生物と真核生物の両方に存在する最も
進化的に保存されているタンパク質の一つである。真核生物が出
現して初めて Hikeshi が獲得されたことから、Hikeshi の機能が細
胞核と関連していることが示唆される。また、Hikeshi をノックア
ウトすると、HeLa 細胞も hTERT-RPE 細胞も、タンパク質毒性ス
トレス時に Hsp70 の核内集積が阻害されるだけでなく、正常時の
細胞においても、Hsp70 の核内集積が阻害されることがわかった
（図２）。このことから、ストレスをかけなくても Hikeshi 欠損の
影響が現れることが考えられる。
また、Hikeshi をノックアウト 
してストレスをかけた HeLa 細胞
の多くは死ぬが、塩基性 NLS を付
加した Hsp70 を細胞に導入して
Hsp70 を人為的に核に送り込むと
細胞の死がレスキューされる。こ
れは、Hikeshi 欠損の影響が核内
Hsp70 の枯渇によるものであること 
の傍証の一つである。 
 
（２）RNAseq による、Hikeshi ノックアウト細胞の遺伝子発現プロファイル解析 
Hikeshi ノックアウト HeLa 細胞（2 クロー
ン）の遺伝子発現プロファイルを RNAseq
で解析すると、野生株 HeLa 細胞に比べて
140 の遺伝子群が緩やかに発現上昇（fold 
change > 1.5）して、155 遺伝子群が緩やか
に発現低下（fold change > 0.7）することが
わかった。Gene Ontology および遺伝子エン
リッチメント解析では、発現上昇した中で
protein folding 遺伝子群が、特に強く濃縮さ
れていることがわかった。今回はそれらの 
解析を行った。発現上昇した protein folding
遺伝子群の中にはHSF1ターゲット遺伝子群
が含まれており、顕著な９遺伝子に注目し
た。この９遺伝子については、Hikeshi ノッ
クアウト、ノックダウン、いずれも同様に発
現上昇すること、また、リアルタイム PCR の
解析においても発現上昇することが確認さ
れた（図３）。塩基性 NLS を付加した Hsp70
や Hikeshi を Hikeshi ノックアウト細胞に導
入すると、HSE でドライブされるルシフェ 
ラーゼ遺伝子の発現活性を指標にした HSF1 の 
活性が、明確に抑制されることがわかった（図４）。 

図１ Hikeshi の進化系統 

図 2 正常時における Hsp70 の細胞内局在 
（右図は核内輝度の定量） 

図 3 HSF1 ターゲット 9 遺伝子の mRNA 発現 
（RNAseq 解析データ） 

図 4 Hikeshi ノックアウト細胞に核内 Hsp70（左）と
Hikeshi（右）を発現すると HSF 1 の活性が抑制される 
 



 

 

このことから、HSF1 ターゲット遺伝子群が Hikeshi の欠損で発現上昇するのは、Hikeshi が欠損
することで、核内 Hsp70 が枯渇するためであることがわかった。核内 Hsp70 機能の新たな証明
である。 
 
（３）Hikeshi による核内プロテオスタシス制御と核内 Hsp70役割の解析 
a) 核内タンパク質の安定性 
野生型 HeLa 細胞と Hikeshi ノックアウト HeLa 細胞のそれぞれについて、Hsp70 の基質である
ホタルルシフェラーゼ（Fluc）に塩基性 NLS を付加して細胞に発現させて、発現細胞のルシフ
ェラーゼ活性を測定した。野生型ルシフェラーゼ（FlucWT）とより不安定な点変異ルシフェラ
ーゼ（FlucSM）を用いた。そ
の結果、Hikeshiノックアウト
HeLa 細胞では、NLS-FlucWT
と NLS-FlucSM ともに、野生
型 HeLa 細胞に比べてルシフ
ェラーゼ活性が低下するこ
とがわかった(図５左)。この
時、塩基性 NLS を付加した
Hsp70 を細胞に導入すると、
ルシフェラーゼ活性が上昇
した（図 5中央）。しかし、 
塩基性 NLS を付加せずに細胞質 
に局在させたルシフェラーゼの活性は、Hikeshi をノックアウトしても野生型 HeLa 細胞と同じ
であることがわかった（図５右）。このことから、Hikeshi をノックアウトすると、核の中のルシ
フェラーゼ活性が低下するが、細胞質のルシフェラーゼ活性には影響しないことがわかった。核
内ルシフェラーゼ活性の低下は、核内 Hsp70 が枯渇するためである。つまり、Hikeshi は核内
Hsp70 を介して核内タンパク質の安定性を制御していると考えられる。 
 
b)核内 polyQ の影響 
PolyQ の凝集は、細胞にダメージを与えて神経

疾患などを誘因することが知られている。

PolyQ は分子シャペロン Hsp70 の基質の一つで

ある。塩基性 NLS を付加した伸長ポリグルタ

ミン酸リピート配列（polyQ；ここでは polyQ81
を使用）を細胞に発現させて、発現細胞の細胞

毒性をアポトーシス活性を指標に調べた。その

結果、塩基性 NLS をつけた polyQ81 を発現す

ると、Hikeshi ノックアウト細胞では、野生型に

比べてアポトーシス活性が上昇することがわ

かった。この時、Hikeshi を発現したり、塩基性

NLS を付加した Hsp70 を発現すると、アポトー 
シス活性が低下する（図６）。このことから、核 
内 Hsp70 が枯渇すると polyQ81 の細胞毒性が増加することがわかる。 
 
（４）ストレス応答に与える Hikeshi
欠損の影響 
野生型 HeLa 細胞と Hikeshi ノックア

ウト HeLa 細胞を１時間熱ストレスに

さらした（HS）のち、1.5 時間（R1.5h）
または 3 時間（R3h）常温に戻した。

それぞれの時点で RNA-seq 解析を行

った。熱ストレスをかけた時に発現上

昇する遺伝子群を「熱ストレス応答遺

伝子(HSR genes)」とカテゴライズし

た。今回の解析ではそのような遺伝子

は 162 存在した。図７に示すように、

Hikeshi をノックアウトすると、これ

らの遺伝子のストレス応答が遅延す

るとともに、ストレスを解除して常温 
に戻しても熱ストレス応答が解除され 

図 5 核内ホタルルシフェラーゼ（Fluc）活性は Hikeshi ノックアウト細胞で減
少する（左）。その時、核内 Hsp70 を発現すると核内 Fluc の活性が上昇す
る（中央）。細胞質 Fluc 活性は Hikeshi をノックアウトしても影響を受けない。 
 

図 6 Hikeshi ノックアウト細胞に PolyQ81 を核で発現さ
せるとアポトーシス活性が上昇する。この時 Hikeshi
（左）や核内 Hsp70（右）発現するとアポトーシス活性が
下がる。 

図 7 熱ストレスをかけた時に発現上昇する遺伝子
群 (HSR genes)は、Hikeshiノックアウト細胞では熱
ストレス応答が遅延するとともに、ストレスを解除
して熱ストレス応答は保持される。 
図は HS、R1.5h、R3hのそれぞれのタイムポイント
で RNAseq 解析で得たそれぞれの HSRgene の発現
をプロットしたもの。 



 

 

ずに保持される傾向のあることがわかった。 
 
（５）分裂酵母を利用した、Hikeshi と合成致死になる遺伝子のスクリーニング 
分裂酵母を用いた、Hikeshi と合成致死になる遺伝子は予想に反して多かった。一通りの解析を

終えたのちに、ピックアップした合成致死候補遺伝子が、確かにライブラリーに記載された遺伝

子であるかを確認した上で、その遺伝子が合成致死になることの再現性を確認した。その結果、

238 合成致死遺

伝子を同定した。

その多くはヒト

ホモログが存在

することも確認

した。GO 解析を

行うと、RNA メ
タボリズム関連

遺伝子が濃縮さ

れており（図８）、 
今後はヒト細胞で 
解析を進める予定である。 
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