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研究成果の概要：細菌感染や様々な病気は炎症性遺伝子群の誘導と体温上昇からなる発熱

反応をひき起こす。発熱は予後を良くする因子であるがその分子機構は十分に明らかにさ

れていない。本研究では、温熱ストレスに対する細胞の主要な応答機構である熱ショック

応答と炎症反応の接点について解析を行った。炎症性遺伝子群の誘導は主に IL-6 遺伝子の

働きによって発熱をひき起こすが、温熱ストレスを感知する熱ショック転写因子が大多数

の炎症性遺伝子群の発現誘導を負に制御する分子機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 細菌などの感染により Toll 様受容体を介
したシグナル経路を介して IL-1、IL-6、そし
てTNFαなどの炎症性サイトカインが誘導さ
れる。それらは個体レベルで発熱を誘導する
発熱性サイトカインとしてよく知られてい
る。発熱は細菌感染による敗血症などの予後
を良くする因子であることが臨床的に知ら
れており（Bryant et al, Arch Intern Med, 
1971; Mackowiak et al, Am J Med Sci, 
1980）、さらに LPS 投与のモデル動物におい
て、あらかじめ温熱処理をすることで生存率

が上がることが知られている（Hotchkiss et 
al, Am J Physiol, 1993; Chu et al, Crit Care 
Med, 1997）。さらに、発熱は炎症性サイトカ
インの発現を負に制御することで、炎症を終
結させる方向に働くことが細胞（Kappel et 
al, Immunology, 1991; Fouqueray et al, Eur 
J Immunol, 1992; Ensor et al, Am J Physiol, 
1994）、そして個体のレベルで示唆されてい
る（Chu et al, Crit Care Med, 1997; Kluger 
et al, Am J Physiol, 1997）。 
 熱ショック転写因子HSF1は温度ストレス
を感知することで、熱ショック遺伝子群を誘
導して細胞死を防ぎ（Inouye et al, Mol Cell 
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Biol, 2003; Fujimoto et al, J Biol Chem, 
2005）、時には障害を受けた細胞の排除を促
す（Hayashida et al, EMBO J, 2006）こと
が我々の研究から明らかとなった。一方で、
発熱による炎症性サイトカイン遺伝子発現
の負の制御に HSF１が関与していることが
推測されてきた。実際に、HSF1 欠損マウス
に LPS を投与すると血中 TNFαが増え、死
亡率が増加する（Xiao et al, EMBO J, 1999）。 
その分子機構として、HSF1 が TNFαの上流
配列に直接結合すること（Singh et al, J Biol 
Chem, 2002）、また NF-IL6 との相互作用を
介して IL-1 の遺伝子発現を負に制御するこ
と（Xie et al, J Biol Chem, 2002）などが示
唆されている。しかしながら、通常は HSF1
が強力な転写活性化因子であることから、遺
伝子発現を抑制する分子機構については十
分に明らかにされていない。 
 HSF 転写因子群は個体発生の過程で多く
の役割も担っている。特に、生殖器や脳の発
生（Christians et al, Nature, 2000; Kallio et 
al, EMBO J,2002; Chang et al, Genes Dev, 
2006）、我々の解析から明らかになったレン
ズや嗅上皮などの感覚器の維持（Fujimoto et 
al, EMBO J, 2004; Takaki et al, J Biol 
Chem, 2006）に必須である。興味深いこと
に、それらの組織において、HSF 群が熱ショ
ック遺伝子以外にもサイトカイン遺伝子な
どを協調的に、あるいは拮抗的に制御するこ
とで細胞の増殖や分化に関与している。 
 我々は、さらに、HSF1 が免疫応答、特に
T細胞依存性の IgG産生に必須であることを
見いだした。その分子機構の少なくとも一部
は、HSF1 による IL-6 遺伝子の制御を介して
いる（Inouye et al, J Biol Chem, 2004）。今
回、HSF1 による IL-6 発現制御の分子機構を
明らかにするとともに、熱ショック応答と炎
症反応の協調制御の全貌を解明したいと考
えた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）HSF1 が IL-6 遺伝子に結合することで
クロマチン構造に与える影響を明らかにす
る。予備的な実験から、HSF1 が転写活性化
因子として直接転写反応の効率を上げてい
るのではないことが示唆されてきた。クロマ
チン免疫沈降法により HSF1 は構成的に
IL-6 遺伝子に直接結合していることが分か
っている。HSF1 が存在することで，IL-6 プ
ロモーター上流のヌクレオソーム構造が開
いた状態にあることも明らかになりつつあ
る。HSF1 が、クロマチンをあらかじめ開く
ことで、刺激に対する遺伝子発現を迅速に行
う役割を担っていることを明らかにする。 
 
（２）次に、HSF1 のターゲット遺伝子とし

て ATF3 の同定に成功した。この ATF3 が
IL-6 遺伝子の負の制御に直接関わっている
ことを明らかにする。さらに、これらのシグ
ナル経路の個体レベルでの生物学的意義を
明らかにするために、HSF1 欠損マウスと
ATF3欠損マウスにLPS処理や熱ショックを
与えて、HSF1 の IL-6 の発現や発熱反応にお
ける役割を明らかにする。 
 
（３）さらに、HSF1 がクロマチンを開く分
子機構を明らかにする。予備的な実験で、
HSF1 はヒストンアセチル化酵素である
CBP/p300 複合体と相互作用していることが
明らかになった。HSF1 と相互作用する因子
を生化学的に精製することで、この新しい過
程での分子機構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）HSF1 による IL-6 遺伝子クロマチン構
造に与える影響の解明 
 
 ① HSF1 は様々な刺激による IL-6 誘導に必
要であることを野生型と HSF1 欠損マウス胎
児繊維芽細胞（MEF）を用いて調べる。予備
的な実験から、HSF1 欠損細胞では IL-6 の構
成的発現も LPSによる誘導性の発現もともに
減弱している。この発現の減弱が HSF1 によ
るものであることを証明するために、アデノ
ウイルスを用いて HSF1 を再導入する。クロ
マチン免疫沈降法により HSF1 が IL-6 プロモ
ーターに結合していることを示す。また、
HSF1のDNA結合を介した効果であることを示
すために、DNA に結合できない点変異体を導
入して IL-6 発現の回復を調べる。 
 
 ② HSF1 がクロマチンのヌクレオソーム構
造を開く活性があることを示す。HSF1 欠損細
胞をヒストンアセチル化酵素の阻害剤であ
るトリコスタチンあるいは DNAメチル化抑制
剤で処理すし、構成的ならびに LPS 誘導的な
IL-6 の発現を調べる。また、アセチル化ヒス
トン H3 に対する抗体を用いてクロマチン免
疫沈降を行うことでアセチル化ヒストンが
増加しているかどうか分かる。さらに、ヒス
トンアセチル化活性を持つ CBP/p300 等の抗
体を用いて、それらの因子が HSF1 とともに
リクルートされるかどうか示す。HSF1 と直接
相互作用して複合体形成できるかについて
も生化学的に明らかにする。実際に、HSF1 が
ヌクレオソーム構造をほどくかについては、
制限酵素のアクセスビリティーで調べる。 
 
 ③ 熱ショックによる HSF1 を介したクロマ
チンの制御の解析。HSF1 は熱ショックにより
DNA 結合型の 3量体に転換される。したがっ
て、温熱ストレスが HSF1 を介してクロマチ



 

 

ン構造を制御する可能性を調べる。クロマチ
ン構造変化についても制限酵素のアクセス
ビリティーで調べる。また、なぜそのような
挙動を示すのかを、IL-6 遺伝子上の HSF1 結
合配列との結合の解離常数等を明らかにし、
熱ショック応答遺伝子と HSF1 の結合との差
異を明らかにする。HSF1 によりクロマチン構
造制御を受けるシスエレメントの特徴が明
らかになる可能性がある。 
 
 ④ 本研究では、HSF1 がヌクレオソーム構造
を開く活性を初めて同定した。HSF1 のどの領
域にこの活性があるかを調べる。HSF1 の様々
な変異体を発現するアデノウイルスを作成
して、ATF3 発現ベクターとともに MEF 細胞へ
感染させる。この活性を持つ領域が、熱ショ
ック遺伝子の転写活性化に必要な領域、ある
いは転写の伸長に必要な領域と一致するの
かどうかを明らかにする。 
 
（２）HSF1 のターゲット遺伝子 ATF3 による
炎症性遺伝子群の負の制御経路の解明 
 
① HSF1のターゲット遺伝子ATF3の同定とそ
のIL-6発現制御の解析。温熱ストレスはIL-6
遺伝子のクロマチン構造を変えないことか
ら、温熱ストレスを受けても細胞の LPS 誘導
性 IL-6発現に変化がないことが推測される。
ところが、温熱処理により LPS 誘導性 IL-6
発現の抑制を認めた。DNA マイクロアレイに
よる網羅的スクリーニングにより、転写因子
ATF3 が HSF1 のターゲット遺伝子であり、熱
ショックにより発現誘導されることが分か
ってきた。最近、ATF3 は IL-6 のフードバッ
ク抑制に関わっていることが示唆されてお
り、予備的な実験から、細胞に温熱刺激を加
えると LPS による IL-6 の発現が抑制される
ことが分かった。HSF1 による ATF3 の制御機
構の解析をおこなう。さらに、ATF3-/- MEF
細胞を用いて、ATF3 が存在しないと温熱スト
レスによる IL-6 発現抑制の活性がないこと
を明らかにする。 
 
② ATF3機能発現におけるHSF1の役割の解明。
先に、HSF1 はクロマチンを開く活性があるこ
とを示した。そこで、HSF1 が存在しないと
ATF3 が働くことができないかを調べる。予備
的な実験から、HSF1-/- MEF 細胞に ATF3 を高
発現しても IL-6 の発現に影響がないことが
分かっている。HSF1-/-細胞に LPS 処理を行
うと ATF3 の結合が減弱していることも分か
ってきた。驚くべきことに、HSF1-/-細胞に
ATF3 を高発現してもクロマチンへ結合しな
い。これらの結果をさらに注意深く解析する
とともに、HSF1 の導入による相補実験を行う。 
 
 ③ 個体の発熱反応における HSF1 の役割の

解明。個体レベルにおいても HSF1-ATF3 によ
る IL-6 の抑制が重要な役割を演じているか
どうかを明らかにするために、HSF1-/-マウ
スと ATF3-/-マウスを用いた実験を行う。そ
れぞれ、腹腔内に LPS を投与して血清 IL-6
濃度を測定する。また、各組織から RNA を抽
出し IL-6 のノーザンブロットを行う。さら
に、IL-6 の高発現が体温上昇を導くのかにつ
いても明らかにする。これらの実験により、
個体レベルでの炎症性•発熱性サイトカイン
のネガテブフィードバック機構が明らかに
なる可能性がある。 
 
(３)HSF1 と相互作用する蛋白質の同定と機
能解析 
 
 ① HSF1 がどのような因子と複合体を形成
してヌクレオソーム構造を開くのか明らか
ではない。ヒストンアセチル化酵素や DNA 脱
メチル化酵素と相互作用している可能性が
ある。そこで、HSF1 に Myc と HA の標識をつ
けた蛋白質を高発現する細胞を作製する。こ
の細胞抽出液から免疫沈降法により HSF1 を
沈降したときに共沈降してくる蛋白質を MAS
により同定する。同定ができれば、その因子
の存在下でのクロマチンの制御を in vitro、
あるいは in vivo で明らかにしてゆく。 
 
４．研究成果 
 
（１）HSF1 による IL-6 遺伝子クロマチン構
造に与える影響の解明 
 
 HSF1 による重要な炎症性サイトカイン
IL-6 遺伝子の発現調節の分子機構をマウス
胎仔繊維芽細胞ＭＥＦと腹腔マクロファー
ジを用いて解析した。HSF1 は IL-6 遺伝子プ
ロモーター上流にある熱ショックエレメン
ト HSE2（-827 から-565 の領域）に構成的に
結合しており、この結合が LPS 刺激による最
大の発現誘導には必要であった。この結合の
解離常数 Kdは古典的 HSE への Kdと比較して
約 10 倍高く、結合は構成的で熱ショックや
LPS 刺激で大きな変化はなかった。また、 
HSF１は通常は DNA に結合できない単量体で
存在し、熱ショックによって DNA 結合型の三
量体へ転換することが知られている。しかし、 
構成的に存在する三量体が構成的に IL-6 プ
ロモーターへ結合することが示唆された。 
 LPS 刺激による IL-6 遺伝子の転写は、転写
活性化因子 NF-κB によって促進され、逆に
抑制因子 ATF3 によって抑制をうける。とこ
ろが、HSF1 欠損細胞ではそれら転写因子の
IL-6 プロモーターへの結合が顕著に低下し
た。つまり、HSF1 は、転写因子が結合しやす
いクロマチンの状態を保っていると考えら
れた。 



 

 

 HSF1 欠損細胞に、ヒストン脱アセチル化阻
害剤や DNA メチル化阻害剤を処理すると、
IL-6遺伝子発現のLPS刺激による誘導が回復
した。また、クロマチン免疫沈降法（ChIP）
によって、HSF1 がヒストン修飾酵素 CBP やク
ロマチンリモデリング因子 BRG1 を IL-6 プロ
モーター上へリクルートすることが分かっ
た。さらに、制限酵素切断解析から、HSF1 が
あることによってクロマチン構造が開いて
いることが明らかになった。 
 以上の結果から、HSF1 は IL-6 遺伝子のプ
ロモーター上流に構成的に結合することに
よって、クロマチン構造を変化させ、転写活
性化因子や転写抑制因子の結合に影響を与
えていることが明らかとなった。 
 
（２）HSF1 のターゲット遺伝子 ATF3 による
炎症性遺伝子群の負の制御経路の解明 
 
 我々は、細胞を発熱レベルの温熱にさらす
と、HSF1 を介する IL-6 誘導の顕著な抑制が
みられること、その効果が HSF1 を介するも
のであることを明らかにした。そこで、HSF1
ターゲット遺伝子群を DNAマイクロアレイに
より検索した所、IL-6の転写を抑制する ATF3
を同定した。ATF3 遺伝子はストレス誘導性遺
伝子として様々な刺激で誘導されることが
知られている。温熱ストレスと LPS 刺激は
ATF3 の発現誘導に関して相乗的な効果があ
ることが分かった。ATF3 欠損 MEF 細胞と腹腔
マクロファージでは、LPS による IL-6 誘導は
亢進し、さらにあらかじめ温熱ストレスを与
えても発現誘導の抑制をまったく認めなか
った。この結果は、HSF1-ATF3 経路が、温熱
による IL-6 誘導に必要であることを示して
いる。 
 温熱ストレスによる炎症性遺伝子群の全
貌を明らかにするために、DNA マイクロアレ
イ解析を行った。LPS 刺激により誘導を受け
る 100 遺伝子を同定し、そのうち約 90％の遺
伝子の発現誘導が温熱処理により抑制され
た。その多くの誘導が ATF3 を介して抑制さ
れることが分かった。そのうちの半数は、LPS
刺激による誘導に HSF1 を必要としており、
IL-6 の発現同様に HSF1 のクロマチンへの関
与が示唆された。一方、ATF3 非依存性に発現
誘導が温熱処理により抑制された遺伝子群
の中には、すでに HSF1 により直接抑制され
ることが知られているTNFαとIL-1βが含まれ
ていた。HSF1 は、温熱による遺伝子発現の抑
制に複数の役割を担っていることが示唆さ
れた。 
 個体レベルでは、IL-6 は主要な発熱性サイ
トカインであり、LPS 刺激により IL-6 の産生
亢進とともに発熱がひき起こされる。HSF1 欠
損マウスでは、LPS 刺激後の血清 IL-6 濃度が
亢進し、その全身性効果である発熱反応や急

性期反応蛋白質群の産生も亢進した。さらに、
発熱反応のない IL-6 欠損マウスに LPS 刺激
を行うと、HSF1 の ATF3 プロモーターへの結
合とその誘導、そして ATF3 の IL-6 プロモー
ターへの結合が減弱することが分かった。 
 今回、炎症性遺伝子群の発現に関して、発
熱を含む遺伝子発現の負のループを明らか
①１にした。 
 
(３)HSF1 と相互作用する蛋白質の同定と機
能解析 
 
 HSF1 に標識をつけた蛋白質を高発現する
実験系を作成し、HSF1 と共沈降してくるタン
パク質群の同定に成功した。今後、それらの
機能解析を行ってゆく予定である。 
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