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研究成果の概要（和文）：細胞内蛋白質のミスフォールディングに対する緩衝作用の容量は蛋白

質ホメオスタシス容量とよばれ、その減少は老化や老化と関連する蛋白質ミスフォールディン

グ病の発症と関連している。蛋白質ホメオスタシス容量の重要な調節機構の一つが熱ショック

応答であり、それを転写のレベルで制御するのが熱ショック因子（HSF）である。本研究では、

HSF1 が蛋白質フォールディングを介助する熱ショック蛋白質（HSP）の経路だけでなく、蛋白

質分解等に関連する非 HSP 経路を介して蛋白質ホメオスタシス容量を調節することを初めて明

らかにした。 

研究成果の概要（英文）：Cellular protein homeostasis (proteostasis) capacity, or buffering 
capacity of protein misfolding, is related with aging and aging-associated protein 
misfolding diseases. One of prominent mechanisms of the maintenance of proteostasis 
capacity is the heat shock response, which is regulated mainly at the level of 
transcription by heat shock factor (HSF). In this research project, we first demonstrate 
that HSF1 controls proteostasis capacity by regulating not only heat shock proteins (HSPs), 
which facilitate protein folding, but also non-HSP proteins with diverse function 
including protein degradation. 
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１．研究開始当初の背景 
 熱ショック応答を制御するのが熱ショッ
ク転写因子（HSF）であり、主に HSF1 が温熱
ストレスによる熱ショック蛋白質群（HSPs）
の誘導を担う。熱ショック蛋白質は、分子シ
ャペロンとして働き、蛋白質のフォールディ
ングやリフォールディングを促進する。した
がって、HSF1 は HSPs を誘導することで細胞
内のシャペロン活性を増加させ、蛋白質の変
性や凝集体形成を抑制するための蛋白質ホ
メオスタシスの鍵分子と考えられている（総
説：Morimoto Genes Dev. 2008）。近年、蛋
白質ホメオスタシスの破綻がアルツハイマ
ー病、パーキンソン病、ポリグルタミン病、
筋萎縮性側索硬化症、そしてクロイツフェル
ト ヤコブ病などの神経変性疾患の重要な病
態であることが明らかになってきた（総説：
Balch et al. Science 2008）。実際に、凝集
体を形成することで蛋白質毒性を発揮する
ポリグルタミン蛋白質を強制発現させる線
虫の実験系を用いて、HSF1 が凝集体形成を著
しく抑制し、寿命を伸長することが明らかと
なった（Hsu et al. Science 2003; Morley and 
Morimoto Mol. Biol. Cell 2004）。したがっ
て、マウスをはじめとする哺乳動物での HSF1
の効果が期待された。 
 申請者らは、世界に先駆けて HSF1 トラン
スジェニックマウスの作成に成功した
（Nakai et al. EMBO J. 2000）。このマウス
は、HSPs を高発現し、予想どおり心筋虚血や
腸の炎症に耐性を示した（Zuo et al. 
Circulation 2003; Tanaka et al. J. Biol. 
Chem. 2007）。そこで、ポリグルタミン蛋白
質を発現するポリグルタミン病 R6/2 モデル
マウスと掛け合わせることで蛋白質ミスフ
ォールディング病における HSF1 の効果を調
べた。この R6/2 モデルマウスは HSP70 トラ
ンスジェニックマウスと掛け合わせても明
らかな病態の改善を認めていない（Hay et al. 
Hum. Mol. Genet. 2004）。驚いたことに、HSF1
を高発現する R6/2 モデルマウスは骨格筋と
心筋での顕著な凝集体形成の抑制、さらに寿
命の伸長を認めた（Fujimoto et al. J. Biol. 
Chem. 2005）。この結果は、上に述べた線虫
における HSF1 の結果を支持しており、マウ
スにおいても HSF1 が蛋白質凝集体形成の抑
制に強いインパクトを持つことを初めて示
した。しかしながら、HSF1 欠損マウスを用い
た個体レベルの解析はない。一方、細胞レベ
ルの実験により、HSF1 が HSP 以外の遺伝子発
現を介して凝集体抑制に大きく関わってい
ること（Fujimoto et al. J. Biol. Chem. 
2005）、そして温熱に対する細胞の生存も HSP 
以外の遺伝子発現が重要である（Inouye et 
al. Mol. Cell. Biol. 2003）という予想外
な事実が明らかになってきた。したがって、
HSF1 を介する新しい蛋白質ホメオスタシス

経路とその経路を調節する分子機構を解明
することで、蛋白質ホメオスタシスの維持機
構の解明に大きく貢献すると考えた。 

２．研究の目的 
 HSF1 ターゲット遺伝子群の網羅的解析、さ
らに蛋白質の凝集体形成を抑制する活性を
指標にしてそれらの機能スクリーニングを
行う。そして、HSF1 欠損細胞とマウスを用い
て、蛋白質凝集体形成における HSF1 及び新
規ターゲット遺伝子群のインパクトを明ら
かにする。さらに、HSF1 によるそれらターゲ
ットの転写制御機構を解明する。また、HSF2
と HSF4 についても同定されたターゲット遺
伝子発現への効果や、蛋白質凝集体への抑制
効果を調べる。 

３．研究の方法
（１）HSF1 ターゲット遺伝子の網羅的解析 
 活性型 HSF1 変異体を安定に発現する HeLa
細胞を用いて DNAマイクロアレイ解析を行い
２倍以上高発現する遺伝子群を網羅的に同
定する（国立がんセンター研究所、市川仁博
士との共同研究）。テトラサイクリンによる
活性型 HSF1 を発現する系においても発現を
調べる。さらに、細胞への熱ショックにより
誘導されるかを調べる。 

（２）細胞内凝集体形成の抑制活性の解析 
 HA 標識した HSF1 ターゲット遺伝子を発現
するレトロウイルスベクターを作成する。ポ
リグルタミン蛋白質の細胞への導入には、
GFP-Q19（正常の長さの polyQ）または GFP-Q81
（病的な長さの polyQ）の発現ベクターをア
デノウイルスベクター等にて導入する。マウ
ス胎児線維芽細胞（MEF）へ HSF1 ターゲット
遺伝子及びGFP-Q81を発現させて凝集体形成
の抑制活性のスクリーニングを行う。 
 HSF1遺伝子欠損MEFは熱ストレスに感受性
が高い。そこで、この MEF 細胞に様々な組み
合わせのレトロウイルス発現ベクターを導
入して熱ストレス条件下での細胞生存を調
べる。さらに、GFP-polyQ81 蛋白質を発現す
るアデノベクターを感染させて HSF1 欠損に
よる凝集体形成への影響を調べる。そして、
その影響が同定した HSF1 ターゲット遺伝子
の発現低下によるものかを調べ、それらの高
発現で補うことができるか明らかにする。さ
らに、HSF2 と HSF4 による凝集体形成の抑制
効果、ならびにターゲット遺伝子の発現を
HSF2 欠損 MEF 細胞（フランス CNRS、Dr. 
Valerie Mezger 博士との共同研究）や HSF4
欠損 MEF 細胞を用いて調べる。 
 HSF1 ターゲット遺伝子産物の一つである
NFATc2 の解析のために、 NFATc2 欠損 MEF 細
胞に GFP-polyQ81 を発現させ、凝集体形成に
おけるNFATc2の効果を明らかにする。逆に、



HeLa 細胞にアデノウイルスを用いて NFATc2
を発現させる系、そしてテトラサイクリンに
より NFATc2 を発現させる系を作成して凝集
体形成におけるインパクトを明らかにする。 

（３）マウス個体レベルでの解析 
 HSF1 欠損マウスの各組織におけるHSF1 タ
ーゲット遺伝子群の発現レベルを調べる。ま
た、HSF1 トランスジェニックマウス（HSF1Tg）
においてもその発現に変動があるか調べる。
次に、HSF1 欠損マウスとポリグルタミン病
の 1 つであるハンチントン病モデルマウス 
R6/2 との掛け合わせにより、HSF1 欠損によ
って凝集体形成が増強されるか、そして寿命
の短縮が生じるかを調べる。さらに、このマ
ウスの脳神経細胞や筋細胞における凝集体
形成や細胞の変性過程を形態学的に、そして
生化学的に明らかにする。 
 NFATc2 欠損マウス（米国エモリー大学、Dr. 
Grace Pavlath との共同研究）とハンチント
ン病モデルマウス R6/2 との掛け合わせに
より、NFATc2 欠損によって凝集体形成が増強
されるか、そして寿命の短縮が生じるかなど
について上記同様に調べる。 

（４）遺伝子発現制御機構の解明 
 NFATc2 に焦点を絞ってその発現制御機構
を明らかにする。レポーターアッセイによっ
て構成的発現に必要な上流配列、そして熱シ
ョック応答に必要な配列を明らかにする。
NFATc2 遺伝子上流には、熱ショックエレメン
ト（HSE）配列が複数存在するので、クロマ
チン免疫沈降法（ChIP）によって結合領域を
同定する。 

（５）HSF 群の活性制御機構あるいは構造転
換機構の解析 
 HSF1 の N 末端あるいは C 末端に Flag 標識
した発現ベクターを作成し、HEK293 に一過性
に発現させる。抗 Flag 抗体を用いて免疫沈
降を行い、沈降してくる蛋白質群を高感度の
マススペクトロメトリーを用いて同定する
（産業技術総合研究所、夏目徹博士との共同
研究）。同定された HSF1 結合蛋白質をコード
する遺伝子に対するshRNA発現アデノウイル
スベクターを全て作成する。このウイルスを
MEF 細胞へ感染させて熱ストレスによる
HSP70 の発現を調べる。この解析で HSP70 発
現に影響を与える蛋白質についてさらに詳
細な解析を行う。 

４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
① HSF1-NFATc2 経路の解明 
 HSF1を高発現する細胞のDNAマイクロアレ
イ解析から 29 個の新たな HSF1 のターゲッ
ト遺伝子を同定し、レトロウイルスを用いて

マウス胎児線維芽細胞 (MEF) に発現させた。
異常に伸長されたポリグルタミン蛋白質
（PolyQ）の 凝集体形成に対する抑制能を形
態学的、そして生化学的に調べたところ、8
個の遺伝子群が単独で強い凝集体抑制活性
を持つことが分かった。HSF1 欠損 MEF は野
生型細胞に比較して polyQ 凝集体形成が２
倍に増強されるが、新たに同定したいくつか
のターゲット遺伝子群の発現が減少してい
た。これらの遺伝子群を HSF1 欠損 MEF で
発現させると、polyQ の凝集体は野生型と同
程度に抑制された。その中で、転写因子
NFATc2 に焦点を絞って解析したところ、HSF1
はその遺伝子発現を直接制御すること、HSF1
の凝集体抑制活性には NFATc2 が必要である
ことがわかった。さらに、ハンチントン病モ
デルマウス R6/2 を HSF1 欠損マウス、ある
いは NFATc2 欠損マウスと交配させると神経
細胞の凝集体形成が亢進し、寿命が劇的に短
縮することがわかった。以上の結果から、
HSF1 NFATc2 経路が蛋白質ホメオスタシスに
重要であることが明らかとなった。 

② HSF1-NFATc2 経路は蛋白質分解を制御 
 HSF1 のターゲットで、なおかつ蛋白質凝集
体形成の抑制効果を認める7つの遺伝子のう
ち、PDZK3 と CRYAB 遺伝子は NFATc2 のターゲ
ット遺伝子でもあることを明らかにした。そ
れらの発現は、NFATc2 高発現 HeLa 細胞で増
加し、HSF1欠損MEF細胞で低下しており、HSF1
と NFATc2 の両方が存在することが誘導に必
要であることが分った。PDZ ドメインを持つ
蛋白質は、蛋白質分解の足場になりうること、
CRYAB はユビキチンリガーゼ複合体の１つで
あることなどが知られているが、PDZK3 ある
いは CRYAB のノックダウンは、凝集体を形成
するpolyQ蛋白質の分解を抑制することが分
った。以上の結果は、HSF1-NFATc2 経路が異
常な構造をもつ蛋白質の分解を介して蛋白
質ホメオスタシスを維持することを初めて
示した。 

③ HSF1 による転写制御に関わる因子の同定 
 HSF1 による NFATc2 経路の調節機構を明ら
かにするために HSF１結合蛋白質の同定を行
った。HSF1 の N 末端あるいは C 末端に Flag
標識をつけた発現ベクターを作成し、HEK293
に一過性に発現させた。抗 Flag 抗体を用い
て免疫沈降を行い、沈降してくる蛋白質群を
高感度のマススペクトロメトリーを用いて
同定した。非ストレス条件下だけでなく熱ス
トレス刺激時と回復期を含めて網羅的に相
互作用蛋白質の解析を行い、30種類の蛋白質
を同定した。これらの蛋白質が HSF1 による
転写制御に寄与するかどうかを明らかにす
るために機能スクリーニングを行った。具体
的には、同定された蛋白質をコードする遺伝



子に対して、ショートヘアピン RNA をデザイ
ンし、それを発現するアデノウイルスベクタ
ーを構築した。マウス胎児線維芽細胞へこれ
らのウイルスをそれぞれ感染させ、熱ストレ
スによる HSP70 蛋白質の発現を調べた。その
結果、9 つの遺伝子ノックダウンによって
HSP70 の発現が低下し、2 つの遺伝子ノック
ダウンではそれが上昇した。つまり、同定さ
れた 30種類の HSF1 結合蛋白質のうち、少な
くとも 11 種類（37%）が HSF1 を介する転写
制御に関与していることが明らかとなった。 

（２）国内外における位置づけとインパクト 
① 熱ショック応答の新しい概念 
 酵母や動物細胞を用いた HSF1 ターゲット
遺伝子の網羅的解析から、HSF1 は HSPs の発
現制御だけでなく実に多くの遺伝子発現に
関わっていることが明らかになっている
（ Hahn et al. Mol. Cell. Biol. 2004; 
Trinklein et al. Mol. Biol. Cell 2004）。
それにもかかわらず、HSF1 は数少ない古典的
な HSPs の誘導を介して蛋白質ホメオスタシ
ス を維持 してい ると信 じられ ている
（Morimoto Genes Dev. 2008）。一方、申請
者らのこれまでの一連の研究は、HSPs の誘導
は重要であるが、それ以外の経路も同様に重
要であることを強く示唆している（Inouye et 
al. Mol. Cell. Biol. 2003; Fujimoto et al. 
J. Biol. Chem. 2005）。本研究により、HSF1 
を介する予想外の新しい経路の蛋白質凝集
体形成におけるインパクトを示すことで、申
請者らの独自の主張が証明され、新しい概念
が確立できたと考えている。今後も、この研
究を足がかりとして、蛋白質ホメオスタシス
に関わる多くの多様な経路が見いだされる
きっかけとなるであろう。 

② タンパク質ミスフォールド病の治療のた
めの新しいターゲット 
 蛋白質ホメオスタシスに関連する分子の
網羅的解析が行われており、分子シャペロン、
タンパク質合成や分解に関連するものをは
じめとして様々なカテゴリーに属するもの
が同定されている（Gidalevitz et al. 
Science 2006）。そのなかでも、蛋白質変性
を感知する鍵分子である HSF1 をターゲット
として熱ショック応答を導くシャペロン療
法の有望性が指摘され（総説：Landles and 
Bates EMBO Rep. 2004）、実際に有効性も示
されている（Kieran et al. Nature Med. 2004; 
Katsuno et al. PNAS 2006）。しかしながら、
過剰な HSF1 活性化は細胞毒性があることも
我々の研究から明らかである（Nakai et al. 
EMBO J. 2000; Hayashida et al. EMBO J. 
2006）。本研究により、HSF1 だけでなく、カ
ルシウムで制御できる NFATc2 などを分子標
的としたコンフォメーション病の治療の可

能性が示された。 

（３）今後の展望 
 本研究では、HSF1 による HSP 及び non-HSP
経路の意義を示した。今後は、HSP 経路の制
御にほとんど関与しない HSF2 と HSF4の蛋白
質ホメオスタシスにおける役割を解明する。 
 本研究により、HSF1 と相互作用して転写制
御に関わる因子の同定に成功した。この研究
を発展させて、蛋白質ホメオスタシス経路の
制御機構をさらに解明してゆく。 
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