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研究成果の概要（和文）：ヘムは赤血球分化の過程で細胞内に数mMも蓄積されるが、このヘム毒性の回避機構は不明で
あった。我々は独自のアフィニティ精製技術を応用して、新規ヘム結合タンパク質としてHSP27を同定した。ヘムはHSP
27と結合してその多量体構造を直接解離させて活性化してアポトーシス誘導を阻害することを見出した。さらに、HSP2
7の発現を薬剤誘導性に抑制出来るHSP27ノックダウンマウスの解析により、赤血球形成が始まるE13頃のマウス発生の
時期に、HSP27ノックダウン特異的に胎生致死となる事が明らかとなった。また、成熟マウスにおいても赤血球分化能
が著しく減少し、異常な形態の幹細胞の蓄積が多く認められた。

研究成果の概要（英文）：During erythropoiesis, haem synthesis is significantly induced, and abundant haem 
is utilized as hemoglobin in erythroid cells. However, excessive haem results in cell damages by membrane 
oxidation. In the present study, we found that haem directly bound to heat shock protein 27 (HSP27) by aff
inity purification. HSP27 is a small heat shock family protein, which plays an important role for cytoprot
ection, stress tolerance, cellular differentiation or tissue development. It has been known that the multi
merized HSP27 dissociates by several stimuli. Interestingly, exposure of haem directly dissociated the mul
timerized HSP27 in vivo and in vitro. Knockdown of HSP27 expression resulted in the haem-induced apoptosis
 and reduced the haemin-induced erythroid differentiation. Furthermore, we also found that HSP27 is essent
ial for erythroid differentiation by using HSP27 knockdown mice.
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１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまでにナノスケールの担体を
用いた独自のアフィニティ精製技術の開発
を行い、薬剤やホルモンなどの低分子化合物
に選択的に結合するタンパク質の精製シス
テ ム を 確 立 し て き た ([Chemical 
Biology/Chemical Genetics] CMC press, 
2009)。この精製技術を応用して、ヘムに選
択的に結合するタンパク質群の網羅的な探
索を行っており、いくつかの新規ヘムタンパ
ク質が同定し、ヘムを介した未知の生理作用
の 解 明 に 成 功 し て き た (J.Biol.Chem., 
281:31729 (2006), PLoS ONE. 3:e3070 
(2008))。これらの解析の一環として、ヘムの
赤血球分化に関わる作用に着目して血球系
細胞から精製を行い、新規ヘム結合タンパク
質として HSP27を同定した。 
 
２．研究の目的 
ヘムは酸素運搬、ミトコンドリア呼吸など生
体に必須の補欠分子として働くが、過剰なヘ
ムが存在すると細胞毒性を示す事が知られ
ている。しかし、ヘムは赤血球分化の過程で
細胞内に数 mMも蓄積されるが、この際のヘ
ム毒性の回避機構については不明であった。
本研究では、赤血球系細胞からアフィニティ
スクリーニングで得られた新規ヘムタンパ
ク質 HSP27 の赤血球形成に対する役割につ
いて生化学的・生理的解析を行って実証する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘムと HSP27の結合様式を指標とした制
御機構の解析 
HSP27 にはこれまで知られているヘム結合モ
チーフが存在しないため、ヘムと HSP27 の結
合について、吸収スペクトル・共鳴ラマン分
析などの分光学的解析を行いその結合様式
について検証する。これらの解析で得られた
結合情報を基盤として、HSP27 の構造変換と、
この機能制御の分子メカニズムを解明する。 
(2) 細胞・個体レベルでの HSP27 の赤血球分
化における生理機能の解明 
現在、HSP27 の発現を一過的に抑制出来るテ
トラサイクリン誘導性のノックダウンマウ
スの作製が完了している。まず、赤血球分化
における HSP27の細胞レベルでの機能を明確
にするために、HSP27 ノックダウンマウスか
ら赤芽前駆細胞を調整して赤血球分化過程
における HSP27 の機能評価を行う。さらにこ
のシステムにおいて、各種 HSP27 変異体の遺
伝子導入を行いヘムによる HSP27 の機能制御
についての検証を行う。また、HSP27 ノック
ダウンマウスの各種臓器における赤血球分
化状態の解析を行い、個体レベルでの HSP27
の機能を実証する。 
 
４．研究成果 
ヘムと HSP27 の結合状態の分光解析を行い、
ヘムが HSP27 の His 残基を介した５配位構造

を取って結合する事が示唆された。また、変
異体を用いた解析から HSP27 の N 末端領域を
介して結合することが明らかとなった。
HSP27 は不活性状態では非常に大きな多量体
構造を示すことが知られており、この N 末端
は HSP27 の重合化に関わることから、ヘムが
結合して構造変換を引き起こす事が推察さ
れた。そこでヘム存在下での HSP27 の重合状
態を検証した結果、精製タンパク質を用いた
in vitroの解析および細胞レベルの解析にお
いて、ヘム添加により重合した HSP27 が解離
して活性化されることが分かった。さらにヘ
ムにより活性化した HSP27 は、apoptosis の
trigger となる cytochrome c と結合して、こ
の apoptosis 誘導作用を阻害することを新た
に見出した。また、赤血球系細胞を用いた実
験においても、赤血球分化誘導に応じて
HSP27 の発現が亢進し、HSP27 のノックダウ
ンにより顕著な apoptosis 誘導が起こり、赤
血球分化が阻害される事が分かった。これら
の結果から、ヘム濃度が上昇する赤血球分化
の後期の過程で HSP27を活性化して細胞死か
ら免れている事が強く示唆された。 
 さらに HSP27の血球形成に対する個体レベ
ルでの作用を検証するために、HSP27 の発現
を一過的に抑制出来るテトラサイクリン誘
導性のノックダウンマウスを作製して解析
を行った。この結果、赤血球形成が始まる E13
頃のマウス発生の時期に、HSP27 ノックダウ
ン特異的に全ての個体で胎生致死となる事
が明らかとなった。また、成熟マウスにおい
ても造血幹細胞からの赤血球分化能が著し
く減少し、異常な形態の幹細胞の蓄積が多く
認められた。これらの結果から、ヘムの標的
となるタンパク質の網羅的探索を起点とし
て、ヘムが HSP27 の構造をダイレクトに変換
して抗アポトーシス活性を誘導するという、
HSP27 の新たな制御機構を明らかとした。ま
た、このような制御が、ヘムを介した赤血球
分化の維持に重要な働きをするという、長年
未知であったヘムによる細胞毒性の回避機
構に関する新たな知見を示すことが出来た
（図）。現在、これらの知見をまとめ論文投
稿中である。 
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