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研究成果の概要（和文）：ストレス蛋白質（heat shock protein;HSP）は熱や化学物質などのストレスにより誘導され
る一群の蛋白質の総称であり、分子シャペロンとして細胞内の変性蛋白質のフォールディングを介助する機能を有する
と認識されている。本研究では、骨芽細胞において低分子量HSPの1種であるHSP27が翻訳開始因子であるeIF4E、eIF4G
、4E-BP1等と相互作用し翻訳機構を制御するのか、またHSP27のリン酸化によってその制御が変わるのかを検討した。
その結果、非リン酸化型HSP27がeIF4Eと直接結合し、翻訳機構を抑制していること、一方リン酸化型HSP27はその作用
を有さないことを明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Heat shock proteins (HSPs) are induced by a variety of physiological and 
environmental stresses, such as heat. As molecular chaperones, HSPs facilitate the refolding of unfolded 
proteins. However, the details behind the HSP27-mediated effects on osteoblasts remain to be clarified. 
In the present study, in order to investigate the exact mechanism of HSP27 and its phosphorylation in 
osteoblasts, we explored the molecular targets of HSP27 using osteoblast-like MC3T3-E1 cells. Our results 
strongly suggest that the phosphorylation status of HSP27 play a role in switching its binding to eIF4E, 
resulting in regulation of the translation initiation process in osteoblasts.
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１．研究開始当初の背景 
超高齢化社会を迎えた我が国では、高齢者
の生活の質 (QOL) を維持し健康寿命を延ば
すために運動器疾患の制御が現在重要な課
題となっている。世界保健機構（WHO）が
提唱した“運動器の 10 年”もすでに終盤を
迎えているが、未だ解明されていない課題が
山積している。運動器疾患の根幹をなす骨組
織は、運動器としてのみならず、免疫系・造
血系器官としても重要な役割を担い、体重の
約 20%をも占める大きな臓器である。しかし
ながら骨代謝に関する研究は今まで十分な
されてきたとは言えず、骨粗鬆症、変形性関
節症などの疾患制御のためには、その成因及
び病態のさらなる解明が急務となっている。 
骨代謝は、種々の外的刺激に対して骨形成と
骨吸収とが活発に繰り返され（骨リモデリン
グ）、骨形成を担う骨芽細胞と骨吸収を担う
破骨細胞によって精緻に制御されている。近
年、骨芽細胞が破骨細胞の形成や分化をも制
御することが解明され、骨芽細胞が骨代謝制
御において中心的な役割を担っていること
が明らかとなってきた。私共は、骨代謝にお
ける骨芽細胞の役割の重要性に着目して検
討を重ね、骨芽細胞における種々の骨代謝調
節因子の細胞内情報伝達機構及び分子作用
機序に関して新知見を報告してきた。 
一方、古典的には、ストレス負荷に対して耐
性を獲得するための蛋白質と考えられてい
た熱ショック蛋白質（heat shock protein; 以
下HSP）は、現在では、細胞内での蛋白質の
合成、フォールディング、移動、再生などを
介助する機能を有し、分子シャペロンと呼称
されるようになっている。現在、HSPの分子
量によって高分子量 HSP と分子量が
10-30kDa の低分子量 HSP との二つの群に
大別されている。しかし、高分子量 HSP の
分子シャペロンとしての機能はよく知られ
ているが、低分子量 HSP の分子シャペロン
としての詳細は未だ明らかとされていない。
私共は、かねてより低分子量HSPに注目し、
骨芽細胞におけるその誘導機序の検討を重
ね、骨代謝に関し、骨折治癒に重要な役割を
担う骨代謝調節因子である basic fibroblast 
growth factor (bFGF)、transforming growth 
factor- (TGF-) お よ び sphingosine 
1-phosphate (S-1-P)などが、高分子量 HSP
には何ら影響を及ぼさず、低分子量 HSP の
１種である HSP27 を特異的に誘導すること
を明らかにしてきた。加えてこの HSP27 の
誘導には mitogen-activated protein (MAP) 
kinaseが関与し、レチノイドが相乗的に作用
することを明らかにしている。さらに従来細
胞内で作用すると考えられてきた HSP が細
胞内のみならず細胞外において作用するこ
とを世界で初めて見出し、低分子量 HSP の
機能を明らかにしてきた。また、HSP27 の
機能はリン酸化など翻訳語修飾によって制
御されることが知られている。リン酸化残基
としてはセリン-15、-78、-82 等が報告され

ており、形状もリン酸化に伴い多量体から二
量体へと変化する。私共は既に骨芽細胞にお
い て 、 非 リ ン 酸 化 型 の HSP27 が
triiodothyronine (T3)によるオステオカルシ
ンの産生を抑制し、リン酸化型の HSP27 で
は抑制されないことを報告している。しかし、
HSP27 の分子標的及び制御機構の詳細は不
明であった。また、最近 HSP27 が前立腺癌
細胞株において翻訳開始因子である
eukaryotic translation initiation factor 4E 
(eIF4E)と直接結合して eIF4Eの分解を抑制
し、細胞のアポトーシスを制御していること
が報告されている。 
 以上私共が検討を重ねてきた事項ならび
に文献的事項から低分子量 HSP の一種であ
る HSP27 がオステオカルシン等の骨代謝に
重要な役割を担う蛋白質合成の翻訳の制御
に関与している可能性が非常に高いと考え
るに至り、骨代謝における HSP 機能が解明
されれば、骨代謝異常を制御しうる可能性が
あり、新たな治療薬開発の可能性を秘めてい
る。本研究が、現在までの骨粗鬆性疾患の治
療体系に大きな変化をもたらす可能性があ
り、整形外科学の発展に大いに資すると重要
な研究であると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は骨芽細胞において、HSP27
が T3 のオステオカルシン産生過程にどのよ
うな役割を果たしているのか、その分子標的
を同定し、HSP27 による骨代謝の制御機構
の詳細を検討し、骨代謝異常の代表的疾患で
ある骨粗鬆症の新たな治療法確立へ向けた
基礎的研究を行うことである。 

 
３．研究の方法 
(1) S-1-Pを用いてHSP27 (非リン酸化型)を
誘導した細胞において、T3によるオステカル
シンの発現の変化を、RT-PCR 法を用いて
mRNAレベルで明らかにする。また、HSP27
の誘導の有無によって eIF4E、eIF4G、
4E-binding protein 1 (4E-BP1)等の翻訳開
始因子への相互作用を免疫沈降法を用いて
検討した。 
(2) 骨芽細胞様MC3T3-E1細胞にHSP27の
発現ベクターを導入した。これを用いHSP27
の発現の有無によって、T3によるオステカル
シン mRNA 発現レベル及び翻訳開始因子へ
の相互作用等の細胞機能に及ぼす影響を検
討した。 
(3) HSP27のセリン-15、-78、-82の 3箇所
をアスパラギン酸に変異させた恒常的リン
酸化型 HSP27発現細胞株、上記 3箇所をア
ラニンに変異させた恒常的非リン酸化型
HSP27 発現細胞株のベクターを作成し、骨
芽細胞様 MC3T3-E1 細胞への導入を行い、
T3刺激下での eIF4Eと eIF4Gの結合に及ぼ
す影響について免疫沈降法を用いて検討し
た。 
 



４．研究成果 
(1) 私共は既に骨芽細胞において、非リン酸
化型のHSP27がT3によるオステオカルシン
の産生を抑制することを報告している。そこ
で初めに S-1-Pによって誘導された非リン酸
化型 HSP27 が T3 によるオステカルシン
mRNA の発現に影響を及ぼすかどうかを
RT-PCR法を用いて検討した。その結果、T3

によるオステカルシン mRNA の発現は
S-1-P を用いて HSP27 を誘導した細胞と誘
導していない細胞で有意な差は認められな
かった。また、骨芽細胞株に非リン酸化型の
HSP27を強制発現させることで T3によるオ
ステカルシン mRNA の発現に影響を及ぼす
かどうかを検討した。その結果、T3によるオ
ステカルシンmRNAの発現はHSP27を発現
させた骨芽細胞とコントロール細胞で有意
な差は認められなかった。以上のことから
HSP27が T3によるオステオカルシンの産生
を抑制する分子機序は転写過程よりも上流
の段階にはないと考えられた。 
(2) 一般的に翻訳開始において 4E-BP1 は
eIF4Gと競合して eIF4Eと eIF4Gの結合を
制御していることが知られている。また、最
近 HSP27が前立腺癌細胞株において eIF4E
と直接結合して eIF4Eの分解を抑制し、細胞
のアポトーシスを制御していることが報告
されている。そこで私共は HSP27 が骨芽細
胞においても翻訳を制御しているのではな
いかと考え、HSP27 と翻訳開始因子である
eIF4E、eIF4G、4E-BP1 等の相互作用を免
疫沈降法を用いて検討した。まず非刺激下に
おいて、S-1-P によって誘導された非リン酸
化型 HSP27 の有無によって HSP27 と翻訳
開始因子への相互作用を検討した。その結果、
まず HSP27 が誘導されていない細胞におい
てeIF4Eは4E-BP1と相互作用を示すことを
確認した。次に、HSP27 の誘導された細胞
では eIF4Eは 4E-BP1のみならずHSP27と
相互作用を示すことを明らかとした。加えて、
HSP27 は eIF4E と相互作用を示したが
eIF4G、4E-BP1と相互作用を示さなかった。
eIF4G は HSP27 の誘導の有無に関わらず
HSP27、eIF4E、4E-BP1と相互作用を示さ
なかった。以上のことから、非刺激下におい
て HSP27の誘導されている状態では eIF4E
は 4E-BP1-eIF4EもしくはHSP27-eIF4Eの
2 つの複合体を形成している可能性が考えら
れた。また、骨芽細胞株に非リン酸化型の
HSP27 を強制発現させた細胞においても
HSP27と翻訳開始因子である eIF4E、eIF4G、
4E-BP1 等の相互作用を免疫沈降法を用いて
検討した。その結果、コントロール細胞にお
いてeIF4Eは4E-BP1と相互作用を示すこと、
HSP27 を強制発現させた細胞において
eIF4Eは 4E-BP1のみならず HSP27と相互
作用を示すことを明らかとした。 
(3) eIF4Eは刺激下においては 4E-BP1と離
解し、eIF4G と結合し eIF4A と複合体を形
成し eIF4Fとなることが知られている。今回

私共は、骨芽細胞様 MC3T3-E1 細胞におい
てT3刺激により eIF4Eと eIF4Gの相互作用
を確認した。そこで S-1-Pによって誘導され
た非リン酸化型HSP27の有無によってT3刺
激下で eIF4Eと eIF4Gの相互作用に影響を
及ぼすかどうかを検討した。その結果、
HSP27 を誘導した細胞では誘導されていな
い細胞と比較して T3による eIF4Eと eIF4G
の相互作用が抑制されることを明らかとし
た。また、骨芽細胞株に非リン酸化型の
HSP27 を強制発現させた細胞においても T3

刺激下で eIF4Eと eIF4Gの相互作用に影響
を及ぼすかどうかを検討した。その結果、
HSP27 を強制発現させた細胞ではコントロ
ール細胞と比較して T3 による eIF4E と
eIF4G の相互作用が抑制されることを明ら
かとした。 
(4) HSP27はリン酸化という翻訳語修飾によ
ってその機能が変化することが知られてい
る。また非リン酸化型 HSP27 は多量体を形
成しているがリン酸化に伴い二量体になる
ことも知られている。そこでリン酸化型
HSP27及び非リン酸化型HSP27のベクター
を作成し骨芽細胞への導入を行い、HSP27
のリン酸化が T3刺激下での eIF4Eと eIF4G
の結合に及ぼす影響について免疫沈降法を
用いて検討した。その結果 T3刺激下において、
リン酸化型 HSP27 を強制発現させた細胞で
は eIF4Eと eIF4Gの相互作用を認めたが、
非リン酸化型 HSP27 を強制発現させた細胞
ではその相互作用が抑制されることを明ら
かとした。私共は HSP27 がリン酸化するこ
とで細胞質から核周囲にその局在を変える
ことを既に報告している。以上の結果から、
HSP27 はリン酸化によって構造上の変化も
しくは細胞内での局在の変化によって翻訳
開始が制御されている可能性についても新
たに見い出した。現在、骨芽細胞においてさ
らなる HSP27 の分子標的蛋白質を検討すべ
く研究を続けている。 
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