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研究成果の概要（和文）：熱ストレスをかけると、平常時で働くImportinが担う核―細胞質輸送が低下し、
Hikeshiが担う分子シャペロンHsp70の核内輸送が駆動する。Hikeshiの分子機能と生理機能を解析した。結晶構
造解析から、Hikeshiは２量体を形成してATP型Hsp70に結合することが判った。Hikeshiは真核生物で進化的に保
存された因子で、Hsp70に結合する生化学的性質を持つ。Hikeshiは下等真核生物では必須遺伝子ではないが、高
等真核生物個体の生存に必須である。Hikeshiは転写因子HSF1の活性を制御し、タンパク質の恒常性を保つ上で
欠くことのできない因子であることがわかってきた。

研究成果の概要（英文）：Stresses significantly affect nuclear transport systems. Many of the 
well-characterized Importin nuclear transport pathways that are active under normal conditions are 
down regulated in response to stress．Under such stress condition, a nuclear transport carrier named
 Hikeshi drives nuclear import of molecular chaperone Hsp70.
　Hikeshi is an evolutionarily conserved protein, and its function has not been previously 
characterized. We analyzed Hikeshi homologues from several organisms and found biochemical nature of
 Hikeshi homologues is conserved. Hikeshi is not an essential protein in lower eukaryotes although 
it affects stress sensitivity. However, dysfunction of Hikeshi has lethal effects in higher 
eukaryotes. Our analysis reveals that Hikeshi is involved in a regulation of HSF1, not only under 
stress condition but also under normal condition. We suggest Hikeshi is crucial for the maintenance 
of proteostasis at basal level in cells, which affect variety of organismal function.

研究分野：細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
真核生物では、転写や複製などの遺伝子機能
の場（細胞核、以下、核）とタンパク質合成
の場（細胞質）が核膜によって隔てられてい
る。そのため、核と細胞質の間では絶え間な
い情報分子の交換が核膜上の核膜孔複合体
を通して行われている。このプロセスを担う
核—細胞質間輸送は、遺伝子発現などの細胞
核機能制御の要であり、細胞の恒常性維持や
外界の刺激応答に必要不可欠である。 
 申請者らの研究グループは、細胞が熱ショ
ックなどのストレスを受けると、これまで良
く知られていた Importinファミリーが担う輸
送が低下すること、それにも関わらず、代表
的な分子シャペロンである Hsp70/Hsc70 
(70kDa heat-shock protein family, 以下 Hsp70s)
の核内輸送が昂進することを見いだしてい
た（Furuta et al, Genes Cells 2004）。申請者ら
は、生細胞で見られる熱ストレス時の輸送を
in vitro で再現する輸送再構築系の樹立に成
功し、Importin ファミリーに属さない新規運
搬体を同定した。その結果、ストレス応答時
は、正常時に見られない全く新しい輸送シス
テムが駆動することを世界に先駆けて示し
た（Kose et al, Cell 2012, Imamoto & Kose, 
Nucleus 2012）。同定した運搬体は機能未知因
子としてデータベース上に登録されていた
が、申請者らが明らかにした細胞機能から、
その運搬体分子を”Hikeshi”（火消し）と命名
した。Hikeshiには、ストレスで誘引される細
胞ダメージを修復して、細胞ストレスを鎮め
る作用があるからである。Hikeshiは進化的に
保存された因子であり、酵母からヒトを含む
殆どの真核生物に存在するが、どの生物にお
いてもその機能は解析されてこなかった。
Hikeshi の輸送メカニズムを解析していくと、
この輸送がこれまでに知られていなかった
全く新しいメカニズムの輸送であることが
わかってきた。 
 
２．研究の目的 
1）Hikeshi輸送が活性する分子機構の解明。 

2）Hikeshiによる、新たな Hsp70シャペロン

機能制御機構を明らかにする。 

3）Hikeshiの細胞機能を明らかにする。 
4）モデルマウスで発生・老化・疾患におけ
る Hikeshi の役割を解析し、細胞レベルの事
象を高次生命機能に繋いでいく。 
 
３．研究の方法 
（１）Hikeshi輸送活性化機構の解析 

① HikeshiとHsp70の相互作用様式を結晶構

造解析で明らかにする。 

② HikeshiとHsp70の結合を蛍光相互相関分

光法で解析する。 
 

（２）Hikeshiの機能解析。 
①分裂酵母 Hikeshiホモログの機能解析 
②Hikeshi変異で誘発されるヒト疾患の解析 
②Hikeshi ノックアウト細胞の遺伝子発現プ
ロファイルの解析 
 
（３）Hikeshi ノックアウトマウスを作成し、
個体レベルで発現する表現型を解析する 
 
４．研究成果 
（１）Hikeshiの結晶構造解析 
韓国 Lee研究室（Chungbuk National Univ.）と
の共同研究で、ヒト Hikeshi の結晶構造を明
らかにした。Hikeshi 分子は、N末領域（NTD）
に jelly-roll/-sandwich 型構造を、C 末領域
（CTD）にコイルドコイル様構造をとり、そ
の間に、フレキシブルなリンカー領域をもつ
（図 1）。 C 末領域とリンカー領域間の作用

で、Hikeshi は特徴的な非対称性ホモダイマ
ーを形成していることが明らかになった。
Hikeshi のダイマー形成は、Hsp70 との結合
ならびに核への輸送に重要であることが示
された。また、Hikeshi の N 末側領域には疎
水性ポケットとフレキシブルで特徴的なル
ープ構造（E-loop）がある。この E-loop 内 の
フェニルアラニン （Phe97）が疎水性ポケッ
トに埋め込まれた形で存在することが確認
された（図 2）。疎水性ポケット周辺や E-loop 
内アミノ酸変異により、疎水性ポケットを
「オープン」にすると、Hikeshiの核膜孔通過
活性が促進する。Hikeshi は幾つかの FG-Nup
との相互作用により核膜孔を通過する活性
をもつと考えられる。この活性に Hikeshi N 
末領域の疎水性ポケットが FG-Nup との相互

197 (aa) 123 134 

N TD  CTD  E-loop 
(105) (85) 

1 

図２ N末領域にある疎水ポケットと  

   E-loopの相互作用 

図１ Hikeshiの結晶構造解析 



作用に重要であり、E-loop が FG-Nup との
相互作用を制御している可能性が示唆され
た。（Song, Kose他, Acta. Crystallogr. D. Biol. 
Crystallogr. 2015） 
 Hikeshi 単独の結晶構造解析に成功した一
方で、Hikeshi と Hsp70 の共結晶は、試行錯
誤を繰り返したにも関わらず得ることがで
きなかった。ATP型 Hsp70と Hikeshiの結合
が、常温では非常に弱いことが共結晶の作製
を困難にした理由の一つだと考えている。今
後、別のアプローチで、Hikeshi と Hsp70 の
相互作用サイトの解析が必要である。 
 
（２）蛍光相互相関分光法を利用した Hikeshi
と Hsp70の温度依存的な結合。 
 Hikeshi と Hsp70 の結合を解析するため、
蛍光相関分光法 /蛍光相互相関分光法
（FCS/FCCS）の分子イメージング技術を使
って、Hikeshi と Hsp70 の分子間相互作用を
計測した。試験管内では、Tag RFPで標識し
たリコンビナント Hikeshi と EGFP で標識し
たリコンビナント Hsp70 を反応させると、
30℃から 43℃に温度を上昇させたときに両
者が結合することがわかった。この結合には、
細胞抽出液または精製 Hsp110と ATPの存在
が必須であり、Hikeshiは ATP型 Hsp70と温
度依存的に結合することがわかった。In vitro
輸送再構築系で調べると、Hikeshi と Hsp70
を混合して熱前処理すると輸送活性が促進
されることが判った。これらの結果から、熱
そのものが、Hsp70 の核への輸送を活性化す
る重要な要素の一つである可能性が考えら
れる (投稿準備中)。 
  Hikeshi と Hsp70 が、熱に依存して複合体
形成を促進することが明らかになったこと
は、Hikeshi輸送の駆動のメカニズムを考える
上で大きな前進である。しかし、一方で、老
化細胞の中では Hikeshi タンパク質が発現し
ているにもかかわらず、熱ストレスで Hsp70
は核に移行しないこともわかってきた。
Hikeshi輸送の駆動には、熱以外の要素が関与
することが考えられ、今度の解析対象である。 
 
（３）Hikeshi による Hsp70 シャペロン活性
の制御 
 Hikeshi は、ATP 型 Hsp70 と特異的に結合
するが、ADP型 Hsp70には結合しない。Hsp70
は ATP/ADP 変換することで、タンパク質の
フォールディング活性をもつが、多くのコシ
ャペロンがこの反応に関与する。Hikeshi が
Hsp70 シャペロン活性に働きかけるかを調べ
るため、変性ルシフェラーゼタンパク質を基
質として、サイトソル存在化、或は、精製
Hsp70、DnaJタンパク質、Hsp110などの精製
組み替えタンパク質存在化で、Hsp70 フォー
ルディング活性を測定した。その結果、
Hikeshi は Hsp70 のフォールディング活性を
阻害する結果が得られた。Hikeshi による
Hsp70シャペロン活性制御と Hsp70の核内輸
送がどのようにカップルするかを明らかに

することは今後の重要課題である。 
 
（４）分裂酵母の Hikeshiホモログの機能 
分裂酵母には Hikeshi ホモログがあるが、そ
の研究報告は皆無である。一方、出芽酵母で
は、Hikeshi ホモログの変異によりイノシト
ールの産生が上昇することが報告されてお
り、この表現型に従い同遺伝子は OPI10 と
命名されている。このため、分裂酵母でも同
遺伝子は  OPI10 と脚注される。哺乳類 
Hikeshi の機能を比較するため、分裂酵母
(Sp)Hikeshi/OPI10 の機能解析を行なった。
SpHikeshi/OPI10 タンパク質は、酵母内で核
膜上に存在し、ヒト Hsp70 ホモログ Ssa2 と
結 合 す る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 
SpHikeshi/OPI10 は、動物細胞を利用した試
験管内輸送再構築系において、酵母 Hsp70フ
ァミリーである Ssa2 を核内に輸送した。し
たがって、SpHikeshi/OPI10 は哺乳類 Hikeshi 
と類似した Hsp70 ファミリー蛋白質の核内
輸送運搬体としての生化学的機能をもつ。し
かしながら、分裂酵母では哺乳類細胞と異な
り、Ssa2 は平常時でも既に核（及び細胞質）
に存在しており、熱ストレスによりさらに核
に集積することはなかった。また、OPI10 遺
伝子破壊株でも Ssa2 の細胞内局在には変化
が認められなかった。さらに、OPI10 破壊株
は野生型株と同等の高温耐性をもち、 遺伝
子発現(DNA microarray)や熱ショック転写因
子 HSF1 の核内移行の解析では、熱ショック
応答にも差が認められなかった。ただし、
OPI10 破壊株は熱ストレス前後の遺伝子発
現が野生型株とは異なり、平常時で特定のス
トレス応答遺伝子の発現が低下していた。さ
まざまなストレス条件を調べたところ、
Hikeshi 破壊株はグルコース飢餓に感受性を
示すことがわかり、Hikeshi機能とグルコース
飢餓で誘引される内因性酸化ストレスとの
関係が示唆される（Oda他, FEBS Lett. 2014）。 
 
（５）Hikeshi点変異によるヒト遺伝子疾患の
誘発 
Hikeshiの点変異で、ヒト疾患である白質ジス
トロフィーが誘引されることがわった。これ
は、先天性ミエリン形成不全遺伝性疾患の一
つで、幼少時に死を招く劣勢遺伝子疾患であ
る。イスラエルの研究グループが、遺伝性白
質ジストロフィー疾患患者のエキソーム解
析で、Hikeshi 点変異（V54L）を見つけ、共
同研究を開始した。この変異は、遺伝性アシ
ュケナージ系ユダヤ人の創始者変異である。
変異残基は Hikeshiタンパク質の N末領域の
jelly-roll/-sandwich 型構造にある疎水ポケ
ットに折り畳まれており（図 3）、種間で保存
されている。類似アミノ酸変異だが、側鎖が
タンパク質構造の内側を向いており、変異で
疎水ポケット内部の hydrophobic な相互作用
が失われると予測される。試験管の中では、
変異タンパク質は野生型タンパク質より
Hsp70 の結合が強く、また、Hsp70 の輸送活



性も強い。しかし、疾患患者の繊維芽細胞の
中では、変異タンパク質の発現が弱く、熱ス
トレスで Hsp70 が核に集積しないことから、
疾患細胞の中では Hikeshi の活性が殆どない
と考えられる。患者は、幼少時から、けいれ
ん、眼振、視神経萎縮、てんかん、などのミ
エリン欠乏に伴う症状が見られるが、熱性疾
患や卵巣腫瘍も誘発することから、Hikeshi
の機能がミエリン形成以外にも影響すると
考えられる（Edvardson, Kose 他、J. Med. 
Genet2016）。 
  我々の報告に続いて、同様の遺伝子疾患
が Hikeshi の別変異で誘引されることが、フ
ィンランドの研究グループから報告されて

いる。 
 
（６）Hikeshiノックアウト細胞の遺伝子発現
プロファイルの解析 
 疾患誘引など、Hikeshiの機能欠損が公汎な
生命現象に影響を与えることがわかってく
ると、 Hikeshi の機能が“熱ストレス”だけ
では説明できなくなる。そこで、CRISPR/Cas9
システムを利用して、Hikeshiをノックアウト
した HeLa 細胞の、正常時と熱ストレス時の
遺伝子発現プロファイルを解析した。その結
果、Hikeshiをノックアウトしただけで、転写
因子 HSF1（Heat shock Factor1）の転写活性が、
熱ストレスをかけていない平常時で緩やか
に亢進することがわかった。さらに、Hikeshi
をノックアウトした細胞では、ストレスで活
性化された HSF１の転写活性は、ストレスを
解除しても抑制されにくいこともわかった。 
 HSF1 は、タンパク質恒常性維持を司るマ
スターとして知られており、さまざまなタン
パク質の発現誘導に関わる。通常の細胞では、
HSF1 はストレスがかかると活性化し、スト
レスから解除されると活性が抑制されるこ
とが知られている。Hikeshiをノックアウトす
ると、平常時の細胞に“弱いストレス”がか
かり、そのために HSF1 が活性化すると考え
られる。また、Hikeshiをノックアウトすると、
熱ストレスを解除しても細胞はストレス状
態を保つため、HSF1 の活性抑制が遅延する

と考えられる。 
 
 Hikeshiは、ATP型のHsp70と特異的に結合し
てHsp70のシャペロンシステムと相互作用す
る機能がある。HikeshiがHSF1の転写活性を制
御するのは、HikeshiがHsp70シャペロンシス
テムに働きかけるからだと考えられる。この
ことは、Hikeshiが試験管の中でHsp70フォー
ルディング活性を阻害することからも支持さ
れる。 

 分子シャペロンHsp70は、そのタンパク質フ
ォールディング活性によって、ストレス応答、
タンパク質の品質管理、膜輸送、エンドサイ
トーシス、抗原提示にいたるまでさまざまな
細胞機能に関与することが知られている因子
である。また、HSF1は、ストレス、癌、疾病、
老化をはじめとするさまざまな生体機能の制
御に携わる転写因子である。Hikeshiの機能が
破綻したときに細胞や個体レベルのさまざま
な表現型があらわれるのは、HikeshiがHsp70
のATPaseサイクルと相互作用し、その結果と
して転写因子HSF1の活性化と活性抑制を制
御するからだと考えることができる。このこ
とから、Hikeshiは、basalレベルのタンパク質
恒常性を保つために欠くことのできない因子
であると考えられる。Hikeshi機能の破綻で見
られるさまざまな表現型を見ると、個体にと
って、細胞のbasalレベルのタンパク質恒常性
維持がいかに重要であるかがわかる。 

（７）Hikeshiノックアウトマウスの解析 
Hikeshi（l7Rn6）の5’非翻訳領域の第一エクソ
ンがCre-LoxPシステムによって除かれるflox
マウスを作成した。EIIa-Creマウスと交配させ、
全身でHikeshiがノックアウトされたマウスは、
産仔が得られるものの、生後48時間以内に
100%死亡することがわかった。マイクロCT
で、生後直前のHikeshiノックアウトマウスの
全身の形態をしらべたが、大きな形態異常は
見当たらないことがわかった。腎臓や肺が若
干正常型と異なること、褐色脂肪組織の量が
少ない、ことの２点が指摘された。組織切片
を調べと、脳組織切片と肺組織切片で、形態
的な変化が見られることがわかったが、死因
を突き止めることはできていない。 

 Hikeshi ノックアウトマウスは生後すぐに
致死になるが、発生に異常は見られず、胎生
期 12.5〜14.5胚（E14.5）を得ることができる。
これらの胚から得た MEF（マウス胚性繊維
芽）細胞を採取し、基本的な性質を調べた。
HeLa 細胞と同様に、Hikeshi をノックアウト
した MEF 細胞では、熱ストレスで誘導され
るHsp70の核局在が阻害されることを確認し
た。この細胞を 20%酸素濃度下で培養すると、
野生型に比べて  PDL（Population Doubling 
Level）が低下して細胞老化が促進することが
わかった。しかし、3％酸素濃度下で培養す
ると、PDLの低下は見られずに増殖を続ける。
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図３  白質をジストロフィーで誘引する

Hikeshiの点変異 



このことから、HikeshiノックアウトMEF細
胞は酸化ストレスに感受性になると考えら
れる。 
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