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研究成果の概要（和文）：Hikeshiは、熱ストレス時に分子シャペロンHSP70を細胞質から核に輸送する運搬体分
子である。本研究では、Hikeshi遺伝子の点変異が重篤な遺伝性疾患を誘引することを明らかにした。Hikeshiが
熱ストレス時以外にも重要な機能をもっている可能性が強く示唆された。また、Hikeshiがタンパク質の構造維
持機構でも機能していることや、Hikeshi結晶構造を明らかにするなど、Hikeshi輸送の新しい分子メカニズムや
機能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nuclear import of molecular chaperone HSP70 under heat-stress conditions is 
mediated by a nucleocytoplasmic transport carrier, Hikeshi.  This study revealed that V54L 
point-mutation in Hikeshi gene is associated with a severe hereditary disease.  These results 
suggest that Hikeshi is likely to have important role(s) not only under heat-stress conditions, but 
also in various cellular situations.  Further, we reported the crystal structure of Hikeshi.  These 
studies provided insights into new mechanism and functions of the Hikeshi-mediated transport.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 核 -細胞質間の分子輸送は、一般に
Importin ファミリーと称される運搬体分子
群によって担われる。しかし、近年、Importin 
ファミリーによる輸送活性は一様ではなく、
細胞状態や分化・発生の段階で変化すること
が判ってきた。 
 本研究者らは、以前、熱ストレス時には、
Importin ファミリーによる輸送活性が低下
することを見出した(Furuta, M., et al. 2004, 
Genes Cells)。熱ストレス時には、代表的な
サイトゾル分子シャペロンである HSP70 が
細胞質から核に集積することが古くから知
られていたが、その輸送分子の実体は不明で
あった。本研究者らは、熱ストレス時に
HSP70 を核に運ぶ運搬体分子の同定に成功
し、この分子を“Hikeshi (火消し)”と命名し
た(Kose, S., et al., 2012, Cell)。Hikeshiが欠
損した細胞では、熱ストレス温度から正常温
度に戻しても、細胞のストレス状態が持続し、
生存率も顕著に低下する。これらの結果は、
熱ストレス時において、Hikeshi 輸送活性と
HSP70の核内機能の重要性を示している。 
 一方、イスラエルの研究者グループが、神
経変性疾患に似た症状を示す遺伝性疾患患
者の遺伝子解析を行ったところ、Hikeshi 遺
伝子に点変異があることが見つかった。その
結果、医学的見地からもHikeshiの機能解析
の重要性が高まった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、熱ストレス時における
Hikeshi輸送経路の駆動機序と、HSP70分子
シャペロンシステムにおけるHikeshiの機能
の発掘と解析を進めることで、ストレス時に
おける「核-細胞質間タンパク質輸送」と「分
子シャペロンシステム」の統合的機能理解を
目指した。また、ヒト遺伝性疾患の原因とな
るHikeshi点変異体を解析することで、この
疾患の発症機序の解明や医学的応用への貢
献を目標とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ヒト遺伝性疾患における Hikeshi 点変異
体の解析 
 イスラエルでの遺伝性疾患のエキソーム
解析から、Hikeshi 遺伝子のミスセンス点変
異 V54L が見つかった。この遺伝子変異をも
つ患者は、大脳白質の変性疾患である白質脳
症の症状が診られ、幼児期に死亡することが
多い。 
 患者由来の線維芽細胞を入手し、熱ストレ
ス時における Hsp70 の細胞内局在変化と、内
在性Hikeshi点変異体タンパク量をウエスタ
ンブロッティングで解析した。また、
Hikeshi-V54L タンパク質の基本的性質を生
化学的解析や in vitro 輸送系で解析し、野

生型と比較した。 
 
(2) 分子シャペロン HSP70 システムでの
Hikeshi の機能 
 Hikeshi の新しい細胞内機能発掘を目指し、
タンパク質フォールディングにおける機能
解析を進めた。変性ルシフェーラーゼタンパ
ク質を基質とし、網状赤血球からの細胞抽出
液やリコンビナントタンパク質を用いて、タ
ンパク質リフォールディングアッセイを行
った。 
 
(3) Hikeshi の結晶構造解析 
  Lee 研究室(Chungbuk National Univ.,韓
国)との共同研究として解析を行った。ヒト
Hikeshi 及び Hsc70 リコンビナントタンパク
質を大腸菌内で発現誘導し、精製した。
Hikeshi の結晶化に成功し、X 線結晶構造解
析を行った。 
 得られた構造を基にHikeshi点変異体タン
パク質を作成し、Hikeshi の機能ドメイン解
析を行った。 
 
(4) Hikeshi 輸送の駆動メカニズムの解析 
  蛍光相関分光法/蛍光相互相関分光法 
(FCS/FCCS)を利用し、正常時と熱ストレス時
の Hikeshi と HSP70 の分子間相互作用解析を
行った。 
 別種の蛍光タンパク質で標識した
TagRFP-Hikeshi と EGFP-Hsc70 を培養細胞内
で発現させ、それらの相互作用のダイナミク
ス変化を解析することを試みた。また、細胞
抽出液やリコンビナントタンパク質を用い
た in vitro 系でも同様の解析を行った。 
 
(5) Hikeshi ノックアウト細胞における遺伝
子発現変化の解析 
 CRISPR-Cas9 により Hikeshi 発現をノック
アウトした HeLa 細胞を作成し、新学術領域
「ゲノム支援」の援助を受け、RNA-seq によ
る遺伝子発現解析を行った。野生型 HeLa 細
胞と Hikeshi ノックアウト HeLa 細胞で、正
常時、熱ストレス時、ストレスからの回復時
における遺伝子発現変化のデータを得た。 
 
４. 研究成果 
 
(1) ヒト遺伝性疾患における Hikeshi 点変異
体の解析 
 患者由来の線維芽細胞を熱ストレスに曝
すと、正常細胞と異なり、HSP70 の核集積が
効率良く観察されなかった。しかし、生化学
的解析からは、野生型よりも、Hikeshi-V54L
点変異体の方が HSP70 との結合が強く、in 
vitro 輸送系においても、効率よく HSP70 を
核に運ぶ活性を有していた。そこで、患者由
来線維芽細胞における内在性 Hikeshi(V54L)
タンパク質の量を調べた。すると、患者細胞
では、コントロール細胞に比べて、Hikeshi
タンパクが顕著に少量しか存在していない



ことが判った。患者細胞において、熱ストレ
ス時に HSP70 が核に集積しなかったのは、内
在性 Hikeshi(V54L)が減少していたためと考
えられた。 
 以上の結果から、Hikeshi の遺伝子変異が
ヒト疾患の原因となることが明らかになり、
Hikeshi が生体内で、熱ストレス時以外にも
重要な機能をもっている可能性が強く示唆
された。 
 この成果を原著論文として報告した(雑誌
論文 2)。 
 
(2) 分子シャペロン HSP70 システムでの
Hikeshi の機能 
 変性ルシフェーラーゼタンパク質を基質
とするタンパク質リフォールディングアッ
セイ系に、リコンビナント Hikeshi タンパク
質を過剰量加えると、ルシフェーラーゼのリ
フォールディングが抑制されることが判っ
た。HSP70 との結合が弱い Hikeshi 変異体で
は、この抑制効果も弱くなることから、
Hikeshi が HSP70 シャペロンシステムへ直接
関与しているものと思われる。 
 Hikeshi が核-細胞質間タンパク質輸送以
外にも機能している可能性が示唆された。 
 
(3) Hikeshi の結晶構造解析 
  ヒト Hikeshiタンパク質の結晶構造を明ら
かにした。Hikeshi 結晶構造は、C 末領域と
リンカー領域間の作用で、特徴的な非対称性
ホモダイマーを形成していた。このダイマー
形成は、HSP70 との結合ならびに核への輸送
に重要であることをHikeshi点変異体等を用
いた解析で明らかにした。また、N 末側領域
には、FG-Nup 結合部位に似た疎水性ポケット
があり、柔軟性のあるループ構造(E-loop)が、
この疎水性ポケットに埋め込まれた形で存
在した。この疎水性ポケットと E-loop の相
互作用がHikeshiの核膜孔通過活性を制御す
る可能性を示し、新しい核膜孔通過制御機構
の存在を提唱した。 
 この成果を原著論文として報告した(雑誌
論文 4)。 
 
(4) Hikeshi 輸送の駆動メカニズムの解析 
  細胞抽出液やリコンビナントタンパク質
を用いた in vitro での解析から、熱ストレ
ス温度(43℃)で処理することで、Hikeshi と
HSP70 の分子間相互作用が劇的に上昇するこ
とが明らかとなった。さらに、この相互作用
は ATP 依存的であった。 
 また、in vitro 輸送系での解析から、熱前
処理によって、Hikeshi 依存的な HSP70 の核
への移行が促進されることを明らかにした。 
 これらの結果は、熱そのものが HSP70 の核
輸送を活性化する重要な一つの要素である
ことを示すものである。 
 
(5) Hikeshi ノックアウト細胞における遺伝
子発現変化の解析 

 RNA-seq 解析から、Hikeshi ノックアウト
細胞では、正常温度においても、Hsp70 など
の熱ストレスタンパク質(Hsps)の発現が亢
進していることが判った。これらの熱ショッ
クタンパク質関連遺伝子は転写因子 HSF1 に
よって発現誘導されることが知られている。
Hikeshi タンパク質が欠損すると、何らかの
機構で細胞にストレスがかかり、HSF1 の活性
化を誘導している可能性が考えられる。 
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