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研究成果の概要（和文）：細胞は、熱ストレスなどのタンパク質ミスフォールディングを引き起こすストレスに
対して、熱ショック応答によりタンパク質恒常性を維持する仕組みを持つ。この応答を制御するのが熱ショック
転写因子HSF1である。本研究により、ストレス条件下で、ミトコンドリアDNAの複製や代謝に関与するSSBP1が
HSF1と相互作用して核へ移行し、タンパク質フォールディングを介助するミトコンドリアおよび細胞質シャペロ
ンの遺伝子発現を誘導することが明らかとなった。その結果、HSF1-SSBP1はストレス条件下でのミトコンドリア
機能の維持に関与していた。

研究成果の概要（英文）：In response to proteotoxic stresses including heat shock, cells maintain 
protein homeostasis through an adaptive response called the heat shock response. This response is 
regulated at a level of transcription by heat shock transcription factor 1 (HSF1). We here show that
 HSF1 interacts with SSBP1, which is involved in replication and metabolism of mitochondrial DNA. 
Furthermore, HSF1-SSBP1 accumulates in the nucleus and maintains mitochondrial function during 
proteotoxic stress.

研究分野：医化学
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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 
細胞は膨大な数の多様なタンパク質を各種
の細胞内小器官に携えている。それらタンパ
ク質の正しい構造や生理的濃度は、様々な環
境条件や代謝状態においても一定に保たれ
なければならない。近年、このタンパク質ホ
メオスタシス(protein homeostasis)の重要
性が明らかにされることで、プロテオスタシ
ス(proteostasis)という用語も造られた(総
説：Balch et al, Science 2008)。タンパク
質の異常を導くストレス、いわゆるタンパク
質毒性ストレスに対応するために、細胞は、
遺伝子発現によるタンパク質合成、フォール
ディング、分解の調節を介してタンパク質ミ
スフォールディングを緩衝する作用（プロテ
オスタシス容量とよばれる）を増強する仕組
を持つ。それらは、細胞質・核の熱ショック
応答(HSR; Heat Shock Response)、小胞体ス
トレス応答(小胞体 UPR; Unfolded Protein 
Response)、ミトコンドリアストレス応答（ミ
トコンドリア UPR）などで、細胞内小器官ご
とに備わる精巧な機構である(総説：Wolff & 
Dillin, Cell 2014)。 
 哺乳動物細胞の熱ショック応答を制御す
るのが熱ショック転写因子 HSF1 (Heat shock 
transcription factor 1)である(総説：
Fujimoto & Nakai, FEBS J. 2010)。通常、
HSF1 は、細胞質および核で負の制御因子であ
る熱ショックタンパク質(HSP; Heat shock 
protein)複合体と相互作用し、非活性型の単
量体として存在する。熱ストレスなどにより
ミスフォールディングタンパク質が蓄積す
ると、そこへ HSP 群が集積するために HSF1
への負の制御が解除される。その結果、HSF
１は核へ移行し、DNA 結合型の三量体を形成
し、ターゲット遺伝子の制御配列へ結合する。
さらに、クロマチン再構成複合体や修飾酵素
群を呼び込んで HSP 群の転写を誘導し、細胞
内のプロテオスタシス容量を増強する(総
説：Akerfelt et al, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 
2010)。 
 熱ストレスなどのタンパク質毒性ストレ
スは、すべての細胞内小器官のタンパク質ミ
スフォールディングを導く。エネルギー産生
および細胞死を制御するミトコンドリアも、
ミスフォールディングタンパク質の蓄積に
対して、その情報を核へ伝達して、ミトコン
ドリアに局在するシャペロン(mtHSP70、
HSP60、HSP10)とタンパク質分解酵素(Lon、
ClpP)の発現を誘導して適応する機構を持つ
(Zhao et al, EMBO J. 2002; Yoneda et al, 
J. Cell Science 2004)。これがミトコンド
リア UPR であり、線虫では転写因子 ATFS-1
によって制御されている(総説：Haynes et al, 
Trends Cell Biol. 2013)。しかし、ATFS-1
経路は進化の過程で保存されておらず、哺乳
動物細胞のミトコンドリアUPR経路について
は明らかとなっていない。 
 一方、哺乳動物細胞の熱ショック応答は細
胞質・ 核のシャペロンだけでなく、HSP60 や

HSP10 などのミトコンドリアシャペロンも誘
導する(Mizzen et al, J. Biol. Chem. 1989)。
また、各種のミトコンドリア機能阻害剤はシ
ョウジョウバエの熱ショック応答の誘導剤
であることも古くから知られていた(総説：
Ashburner & Bonner, Cell 1979)。したがっ
て、熱ショック応答は、ミトコンドリアから
の情報伝達によって制御されている可能性
が極めて高い。申請者らは、これまでに熱シ
ョック応答の分子機構を明らかにするため
にヒトHSF相互作用タンパク質の同定と解析
を行ってきた。すでに、HSF1 が構成的にゲノ
ムへ結合して遺伝子発現を調節する複合体
を同定し、それによるプロテオスタシス容量
調節ががん等で重要であることを明らかに
した(Fujimoto et al, Mol. Cell 2012)。さ
らに、ストレス誘導性の HSF1 転写複合体を
明らかにし、代謝調節とプロテオスタシス容
量調節が密接に関連していることを示した
(Takii et al, Mol. Cell. Biol. 2014）。こ
れらの熱ショック応答の鍵因子 HSF１を中心
とする一連の研究を発展させることで、ミト
コンドリアUPR経路と関連する新たなミトコ
ンドリアと核の情報伝達機構を解明できる
と考えた。さらにその機構のプロテオスタシ
ス容量調節における効果を明らかにするこ
とで、タンパク質ミスフォールディング病や
がんに対する治療ターゲットを提案できる
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
第一に、HSF1 と相互作用するミトコンドリア
SSBP1 による熱ショック応答の制御機構およ
び病態生理機能を明らかにする。予備実験に
より、ヒト HSF1 相互作用タンパク質の解析
と機能スクリーニングを基に、ミトコンドリ
アマトリックスに局在し、ミトコンドリア
DNA 複製に関連する SSBP1 (mtSSB)が熱ショ
ック応答を促進することが示唆されている。
この HSF1-SSBP1 複合体による HSP70 転写誘
導の促進効果を明らかにする。さらに SSBP1
がミトコンドリアから核へ移行する機構を
解明する。また、HSF1-SSBP1 複合体のターゲ
ット遺伝子群を明らかにし、その複合体のタ
ンパク質毒性ストレスによる細胞死抑制効
果、ミトコンドリア機能の維持効果、タンパ
ク質凝集体形成とその毒性の軽減効果、がん
細胞増殖への効果等を、細胞およびマウスモ
デルを用いて明らかにする。 
 第二に、HSF1-SSBP1 複合体による転写制御
機構を明らかにする。HSF1 転写複合体の構成
因子である SSBP1、ATF1 および HSF1 と共沈
降するタンパク質群に焦点を絞り、機能スク
リーニングを行う。予備実験により、RNA 結
合タンパク質であり、RNA プロセッシングに
関連する HNRNPK (ヘテロリボ核タンパク質
K) 等が熱ショック応答を促進することが示
唆された。この複合体のクロマチン構造や転
写に及ぼす効果を調べる。 
 



３．研究の方法 
（１）HSF1 と SSBP1 の相互作用の解析 
マウス胎児線維芽細胞(MEF 細胞)の細胞抽出
液を用いて、内在性の HSF1 と SSBP1 が相互
作用することを免疫沈降法で調べる。HSF1 が
SSBP1 と直接に相互作用するかどうかを、そ
れ ぞ れ 精 製 し た SSBP1-His お よ び
GST-hHSF1(GSTタンパク質と融合したhHSF1)
を混合し、GST pull-down assay で調べる。
この方法を用いて、相互作用に必要な hHSF1
の領域、さらにアミノ酸変異を同定する。予
備実験から、hHSF1-K188 をアラニンまたはグ
リシンに置換した変異体は相互作用しない
ことが示唆されている。 
（２）SSBP1 の HSP70 発現誘導効果 
mSSBP1 に対する干渉 RNA (shRNA)を発現する
アデノウイルスべクターを作製する。このウ
イルスを 2時間感染させた後に 3日間培養し
て mSSBP1 をノックダウンし、細胞に熱スト
レス処理を行って HSP70 mRNA の誘導を定量
PCR 法で調べる。プロテアソーム阻害剤を含
む各種のタンパク質毒性誘導剤による HSP70
発現への影響も調べる。 
（３）SSBP1 の熱ストレスによる核移行 
蛍光タンパク質 GFP を融合させた mSSBP1 ま
たは mSSBP1ΔMTS（ミトコンドリア移行シグ
ナルを欠くもの）をHeLa細胞へ発現させて、
MitoTracker Red（ミトコンドリア染色）お
よび DAPI（核染色）で共染色し、蛍光顕微鏡
で示す。さらに、共焦点レーザー走査型顕微
鏡で横断面、縦断面の蛍光シグナルを定量し
てSSBP1シグナルの一部が熱ストレス処理し
た細胞の核内に集積することを確認する。 
（ ４ ） ミ ト コ ン ド リ ア permeability 
transition pore (PTP) の開口 
開口阻害するシクロスポリン A処理、そして
PTP複合体構成因子VDAC群のノックダウンに
よる SSBP1 の核移行を調べる。PTP 開口を阻
害し、さらに mSSBP1ΔMTS を高発現させて
HSP70 発現を調べることで、PTP 開口による
SSBP1 核移行が転写誘導と関連することを結
論づける。 
（５）HSP70 プロモーター上での HSF1-SSBP1
転写複合体解析 
HSF1-SSBP1 転写複合体が、HSP70 プロモータ
ー上に形成されることをクロマチン免疫沈
降(ChIP)によって調べる。まず、SSBP1 がマ
ウス HSP70.3 遺伝子上流域(1,000bp 以内)の
どこに結合しているかを、いくつかのプライ
マーセットを用いて ChIP-PCR で調べる。次
に、定量的 ChIP-qPCR 解析によって、HSF1 の
有無による結合の影響、および hHSF1 の相互
作用変異体へ置換した場合の結合を明らか
にする。さらに、HSF1-SSBP1 複合体形成によ
るクロマチン再構成複合体（ BRG１など）お
よび RNA ポリメラーゼ II のリクルートも同
様に調べる。 
（６）ターゲット遺伝子群の解析 
HSF1とSSBP1のそれぞれをノックダウンした
細胞の熱ショック誘導性遺伝子をDNAマイク

ロアレイ解析により網羅的に同定する。ター
ゲット遺伝子候補遺伝子群のプロモーター
に HSF1-SSBP1 複合体が存在することを
ChIP-qPCR 解析等により確かめる。  
（７）細胞死およびミトコンドリア機能 
MEF 細胞に内在する HSF1 を野生型、あるいは
相互作用変異体の hHSF1K188A または
hHSF1K188G に置換し、タンパク質毒性ストレ
スによる細胞死抑制効果、ミトコンドリア機
能と関連する膜電位維持効果、タンパク質凝
集体による毒性の軽減効果、がん細胞増殖へ
の効果等を調べる。 
（８）新しい HSF1 転写複合体の同定 
これまでの研究から、ストレス誘導性 HSF1
転写複合体に転写因子 ATF1 が含まれること
を明らかにしている(Takii et al, Mol Cell. 
Biol. 2015)。そこで、SSBP1、HSF1、ATF1 と
も共沈降するタンパク質群を上述の方法で
同定し、それらの遺伝子ノックダウンを行っ
てHSP70発現を指標とする機能スクリーニン
グを行う。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
① 熱ショック応答におけるHSF1-SSBP1の役
割の解明 
HSF1と相互作用するミトコンドリアSSBP1に
よる熱ショック応答の制御機構を明らかに
した。まず、SSBP1 が直接、HSF1 の三量体形
成ドメインへ結合することを示した。その結
合には、K188 が必要であった。次に、MEF 細
胞の SSBP1 をノックダウンすることで、熱ス
トレス等による HSP70 mRNA の誘導が低下す
ることを示した。内在性 HSF1 を相互作用変
異体（hHSF1-K188A、hHSF1-K188G）へ置換し
た場合も同様であった。 
 SSBP1 の熱ストレスによる核移行を共焦点
レーザー顕微鏡で解析したところ、内在性
SSBP1および細胞へ導入したGFP-mSSBP1が熱
ストレス処理により核内へ集積することが
分った。HSF1 の核移行にともなって SSBP1 が
核へ運ばれることを示した。さらに、PTP 開
口を阻害するシクロスポリン A処理、そして
PTP複合体構成因子VDAC群のノックダウンに
よってSSBP1の核移行は抑制された。つまり、
SSBP1 核移行とミトコンドリア PTP が関連し
ていることが分った。 
 HSF1-SSBP1 複合体の網羅的なターゲット
遺伝子解析から、SSBP1 は全てのシャペロン
の誘導に関与していることが分った。また、
それらのプロモーター上にはSSBP1が集積し、
クロマチン再構成因子 BRG1 の集積を促進し
ていた。 
 最後に、HSF1-SSBP1 の生物学的意義を調べ
たところ、熱ショック条件下での細胞死を抑
制すること、ミトコンドリア機能と関連する
膜電位の維持に寄与することも明らかとな
った（Tan et al, Nat. Commun.2015）。 
 
② ミトコンドリア特異的ストレスに対する



HSF1-SSBP1 の役割の解明 
ミトコンドリアに特異的なタンパク質毒性
ストレス条件下でのシャペロン群の誘導の
HSF1-SSBP1 依存性を調べた。まず、野生型
MEF 細胞をミトコンドリア電子伝達複合体 I
阻害剤であるロテノン、ミトコンドリア LON
プロテアーゼ阻害剤の CDDO、ミトコンドリア
HSP90 阻害剤の GTTP で処理することで、細胞
質 HSP70 とミトコンドリアシャペロン
（mtHSP70、HSP60、HSP10）が誘導されるこ
とを確認した。一方、HSF1欠損細胞ではHSP70
およびミトコンドリアシャペロン群の誘導
を全く認めなかった。また、ノックダウン実
験により、これら細胞質とミトコンドリアの
シャペロンの誘導には HSF1 が必要であるこ
と、SSBP1 は遺伝子の種類と刺激によって依
存性が異なることが分った。次に、HSF1 と
SSBP1 の活性化について調べた。HSF1 はもと
もと核に存在するが、ミトコンドリア特異的
なタンパク質毒性ストレス条件下でSSBP1が
核へより蓄積することが明らかとなった。転
写活性と関連するHSF1-Ser326のリン酸化が
亢進することも分った。さらに、これらの遺
伝子発現誘導の一部は、活性酸素種を介する
ことも示唆された（Katiyar et al, 論文投
稿準備中）。 
 一方、SSBP1 と相互作用しない HSF1-K188A
を発現するマウスをCRISPR/Cas9技術を用い
て作製した。しかし、変異部位がスプライシ
ング部位に近いために HSF1 の発現が抑制さ
れ、マウスの解析には至らなかった。 
 
③ 新しい HSF1 転写複合体の解析 
HSF1 転写複合体の構成因子である mSSBP1、
hHSF1、hATF1 と共沈降するタンパク質群を同
定した。その中で共通に含まれる因子として、
既知の FACT が含まれていた。それ以外に一
定の頻度で共通に含まれる因子としてRNAプ
ロセッシングに関連するRNA結合タンパク質
HNRNPK を見いだした。そして、HNRNPK をノ
ックダウンすると熱ショック条件下で HSP70
の発現が上昇、あるいは条件によっては低下
することを明らかにした。しかし、ハウスキ
ーピング遺伝子であるβアクチン遺伝子の
発現も顕著に低下しており、HNRNPK は遺伝子
発現に関与しているがその作用はHSP70ある
いは熱ショック応答に特異的ではないと結
論づけた（未発表）。 
 
（２）国内外における位置づけとインパクト 
① ミトコンドリアシグナルが熱ショック応
答を促進するという新しい概念の提唱 
熱ショック応答は、もともとショウジョウバ
エに熱ストレスあるいは呼吸阻害剤を処理
す る こ と で 発 見 さ れ た (Ritossa, 
Experientia 1962)。その後も多くのミトコ
ンドリア機能阻害剤が熱ショック応答を誘
導することから、古くからミトコンドリアシ
グナルがこの応答を制御すると推測されて
いた(Ashburner and Bonner, Cell 1979)。

本研究によりはじめて、ミトコンドリア因子
が、予想外に核へ移行し、熱ショック応答の
鍵因子 HSF1 と協調的に熱ショック応答を誘
導することを示す。哺乳動物細胞では、最近、
転写因子 ATF5 がその制御に関与することが
示唆された（Fiorese et al, Curr. Biol. 
2016）。本研究によって、それ以外にも HSF1
がミトコンドリア UPR に必須であり、SSBP1
もその制御に重要な役割を担うことが明ら
かとなった。 
② タンパク質ミスフォールディング病やが
んの治療のための新しいターゲットの提案 
線虫を用いた研究により、HSF1 がタンパク質
凝集を抑制し、寿命を伸長することが明らか
となっている(総説：Morimoto, Genes Dev. 
2008)。申請者らは、HSF1 の機能獲得がポリ
グルタミン病モデルマウスの寿命を伸長し
(Fujimoto et al, J. Biol. Chem. 2005)、
HSF1 欠損は寿命を短縮することを示した
(Hayashida et al, EMBO J. 2010)。一方、
ミトコンドリアUPRの誘導は線虫やショウジ
ョウバエで寿命の延長を導く(Houtkooper et 
al, Nature 2013; Owusu-Ansah et al, Cell 
2013)。したがって、本研究は、HSF1 の老化、
タンパク質ミスフォールディング病、あるい
はがんへの効果の一部はミトコンドリアプ
ロテオスタシスを介する可能性を示唆し、
HSF1-SSBP1 が新たな治療ターゲットとなり
うる可能性を示唆する。 
 
（３）今後の展望 
ミトコンドリアの不良タンパク質の蓄積に
対する適応機構について、HSF1-SSBP1 の担う
役割と分子機構をより詳細に解明する。さら
に、新しい HSF1 転写複合体解析法を確立す
ることで、その複合体の新規構成因子と転写
制御機構、および神経変性疾患やがんなどに
おける役割の解明をめざす。 
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