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研究成果の概要（和文）：  細胞内蛋白質のミスフォールディングに対する緩衝作用の容量はプロテオスタシス容量と
よばれ、その減少は老化と関連する神経変性疾患群やがんの発症と関連している。プロテオスタシス容量の主要な調節
機構の一つが熱ショック応答であり、それを転写レベルで制御するのが一群の熱ショック因子（HSF）である。本研究
では、常にDNAに結合するHSF4の活性がリン酸化によって調節される仕組みの一端を明らかにし、プロテオスタシス容
量が生理的条件下でHSF4の化学修飾により調節されることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：Capacity of cellular protein homeostasis, known as proteostasis, is related with 
progression of age-related neurodegenerative disease and cancer. One of prominent mechanisms of the 
maintenance of proteostasis capacity is the heat shock response, which is regulated mainly at the level 
of transcription by heat shock factors (HSFs). Among mammalian HSFs, HSF4 constitutively binds to DNA 
under unstressed conditions. In this research project, we demonstrate a mechanism by which HSF4 activity 
is regulated through phosphorylation, and suggest that proteostasis capacity is regulated by a chemical 
modification of HSF4 under physiological conditions.

研究分野： 医歯薬学、基礎医学、病態医化学、熱ショック応答と分子シャペロン

キーワード： 神経変性疾患　熱ショック　転写　クロマチン　プロテオスタシス　リン酸化
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内の蛋白質は、その量と質がほぼ一定
に保たれている。この状態は、蛋白質ホメオ
スタシス（プロテオスタシス）（protein 
homeostasis、proteostasis）の維持とも呼ば
れ、蛋白質の合成、フォールディング、分解
等のバランスで成り立つ（総説：Balch et al, 
Science 2008）。蛋白質は熱ストレスにより容
易にフォールディングに異常をきたし変性
する。したがって、細胞は分子シャペロンと
して働く熱ショック蛋白質（HSP）群を誘導
してフォールディングを介助する。この応答
は熱ショック応答と呼ばれ、熱ショック因子
（HSF）によって転写のレベルで調節される
（総説：Morimoto RI, Genes Dev. 2008）。
このHSF-HSP経路を介するプロテオスタシ
スは、生理的そして外的環境変化から細胞を
保護するために必要であり、その機能欠損は
線虫の老化、あるいはポリグルタミン病など
の蛋白質ミスフォールディング病モデル線
虫の病態を進行させる（Hsu et al, Science 
2003; Morley and Morimoto, Mol. Biol. Cell 
2004）。さらに、生理的な老化の進行に伴っ
て細胞内に異常蛋白質が蓄積することが示
され（Ben-Zvi et al, PNAS 2009; David et al, 
PLoS Biol. 2010）、プロテオスタシスの容量
が老化の進行とともに減少すること、その生
理的な容量の減少に伴って蛋白質ミスフォ
ールディング病の病態が進行することが線
虫モデルで明らかとなっている。 
 高等動物細胞には４つの HSF（HSF1-4）
が存在する。哺乳動物細胞では HSF1 が熱ス
トレスによる HSP の誘導を担い、それ以外
は HSP の誘導にほとんど関与しない（総説：
Fujimoto and Nakai, FEBS J 2010; 
Akerfelt et al, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 
2010）。申請者らは、世界に先駆けて、哺乳
動物細胞の HSF 群が蛋白質ミスフォールデ
ィング病に及ぼす効果、ならびにその効果を
生じるプロテオスタシス経路の解析を行っ
てきた。まず、HSF1 の機能獲得がポリグル
タミン病モデルマウスの病態を改善し寿命
を伸長すること（Nakai et al, EMBO J. 
2000; Fujimoto et al, J. Biol. Chem. 2005）、
さらにHSF1欠損はその病態進行を促進し寿
命を短縮することを示した（Hayashida et al, 
EMBO J. 2010）。その効果は、HSP 経路だ
けでなく、蛋白質分解経路を含む複数の
non-HSP 経路を作動させることによるもの
であることを初めて明らかにした。この発見
は、HSP の発現に必要でない HSF 群の機能
について再考を促すこととなった。その結果、
申請者らは、HSF2 も発熱レベルの生理的な
熱ストレスで活性化されて耐性の獲得に必
要であること、HSF2 欠損はポリグルタミン
病モデルマウスの病態進行を促進して寿命
を短縮することを示した（Shinkawa et al, 
Mol. Biol. Cell 2011）。さらに、マウス HSF3
もポリグルタミン蛋白質の凝集を抑制でき
ることが分った（Fujimoto et al, Mol Biol. 

Cell 2010）。これらの独創的な研究から、
HSF 群が HSP 経路と non-HSP 経路を介し
てプロテオスタシスを制御することが結論
づ け ら れ （ 総 説 ： Hayashida et al, 
Transcription 2011）、未解明の HSF4 のプロ
テオスタシスへの関与が推測された。 
 研究の進展とともに、HSF 群の活性調節に
ついて新たな疑問が浮かび上がってきた。異
常蛋白質の蓄積する病態進行の過程で、
HSF1 あるいは HSF2 が DNA 結合型へ移行
することはなく、通常状態においてもプロテ
オスタシス容量を維持していた。一方、HSF4
は通常状態で三量体として存在して DNA 結
合能を持つことから、申請者らが発見した当
初から非ストレス条件下での役割を担うと
考えられてきた（総説：Nakai A, BMB 
reports 2009）。従って、通常状態での HSF
４の活性調節機構を解明することは、生理的
なプロテオスタシス容量の維持機構の解明
に大きく貢献し、さらには神経変性疾患等に
対する新たな治療のターゲットを提案でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 まず、HSF4 の活性調節の分子機構を明ら
かにする。HSF4 と相互作用する蛋白質を網
羅的に解析し、HSP プロモーターを含むレポ
ーターを指標にしてHSF4の活性に影響を与
える蛋白質のスクリーニングを行う。予備的
な実験から、HSF4 による HSP70 レポータ
ー活性を高める蛋白質 SDCCA3 を同定して
おり、SDCCA3 の生化学的性質とリン酸化を
介するHSF4の活性調節の分子機構を解明す
る。次に、HSF4 と SDCCAG3 のプロテオス
タシス容量における効果を細胞及びマウス
で明らかにする。さらに、新たに同定した
HSF4 を介する分子機構が作動するプロテオ
スタシス経路を、DNA マイクロアレイ解析
を糸口として明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）HSF4 相互作用蛋白質の網羅的同定 
 Flag標識したHSF4蛋白質をHEK293細胞へ
発現させ、Flag 抗体を用いた免疫沈降実験で、
HSF4 とともに共沈降する蛋白質群を質量分
析によりすべて同定する（産業技術総合研究
所、夏目徹博士との共同研究）。 
（２）HSF4 結合蛋白質の機能スクリーニング 
 HSF4 転写活性化能の測定には、HSP プロモ
ーターで調節されるレポーターアッセイを
行う。HSF4 と相互作用蛋白質の発現ベクター
を同時にレポーターアッセイ系に導入する
ことで、ルシフェラーゼ活性の変動を調べる。 
（３）HSF4 と SDCCAG3 の相互作用解析 
 予備実験に基づいて、HSF4-SDCCAG3 複合体
に焦点を絞って解析する。細胞内での複合体
形成を調べるために、Flag 標識した HSF4 と
Myc標識したSDCCAG3をHEK293細胞へ高発現
する。細胞抽出液を、抗 HSF4 抗体（-HSF4-3；
当教室で作成）あるいは抗 SDCCAG3 抗体



（-SDCCAG3-2；当教室で作成）を用いて免
疫沈降し、それを SDS-PAGE で電気泳動して
抗 Flag 抗体あるいは抗 Myc 抗体でブロッテ
ィングする。さらに、GST-HSF4 と His-HSF4、
及び GST-SDCCAG3 と His-SDCCAG3 の標識され
たリコンビナント蛋白質を精製し、GST-pull 
down assay により直接相互作用を確認する。 
（４）SDCCAG3 による HSF4 のリン酸化制御 
 SDCCAG3がHSF4のリン酸化を調節している
ことを、それらの細胞への高発現、フォスフ
ァターゼ処理等で明らかにする。さらに、DNA
結合に影響を与えるかどうかをゲルシフト
アッセイ法により調べる。 SDCCAG3 はリン酸
化酵素と基質との安定化に関わる scaffold 
protein と推測しており、どのような酵素及
び基質と相互作用するかを明らかにする（上
記の産業技術総合研究所との共同研究）。 
（５）HSF4-SDCCAG3 の蛋白質ホメオスタシス
容量における細胞での効果 
 マウス MEF 細胞に、ポリグルタミン蛋白質
GFP-polyQ81 を発現するアデノウイルスを感
染させて凝集体形成を形態学的及び生化学
的に調べる。 
（６）HSF4-SDCCAG3 が作動する蛋白質ホメオ
スタシス経路の解明 
 野生型と HSF4 欠損マウスの細胞および組
織の DNA マイクロアレイ解析（山口大学研究
プロジェクト特命助教、高木栄一博士との共
同研究）を行い、HSF4 欠損により遺伝子発現
が大きく変化するものを同定する。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
① HSF4 転写活性化能を調節する相互作用蛋
白質 SDCCAG3 の同定 
 HSF4 と複合体を形成する蛋白質の網羅的
な解析から 13 の蛋白質を同定した。HA 標識
したそれらの蛋白質の発現ベクターを作成
してヒト HEK293 で発現を確認した。これら
の発現ベクターとHSP70プロモーターを持つ
レポーターを HEK293 細胞へトランスフェク
ションし、レポーター活性に影響を与えるか
どうかを指標として機能スクリーニングを
行った。その結果、機能が未知の SDCCAG3
（ Serologically defined colon cancer 
antigen 3）が HSF4 による HSP70 プロモータ
ーの転写活性を顕著に亢進することを見い
だした。HSF4 と SDCCAG3 は直接相互作用し、
細胞内で複合体を形成していた。HSF4 の転写
活性は、SDCCAG3 の発現量依存的に増加した。
点変異体HSF4-A20Dは高い転写活性化能を持
つが、SDCCAG3 はこの活性を逆に抑制した。
さらに、各種レポーターを用いたアッセイに
より、SDCCAG3 は HSP110、HSP90、HSP60、HSP40
のプロモーター活性をすべて抑制すること
が分った。以上の結果は、SDCCAG3 が HSF4 の
転写活性化能を調節することを示す。 
 
② SDCCAG3 は HSF4 のリン酸化を促進して
DNA 結合活性を亢進する 

 HSF4 を細胞へ高発現すると、SDS-PAGE に
よる電気泳動で移動度の異なる２つのバン
ドが認められる。ラムダフォスファターゼ処
理で、移動度の遅延するバンドが消失し、移
動度の早いバンドが増加する。以上の結果は、
リン酸化型と非リンン酸化型の HSF4 が発現
していることを示す。SDCCAG3 の高発現は移
動度の遅延するバンドを増加させ、このバン
ドはやはりラムダフォスファターゼ処理で
消失することから、SDCCAG3 は HSF4 のリン酸
化を促進することが示された。さらに、ゲル
シフトアッセイ法により、リン酸化の亢進に
伴い、HSF4 の DNA 結合活性は増強することも
分った。 
 SDCCAG3 自身には、リン酸化活性あるいは
脱リン酸化活性を持つドメインはなく、むし
ろそれらの scaffold protein である可能性
が高い。そこで、SDCCAG3 と相互作用する蛋
白質群を網羅的に調べたところ、リン酸化酵
素である CAMK2D、CDK1、CSNK1A1、そして PLK1
が同定された。SDCCAG3 は、これらのリン酸
化酵素群と複合体を作ることで HSF4 のリン
酸化を促進することが示唆された。 
③ HSF4 によるプロテオスタシスの調節 
 HSF4 欠損マウス MEF 細胞に、ポリグルタミ
ン蛋白質GFP-polyQ81を発現するアデノウイ
ルスを感染させて凝集体形成を調べたとこ
ろ、凝集体形成が顕著に増加した。SDCCAG3
による HSF4 活性制御がタンパク質ホメオス
タシスの調節に寄与することが示唆された。 
④ HSF4 が作動する標的遺伝子群の解明 
 HSF4をノックダウンしたMEF細胞を用いて
マイクロアレイ解析を行い、HSF4 の新規標的
遺伝子群を同定した。MEF 細胞における HSF4
蛋白質の発現量は、レンズと比較して低レベ
ルであるにもかかわらず、ノックダウンによ
り予想以上に多くの遺伝子で有意な発現量
の変化が認められた。同様にして HSF1 また
は HSF2 をノックダウンにより同定した遺伝
子群と HSF4 の標的遺伝子群を比較したとこ
ろ、HSF4 により制御を受けている遺伝子群の
約 60%が HSF1 または HSF2 の標的遺伝子と共
通の遺伝子であった。さらに、HSF1、HSF2、
HSF4のいずれのHSFからも制御を受けている
共通の標的遺伝子群も同定された。以上の結
果から、HSF4 は正常な生育条件下の MEF 細胞
においても、多くの標的遺伝子の転写調節に
関わっていることが示された。SDCCAG3 がこ
れら遺伝子群の転写調節に関与しているこ
とが推測される。 
⑤ HSF4 の組織特異的な発現 
 申 請 者 ら の 作 成 し た 抗 HSF4 抗 体
（-HSF4-3）を用いたウエスタンブロット法
により、ほとんどのマウス組織で HSF4 の発
現を蛋白質レベルではじめて検出した。HSF4
の発現はレンズとともに、脳、肺、肝臓で高
かった。さらに、脳の中でも視床下部で HSF4 
が mRNA レベルおよび蛋白質レベルでともに
高い発現があった。この発現パターンは、小
脳で高発現である HSF1 と HSF2 とは対照的で



あった。次に、視床下部の核抽出液の DNA 結
合活性を調べたところ、確かに HSF1 と HSF2
だけでなく HSF4 の結合活性もあることが分
った。HSF4 が視床下部で何らかの役割を担う
ことが推測される。 
 
（２）国内外における位置づけとインパクト 
① 非ストレス条件下でのプロテオスタシス
容量が HSF によって調節されるという概念 
 今回の結果は、構成的に DNA へ結合する
HSF4 の活性がリン酸化で制御されることを
示す。つまり、生理的条件下でのプロテオス
タシス容量がHSFの化学修飾で制御されると
いう概念を支持している。 
② 蛋白質ミスフォールディング病の治療の
ための新しいターゲット 
 マウス胎児線維芽細胞の解析から、HSF4 が
プロテオスタシス容量調節に関与している
ことが示唆された。また、多くの遺伝子群の
発現調節にも関わっていることから、新しい
プロテオスタシス調節経路の存在も推測さ
れる。したがって、HSF4 および HSF4-SDCCAG3
相互作用が新しい治療ターゲットとなりう
る可能性がある。 
 
（３）今後の展望 
 今後は、SDCCAG3 によってリクルートされ、
HSF4 のリン酸化を担うリン酸化酵素を特定
する。また、HSF4 が調節する経路のうち、
HSF4-SDCCAG3 複合体によって制御されるプ
ロテオスタシス容量の調節経路を明らかに
する。一連の研究により、HSF4 におよるプロ
テオスタシス容量調節の分子機構と役割を
明らかにする。 
 HSF4 は mRNA のレベルでほとんど全ての組
織で発現していることが示されているが、こ
れまでに組織中の HSF4 を高感度に検出する
抗体がなかったために蛋白質レベルでの発
現については知られていなかった。HSF4 の
様々な細胞や組織における機能の研究を発
展させることで、プロテオスタシス経路とそ
れに関連する生理機構をさらに解明してゆ
く。 
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