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研究成果の概要： 
レンズにおいて熱ショック転写因子 HSF4 の結合領域を網羅的に調べた結果、HSF4 結合領域の
ほとんどはイントロンあるいは近傍の遺伝子から 10 kb 以上離れた領域に存在した。この領域
は、HSF 群の結合が発生過程で変化し、近傍に存在する遺伝子は熱ショックによって誘導され
ることが分かった。また、HSF4 の結合が周辺部のクロマチン修飾に影響を及ぼすことも明らか
になった。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞が高温にさらされると一群の熱ショッ
ク蛋白質が合成される。この応答は熱ショッ
ク応答と呼ばれ、主に熱ショック転写因子
(HSF)によって制御される。熱ショック応答
は、ストレスから自身を守るための基本的な
生体防御機構の一つである。さらに、HSF が
個体発生過程で重要な役割を担うことが示
されているが、その制御機構は明らかにされ
ていない。動物細胞においては HSF1、HSF2、
そして HSF4 の少なくとも３つの HSF 遺伝子
産物が発現している。このうち HSF1 が熱シ
ョック応答を担う主要な因子である。HSF1 と

HSF2 の遺伝子欠損マウスの解析から、ともに
精子形成と卵成熟、さらに脳形成に必須であ
ることとが報告されている。しかしながら、
そのターゲット遺伝子を含めて分子機構に
ついては明らかにされていなかった。申請者
らは、HSF1 と HSF4 の遺伝子欠損マウスを作
成し、それらの個体レベルでの役割を明らか
にするとともに、その制御に関わる幾つかの
ターゲット遺伝子を同定した。HSF4 遺伝子欠
損マウスでは白内障を発症すること、そして
ターゲット遺伝子として熱ショック蛋白質
以外に、γクリスタリンとレンズ上皮細胞の
増殖と分化を制御する FGF 群を見いだした。
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興味深いことに、γクリスタリンの転写制御
は HSF1 と HSF4 が協調的に働くのに対して、
後者の FGF の転写制御に関しては HSF1 と
HSF4 の作用は拮抗しており、両遺伝子の欠損
でレンズ上皮細胞の増殖と分化は正常に近
くなった。さらに、レンズ細胞と同様にプラ
コードに由来する嗅神経上皮細胞において
も HSF1 と HSF4 は拮抗的に働き、その分化に
関わる LIFの転写を調節していることがわか
った。これらの分子機構の解析から、HSF が
熱ショック蛋白質のみならず、細胞増殖と分
化に関わるサイトカインの転写を制御する
こと、また HSFの活性化は発生段階特異的で、
HSF は細胞の成熟と維持に必須であることを
示した。したがって、発生段階特異的な HSF
によるターゲット遺伝子群の活性制御機構
を明らかにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 個体発生過程での HSF群の活性化について
は未だ明らかにされていない。そこで本研究
で、HSF 群の発生過程における活性化機構と、
HSF 群のターゲット遺伝子の制御機構につい
て解明したい。 
 
３．研究の方法 
(1) マウスのレンズ発生過程における HSF群
(HSF1, HSF2, HSF4)の発現レベルをウエスタ
ンブロットで調べる。HSF4 は絶えず三量体を
形成していると考えられているが、発生過程
において同様の構造を維持しているのか、ま
た他の HSFのオリゴマー構造の変化はないの
かをゲル濾過で調べる。さらに、DNA 結合能
力をゲルシフトアッセイ法によって調べた。 
 
(2) 生後 2 日目のレンズ上皮細胞を用いて、
HSF4 抗体によってクロマチン免疫沈降法を
行い、HSF4 の結合する領域を同定する。生後
２日目の野性型と HSF4 欠損マウスのレンズ
を用いて、同定領域に対する HSF4 の結合を
クロマチン免疫沈降法によって再確認し、シ
ーケンス解析によって塩基配列を決定し, 
マウスゲノムの位置を調べた。 
 
(3)HSF4 結合領域に HSF1 と HSF2 が結合でき
るかを、クロマチン免疫沈降法で調べる。さ
らに、発生過程(E18.5, P2, 3W)が進むにつ
れて、HSF4 結合領域への HSF 群の結合に変化
が見られるかをクロマチン免疫沈降法で調
べた。 
 
(4)HSF4 結合領域に隣接する遺伝子の発現変
化に HSF4 が関与しているか、野性型と HSF4
欠損マウスのレンズより RNA を調整し、各遺
伝子のプライマーを用いて、RT-PCR 法で遺伝
子発現変化を調べる。遺伝子発現変化が見ら
れた遺伝子のプロモーター領域周辺のクロ

マチン修飾変化を、ヒストン H3 アセチル化
あるいはメチル化特異的抗体を用いて、クロ
マチン免疫沈降法で調べた。 
 
 (5) 野生型および HSF4欠損マウスのレンズ
で、HSF4 結合領域のヒストン H3 のアセチル
化、メチル化状態を、特異的抗体を用いたク
ロマチン免疫沈降法で調べた。 
 
(6)熱ストレスを負荷することで、HSF4 結合
領域に隣接した遺伝子の発現変化が起こる
か、野性型、HSF4 そして HSF1 欠損レンズを
培養し、熱ストレスを負荷した後に RNA を調
整し、遺伝子発現変化を RT-PCR法で調べた。
さらに、HSF4 欠損レンズ上皮細胞にアデノウ
イルス HSF4 を導入することで、熱ストレス
負荷による遺伝子発現が野性型程度まで回
復するか調べた 
 
４．研究成果 
(1)マウスのレンズの発生過程における、HSF
群の発現変化を調べた結果、HSF4 は胎生期か
ら幼児期まで、発現が持続しているが成人で
若干の減少が認められた。胎生期では HSF 群
全ての発現が高いのに対して、成人になると
HSF1 と HSF2 の発現は極端に減少することが
分かった(図 1)。発生過程が進むにつれて、
HSF 群の DNA 結合能力は低下した。どの発生
過程でも主に HSF4 が DNA 結合し、常に三量
体を形成していることが分かった。 

 
(2)HSF1とHSF2の発現がまだ若干残っている
生後 2日目のレンズ上皮細胞を構築して、ク
ロマチン免疫沈降法から、HSF4 結合領域を
71 個同定した。生後 2日目のレンズにおける
同定領域の HSF4 の結合は、71 個中 53 個で再
現性を得ることができた。さらに、レンズ上
皮細胞を用いた際は、90%と高確率で再現で
きることが分かった。同定した領域を調べる
と、HSF1 と HSF2 で知られている DNA 結合配
列である逆向きの繰り返し nGAAn配列よりも
曖昧な nGnnn であることが明らかになった
(図 2)。また、In vitro binding selection

図１ レンズ発生過程におけるHSF群の発現



 

 

法においても HSF4 結合配列は nGnnn の曖昧
なコンセンサス配列であった。さらに、In 
vivo の HSF4 結合領域は、プロモーター領域
の存在する 5’-UTR ではなくイントロン 1や
遺伝子からかなり離れた位置に多く存在す
る傾向が見られた(図 3)。 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
(3)HSF4 結合領域に HSF1 や HSF2 が結合する
ことができるか、レンズ発生過程を追って検
討した。結合領域を GroupA と B に分けるこ
とができた。GroupA の 17 領域は、レンズ発
生過程のどの時期においても HSF4 のみが結
合する領域である。GroupB の 34 領域は、全
ての HSF が発現している E18.5 日目のレンズ
で、全てあるいは 2つの HSF が結合できる領
域である。この領域は、レンズ発生が進むに
つれて、HSF1 と HSF2 の結合が減少した。こ
のことから、GroupB は発現量に依存して結合
が変化することが分かった(図 4)。 
 
(4)GroupAの17領域に隣接する遺伝子の発現
変化を野性型および HSF4 欠損マウスのレン
ズを用いて検討した結果、変化がないことが
わかった。しかしながら、GroupB の 34 領域
に隣接する遺伝子のうち9つの遺伝子はHSF4
欠損マウスにおいて遺伝子発現の変化が見
られた。調べた全体の 9.7%(6 つ)遺伝子で
HSF4 により転写亢進がされること、さらに
4.8%(3 つ)遺伝子が転写抑制することが分か
った(図 5)。9 つの遺伝子のプロモーター領
域では、転写亢進が見られた遺伝子は H3K9

アセチル化の亢進、さらにプロモーター領域
への RNA ポリメラーゼ II のリクルートが確
認された。一方、転写抑制がみられた遺伝子
の結合領域では H3K9 メチル化が亢進してい
た。この 9つの遺伝子は、糖転移酵素や転写
因子、さらには機能がまったく分からない
様々な遺伝子であった。今回行った HSF4 結
合領域の同定によって、新たなターゲット遺
伝子を見出すことができた。 
 

 
 
 

 
(5)HSF1がIL-6のプロモーター領域に結合し
て、クロマチン修飾に関与していることが知
られている。そこで、HSF4 結合領域でのクロ
マチン修飾変化が見られるか確認した。する

図 2 HSF4 の DNA 結合配列 

図 3 HSF4 の結合領域の位置 

図 5 HSF4 結合領域に隣接した遺伝子の発現変化

図 4 レンズ発生過程における HSF 群の結合 



 

 

と、レンズ発生過程のどの時期も HSF4 のみ
結合する GroupA の結合領域で、野性型に比
べ HSF4 欠損マウスのレンズで H3K9 メチル化
が亢進していることが分かった。また、
GroupB においても同様の結果が得られてい
る(図 6)。HSF4 欠損マウスのレンズ上皮細胞
に HSF4 を戻すと H3K9 アセチル化が回復する
ことから、HSF4 が結合してクロマチンを開い
た状態にしていることが示唆された。 
 

 
(6)今回同定した HSF4結合領域には古典的な
熱ショック遺伝子のプロモーター領域は同
定できなかった。そこで、HSF4 結合領域に隣
接する遺伝子が熱ストレスで誘導すること
ができるかレンズ培養系で調べた。全体では
33%の遺伝子が誘導され、GroupA では 17 個中
で 3個、GroupB では 44 個中で 17 個が熱スト
レスで誘導されることが分かった。興味深い
ことに、全体の 15%もの遺伝子は HSF4 に依存
的に誘導されていた(図 7)。さらに、GroupA
の C330019L16Rik, 2310046K01Rik, Cetn1 は
HSF1 あるいは HSF4 欠損レンズ上皮細で共に
熱ストレスによって発現誘導を起こさなか
った。そこで、HSF4 欠損マウスレンズ上皮細
胞 に HSF4 を 戻 す と 、 C330019L16Rik, 
2310046K01Rik は熱ストレスによる遺伝子誘
導が回復することがわかった。驚いたことに、
熱ストレスによって 2310046K01Rik, Cetn1
の HSF4 結合領域に HSF1 や HSF2 も結合する
ことができるようになった。一方、HSF4 欠損
マウスレンズ上皮細胞では、熱ストレスを負
荷しても HSF1 と HSF2 の結合は見られなかっ
た。このことから、HSF4 はクロマチン制御を
起こすことで、熱ストレスにおける遺伝子発
現制御に関与していることが示唆される。 
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図 6 HSF4 結合領域のクロマチン修飾変化 

図 7 熱ストレスによる HSF4 結合領域に隣接

した遺伝子の発現変化 
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