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研究成果の概要（和文）：熱ショック遺伝子の転写は熱ショック転写因子HSF1によって制御され、その制御はが
んなどの病態進行と関連する。本研究では、HSF1転写複合体の同定と解析を基盤として熱ショック遺伝子のクロ
マチン構造と転写の調節機構を解明した。特に、HSF1のリン酸化依存的に熱ショック遺伝子プロモーターへ引き
寄せられるヒストンアセチル化酵素TRRAP/TIP60複合体とユビキチン化酵素TRIM33/24を介した調節機構を示し
た。さらに、このHSF1リン酸化が悪性黒色腫の治療ターゲットとなることを示した。

研究成果の概要（英文）：Transcription of heat shock genes is regulated by heat shock transcription 
factor and is related with progression of diseases including cancer. In this research, based on 
identification and analysis of HSF1 transcriptional complexes, we investigated chromatin structure 
and transcription of heat shock genes, and showed regulatory mechanisms involving the histone 
acetyltransferase TRRAP/TIP60 complex and TRIM33/24 ubiquitin ligases, which were recruited to the 
heat shock gene promoters in a manner dependent on HSF1 phosphorylation. Furthermore, we showed that
 this HSF1 phosphorylation could be a target for therapeutic strategies of melanoma patients.

研究分野：医化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
熱ストレスによる熱ショック遺伝子の転写誘導は、誘導性遺伝子発現のモデルとして研究されてきた。本研究に
より、HSF1リン酸化によって誘導される新規のヒストンアセチル化依存的なヒストンユビキチン化の分子機構を
明らかにし、一連のヒストン化学修飾がクロマチン構造と転写を制御することを示した。また、HSF1リン酸化と
そのリン酸化酵素PLK1を抑制することが悪性黒色腫の治療法の開発に役立つことも示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
細胞は、外的環境や代謝の変化によって生じた異常タンパク質に対処できる能力（プロテオス
タシス容量）を遺伝子発現により調節する仕組みを備えている。その中で、生物に普遍的な仕組
みの一つが熱ショック応答であり、シャペロンとして働く熱ショックタンパク質群（HSP70 他）
の急速で顕著な誘導を特徴とする[1]。哺乳動物細胞において、この応答を転写レベルで制御す
るのが熱ショック転写因子 HSF1 であり、HSF1 はプロテオスタシス容量調節の鍵因子と言える
[2]。HSF1 は細胞内でおおよそ不活性型として存在するが、その一部は活性型 3 量体となって
HSP プロモーターへ結合し、HSP 群の発現を介して通常状態でのプロテオスタシス容量の維持に
寄与する[3]。HSF1 活性とプロテオスタシス容量は老化とともに低下し、その活性の増強は老化
と関連する神経変性疾患の進行を抑制する[4]。一方、がん細胞はタンパク質凝集体やアミロイ
ド線維を形成しやすい環境にあるが、HSF1 活性化によって細胞毒性のあるそれら異常タンパク
質構造の形成を抑制している[5]。したがって、HSF1 の活性制御機構の解明は、がんなどの新規
治療法の開発に結びつく。 
熱ストレスによる HSF1 活性化と HSP70 の転写誘導機構は古くからショウジョウバエで精力的
に研究が進められてきた。哺乳動物細胞においては、以下の熱ショック応答の準備及び誘導機構
の一端が明らかにされてきた（図 1）。非ストレス状態で、HSF1 の一部は RPA と複合体を形成す
ることで HSP70 プローモーターへ結合し
[6]、同時に PARP13-PARP1 複合体を引き寄
せている[7,8]。この複合体は RNA ポリメラ
ーゼ II（Pol II）の転写開始点下流での停
止とある程度オープンなクロマチン構造を
維持する。熱ストレス条件下で HSF1 は、
PARP1 によるポリ ADP リボシル化によって
さらに弛緩された HSP70 プロモーターへ速
やかに結合できる。HSP70 プロモーターへ
結合した大量の HSF1 は、一般的な転写装置
である基本転写因子群（GTFs）及びメディ
エーター（Mediator）と相互作用すること
で Pol II リクルートを促進する[9,10]。さ
らに、HSF1 が SGO2 を介して Pol II リクル
ートを促進する [11]（図 1）。以上のよう
に、HSP70 プロモーターへの HSF1 結合と
Pol II リクルートの機構が明らかになっ
てきた。 
一方で、熱ストレス条件下では HSP70 領域のヒストンは顕著にアセチル化とメチル化修飾の
調節を受け、クロマチンが弛緩されることが知られている[12,13]。クロマチン構造制御の基盤
となるこれらの分子機構は、上記の HSF1 結合と Pol II リクルート、及び転写伸長の調節に必
須となる[14]（図 1）。しかし、熱ショック応答におけるヒストンのアセチル化とメチル化を介
したクロマチン弛緩の分子機構については、その重要性が認められているにも関わらず未だ不
明である。 
 
２．研究の目的 
熱ショック応答の分子機構に関しては、これまでに HSP70 遺伝子をモデルとして転写機構の
解明がなされ、HSF1 を介した RNA ポリメラーゼ（Pol II）のリクルートと Pol II による転写伸
長の調節機構が明らかにされてきた。しかし、これらの調節の基盤となるヒストンアセチル化と
メチル化によるクロマチン構造の調節機構は不明のままである。本研究では、新しい ChIP-MS 法
を用いた HSF1 転写複合体の同定と解析を基盤として、HSP70 遺伝子のクロマチン弛緩と転写の
調節機構を解明する。特に、ヒストン修飾と関連する HSF1-TRRAP/TIP60 複合体と HSF1-CBFA2T2
複合体を介したヒストンアセチル化およびメチル化による調節機構を明らかにする。さらに、こ
れら新規の転写調節機構がプロテオスタシス容量およびがんのモデルに与える効果について明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
我々は、HSF1 がクロマチン上で相互作用するタンパク質をクロマチン免疫沈降法（ChIP）で
精製し、それを質量分析（MS）で網羅的に同定（ChIP-MS 法）することで、クロマチン構造の調
節に関連することが推測される HSF1-TRRAP/TIP60 複合体と HSF1-CBFA2T2 複合体を同定してい
る。 
（１）HSF1-TRRAP/TIP60 複合体を介したクロマチン構造と転写の調節機構 
① HSF1 リン酸化を介する TRRAP のリクルートと転写促進：HSF1 の TRRAP 結合部位を同定する
ために一連のヒト HSF1（hHSF1）変異体を細胞に発現させ、TRRAP を免疫沈降する。予備実験に

図１ HSF1 転写複合体による HSP70 転写調節機構 



より、熱ストレスによりリン酸化を受ける hHSF1-Ser419 の変異体が共沈降しないことが分かっ
た。Ser419 リン酸化特異抗体を用いて、Ser419 リン酸化を受けた HSF1 のみが TRRAP と相互作
用をすることを示す。内在性 HSF1 を hHSF1-Ser419 変異体に置換した細胞では TRRAP が HSP70 
プロモーターにリクルートされないこと、HSP70 mRNA 発現の熱誘導が低下することも示す。 
② HSF1-TRRAP/TIP60 複合体によるクロマチン構造の調節機構の解明：熱ストレス条件下での
TRRAP の複合体解析から、TRRAP/TIP60 複合体を同定している。そこで、熱ストレスによる HSP70 
遺伝子のヒストン H3K9、K18、K23、K27 などのアセチル化の変化を調べる。これらのアセチル化
が TRRAP/TIP60 を介するか、あるいは p300 を介するかをノックダウンや相互作用変異体への置
換を行って調べる。予備実験から、TRRAP/TIP60 は H3K18ac、p300 は H3K23ac に主に関与するこ
とが分かった。これらのアセチル化によってそれぞれの読み取りタンパク質である TRIM33 と
TRIM24 がリクルートされることを ChIP 法で示す。次に、TRIM33（及び TRIM24）が転写を促進す
る機構を、特にヒストン H2B K120 の Ub 化の関与を中心として調べる。 
③ HSF1-TRRAP/TIP60 複合体のターゲット遺伝子群の網羅的解析：熱ストレス処理したヒト子宮
頸がん HeLa 細胞と未処理のもので TRRAP、TRIM33、TRIM24 の結合部位を解析し、それらが HSF1
と同様に熱ストレス依存的に一群の HSP プロモーターに集積するか、あるいはそれ以外の遺伝
子にも集積するか調べる。 
④ HSF1-TRRAP による熱ストレス条件下でのプロテオスタシス容量の調節：HeLa 細胞の HSF1 と
TRRAP をノックダウンした細胞、そして相互作用変異体へ置換した細胞を用いて、熱ストレス条
件下での細胞死と不溶性 Ub 化タンパク質の蓄積を調べる。プロテオスタシス容量を調べるため
に、ルシフェラーゼの活性を指標とした熱ストレス後の再活性化を定量化する。 
⑤ HSF1-TRRAP によるがん細胞のプロテオスタシス容量調節と腫瘍形成：がん細胞は HSF1 が活
性化しており、ほとんどのがん細胞の増殖は HSF1 依存性である。そこで、様々な種類のヒトが
ん細胞と正常細胞を用いて、変異体 HSF1-S419A への置換がその増殖に大きく影響する細胞を明
らかにする。予備実験から、悪性黒色腫細胞の増殖が変異体への置換に最も感受性があることが
示唆された。この悪性黒色腫細胞を用いて、変異体 HSF1-S419A への単独の置換、及び HSF1-
S326A/S419A への両置換の細胞増殖やヌードマウスでの腫瘍形成における効果を明らかにする。 
 
（２）HSF1-CBFA2T2 複合体を介したクロマチン構造と転写の調節機構 
① HSF1 と CBFA2T2 の相互作用：熱ストレス前後でのヒト HeLa 細胞や悪性黒色腫 MeWo 細胞の抽
出液を作成し、これらの因子群の相互作用を免疫沈降法で調べる。さらに、HSF1 と CBFA2T2 の
それぞれの相互作用部位を同定する。 
② CBFA2T2のHSP70転写誘導における効果：CBFA2T2ノックダウン及びHSF1（あるいはCBFA2T2）
相互作用変異体への置換によって CBFA2T2 が特異的に HSP70 誘導に重要であることを明らかに
する。 
③ CBFA2T2 の HSP70 プロモーターへのリクルートの解析：熱ストレス前後での CBFA2T2 の HSP70
プロモーターへのリクルートを ChIP 法で調べる。HSF1（あるいは CBFA2T2）相互作用変異体へ
の置換によって CBFA2T2 がリクルートされなくなるか調べる。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
① HSF1-TRRAP/TIP60 複合体を介したクロマチン構造と転写の調節機構 
我々は、ChIP-MS 法によって HSF1 と相互作用する TRRAP を同定した。HSF1 の結合部位を同定
するために各種 HSF1 変異体と共免疫沈降法を行ったところ、HSF1 は熱ストレス後に TRRAP と結
合するが、リン酸化部位である HSF1-S419 の変異体はそれと相互作用しなかった。内在性の HSF1
を HSF1-S419 変異体に置換したところ、熱ストレス後に HSP70 プロモーターへの TRRAP のリク
ルートがなく、HSP70 mRNA の誘導は減弱した。 

 
TRRAP はヒストンアセチル化酵素 TIP60 あるいは GCN5 を含む複合体を形成することが知られ
ている。熱ストレス条件下での TRRAP と相互作用する因子群を質量分析で解析したところ、
TRRAP/TIP60（NuA4）複合体を同定した(図２)。実際に、HSF1 は TRRAP を介して TIP60 を HSP70

図２ 熱ショック応答における HSP 遺伝子のクロマチンの調節機構 



プロモーターへリクルートした。次に、熱ストレスによる HSP70 遺伝子のヒストン H3 の K9、
K18、K23、K27、及びヒストン H4 の K16 アセチル化の変化を調べた。遺伝子ノックダウンや相互
作用変異体への置換を行うことで、TRRAP/TIP60 は H3K18ac と H4K16ac に必要であることが明ら
かとなった。また、同時にリクルートすることが知られている p300 は H3K23ac と H3K27ac に必
要であった。以上の結果は、HSF1-S419 のリン酸化が TRRAP-TIP60 複合体をリクルートし、ヒス
トンアセチル化を介して HSP70 転写を促進することを示唆している。 
ヒト HeLa 細胞での TRRAP、TRIM33、TRIM24 の結合部位を ChIP-seq により解析し、それらが
HSF1 と同様に熱ストレス依存的に一群の HSP プロモーターに集積することを示した。TRIM33 の
HSP70プロモーターへの結合にはTRRAP/TIP60によるH3K18アセチル化、TRIM24の結合にはp300
による H3K23 アセチル化が必要であった。これらの結合は、H2BK120 のモノユビキチン化を導い
てクロマチンを弛緩させた。さらに、これら一連の機構には PLK1 による HSF1-S419 リン酸化が
必須であった(図２)。 
HSF1 と TRRAP をノックダウンした細胞あるいは HSF1-S419 変異体へ置換した細胞を用意し、
熱ストレス条件下での不溶性 Ub 化タンパク質の蓄積およびプロテオスタシス容量モニターのた
めのルシフェラーゼ活性を調べた。その結果、この新規機構がプロテオスタシス容量の維持に重
要であることが分かった。 
変異体 HSF1-S419A への置換が細胞増殖に大きく影響するがん細胞株を調べ、悪性黒色腫細胞
株への影響が著しく大きいことを見出した。悪性黒色腫細胞 MeWo の HSF1 を変異体 HSF1-S419 変
異体へ置換すると、マウスでの腫瘍形成がほとんど阻止された（図３）。以上の結果は、HSF1-
TRRAP/TIP60 複合体形成が悪性黒色腫細胞の腫瘍形成に必須であり、これを導くリン酸化がメラ
ノーマの治療ターゲットとなることを示唆している[15]。 

 
② HSF1-CBFA2T2 複合体を介したクロマチン構造と転写の調節機構 
まず、熱ストレス前後での子宮頸がん HeLa 細胞の細胞質と核の抽出液を作成し、これらの因
子群の相互作用を免疫共沈降実験で調べた。その結果、非ストレス条件下の核内で、わずかに存
在する HSF1 と共沈降する CBFA2T2 を認めた。熱ストレス条件下で HSF1 は核内へ移行するが、
それと共沈降する CBFA2T2 の量に変化はなかった。 
この CBFA2T2 はコレプレッサーとして知られている。そこで、CBFA2T2 の HSP70 転写誘導にお
ける効果を調べた。CBFA2T2 をノックダウンした細胞に熱ストレス処理（42℃、30 分）を行い、
HSP70 mRNA の発現を RT-qPCR 法で調べた。その結果、HSP70 mRNA の熱ストレスによる誘導レベ
ルが約 50%に低下した。また、その構成的な発現も 80%程度のレベルまで減少していた。さらに、
CBFA2T2 の HSP70 プロモーターへの結合を ChIP アッセイで調べたところ、熱ストレス処理の有
無に関係なく、一定のレベルで結合していた。興味深いことに、熱ストレス処理による HSF1 の
結合量は、CBFA2T2 のノックダウンにより半減することが分かった。以上の結果は、CBFA2T2 の
HSP70 転写のコアクチベーターとしての役割を明らかにした。CBFA2T2 は熱ストレスによる HSF1
結合を促進することから、HSP 遺伝子群のクロマチン制御に寄与することが示唆される（未発表）。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト 
熱ショック応答の分子機構は、ショウジョウバエによる HSP70 転写調節機構をモデルとして
古くから研究されてきた。通常、HSP70 遺伝子の転写開始点周辺はヌクレオソームを形成してお
らず、その下流で Pol II が停止している。熱ショック後、HSF 依存的に HSP70 遺伝子のヌクレ
オソームの除去と転写誘導を認める。この過程で、PARP による HSP70 遺伝子のポリ ADP リボシ
ル化[16]、ヒストンバリアント H3.3 の入替え、及びヒストン修飾（H3K4me3、H3K9ac、H3K27ac、
H3K18ac など）によってクロマチンが弛緩される[12]。一部の修飾は H3K4 メチル化酵素とヒス
トンアセチル化酵素 CBP からなる TAC1 複合体によって触媒される[17]。しかし、HSF と相互作
用するヒストン修飾酵素群については不明である。哺乳動物細胞においても、HSP70 遺伝子のヒ
ストンはヒストンアセチル化とメチル化を顕著に受けるが、その修飾を担う酵素群については

図３ HSF1 リン酸化が腫瘍形成を促進する 



p300 を除いて長い間明らかにされていなかった[18]。本研究により、新規に同定された熱スト
レス誘導性の HSF1-TRRAP 複合体がヒストンアセチル化を介してクロマチン弛緩を導く機構を示
した。この複合体形成は HSF1-S419 リン酸化が引き金となる。さらに、TRIM33 と TRIM24 を介し
てアセチル化依存的なユビキチン化がクロマチン弛緩に寄与することも示した。 
 これまでに調べられたすべてのがん細胞の増殖は HSF1 依存的で、特に悪性黒色腫細胞の増殖
には HSF1 が必須である。そこで、HSF1-S419 リン酸化を引き金として形成される HSF1-TRRAP 複
合体が悪性黒色腫細胞の増殖にどの程度関与するかの興味が持たれた。我々は、悪性黒色腫細胞
で HSF1-S419 リン酸化が亢進すること、そして HSF1-S419 リン酸化変異体に置換することで細
胞増殖が半減することを示した。さらにこの変異体への置換は、悪性黒色腫細胞のマウスでの腫
瘍形成を著しく阻害することを明らかにした。つまり、HSF1-S419 をリン酸化するリン酸化酵素
PLK1 が悪性黒色腫の治療ターゲットとなる可能性が示唆された。 
 
（３）今後の展望 
本研究に基づいて、がんの治療に関連する申請を行った（特願 2022-091044「ポロ様キナーゼ
１（PLK1）阻害剤を有効成分とするがんの治療剤」）。HSF1-S419 あるいは PLK1 阻害と既知の分
子標的薬との併用によるがん細胞の増殖に対する効果を将来的に検討する。また、熱ショック応
答における HSF1-CBFA2T2 複合体の役割を引き続き解析することで、HSP 遺伝子のクロマチン構
造と転写の調節機構の全貌を解明したい。 
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