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研究成果の概要（和文）：　ヘム分解酵素であるヘムオキシゲナーゼー１（ＨＯ－１）は、熱ショックタンパク質３２
としても知られているが、温熱刺激によるＨＯ－１の誘導合成は、種や細胞株、培養条件により異なる。本研究では、
熱ショック転写因子（ＨＳＦ１）によるＨＯ－１の発現制御を明らかにするため解析を行った。その結果、通常温度で
は、ＨＳＦ１は、ヘムによるＨＯ－１の誘導を抑制するが、温熱刺激後は、ヘムによるＨＯ－１の誘導を促進した。Ｈ
ＳＦ１は熱ストレスに対して熱ショックタンパク質（Ｈｓｐｓ）を誘導するとともに、様々なストレス条件下でＨＯ－
１の発現を厳密に制御することによって細胞保護に働いていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：   Heme-degrading enzyme, heme oxygenase-1 (HO-1), plays a role protecting cells a
gainst to oxidative stress. The HO-1 is also known as heat shock protein 32 (Hsp32), however, the heat ind
ucible HO-1 is different in species, cell lines, and culture conditions. In this study, we examined the ro
le of heat shock factor 1 (HSF1) on the regulation of HO-1 expression by using wild-type and HSF1-null mou
se embryonic fibroblast (MEF). Our results showed that HSF1 suppressed heme-induced HO-1 expression in nor
mal growth condition and facilitated heme-induced HO-1 expression during heat shock. In conclusion, HSF1 p
rotect cells by not only inducing the expression of Hsps under heat stress condition but also fine control
ling the expression of HO-1 under various stress conditions.
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１．研究開始当初の背景 
ヘムオキシゲナーゼ（EC1.14.99.3）には
２つのアイソフォーム（HO-1、HO-2）があ
る。そのうちHO-1は、さまざまなストレス
によって誘導され、細胞毒性の高いフリー・
ヘムを分解する律速酵素であり、その代謝産
物であるビリベルジン、CO、Fe2+は酸化的組
織障害に防御的貢献をしている。一方、熱シ
ョック転写因子には、４つのファミリー
（HSF1、HSF2、HSF3、HSF4）がある。
そのうち哺乳類では HSF1 がニワトリでは
HSF3が、温熱ストレスによって活性化され、
熱ショックタンパク質（Hsp）を誘導合成し、
変性タンパク質による細胞障害からの保護
に働く。 

HO-1 のヘムによる誘導は、ヘムにより抑
制性転写因子Bach1がはずれ、代わりにNtf2
が結合することによって転写が促進するこ
とが報告されている（図１上）。HO-1 はス
トレス応答タンパク質として見出され
Hsp32とも呼ばれ、プロモーター上流には熱
ショック配列（HSE）が存在するが、熱ショ
ックによる発現誘導は、動物種や細胞株によ
って異なり、その詳細は不明である（図１下）。 
 
（図１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、HO-1 発現調節における
HSF の作用機序および他の転写因子との
関連性を解析することによって、HO-1 の
生体防御機構における生理機能を明らかに
することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 野生型および HSF1 欠損マウス胎仔繊維
芽細胞（MEF）を用い、温熱ストレスやヘ
ムを添加した後、HO-1 と Hsp70 の発現量
をウエスタンブロット法やリアルタイム
PCRで測定する。 
マウス DNA チップを用い、ストレス負
荷後に RNAを回収し、アレイ解析を行い、
発現変化が見られる遺伝子群を検索し、リ
アルタイム PCR 法で確認する。さらに、

同定された因子がHSF1と相互作用を持つ
かどうかを免疫沈降法で確認する。 
 
４．研究成果 
（１）野生型およびHSF1欠損MEFを用い、
熱刺激（ＨＳ；４２度１時間、３７度６時間）、
ヘム添加（ＨＡ；１００μＭ、６時間）およ
びその両者のストレスを与えた後、HO-1と
Hsp70 の発現量をウエスタンブロット法
で解析した（図２）。 
 
（図２） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 その結果、①Hsp70と異なり、HO-1は熱
刺激のみでは誘導されなかった。②ヘムによ
るHO-1の誘導は、HSF1欠損MEF細胞の
方が強かった。このことは、HSF1 はヘム
によるHO-1の誘導に対して抑制的に働くこ
とを示唆する。③熱刺激とヘム添加の両者に
よるHO-1の誘導は、HSF1欠損MEF細胞
において著しく抑制された。このことは、
何か抑制性の転写因子が誘導されることを
示唆する。 
 
（２））野生型および HSF1欠損MEF細胞
を用い、熱刺激（ＨＳ；４２度１時間、３７
度３時間）、ヘム添加（ＨＡ；１００μＭ、
３時間）およびその両者のストレスを与えた
後、 
DNA マイクロアレイ解析を行った。その結
果、３種類の小Maf転写因子のうち、MafK
とMafFが熱刺激によって誘導されることが
示されたので、リアルタイム PCR法で確認
した（図３） 
（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



（３）野生型およびHSF1欠損MEF細胞 の
両者でMafKとMafFが熱刺激によって誘導
されることが示されたが、熱刺激とヘム添加
の両者による HO-1 の誘導は、HSF1 欠損
MEF細胞において著しく抑制されていた。
このことは、小 Maf ホモダイマーによる転
写抑制が野生型MEF細胞では、HSF1によ
って阻害されている可能性があると考え、小
Maf と結合する因子を免疫共沈降法により
解析した。その結果、HSF1ではなく熱刺激
によって誘導合成された Hsp70が小Mafと
結合することが分かった。このことは、野生
型MEF細胞では、MafKとMafFが熱刺激
によって誘導されるが、同じく熱刺激により
誘導される Hsp70 によってトラップされる
ため、小Mafホモダイマーによる転写抑制が
解除されることを示唆する。 
 
（４）以上の結果は、HSF1が存在すること
によって、様々なストレス負荷時に発現誘導
されるHO-1の量が適度に保持されているこ
とを示す（図４）。 
 
（図４） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
そこで、その生理的意義について検証した。 
それぞれのストレス負荷後、過酸化水素を添
加し、２４時間後の細胞生存率を調べた（図
５）。その結果、HO-1の過剰あるいは過小発
現状態では、細胞の生存率が低下していた。 
 
（図５） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

（５）以上の結果をまとめると、HSF1は、
様々ストレス負荷時において、分子シャペロ
ンであるHsp70の発現を制御するとともに、
ヘム分解酵素HO-1の発現を小Mafを介して
適正に制御することによって、細胞保護に働
いていることが明らかとなった。 
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