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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、新規に同定されたHSF4と相互作用のある蛋白質(#7)がHSF4の転写活性制御
をどのように調節しているかを検討し、HSF4-蛋白質(#7)複合体の機能を明らかにする。本研究課題の成果として、蛋
白質(#7)は、HSF4のリン酸化を介した転写活性制御に関わることが示唆された。また、蛋白質(#7)は、足場蛋白質とし
てHSF4のキナーゼによるリン酸化制御を行っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Heat shock factors (HSFs) maintain protein homeostasis through regulating expressi
on of heat shock proteins (HSPs), and non-HSP proteins in both control and stressed conditions. HSF family
 members consist of four members in mammals. Among them, HSF4 is required for the maintenance of lens, and
 HSF4 mutation is associated with human inherited cataract. Recently, it reveals that HSF4 plays an import
ant role in adaption to stresses in other tissues or cell types. Uniquely, HSF4 constitutively forms a tri
mer, which can bind to DNA. However, it is unclear how the transcriptional activity of HSF4 is regulated i
n response to environmental or physiological signals. To find factors that regulate HSF4 activity, we perf
ormed immunoprecipitation analysis, followed by mass spectrometry. Furthermore, these factors were functio
nally screened. We identified a novel protein that promotes phosphorylation of HSF4. We propose a possible
 mechanism of HSF4 regulation by this novel factor.
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 哺乳類では HSF1、HSF2、HSF3、HSF4 の 4
種の HSF が存在する。これら HSF ファミリー
の一つ、HSF4 は遺伝性白内障の原因遺伝子の
一つである。白内障はレンズ内部に異常蛋白
質が蓄積しておこるコンフォメーション病
の一つである。申請者らは、HSF4 遺伝子欠損
マウスが、レンズ内部でクリスタリンの封入
体が蓄積する白内障を発症することを報告
した。HSF4 は、レンズ以外の組織においても
脳、肺、肝及び骨格筋などの組織でも比較的
高く発現している。実際に、申請者らは、レ
ンズ上皮細胞だけでなく、嗅神経上皮細胞の
発生や維持に HSF1 と HSF4 が関与しているこ
とを明らかにしている。さらに、ポリグルタ
ミン病の細胞モデルで、HSF4 は HSP を誘導す
ることなく凝集体形成の抑制効果を示して
いる。したがって、様々な組織で HSF4 が蛋
白質ホメオスタシスの維持において重要な
役割を担っていると考えられる。 
 
(2) 申請者らは、Flag 標識したヒト HSF4 結
合蛋白質を HEK293 細胞に発現させ、HSF4 と
共沈降してきた 13 種の蛋白質を同定した。
次に、これらの蛋白質の発現ベクターを作成
し、HSP70 プロモーターを含むレポーター及
びHSF4発現ベクターとともに細胞へ導入し、
HSF4 の転写活性化能に及ぼす影響を調べる
ことで更なるスクリーニングを行った。その
結果、HSF4 の転写活性を増強する蛋白質
SDCCAG3（以後、蛋白質(#7)と表記）を同定
した。蛋白質(#7)は大腸癌患者の自家血清に
反応する抗原として同定されたが、その機能
については未知である。293 細胞に HSF4 を高
発現させると、ウエスタンブロットにより翻
訳後修飾をうけた HSF4 と未修飾な HSF4 が検
出される。その際に、蛋白質(#7)を共発現さ
せると、翻訳後修飾をうけたHSF4が増加し、
未修飾な HSF4 が減少した。これまでに得ら
れた結果から、新規に同定した HSF4 と相互
作用する蛋白質(#7)は、HSF4 の翻訳後修飾を
介した転写活性制御に関わることが示唆さ
れた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) HSF4と相互作用のある蛋白質として新規
に同定した蛋白質(#7)の HSF4 転写活性制御
における分子機構の詳細を明らかにする。 
 
(2) shRNA により蛋白質(#7)或いは HSF4遺伝
子の発現をノックダウンしたヒトおよびマ
ウス細胞系を用いたDNAマイクロアレイを行
い、HSF4-蛋白質(#7)複合体により発現制御
を受けている標的遺伝子を同定する。 
 
(3) 蛋白質ホメオスタシスの維持の指標と
してポリグルタミン凝集体形成の実験系を
用い、蛋白質(#7)と HSF4、同定された標的遺

伝子の発現を調節することによるポリグル
タミン凝集体抑制効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) HSF4と蛋白質(#7)のそれぞれの組換え蛋
白質を生成し、pulldown assay 及び免疫沈降
法により互いの結合部位について検討した。 
 
(2) HSF4 変異体を作製し、レポーターアッセ
イ系を用いて、蛋白質(#7)が影響を与えると
思われるリン酸化部位について検討した。 
 
(3) shRNA により HSF4遺伝子をノックダウン
したマウス細胞系を用いてDNAマイクロアレ
イを行い HSF4 の標的遺伝子群を同定し、検
討した。 
 
４．研究成果 
 
(1) GST-pulldown assay により蛋白質(#7)
の101-200番目のアミノ酸配列の領域にHSF4
が結合していることが明らかになった。また、
HSF4 の DNA 結合領域(DBD)に蛋白質(#7)が結
合していた。 
 

 
(2) HSF4 の DBD 欠損変異および、DHR 欠損変
異を作製し、HEK293 細胞に蛋白質(#7)と共発
現させ免疫沈降法を行ったところ、HSF4 の野
生型及びDHR欠損変異体では蛋白質(#7)との
結合が確認できたが、DBD 欠損変異体では蛋
白質(#7)との結合が見られなく、このことか
らも HSF4 の DBD に蛋白質(#7)が結合してい
ることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HSF4-DBD 欠損変異体は転写活性を持たない
ので、蛋白質(#7)の HSF4 転写活性制御にお
ける分子機構の解明をさらに進展させるた
めに、転写活性をもち且つ蛋白質(#7)と結合 



できない HSF4 の点変異を作製している。 
 
(3) 蛋白質(#7)は HSF4 の翻訳後修飾に影響
を与えているが、この HSF4 の修飾がリン酸
化であることを脱リン酸化酵素処理の実験
により明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
更に、HSF4 のリン酸化部位を同定するために、
複数の領域欠損変異体を作製し、脱リン酸化
酵素処理を行い、HSF4 の HR-A/B と DHR の間
の領域でリン酸化が起きていることを示し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 蛋白質(#7)が影響を与えている HSF4 の
リン酸化部位を同定するために、HSF4 のセリ
ン置換点変異体を複数作成し、レポーターア
ッセイを行ったところ、複数の点変異で蛋白
質(#7)による HSF4 の活性増強が減少する傾
向が見られた。このことから、複数個所のリ
ン酸化が蛋白質(#7)と関与していることが
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) HSF4 遺伝子に対する shRNA を発現する
アデノウィルス感染により HSF4 をノックダ
ウンした MEF細胞から RNAサンプルを調整し、
コントロールのRNAサンプルと共にマイクロ
アレイ解析を行った。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、ノックダウンする
ことで、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。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
伝子の制御に関わっていることが示唆され
た。 
 

 

 
 

 

 
 
 
今後の展望として、これらの遺伝子の発現ベ
クターを作成し、ポリグルタミン凝集体形成
の抑制活性を指標とした機能スクリーニン
グを行う。同定された遺伝子の機能解析を行
うことで、新しい蛋白質ホメオスタシスの経
路について検討する。さらに、蛋白質(#7)と
HSF4 の複合体が、この経路を制御することで
コンフォメーション病の病態を改善するか
を細胞とマウスのモデルで検討する。 
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