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Heat shock proteins are families of proteins which display an enhanced expression in 
response to heat shock or other stresses. Heat shock proteins are ubiquitous, and their 
primary sequences are highly conserved among different species. Many heat shock proteins 
are molecular chaperones and play essential roles in protein folding, repair, translocation, 
and degradation. 
Cyanobacteria are photoautotrophic prokaryotes whose habitats are extensive, indicating 

that they have adapted to various environmental conditions. Heat shock proteins may well 
have been playing important roles in their successful adaptation. 
We cloned genes encoding HtpG and small HSP from cyanobacteria. Inactivation of the htpG 

gene resulted in a decrease in the cell’s ability to develop thermo-tolerance (i.e., acquired 
thermo-tolerance), while over-production of small HSP increased the basal thermo-tolerance 
which is estimated by cell survival after a sudden lethal temperature treatment. In contrast 
to cyanobacteria, heterotrophic prokaryotes such as E. coli and B. subtilis, phenotypes of the 
htpG and small HSP mutants are not clear. Recently, we cloned a novel heat shock gene, 
orf7.5, which encodes a polypeptide of 63 amino acids. The inactivation of the gene led to a 
decrease in the cyanobacterial basal and acquired thermo-tolerances. Accumulation of the 
groEL transcript in the orf7.5 mutant was strongly reduced. We postulate that the Orf7.5 
protein together with the major sigma factor interacts with the groEL gene to regulate its 
heat induction. 
 
1． 熱ショック応答の発見 

Ritossa は，ショウジョウバエの幼虫(あるいはその唾液腺組織)を通常の培養温度(25 °C)から高温

(30 °C)に短時間(30 分間)さらすと，唾(液)腺多糸染色体の幾つかの特定の部位に膨らんだ構造(パフ，

puff)が新たに誘導されることを観察し，1962 年に報告した(1)．このパフの生成は一過的で，温度が下が

ると消失した．一方，通常温度で存在したパフは，このような「熱ショック」により観察されなくなった．発生

段階に特異的な変化をするパフは遺伝子の活性化(mRNA の合成)と関係があると当時既に考えられて

いたが，この論文はパフのパターンが温度などの外部環境の変化によって著しく，かつ再現性よく変化す

る(外部環境の変化が特定の遺伝子の活性化を引き起こす)ということを示した点で重要である．温度が数

度変化したときの唾液腺の巨大染色体を光学顕微鏡下で観察するという簡単な実験を行い，わずか 3 ペ

ージ(正味 1 ページ半)に纏められたこの論文は，現在データベース(PubMed)で熱ショックタンパク質

(heat shock protein)をキーワードにして検索すると 17,640 件の論文がでてくる HSP 研究の幕開にな
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った． 
 
2． 熱ショックタンパク質の発見 

Tissières らは，当時開発されたばかりの SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いて，ショウジョ

ウバエの熱ショックに伴い合成されるタンパク質(放射標識されたアミノ酸を取り込んだタンパク質)を初め

て分離・検出した(2)．6 種類の主要タンパクは唾液腺以外の組織を熱ショック処理することによっても同

様に誘導され，これらだけで放射標識された全タンパクの約 30%を占めていた．熱ショックで合成が誘導

されるこれらのタンパク質は，heat shock protein(HSP)と総称されることになった．さらにパフから HSP
の mRNA が転写されることも確認され，熱ショック応答の研究は顕微鏡によるパフの観察に縛られること

なく，転写産物やタンパク質を解析するという生化学的・分子生物学的研究へと発展していった．ショウジ

ョウバエのみならず，大腸菌，酵母，哺乳類の細胞等でも熱ショック応答の研究が進み，熱ショック応答が

種を超えた普遍的な現象であることが明らかにされた．1980 年に塩基配列決定法が開発されると，HSP
遺伝子が大腸菌，酵母，ショウジョウバエなどからクローニングされ，HSP タンパクのアミノ酸配列が比較

された．その結果，HSP の一次構造が種を超えて驚異的な保存性を示すことが明らかになった．HSP は，

アミノ酸配列の相同性に基づいて，HSP60 あるいはシャペロニン 60(大腸菌における相同タンパクは

GroEL，以下同様に大腸菌などの原核生物における呼称を括弧内に示す )，HSP70(DnaK)，

HSP90(HtpG)，低分子量 HSP などのフｱミリーに分類される．HSP に続く数字を 1000 倍した値は，代

表的メンバーのおおよその分子量である．HSP は，熱だけではなく，薬剤や他の物理化学的ストレスによ

っても同様に誘導されることから，ストレスタンパク質ともよばれる． 
 
3． HSP 遺伝子の発現制御 

異なる HSP 遺伝子は，熱ショックで一過的に発現する．HSP 遺伝子発現のオン・オフはどのようにして

起こるのだろうか． 
高温感受性株などの変異株が既に分離され，分子遺伝学が進んでいた大腸菌を用いて HSP 遺伝子

の転写調節機構が詳しく解析された．熱ショックで HSP を発現できない変異株を用いた Yura や

Neidhardt らの研究により，HSP の誘導は，HSP 遺伝子の転写に特異的に必要とされるシグマ因子

(σ32)が熱ショックにより一時的に増加し，その結果このシグマ因子と結合した RNA ポリメラーゼ(ホロ酵素)
が増加することによって起こることが明らかにされた(3)．このシグマ因子は，異なる HSP 遺伝子に共通に

見いだされるプロモーター配列に特異的に結合する．このような「正」の調節に対して，通常温度における

HSP 遺伝子の転写がリプレッサーで抑制されるという負の機構が枯草菌などで最近明らかにされ，原核

生物の HSP 遺伝子発現調節機構の多様化が示唆された(4)．幾種かのシアノバクテリアのゲノムの全塩

基配列が明らかにされているが，σ32 と相同な配列をコードする遺伝子(rpoH)はみつかっていない．我々

がシアノバクテリアから初めてクローニングした低分子量 HSP 遺伝子の転写開始点上流には(通常の生

育環境における遺伝子の転写を行っている)主要シグマ因子に認識される典型的なプロモーター配列が

存在する(あるいは，σ32 のようなストレス特異的シグマ因子に認識される配列は見いだされない)にもかか

わらず，通常温度では転写産物は検出されず，熱ショックにより mRNA の著しい蓄積が一過的に起こる

(5)．このような結果から，我々は，非ストレス条件下ではこの遺伝子の転写はリプレッサーにより抑制され

ていることを仮定した．実際，転写と翻訳開始点の中間には，未知のタンパク質が結合する，新規な逆位

繰り返し配列(inverted repeat)が存在した(6)．この配列が，新規なリプレッサータンパク質が結合するオ

ペレーターであるという作業仮説をたてて，この配列に結合するタンパク質の精製やその遺伝子のクロー

ニングを行っている． 
1995 年にテキサス A&M 大学の Susan Golden 教授(Journal of Bacteriology の Editor)を訪問し，
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主にシアノバクテリア GroEL に関する研究発表をしたが，教授からは HSP 発現調節は既に大腸菌で明

らかにされているのではないかと指摘された．しかし，今から振り返れば HSP 研究を継続して良かったと

思っている．負の調節の幕開となった，枯草菌の DnaK や GroEL 遺伝子の転写抑制に関わるオペレー

ター配列 CIRCE(7)を明らかにしたドイツの Schumann 教授が 1998 年に我々の研究室を訪問された際

に，教授も枯草菌の HSP 研究を始めた頃同じような批判あるいは忠告を受けたと聞いた．さらに付け加

えたい話は，今年のコールドスプリングハーバー研究所の分子シャペロンに関する会議で，大腸菌 HSP
遺伝子発現調節研究の第一人者である由良隆先生に初めてお会いし，大腸菌の熱ショック応答機構に

関する質問をしたところ，先生はすかさず「よくわからないでしょう．実はよくわかっていないのです」と言わ

れたことである． 
 
4． 分子シャペロン 

HSP の細胞における機能は何か．HSP がタンパク質の折りたたみ(folding)に関与する「分子シャペロ

ン(molecular chaperone)」であることが認められるようになったのは 1980 年代後半になってからであっ

た．それまでに，Georgopoulos らによって大腸菌の代表的 HSP である GroEL がファージ(細菌を宿主

とするウィルス)の形態形成に関与することが明らかにされていた．大腸菌の GroEL と，Ellis らが発見し

た植物の Rubisco サブユニット結合タンパク質(RsuBP)の遺伝子がクローニングされて，各々にコードさ

れたタンパク質のアミノ酸配列が比較された(8)．その結果，約 50%が同一のアミノ酸で，異なるアミノ酸で

さえも類似のものであることが明らかになった．RsuBP は，Rubisco(リブロース－ビスリン酸カルボキシラ

ーゼ，光合成の二酸化炭素の固定を行う酵素)が大(L)小(S)二つのサブユニットから成る LS 複合体を形

成するときに必要とされ，RsuBP は一時的に L サブユニットと複合体をつくるが，最終的には天然の機能

的複合体(葉緑体では L8S8)を形成した Rubisco から離れていく．GroEL や RsuBP と相同なタンパク質

は，大腸菌以外の原核生物やヒトを含む真核生物のミトコンドリアでもみつかりシャペロニン(chaperonin)
と命名されることになった．生物種や細胞内局在性を超えた普遍性から，シャペロニンは，ファージの形

態形成や Rubisco の高次構造形成に限られないもっと普遍的な(タンパク質の高次構造形成に関わる)
機能を持っているのではないかと考えられた．紙面が限られているので詳細は省くが，現在では，変性タ

ンパク質(あるいは構造上未熟なタンパク質)の天然構造(機能的立体構造)への折りたたみなどにシャペ

ロニンが関与することが明らかになっている．他のファミリーの HSP にも同様の「シャペロン」としての働き

があることが明らかになっていった．1987 年に，Ellis はタンパク質の正しい高次構造形成を助けるが，自

らはその構造の最終成分にならないタンパク質を分子シャペロンと総称することを提案した． 
細胞の中では，機能的な高次構造をもったタンパク質はポリペプチドの一つの存在形態にすぎない．

未熟なタンパク質としては，リボソームにおける合成途中のポリペプチドがあげられる．ある程度の長さの

ペプチド鎖が合成されるまでは「球状」になれない．球状タンパク質は疎水的なアミノ酸の多い領域を内

側に，親水的なアミノ酸の多い領域は分子表面に出るようにコンパクトに折りたたまれている．Folding が

不完全な場合には，疎水的相互作用によりポリペプチド同士は絡み合って凝集し固まってしまうかもしれ

ない．たとえ合成されてしまったタンパク質でも，高温などのストレス条件下で変性すると内部の疎水性領

域が露出し，複数のポリペプチド間で疎水的な相互作用が働くことが考えられる．分子シャペロンは不可

逆的な凝集や間違った folding を起こさないようにし適切な folding を可能にするものである．従って，ス

トレス下では細胞は多量の HSP を必要とする．一方，タンパク質の unfolding が生理的に重要な場合も

ある．サイトゾルで合成されたタンパク質はそれが機能する場(例えばミトコンドリアなどの細胞小器官)に
正しく運ばれることが重要である．分子シャペロンは，膜を透過する前のタンパク質を透過しやすい，ほど

けた状態(変性？状態)に保持し，さらに膜を透過してきたタンパク質の folding を助けることが明らかにさ

れてきた．さらに，タンパク質の調節された分解や，(信じられないような話ではあるが)凝集してしまったタ
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ンパク質の可溶化にも分子シャペロンが関与することが明らかになっている．従って，分子シャペロンは，

単なるシャペロン(若い女性の介添え後見役をする婦人)ではなく，医者として傷を癒したり一度絶命した

ものを蘇生させたり，さらには死体処理まで行うことが明らかになってきたわけである． 
 
5． シアノバクテリアの HSP 

シアノバクテリア(ラン藻あるいは藍色細菌ともよばれる)は，高等植物と同様に二種の光化学系からなる

光合成電子伝達系をもち，水を分解して還元力を得る酸素発生型の光合成を行う原核生物である．この

光合成の営みによって地球上に酸素が蓄積することになった．20 億年以上も前に地球に現れ，現在も

地球上に広く分布しているシアノバクテリアは多様な環境(ストレス)に適応してきたと考えられる．我々は，

HSP あるいはストレスタンパク質は，シアノバクテリアの環境適応や環境変化に対する馴化に，必須の役

割を果たしてきたのではないかと考えて研究を進めている．以下に研究成果の一部を紹介する．大きな

環境変化には曝されないと思われる大腸菌における HSP 研究に比べて，シアノバクテリの HSP 研究に

は未開拓の領域が多く残されている． 
 
HtpG(HSP90) 

HSP90 は真核生物の細胞内に大量に存在する(非ストレス時においても全可溶性タンパク質の約１%
を占める)主要 HSP の一つであり，酵母やショウジョウバエでは必須のタンパク質であることが明らかにさ

れている．変性タンパク質の凝集抑制に加え，平常時でも，(おそらく構造的に不安定な状態にある)多く

の転写因子やシグナル伝達分子と複合体を形成し，これら標的タンパク質への結合・解離を通して広範

な細胞機能を制御している．HSP90 は，細胞に十分に存在しているときには，いくつかの遺伝子に変異

があっても表現型にならずにそれらの変異を潜在化させて蓄積しておくことができると考えられている(9，

10)．抗がん作用を持つ抗生物質ゲルダナマイシン(geldanamycin)が HSP90 を特異的に阻害すること

がわかり，抗がん剤の開発においても重要なタンパク質となっている． 
グラム陰性の大腸菌やグラム陽性の枯草菌には HSP90 ホモログが HtpG しか存在しないが，欠損し

ても致死とはならないし，高温における生育や生存率に顕著な差が認められない．変異株の表現型が現

れないために，HtpG の機能は不明であった． 
我々は，HtpG 遺伝子をシアノバクテリア(Synechococcus sp. PCC 7942)から初めてクローニングした

(11)．この遺伝子は，分子量 72,602，等電点 4.8 のポリペプチドをコードする．我々は大腸菌でこの遺伝

子を大量発現させ，タンパクを精製し生化学的解析を行っている．ホモ二量体を形成する HtpG は，他

のタンパク質の熱変性による凝集を阻止する活性を示した(図 1)．HtpG に対する抗体を作製し，シアノ

バクテリア細胞抽出液中に HtpG を検出したが，真核生物の HSP90 のように細胞内に大量に蓄積しな

い(12)．HtpG 遺伝子破壊株を作製し，原核生物では初めて，HtpG が高温における増殖や生存に必須

のものであることを明らかにした．今年スイスで開催された第一回 HSP90(The Hsp90 Chaperone 
Machine)国際会議でこれらの結果を発表したところ，HtpG(あるいは HSP90)が熱耐性獲得に関与する

ことを初めて明らかにしたとの評価を受けた．細胞に致命的ではない穏やかな熱ショックを与えるとその細

胞の熱耐性が著しく上昇することが知られている．これは，生物に普遍的に観察される現象であり，獲得

性熱耐性(acquired thermotolerance)とよばれている．穏やかな熱ショックによる HSP の誘導が，その

主要な原因であると考えられる．HtpG 遺伝子破壊株では，この獲得性熱耐性が全くみられないので，

HtpG は他の HSP に代替されない特別な役割を果たしていることが示唆された．HtpG タンパクは低温

(16 °C)や強光下でも蓄積し，HtpG 遺伝子破壊株の生育や光合成活性が対照の野生株に比較してより

強く阻害される(12，13)ことから，HtpG 遺伝子は高温以外のストレス下でも重要な働きをしているに違い

ない．このシアノバクテリア変異株に，例えば部位特異的な変異を起こした HtpG(あるいは HSP90)遺伝
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子を戻し野生型の表現型への回復の程度を解析することにより，このタンパクの構造と機能の関係を調べ

る予定である． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1. Suppression of thermal aggregation of citrate synthase (CS) by the purified 

recombinant HtpG. CS (7.5 µg) was mixed at 21 °C with HtpG in 50 mM 

HEPES-KOH, pH 7.5 (total volume, 1 ml), and then shifted to 50 °C. Relative light 

scattering indicative of protein aggregation was measured as the apparent 

absorbance at 360 nm. For comparison, either ribonuclease A (RNase) or bovine 

serum albumin (BSA) was used instead of HtpG. 

 
低分子量 HSP(small HSP, small stress protein) 

低分子量 HSP は，その単量体の分子量が，12 K から 42 K で，大きな多量体を形成する．HSP90，

HSP70 や HSP60 などの HSP フｱミリーと比較すると，低分子量 HSP のアミノ酸配列の保存性は高くな

い．ただし，カルボキシル末端側にα-クリスタリンドメインとよばれる比較的相同性の高い領域が存在する．

哺乳動物では HSP27，αA-及びαB-クリスタリンなど 7 個のホモログが確認されている．低分子量 HSP
は変性タンパク質と結合してその凝集を抑制し，折りたたみ可能な構造を保持して，HSP70 などの他の

分子シャペロン系に受け渡し，これらが変性タンパク質を天然構造に再生すると考えられている．最も「な

ぞの多い」HSP であったが，最近になってようやく結晶構造や分子シャペロン機能の解析が進んできた．

HSP27 は抗アポトーシスタンパク質であり，またアクチンの重合を阻止する． 
我々がクローニングした好熱性シアノバクテリア(Synechococcus vulcanus)の small HSP 遺伝子

(hspA)は，分子量 16,519，等電点 5.3 のタンパクをコードしていた(5)．シアノバクテリアにおいては，低

分子量 HSP と GroEL は熱ショックで最も顕著に蓄積する HSP である(14)．この HSP はホモ 24 量体を

形成し，他のタンパク質の熱による変性・凝集を抑制する活性を示した(14)．低分子量 HSP を構成的に

大量発現するシアノバクテリア変異株を構築したところ，この変異株の致死温度における生存率(図 2)，
光合成電子伝達活性や光合成の集光機能を担うフィコシアニンの熱安定性が顕著に増加した(15)．これ

らの結果は高温ストレス下で，低分子量 HSP が，独立栄養生物に必須である光合成機能を防御すること

を示唆するものである．独立栄養生物や原核生物の低分子量 HSP と相互作用する標的タンパク質は不

明であるが，我々は光合成関連タンパク質に絞り標的タンパク質を明らかにしようとしている． 
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Fig.2. The basal thermo-tolerance of the reference strain (ECT, A) and the transformant strain 

(ECT16-1, B) which constitutively expresses the small HSP, HspA. Cultures of the ECT 

and ECT16-1 strains grown at 30 °C were shifted directly to a 50 °C-water bath for either 

15 or 60 min in the light. An aliquot of the culture before or after the heat treatment was 

serially diluted (1:1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125, 1:15,625, 1:78,125) and a 10-µl 

aliquot from each dilution was spotted onto each section on a BG-11 agar plate. The 

plate was incubated at 30 °C for two weeks. 

 
新規な HSP 

シアノバクテリア(Synechococcus sp. PCC 7942)から，熱ショックで誘導される新規な HSP遺伝子をク

ローニングし，これにコードされるタンパク質を Orf7.5 と命名した(16)．Orf7.5 は，分子量 7,455，等電点 
5.0 のポリペプチドで，筆者の知る限りにおいて世界最小の HSP である．Orf7.5 の一次構造と相同な配

列はデータベースに見出されない．Orf7.5 遺伝子破壊株を作製し，この遺伝子が高温における増殖・生

存に重要であることを明らかにした．この変異株では，GroEL 遺伝子の発現が著しく阻害されていた．東

京農業大学の吉川博文教授と荷村かおり博士は酵母 2 ハイブリッド法を用いて遺伝子ライブラリをスクリ

ーニングし，Orf7.5 と主要シグマ因子が特異的に相互作用することを発見した(未発表)．Orf7.5 により通

常の転写をつかさどる主要シグマ因子がストレス特異的シグマ因子に転換するのではないかという新しい

作業仮説をたてて，吉川教授や東京大学の田中寛博士と共同で研究を進めている． 
 
謝辞：ここに記したすべての研究成果は，筆者が埼玉大学で卒業論文・修士論文及び博士論文の研究

指導を行った学生諸君と共同で行ったものであり，この場を借りて彼らに深く感謝申し上げる次第である．

筆者が最も困難な状況にあった研究開始当時，年末年始の休みさえも惜しんで忍耐強く HSP や光合成

関連の研究に没頭する彼らに何度も励まされた． 
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