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研究成果の概要（和文）：HapXは申請者らが初めて見出した真菌類に特異的な転写制御因子であり、鉄のホメオ
スタシスに重要な働きをしている。本研究では、モデル糸状菌 Aspergillus nidulans を用い、以下の研究を遂
行した。
1）C末端に存在する3つのシステインリッチ領域(CRR)へ変異を導入し、鉄硫黄クラスタへの影響を調べた。変異
タンパク質の解析の結果、HapX内には少なくとも2箇所に鉄硫黄クラスタが含まれることが明らかとなった。
２） HapXに存在するCRRへ変異を導入した株の解析の結果、1番目と2番目のCCRが鉄制限下での生育に重要であ
ることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HapX is the fungal-specific transcriptional regulator interacting with the 
wide domain transcription factor CCAAT-box binding protein (Hap complex), and plays an important 
role in iron homeostasis. 
In this study, the following research was carried out using the model filamentous fungus Aspergillus
 nidulans. 1) Effects of mutagenesis into the three cysteine-rich regions (Crrs) present in the 
C-terminus on binding capacity of iron-sulfur (Fe/S) clusters. Analysis of spectra of the 
recombinant proteins was carried out to examine the contribution of each CCR. We found that HapX 
contained at least two iron-sulfur clusters. 2) In order to investigate the growth of wild and 
mutated HapX strains under iron depleted and repleted conditions, mutant strains in which the 
cysteine residues in the CRR were replaced with serine residues were constructed and growth was 
examined. We found that the first and  second CCRs (CrrA and CrrB) were important for growth under 
iron depleted conditions.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題のカビの転写因子HapXが調節している酵素は、アコニターゼ（TCA回路）、チトクロームｃ（電子伝
達系）、シスアコニターゼ（リジン合成）、カタラーゼ（酸化ストレス応答）、SreA（鉄取り込み系の転写抑制
因子）など生理的に重要なものが多く、学術的に意義深い。さらに、病原性菌類や植物病原菌の病原性に関わる
ことも知られており、研究成果は新規の抗真菌剤開発などの知的基盤になるなど、臨床医学、薬学、農薬学の分
野でも役立つ。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
CCAAT-box は真核生物の典型的なシス配列である。申請者らは 糸状菌 A. nidulans および麹菌 
A. oryzaeより CCAAT結合因子を生化学的な手法で同定（HapB/C/E複合体と命名）、本因子が広
域転写促進因子であることを明らかにしてきた。1) その研究の過程で申請者らは HapB/C/E複合
体と相互作用する因子 HapXを発見した２) 。 当初機能は不明であったが、その後の研究により
以下のことが明らかにされた３−７）。（図１参照）  
(1) HapX は鉄欠乏時に緊急的に鉄
の使用を押さえ、鉄の取り込みを亢
進させる ３）。 
(2) 出芽酵母 S. cerevisiaeにはHapX
のホモログが存在しない ３）。 
(3) 鉄欠乏時に HapB/C/E 複合体と
HapXは相互作用し働く ３）。 

(4) HapX は転写の抑制・誘導の両
方に働く 2面性因子である ４）。  
(5) HapX は HapB/C/E との協調的
DNA 結合により、鉄関連遺伝子を
認識する 5）。 
(6) HapX は病原性糸状菌の感染に
不可欠であり、臨床医学上重要な因
子である 6, 7)。 

 以上のように HapX は、糸状菌に
おける鉄ホメオスタシスに関する
マスターレギュレータ（主要制御因子）ともいうべき重要な因子である。本研究では、いかに微
生物が鉄の恒常性を保っているか？という学術的問いに対して分子レベルでの解明を目指した。
シンプルな真核生物でもあり、医学、農学、応用微生物学上重要な糸状菌を用いてアプローチす
るところに本研究の特色があった。 
1)  Kato M.（単著）(Review) Biosci. Biotech. Biochem. 69, 663-672 (2005). 
2)  Tanaka A, Kato M（責任著者） et al. , Biochim. Biophys. Acta, 1576, 176-182 (2002). 
3)  Hortschansky P, Kato M（日本側責任者） et al. , EMBO J. 26(13):3157-3168 (2007). 
4)  Gsaller F, Kato M（日本側責任者） et al.,  EMBO J. 33(19):2261-2276 (2014). 
5)  Hortschansky P, Kato M（日本側責任者）et al. ,  J. Biol. Chem. 290, 6058-6070 (2015). 
6)  Schrettl M. et al. PLos Pathog. 6(9): e1001124 (2010). A. fumigatusの病原性研究  
7)  Jung W. et al. PLos Pathog. 6(11): e1001209 (2010).クリプトコッカスの病原性研究 
 
２．研究の目的 
本研究では糸状菌における鉄の恒常性維持機構の解明を目指し、そのマスター転写因子ともい
うべき HapX の構造と機能の関連性（特に C 末端部分と鉄感知のメカニズム）を解明すること
目的とした。本研究で対象となる因子 HapXは、CCAAT 結合因子と相互作用する因子として、
申請者らが世界に先駆けて独自に分離した新規の因子である。その後の研究で菌類における新
たな鉄依存の制御系の解析を可能にした点で学術的特色および独創性があった。高等真核生物
において CCAAT結合因子は多くの遺伝子の転写を促進している因子として認識されてきた。抑
制的に働く例も若干報告されていたが、本研究のように鉄のホメオスタシスに関わるというよ
うに、明確に生理的意義を明らかにする研究は珍しいと思われた。また、HapXが制御している
酵素はアコニターゼ（TCA回路）、チトクロームｃ（電子伝達系）、シスアコニターゼ（リジン合
成）、カタラーゼ（酸化ストレス応答）、SreA（鉄取り込み系の転写抑制因子）など生理的に重要
なものが多く、学術的にも、応用上も意義深いといえる。さらに、病原性菌類や植物病原菌の病
原性に関わることが明らかとなっているため、本研究成果は新規の抗真菌剤開発などの知的基
盤になると考えられ、臨床医学、薬学、農薬学の分野でも重要な課題であると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) HapX に存在する 3ヶ所のシステインリッチ領域（CRR）に対する変異リコンビナントタンパ
ク質の取得と in vitro 解析 
野生株および 3ヶ所の CRR 内の全てのシステイン残基をセリンに置換した変異リコンビナント
HapX タンパク質を大腸菌にて His-tag を有した形で異種発現させ、His-tag によるアフィニテ
ィー精製を試みた。HapX の Fe/S クラスターは酸素に弱いことが予備的な検討で明らかになって
いたので、厳密な解析には酸素の非存在下での精製が必要であった。そのため、精製は嫌気チャ
ンバー内で行い、スペクトルの測定に供した。得られたタンパク質を分光光度計による可視領域
のスペクトル解析を行うことにより、鉄硫黄クラスターに特有の吸収波長の強度を調べた。 



(2) HapX に存在する CRR へ点変異を導入した株の in vivo 解析 
① 野生株および変異 HapX 株を鉄欠乏条件、鉄十分条件で生育させることにより、CCR への変異
導入の影響を調べた。HapX の欠失株では鉄欠乏条件のみでなく、鉄過剰条件においても顕著な
生育阻害が起こることが明らかとなっているため、それぞれの応答に別の CCR が関与すること
も予想された。条件を変え各変異株の生育を比較した。 
② 鉄欠乏条件で抑制される遺伝子（チトクローム c 遺伝子など）や鉄過剰条件で誘導される
遺伝子（例えば液胞の鉄トランスポータ等）について、各条件での各変異株の転写発現量をリア
ルタイム PCR により定量し、各 CCR の鉄ホメオスタシス機構における役割を調べた。 
 
４．研究成果 
HapX は申請者らが初めて見出した真菌類に特異的な転写制御因子であり、広域転写因子 CCAAT-
box 結合因子と相互作用し、鉄のホメオスタシスに重要な働きをしている。本研究では、モデル
糸状菌 Aspergillus nidulans を用い、以下の研究を遂行した。 
 (1) C 末端に存在する 3 つのシステイ
ンリッチ領域(CRR)への変異導入をした
リコンビナントタンパク質を用いた生
化学的解析:  
野生株および 3 ヶ所それぞれの CRR
（CrrA, CrrB, CrrC）内の全て のシス
テイン残基をセリンに置換した変異リ
コンビナント HapX タンパク質の調製に
成功した（図 2）。各種スぺクトルの解析
を進め、各 CCR の寄与率を検討した。各
タンパク質の大量精製の条件を行い、生
化学的解析に十分な試料を得ることに
成功した。 解析の結果、HapX 内には少
なくとも2個の鉄硫黄クラスターが含ま
れることが明らかとなった。 
(2) HapX に存在する CRR へ点変異を導入した株の生理学的解析:  
野生株および変異 HapX 株の鉄欠乏条件、鉄十分条件での生育を調べるため、CRR 内 の全ての
システイン残基をセリンに置換した変異株を作成し、生育差を調べた。その結果、1番目と 2番
目の CCR (CrrA および CrrB) が鉄制限下での生育に重要であることが明らかとなった（図.3）。 
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