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研究成果の概要（和文）：ヘムが、転写抑制因子BACH2と直接結合し、形質細胞への分化を促進する。しかし、
Bach2の制御機構解明には至っていなかった。BACH2のヘム結合領域は天然変性状態である。我々は、ヘム依存的
にBACH2と結合するリン酸化酵素TBK1の同定から、TBK1がBACH2を直接リン酸化しBACH2の標的遺伝子発現が調節
されることを示した。ヘムの有無でBACH2のリン酸化部位が変化する、ヘム結合量に伴いBACH2複合体構成因子が
変化する結果を得た。本研究では、ヘムがシグナルがBACH2の全体構造が動的に変化させ、BACH2複合体構成因子
の変化を誘導し、BACH2が制御されている分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Heme binds directly to the transcriptional repressor BACH2 and promotes 
plasma cell differentiation. However, the regulatory mechanism of BACH2 has not been elucidated. 
Heme-binding region of BACH2 is a intrinsically disordered state. We identified a TBK1 kinase which 
binds BACH2 in a heme-dependent manner. We showed that TBK1 directly phosphorylates BACH2 and 
regulates the expression of BACH2 target genes. We obtained results that the phosphorylation site of
 BACH2 changes in the presence or absence of heme, and that the BACH2 complex components change with
 the amount of heme binding. In this study, we show that heme signals dynamically alter the overall 
structure of BACH2, induce changes in BACH2 complex components, and elucidate the molecular 
mechanisms by which BACH2 is regulated.

研究分野：生化学

キーワード： ヘム　　天然変性タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
天然変性タンパク質は、生体内で他のタンパク質と相互作用して多彩な機能を生み出す。Bach2の天然変性領域
には、複数のヘムが結合して機能が変化するが、この際二次構造を新たにとらない。すなわち、天然変性状態の
ままで機能が変化するという、これまでにない特徴をもつ。また、天然変性領域の構造変化をヘムとリン酸化と
いう二つのシグナルが連携して制御することを見いだしているが、天然変性領域が異なるシグナルを統合する例
はない。本研究が達成により、天然変性タンパク質研究の問題点を解決するだけではなく、ヘムの新たな役割と
して「細胞内ヘム濃度変化に伴う天然変性タンパク質相互作用の調節」まで広がる可能性がある。

※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 
 ヘムは、生命の恒常性維持に必須な因子である。ヘムの既知の役割は、酸素運搬や電子伝

達である。これらの機能を担う多くのヘムタンパク質は安定な立体構造をとり、ヘムが反応

中心として機能する特徴がある。一方、生体内で組織や細胞が損傷を受けた際、漏出したヘ

ムは、免疫系を活性化する danger signalとなることが明らかとなり、ヘムの新しい役割とし

て注目されている(1)。しかし、このとき、ヘムがどのようにタンパク質の機能を調節し、細

胞応答を引き起こすかは不明である。 

「天然変性タンパク質」は、多様な構造を取ることで、生体機能の複雑さを生み出すと考え

られている。このとき、1つの天然変性タンパク質が複数タイプの複合体を構成することで、

多彩な機能が生み出される。天然変性タンパク質の重要性が認知されているにも関わらず、

立体構造情報に基づいた分子シミュレーションや生物物理学的な解析が先行し、シグナル

伝達によって天然変性領域の構造がどのように制御されるかという点やその生理的な意義

は未解決の課題である。 

本研究で対象とする転写因子 Bach2は、B細胞内で、形質細胞分化のマスター制御転写因

子 Blimp-1 の遺伝子発現を抑制し(2)、クラススイッチ組換えに必須なことが示されてきた

(3)。しかし、Bach2タンパク質の活性制御については不明な点が多い。申請者は、Bach2に

はヘム結合可能な Cys-Pro(CP)モチーフが存在することに注目した。その結果、ヘムが Bach2

と直接結合し不活性化することで、形質細胞分化が促進されることを発見し、「ヘムによる

免疫応答制御モデル」という新しい概念を提唱した (4)。更に、Bach2が「天然変性タンパ

ク質」であることを示し、その天然変性領域に複数のヘムが結合して、構造状態を変化させ

ることを明らかにし報告した(5)。これらの成果を考え合わせ「ヘムが情報伝達物質として

機能する可能性」を考えた。しかし、ヘムがシグナルとして Bach2の天然変性領域を調節す

る生理的意義および、分子機構の全貌解明には至っていない。 
 
２．研究の目的 
天然変性領域は、様々なシグナルに応答して多様なタンパク質相互作用に対応すると予測

されているが、実例は少ない。そこで申請者は、ヘムがシグナルとして天然変性タンパク質

の機能を調節し、細胞応答を制御するという仮説を立て、Bach2の解析を通じてこの問題に

迫る。Bach2の天然変性領域に結合するタンパク質を探索し、3つの因子（コリプレッサー

NcoR1、リン酸化酵素 TBK1、ユビキチン E3リガーゼ Fbxo22）を同定した。そして、これ

までの予備的知見から、ヘムは Bach2と NcoR1との結合を低下させることで転写抑制を解

除し、さらに TBK1によるリン酸化を誘導し、これが Fbxo22によるユビキチン化と分解に

つながる、というモデルを考えた。Bach2天然変性領域の構造はいくつかの構造状態をとり、

それぞれがコリプレッサー、リン酸化酵素、ユビキチン E3リガーゼとの結合にかかわるこ

と、この構造とタンパク質相互作用のスイッチイングをヘムとリン酸化が連携して制御す

ることが予想される。 
 
３．研究の方法 
(1) ヘム-Bach2-TBK1相互作用の意義 

 <リン酸化サイトの同定とリン酸化頻度の定量的検討> 

 ヘムは、Bach2の構造状態を連続的に変化させることから、ヘムが Bach2の複数のリン酸

化頻度あるいはサイトを変化させる可能性が考えられる。そこで、反応時間とヘム濃度を変



化させ、in vitroでリン酸化反応を行い、2種類の質量分析法で、リン酸化サイト(LC-ESI-MS)

とリン酸化頻度（MALDI-TOF-MS）を検討する。 

<ヘムシグナルによるBach2-TBK1経路の生理的意義の検討> 

培養細胞を用いて、TBK1 を過剰発現させ、定量 PCR で Bach2 標的遺伝子の発現上昇を検

証することで、TBK1が Bach2の活性を下げるのかをレポーターアッセイにて検証する。 

(2) ヘム-Bach2-Fbxo22相互作用の意義 

<ヘム存在化における Fbxo22による Bach2のユビキチン化の検出> 

 培養細胞に Fbxo22と Bach2を過剰発現させ Bach2のユビキチン化を検出する。同時にヘ

ム量を変動させる条件下でも同様の実験を行い、ヘムが Bach2 のユビキチン化を促進する

かを検討する。更に、ユビキチン化反応に必要な、E1と E2タンパク質を調整し、in vitro で

Fbxo22による Bach2のユビキチン化を検討する。 

(3) ヘム-Bach2-NcoR1-TBK1-Fbxo22相互作用の意義 

＜Mammalian Two-hybridシステムを用いたタンパク質相互作用の検討＞ 

ヘムが Bach2-NcoR1-TBK1-Fbxo22相互作用することを濃度依存的に切り替えることを検証

する。そこで、細胞核内のタンパク質相互作用が検出できる Mammalian Two-hybrid システ

ム(プロメガ社)を用いて検討する。 

(4) Bach２リン酸化変異体の作製と相互作用の検討 

質量分析により同定された、TBK１による Bach2 リン酸化サイトに変異導入する。作製し

た Bach2変異体を用いて免疫沈降を行い、Bach2と相互作用する因子への影響について検討

する。 
 
４． 研究成果 
 
(1) ヘム-Bach2-TBK1相互作用の意義 
昆虫細胞発現 TBK1 と大腸菌発現系 Bach2 天然変性領域を用い、ヘムの有無で時間変化

に伴う in vitro リン酸化反応を行った。リン酸化の検出には、リン酸化サイト(LC-ESI-MS)

とリン酸化頻度（MALDI-TOF-MS）で検討した。その結果、ヘムの有無で Bach2 のリン酸

化頻度には変化はなかったが、ヘムの有無で Bach2 のリン酸化サイトが変化する結果を得

た。 

下図：ヘムの有無でリン酸化反応が異なるペプチドを示す：青：ヘムなし, 赤：ヘムあり 

 

(2) ヘム-Bach2-Fbxo22相互作用の意義 
培養細胞に Fbxo22 と Bach2 を過剰発現させ Bach2 のユビキチン化を検出した。その結

果、ヘムが存在するとき、Fbxo22による Bach2に対するユビキチン化が亢進する結果を得

た。 

 

 



(3) ヘム-Bach2-NcoR1-TBK1-Fbxo22相互作用の意義 

Bach2-NcoR1-TBK1-Fbxo22 相互作用について、Mammalian Two-hybrid システムを用いて

検討した。その結果、Bach2-Fbxo22の相互作用は、TBK1阻害剤によって制御されることが

明らかとなった。 

 
 

(4) Bach2リン酸化変異体の作製と相互作用の検討 
質量分析により同定された、TBK１による Bach2 リン酸化サイトに複数の変異導入を行

い、Bach2全長に対する Fbxo22と TBK1の相互作用がそれぞれ変化するか否か検討した。

作成した変異体は、全長 Bach2については、ヘム存在化でリン酸化されやすいサイト、ヘム

非存在化でリン酸化されやすいサイト、ヘムの有無にかかわらずリン酸化されるサイトに

ついてそれぞれ複数の変異を導入した。その結果、変異導入によって、Bach2-TBK1の相互

作用に変化は見られなかったが、TBK1によって調節される Bach2のリン酸化サイトに変異

導入されると、Fbxo22と Bach2の相互作用が変化する結果を得た。 

 

これらの結果から、Bach2の天然変性領域に複数のヘムが結合して、Bach2の構造状態を変

化させることで、ヘムがシグナルとなりタンパク質相互作用、翻訳後修飾の調節を担う情報

伝達物質として機能する可能性が考えられた。 
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