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研究成果の概要（和文）： 
糸状菌における鉄の恒常性に関わる転写因子 HapX に関して以下の新しい知見が得られ
た。１）チトクロームｃなどのように鉄を含んだタンパク質をコードする遺伝子プロモ
ータへの HapX の結合様式（HapB/C/E との協調的結合と鉄関連遺伝子への特異的結合）
を解明した。２）in vivo 解析により HapX の鉄ホメオスタシスへの関与を示した。３）
HapX の機能ドメインを調べるための部分欠失変異の作成と部分欠失リコンビナントタ
ンパク質を取得した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Research on the HapX, a regulator involved in iron homeostasis in filamentous fungi 
led to some new findings, as follows. 1) Hap B/C/E complex-dependent specific bind-
ing property of HapX to the promoters of genes coding iron containing proteins such 
as cytochrome c. has been elucidated. 2) In vivo analysis revealed the involvement of 
HapX in the iron homeostasis.  3) Truncated mutants of HapX and the truncated 
recombinant HapX were obtained to use for the future domain analysis of HapX. 
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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プロモ

ー タ ー エ レ メ ン ト の ひ と つ で あ る 。

CCAAT-box に結合する因子は酵母からヒト

までに存在し、それぞれ Hap 複合体および

NF-Y と呼ばれている。申請者らは麹菌

（Aspergillus oryzae）より CCAAT 結合因

子を生化学的な手法で同定（Hap 複合体と命

名）、本因子が様々な遺伝子の発現を上昇させ

る広域転写促進因子であることを明らかにし

てきた。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。当初機能は不明であったが、日独

墺の共同研究により、既に以下のことが明らか

になっている。 

i)HapX は鉄の欠乏時に緊急的に鉄の使用を押
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さえつつ、鉄の取り込みを亢進させる。 
ii)出芽酵母S. cerevisiaeにはHapX類似因子

がない。 
iii)鉄欠乏条件下で HapB/C/E 複合体と

HapX は物理的に相互作用し、抑制的に

働く。 
 プロモータに CCAAT-box を有する遺伝子

は膨大な数になるが、すべて HapX 支配ではな

く、鉄関連遺伝子は限られている。また、HapX
にはこれまで、DNA 結合活性が見出されてい

なかった。ここに現段階での最大の謎があり、

HapX による鉄関連遺伝子プロモータの選択

的な認識機構を調べることが重要であるとの

結論に至った。研究開始当時、糸状菌では我々

の グ ル ー プ と A. A. Brakhage ら ( 独 、

Hans-Kunoell Institute)および H. Haas ら（オ

ーストリア、Innsbruck Medical University）

のグループが共同して解析を進めており、他に

追随するグループはなかった。同様の研究が

S. pombe の研究グループでも進められていた

が、既に in vitro, in vivo 両面で広範な解析

を進めている我々のグループの方が、ややアド

バンテージを持っていた。 この分野は今後急

速に進展する可能性があり、本研究費はこの分

野での研究を主導的に進めるために不可欠で

あった。 

 
２．研究の目的 
本研究では以下を目的とし研究を遂行する。 

(1)DNA結合能を持たないように思われていた

HapX の鉄関連遺伝子の認識機構を明らか

にする。 
(2)明らかとなった認識機構が鉄関連遺伝子の

転写抑制に重要であることを証明する。 
(3)HapB/C/E と HapX との相互作用を分子レ

ベルで詳細に理解する。 
(4)以上の知見を総合し、これまで明らかにさ

れていなかった真菌類における鉄関連遺伝

子の転写抑制機構の詳細を解明する。 
 

３．研究の方法 
(1)ゲルモビリティーシフトアッセイや

DNaseI フットプリンティング法により

HapB/C/E 依存の HapX の DNA 結合性

を調べ、HapX の認識配列を in vitro で

定性的に調べる。明らかになった認識配

列に変異を導入し、HapX, HapB/C/E, 
プロモータ DNA の相互作用を Biacore
システム（表面プラズモン共鳴）により

定量的に解析する。 
(2) 鉄関連遺伝子より代表（チトクロームｃ

を計画）に選び、明らかになったプロモ

ータ内の HapX 認識配列に変異を導入

し、lacZ 遺伝子をレポーターとして連結

する。これを A. nidulans に導入すること

により in vivoでのHapX結合の影響を調

べる。 
(3) 既に作製してある HapB, HapC, HapE 部

分欠失変異リコンビナントタンパク質に

加え、HapX の部分欠失変異リコンビナン

トタンパク質を作製し、in vitro DNA 結

合実験に利用し、それぞれの相互作用を

始めとする機能ドメイン解析に用いる。 
 
 本研究で対象となる因子HapXは申請者らが分

離した新規の因子であり、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

特色および独創的な点があった。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、クリア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、糸状菌における転写制御研究において、

転写抑制機構を分子レベルで詳細に研究した例

は少なく、HapXによる機構が明らかになれば、

転写抑制機構の良い研究例になると考えられた。 

   また、HapX は呼吸鎖（チトクロームｃ）、TCA
回路（アコニターゼ）、リジン生合成（ホモアコ

ニターゼ）、酸化ストレス応答（カタラーゼ）な

ど、生理的に非常に重要な酵素類を制御してい

るので、糸状菌の生育の制御を通じて、酵素や

二次代謝産物など有用物質の高生産に役立てる

ことができると考えられ、応用的にも意義深い。

さらに、HapX が抑制すると考えられる転写因

子 SreA は鉄の取り込みに働くシデロフォアの

生産を抑制するが、麹菌が生産するシデロフォ

アは清酒製造において着色を起こし、品質の低

下を引き起こすことが知られている。本機構を

正しく理解し、シデロフォア生産をコントロー

ルすることは、醸造業界にもメリットが少なく

ないと考えられた。 
 

４．研究成果 

(1)HapB/C/E依存のHapXの DNA結合性をin vitro
で解析し、HapX の認識配列に関して以下の結

果を得た。 

①EMSA（ゲル電気泳動度シフトアッセイ）による

結合領域の絞込み：チトクロームｃ遺伝子プロ

モータ由来の DNA 断片を各種調製し、プローブ

を作製した。HapB/C/E 複合体については既に

リコンビナントサブユニットから複合体を再

構成をする条件を見出していたので、そこに

HapXを加えることによりHapB/C/E－HapX複合

体とチトクロームｃプロモータとの結合を調



 

 

べ、HapB/C/E－HapX 複合体の認識配列を絞り

んだ。 

②DNaseI フットプリント法による結合領域の決

定：DNaseI フットプリント法は複合体がプロ

モータのどの領域と相互作用しているかの

情報を詳しく得るための有力な手法である。

チトクロームｃプロモータに対しての

HapB/C/E の結合パターンと HapB/C/E－HapX

のパターンを比較し、HapX が実際に DNA にコ

ンタクトしていることを示すことが明らか

となった。保護部位の比較により HapX は

CCAAT配列の約10塩基対上流に結合すること

が判明した（図１）．即ち、鉄が欠乏すると

HapB/C/E と HapX の親和性が上昇し、HapX は

CCAAT配列近傍のHapX認識配列と結合するこ

とにより、HapB/C/E と HapX およびプロモー

タ DNA の 5者で複合体をつくり、安定化する。

この複合体を通じて、転写の抑制を引き起こ

す。ただし、HapX は単独では DNA 結合が出来

ないので、HapX のプロモータへの結合には近

傍に CCAAT 配列に結合した HapB/C/E が存在

す る こ と が 必 要 条 件 と な る 。

 
図１. HapX および HapB/C/E 複合体による鉄

関連遺伝子の転写抑制のモデル。 

すなわち、これが鉄関連遺伝子とそれ以外の、

単に CCAAT 配列を有するプロモータを識別す

る機構であると考えられた。一方、十分に鉄

の存在する条件では、HapX と HapB/C/E 複合

体の親和性が低下するために、結合部位があ

ろうともプロモータに結合することはできな

いので、抑制が解除することになると考えられ

る。 

③その他の鉄関連遺伝子の解析：チトクロームｃ

の解析と同様に、その他の鉄関連遺伝子(アコ

ニターゼ遺伝子 acoA、シスアコニターゼ遺伝

子 lysF、鉄取り込み系抑制因子遺伝子 sreA に
ついても解析を行い、チトクロームｃの解析で

得られた結論を支持する結果を得た。  

(2)HapX 認識配列に変異を導入し、in vivo での

HapX 結合の影響を調べた。in vitro の解析で

明らかになった HapX が結合できなくなるよう

な変異プロモータを用い、HapX 結合の抑制機

構への影響を in vivo で調べた。具体的には野

生型のチトクローム c プロモータと変異プロ

モータをレポーター遺伝子（lacZ を用いる）

に連結し、A. nidulans に導入後、β-ガラク

トシダーゼ活性を調べることにより解析をし

た。その結果、鉄欠乏時にチトクロームｃの発

現が抑制されるのには HapX およびチトクロー

ムｃプロモータ上の推定 HapX 結合配列が必要

であることが明らかとなった。 

(3)HapX の部分欠失変異リコンビナントタンパク

質を作製した。HapX は N 末端部分に HapB/C/E

複合体と相互作用すると推定されているドメ

イン、それに続く塩基性のドメイン、鉄と相互

作用することが推定されているシステインに

富む C末端ドメインを有する。これらのドメイ

ンに着目して、各ドメインを分割するように部

分欠失変異リコンビナントタンパク質を生産

するような大腸菌の発現系を構築し、各欠失リ

コンビナントタンパク質を調製した。具体的に

は全長の HapX および DNA 結合に重要と思われ

る N 末端部分の HapB/C/E 複合体との相互作用

ドメインとそれに続く塩基性のドメインを含

むような複数のリコンビナントタンパク質の

発現系を構築し、リコンビナントタンパク質を

取得することに成功した。 

(4) HapB/C/E および HapX の部分欠失変異体を利

用し、それぞれの機能ドメインを同定する実験

に関しては、時間の都合上行われなかった。 

(5)ゲノム配列が明らかになっている近縁の真菌

類についても、今回得られた知見が一般化でき

るかを調べた。その結果、子嚢菌類のみでなく、

担子菌類の一部にも HapX 様の因子が存在する

ことが明らかとなった。現在、端子菌の HapX

についても機能解析を進めている段階である

が、当初予想したよりも、広くこの転写因子が

分布していることを示している。菌類の鉄の恒

常性の維持機構の解明が、菌類によるヒトを含

むほ乳類に対する病原菌や植物病原菌の防除

のための創薬や、麹菌やキノコ類などの有用菌

類の育種のための重要な知的基盤の構築に役



 

 

立つことが期待される。 
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