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研究成果の概要（和文）： 

 転写抑制因子Bach2はb-Zipドメインを持ち、転写因子Mafと２量体形成しDNAと結合する。Bach2

はヘムと結合するとDNA結合が阻害され。Bach2タンパク質の分解が誘導される。ヘムによるBach2

の分子機構を明らかにするために、申請者は分光学的解析を用いてヘム制御領域（331-520 a.a.）

を同定した。更に様々な機器解析の結果から、構造をとらないBach2の領域にヘムが結合すること

は重要であり、ヘムによるBach2の機能制御に重要であることを示した。 

 

 

研究成果の概要（英文）： 

 The transcriptional repressor Bach2 possesses the basic region-leucine zipper (bZip) motif 

that mediates dimer formation with Maf oncoproteins and DNA binding. It has been found that 

heme inhibits the DNA binding activity of Bach2 in vitro.and induces degradation of Bach2 

in B cells. To reveal the molecular mechanism of the heme-mediated regulation of Bach2, 

we mapped the heme-binding region by using spectroscopic analyses. Moreover, the results 

of various instrumental analysis of Bach2 revealed that the unstructured region of Bach2 

is important for heme binding and/or transducing heme effect upon the functional regulation 

of Bach2. 
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１．研究開始当初の背景 
 転写抑制因子 Bach2は形質細胞分化を抑制
し、クラススイッチ組換えに必須であること
が示されている。申請者は、ヘムが Bach2と
直接結合し、その転写抑制能を不活性化する
ことを見いだした。更にヘムは、成熟 B 細胞

から形質細胞へと分化を促進することを示
している。しかしヘムによる Bach2 の詳細な
制御機構は不明であり、液性免疫応答におい
て、ヘムが担う制御上の役割も不明である。 
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 申請者は、ヘムが Bach2 と直接結合するこ

と、その結果 Bach2 の転写抑制能を阻害する

こと明らかにしてきた。そして、ヘムが成熟

B 細胞から形質細胞への分化を促進するとい

う全く新しい現象を発見した。そこで Bach2

が B細胞の活性化応答で形質細胞への分化の

ブレーキになっていることを考え合わせ、ヘ

ムが形質細胞への分化を促進する分子機構

の実体は、ヘムによる Bach2 の阻害機構では

ないかと考えた。しかしながら、ヘムによる

Bach2 の詳細な制御機構は不明である。更に

液性免疫応答において、ヘムが担う制御上の

役割も不明である。そこで本研究では、ヘム

による Bach2の制御機構を生化学的アプロー

チにより解決し、液性免疫応答においてヘム

が担う役割を個体レベルで示すことを目的

とした。 

 
３．研究の方法 

(1) Bach2のヘム制御ドメイン決定：Bach2のCP

モチーフ領域に着目し、様々な大腸菌発現系

Bach2を構築する。分光学解析、及び質量分析を

検討しBach2のヘム制御領域を決定する。 

 

(2) ヘム制御ドメイン欠失Bach2 (Bach2_delH)

とヘム制御ドメインの解析：（大腸菌発現系を

用いた検討）ヘム制御ドメイン欠失Bach2につい

てEMSA、分光学解析、円偏光二色性（CD）スペ

クトル解析、及び示差走査型熱量計（DSC）解析

を行う。ヘム制御ドメインについてはCDスペク

トルとDSC解析を行う。 

 

(3) ヘム制御ドメイン欠失Bach2 (Bach2_delH)

の解析（培養細胞を用いた検討）:Bach2_delH

を培養細胞で過剰発現させ、ヘム存在化で培養

した時のBach2_delH転写抑制能を検討する。同

時に野生型Bach2と比較検討することでヘムに

制御されるか否かを検証する。またヘム存在化

でBach2_delHタンパク質の量的変化を野生型

Bach2と比較検討する。 

 

(4) ヘム制御ドメイン欠失Bach2を発現するト

ランスジェニックマウス(Bach2_delHマウス)の

作出：ヘム制御ドメイン欠失Bach2をB細胞特異

的に発現するトランスジェニックマウス

（Bach2_delHマウス）を作成する。Bach2ノック

アウトマウスと交配させ、Bach2ノックアウトB

細胞でヘム制御領域欠失Bach2を発現させる。そ

の後ヘム存在化における標的遺伝子の発現、及

び形質細胞への分化促進頻度について、野生型

マウスと比較検討する。更にマウスへの溶血試

薬投与実験を行い、ヘムの液性免疫応答におけ

る役割を検証する。 
 
４．研究成果 

 ヘムによるBach2の制御機構を明らかにす

るために、大腸菌発現系を用いて、Bach2の

様々なアミノ酸領域について発現・精製を行

なった。精製したbach2タンパク質に対し、プ

ロテアーゼによる限定分解、ヘム結合様式に

ついて分光学測定を行ない、へムに制御され

るBach2タンパク質のアミノ酸領域を同定し

た。同定された「ヘム制御ドメイン」につい

ては、円偏光二色性スペクトル、動的光散乱

測定等の結果から天然変性タンパク質である

ことが示された。更に「ヘム制御ドメイン」

について小角散乱測定を行い、Bach2の天然変

性領域にヘムが結合すると、ヘム結合に伴う

Bach2の構造変化を示す結果が得られた。 

更に、「ヘム制御ドメ

イン」についてGAL4

融合タンパク質を用

いたリポーターアッ

セイを行った。その結

果、細胞内ヘム濃度上

昇時にはこの領域が

転写活性化ドメイン

としての作用を獲得

することが示された

(右図)。以上の結果から、ヘム結合により

Bach2の天然変性領域が構造変化を引き起こ

し、Bach2の転写機能を制御することが考えら

れた。 

 ヘム制御ドメイン」欠損トランスジェニッ

クを作出しBach2の転写抑制機構にどの様な

影響を与えるか検討した。その結果、野生型

と比較して「ヘム制御ドメイン」欠損マウス
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とでは、Bach2の直接標的遺伝子のmRNA発現に

大きな変化はみられなかった。研究期間内で、

ヘムによるBach2の構造変化について、物理学

的な手法を中心に明らかにすることができた。

しかし、トランスジェニックマウスを用いた

検証では、ヘムによるBach2の構造変化の意義

について明らかにすることはできなかった。

今後は、生体内における「ヘムによるBach2

の構造変化」が及ぼす影響について、「ヘム

制御ドメイン」と相互作用する因子の同定を

行うことで明らかにしていく予定である。 
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