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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヘムによる免疫応答の制御機構を解明することを目指した。死細胞などから放
出されるヘムはヘモペキシンに結合して肝臓へ運搬され、分解される。組み換えヘモペキシンの発現精製系を確立し、
ヘモペキシンにより運搬されるヘムが、細胞内Bach1の量を制御することを証明した。Bach2 がBリンパ球において、細
胞周期関連遺伝子、アポトーシス関連遺伝子、サイトカインやケモカインとその受容体の遺伝子、代謝酵素遺伝子、鉄
代謝・輸送系遺伝子など、実に多彩な遺伝子群を直接制御することを見いだした。また鉄代謝マクロファージの分化を
ヘムとBach1が形成する制御系が調節することを証明した。

研究成果の概要（英文）：Based on our recent findings that Bach1 and Bach2 are critical regulators of 
immune cells and that they are receptors of heme, we have tried to investigate the possible regulation of 
immune cells by heme. First, we established a system to express and to purify hemopexin from HeLa cells. 
Using a complex of the recombinant hemopexin and heme, we showed that hemopexin-bound heme regulates the 
protein level of Bach1. Therefore, heme within the blood can affect gene expression by altering the 
function of Bach1 and possibly Bach2. Using extensive gene expression profiling and chromatin 
immunoprecipitation-sequencing analysis, we identified candidate target genes of Bach2 in pro-B cells. 
The list included genes involved in cell cycle regulation, apoptosis, cytokine and chemokines and their 
receptors, and iron-related genes. We also found a critical function of Bach1 in the regulation of 
iron-metabolizing macrophages.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 電子伝達や酸素代謝といった古典的機能

に加え、ヘムがリガンドとしていくつかの

タンパク質の機能制御やガス分子応答にも

関わることが報告され、今までに想定され

ていなかった新しいヘム機能への関心が高

まりつつある。中でも申請者は、1994年に
発見した転写因子 Bach1および Bach2がヘ
ム受容体でもあることを示し、ヘムがこれ

ら転写因子の DNA 結合阻害、核外排出、
ユビキチン化・分解を誘導することを示し

てきた。ヘム-Bach 経路は、酸化ストレス
応答、赤血球前駆細胞におけるグロビン遺

伝子発現、そして Bリンパ球-形質細胞分化
を制御する。ヘム結合能を欠く Bach2をデ
ザインし、そのトランスジェニックマウス

を作成したところ、このマウスでは形質細

胞分化が変調しており、ヘムのシグナル分

子としての作用が個体レベルでも証明され

つつある。原核生物や酵母ではヘムによる

転写制御の例は知られていたが、多細胞生

物では申請者の研究がヘムによる転写制御

を証明した最初の例となり、この領域の開

拓に貢献してきた。しかし、ヘムと免疫系

との関係については不明な点も多く、さら

なる研究の展開が求められている。 
 Bach2は血球系では主に Bリンパ球で発
現し、抗体遺伝子クラススイッチや体細胞

突然変異、すなわち液性免疫応答の制御に

関わる。さらに Bach2ノックアウト（KO）
マウスは、成獣に達した後、数ヶ月のうち

に 100%の頻度で肺胞蛋白症を発症し、野
生型（WT）に比べ早期に、半年程度で死
亡することを見いだした（未発表）。しかも、

Bach1/Bach2 ダブルノックアウト（DKO）
マウスでは発症時期が早期化した（未発表）。 
 Bach2 KOや Bach2/Bach1 DKOマウスに
おける肺胞蛋白症は、肺胞マクロファージ

の機能異常が関わる可能性がある。実際、

発症した Bach2 KOマウスに野生型の骨髄
移植を行うことにより、呼吸困難が消失し、

肺胞貯留物も著しく減少する（未発表）。ま

た、Bach2 は肺胞マクロファージで高い発
現を示す（未発表）。このことから、Bach2
は肺胞マクロファージなど、組織マクロフ

ァージの成熟にも必須であることが予想さ

れる。また、この過程では Bach2が主要な
機能を担うものの、Bach1 も一部を代償し

ていることも予想される。さらに、Bach2 
KO マウス肺胞マクロファージでは様々な
エフェクター分子（特に抗炎症作用を有す

る M2 マクロファージ機能に関わるもの）
の発現が上昇しており、Bach2 がサイトカ
イン応答にも関わると予想される。これら

の知見から、液性免疫系に加え、Bach2 お
よび Bach1は自然免疫系の制御にも関わる
ことを考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、古典的ヘム機能に加え、ヘ
ムが自然免疫を制御することを証明する。
Bach2 はヘム受容体であり、そのノックア
ウトマウスでは重篤なマクロファージ機能
異常が生じるという独自の知見に着目し、
自然免疫系における Bach2（および関連因
子 Bach1）の下流標的遺伝子ネットワーク
と、マクロファージにおけるヘムによる遺
伝子発現制御を解明する。 
 
３．研究の方法 
 全ての細胞は、ネクローシス等の際にヘ
ムタンパク質を放出する。血中に遊離した
ヘムは酸素と反応して活性酸素種を産生す
る危険な分子となるが、アルブミンやヘモ
ペキシンと結合し、酸素反応性の低い安定
な形で運ばれる。ヘモペキシンは、アルブ
ミンに比べてヘムに対する親和性がはるか
に高く、またアルブミンに結合したヘムも
ヘモペキシンに再結合出来るため、血中の
ヘムはほぼ全て、ヘモペキシンと結合して
存在すると考えられる。このヘム結合型ヘ
モペキシンは、肝細胞に取り込まれ、代謝
されて、鉄として利用される、鉄代謝の一
役を担うシステムとして捉えられてきた。
近年同定されたヘモペキシン受容体は、肝
細胞以外に、マクロファージ、神経、脳と
いった様々な組織に発現していた。従って、
ヘム－ヘモペキシン系は鉄を代謝・再利用
するための役割以外にも、細胞が積極的に
ヘムを取り込むことで、ヘム自身を利用し
た細胞応答などの役割が予想されている。
さらに、ヘム結合型ヘモペキシンを実験系
に用いることにより、生理的な状況でヘム
を細胞内に取り込ませることが可能であり、
ヘムの新たな機能を検証できる。申請者は、
ヘム－ヘモペキシン系が、Bach2 や Bach1
を標的として遺伝子発現も変動させる可能
性を追求する。 
 Bach1やBach2 の標的遺伝子を同定する



ために、野生型およびこれら遺伝子欠損マ
ウス由来の B リンパ球やマクロファージ
（特に肺胞マクロファージ）を用いた詳細
な発現プロファイリングを行う。そして、
下流遺伝子候補を同定する。あわせて野生
型細胞での ChIP-Seq を実施する。抗体は、
Bach2と Bach1に加え、これら因子と二量
体を形成する MafK に対するものも用いる。
ChIP サンプルおよびライブラリーのクオ
リティーは、既知の Bach2結合領域（HO-1
エンハンサー領域など）および非結合領域
を比較し、結合領域への優位な Bach2の結
合により判断する。結合 DNA モチーフの
基本的情報を取得し、得られた結合部位の
中で、Bach2-MafK、あるいは Bach1-MafK
のピークがそれぞれ共存するものを特定す
る。ピーク上流・下流を含めた近傍遺伝子
と距離などの詳細な情報を取得し、ピーク
がどの遺伝子を制御し得る領域なのかを推
定し結合標的遺伝子候補リストを作成する。 
 
４．研究成果 
 ヘモペキシン-ヘム複合体の役割をさら
に細胞培養系で調べるために、哺乳動物細
胞組み換えヘモペキシン発現・高効率分
泌・精製系をまず確立した。この系で得た
ヘモペキシンとヘムを混合し、ヘム結合型
ヘモペキシンを得ることに成功した。本来
のヘム結合型ヘモペキシンと同様の性状を
有することを分光学的測定によりしたが、
ヘムの配位および量比は天然のものと矛盾
しなかった。組み換えヘム結合型ヘモペキ
シンを株化マクロファージ細胞およびヘパ
トーマ細胞に添加し、ヘムの細胞内への取
り込み、Bach1 の量と細胞内分化、Bach1
標的遺伝子発現変化をしらべ、組み換えヘ
ム-ヘモペキシンが予想通りの作用を有す
ることを確認できた。この組み換えヘモペ
キシン発現精製系のチューニングを進め、
効率良く高純度組み換えヘモペキシンを生
成するプロトコールを確定した。さらに、
これを用いたヘム-ヘモペキシン複合体の
調整法を確立した。このヘム-ヘモペキシン
複合体を用いて、細胞外ヘムがヘモペキシ
ン複合体としてエンドソーム依存的に取り
込まれ、遊離したヘムが転写因子 Bach1を
不活性化することで下流遺伝子の発現を誘
導するという一連の情報伝達経路を証明す
ることができた。ここまでの実験内容は英
文論文として報告した（BBA, 2014）。 
 標的遺伝子の探索については、当初予定
した肺胞マクロファージについては必要細

胞数を減らす技術開発を様々検討したがう
まく実施できていない。Bach2 発現マクロ
ファージ株を用いることも検討したが、予
想外なことにほとんどのマクロファージ株
では Bach2の発現は認められなかった。こ
のことと肺胞マクロファージにおける機能
との矛盾を掘り下げるために、大阪大・黒
崎知博教授らが作成した Bach2リポーター
マウスを用いて Bach2の生体内における発
現パターンを解析した結果、Bach2 はマク
ロファージ前駆細胞と組織マクロファージ
のごく一部にのみ発現することを見いだし
た。これらも数的に微量であるために、
ChIP-seq実験を実施することは困難であっ
た。 
 一方、B リンパ球を用いた標的遺伝子探
索は順調に進み、Bach2 が細胞周期関連遺
伝子、アポトーシス関連遺伝子、サイトカ
インやケモカインとその受容体の遺伝子、
代謝酵素遺伝子、鉄代謝・輸送系遺伝子な
ど、実に多彩な遺伝子群を直接制御するこ
とを証明することができた。これら遺伝子
全てが Bach1でも制御されている、という
わけではなく、予想以上に Bach2特異的標
的遺伝子が多く存在することも見いだして
いる。標的遺伝子に関する研究はさらに掘
り下げるべき点が多く残っているが、一部
については現在論文を準備中である。 
 また、組織マクロファージ分化と Bach1
や Bach2の関係についても大きな進展があ
った。国際共同研究を実施することで、ヘ
ム-Bach1 経路が組織マクロファージの分
化を制御することを証明することができた
（Cell, 2014）。脾臓や骨髄に多く存在する
鉄代謝に特化したマクロファージの分化は、
転写因子 SpiCによって促進される。Bach1
は SpiC遺伝子を直接抑制すること、細胞外
ヘムが上昇した際には Bach1にヘムが結合
し、Bach1の分解が誘導され、SpiCの発現
が上昇し、単球から鉄代謝マクロファージ
への分化が促進する。一方、Bach2 は肺胞
マクロファージの機能調節に必須であるこ
とも、追加実験等を経て論文としてまとめ
ることができた（J. Exp. Med., 2013）。Bach2
ノックアウトマウスでは肺胞マクロファー
ジの機能が低下することから、Bach2 はマ
クロファージが肺胞特異的機能を発現する
際に必須と考えられた。しかし、先に述べ
たように Bach2リポーターマウスを用いた
解析結果によると、Bach2 の発現自体はマ
クロファージ前駆細胞などごく一部のマク
ロファージ系細胞に限られている。前駆細



胞段階での作用がエピジェネティク機構を
介して最終分化した肺胞マクロファージの
機能発現に関わることが予想される。この
点は現在さらに追求しており、来年までに
は論文として発表したいと考えている。 
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