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研究成果の概要（和文）：自然免疫応答におけるヘムの役割は不明である。本研究では、ヘムの自然免疫応答における
役割を明らかにすることを目的とした。野生型及びBach2KOマウスの赤脾髄マクロファージを用いDNAマイクロアレイを
した。野生型及びBach2KOマウスにおいて、遺伝子発現変化に大きな違いはなかった。Bach2レポーターマウスを用いて
骨髄マクロファージのDNAマイクロアレイを行った。その結果Bach2が発現した細胞でヘム代謝に関わる遺伝子の発現が
抑制されていた。以上から骨髄マクロファージでBach2は、ヘム代謝合成に関わる遺伝子発現を統合している可能性が
考えられた。

研究成果の概要（英文）：Heme binds to proteins to modulate their function. However, the regulatory role 
of heme in the innate immune responses has been unknown. Previous study we found that heme binds to 
transcription repressor Bach2 to inhibit its DNA binding activity and to induce its degradation in B 
cells. On the basis of this study we focused on the regulatory of heme in the innate immune response. 
Firstly, we compared red pulp macrophage phenotype between wild-type and Bach2 knockout mice by using DNA 
microarray analysis. In this macrophage, there were almost no change between wild-type and Bach2 knock 
out mice in gene expressions. Secondly, we performed DNA microarray by using Bach2 reporter mice bone 
marrow macrophage. The results of the gene ontology analysis of the Bach2 expressed-cells showed “ heme 
biosynthetic process” and “ heme catabolic process”. These results suggested that Bach2 may integrate 
heme metabolism and synthesis in bone marrow macrophage.

研究分野： 生化学

キーワード： ヘム　転写因子
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１．研究開始当初の背景 
 ヘムは生体内において必須な因子である。

近年、ヘムによる遺伝子発現制御やタンパ

ク質の機能制御についても報告が相次いで

いる。更に、細胞内におけるヘム輸送に関

わる新しい因子が同定されるなど、ヘムの

シグナル分子としての機能に注目が集まっ

ている(1)。ヘムは、生体内で組織の損傷や

赤血球が破壊されると、ヘモグロビンやミ

オグロビンといった様々なヘムタンパク質

から解離し、遊離ヘムとして存在する。遊

離ヘムは、細胞毒性であるフリーラジカル

を生じるため、ヘム分解酵素（ Heme 

oxygenase：HO）によって、一酸化炭素、

鉄、ビルベルジンに迅速に分解される(2)。

このヘムの分解や代謝に特化した細胞とし

て、マクロファージが挙げられる。マクロ

ファージは、破壊された細胞や死んだ細胞

を貪食して排除する自然免疫応答を担う細

胞である。近年、自然免疫の研究領域では、

破壊された細胞や組織から漏出する生体成

分が”danger signal”として免疫担当細胞を

活性化し調節することがわかってきた(3)。

そこで申請者は、細胞毒性を持つため直ち

に分解されると考えられてきたヘムが、実

は、炎症応答の場では、シグナル分子とし

てマクロファージを活性化する danger 

signal となる可能性を考えた。申請者の所

属研究室では、HO-1 遺伝子を直接標的遺

伝子とする転写因子が、Bach2 およびファ

ミリー因子 Bach1 であることを示してきた
(4)。しかしながら、自然免疫応答における

Bach2 の役割は長らく不明であった。最近、

所属研究室で、Bach2 がマクロファージの

分化にも関わることを発見した。マクロフ

ァージは、サイトカインや外来性物質に応

答して炎症を促進する M1 型細胞や、逆に

炎症を抑え組織修復を促進する M2 型細胞

へと分化することが知られているが(5)、

Bach2 ノックアウトマウス（Bach2 KO）の

マクロファージは M2 型に分化が偏向して

いる（中村ら、未発表）。これまでに申請

者は、「ヘムが液性免疫応答を制御する役

割」という「ヘムの新しい概念」を提唱し

てきた。すなわち、Bach2 がヘム受容体で

あることを発見し、ヘムが Bach2 の DNA

結合を阻害と分解を誘導すること示し、そ

の結果、形質細胞分化を促進すると共にク

ラススイッチを抑制することを報告した

（Watanabe-Matsui et al. Blood 2011）。この

ことから、ヘムは液性免疫のみならず、

danger signal としてマクロファージに作用

し、自然免疫のうち M2 マクロファージ応

答を増強する可能性が考えられる。更に、

興味深いことに、Bach2 KO マウスの詳細な

解析から、Bach2 KO マウス脾臓においてヘ

ムの代謝産物である鉄の沈着が乏しいこと

を見いだしている（小林ら、未発表）。所

属研究室では、ヘム代謝産物である鉄の貯

蔵・排出に関わるフェリチンおよびフェロ

ポーチンが Bach 因子の直接標的遺伝子で

あることを報告してきた(6)。これらの予備

的な知見を考え合わせると、ヘムの異化を

担うマクロファージにおいて、Bach 因子が

ヘムの輸送、分解および分解産物の処理と

いった一連の過程を統合的に制御している

可能性がある。つまり、ヘムはマクロファ

ージに取り込まれると、シグナル分子とし

て Bach 因子を不活性化し、ヘム分解と代

謝物および鉄代謝関連遺伝子群の発現を上

昇させ、ヘムの処理が迅速に進むこと、そ

してその際に自然免疫系のエフェクター遺

伝子の発現変化が同時に起きると予想され

る。本研究では、マクロファージにおいて

Bach2 によるヘム代謝と鉄代謝の遺伝子発

現調節を中心に解析を進め、その上でヘム

-Bach2 経路が自然免疫応答のエフェクタ

ー遺伝子群を調節する可能性を追求する。 
文献： 4, 6 は申請者の所属研究室より発
表。 1) BBA, v1823, p1617-32, (2012), 2) 
Antioxid Redox Signal. v4, p593-602, (2002), 
3) Annu Rev. Immunol. v12, 991–1045 (1994), 
4) EMBO J.,v21:5216-24, (2002), 5) J. 
Immunol. v181, p3733-9 (2008), 6) Mol. Cell, 
v41, p554-66, (2011) 
 
２．研究の目的 
 本研究は、生体に必須なヘムが転写抑制
因子 Bach2 を標的とするシグナル分子とし
て作用し、自然免疫応答を制御する機構を
解明することを目指す。Bach2 は形質細胞
分化を抑制し、クラススイッチ組換えに必
須な因子である。これまで申請者は、ヘム



が Bach2 と直接結合し、不活性化すること
で、形質細胞への分化を促進し、液性免疫
応答を制御する役割を示してきた。本研究
では、この「ヘムによる免疫応答制御」の
概念を自然免疫系に展開し、ヘム異化と鉄
の再利用において重要なマクロファージ細
胞で、ヘムが Bach2 のリガンドとして自然
免疫応答を調節することを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1） マクロファージおける、転写因子

Bach2 によるヘム関連遺伝子群の制御を検

証 

 Bach2 の直接標的遺伝子であるヘム代

謝・鉄代謝遺伝子が、マクロファージにお

いても Bach2 の直接標的遺伝子であること

をクロマチン免疫沈降実験で示す。 
 

 (2)「ヘム-Bach2 経路」と「自然免疫関連

遺伝子」の関与を示す 

 野生型および Bach2 レポーターマウスの

細胞を用い、DNA マイクロアレイ解析を行

い、ヘム関連遺伝子と自然免疫関連遺伝子

の発現変化を検証する。同時に、新たな

Bach2 の直接標的遺伝子候補を探索し、ク

ロマチン免疫沈降および定量 PCR で評価

する。新たな Bach2 直接標的遺伝子候補に

ついては、マクロファージの機能への影響

も検討する。 

 

(3) マウス個体を用いて、「ヘム-Bach2 経

路」による自然免疫調節を検証する 

 野生型および Bach2 レポーターマウスに、

自然免疫誘導活性試薬およびに溶血試薬を

それぞれ投与し、Bach2 の発現頻度の変化

を検証する。 

 以上の結果から、ヘムによる自然免疫応

答とその意義について総合的に検証する。 
 
４．研究成果 
(1) マクロファージおける、転写因子 Bach2
によるヘム関連遺伝子群の制御を検証 
 野生型および Bach2 ノックアウトマウス
(Bach2KO)の脾臓から、赤脾髄マクロファ
ージを採取し DNA マイクロアレイ解析を
行った。その結果、野生型と Bach2KO マウ
スにおいて、遺伝子発現変化に大きな変化
はなかった。既報により、赤脾髄マクロフ

ァージにおける遺伝
子発現制御に関して
は、Bach2 のホモロ
グである Bach1 によ
る遺伝子発現制御が
指摘されている（参
考 文 献 Cell, 
2014,v156, 
p1223-1234）。この
ことからも、赤脾髄
マクロファージにお
いて、Bach2 による
遺伝子発現の制御に

よる影響が少ない
ことが考えられた。 
  
(2)「ヘム-Bach2 経
路」と「自然免疫

関連遺伝子」の関与の検討 
Heme-Bach2 経路が機能してる細胞として、
Bach2 レポーターマウスの骨髄マクロファ
ージに注目した。フローサイトメーター
(FACS)を用いて、Bach2 が発現している細
胞と発現していない細胞を分収し、DNA マ
イクロアレイ解析を行った。その結果、ジ
ーンオントロジー解析から、Bach2 が発現
している細胞で、ヘム代謝関連遺伝子が抑
制していることが明らかとなった。また、
Bach2 の新たな直接標的遺伝子としてヘム
トランスポーター(HRG-1)を同定した。直

接標的遺伝子であることを示すために、ゲ
ルシフトアッセイ、レポーターアッセイ、
Bach2KO マウスの細胞と野生型マウスの
細胞を用いた定量 PCR を行い検討した。 
 

(3) マウス個体を用いて、「ヘム-Bach2 経

路」による自然免疫調節を検証する 

骨髄マクロファージにおける「ヘム-Bach2

経路」の生理的意義を検証するために、
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図 1：野生型および
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マイクロアレイ解析 
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図 2. Bach2 の直接標的遺伝子として HRG1 を同
定した。左図：レポーターアッセイ、右図：野生
型及び Bach2KO マウスのマクロファージ細胞を
用いた定量 PCR 



Bach2 レポーターマウスにヘムを投与した。

その結果、ヘムを投与していないマウスと

比較して、ヘムを投与したマウスでは、

Bach2 の発現頻度が低下している傾向を示

した。この現象とこれまでの知見を考え合

わせると、ヘムが Bach2 と結合し、Bach2

タンパク質の分解を誘導したためと考える

ことができる。 
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