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研究成果の概要（和文）：転写因子Bach2の天然変性領域と直接相互作用するリン酸化酵素を同定した。質量分
析法により、同定したリン酸化酵素によるBach2のリン酸化サイトが、ヘム非存在化・存在化と比較して、時間
変化に伴い変化することが明らかとなった。また、マウス初代培養系を用いた検討により、Bach2の直接標的遺
伝子Blimp-1の遺伝子発現が、リン酸化阻害剤存在化で低下することが示された。このことから、ヘムがBach2の
天然変性領域に結合すると、その構造状態を変化させ、リン酸化酵素に対する親和性が上昇し、最終的にBach2
のリン酸化サイトが変化することで、Bach2の機能が調整される可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Transcription factor Bach2 possess BTB and bZip domains, separated by long 
unstructured sequences. In addition, Bach2 protein contains a conserved Cys-Pro motif, which has 
been identified as the heme-binding site. Our previous studies of Bach2 revealed that when heme 
binding occurs in the intrinsically disordered region, the conformation of the region is altered. In
 this study, we identified the serine-threonine kinase, which directly bound to intrinsically 
disordered region of Bach2. This kinase inhibitor induced the cytoplasmic and nuclear localization 
of Bach2. Moreover, this kinase inhibitor acts on the repression activity of Bach2. The LC-MS/MS 
analysis of phosphorylated-site of Bach2 by this kinase in the presence or absence of heme showed 
that heme changed the phosphorylated-site of Bach2. These results suggested that heme regulates 
phosphorylated-site of intrinsically disordered region of Bach2 and releases of transcriptional 
repression activity of Bach2.   

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、研究対象であるBach2 が液性免疫における形質細胞分化、自然免疫におけるマクロファージの
分化に重要な転写因子であり、かつBach2 が複数のヘムに制御される天然変性タンパク質であるという点にあ
る。ヘムタンパク質の多くは安定な立体構造をとり、ヘムとタンパク質が1：1 で結合して機能しているものが
ほとんどである。これまでに、ヘムにより制御される天然変性タンパク質の報告はない。本研究によって、生体
内でヘム濃度変化が液性免疫および自然免疫の重要なシグナル因子となる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 ヘムは、高等生物の生命維持にとって必須の補欠分子族である。近年、電子伝達や酸素

運搬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与することが報告され、新しいヘム機能への関心が高まりつつある。

転写抑制因子Bach2 の発現は免疫系細胞で高く、B 細胞の分化に必須な因子であることが

知られてきた。近年、Bach2 は、制御性T 細胞、フェクターT 細胞の分化に重要であるこ

ともわかってきた。しかし、Bach2の制御機構は不明なままである。これまでに、申請者は、

Bach2のリガンドがヘムであり、成熟B 細胞から形質細胞への分化をヘム依存的に促進する

現象を発見した(Watanabe-Matsui et al., 2011, Blood)。この成果から、「ヘムによる免疫の調

節」という、全く新しい考えを見いだした。しかしながら、ヘムがBach2 タンパク質を、

どのような遺伝子発現を制御して免疫を調節するのかという点について解決されていない。

天然変性タンパク質は、人体で働くすべてのタンパク質のうち約1/3 に存在すると言われて

いる。特に、転写因子など遺伝子発現制御に関わるタンパク質の機能部位の多くが、「決

まった構造をとらない」、いわゆる「天然変性状態」として存在し、他のタンパク質と相

互作用して多角的な機能を生み出していることが明らかとなり注目されている。 最近、申

請者は、Bach2 タンパク質のほとんどの領域が、「天然変性タンパク質」であり、その天

然変性領域の構造をヘムが変化させることを明らかにした(Watanabe-Matsui et al., 2015, 

ABB)。しかしながら、ヘムによるBach2 の天然変性領域における構造変化が、機能にどの

ように影響するかという点については解決されていない。 

 
２．研究の目的 
 本研究は「ヘム-Bach2 経路による遺伝子発現制御とその意義」という、「ヘム依存的な遺伝

子発現制御機構」の提唱と共に、その生体での意義を追求することにある。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。これまでに申請者は、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。更に、Bach2 が天然変性タンパク質であり、ヘムがBach2 の天然変性領域の構造

を変化させること明らかにした。本研究では、これら「ヘムによる免疫の調節」と「ヘムによる

天然変性タンパク質制御」という2 つの概念に基づき、免疫細胞における「ヘム依存的な遺伝子

発現制御機構」の解明を目指す。 

 
３．研究の方法 

(1)リン酸化酵素阻害剤による Bach2の細胞内局在に及ぼす影響について：マウス骨髄芽球

細胞株（M1細胞）を用いた免疫染色法による検証 

 M1 細胞において、リン酸化酵素阻害剤による Bach2 の細胞内局在変化について検討し

た。M1細胞をリン酸化酵素阻害剤添加・未添加条件で 2時間培養した。その後、抗 Bach2

抗体、抗 LaminB抗体（核膜）および Hoechst（核）を用いて染色し、Bach2の細胞内局在

について比較検討した。 

 

(2) リン酸化酵素阻害剤による Bach2標的遺伝子に及ぼす影響について：マウス脾臓 B細

胞を用いた定量 PCRによる検討 

 マウス脾臓 B 細胞を用い、リン酸化酵素阻害剤による Bach2 の標的遺伝子（Blimp-1）

について定量 PCR法により検討した。マウス脾臓 B細胞をリポポリサッカライド(LPS)で

20時間培養した後、リン酸化酵素阻害剤を添加し 3時間培養した。その後 RNAを回収し



定量 PCR法により阻害剤効果を検討した。 

 

(3) ヘムによる Bach2 のリン酸化への影響についての検討：質量分析法によるリン酸化サ

イトの検討 

 Bach2 の天然変性領域およびリン酸化酵素をそれぞれ発現・精製する。精製したそれぞ

れのタンパク質を用いて、時間変化に伴った、ヘム存在化・非存在化におけ Bach2のリン

酸化反応を行った。反応後、トリプシン消化を行ったのち、質量分析法により Bach2のリ

ン酸化サイトの同定を行った。 

 

４．研究成果 

(1) マウス骨髄芽球細胞株（M1細胞）を用いた免疫染色法による検証 

  リン酸化酵素阻害剤未添加の細胞では、Bach2が核内に優位に分布する細胞は約 30%、

細胞質優位に分布する細胞は約 70%であり、細胞質局在する Bach２の割合が多かった。一

方、リン酸化酵素阻害剤を添加した細胞では、Bach2が核内に優位に分布する細胞は約 50%、

細胞質優位に分布する細胞は約 50%であった。従って、M1 細胞において、リン酸化酵素

阻害剤によりリン酸化 Bach2が低下すると、Bach2は核へ局在が変化することが観察され

た。 

 

(2) マウス脾臓 B細胞を用いた定量 PCRによる検討 

 単離・精製したマウス脾臓 B細胞を LPSで 12時間培養した。LPSに応答して、マウス

脾臓 B細胞は活性化し、一部は形質細胞へと分化する。その後、リン酸化酵素阻害剤を添

加し、3時間培養した。定量 PCR法により、Bach2の直接標的遺伝子(Blimp-1)の発現変

化について検討した結果、阻害剤未添加と比較して、3 時間阻害剤で処理した細胞では、

Blimp-1の遺伝子発現量が低下していた。 

 

(3) 質量分析法によるリン酸化サイトの検討 

 精製したリン酸化酵素と Bach2を用い、ヘム存在化・非存在化においてリン酸化反応を

行い、質量分析法により Bach2のリン酸化サイトを同定した。その結果、ヘムが存在する

とリン酸化が低下するペプチドが検出された。一方、時間変化に伴い、ヘムが存在すると

リン酸化が増加するペプチドが検出された。 

 

 これらの結果から、今回同定したリン酸化酵素は Bach2と相互作用し、Bach2をリン酸

化することで、その核外移行を誘導し、最終的に Bach2の転写抑制機能が低下すること、

その結果、成熟 B細胞の形質細胞への分化が促進することが考えられた。 
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