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研究成果の概要（和文）：(1) 部分欠失変異HapX をゲルシフト法にて解析したところ、Ｎ末端の17アミノ酸からなる
部分がHapB/C/E複合体との相互作用に重要であることが強く示唆された。(2) in vivo解析の結果、HapXの機能には上
記17アミノ酸が重要であることが示された。(3) C末端部分のリコンビナントタンパク質を調製することに成功した。
分光学的解析から鉄硫黄クラスターを含むことが示唆された。(4) TAPタグを融合したHapXを発現する系を構築し、温
和な条件でHapXを精製したところ、HapXと相互作用している因子がいくつか検出された。

研究成果の概要（英文）：(1) Results of EMSA（Electrophoresis Mobility Shift Assay） with some HapX 
deletion mutants strongly suggested that the 17 amino acid residues in the N-terminal domain plays an 
important role in the interaction of HapX and HapB/C/E complex. (2) The results of the in vivo analysis 
showed that the 17 amino acid residues is required for the function of HapX. (3) We have succeeded in 
obtaining sufficient amount of the recombinant C-terminal domain containing the Cysteine-rich regions. 
The results of spectroscopic analysis suggested the existence of iron-sulfur clusters. (4)　We 
established the expression system for a HapX protein with TAP (Tandem Affinity Purification) tag in 
Aspergillus nidulans. When the HapX was purified under the mild conditions, some proteins interacting 
with HapX were detected.

研究分野：応用微生物学
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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
ーエレメントである。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
因子が広域転写促進因子であることを明らか
にしてきた。1) 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。２)当初機能は不明であったが、その
後の研究により以下のことが明らかにされて
いた。３-５)  
1)HapX は鉄欠乏時に緊急的に鉄の使用を押
さえ、鉄の取り込みを亢進させる。３） 

2) 出芽酵母S. cerevisiaeにはHapXのホモロ
グが存在しない。３） 

3) 鉄欠乏時に HapB/C/E 複合体と HapXは
相互作用し、抑制的に働く。３） 

4) HapXはHapB/C/E との協調的DNA結合
により、鉄関連遺伝子プロモータを認識
する（加藤ら、申請時に投稿準備中）。 

5) HapXは病原性糸状菌 A. fumigatusやクリ
プトコッカスの感染に不可欠であり、臨
床医学上重要な因子である。4, 5) 

 
 
 
 
HapX による鉄関連遺伝子の制御の詳細が明
らかになりつつある一方、HapX の機能につ
いてはまだ不明な点が多かった。機能ドメイ
ンに関しては、既に DNA結合ドメイン（bZip
ドメイン）と、核移行シグナルの解析を進め
てきたが、存在が示唆されている Hap複合体
との相互作用ドメイン（N 末端に推定相互作
用ドメインを見出している）や鉄の濃度セン
サードメイン（C 末端側のシステインに富む
領域には鉄硫黄クラスターの推定モチーフが
存在する）については、まだ、手つかずの状
態であった。 
 糸状菌では我々のグループとドイツのグル
ープおよびオーストリア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
ない状況であった。同様の研究が S. pombeやク
リプトコッカス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、アド
バンテージを持っていた。 
 
２．研究の目的 
 申請者は既に、リコンビナント HapB, 
HapC, HapEおよび HapXサブユニットから
のHapB/C/E/X複合体の再構成に成功してお
り、鉄関連遺伝子のプロモータへの結合実験
に成功していた。HapX は単独では DNA に
結合できないが、bZip ドメインを有してお
り、鉄欠乏時に HapXと HapB/C/E複合体と
の親和性が上昇すると、鉄関連遺伝子のプロ
モータに存在する CCAAT-boxとその下流の
TGAT配列に協調的に結合し、転写を抑制す
る（図参照）。この時、TGAT 配列のない
CCAAT-box のみのプロモータには HapX は
結合しないので、厳密に鉄関連遺伝子を区別
することができることを明らかにした。 
 本研究では以下の項目を目的とする。 
① HapB/C/E と HapX の相互作用を分子レ
ベルで詳細に理解する。 
② C 末端のシステインに富む領域に着目
し、鉄濃度の感知機構を解明する。 
③ HapX との相互作用タンパク質を同定し、
発現抑制機構の手掛かりを得る。 
④ 以上の知見を総合し、真菌における鉄関
連遺伝の転写調節機構を解明する。 

 
３． 研究の方法 
（１）HapX 部分欠失変異タンパク質の調製:
推定相互作用ドメインを欠くような部分欠失
変異 HapX や同ドメイン内に変異を有するリ
コンビナントタンパク質を作製した。ターゲ
ットとする推定相互作用ドメイン全体
と高度な保存が確認された二箇所に対
し て  KOD -Plus- Mutagenesis Kit 
(TOYOBO) を 用 い て ネ イ テ ィ ブ な  
HapX を発現するプラスミドに対し変
異を導入した（図２）。  

 
 
 
（２）蛍光標識を用いたゲルモビリテ
ィーシフトアッセイ  (蛍光 EMSA) 
Kato らの方法 6)に、若干の変更を加え
た。EMSA に用いるプローブ  DNA の
放射性標識  DNA の代わりに、蛍光色
素で標識された  DNA を用いた。すな
わち、プライマーを増幅断片の  5’ 末
端に 6-FAM (Fluorescein) が付加される
ように設計し、PCR を用いてプローブ  
DNA (cytochrome cプロモータ DNA) を
調製後、実験に用いた。リコンビナン
トタンパク質は精製後、 2 M グアニジ
ン溶液で変性させ、透析により再生し

図２． 各 HapX変異体における欠失変異部分のアミノ
酸配列 

図１． HapB/C/E-HapX による鉄関連遺伝子の抑制機
構のモデル図 



たものを用いた。変性・再生は次に示す
手順で行った。濃度調整済みのタンパク
質溶液を  6 M グアニジン溶液が終濃度  
2 M となるように混合し、透析用チュー
ブ に 入 れ 、 透 析  buffer [15 mM 
Hepes-KOH (pH7.9), 60 mM KCl, 1 mM 
EDTA, 2 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 1.5% 
(w/v) glycerol] 500 mL を用いて、室温で
30 分間、4℃で 90 分間を 3 回の合計 4 回
分行った。非特異的結合を抑えるために、
EMSA に供するサンプルには LigtshiftT M  
poly dI-dC (1 µg/µL) (Thermo Scientific) 
を加えた。サンプル調製は以下の手順で
行った。プローブ  DNA と  poly dI-dC、
5x Binding buffer [125 mM Hepes-KOH 
(pH7.9), 300 mM KCl, 5 mM EDTA, 5 mM 
DTT, 0.5 mM PMSF, 25 mM MgCl2 ,  50% 
glycerol]、透析後のタンパク質を混合し、
透析バッファーを用いて 10 µL とした。
その後、28℃で 5-10 分間、室温でさらに
5-10 分間放置した。泳動は 4%ポリアク
リルアミドゲル  (表 3) を使用し、電圧
150 V 一定の条件で、4℃にて行った。サ
ンプル調製から泳動まで、色素保護のた
めにアルミホイルで遮光した。泳動後、
ゲルをガラス板ごとアルミホイルで包み、
Typhoon 9410 (GE Healthcare) にて検出
を 行 い 、 イ メ ー ジ 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア  
ImageQuant TL (GE Healthcare) を用いて
画像解析を行った。  
 
(3) 推定相互作用ドメインの in vivo 解析: 
上記の変異 hapX 遺伝子を Aspergillus nidulans 
hapX 欠失株に導入した。鉄の存在下および欠乏
条件下で培養し、生育の違いを調べた。 
 
(4)  C 末端のシステインに富む領域に着目した解
析:大腸菌を用い、C末端のシステインに富む領域
を含むリコンビナントタンパク質を mgオーダーで調
製することに成功した。分光光度計により、このリコ
ンビナントタンパク質の吸収スペクトルを解析した。 
 
(5) HapX と相互作用するタンパク質の同定:hapX
欠失株に TAP タグ(Tandem Affinity Purification 
Tag) 等を融合した HapXを発現する系を構築した。
温和な条件でHapXを精製し、HapXと相互作用し
ていると思われるタンパク質を TOF-MS にて解析
した。 
 
４．研究成果 
(1) 蛍光プローブ DNA を用いたゲルモビリテ
ィーシフトアッセイ系の確立：本研究では 
DNA と HapB/C/E および HapX の相互作用を
安全かつ迅速に解析するため、非放射性標識 
DNA を用いたゲルモビリティーシフトアッセイ 
(EMSA; Electrophoresis Mobility Shift Assay) の
系の確立を試みた。EMSA では DNA の高感度
の検出が必要である。検出効率が良く、オリゴ 

DNA の標識によく用いられる蛍光試薬 6-FAM 
(Fluorescein) で標識された合成 DNA を用いて 
PCR を行ない、cytochrome c プロモータに由来
する  DNA 断片を調製した。我々は既に 
cytochrome c プロモータには  HapB/C/E と 
HapX が協調的に結合することを明らかにして
いる（Hortschansky, Kato ら、未発表データ（当
時 ） ） 。上記の標識  DNA に再構成した 
HapB/C/E 複合体を加えたところ、特異的な結
合を示すシフトバンドが見られた （図 A-C lane 
2）。HapB/C/E に加えて HapX を添加したところ、
濃度に依存して、さらに移動度の小さいシフバン
ド (図 3 A-C lane 5, 6) が観察された。本実験系
で HapB/C/E 複合体と HapX との相互作用が
十分に解析できることが明らかとなった。以上の
結果より、放射標識 DNA を用いた EMSA と同
等かつ、迅速で簡便かつ安全な実験系を確立
することができたと結論した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図3． 非放射性標識DNAを用いたEMSA によるDNA, 
HapB/C/E, HapX（野生型および欠失変異タンパ
ク質）の相互作用の解析。HapX∆hcid (A), 
HapX∆PGR (B), HapX∆SK (C)を解析に用いた
（レーン 7-9）。それぞれ、対照として野生型
HapXを用いた実験も行なった（レーン 3-6）。 

     



(2) 推定相互作用ドメインの in vitro 解析 
in vitro において HCID の機能を検証するため
に変異体 HapX および HapB/C/E 複合体を上
記の EMSA に供した。図 3にて、HapB/C/E 複
合体と野生型 HapX との相互作用を示す移動
度の小さいバンド (図 3 A-C lane 5, 6) が、
HapXΔHCID を用いた場合では、検出限界以下
まで減少していることが明らかとなった （図
3A）。この結果は、39TSKEWIIPPRPKPGRKP55

の 17アミノ酸からなる部分がHapB/C/E複合体
との相互作用に重要な働きをしていることが
強く示唆された。この領域のうち、とくに保存
されている連続したアミノ酸残基に注目し、40, 
41 番目のアミノ酸 SK を欠失した HapXΔSK、
51-53 番目のアミノ酸  PGR を欠失した 
HapXΔPGR を用いて同様の解析を行なった。
その結果、HapXΔPGR （図 3B）では、高濃度
の条件において HapB/C/E と HapX が結合し
ていると思われる位置に若干シフトバンドが
確認されるものの、結合量は顕著に低下してい
ることが分かった。この結果は、51-53 番目の
アミノ酸 51PGR53 は HapB/C/E と HapX との相
互作用に必須ではないものの、安定な結合には
必要であることを強く示唆している。一方、
HapXΔSK（図 3C）では、 HapXΔHCID と同
じく、検出限界以下まで変異 HapX との複合体
の量が減少していることが明らかとなり、40, 
41 番目のアミノ酸残基 40SK41 が HapB/C/E と 
HapX との複合体形成に極めて重要な役割をし
ていることが示唆された。以上の結果から、
HapX の N-末端部分にある 17 アミノ酸からな
る部分、特にその中の 40番目のセリンと 41番
目のリジンは HapB/C/E 複合体と HapX の相
互作用に重要であることが予想される。セリン
残基の側鎖は水素結合の形成に関与する可能
性があり、リジン残基に関しては水素結合に加
え、静電的な相互作用にも関与できることから、
HapB/C/E のいずれかの部分と直接に接触し、
HapX-HapB/C/E 複合体の安定化に寄与してい
るのかもしれない。ただし、これらの相互作用
は非常に弱いものであるので、HapX の bZip 
ドメインを介した DNA の相互作用の助けを
借りて DNA-HapX-HapB/C/E 複合体全体の安
定化を図っていると思われる。実際に、HapX
の認識する DNA 配列に変異を加えることで複
合体にHapXが結合できなくなること 6) は上記
の考えを支持している。 
 
(3) 推定相互作用ドメインの in vivo 解析: 
変異 HapXを HapX欠失株に導入して鉄の欠乏
条件下で解析したところ、推定相互作用ドメイ
ンに変異を導入すると、HapX の機能がほとん
ど無くなることが明らかとなり、in vivo での
HapB/C/E 相互作用ドメインの重要性が示され
た。 
 

(4) C 末端のシステインに富む領域に着目し
た鉄硫黄クラスターの存在の証明:大腸菌を
用い、リコンビナントタンパク質を mg オー
ダーで調製することに成功した。分光学的に
このリコンビナントタンパク質を解析したと
ころ、鉄硫黄クラスタータンパク質様の吸収
スペクトルを示すことができた。詳細な解析
は今後の研究課題とする。 
 
(5) HapX と相互作用するタンパク質の同
定:hapX 欠失株に TAP タグ(Tandem Affinity 
Purification Tag) 等を融合した HapXを発現す
る系を構築した。温和な条件で HapX を精製
したところ、HapXと相互作用している因子が
いくつか検出された． TOF-MS で解析を行っ
たところ、CDC28 の相同タンパク質を始め、
興味深い因子がいくつか同定できた。詳細な
解析は今後の研究課題とする。 
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