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研究成果の概要（和文）：HapXは申請者らが初めて見出した真菌類に特有の転写制御因子であり、広域転写因子
CCAAT-box結合因子と相互作用し、鉄を補欠分子族に含むような酵素や鉄取り込み系の遺伝子の転写を制御す
る。本研究では、モデル糸状菌Aspergillus nidulansを用い、HapXとの相互作用するタンパク質のスクリーニン
グ系を開発した。この系を用いて探索を行い、質量分析およびMASCOT解析により、 2種類のタンパク質Xip1と
Xip2を同定することができ、それらの遺伝子も取得することにも成功した。現在、相互作用の詳細を解明するた
め、リコンビナントタンパク質および遺伝子欠失株の取得を進めている。

研究成果の概要（英文）：HapX is a fungal specific transcription factor isolated by our group. HapX 
is interacting with the CCAAT-binding factor and represses the expression of the gens encoding 
iron-containing proteins such as aconitase, cytochorome c and catalase. Using Aspergillus nidulans 
as a model filamentous fungus we established a screening system for the interacting proteins with 
HapX. We identified two candidate proteins, Xip1 (HapX-interacting protein 1) and Xip2 (HapX- 
interacting protein 2) by MASS and MASCOT analyses. We have also isolated the genes, respectively 
and constructed plasmids for deletion of the genes and for the production of the recombinant 
proteins. We are currently examining in vitro interaction of HapX and Xips, and function of Xips.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HapXは申請者らが初めて見出した菌類特有の転写因子であり、菌体内での鉄濃度の維持に重要な働きをしてい
る。我々の発見を契機として、ヒトや動物および植物の病原性糸状菌（植物病原菌の大半が糸状菌である）の研
究者らにより、HapXがそれぞれの病原性に重要な働きをしていることが示されているので、HapXの機能を知るこ
とは、それら病原性糸状菌の防除や治療法の開発に役立つ。今回の研究により、HapXと共同して働いている因子
の候補が明らかとなり、HapXの働きの分子機構を明らかにする上で重要な手がかりを得たことになる。



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 A. nidulans および麹菌

A. 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（図 1）。３-7)  

(1)HapX は鉄欠乏時に緊急的に鉄使用を押さえ、

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

用し働く。３） 

(4) HapX は転写の抑制・誘導の両方に働く 2 面

性因子である。４）  

(5) HapXはHapB/C/E との協調的DNA結合により、

鉄関連遺伝子を認識する。5） 

(6) 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。6, 7) 

当初、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 の転写誘導機構お

よび抑制機構については、まだ不明な点が多かった。HapB/C/E 複合体との相互作用は明らかになってい

るが、鉄の感知の機構や転写制御機構を明らかにするにあたり、HapX と相互作用する因子（例えば、ヒ

ストンアセチラーゼやヒストンデアセチラーゼおよび基本転写因子との相互作用を媒介するアダプタ

ー因子など）の解析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 A. A. Brakhage ら(独、Hans-Kunoell Institute)およびH. Haasら（オ

ーストリア、Innsbruck Medical University）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が，この分野は今後急速に進展する可能性があったため、予断を許さない状況では

あった。申請者は当初より、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 1参照）。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と他の HapB/C/E 依存の遺伝子とを区別することができること

を明らかにした 5）。 
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２．研究の目的 
HapX は申請者らが初めて見出した真菌類に特異的な転写制御因子であり、広域転写因子 CCAAT-box 結

合因子（HapB/C/E 複合体）と相互作用し、鉄を補欠分子族に含むような酵素や鉄取り込み系の遺伝子（以

後、鉄関連遺伝子と称する）の転写を、鉄の存在量に応答して制御する。本研究では、モデル糸状菌

Aspergillus nidulans を用い、(1)HapX との相互作用するタンパク質（転写調節に関する因子）を探索

し、同定する。(2)HapX と相互作用タンパク質との相互作用の詳細を解明する。 

以上の知見を総合し、真菌における鉄関連遺伝子の転写促進および抑制機構を解明することを目的と

した。 
 

３．研究の方法 
(1）HapX との相互作用因子の候補の選抜 

申請者らは既に準備段階として、hapX 欠失株に TAP タグ（Tandem Affinity Purification Tag）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、相互作用因子を取得するこ

とができる。また、鉄濃度を変えて培養し、試料を取得することで、相互作用するタンパク質の組

成の変化も検討の対象とする。 
(2）TOF-MS を用いた HapX と相互作用する因子の同定 

(1)で得られた画分の電気泳動ゲルの主要なタンパク質バンドを切り出し、TOF-MS 等の質量分析器

（本学に現有する共通機器）で解析する。A. nidulans のゲノム配列は明らかになっているので、

MASCOT 解析によりタンパク質を同定する。 
(3) HapX と相互作用タンパク質候補との相互作用の検証 

(2)の実験で得られたタンパク質の情報から遺伝子を取得する。得られた遺伝子(cDNA)をもとに、



リコンビナントタンパク質を作製し、HapX とのプルダウンアッセイや HapB/C/E 複合体と組み合わ

せた DNA 結合実験（EMSA）により、in vitro の実験系により相互作用の検証を行う。また、候補

タンパク質の遺伝子の欠失株の取得をおこない、in vivo における候補タンパク質の役割を調べる

ための基盤を整備する。  

 

４．研究成果 

(1)HapX との相互作用因子の候補の選抜 

誘導プロモータ(alcA promoter)を用いて TAP タグ(Tandem Affinity Purification Tag)を融合した

HapX を hapX 欠失株内で過剰発現する系を構築したが、誘導に伴い生育が悪くなり、解析が困難であ

ることが判明したため、hapX のネイティブプロモータを利用した系を構築した。本コンストラクトで

は、鉄欠乏条件下でHapX 依存のプロモータが正常に抑制されたため、この組換えHapX は正常に機能

していることが分かり、相互作用因子のスクリーニングに取りかかった。TAP タグを用いた 2 段階ア

フィニティー精製を行った結果、HapXと相互作用することが予想される複数のタンパク質が検出され

た。  

(2)相互作用因子候補タンパク質の同定 

(1)で得られた画分の電気泳動ゲルから候補タンパク質のバンドを切り出し、質量分析器および

MASCOT 解析によりタンパク質を同定したところ、HapX と相互作用することが明らかとなっている

HapB, HapC, HapE が含まれていることが明らかとなり、実験系が正常に機能していることが示された。

同条件の実験により、さらに 2種類のタンパク質が Xip1 (HapX Interacting Protein 1)と Xip2 ((HapX 

Interacting Protein 2)を同定することができた。 Xip1 は、ヒストン修飾酵素の一種であることが

示唆され、転写調節に関与することが予測された。転写因子である HapB/C/E 複合体が行う転写調節

に関わる可能 性が推測されるため、解析を行う 1 つ目の候補とした。また、Xip2 はそのホモログ

が出芽酵母において多岐にわたる生命現象に関与することが既に報告されており、広域転写促進因子

として様々な機能に関与する HapB/C/E 複合体との関与が考えられるため、解析する 2つ目の候補と

した。 

 (3)HapX との相互作用の検証 

2 種類の候補タンパク質をコードする遺伝子を取得することに成功した。まず、in vitro での相互

作用の検証のため、上記の2種類の因子に関して、大腸菌を用いた組換えタンパク質の調製を試みた。

大腸菌を用いた異種タンパク質生産用のベ クターを作製を終え、タンパク質の発現実験を行ったと

ころ、極めて発現量が少ないことが明らかとなった。可溶性画分にも不溶性画分にも、組換えタンパ

ク質 が確認することはできず、検出限界以下であった。この理由として、タンパク質コード領域内

のレアコドンの存在が一つの要因であると考えられた。今後も引き続き、発現の宿主を酵母に変える

など、発現条件等の検討を行い、相互作用の検証を行っていく。すでに作成してあるリコンビナント

HapX を用いてのプルダウンアッセイや EMSA の系に添加することによる相互作用検出系を試みる。ま

た、2つの候補タンパク質に関して、それらをコードする遺伝子の破壊カセットベクターを構築した、

破壊株の取得を進めている。これらの遺伝子破壊株の取得によ り、in vivo での解析が格段に進むと

思われる。  
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