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研究成果の概要（和文）：細胞分化過程におけるフリーヘムのシグナル伝達機能は、最近登場したばかりの新し
い概念であり、それを裏付ける生理学的証拠は、私たちを含む2つの研究グループによって提供された。しか
し、信頼性の高いフリーヘムセンサーがまだないため、その関連性を正確に評価することは難しい状況にある。
 このプロジェクトでは、さまざまな種類の細胞内のシグナル伝達分子としてのフリーヘムの生理学的役割を検
証および調査することを目的として、新規のフリーヘムセンサーを開発した。

研究成果の概要（英文）：The signaling function of free-heme in cell differentiation processes is a 
new concept that has only recently emerged and the supporting physiological evidences for it were 
provided by the two research groups, including us. However, its relevance cannot be evaluated 
precisely because a reliable free-heme sensor is not yet available. In this project, we developed 
free-heme sensor to verify and examine the physiological role of free-heme as a signaling molecule 
within various types of cells.

研究分野：分子生物学　分子免疫学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヘムに結合する転写因子（分化、老化、リズムに関わる）が多数見出されたため、細胞分化や細胞機能制御因子
としてのヘムの役割に注目が集まっている。最近生理的条件下でヘムが分化制御因子として機能していることを
申請者を含む二つのグループが明らかにした。このヘムによる分化制御機能の一般性をさらに詳細に解析するた
めには、実際に生体内で制御因子として機能している「細胞内遊離ヘム」を感度良く特異的に検出するプローブ
を開発することが必要である。本研究課題において開発に成功したことから、ようやく「細胞内遊離ヘム」の生
理的機能を明らかにすることが可能になったと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 
細胞が分化する際、細胞増殖の変化を伴うことは広く知られている事実である。例えば、増殖（分

裂）していない血液幹細胞から様々な血液細胞を生み出すためには、血液幹細胞が増殖すること

が必要である。さらに増殖する血液幹細胞から生み出される様々な血液細胞の前駆細胞は、それ

ぞれの系列に固有の細胞増殖能を持つことも知られているが、細胞増殖と分化を関連付けて制

御する分子機構の詳細は不明である。細胞にとって最も基本的な性質である細胞増殖と細胞分

化の関係を正しく理解し、その作動原理の全体像を明らかにすることは、重要な課題の一つであ

る。この課題の解明には、細胞増殖と細胞分化を関連付けて制御している新しい因子の同定が必

要であると考えられるが、そういった機能を担う因子を同定しようとする試みは今のところ成

功していない。 

申請者は活性化B細胞の分化方向を決定するメカニズムの解析から以下のことを明らかにした。

①活性化 B細胞はミトコンドリア活性の違いで二つの細胞集団(P1と P2)に分類されること。②

ミトコンドリア活性の変化は細胞増殖の変化に先行して起こること。③ミトコンドリア活性の

高い細胞（P1）ではクラススイッチ組換えが誘導され、低い細胞（P2）では形質細胞分化が誘導

されること。④ミトコンドリア活性の高い細胞（P1）では、活性酸素の産生が亢進し、この活性

酸素がヘムの合成を抑制すること。⑤ヘム合成が盛んな P2細胞では、ヘムによって機能が抑制

される転写因子 Bach2 の働きが

抑制された結果、形質細胞への分

化誘導が起こること。（図１）こ

れらのデータから、『細胞内遊離

ヘム』が細胞増殖と細胞分化を関

連付けて制御するシグナル因子

としての機能を担っている可能

性が示唆された。 

図１活性化 B細胞のミトコンドリア染色による FACS解析： 

活性化 B細胞は二つの細胞集団に分かれた。それぞれの領域を P1,P2と名付けた。 
 
２．研究の目的 
 

『細胞が分化する際、細胞増殖の変化を伴う』といった、昔から知られている現象の分子的実態

を明らかにすることを目的とした研究提案である。申請者は、増殖と分化を結びつける候補機能

分子として『細胞内遊離ヘム』に注目した。細胞増殖能の変化に先行して変動する『細胞内遊離

ヘム』が、生体内で分化制御因子として機能している可能性を検証する。 
 
３．研究の方法 
 

シグナリング分子としての機能を持つことが推定される、タンパク質に結合していない『細胞内

遊離ヘム』だけを選択的に定量することは困難である。また、一つの細胞内のヘムの定量でさえ、

感度的に難しいといった問題がある。これらの問題を解決することを目的として、蛍光タンパク

質を用いたヘムプローブを作成し、一つの細胞内に存在する『細胞内遊離ヘム』を生きたまま検

出できる新しい手法の開発を目指し以下の実験を計画した。 
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ヘム分解酵素であるHO-1の酵素活性を失活させた変異体を用いて消光型もしくは FRET型プロ

ーブを作成する（図 2）。FRET型は、HO-1にヘム依存的に結合する CRPを連結したプローブを

作成し、ヘムによる構造変化を FRETで検出する。消光型は、ヘムが特定の波長の光を吸収する

ことを利用する。ここで用いるヘムプローブタンパク質は、P2Aと呼ばれる self-cleaving peptide

を介して波長の異なる別の蛍光タンパク質（図３では BFP）と結合したものが完成形となる。翻

訳後に切断されるこの蛍光タンパク質の蛍光強度に対するヘムプローブの蛍光強度を調べる事

によって、細胞内遊離ヘムを定量

する。ヘムに対する親和性の異な

る複数のヘムプローブを作成し、

それらのヘムプローブが全身で

発現するトランスジェニックマ

ウスを作成することによって、シ

グナリング因子としての『細胞内

遊離ヘム』の機能を評価すること

を目指す。 
 

 
図 2各種ヘムセンサーのデザイン 
 
４．研究成果 
 

FRET 型のヘムプローブで

あるが、検出システムとし

ては消光型より優れている

と考え精力的に実験を進め

たが、適切に FRET を誘導

できる融合タンパク質の作

成には至らなかった。消光

型ヘムプローブでは、ヘム

に対する親和性の異なる

様々な HO-1 分子を用いて

ヘムプローブを作成し、『細

胞内遊離ヘム』を定量する

予備実験を行なった。図３はその実験結果の一部である。HEK293T 細胞にヘムプローブを一過

性に発現させ、細胞内ヘムの量を増減させる処理による細胞内遊離ヘム量の相対的変化を測定

し、ヘムプローブによる『細胞内遊離ヘム』検出の妥当性を評価した。ヘムに対する親和性が中

等度のプローブでは、ヘムの添加やヘム合成の促進によって、細胞内遊離ヘム量の増加が観察さ

れた。また、ヘム合成阻害剤の添加により細胞内遊離ヘム量の減少が観察された。ヘムに対する

親和性が強いプローブでも基本的には同様の結果が得られている。これらのヘムプローブを発

現するトランスジェニックマウスを作成し、様々な組織における『細胞内遊離ヘム』量の違いが

検出できることを確認するところまで終了している。 
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