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研究成果の概要（和文）：　鉄硫黄クラスター(Fe-S)は、すべての生物の生存に必須なタンパク質成分として知
られており、酸素により崩壊する性質をもつ。Fe-S クラスターが生体内においてどのように合成されるのかを
明らかにするために、本課題では生合成のコア複合体に着目した。X線結晶構造解析によりコア複合体の立体構
造を明らかにし、複合体分子内部にトンネル/キャビティーが存在することを明らかにした。変異体解析および
構造学的解析によって、この分子内キャビティーはクラスター合成の材料である、鉄源、硫黄源を蓄積し、合成
部位に供給する役割を担っているという機構を新たに提唱した。

研究成果の概要（英文）： Iron-sulfur (Fe-S) clusters  are protein co-factor that are known to have 
extremely oxygen-labile nature.  To elucidate the molecular mechanism  involved in the Fe-S cluster 
 biogenesis, in this proposal we focus on its core protein complex. We have been determined the 
crystal structure of the core complex, thereby the internal cavities were found.  The mutagenesis in
 vivo assay and structural analyses implied that this cavity is probably play a role for the 
reservoir of iron and/or sulfur species  for the de novo  Fe-S cluster biosynthesis.

研究分野：構造生物化学

キーワード： 鉄硫黄クラスター　結晶構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄硫黄クラスターは、動物では呼吸、植物では光合成の中心を担う成分である。生物界において必須な役割を担
う成分にも関わらず、いまだにこの生合成機構が明らかになっていない。この主な原因として、鉄硫黄クラスタ
ー自体が酸素に極端に不安定で、実験室では数秒～数分で崩壊してしまうことが挙げられる。本課題では、鉄硫
黄クラスターの崩壊を防ぎながら、さまざまな実験方法を遂行し、これまでに分かっていなかったクラスター合
成の材料の供給経路を明らかにできた。将来的にこれらの成果は、人間に副作用・悪影響がない抗生物質や除草
剤の開発に繋がることが期待されている。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

鉄硫黄クラスターを持つタンパク質（Fe-S タンパク質）は、高等動植物から古細菌まで非常に

多様な種類（大腸菌では 120 種類以上）が分布する 1)。例えば、ミトンコリア呼吸鎖複合体には

9 個、葉緑体光合成反応中心複合体には 3 個の Fe-S クラスターが存在し、その他、クエン酸回

路からビタミン合成、遺伝子発現制御を司る Fe-S 蛋白質が知られている。つまり、すべての生

物は Fe-S クラスターが合成できないと致死となる。 
SUF マシナリーは生物界に広く分布する Fe-S クラスター合成マシナリーである。オペロンに

コードされる六種のタンパク質（SufABCDSE）から構成され 3)、これら複合体の離合集散が分子

スイッチとなり段階的に活性・機能を調節している。これまでに申請者は、SUF マシナリーの構

造生物学研究を展開し、SufB-SufC-SufD 三成分複合体のアポ型立体構造を決定した。この複合

体では、構造変化によって、Fe-S クラスター合成部位が露出し、生合成がスタート、酸素に弱い

中間体クラスターは分子内部で保護されることを予想している。 
 一方、Fe-S クラスター生合成のマスターレギュレーターである CnfR は、Fe-S クラスターを細

胞内ガス濃度のセンサーとして活用しており、クラスター合成遺伝子の発現を制御している。興

味深いことに、還元的な細胞内において CnfR は、酸素濃度だけでなく、窒素濃度を検知する可

能性が浮かび上がってきた。これは、CnfR によって制御されるクラスター合成系は窒素固定に

特化したニトロゲナーゼであることから合理的ではあるが、全く前例のない機能である。 
 
２．研究の目的 
 

Fe-S クラスター合成の生合成機構を明らかにするために、この"心臓部"といえるコア複合体

に焦点をあてる。この複合体は ATP 加水分解に共役して、鉄と硫黄原子を Fe-S クラスターへ

変換する。本研究では、酸素に不安定な Fe-S クラスター合成超複合体の作動メカニズムの全容

解明を目的とし、どこでどのように Fe-S クラスターが合成されるのかを可視化する。また、Fe-
S クラスターをもつ新規な転写調節蛋白質（CnfR）の構造機能解析を進めることで、Fe-S クラス

ターがもつ新規なセンサー機能解明の解析基盤を築く。 
 
３．研究の方法 
 
本計画では、酸素に脆弱な Fe-S クラスターを安定的に保つために、無酸素環境下の活用と 

変異導入を進める。これらの条件下での蛋白質の発現・精製・結晶化など遂行する。さらに、基

質アナログ（ATP アナログ）を組み合わせることにより、一過的な Fe-S クラスターが合成コア

複合体の中で段階的に組み上がる過程をトラップする。ステップ毎の構造を決定することで、材

料である硫黄原子、鉄原子および還元力（e-）が、どのように供給されるのか可視化する。この

系の実質的な応用として、新規機能 Fe-S タンパク質である窒素ガスセンサータンパク質 CnfR に

適用し、クラスター結合型 CnfR を作出、これまで不可能であった構造機能解析を展開する。こ

れらの無酸素系に加え、細胞内での機能解析を並行することにより、Fe-S クラスターの生合成

機構および新規機能を実験的に証明する。 
 
４．研究成果 
 
[Fe-S クラスター合成複合体の構造機能解析] 
 X 線結晶構造解析により、コア複合体はヘテロ四量体構造をもち、さらに新規なフォールディ

ング（β-ヘリックス構造）をもつプロトマーが二つ存在することが明らかになった（SufD およ

び SufB プロトマー）。また、ATP アナログを駆使した分光学的な実験から、残りの成分（2 分子

の SufC）は ATP 存在下においてダイマー化することを明らかにし、複合体のダイナミックな立

体構造変化が Fe-S クラスター合成に関与していることを実験的に証明した。 
 この立体構造をベースに複合体の機能残基を調べるために、50 箇所のアミノ酸にそれぞれ変

異を導入したコア複合体遺伝子を作製した。変異コア複合体の発現・精製を進め、複合体のどの



部位が機能に必須なのかを調べた。機

能残基は β－ヘリックスコアドメイン

N 末端側の機能領域に位置しており、

Fe-S クラスターの新規形成部位と予想

される SufB と SufD の会合面までは 
25Å 以上離れていることを明らかにし

た。さらに、コア複合体の SufB の β－
ヘリックスドメインの内部にはトンネ

ル構造（キャビティ構造）が存在するこ

とが明らかになった。このトンネル内

部に変異を導入して機能解析を進めた

結果、硫黄種または鉄源となるイオン

がこの間隙に蓄積される可能性を見出

した。これらの結果から、これまで不明

であったコア複合体による Fe-S クラス

ター合成の材料の供給経路を提唱し

た。 
 
[Fe-S クラスターをもつ転写調節因子の機能解析] 

Fe-S クラスターは酸素に脆弱な性質をもつため、蛋白質の酸素センサーとして機能できる。

空気中に窒素をアンモニアに変換する反応は窒素固定と呼ばれ、一部の微生物（と共生植物）が

可能な特殊な反応である。窒素固定は、細胞の酸素濃度および利用可能な窒素化合物濃度を感知

して転写レベルで調節されることが知られている。CnfR は、シアノバクテリア Leptolyngbya 
boryana における窒素固定関連遺伝子群(nif 遺伝子群）の主要な転写活性化タンパク質として同

定された。このタンパク質は、低酸素かつ窒素枯渇に応答して、nif 遺伝子群の転写を活性化す

る (Tsujimoto et al, PNAS 2014; Tsujimoto et al., Mol. Microbiol. 2016)。CnfR は、N 末端の鉄硫黄ク

ラスター結合ドメイン、未知の機能の中間ドメインおよび C 末端 DNA 結合ドメインという 3 つ

のドメインから構成される。N 末端ドメインには、細菌型フェレドキシンに含まれる 2 つの[4Fe-
4S]クラスター結合モチーフ（CxxCxxCxxxCP および CxxCx8CxxxC）、C 末端ドメインには、DNA
結合のための典型的 helix-turn-helix モチーフが存在する。Fe-S クラスターは酸素センサーとして

機能し、これらのドメイン配向の構造変化によって DNA 結合と転写活性化を制御していること

を想定している。本課題では、構造生物学的な手法を用いて CnfR の分子メカニズムを明らかに

することを目的として、CnfR の大量発現系を確立し、転写活性化のために CnfR が結合する DNA
配列の決定を試みた。 

Fe-S クラスターを保持した状態の CnfR を得るために、クラスター合成系（ISC マシナリー）

を大腸菌内で共発現し、さらに無酸素条件下で精製することによってホロ型 CnfR を得ることが

できた。CnfR が認識する DNA 配列の探索法を検討した結果、DNase からの分解保護を利用し

た protection assay 法を確立した。(nif 遺伝子群の周辺 DNA 配列を実験に供した結果、nifB 上流

の幾つかの断片（20 bp 程度）が結合配列候補として得られた。これら成果により、CnfR による

窒素固定遺伝子群の調節機構を探る上で有効な解析手法を確立することができた。 
 

 
図.コア複合体による Fe-S クラスターの生合成メカニズム 
材料は、分子内部のトンネルを通って合成部位に供給される

ことを提唱（Sci. Rep. 7. 9387, 2017, DOI:10.1038/s41598-017-
09846-2 から転載） 
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