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研究成果の概要（和文）：“ミトコンドリアを持たない真核生物”（Monocercomonoides sp.）では、バクテリ
アからの水平伝播によって新たな鉄硫黄（Fe-S）クラスター生合成系がサイトゾルにもたらされ、これによっ
て、ミトコンドリアの必須機能（ISCマシナリー）が回避されている。そこで本研究では、出芽酵母において
Fe-Sクラスター生合成系を操作することにより、ミトコンドリアISCマシナリーの機能をバイパスさせることを
試みた。NIFマシナリーの２成分を酵母のサイトゾルで発現させ、ISCマシナリー全体を欠失させるべく種々の条
件を検討したが、マシナリーの成分の中には欠失可能なものと不可能なものがあることが判明した。

研究成果の概要（英文）：The essential function in mitochondria and mitosomes is the biosynthesis of 
iron-sulfur (Fe-S) clusters by the mitochondrial ISC machinery. By contrast, another type of Fe-S 
cluster biosynthesis system is brought to the cytosol by horizontal gene transfer in the eukaryotic 
species that survives without mitochondria (Monocercomonoides sp.). In this study, we attempted to 
bypass the mitochondrial ISC machinery in Saccharomyces cerevisiae by engineering the Fe-S cluster 
biosynthesis systems. We expressed the components of the bacterial NIF machinery in yeast cytosol, 
and various conditions were examined to delete the entire ISC machinery. We found that some of the 
essential ISC components could be deleted, although some remained still essential. 

研究分野：分子生物学、生化学

キーワード： 鉄硫黄クラスター　ミトコンドリア
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、真核細胞における鉄硫黄（Fe-S）クラスターの生合成系ならびにその局在性を人為的に操作・改変
することにより、ミトコンドリアにおける生合成系（ISCマシナリー）の必須機能をバイパスさせることを試み
た。これをバイパスさせることができれば、ミトコンドリア全体をも欠失させることが可能になると期待した
が、ISC成分の中には必須性を回避できないもの（NFS1）が存在することが判明した。

※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 
 ミトコンドリアは、酸化的リン酸化によって大量の ATP を供給するオルガネラとして、真核
生物の繁栄を支えている。嫌気性原生生物の一部においては酸化的リン酸化能が消失している

が、それでもなお、ミトコンドリアが退行進化した関連オルガネラ（マイトソーム）として維持

されている。しかし、2016 年 5 月、“ミトコンドリアを持たない真核生物”がはじめて報告され
た。嫌気性原生生物のひとつMonocercomonoides sp.では、ミトコンドリアのタンパク質群をコー
ドする遺伝子のすべてが、ゲノムから欠失していたのである（Karnkowska et al. Curr. Biol. 26:1-
11, 2016）。近縁の原生生物種との比較から、かつてはこの Monocercomonoidesもミトコンドリ
アを保持していたが、進化の過程で失ったものと推定された。その欠失が可能になった要因は、

鉄硫黄（Fe-S）クラスター生合成系の局在性の変更である。 

 ミトコンドリアやマイトソームに共通する唯一の必須機能は、ISC マシナリーによる Fe-S ク
ラスターの生合成である。ミトコンドリアに局在する ISC マシナリーは、サイトゾルの CIA マ
シナリーと協調して、サイトゾルや核の Fe-S タンパク質群（生育に必須な DNA ポリメラーゼ
やリボゾームの生合成因子 Rli1 を含む）に Fe-S クラスターを供給している。一方
Monocercomonoidesでは、バクテリアからの水平伝播によって、別タイプの Fe-Sクラスター生合
成系（SUF マシナリー）がサイトゾルにもたらされている。これが CIA マシナリーと協調して
Fe-S クラスターを供給することによって、ミトコンドリアの ISC マシナリーやミトコンドリア
全体の必須性が回避されたものと考えられる。 

 別の嫌気性原生生物 Entamoeba histolytica や Mastigamoeba balamuthiでは、マイトソームは保
持されているものの、ISC マシナリーはさらに別タイプの Fe-S クラスター生合成系（NIF マシ
ナリー）に置き換わっている（Nyvltova et al. PNAS. 110:7371-7376, 2013）。また、われわれは E. 
histolytica の NIFマシナリーが、ISCマシナリーや SUFマシナリーと同様に、さまざまな Fe-Sタ
ンパク質群に対して特異性の広い Fe-S クラスター供給系として機能できることを明らかにして
いる（Ali et al. J. Biol. Chem. 279:16863-16874, 2004）。これらの知見から、真核細胞のミトコン
ドリアに局在している ISC マシナリーは、SUF マシナリーや NIF マシナリーと機能的に置換し
うるという可能性が示唆された。 

２．研究の目的 
 モデル真核生物である出芽酵母において、ミトコンドリアにおける唯一の必須機能は ISC マ
シナリーによる Fe-Sクラスターの生合成であり、それ以外の機能（TCAサイクルや酸化的リン
酸化、脂肪酸の β-酸化、アミノ酸やヘム、ビオチンの合成など）は失っても、富栄養培地であれ
ば生育することができる。では、サイトゾルだけで Fe-S クラスターを供給できるように改変す
ることができれば、出芽酵母においても、ミトコンドリア ISCマシナリーの必須性、ひいてはミ
トコンドリア自体の必須性も回避できるのではないだろうか？ 本研究では、

Monocercomonoides や Entamoeba のゲノム情報を参考にして、出芽酵母の Fe-S クラスター生合
成系を改変することにより、ミトコンドリアを持たない真核細胞を実験的に創り出すことを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）出芽酵母のサイトゾルの Fe-S クラスター生合成系（CIAマシナリー）にバクテリア由来
のクラスター生合成系の成分を追加して、ミトコンドリアの寄与がなくてもサイトゾルだけで、

Fe-Sタンパク質群に Fe-Sクラスターを供給できるように改変する。具体的には、NIFマシナリ
ーの２成分（NifSと NifU）を出芽酵母のサイトゾルで発現させ、CIAマシナリーと協調してク
ラスターを生合成できるように改変する。 

（２）NIFマシナリーの特性や ISCマシナリーとの共通性について理解を深めるために、構造や
生化学的な諸性質について詳細を調べる。 



（３）サイトゾルだけで Fe-S クラスターを組み立てることができるようになれば、ISC マシナ
リーの必須性が回避されると期待される。ミトコンドリアの ISC マシナリーをコードする必須
遺伝子群を破壊することで、この点を確認する。 

（４）ミトコンドリアへのタンパク質輸送装置をコードする必須遺伝子群を破壊する。これらを

破壊することができれば、ミトコンドリアの内部はタンパク質も DNAも無い抜け殻となり、い
ずれ細胞から欠失すると予想される。 
 
４．研究成果 
（１）NIFマシナリー（NifSと NifU）について、生化学的な性質ならびに構造を解析した。NifS
については、結晶内で酵素反応をスタートさせることによって、反応中間体の構造を捉えること

に成功した。また、NifSの活性部位の柔軟な触媒ループの構造はこれまで不明であったが、種々
の条件を検討することで、この触媒ループを含めた構造決定にはじめて成功した。これによって、

NifS の触媒反応で重要となる反応中間体と活性部位のアミノ酸との相互作用や、複雑に絡み合
った触媒ループが反応の進行時に解消されるべきトポロジー変化を見出した。NifUについては、
結晶化することが困難であったため、NifU 二量体と NifU-NifS 複合体の構造を SAXS により解
析した。また、NifUの３つのドメインを個別に発現・精製し、NifU二量体間の会合部位や NifS
との相互作用部位を検討した。これらの解析から、Fe-S クラスター生合成系としての基本的な
アウトラインが明らかになった。 

（２）nifSと nifUをクローン化し、細胞質で発現させるよう出芽酵母に導入した。一般に、Fe-
Sクラスターの生合成系を過剰に発現させると有害な影響が現れるため、タンパクの発現量を変
化させて酵母細胞の生育に対する影響を調べ、NIFマシナリーの適正な発現量が担保できる条件
を検討した。発現量はWestern解析によって確認し、また、出芽酵母の生育に影響を及ぼさない
発現量（プロモーターのセット）を特定した。 

（３）ミトコンドリアで作られる Fe-Sクラスターの一部を細胞質へ輸送する内膜の輸送体ATM1
の遺伝子破壊に成功した。ただし、予想に反して、この破壊株は NifS、NifUの発現プラスミド
を脱落させても生育可能であった。ATM1は必須遺伝子と報告されていたが、NifS、NifUの有無
に関係なく破壊されたことから、Fe-S クラスター生合成系の改変において、指標にならないこ
とが判明した。 

（４）ミトコンドリアにおける ISCマシナリーの必須成分 JAC1の破壊に（世界で初めて）成功
した。また、破壊株の表現型から、ミトコンドリア内の Fe-Sタンパク質群（TCA回路や電子伝
達系）は機能していないが、サイトゾルや核の Fe-S タンパク質群は正常と推定された。この破
壊株からはリバータントが単離できたため、サイトゾルにおける NIF+CIAのキメラ型 Fe-Sクラ
スター生合成系の機能が向上したのではないかと期待して、サプレッサー変異の特定を進めて

いる。 

（５）別の必須成分である NFS1の遺伝子破壊には、これまで成功していない。NFS1はシステ
イン脱硫黄酵素として、Fe-Sクラスター生合成系に硫黄を供給するだけでなく、tRNAの硫黄修
飾系にも硫黄を供給することが知られている。そこで、培地に高濃度の硫黄を添加するといった

条件を検討し、さらには NFS1のコピー（ミトコンドリア移行配列を除去したもの）をサイトゾ
ルで発現させるといった改変を施して、バイパスの可能性について検討を続けている。 

以上、助成金の交付期間に“ミトコンドリアを欠失させる”という目的を達することはできなかっ
たが、今後の展開に期待が持てる状況である。 
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