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研究成果の概要（和文）： コファクターとして鉄硫黄（Fe-S）クラスターを持つタンパク質は
Fe-Sタンパク質と呼ばれ、光合成や呼吸などのエネルギー代謝から遺伝子の発現制御にいたる
まで、重要かつ多彩な生理機能を担っている。それら Fe-Sタンパク質の機能を支えているのが
Fe-Sクラスターの生合成系である。本研究では、Fe-Sクラスターの生合成マシナリーで中心的
な役割を担う IscUタンパク質の性質を解析し、ユニークな構造との相関を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Proteins containing Fe-S clusters are called Fe-S proteins and participate in 
a wide range of cellular processes from energy metabolism to gene regulation. The assembly of Fe-S 
clusters is achieved by a multicomponent machinery. In this study, we have characterized the IscU 
protein that plays a central role in the biosynthesis machinery and revealed its functionality based on the 
unique structure. 
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１．研究開始当初の背景 

 私たちは、以前の遺伝生化学的な研究によ

って、Fe-Sクラスターの生合成系を 2種類同
定している。大腸菌 iscSUA-hscBA-fdx-iscX（isc
オペロン）にコードされる ISCマシナリーと
sufABCDSE オペロンにコードされる SUF マ
シナリーである。これらのマシナリーは生物

界に遍く分布しており、真核生物ではミトコ

ンドリアに ISC、葉緑体に SUF が見られる。
しかしながら、どちらも複数の成分から構成

される複雑な系であり、どのようにして Fe-S
クラスターを組み立てて、アポタンパク質に

渡しているのか、作動機構には不明な部分が

多い。 

 ISC マシナリーは７種類の成分から構成さ
れており、その中で IscU は、Fe-S クラスタ
ーの de novo 形成を担うタンパク質として
知られている。すなわち IscUタンパク質では、
1) クラスターの材料となる鉄原子と硫黄原
子を受け取り、2) それらをクラスターの形に
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組み立て、3) 不安定なクラスター中間体を一
時的に保護し、4) 最終的にアポタンパク質へ
受け渡すという、一連の工程が想定されてい

るが、具体的な作動機構は不明である。近年

私たちは、超好熱菌 Aquifex aeolicus IscU の 
[2Fe-2S] クラスターを保持したホロ型の結
晶構造を決定した。驚いたことに、holo-IscU
は非対称なホモ三量体であり、３種類のプロ

トマーが会合面の構造を変化させることに

よって非対称な会合を可能にしている。また、

[2Fe-2S]クラスターが結合しているのは三量
体のなかで１つのプロトマーのみであり、そ

のクラスターはプロトマーの分子表面に大

きく露出しているが、三量体中では隣接する

プロトマーに覆われるように、会合面の内部

に埋もれている。ホロ型 IscUは溶液中でも三
量体だがアポ型は解離する傾向にあり、この

オリゴマー状態の変換が IscU におけるクラ
スター中間体の形成と標的タンパク質への

移行に重要と考えられた。 

２．研究の目的 

本研究では、これまでのわれわれの研究成果、

すなわち ISCマシナリーに対する遺伝生化学
的な解析バックグランドとホロ型 IscU のユ
ニークな結晶構造に基づいて、これらをさら

に発展させることで、Fe-S クラスターの de 
novo 形成部位としての IscU の構造と機能の
相関、ならびにマシナリーの他の成分との相

互作用の詳細、すなわちクラスター生合成マ

シナリーの中核となる作動機構を明らかに

することを目的とした。 

３．研究の方法 

本研究では、ホロ型 IscUの結晶構造に基づい
て種々の部位特異的変異を導入し、その影響

を in vivo と in vitro、ならびに構造解析によ
って調べた。in vivoの実験系は、大腸菌 IscU
（Ec IscU）による変異株の相補試験である。
大腸菌には ISCマシナリーとSUFマシナリー
という 2種類のFe-Sクラスター生合成系が存
在しており、それらの二重欠失は合成致死と

なるが、温度感受性の相補プラスミドの入れ

替えを利用することで、∆sufABCDSE-∆iscU
株に iscU遺伝子を導入し、その表現型から機
能性を評価した。in vitroの生化学的な解析と
結晶構造解析には、超好熱菌 Aquifex aeolicus 
(Aa) の IscUを用いた。ホロ型 IscUの結晶構

造の情報に加えて、このタンパク質の 
[2Fe-2S] クラスターは、他の生物のものに比
べて安定性が高いという利点がある。 

４．研究成果 

本研究では、Fe-Sクラスターの de novo 形成
部位として、生合成マシナリーのなかで中心

的な役割を担っている IscU タンパク質の構
造−機能相関、ならびにマシナリーの他の成
分との相互作用について研究を進め、以下の

成果を得た。 

(1) Aa IscU の結晶構造では、3残基の Cysと
１残基の His が [2Fe-2S] クラスターを配位
しており、この配位子の組み合わせは他にほ

とんど例がない。Ec IscUでこれら 4残基に系
統的に部位特異的変異を導入し、変異タンパ

ク質の機能を大腸菌変異株の相補試験を用

いて検討したところ、4 残基のいずれもが
IscUの機能に必須であり、他のアミノ酸では
機能不全となるばかりか、Cys と His の配置
にも互換性が無いことが判明した。Aa IscU 
の結晶構造では、[2Fe-2S] クラスターは三量
体の会合面でタンパク質の内部に隔離され

ているが、His のイミダゾール環の一部は溶
媒に露出している。この Hisのプロトネーシ
ョンが引き金となって、クラスターの安定性

／不安定性を制御するという可能性が浮上

してきた。 

(2) IscUの Fe-Sクラスターの周辺には、IscS
と相互作用して複数の S原子を受け取る部位
や、CyaY/IscXと相互作用して複数の Fe原子
を受け取る部位、さらには Fe-Sクラスターを
アポタンパク質に移行させるために

HscA/HscBと相互作用する領域が存在すると
想定される。本研究では、Fe-Sクラスターの
近傍に、系統的な部位特異的変異を導入する

ことにより、 in vivo 機能に必須な３残基
（Tyr3, Asp39, Lys103）を特定した。このう
ち、Asp39と Lys103については、他のどのア
ミノ酸に置換しても IscU の機能が失われた
が、Tys3 についは、Trp、Phe、His に置換し
た場合に、部分的にではあるが相補可能であ

り、芳香環の重要性が判明した。また、いく

つかの変異 IscUでは、好気／嫌気条件におい
て機能性が異なるという結果が得られた。こ

れは、元来酸素に対して不安定な Fe-Sクラス
ターに対する、保護機能の低下と考えられる。 



 
図 ISC マシナリーにおける各成分の役割と
相互作用のモデル 
 

(3) 超好熱菌 Aa IscU の [2Fe-2S] クラスタ
ーは、他の生物のものに比べて安定性が高い

ため、このタンパク質は生化学的な解析に適

している。Aa IscU のクラスターの配位子で
ある３残基の Cysと１残基の Hisに部位特異
的変異を導入したところ、意外なことに、そ

れらのうちの２残基を Alaに置換してもなお、
三量体に会合して Fe-S クラスターを保持す
ることが判明した。クラスター配位に対する

この独特な柔軟性は、クラスターの de novo
形成の段階に複数の IscU 分子が協調して関
与するという可能性を示している。 

(4) Aa IscU の上記 (3) の変異タンパク質、な
らびに、Aa IscUと Aa IscS1との複合体の結
晶化を行い、後者については良好な結晶が得

られた。2.0 Å 分解能までの強度データを収
集して構造を決定したところ、Aa IscU に相
当する領域の多くはディスオーダーしてい

たが、いくつかの二次構造をアサインし、

IscU-IscS 結合モデルを構築することができ
た。現在、さらに Aa Fdx を加えた 3成分の
複合体について結晶化を進めている。 

(5) HscA/HscBについては、これまで IscUと
相互作用することが知られていたが、新たに、

ホルムアルデヒドで架橋されるタンパク質

を多数検出した。Fe-Sクラスターの受け渡し
に際して、HscA-HscBが、多数のアポタンパ
ク質を IscU へリクルートするという可能性
が浮上してきた。 

これらの成果は国内外の学会や論文で発表

し、あるいは投稿準備中である。そのなかで

も上記（3）は新たな概念につながる知見を
示したもので、国際シンポジウムで大きな反

響を得た。今後は、変異を導入した IscUの静
的な構造に加えて、Fe-Sクラスター形成の動
的な側面を捉えることで研究をさらに発展

させる予定である。 
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