
埼玉大学・理工学研究科・名誉教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２４０１

基盤研究(B)（一般）

2023～2020

鉄硫黄クラスター生合成マシナリーの反応過程における過渡的な中間状態の解明

Analysis of intermediate states in the reaction process of iron-sulfur cluster 
biosynthesis machineries

１０１５４８７４研究者番号：

高橋　康弘（Takahashi, Yasuhiro）

研究期間：

２０Ｈ０３２０４

年 月 日現在  ６   ６ １８

円    13,900,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、鉄硫黄（Fe-S）クラスターの多様な生合成系について構造と機能の解析
を進め、以下の要点を明らかにした。（１）クラスターの硫黄を供給するシステイン脱硫酵素の反応機構・阻害
機構を明らかにした。（２）ISCマシナリーの中核成分IscUについて、Fe-Sクラスターの不安定な生合成中間体
を保持した状態の構造を捉え、またHscA-HscBによってもたらされるコンフォメーション変化の意義を明らかに
した。（３）SUFマシナリーのプロトタイプとして、偏性嫌気性のアーキアやバクテリアに分布するSufB*2C2型
を同定し、そのユニークな特性から生合成系の進化的変遷の道筋や要因を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the biosynthetic systems of iron-sulfur (Fe-S) 
clusters and clarified the following key points. (1) We clarified the reaction and inhibition 
mechanisms of cysteine desulfurase that supplies sulfur to the Fe-S clusters. (2) We captured the 
structure of IscU, a core component of the ISC machinery, in a state that retains the labile 
biosynthetic intermediate of the Fe-S cluster, and also clarified the significance of the 
conformational change of IscU induced by HscA-HscB. (3) We identified the SufB*2C2 type, which is 
distributed in anaerobic archaea and bacteria, as a prototype of the SUF machinery, and clarified 
the path and factors of the evolutionary changes of the biosynthetic systems.

研究分野：生化学、分子生物学

キーワード： 鉄硫黄クラスター　鉄硫黄タンパク質　生合成

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Fe-Sクラスター生合成システムの作動機構と多様性について、鍵となるいくつかのポイントを世界
に先駆けて明らかにすることができた。独自に研究の方向性を見定めて、オリジナルのin vivo実験系とin 
vitroの生化学的ならびに構造解析を有機的に関連させつつ発展させた成果である。これらはFe-Sクラスター生
合成の本質に迫る重要な知見であり、学術的な意義は極めて大きい。

※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 

 鉄硫黄（Fe-S）タンパク質は、コファクターとして [2Fe-2S]、[4Fe-4S] などの Fe-S クラスタ

ーを持つタンパク質の総称である。夥しい種類の Fe-S タンパク質が知られており、光合成や呼

吸などのエネルギー代謝（電子伝達系）から、窒素や硫黄の同化反応、アミノ酸やヌクレオチド

の生合成、DNAの修復、RNAの修飾、遺伝子発現の制御にいたるまで、生命活動の根幹を担っ

ているものも多い。これら 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。研究代表者（高橋）は 2000年前後に、世界に先駆けて２種類の Fe-Sクラスター生合

成系、ISCと SUFマシナリーを発見した。いずれも多成分から構成される複雑な酵素系であり、

作動機構の詳細は明らかでない。分子レベルでの理解がなかなか進まない要因として、生合成マ

シナリーで新規に形成される Fe-S クラスターが非常に不安定なことが挙げられる。さらに、鉄

イオンの非特異的な結合や Fe-Sクラスターの非酵素的な形成が障害となり、in vitroの再構成系

で in vivo の反応を忠実に再現することは未だに困難である。一方、in vivo では関連する遺伝子

のほぼすべてが生育に必須なため遺伝学的なアプローチも限られていたが、近年、研究代表者

（高橋）は、大腸菌の代謝経路を改変することによって Fe-S クラスター生合成系の必須性を回

避させることに成功した（文献①）。この実験系を用いることで、関連遺伝子群を自在に操作し
て、その影響を極めて簡便かつ正確に評価することができる。 

 

２．研究の目的 

本研究の主目的は、鉄硫黄クラスター生合成システムの作動機構の解明であり、ポイントになる

のは、Fe-S クラスターの生合成中間体の同定、ならびにそのアセンブリーを担う分子基盤の究

明である。このため、ISCマシナリーでは IscUに、SUFマシナリーではSufBC2D複合体やSufB*2C2

複合体に重点をおいて in vivo機能解析と結晶構造解析・生化学的解析・分光学的解析を進めた。

これら生理学から構造生物学にまたがる新たな切り口で、Fe-S クラスターの生合成反応を超分

子マシナリーの作動機構として解き明かすことを目的とした。並行して、多様性に富む Fe-S ク

ラスター生合成システムについて、進化的変遷の道筋や生存戦略との関連を解き明かすことを

目指した。 

 

３．研究の方法 

X 線結晶解析は藤城と和田が、EPR などの分光学的な解析は藤城が分担した。高橋は全体を総

括すると共に、遺伝生化学の観点から以下の方法で研究を進めた。大腸菌では２種類の必須な

Fe-Sタンパク質（IspGと IspH）がイソプレノイドの生合成経路（MEP経路）に関与しているが、

この MEP 経路を Fe-S 酵素が関与しないメバロン酸経路に改変すると、Fe-S クラスター生合成

系が機能しなくても、メバロン酸を含む培地であれば生育させることができる（文献①）。本研

究では、この実験系を利用して関連する遺伝子群を自在に操作し、さまざまな変異株の Fe-S ク

ラスター形成能を比較検討した。また、Fe-Sクラスター生合成系を欠損させた大腸菌変異株（∆isc 

∆suf）に異種生物由来の関連遺伝子を導入して、その相補能から in vivo 機能を評価した。さら

に、生合成マシナリーの成分に対して系統的に部位特異変異を導入して機能残基や機能領域を

洗い出し、機能不全となったものからはサプレッサー変異を同定した。これら in vivo の知見に

基づいて、野生型と変異型タンパク質の生化学的性質を in vitroで比較するとともに、複合体の



構造解析にフィードバックさせることで実験的な検証を掘り下げ、構造と機能の研究を展開し

た。 

 

４．研究成果 

（１） ３種類の Fe-Sクラスター生合成マシナリー（SUF、ISC、NIF）の作動機構は大きく異な

るものの、いずれもシステイン脱硫酵素によって Fe-S クラスターの材料となる無機硫黄が供給

されている。この脱硫酵素は、活性部位である PLP 周辺の部分構造の違いから、大きく２つの

タイプ（タイプ I: IscSと NifS、タイプ II: SufS）に分類されているが、私たちはそれらの構造と

反応機構について比較解析を進め、共通点と相違点、多様性と進化的な側面、ならびに阻害機構

の詳細などを明らかにした。すなわち、(i) 好熱菌由来の NifS の結晶構造を解析することで、I

型酵素における触媒ループの構造を初めて捉えた（文献②）。また、(ii) 反応中間体の X線結晶

構造解析に成功し、I型の NifSと II型の SufSでは共通の反応中間体を形成すること、一方、触

媒ループの構造変化は両者で大きく異なることを明らかにした（文献②、③）。 (iii) シクロセ

リンは、結核の治療などに用いられる抗生物質であり、D-体と L-体の２つの異なる光学異性体

が知られている。これら２つの異なるシクロセリン光学異性体が、SufS に対して異なる機構で

阻害作用を示すことを明らかにし、病原性微生物による感染症治療において SufSを標的とする

新たな創薬の可能性を示した（文献④）。 

（２） ISC マシナリーにおいて、IscU は Fe-S クラスターの組み立てを担う中核成分であり、

HscA-HscBは IscUと特異的に結合する Hsp70シャペロンとコシャペロンである。これらはどれ

もマシナリーの機能に必須だが、私たちは、HscA-HscBの必須機能をバイパスする二次的な変異

を IscU内に複数見出した。それらサプレッサー変異型の IscUタンパク質を生化学的に解析した

ところ、その多くが二次構造レベルで大きく変化した変性状態にあること、また、金属イオンを

結合すると nativeなコンフォメーションに復帰することを見出した。さらに、IscUは、クラスタ

ーを組み立ててそれを他のタンパク質に移行させるという反応の過程の中で、structured 型と

denatured 型の２つのコンフォメーションを遷移する必要があることを実証した。これらの知見

に基づいて、HscA-HscB は IscU の構造を denatured 型に変化させることで、Fe-S クラスターを

不可逆的に放出させる役割があることを明確に示した（文献⑤）。 

（３） IscUの Fe-Sクラスターは非常に不安定であるため解析が進んでいなかったが、好熱性古

細菌Methanothrix thermoacetophila IscUの Fe-Sクラスターは、例外的に安定性が高いこと、さら

に、H106A というアミノ酸置換を導入するとクラスターの安定性が向上することを見出した。

このタンパク質の X線結晶構造解析に成功し、二量体の会合面に２つの [2Fe-2S] クラスターを

集積した、独特な構造を世界に先駆けて決定した。また、溶液中でこの二量体に還元剤を加える

と、２つの [2Fe-2S] から [4Fe-4S] へのクラスター変換が起こることを、EPR を用いた分光学

的な解析で実証した。これらの知見に基づいて、IscU では、1分子あたりひとつの [2Fe-2S] ク

ラスターを組み立てた後で、2 分子が会合して二量体となり、その会合面で 2 つの [2Fe-2S] ク

ラスターが 2電子を受け取って融合することで [4Fe-4S] クラスターに変換される、というユニ

ークな反応メカニズムを提唱した（文献⑥）。さらに、IscUの D40A/H106A二重変異型が、野生

型とは異なる非対称な二量体を形成し、その二量体を架橋する形で１つの [2Fe-2S] クラスター

を持つことを明らかにすることで、IscUは Fe-Sクラスターの配位様式や二量体の会合様式にお

いて、並外れた柔軟性を有することを示した。これらの知見に基づいて、クラスターの組み立て



と変換を担う IscUの分子基盤を明らかにすることができた。 

（４） 通常、SUFマシナリーは６種類の成分から構成されており、そのうち SufB、SufC、SufD

が SufBC2D 複合体を形成し、その複合体で Fe-S クラスター中間体が新規に形成される。一方、

偏性嫌気性のアーキアやバクテリアの中には SufB*と SufCの二成分のみで構成されるタイプが

分布している。私たちはその一つ、メタン生成古細菌Methanocaldococcus jannaschii （Mj）由来

の SufB*Cについて結晶構造を決定し、SufB*2C2複合体を形成すること、また、その分子構築は

大腸菌 SufBC2D複合体のものと類似していることを明らかにした。さらに、Mj sufB*-sufC遺伝

子を、大腸菌の Fe-Sクラスター生合成系を欠損させた変異株で発現させたところ、嫌気かつNa2S

を添加した培養条件でのみ変異株の表現型を相補することを見出した。また、別の古細菌

Methanothrix thermoacetophila や Archaeoglobus fulgidus 由来の sufB*Cについても、同じ条件で相

補能を確認した。これらの知見に基づいて、SufB*2C2複合体は、嫌気条件下で遊離の S2-（HS-）

を硫黄源として Fe-Sクラスターを組み立てる生合成系であり、SUFマシナリーのプロトタイプ

であることを明確に示した（文献⑦）。 

（５） M. jannaschii の SufB*と SufC に対して系統的な変異導入解析を行ったところ、大腸菌

（Ec）SufBC2Dとの類似性が明白になった。すなわち、Mj SufCでは Ec SufCと同様に ATPase活

性を担うWalker A/B モチーフが必須であった。また、Mj SufB*と Ec SufBの間で保存されてい

る Cys残基と Glu残基、および Mj SufB*と Ec SufDの間で保存されている His残基も機能に必

須であり、これらを足場として、Fe-S クラスターを組み立てていることが示唆された。これら

Cys、Glu、His残基は、Ec SufBC2D複合体では SufB-SufDの非対称な会合面に、Mj SufB*2C2複

合体では SufB*-SufB*の対称的な会合面に位置している。そこで、Mj sufB*遺伝子を 2コピー用

意して、そのひとつでは Ec SufBに似せて Hisを Alaに置換し、他方では Ec SufDに似せて Cys

と Gluをいずれも Alaに置換することで、対称→非対称の可能性を検討した。それら２種類の変

異型Mj sufB*遺伝子を組み合わせただけでは機能することができなかったが、リバータントの解

析から、さらに１アミノ酸の置換がMj SufB*-SufB*の会合面に加わると、非対称でも機能できる

ようになることが明らかになった。すなわち、SufB*2C2型は SufB*2C2型に変換可能であること

を示し、SufB*の遺伝子重複によって SufBと SufDが生じたという進化的な道筋を実験的に再現

することができた（文献⑦）。以前に発表した知見（文献⑧）と統合すると、Fe-Sクラスターの

生合成系は生物進化の極めて初期の段階で出現したのち、地球上における酸素の出現、活性酸素

種の増加、S2-の枯渇、といった種々の環境要因に対応する形で複雑な変遷が駆動されてきたもの

と推定される。 
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