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研究成果の概要（和文）：好熱菌Thermus thermophilusの「細菌型mitoNEET（TthNEET）」は、II型糖尿病改善薬ピオ
グリタゾン標的候補として発見された哺乳類mitoNEET鉄硫黄蛋白質のホモログであり、クラスター近傍残基も保存され
ている。先の研究でTthNEET遺伝子完全破壊株につき、「グルコース感受性」が増強され増殖阻害されることを見出し
た。本研究では、変異導入株の構造解析、表現型解析等を行い、このグルコース感受性生育阻害が、mitoNEET型クラス
ターによるレドックス制御とは直接相関しないことを見出した。またプロテオーム解析等から、TthNEET欠損と相関変
動する泳動スポットを検出した。

研究成果の概要（英文）：MitoNEET is a novel outer-mitochondrial membrane iron-sulfur protein, recently 
identified as a potential mitochondrial target that binds pioglitazone, an insulin sensitizer for the 
treatment of type II diabetes. Recently we constructed a null-deletion mutant strain of Thermus 
thermophilus lacking TthNEET (the thermophile homolog of mitoNEET), and found a “prokaryotic glucose 
intolerance” for this delta-TthNEET null strain. In this work, we characterized TthNEET mutant proteins 
and strains with altered [2Fe-2S] cluster redox potentials by X-ray crystallographic and physiological 
analyses to better understand the structure-function relationships of this class of proteins, and 
explored the protein interaction network of TthNEET by monitoring the whole-cell global changes of the 
Thermus protein components, using pulldown assays and two-dimensional gel electrophoresis.

研究分野： 生化学

キーワード： mitoNEET　鉄硫黄クラスター　構造生物学　オミックス解析　構造機能　鉄硫黄タンパク質　好熱菌
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１．研究開始当初の背景 
 
	 MitoNEET は、II 型糖尿病改善薬ピオグリ
タゾン（アクトス）の新標的候補として同定
され、ミトコンドリア外膜の細胞質側に局在
する。発見当初はそのアミノ酸配列情報から
Zn(Cys)3(His)1 タイプ亜鉛フィンガー蛋白質
と予想されたが、大腸菌発現酵素を用いた生
化学解析・結晶構造解析等から、[2Fe-2S]	 
(Cys)3(His)1 クラスターをもつ新規鉄硫黄蛋
白質ファミリーであることが判明した。
MitoNEET ホモログは、細菌からヒトに至るま
で保存され、哺乳類 mitoNEET やそのホモロ
グ Miner1/ERIS2 のノックアウトマウスでは、
呼吸鎖複合体 I の関わる酸素呼吸活性低下、
ミトコンドリア形態形成異常、Ca2+ホメオス
タシス異常などが報告されており、また最近
では mitoNEET と NAF1 因子の相互作用による
乳ガン細胞増殖等との関連等も示唆されて
いる。	 
	 
創薬の新開発への期待から、米国・中国など
の複数グループが中心となり、哺乳類•培養
細胞等を主材料を主とした生理機能解析が
競争的になっているが、当該分野の国際的に
焦眉な緊急課題は、mitoNEET ファミリーの基
本生理機能が不明なことにある。細胞内小器
官•臓器特異性がある高等動物の複雑系では、
個々の実験の基本デザインが難しいだけで
なく、実験結果の相互解釈も困難な場合も
多々あることから、私達は、よりシンプルな
モデル生物における基本的なプロセスを理
解する戦略が有効ではないかと考えた。	 
	 
	 
	 
２．研究の目的	 
	 
	 MitoNEET ファミリーはヒトなどの哺乳動
物だけでなく、病原性細菌に至るまで高度に
保存されている。先の研究で、私達は高度好
熱菌 Thermus	 thermophilus	 HB8	 の全ゲノム
配列情報に着眼し、細菌型	 mitoNEET ホモロ
グ	 (TthNEET)	 を同定、その結晶構造解析
（1.8Å	 分解能）にも世界に先駆け成功した。
また、先に作成した好熱菌 TthNEET 遺伝子完
全破壊株でも、グルコース感受性が顕著に増
強されることで細胞増殖が悪化し、CES-MS メ
タボローム解析からエネルギー代謝、核酸代
謝系の異常等が示唆されていた。	 
	 

こうした興味深い要素をもつ機能未知酵素

の生理究明には「ゲノム情報と逆遺伝学的解

析に基づく網羅的分子遺伝学的知見」と「構

造生物学的知見」を両輪とすることが望まし

い。そこで本研究では、構造生物学とシステ

ム生物学解析により「グルコース感受性増殖

阻害に関わる細菌型mitoNEETの網羅的構造

機能生理を解明」することを最終目的とした。

すなわち、全ゲノム情報に基づき遺伝子改変

系・トランスクリプトーム解析系・蛋白質発

現解析系が完備された高度好熱菌T.	 thermo-	 

philus	 HB8	 と	 シアノバクテリアSynecho-	 

cocccus	 elongatus	 PCC	 7942を主材料とし、

（１）細菌型mitoNEET遺伝子の欠損株、部位

特異的変異導入株を作成して、分子レベル情

報に基づく複雑で動的なレドックス代謝•制

御系等のオミックス変動分析、（２）細菌型

mitoNEETシステム関連タンパク質の同定・構

造機能解析を当面目標とした。これにより、

モデル微生物のレドックス・シグナル情報に

基づく複雑かつ動的なエネルギー代謝・制御

系変動の体系的解析の新規モデルケースを

提供できるのではないかとの期待もあった。

しかるに、以下詳述するように、当初計画で

想定していなかった結果を得たため、本研究

では適宜計画を変更しつつ遂行した。	 

	 
	 
	 
３．研究の方法	 
	 
(1)	 構造生物学的解析：	 本研究における
リコンビナント鉄硫黄蛋白質は既報	 
[Iwasaki ら	 (2005)	 J.	 Biol.	 Chem.	 280,	 
9129;	 Iwasaki ら	 (2012)	 J.	 Am.	 Chem.	 Soc.	 
134,	 19731 等]	 に基づき大量精製した。必要
により発現ベクターの改変、目的遺伝子の発
現領域の改変や部位特異的変異導入を行っ
た。X線結晶構造解析は主に SPring-8 ビーム
ライン BL41XU 等を用いて強度データ収集し、
精密化は連携研究者（JASRI/SPring-8 グルー
プ）が中心となり行った。	 
	 
(2)	 好熱菌 TthNEET の機能生理解析：	 
高度好熱菌 Thermus	 thermophilus	 HB8 を宿
主とし、耐熱性カナマイシンマーカー遺伝子
を利用して相同組換した欠損株、TthNEET 変
異体相同組換導入株等を用いた。	 
	 
野生型 TthNEET 結晶構造および哺乳類
mitoNEET 変異酵素解析	 [Zuris ら	 (2010)	 J.	 
Am.	 Chem.	 Soc.	 132,	 13120]	 等に基づき、
TthNEET 鉄硫黄クラスター近傍の保存性アミ
ノ酸残基を改変し、クラスター	 Em	 の異なる
部位特異的変異酵素	 H52C,	 K53Eを作成した。	 
これらを大腸菌で発現させ、①	 結晶化・X 線
結晶構造解析した。さらに、H52C,	 K53E 変異
をそれぞれ好熱菌 T.	 thermophilus	 ゲノム
DNA に相同組換導入して、②	 菌体増殖(OD600	 
nm)変化、および	 ③	 グルコースオキシダー
ゼ・センサーを用いた好熱菌 NM 培地中グル
コース濃度(%)変化を測定した。また、④	 精
製 TthNEET を固定化した Ni-NTA カラムを用
いたプルダウン・アッセイ、⑤	 二次元電気
泳動法による好熱菌野生株と TthNEET 遺伝子
完全破壊株の全可溶性タンパク質の比較プ
ロテオーム解析等を行った。	 



 

 

(3)	 シ アノバクテリア SynechoNEET/	 
PirB の解析：	 シアノバクテリア Synecho-	 
coccus	 elongatus	 PCC7942 を材料に目的遺伝
子 pirB	 (synechoNEET)の各種リガンド変異体
を作成・EPR による分光解析等を行った。ま
た、連携研究者（早稲田大学グループ）指導
のもとシアノバクテリア pirB欠損株、pirAB
欠損株を作成し、生育条件の変動等の予備的
表現型解析等を継続して試みた。	 
	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 
細菌型 mitoNEET は	 [2Fe-2S](His)1(Cys)3ク
ラスターをもつ新規鉄硫黄蛋白質である。高
度好熱菌およびシアノバクテリアの全ゲノ
ム配列情報より見出した細菌型 mitoNEET ホ
モログ（TthNEET および PirB）を中心に、各
種構造機能生理解析を連携して実施して下
記の主要成果を得、学会等でその一部を発表
した。	 
	 
好熱菌野生型 TthNEET については、先の研究
で野生型酵素の X線構造解析（1.8Å	 分解能）
を行い、その立体構造を明らかにした。
TthNEET はホモ二量体で、βキャップ領域の構
造はミトコンドリア酵素と異なるものの、
mitoNEET型[2Fe-2S](Cys)3(His)1クラスター
近傍構造はほぼ完全に保存されている。一般
に、生体内電子伝達反応に関与する鉄硫黄蛋
白質では、鉄硫黄クラスターの酸化還元電位
(Em)が反応性を決定する主要因の一つとな
っている。哺乳類 mitoNEET では、鉄硫黄ク
ラスター近傍の保存性残基 His87,	 Lys55 を
それぞれ改変（H87C,	 K55E など）すると、ク
ラスター	 Em	 が高低両方に幅広く変動する
ことが報告されており	 [Zuris ら	 (2010)	 J.	 
Am.	 Chem.	 Soc.	 132,	 13120]、TthNEET 構造
でも、これらのアミノ酸残基（それぞれ His52,	 
Lys53）の空間配置は、完全保存されていた。	 
そこで本研究では、TthNEET	 鉄硫黄クラスタ
ー	 Em	 変動変異酵素	 H52C,	 K53E を作成し、
これらを用いて「TthNEET	 [2Fe-2S]クラスタ
ー	 Em	 変化に伴うレドックス変動」と「グル
コース感受性の増殖阻害」との相関につき、
多角的手法により検討した。以下詳述の通り、
当初計画で全く想定していなかった結果を
得たため、適宜変更しつつ、慎重に構造生理
機能解析をすすめた。	 
	 
	 (1)	 TthNEET	 H52C 変異酵素	 
TthNEET	 に保存されている His52 残基は、
mitoNEET型[2Fe-2S](Cys)3(His)1クラスター
配位アミノ酸残基の一つであり、哺乳類
mitoNEET では His87→Cys 変異により、
mitoNEET 型クラスター	 Em	 が端的に「低下」
する。TthNEET	 H52C 変異酵素を大腸菌で	 
[2Fe-2S](Cys)4蛋白質として発現、各種分光
解析、結晶化、X線構造解析（1.8Å	 分解能）

した。H52C 変異酵素の全体構造はほぼ野生型
酵素と同一であり、His52→Cys 変異に伴う構
造変化も非常に局所的であった。すなわち
His52→Cys 変異では、弱い His52	 Nδ配位子
が強い Cys	 Sγ配位子に置換されることで、ク
ラスター	 Em	 の端的な低下がみられたと考
えられる。	 
	 
この	 His52→Cys 変異をもつ	 TthNEET 遺伝子
を相同組換導入したところ、驚いたことに
TthNEET 遺伝子完全破壊株とは異なり、野生
型株とほぼ同様の生育曲線を示した。すなわ
ち、TthNEET	 クラスターEm	 が端的に「低下」
した変異株でも、完全破壊株にみられる「グ
ルコース感受性の増殖阻害」の表現型が相補
された。また、グルコースオキシダーゼ・セ
ンサーを用いた培地中グルコース濃度(%)測
定から、生育阻害が認められる TthNEET 遺伝
子完全破壊株でも、グルコース取込み反応自
体は阻害されていないことが分かった。	 
	 
	 
(2)	 TthNEET	 K53E 変異酵素	 
TthNEET	 の	 His52 残基近傍には、mitoNEET
ファミリーで保存されている Lys53 残基があ
り、哺乳類 mitoNEET では Lys→Glu 変異によ
り、mitoNEET 型クラスター	 Em	 が極端に「上
昇」する。TthNEET	 K53E	 変異酵素を大腸菌
で発現、各種分光解析、結晶化、X 線構造解
析（1.2-1.7Å	 分解能）した。K53E 変異酵素
の全体構造はほぼ野生型酵素と同一であり、
Lys53→Glu 変異に伴う構造変化も極めて局
所的であった。すなわち Lys53→Glu 変異で
は、クラスター近傍側鎖のチャージ変化によ
り、クラスター	 Em	 上昇がみられたと考えら
れる。	 
	 
この	 Lys53→Glu 変異をもつ	 TthNEET 遺伝子
を相同組換導入したところ、TthNEET 遺伝子
完全破壊株とは異なり、H52C 変異導入株や野
生型株とほぼ同様の生育曲線を示した。すな
わち、TthNEET	 クラスターEm	 が「上昇」し
た変異株でも、完全破壊株にみられる「グル
コース感受性の増殖阻害」の表現型が相補さ
れた。	 
	 
以上の結果を総合すると、研究計画立案時の
予想に反し、少なくともこの好熱菌「グルコ
ース感受性阻害」表現型に関しては、TthNEET
の[2Fe-2S]クラスターがレドックス制御系
の電子伝達メディエーターとして単純寄与
するのではなく、むしろ「TthNEET タンパク
質本体」がグルコース添加時の細胞増殖調節
因子の一部として機能していることが示唆
された。	 
	 
	 
(3)	 組換 TthNEET 固定化カラムを用いた
TthNEET 結合タンパク質プルダン・アッ
セイ解析	 



 

 

変異酵素導入株を用いた表現型解析から「グ
ルコース感受性阻害」が TthNEET 遺伝子の「有
無」にのみ相関し、mitoNEET 型[2Fe-2S]クラ
スターの酸化還元電位変動とは相関しない
ことが判明したため、まず Ni-NTA カラムに
His-tag を介して固定化した精製リコンビナ
ント TthNEET に結合する Thermus菌体抽出物
中のタンパク質の同定を試みた。	 
	 
野生株および TthNEET 欠損株の細胞破砕抽出
物を用い、固定化カラムの洗浄条件を変えて
特異的に結合するタンパク質を SDS 電気泳動
と質量分析法により試みた。カラム洗浄条件
を強くし、TthNEET 結合カラムより溶出され
てくるタンパク質として、Thermus リボソー
ム構成サブユニットや分子シャペロン等
（Thermus 分子シャペロニン Cpn60、5-amino-	 
6-(5-phosphoribosylamino)uracil	 reduct-	 
ase	 RibD	 (ttha1064)	 など）を同定したが、
いずれも in	 vitro で TthNEET と特異的に複
合体形成する直接証拠は得られなかった（例
えば、結晶化目的のため、本実験で同定した
リボソームサブユニットと TthNEET とを大腸
菌共発現させても、安定複合体を形成しなか
った）。このことから、プルダウン・アッセ
イ法による TthNEET 結合タンパク質同定には
技術的困難があり、とくに再現性や結合特異
性につき根本的問題があることがわかった。	 
	 
	 
(4)	 二次元電気泳動による Thermus プロ
テオーム解析	 
上記結果を踏まえ、次にグルコース添加時に
おける野生株と欠損株の「タンパク質発現プ
ロファイル」相違を「２次元電気泳動法」に
より直接同定することを試みた。超音波処理
で菌体破砕し、可溶性抽出物中の全タンパク
質を二次元電気泳動法で分離、銀染色により
スポットパターンを比較検討した。野生株と
TthNEET 欠損株では全体的にほぼ似たスポッ
トパターンを示し、グローバルなタンパク質
変動が認められないことが判明した。現時点
での問題として、好熱菌の熱安定タンパク質
を材料としているため、とくに高分子領域ス
ポットのパターンがスメアであり、低分子領
域の幾つかの薄いスポットについても泳動
パターン再現性がやや悪い。タンパク質変性
条件が最適化されていないためと考えられ
るが、市販の二次元電気泳動用ゲルのロット
差にも難があり、状況改善には至っていない。	 
	 
一方、銀染色で強く染まるメインスポット群
については十分な再現性があり、野生株サン
プルと TthNEET 欠損株サンプル間で顕著な相
違が認められるスポットを pH4-7 領域で少な
くとも２種検出できた。今後は質量分析によ
るスポットの同定確認と表現型解析等を行
い、TthNEET との機能相関の分子基盤解析を
さらにすすめる計画である。	 
	 

(5)	 その他	 
	 
・薬剤結合部位同定のため、「線虫 mitoNEET」
の発現・精製・結晶化条件を改善し、その X
線構造解析（1.7Å	 分解能）に成功した。今
後は薬剤結合型 mitoNEET の結晶化・X 線強度
データ収集等を検討する予定である。	 
	 
・「シアノバクテリア PirB」は１本のポリペ
プチド鎖に 2 つの mitoNEET 型[2Fe-2S]クラ
スター結合モチーフをもち、C 末側疎水性残
基領域を介して膜結合するユニークな膜結
合型 mitoNEET ホモログである。PirB アミノ
酸配列には２つのクラスター結合モチーフ
があるにも関わらず、２つの還元型鉄硫黄ク
ラスター間のスピン相互作用に基づく
mitoNEETファミリーに特徴的なEPRシグナル
分裂	 [Iwasaki ら	 (2012)	 J.	 Am.	 Chem.	 Soc.	 
134,	 19731]	 が認められなかった。そこで
PirB の２つのクラスター結合モチーフ中の
それぞれの His 残基につき、His52→Cys 変異
酵素を作成して EPR 解析したところ、両方の
結合モチーフに mitoNEET 型クラスターが結
合することを示すことができた。一方、組換
PirB の鉄硫黄クラスターは、真核細胞
mitoNEETやTthNEETと比べてはるかに酸素感
受性が高く、嫌気条件下で精製タンパク質を
扱う必要がある。このため、精製 PirB の結
晶化には至っていない。	 
	 
・シアノバクテリアでも pirB 遺伝子欠損株
を作成し、好熱菌の場合と同様に、表現型解
析を継続して試みたが、助成期間内では十分
な結論が得られなかった。このため、当初計
画していたマイクロアレイ実験については、
非常に高価なことも踏まえ、測定の延期を余
儀なくされた。先述した好熱菌 TthNEET の系
とは異なり、シアノバクテリアの系では表現
型がはっきりしないため、モデル生物として
の長所を活かす段階までは進捗していない。	 
	 
	 
(6)	 総括と今後の展望	 
本研究では遺伝子操作系が高度整備された
高度好熱菌 T.	 thermophilus	 HB8 の構造生物
学・生理学的解析から、当該分野研究でのブ
レークスルーをはかることを目指した。国内
外で連携研究グループを組織し、とくに
TthNEET	 [2Fe-2S]クラスターの Em	 変化に伴
うレドックス変動が、（好熱菌	 TthNEET 遺伝
子完全破壊株でみられる）グルコース感受性
増殖阻害にどう影響するか多角的手法によ
り慎重に検討した。すなわち、TthNEET の
[2Fe-2S]クラスター近傍残基に部位特異的
変異を導入することで、人為的にクラスター
Em	 変化させた変異酵素を作成、これらの X
線構造解析等を行うとともに、これらの変異
を個別導入した好熱菌変異株を作成して表
現型解析した。当初実験デザインでは、
mitoNEET 型[2Fe-2S]クラスターの人為的 Em	 



 

 

変化に伴うグローバルなレドックス変動を
想定し、これを系統的かつ網羅的に機能生理
解析する計画であった。しかるに、TthNEET
遺伝子に H52C,	 K53E	 変異を個別導入した好
熱菌変異株で（TthNEET 完全破壊株が示す）
「グルコース感受性の生育阻害」が完全相補
された。すなわち、このグルコース感受性増
強による好熱菌生育阻害は	 TthNEET 完全欠
失の場合でのみ認められ、かつ、（計画立案
時の予想に反し）mitoNEET 型[2Fe-2S](Cys)3	 
(His)1	 クラスターによる「レドックス制御」
とは必ずしも直接相関しないことが判明し
た。これらの結果は、好熱菌 TthNEET が単純
レドックス系ではなく、むしろ「グルコース
利用時における菌体増殖促進因子」の一つと
して機能することを示唆している。このよう
な生理機能を示す鉄硫黄タンパク質は前例
がなく、全く新規のシステムと考えられる。	 
高度好熱菌という単純モデル生物系におい
ても、TthNEET 遺伝子完全破壊株が示す「グ
ルコース感受性の増殖阻害」という表現型は
十分複雑な事象であり、TthNEET 蛋白質と他
酵素系との連携相互作用が必要不可欠と考
えられる。このため、二次元電気泳動法によ
るプロテオーム解析を行い、TthNEET 遺伝子
の有無と相関変動するメインスポットを検
出した。今後は、本研究で得た新知見を基盤
に、より詳細なプロテオーム比較解析、DNA
マイクロアレイ解析等をすすめ、生理・病態
上も重要な	 mitoNEET	 蛋白質ファミリーの
関わる代謝制御機構の体系的分子基盤究明
を目指していく。	 
	 
すでに本研究の解析結果の一部については
国際学会等でポスター・口頭発表したが、今
後これらの点をもっとも重要な成長点とす
るとともに、着実に未公表データ細部を詰め
めて成果公表し、日本発の新しい潮流をつく
りたいと考えている。	 
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