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研究成果の概要： 
 
鉄硫黄蛋白質はポリペプチド鎖に無機の鉄と硫黄が鉄硫黄クラスターと呼ばれる特徴的な配位

構造を形成して組み込まれている生物界に広く分布する蛋白質の総称で、呼吸鎖や光化学系の

電子伝達鎖におけるキーコンポーネントとして細胞内で様々な代謝活動に関与している。本研

究では、酸素発生型の光合成を営む植物葉緑体やらん藻を材料に、鉄硫黄クラスター生合成の

分子メカニズムに焦点を当て研究を進めた。その結果、光化学系 I の鉄硫黄クラスター活性中
心の生合成に関与する因子のキャラクタリゼーションに成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) われわれはこれまでに、らん藻お

よび植物葉緑体に存在するCnfU蛋白質

が[2Fe-2S]型の鉄硫黄クラスターを保

持し、そのクラスターを基質蛋白質であ

るアポ型のferredoxin分子へとin vitro 

において効率よく転移することができ

る、すなわち鉄硫黄クラスター生合成過

程において、Scaffold protein （足場

蛋白質）として中心的な役割を果たすこ

とを示してきた。 

 

(2)さらにCnfUの発現量が減少した葉緑

体ではフェレドキシンだけでなく光化

学系Iの生合成も影響を受けることを見
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いだし、CnfU蛋白質が酸素発生型光合成

を営む細胞内環境において重要な役割

を演じていることを明らかにしている。

またIscAと名付けられた蛋白質も、やは

りScaffold proteinとして鉄硫黄クラス

ターを一過的にアセンブリーすること

ができることが分かってきている。 

 

 

 

２．研究の目的 
 
本研究では、われわれのこれまでの研究を

さらに発展させ、i)[2Fe-2S]型鉄硫黄クラ

スターの足場タンパクCnfUの構造学的基

盤はどのようなものか？ii) Sufコンポー

ネントからどのように CnfUへ鉄硫黄クラ

スターが供給されているか？ iii)CnfUか

ら光化学系Iの [4Fe-4S]型鉄硫黄クラス

ターの供給に関与すると予想されている 

Hcf101がどのような役目を担っている

か？ 等を明らかにすることを目的とす

る。 

 
３．研究の方法 
 
 解析は、らん藻としては Synechocystis 

PCC6803 や Anabaena PCC7120、および 

Thermosynechococcus elongatusを、植物

としては シロイヌナズナを材料として

用い、比較解析しながら進める。手法とし

ては大腸菌で発現させた組み換え精製蛋

白質による生化学的解析に加え、ノックア

ウト株や相補株を用いた分子遺伝学的お

よび分子細胞生物学的解析を行なう。さら

には、EPRやEXAFS測定および結晶構造解析

等、生物物理学的手法により、関与する因

子の立体構造やそこに結合する鉄硫黄ク

ラスターの微細構造や電荷状態について

の構造情報を得ることを目指す。 

 葉緑体における鉄硫黄クラスター生合

成のうち、少なくとも硫黄の供給はSufS

（cpNifS）およびcpSufEを含むSufマシナ

リーを介して行われることが分かってい

る。これまで 葉緑体内で足場として働く

CnfUおよびHcf101と Suf マシナリーの機

能的関連は調べられていない。一方、葉緑

体のcpSufEは BolAと呼ばれるエクストラ

ドメインを有し、このドメインが Grx（グ

ルタレドキシン）と相互作用していること

が推測されている。実際これまでの予備的

な解析から、cpSufE は葉緑体内で Grx と

複合体を形成していること、大腸菌で共発

現させたcpSufEとGrx も複合体を形成す

るが、この複合体は鉄硫黄クラスターと考

えられるコファクターを結合しうること、

このコファクターを不安定化させると複

合体も不安定化すること、が分かっている。

以上の結果は、Sufマシナリーから供給さ

れる鉄硫黄クラスタ－が Grx の関与のも

と CnfUやHcf101 といった光化学系Iへ

の鉄硫黄クラスターの運び屋蛋白質に供

給されている可能性を示唆している。 

 そこで、cpSufE-Grx複合体と CnfUおよ

びHcf101 の生化学的性質や分子間相互作

用に関して、葉緑体ストロマを使った解析、

並びに、大腸菌で発現させた精製蛋白質を

用いた in vitro の解析を並行して進め

る。また、cpSufE-Grx複合体から これら

の蛋白質への鉄硫黄クラスターの転移が

起こるかどうか、そこに還元力が必要なの

かどうか、等、詳細に解析を行う。また、

これらの因子の機能的関連を in vivo に

おいても解析するために、これらのコンポ

ーネントのいずれかを欠損した変異体を

親株として、掛け合わせによりダブルミュ

ータントを作製した。その表現形質をシン

グルミュータントと比較したり、そこから

調製した葉緑体における鉄硫黄クラスタ

ー形成能や、PSIをはじめ内在性の鉄硫黄

蛋白質の生合成状態を解析する。 

 
４．研究成果 

 
 まず、葉緑体内[4Fe-4S]クラスター形成



 

 

の鍵となるHcf101蛋白質について、精製を

行い低温EPRスペクトルおよびNTPase 活

性の有無を測定した。また、シロイヌナズ

ナに存在するHcf101 ホモログである 

Nbp35 に関しても、野生型および変異体の

精製を行い、低温EPRスペクトル、NTPase 

活性測定等を行い、Hcf101 との相違点お

よび共通点を明らかにした。また 葉緑体

内で [2Fe-2S]型クラスターの足場であ

るCnfU や [4Fe-4S] 型クラスターの足場

であると考えられるHcf101 に 鉄硫黄ク

ラスターを組み込むメカニズムについて 

特に近年その関与が推測されている

glutaredoxin についても その生化学的

性質と植物における必須性について 解

析を進めた。 

 

 われわれのこの２年間の研究で、葉緑体

Hcf101が実際に鉄硫黄クラスターを結合

する足場蛋白質として機能すること、その

アミノ末端側ドメインとカルボキシル末

端側ドメインに結合している鉄硫黄の分

子種が異なっている事を示す結果を得て

いる（論文準備中）。このことは、この

Hcf101蛋白質が、CnfUから下流で光化学系

に鉄硫黄クラスターを供給する鍵となる

蛋白質であることを示唆しており、現在そ

の構造と機能に関して詳細な解析を進め

ている。また細胞質にもHcf101ホモログで

あるNbp35が存在しているが、この蛋白質

においてもATP結合ドメインを挟んだアミ

ノ末端側ドメインとカルボキシル末端側

ドメインに異なるタイプの鉄硫黄クラス

ターを保持する事が我々の最近の研究で

分かっており、このファミリーに属する蛋

白質上で異なるタイプの鉄硫黄クラスタ

ーが構築される可能性が高くなってきて

いる。 

 

 

 葉緑体を持たない酵母や動物の細胞で

は鉄硫黄クラスターの生合成はミトコン

ドリアで行われるが、鉄硫黄クラスターの

生合成に異常をきたした細胞では、鉄の蓄

積や硫黄代謝などに大きな変化が生じ細

胞活動に重篤な影響が出る。これは遊離の

鉄や硫黄が極めて反応性が高く細胞にと

って危険な分子であるからにほかならな

い。言い換えれば、ミトコンドリア内での

鉄硫黄クラスターの生合成は通常そのよ

うな影響がでないように厳密にコントロ

ールされている。葉緑体内は光合成による

酸素発生が行われる場であり、もし遊離し

た鉄や硫黄が蓄積すれば、容易く反応し細

胞毒性を持った各種酸素ラジカルの発生

につなる。このような観点から、葉緑体内

でも鉄硫黄クラスターの生合成は厳密に

コントロールされている必要がある。われ

われの最近の研究から、この制御のキーと

なっているのがSufEと呼ばれる蛋白質で

ある事が分かってきた。葉緑体SufEには硫

黄原子を運搬するドメインの他に、他の生

物のSufEには見られないBolAドメインが

存在している。われわれは、このドメイン

には葉緑体局在の二種類のグルタレドキ

シンが結合することを見いだした。しかも

その結合には何らかの鉄硫黄の分子種の

介在を必要とする。グルタレドキシン自身

は様々な生物に存在しレドックス制御の

要と働く蛋白質であるが、葉緑体鉄硫黄ク

ラスター生合成においても、この蛋白質が

制御の中心となって働いている可能性が

高くなってきた。 
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