
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１７６０１

若手研究(B)

2014～2013

新たなＡＢＣ蛋白質ファミリーに属する鉄硫黄クラスター生合成装置の作動ダイナミズム

Structure changes of the novel ABC-type protein complex involved in the iron-sulfur 
cluster biosynthesis

８０３７９３０４研究者番号：

和田　啓（Wada, Kei）

宮崎大学・テニュアトラック推進機構・助教

研究期間：

２５８４００２３

平成 年 月 日現在２７   ６ １０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、鉄硫黄クラスター生合成のコア複合体（SufB2-SufC1-SufD2複合体）を安定に
発現・精製する系を確立し、その立体構造を決定した。明らかにした複合体構造から、SufBおよびSufDは全く新しい構
造モチーフを持つことが分かった。また、SufCは複合体中でATP依存的に二量体化することを変異導入と架橋実験によ
り実証した。さらに、コア複合体のATP依存的なダイナミックナな構造変化を蛍光ラベル実験により明らかにした。こ
れらの成果から、鉄硫黄クラスター合成機構の作動モデルを提唱した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the quaternary structure of theSufB2-SufC1-SufD2 complex involved 
in Fe-S cluster biogenesis in which two SufC molecule are bound to the C-terminal domain of SufB/SufD was 
determined. The central domain of SufB and SufD possess the novel structural motif. Biochemical and 
physiological analyses based on the crystal structure provide unprecedented insights into the correlation 
of cluster assembly with the dynamic conformational change driven by ABC-ATPase activity. We propose a 
molecular mechanism of Fe-S cluster biogenesis for SufBCD complex.

研究分野： 構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Fe-Sクラスターを持つタンパク質（Fe-S
タンパク質）は、高等動植物から古細菌ま

で非常に多様な種類（大腸菌では全タンパ

ク質の約３％）が分布する。これら Fe-Sク
ラスターは一見すると単純な構造だが 1)、

細胞内では多成分で構成される大掛かりな

合成マシナリーがこの生合成を担う 2)。そ

の代表である SUF マシナリーは、オペロ
ンにコードされる六種のタンパク質

（SufABCDSE）から構成され、SufS-SufE 
複合体 (硫黄原子の供給)、SufB-SufC-SufD 
複合体（合成の足場, SufC: ATPase）という
多成分複合体と、単独の成分 SufA（鉄原
子の供給体？）が協調的に機能する（上図）。

これまでに研究代表者は、SUFマシナリー
の構造生物学研究を展開し、これら複合体

の離合集散が分子スイッチとなり段階的に

活性・機能を調節していることを明らかに

した。さらに、 
・SufCは SufDとの複合体形成により活性
型構造に変化する新奇 ATPase
（ABC-ATPase）である。 

・SufDおよび SufBは新規構造モチーフ（長
鎖β-ヘリックス構造）をもち、in vivo 
assay で同定したすべて必須残基は分子
内に完全に埋もれている。 

・SufC2-SufD2 二成分複合体中の SufC は
ATP+Mg2+の存在下でダイマー化し、こ

れをトリガーして複合体全体の構造変

化が起こることを実証した。 
現在、SufB-SufC-SufD三成分複合体がこの
マシナリーの"心臓部"であり、Fe-S クラス
ターの de novo 合成反応の鍵は SufC の
ATPase 活性に共役したこの複合体のダイ
ナミックな構造変化にあることを提唱して

いる。興味深いことに ABC トランスポー
ターにおいても、ATPaseドメインがダイマ
ー化し、膜貫通ドメインの大きな構造変化

が 引 き 起 こ す 。 膜 貫 通 ド メ イ ン と

SufB/SufD は立体構造が異なるが、生物は
同一の機構を使って膜間輸送と Fe-S クラ
スター合成の両方を成し遂げている可能性

が極めて高い。Fontecave)(CEA Grenoble)や
Outten(South Carolina大)は SufB-SufC-SufD
複合体とその構造変化を軽視したモデルを

提唱しているが、それは解析の遅れという

側面を示しているに過ぎない。本研究では、

新規 ABC 蛋白質ファミリーとなる SUFマ
シナリーの作動機構の実証に向けてコア複

合体にターゲットを絞り多面的な研究を展

開する。 

 
２．研究の目的 
一連の合成過程の中で、SufB-SufC-SufD 複

合体は SufCの ATP結合/加水分解に伴うダイ
マー化により構造変化し、複合体内部に埋も

れた活性残基（一部同定済み：SufB および
SufDの推定相互作用部位に存在）が露出する
と予想している。このような構造変化は、膜

輸送体中の ABC-ATPaseによる動的変化をミ
ミックしている。本研究では、このマシナリ

ーの中核成分（SufB/SufD/SufC）からなる複
合体やそれぞれの成分の構造を決定するこ

とで、この複合体の作動機構のベースを確立

することを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、Fe-S クラスター合成装置の反応
機序を明らかにするために、コア複合体の構造

決定を中心に据え、異なる切り口から核心に迫

る。その手法の柱とするのは、構造解析（X線
結晶解析および電顕トモグラフィー）・蛍光分光

測定である。さらに、変異導入・ATP アナ
ログを組み合わせ、分光法によりリアルタ

イムの構造変化を可視化し、複合体の静止

（平均）構造だけでは理解できない構造変

化を実測する。これらに加えて、無酸素条

件下（嫌気チャンバー）での操作により合

成途上の中間体 Fe-S クラスターを捕捉す
る。 
 
４．研究成果 
[1]コア複合体の構造基盤の確立 
コア複合体の立体構造の決定・・・・Fe-S
ク ラ ス タ ー 合 成 の コ ア 複 合 体

（SufB1-SufC2-SufD2 複合体）は、それぞ
れの遺伝子を大腸菌内で共発現させること

で精製することに成功した。構造決定に向

けて、精製した複合体蛋白質を用いて好気

および嫌気条件での結晶化スクリーニング

を進めた結果、幾つかの微結晶を得ること

ができた。これらの結晶化条件を最適化し

たところ、糖を沈澱剤とした条件において、

結晶のサイズアップに成功した。そこで、

大型放射光施設 SPring-8において、得られ
た結晶の回折強度測定を行い 2.95A 分解能
のデータを得た。さらに、さまざまな重原

子を用いた多波長異常分散法による位相決

定を進め、コア複合体の立体構造を決定し

た。コア複合体は、新規構造モチーフを有

し、二分子の SufC が対峙するように配向
することが分かった。 
 



[2]蛍光分光法による ATP 依存的な構造変
化の実証 
精製したコア複合体（SufB1-SufC2-SufD2
複合体）を用いて、ATP依存的な構造変化
を蛍光分光器によって検出することを試み

た。コア複合体は ATP存在下において、疎
水領域が増加することを実験的に捉えるこ

とができ、明らかにコア複合体には構造変

化が生じていることを実証した。さらに、

ウエスタンブロッティング法によって、

SufCと呼ばれる ATPaseドメインが複合体
中でダイマー化することを明らかにした。 
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