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研究成果の概要（和文）：Clostridium acetobutylicum無細胞抽出液にL-[35Ｓ]システインをトレーサーとして
加えオートラジオグラフィーにより解析したところ、NifU様タンパク質が35Ｓ放射標識されていることが明らか
になった。当該遺伝子をPCRにより調製しpCold Iベクターに挿入して発現系を構築し、組換えNifU様タンパク質
を得た。大腸菌システインデスルフラーゼIscSおよびL-[35Ｓ]システインを用いた硫黄転移系を用いて、得られ
たNifU様タンパク質の硫黄受容能をin vitroで解析したところ、35Ｓ放射標識量の経時的な増加が認められたこ
とから、硫黄受容能を有することが確認された。

研究成果の概要（英文）：L-[35S] cysteine was added as a tracer to a cell-free extract of Clostridium
 acetobutylicum, and analyzed by autoradiography. NifU-like protein was found to be radiolabeled 
with 35S. The nifU gene was amplified by PCR and inserted into the pCold I vector to construct an 
expression system and recombinant NifU-like proteins were obtained. With sulfur transfer system by 
E. coli cysteine desulfurase IscS and L-[35S]cysteine, the sulfur accepting capacity of the 
NifU-like protein was analyzed in vitro. The amount of 35S radiolabeled was increased with time, 
confirming that it has a sulfur receptor capacity.

研究分野： 遺伝子工学

キーワード： 含硫化合物　元素様硫黄　オートラジオグラフィー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内には存在量は微量であるものの、高い生理活性を有し生命の維持に不可欠な役割を担う含硫化合物の存在
している。代表的なものとして、水溶性のビタミンであるチアミン、リポ酸などが挙げられるが、これら以外に
も多様な補因子の存在が知られている。これらの効率的で安価な生産方法が確立されれば、例えばサプリメント
の有効成分として添加することが可能になる。本研究は、含硫化合物合成系の全体像を硫黄転移反応を指標とし
て明らかにしようとするものである。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 細胞内において硫黄は、タンパク質中の含硫アミノ酸をはじめ、グルタチオン、コンドロイチ

ン硫酸などの形で多量に存在している。それ以外に存在量は微量ながら、チアミン、ビオチン、

リポ酸、鉄-硫黄クラスター、モリブドプテリンなどの補因子や、tRNA に含まれるチオウリジン

などの核酸塩基にも硫黄が含まれている。これらの補因子に含まれている硫黄原子はチオール

基などを形成しており極めて反応性が高く、ホルミル基やカルボキシル基の転移反応や電子お

よびプロトンの授受に際して重要な役割を担っている。また、チオウリジンは翻訳時のコドン認

識に深く関与しており、生理的に重要な役割を担っている。これまでに大腸菌において PLP 酵素

である「システインデスルフラーゼ」が、鉄-硫黄クラスター生合成の初発段階において硫黄を

供給するという、極めて重要な役割を有していることを明らかにした。システインデスルフラー

ゼは、L-システインを L-アラニンと硫黄に分解する反応を触媒し、その過程で生じる硫黄は、

システインデスルフラーゼの活性中心のシステイン残基に反応性の極めて高い“ペルスルフィ

ド（-Ｓ-ＳＨ）”の形で一時的に保持されるという特性を有している。そして、このペルスルフ

ィドの硫黄原子は、含硫化合物の生合成に関与する別のタンパク質にシステイン残基を介して

受け渡され、最終的に様々な含硫化合物を構成する硫黄原子として使われると考えられている。

例えば、鉄-硫黄クラスターの生合成における IscU タンパク質、2-チオウリジンの生合成におけ

る MnmA タンパク質、また、モリブデン補因子の生合成における MoaD タンパク質などが硫黄原子

の受容能を示すことが報告されている。とりわけ MnmA タンパク質については、システインデス

ルフラーゼとの複合体の立体構造が明らかになっており、より詳細な硫黄受け渡し機構が提唱

されている。このような背景から、「転移能が高く不安定な“ペルスルフィド”が様々な含硫補

因子の生合成において普遍的に関与している」という仮説に立脚し、硫黄原子の受容能を有する

タンパク質を同定し特性を明らかにすることは含硫補因子生合成系の全容を解明するために有

意義であると考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、偏性嫌気性細菌 Clostridium acetobutylicum NBRC13948 の無細胞抽出液を材料

とし、タンパク質合成阻害剤存在下で L-[35Ｓ]システインをトレーサーとして用いることによ

り、活性型硫黄であるペルスルフィドを保持する能力を有するタンパク質を網羅的に検出する。
35Ｓにより標識されたタンパク質は、一次構造を解析し同定を行う。機能未知のタンパク質を見

いだした場合には、その遺伝子をクローン化して大量発現系を構築し、精製タンパク質を得て in 

vitro でシステインデスルフラーゼとの相互作用および硫黄原子授受の有無を確認する。硫黄原

子の授受が認められる場合には、経時的な変化を解析する。また、同定されたタンパク質をコー

ドする遺伝子を破壊して、生育速度や栄養要求性など表現型に与える影響を解析し生理的な機

能について考察を行う。 

 

３．研究の方法 

 本研究課題では、Clostridium acetobutylicum NBRC13948 の無細胞抽出液を材料として用い、

タンパク質合成阻害剤存在下で L-[35Ｓ]システインをトレーサーとして添加し、活性型硫黄であ

るペルスルフィドを保持する能力を有するタンパク質を網羅的に検出することを試みる。本菌

株は偏性嫌気性細菌であり、そのゲノム情報から活性型硫黄の生成タンパク質であるとされる

システインデスルフラーゼおよびその相同タンパク質を５つ有しており、これらがそれぞれユ

ニークな含硫化合物の生合成系に関与している可能性も想定される。これらのタンパク質を内

在性の活性型硫黄の生成機構とみなしてトレーサー実験を行い、SDS-PAGE を行った後にオート



ラジオグラフィーで 35Ｓにより標識されるタン

パク質の検出を行った（図１）。この 35Ｓ標識が

ペルスルフィド様の硫黄であることを確認する

ために、還元剤 DTT 存在下でも同様の実験を行

い、35Ｓ標識量に与える影響を確認した。見出さ

れた 35Ｓ標識タンパク質は、プロテインシーク

エンサーおよび質量分析計を用いて一次構造を

解析し同定を行った。そのうち機能未知のタン

パク質については、塩基配列情報をもとに遺伝

子をクローン化し大量発現系を構築して精製タ

ンパク質を調製した。これを用いてシステイン

デスルフラーゼとの相互作用および硫黄原子授

受の有無を in vitro で確認した。硫黄原子の授

受が認められる場合には、作用機序の解明を目

的として要求される補因子の有無や経時的な 35

Ｓ標識量の変化を解析した。そして、同タンパ

ク質をコードする遺伝子を破壊して、生育速度

や栄養要求性など表現型に与える影響を詳細

に解析し生理的な機能の解明を試みた。 

 

４．研究成果 

 Clostridium acetobutylicum無細胞抽出液に

L-[35Ｓ]システインをトレーサーとして加えイ

ンキュベートした試料を SDS-PAGE により解析

したところ、硫黄の転移反応に関与すると考え

られる５つのタンパク質バンドがオートラジオ

グラフィーにより検出された（図２）。そのうち

の一つである分子質量 16 kDa のバンドは NifU

様タンパク質であることが判明したため、当該

遺伝子を PCR により調製し pCold I ベクターに

挿入して発現系を構築した。この発現系より得

られた組換え NifU 様タンパク質について、L-

[35Ｓ]システインと大腸菌システインデスルフ

ラーゼ IscS を用いた硫黄転移系を用いて in vitro で硫黄受容能を解析した結果、35Ｓ放射標識

量が経時的に増大していることが明らかになった（図３）。この結果から、C.acetobutylicum の

NifU 様タンパク質は本菌株が生成する含硫化

合物の合成初期段階において硫黄を供給する

役割を担っていることが示唆された（図４）。一

方、昨年度までの L-[35Ｓ]システイントレーサ

ー実験により 35Ｓ標識されるタンパク質が他に

４種見出されていた。これらの同定作業をプロ

テインシークエンサーを用いたエドマン分解

図１ トレーサー実験の概要 

図２ 35Ｓ放射標識されたタンパク質の検出 

図３ NifU の 35Ｓ放射標識量の経時的変化 



により試みたが同定できなかった。その原因として、試料タンパク質がいずれも極めて微量であ

ること、また、タンパク質の N末端がアセチル化やホルミル化によって修飾されている可能性も

考えられた。これらのタンパク質もまた、今回同定された NifU 様タンパク質と同様に硫黄受容

能を有していると考えられ、含硫化合物合成系において重要な役割を担っていると示唆される

ため、生理機能の解明を行っていく必要がある。 

図４ NifU の含硫化合物合成系における役割 
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