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研究成果の概要（和文）：生命活動に重要な無機補因子である鉄硫黄(Fe-S)クラスターの生合成系（NIF、ISC、
SUF、SUF-likeマシナリー）における、硫黄供給酵素群の反応中間体の構造と触媒反応機構を明らかとした。NIF
とSUF-likeマシナリーのシステイン脱硫酵素NifSとSufSが、共通の反応中間体PLP-L-システインを形成するこ
と、並びに、触媒ループの構造の違いにより、硫黄運搬過程が異なることを示した。また、SufS-SufU複合体の
構造解析により、SufUのZn周りの構造変化をスイッチとして、SufSによってL-システインから生成した無機硫黄
がSufSからSufUへと、渡される触媒機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：Biosynthetic machineries (NIF, ISC, SUF, SUF-like machineries) for the 
iron-sulfur (Fe-S) clusters, which are biologically essential inorganic cofactors, were investigated
 by elucidating catalytic intermediates of sulfur-mobilizing enzymes. Two cysteine desulfurases, 
NifS in NIF machinery and SufS in SUF-like machinery were analyzed by X-ray crystallography. This 
resulted in elucidation of common intermediate PLP-L-cysteine and different conformational changes 
of their catalytic loops toward the sulfur-mobilization. Also, X-ray crystallographic analysis of 
SufS-SufU complex revealed a molecular mechanism in which the Zn-coordination structural change of 
SufU triggered the sulfur-mobilization from SufS to SufU.

研究分野：生物無機化学

キーワード： 鉄硫黄クラスター　生合成　反応中間体　X線結晶構造解析　PLP

  ４版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで鉄硫黄クラスター生合成系酵素の生化学的解析、遺伝学的解析、立体構造解析は数多くなされてきた。
しかしながら、酵素それぞれの反応中間体の解析に焦点を当てて、生合成機構を化学的な観点から詳細に調べた
例は多くなく、そのため本研究は挑戦的な試みであった。鉄硫黄クラスターの無機硫黄供給系の化学的な理解に
より、４種の異なる生合成系の多様性や分子進化について、分子構造の観点から考察が可能となったため、今
後、鉄硫黄クラスターが環境に合わせた生物の進化・多様化によりどのような特性を獲得したかについて、生物
学的な知見を得ることができるようになると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
	 鉄硫黄（Fe-S）クラスターは、鉄と無機硫黄からなる無機補因子である。Fe-Sクラスターは、
呼吸や光合成、遺伝子調節などの重要な生命活動を司ることから、古くからその生合成機構に関
する研究がなされてきた。現在までに、NIF、ISC、SUFの３種の異なる Fe-Sクラスター生合成
マシナリーが同定されている。Fe-Sクラスター生合成の生化学、遺伝学、構造生物学的解析が進
み、各マシナリーの主要な構成成分の立体構造が明らかとなったが、依然として詳細な生合成反
応機構は明らかとなっていない。 
	 また、最近になって ISCと SUFマシナリーのキメラ型である SUF-likeマシナリーが、グラム
陽性菌（例：枯草菌）で見つかり（図１）、鉄硫黄クラスター生合成系の分子進化、多様性につ
いても注目が集まっている。例えば、NIF、ISC、SUFは、どれも硫黄供給系として、システイン
脱硫酵素を有しており、それぞれ NifS、IscS、SufS として知られるが、詳細な分子系統解析か
ら、Type I(NifSと IscS）と Type II (SufS)に分類されることが明らかとされてきた。２つの Type
の違いは、特に触媒ループ領域の構造の違い（Type Iは触媒ループが長いのに対し、Type IIは短
い）として見出されているが（図２）、その違いが実際に反応機構にどのような影響を与えるの
かについては、明らかとはされていなかった。また、U-typeタンパク質と呼ばれる ISCマシナリ
ーの IscUと SUFマシナリーの SufU は、構造相同性が高いにも関わらず両者で機能は異なるこ
とが知られ、IscUは鉄硫黄クラスター形成足場タンパク質、SufUは硫黄運搬タンパク質である。
この違いを構造に基づいて理解するには、SufUまたは SufUとパートナーとなる SufSの複合体
の構造解析が必要不可欠であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
	 本研究では、生合成機構の詳細について明らかとするため、酵素反応中間体の構造解析に焦点
を当てて研究を進めることとした。主要な反応中間体を結晶構造解析で捕捉することで、反応機
構の解明や、構造相同性を示す酵素間の部分構造の違いによる機能の差について調べた。 
 
 
 

図１. Fe-S クラスター生合成系 ISC, SUF, SUF-likeマシナリーの遺伝子オペロン.
パーセンテージは相同性を示す. 

図２. NifS と SufS の全体構造.どちらも PLP(球状モデル）を活性部位として有する. 
また、触媒ループ（紫色）は、NifS と SufSで異なる. 



 
３．研究の方法 
	 研究対象として、無機硫黄供給系の NifS、SufSを選択、それらの結晶化と L-システイン基質
ソーキングによる反応中間体結晶の作成を行い、X線結晶構造解析を行った。また、SUF-likeマ
シナリーの SufS-SufU複合体の X線結晶構造解析、並びに、反応中間体の構造解析も行った。 
 
４．研究成果 
	 NifS、SufSの反応中間体の構造解析に成功し、どちらも共通の中間体、PLP-L-システイン付加
体を形成することが明らかとなった（図３）。この中間体は、両者で高度に保存された活性部位
周辺のアミノ酸残基により安定化されており、特に PLP の近傍にある His が、PLP-L-システイ
ンの硫黄原子と水素結合を形成する共通のメカニズムを初めて明らかとした。一方で、NifS と
SufS で異なる構造的特徴である触媒ループを見ると、NifS の場合は、反応中間体形成時に、触
媒ループの２次構造が緩む現象が見られたのに対し、SufS では触媒ループにそのような構造変
化はなく、休止状態と全く同じコンフォメーションであった。このことは、NifSと SufSで、共
通の反応中間体形成後の触媒過程が異なることを示唆している。NifS では、おそらく触媒ルー
プがさらに緩んでランダムコイル状態になることで、PLP から 23Å も離れた触媒ループ上の求
核基 Cys が、PLP 部位に近接可能となり、結果、PLP-L-システインの硫黄原子と反応し、Cys-
persulfideを形成する機構が提案される（図３)。一方、SufSでは、触媒ループ上の求核基 Cysは
予め PLP 部位に近く設置されており、触媒ループの構造変化をほとんど起こすことなく、PLP-
L-システインの硫黄原子と反応して Cys-persulfideを形成する機構が提案される（図３）。この違
いは、おそらく NifS と SufS の硫黄の使われ方の違いに反映されており、NifS ではその硫黄が
NifUに渡されることで、Fe-Sクラスター形成反応に使われるのに対し、SufSでは硫黄運搬タン
パク質 SufE (SUF マシナリー）または SufU（SUF-like マシナリー）に渡されたのち、さらに
SufBCD まで運ばれて Fe-S クラスター形成が行われる。システイン脱硫酵素の触媒機構の共通
点と相異点を明確化した本研究により、鉄硫黄クラスター生合成系だけでなく、他の硫黄が関与
する代謝系のシステイン脱硫酵素の機能理解も進むことが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３.(a) NifS の PLP-L-cysteine 反応中間体. (b) SufS の PLP-L-cysteine 反応中間体. 
(c) 反応中間体生成後の触媒ループの推定される構造変化の模式図. 

(a) (b) 

(c) 



 
 
また、SufS-SufU複合体およびその反応中間体の X線結晶構造解析にも成功した（図 4）。SufU

は、小型の Zn タンパク質として、モノマーで存在しているが、SufS-SufU 複合体形成において
は、SufS二量体に対し、その両端に相当する C末端側領域に SufUが 1分子ずつ結合した(SufS)2-
(SufU)2型の dimer of dimerとなることが見出された。SufUの Zn部位は、SufSの活性部位であ
る PLP 部位を向く形となり、さらに Zn の配位子である Cys41, Asp43, Cys66, Cys128 のうち、
Cys41が Znから外れ、代わりに SufSの表面の His342が Znに結合した状態となっている。結果
として、SufUの Cys41は溶媒にむき出しのフリーの状態であり、SufSから硫黄を受け取ること
ができる。実際に反応中間体の構造解析の結果、基質 L-システインが SufS の PLP に結合した
後、触媒ループのCysによって無機硫黄が引き抜かれることで生成するPLP-L-アラニンとなり、
硫黄が、触媒ループの Cysから、SufUの Cys41まで転移される様子をスナップショットで捉え
ることに成功した。以上の結果、SufU が硫黄運搬タンパク質であることを、構造上明確にし、
Znの配位構造変化をスイッチとした巧みな分子機構を解明することができた。本研究は、U-type
タンパク質の構造／機能の関係性を考える起点となる研究成果であり、またなぜ、硫黄運搬系が
SufU から SufE へと移ったのかなど、Fe-S クラスター生合成系の多様性を考える上でも役立つ
と考えられる。 
 
 
 

図４. SufS-SufU の硫黄転移反応中間体の捕捉. 
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