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研究成果の概要（和文）：鉄硫黄（Fe-S）タンパク質のコファクターであるFe-Sクラスターの生合成には複雑な多成分
酵素系（マシナリー）が関与している。本研究では、大腸菌の2種類の生合成マシナリー（ISCとSUF）についてin vivo
機能解析と構造解析を進めることにより、以下の知見を得た。1) 大腸菌のイソプレノイド生合成経路を代謝改変する
ことによってFe-Sクラスター生合成系の必須性を回避し、Fe-Sクラスターが無くても生きられることを見出した。2) 
関連遺伝子群を自在に操作することによって、マシナリー成分の新たな特性を明らかにした。3) SUFマシナリーの中心
成分SufBCD複合体の結晶構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Biological assembly of iron-sulfur (Fe-S) clusters is mediated by complex systems 
consisting of multiple proteins. In this study, we have characterized two distinct systems called the ISC 
and SUF machineries in Escherichia coli. We found that modification of the isoprenoid biosynthetic 
pathway in E. coli can offset the indispensability of the Fe-S cluster biosynthetic systems and show that 
the resulting Δisc Δsuf double mutants can grow without detectable Fe-S cluster cluster containing 
proteins. We constructed and characterized a series of mutants and found hitherto unrecognized roles of 
some ISC components. We also determined the first crystal structure of the E. coli SufBCD complex that 
functions in the SUF machinery as a scaffold for the de novo Fe-S cluster assembly.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 鉄硫黄（Fe-S）タンパク質は、コファクタ
ーとして [2Fe-2S]、[4Fe-4S] などの Fe-S ク
ラスターを持つタンパク質の総称である。全
体では 3000 種類以上と見積もられており、
光合成や呼吸などのエネルギー代謝から、ア
ミノ酸やヌクレオチドの代謝、DNAの修復、
RNAの修飾、遺伝子発現の制御にいたるまで、
生命活動の根幹を担っている。これら Fe-S
タンパク質の機能を支えているのが、Fe-Sク
ラスターの生合成系である。研究代表者（高
橋）は 1999年から 2002年に世界に先駆けて、
２種類の独立した Fe-Sクラスター生合成系、
ISCと SUFマシナリーを発見した。いずれも
多成分から構成される複雑な酵素系で、作動
機構の詳細は未だに不明である。 
 分子レベルでの理解が進まない要因とし
て、生合成マシナリーで新規に形成される
Fe-S クラスターが非常に不安定なことが挙
げられる。さらに、鉄イオンの非特異的な結
合や Fe-S クラスターの非酵素的な形成も障
害となり、in vitroの再構成系で in vivoの反
応を忠実に再現することは未だ困難である。
一方、in vivoでは関連する遺伝子のほぼすべ
てが生育に必須なため、遺伝学的な解析はこ
れまで、発現抑制や温度感受性などの条件致
死に限られていた。大腸菌は iscSUA-hscBA- 
fdx-iscXと sufABCDSEというふたつの生合成
系オペロンを有しているが、片方の変異では
表現型が不明瞭、二重変異は合成致死となる
ため、詳細な解析には適していなかった。 
 
２．研究の目的 
近年、研究代表者（高橋）は大腸菌のイソプ
レノイド生合成経路を代謝改変することに
よって、クラスター生合成マシナリーの必須
性を回避し、関連する遺伝子群を自在に操作
できる実験系を開発した。本研究では、この
in vivo実験系を駆使してマシナリー成分の特
性を明らかにし、また、機能残基や機能領域
などを洗い出すことを計画した。これら in 
vivo 解析から得られた知見に基づいて、in 
vitroの機能解析・構造解析を展開することに
より、Fe-Sクラスターの生合成メカニズムを
理解することを目的として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
大腸菌のイソプレノイド生合成経路は非メ
バロン酸（MEP）経路で、これには２種類の
Fe-S酵素が関与している。一方、イソプレノ
イド生合成の別経路（メバロン酸経路）には
Fe-S酵素が関与していない。そこで、放線菌
のメバロン酸経路の遺伝子群を大腸菌に導
入してみると、∆iscと∆sufの二重変異株がメ
バロン酸を含む培地でのみ生育できること
を見出した。本研究ではこの実験系を利用し
て、sufオペロンの欠失バックグランドで isc
オペロンの 7 種類の遺伝子を個別に破壊し、
各変異株の表現型や Fe-S クラスター形成能
を詳細に比較検討した。また、ISC マシナリ

ーの中心成分である IscU に対して系統的な
部位特異変異を導入して機能残基や機能領
域を洗い出し、さらに、機能不全となったも
のからはサプレッサー変異を同定した。これ
ら in vivoの知見に基づいて、野生型と変異型
タンパク質の生化学的性質を in vitro で詳細
に比較した。SufBCD 複合体の構造解析には
X線結晶解析法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) イソプレノイド生合成経路を代謝改変し
た大腸菌を用いて、sufオペロンを欠失したバ
ックグランドで isc オペロンを破壊した二重
変異株、すなわち“Fe-S クラスターがなくて
も生きられる大腸菌変異株”をはじめて構築
した。この変異株はメバロン酸の存在下での
み極めてゆっくりと（３時間程度の倍化時間
で）生育し、アコニターゼやコハク酸デヒド
ロゲナーゼ、グルタミン酸合成酵素といった
Fe-S タンパク質の活性は全く検出されなか
った。また、[4Fe-4S] FdxN や [2Fe-2S] Fdx
も検出限界以下だった。大腸菌には 130種類
を超える Fe-Sタンパク質が存在しており、電
子伝達系や TCAサイクル、DNAの修復、RNA
修飾、イソプレノイドの生合成、チアミンや
リポ酸などコファクターの生合成、イソロイ
シン、バリン、ロイシンなどアミノ酸の生合
成などに関与しているが、これらのうちで生
育に必須なのはイソプレノイドの生合成に
関与する IspGと IspHのみであり、それ以外
の全てが機能しなくても富栄養培地であれ
ば生育できることが明らかになった（図１）。 

 
図１ 大腸菌の Fe-Sタンパク質群 

 
(2) sufオペロンを欠失したバックグランドで
isc オペロンの７種類の遺伝子を個別に破壊
した変異株を構築してそれらの性質を比較
解析したところ、IscAと Fdxの２成分は嫌気
条件では必ずしも必須でないことを見出し
た。また、IscA は [4Fe-4S] クラスターの生
合成には必須だが、[2Fe-2S] クラスターの生
合成には関与しないことが明らかになった。
IscS、IscU、ならびに HscAと HscB（協調し
て IscU に結合する Hsp70 シャペロンとコシ
ャペロン）は、嫌気・好気の両条件で [4Fe-4S] 
と [2Fe-2S] のクラスターの生合成に共に必
要であった。さらに興味深いことに、サプレ
ッサー変異の解析から HscA・HscBの必須機



能は IscU 内のアミノ酸置換によってバイパ
スされることを見出した。これらの知見は、
マシナリー成分の役割を理解する上で重要
な基盤となる（図２）。 

 

図２ 新たに判明した ISCマシナリーの特性 
 

(3) IscUは、ISCマシナリーにおいて Fe-Sク
ラスターの新規形成を担う中心成分である。
IscU において Fe-S クラスターを結合すると
考えられる３残基の Cys と１残基の His、な
らびにその周辺の残基に系統的に部位特異
的変異を導入して、変異型タンパク質の機能
性を大腸菌変異株の相補試験を用いて検討
したところ、Fe-Sクラスターを配位する４残
基に加えて、Tyr3、Asp39、Lys103が in vivo
機能に必須であることが判明した。また、IscU
の Tyr3 変異をサプレスする二次的な変異
（A349V）を IscS内に見出した。野生型と変
異型の IscU と IscS を精製し、これらを組み
合わせて in vitro で相互作用を解析したとこ
ろ、IscUの Tyr3は IscSからの硫黄転移反応
において、IscSのコンフォメーション変化に
関与する可能性が明らかになった（図３）。 

 

図３ IscS-IscUの機能的な相互作用 
 
(4) SufBCD複合体は、SUFマシナリーにおい
て Fe-S クラスターの新規形成を担うと考え
られている。本研究では、この複合体の結晶
構造を初めて決定した。SufBと SufDの立体
構造は相同で、どちらも N末端ヘリカルドメ
インと C 末端ヘリカルドメインの間に、20

本のストランドが扁平ならせん状に巻き付
いたユニークな β-ヘリカルコアドメインを
持つことが明らかになった。SufBと SufDで
はこのドメインどうしが会合しており、それ
ぞれの C末端ヘリカルドメインには SufCが
１分子ずつ結合していた（図４）。SufCはABC
トランスポーターのヌクレオチド結合サブ
ユニットに相同であるため、ATP存在下では
２分子の SufCが会合し、これによって SufB
と SufD の β-ヘリカルコアドメインに大きな
構造変化が生じるという可能性が浮かび上
がってきた。 

 
図４ SufBCD複合体の結晶構造 

 
(5) 大腸菌は機械的なストレス下で、アコニ
ターゼやコハク酸デヒドロゲナーゼといっ
た Fe-Sタンパク質の活性が低下し、それを回
復させるかのように Fe-S クラスターの生合
成系、特に ISCマシナリーの HscAの発現が
増加することを見出した。また、実際に HscA
の発現を人為的に増加させると、ストレス下
での Fe-S タンパク質の活性低下を防ぐ効果
が認められた。 
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