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略号 

 

Fe-S：鉄硫黄 

Ap：Ampicillin 
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Km：Kanamycin 

Gm：Gentamicin 

DTT：Dithiothreitol 
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要旨 

鉄硫黄（Fe-S）タンパク質は、コファクターとして Fe-S クラスターを持つタンパ

ク質の総称で、エネルギー代謝から遺伝子の発現制御に至るまで、重要かつ多彩な

生理機能を担っている。それら 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。Fe-S クラスター生合成系のひとつ SUF マシナリーは、

大腸菌では sufABCDSE オペロンにコードされており、これら 6 種の成分が協調し

て Fe-S クラスターを形成し、アポ Fe-S タンパク質へ渡すと考えられている。この

マシナリーのなかで、SufS と SufE は硫黄原子の供与体として機能している。SufB、

SufC、SufD は、SufB1C2D1の複合体（SufBCD 複合体）を形成し、この複合体で Fe-

S クラスターが新規に形成されると考えられている。我々のグループでは最近、

SufBCD 複合体の結晶構造を決定したが、その構造からは Fe-S クラスターの形成

部位や反応機構を推定することは困難であった。そこで本研究では、まず SufB、

SufC、SufD に対して系統的な変異を導入し、in vivo における遺伝学的な解析から

機能残基・機能領域を特定することにした。さらに、in vitro の生化学的な解析を組

み合わせることによって、Fe-S クラスター形成における SufBCD 複合体の具体的な

作動機構を明らかにすることを目指した。 

SufC は ABC トランスポーターの ATPase サブユニット（ABC-ATPase）と相同な

タンパク質で、SufB と SufD の C 末端ドメインにそれぞれ 1 分子ずつ結合してい

る。SufC のアミノ酸配列には ABC-ATPase にみられる重要なモチーフがよく保存

されていることから、類似の作動機構、すなわち ATP の結合と加水分解に共役して

SufC 二分子の会合と解離が起こるのではないかと予想した。そこで、SufC の Walker 

A モチーフ（SufCK40）、Walker B モチーフ（SufCE171）、H-モチーフ（SufCH203）に変

異を導入したところ、いずれの場合も in vivo 機能が消失し、またこれらの変異を導
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入した SufBCD 複合体は、in vitro で ATPase 活性を示さなくなった。すなわち、Fe-

S クラスターの新規形成には SufC の ATPase 活性が必要であることを明確にした。

また、共同研究者によって、SufBCD 複合体における SufC 二分子が、ATP の存在

下で実際に会合することが示されている。ABC トランスポーターとの類似性を考

え合わせると、SufCはATPase活性を利用して二分子が会合し、それによってSufB、

SufD に大きな構造変化をもたらすという可能性が示唆された。 

次に、SufB と SufD の機能残基・機能領域の同定を目的として系統的な変異導入

実験を行った。鉄原子、硫黄原子、あるいは Fe-S クラスターを結合する可能性が

あり、かつ保存性の高い SufB の 68 残基と SufD の 9 残基のそれぞれを、部位特異

的にアラニンに置換したところ、9 種類の変異型で機能不全になった。SufBCD 複

合体の結晶構造において、これらの機能残基は 2 つの領域に分かれて分布しており、

一方は SufB の β－ヘリックスコアドメイン N 末端側（SufBR226、SufBN228、SufBC254、

SufBQ285、SufBW287、SufBK303）に、他方は SufB と SufD の会合面（SufBC405、SufBE434、

SufDH360）に集中していた。SufB と SufD の会合面には Fe-S クラスターを結合しう

る３残基の必須アミノ酸が集中していることから、この領域で Fe-S クラスターが

新規に形成されると考えられる。ただし、結晶構造におけるこれら３残基の配置は

Fe-S クラスターの結合には適していないため、構造変換が必要と考えられる。 

SufSは基質のシステインから硫黄原子を引き抜いてpersulfide（-SSH）の形でSufEに渡

し、SufEからさらにSufBCD複合体のSufBに渡されることが示されているが、SufBのど

のアミノ酸が受け取るのかは特定されていない。そこで、機能不全となる変異を導入し

た８種類の変異型SufBCD複合体を精製し、SufSとSufEの精製標品とを組み合わせてin 

vitroでの相互作用を解析したところ、SufBC254に変異を導入した場合でのみ硫黄原子の

転移活性が全く見られなくなった。したがって、SufEから硫黄原子を受け取るのは
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SufBC254であるということが明らかになった。 

SufBC254は、β－ヘリックスコアドメインN末端側の機能領域に位置しており、Fe-Sク

ラスターの新規形成部位と予想されるSufBとSufDの会合面までは 25 Å 以上離れてい

る。そこで、SufBCD複合体の結晶構造を精査したところ、SufBのβ－ヘリックスコアド

メインの内部に、SufBC254からSufBC405までつながるトンネルを見出した。このトンネル

を構成するアミノ酸残基は保存性の高いものが多く、なかでもSufBQ285とSufBK303は本研

究で明らかにした機能残基である（上述）ことから、このトンネルの重要性が裏付けら

れた。 

以上の知見を考え合わせて、SufBCD複合体の作動機構を次のように推定した。１）

硫黄原子はSufEからSufBC254に渡される。２）この硫黄原子はおそらく還元されること

によってSufBC254から遊離し、コアドメイン内部のトンネルを通ってSufBC405へと移動す

る。３）ATPの結合に共役してSufC二分子が会合し、SufBとSufDの会合面の構造が大き

く変化する。４）その構造変化によって、会合面に位置するSufBC405、SufBE434、SufDH360

が露出し、Fe-Sクラスターが新規に形成される。本研究ではこのように、SUFマシナリ

ーにおけるFe-Sクラスターの生合成について、重要な反応機構を提唱した。 
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 鉄硫黄（Fe-S）タンパク質は、Fe-S クラスターをコファクターとして持つタンパク質

の総称である。Fe-S クラスターは一般に、[2Fe-2S]、[4Fe-4S]または[3Fe-4S]の形でポリ

ペプチド内の主にシステイン残基に配位結合している 1（Fig. 1）。まれにではあるが、

ヒスチジンやアスパラギン酸、アルギニン、セリン、スレオニンが配位する場合も知ら

れている 1,2。これまでに 500 種類を超える多様な Fe-S タンパク質が報告されており、

それらは呼吸、光合成、窒素固定、TCA 回路や遺伝子の発現制御などで、重要かつ多彩

な役割を担っている 3–6。Fe-S クラスターは、in vitro で鉄イオンと硫化物イオンを嫌気

条件下で混合するだけの簡単な反応で合成されるが、ほぼ全ての生き物は Fe-S クラス

ターの生合成システムを保持している。高濃度の鉄イオンや硫化物イオンは細胞にとっ

て毒性が強いため、それらの毒性を回避するよう効率的にハンドリングするシステムが

進化的に保存されてきたと考えられる。Fe-S クラスターの生合成系として、バクテリア

では NIF、ISC 及び SUF マシナリーが同定されている（Fig. 2）7–9。NIF マシナリーは窒

素固定細菌やピロリ菌など一部の嫌気的／微好気的生物に見られる。ISC マシナリーは

、、-プロテオバクテリアやミトコンドリアに分布している。SUF マシナリーはより

広く、真正細菌全般から古細菌、植物の色素体に分布している 9–12。 

NIF マシナリーは 1989 年、Dean らによって最初に報告され、彼らは窒素固定細菌

Azotobacter vinelandii の nifU と nifS 遺伝子がニトロゲナーゼに特有な FeMo コファクタ

ー [Mo-C-7Fe-9S-homocitrate] や P クラスター [8Fe-7S] などの金属コファクターの形

成に必要であることを見出した 7。このマシナリーは NifS と NifU の 2 つのタンパク質

で構成されており、ニトロゲナーゼのコファクター生合成に必要な Fe-S クラスターを

新規に組立てて、[4Fe-4S]クラスターの形で NifB に渡すと考えられている 13。ニトロゲ

ナーゼのコファクター生合成には、他にも多数の酵素が関与しており、最終的に P クラ

スターとFeMoコファクターが形成されてニトロゲナーゼアポタンパク質（NifD-NifK）

に渡される。ニトロゲナーゼにおいて電子は P クラスターから FeMo コファクターへと



8 

 

渡され、FeMo コファクター上で N2が還元される 13。 

NIF マシナリーは、A. vinelandii のような窒素固定細菌ではニトロゲナーゼの成熟化

に特化しているが、窒素固定を行わない Entamoeba histolytica や Helicobacter pylori では

ニトロゲナーゼ以外の Fe-S タンパク質の成熟化を担っている 14。NIF マシナリーの成

分のひとつ NifS は、pyridoxal 5’-phosphate（PLP）依存的に L-cysteine から硫黄原子（S0）

を引き抜き、L-alanine へと変換するシステインデサルフラーゼであり、引き抜いた S0

を NifU に供与する。NifU は 3 種類のドメインから構成されるタンパク質で、中央ドメ

インに安定な[2Fe-2S]クラスターを結合している。このクラスターは電子を N 末端ドメ

インに供給し、N 末端ドメインで Fe-S クラスターが新規に組立てられると考えられて

いる。NifU の C 末端ドメインは、N 末端ドメインで組み立てられた Fe-S クラスターを

アポ型タンパク質に運搬する役割があるのではないかと考えられている 15,16。NIF マシ

ナリーでは、このように 2 種類の成分で Fe-S クラスターを形成するのに対して、ISC と

SUF マシナリーはいずれも 6 種類以上の成分から構成される複雑な多成分酵素系であ

る。 

 大腸菌は ISC と SUF マシナリーの 2 種類の Fe-S クラスター生合成系を保持して

おり、それらは独立して機能している。これらの二重欠失は合成致死となるが、どちら

か一方でも存在していれば生育することが可能である 9。ただし、結核菌や枯草菌など

は SUF マシナリーを唯一の Fe-S クラスター生合成系としている一方、緑膿菌やコレラ

菌などは ISC マシナリーを唯一の生合成系としている 17–20。大腸菌の iscSUA-hscBA-fdx-

iscX オペロンにコードされる ISC マシナリーは、通常の生育条件で高発現しており、そ

のオペロンの破壊は Fe-Sクラスター形成能の低下と生育の遅延を引き起こす 21。一方、

sufABCDSE オペロンにコードされる SUF マシナリーは、通常の条件では発現が抑えら

れており、過酸化水素センサーOxyR や鉄依存レギュレーターFur によって、過酸化水
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素ストレス、鉄飢餓条件下で発現が誘導される 10。また、これらのオペロンは不安定な

[2Fe-2S] クラスターをセンサーとする転写制御タンパク質の IscR によっても制御され

ている 22,23。ホロ型の IscR は isc オペロンを負に制御し、逆にアポ型の場合には suf オ

ペロンを正に制御する。したがって、細胞内で Fe-S クラスターが不足しているときに

は IscR がアポ型となり、isc と suf オペロンの発現が誘導されて Fe-S クラスターの供給

が促進される。isc オペロンの欠失が深刻な生育の遅延を示すのに対して、suf オペロン

の欠失は、通常の生育条件でほとんど影響が見られない 9。大腸菌でSUFマシナリーは、

鉄飢餓や酸化ストレス環境でのバックアップシステムとして用いられている。また、in 

vitro の実験においても SUF マシナリーの成分は酸化ストレスに耐性があることが示さ

れている 24–27。 

 大腸菌の ISCマシナリーは 7種類の成分から構成されており、そのうち IscSはNifS

に相同なシステインデサルフラーゼとして、L-cysteine から S0 を引き抜いて IscU に渡

す。 IscS は IscU の他にもチアミン生合成や tRNA の硫黄修飾に関わる ThilI や TusA な

どのタンパク質に S0 を渡すことができる 28,29。IscU は NifU の N 末端ドメインと相同

なタンパク質で、IscS から S0 を受け取り、Fe-S クラスターを新規に形成する足場タン

パク質として機能する。IscA は Fe イオンとの親和性が高いことから Fe シャペロンと

して機能する可能性も提唱されているが、最近の研究では、[4Fe-4S]クラスターを特異

的にアポ型のタンパク質に運搬する A-タイプキャリアタンパク質と考えられている 30–

32。HscA は Hsp70 型のシャペロンで、HscB はそのコシャペロンとして働く。これらは

協調して IscU に結合して ATP 依存的に IscU の構造を変化させ、IscU から Fe-S クラス

ターをアポ型タンパク質へ受け渡す反応を促進すると考えられている 33–35。Fdx は[2Fe-

2S]クラスターを持つタンパク質で、IscU が Fe-S クラスターを形成するのに必要な電子

を供給すると考えられている。 
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 2002 年、高橋・徳本は遺伝学的な研究によって sufABCDSE オペロンが Fe-S クラス

ター形成に関与することを初めて明らかにした。すなわち、isc オペロンを欠失させた

大腸菌変異株で suf オペロンを過剰に発現させると、Fe-S クラスター形成能が回復する

こと、また Δisc のバックグラウンドでは suf オペロンの 6 種類の成分すべてが必須であ

ることが示された 9。以来、SUF マシナリーを構成するこれらの成分の機能（Fig. 3）に

ついては、盛んに研究が進められてきたが、未だに不明な点が多い。成分のひとつ SufA

は、IscA と相同で、これらの間には機能的な互換性があることが知られており、A-タイ

プキャリアタンパク質と考えられている 36–38。SufA については、アポ型二量体の結晶構

造が報告されており、二量体の会合面で Fe-S クラスターを結合するのではないかと予

想されている 36。 

 SufSは IscSのパラログだが、SufS単独ではシステインデサルフラーゼ活性は低い。

その活性はセレノシステインを基質とした場合の 290 分の 1 程度であり、当初はセレノ

システインリアーゼであると考えられていた 39。しかし、SufS は SufE と相互作用する

ことで確かにシステインデサルフラーゼとして機能し、Fe-S クラスターの硫黄の供給

源となることが示されている 40。SufS は PLP をコファクターとして有しており、休止

状態では SufSK226の側鎖の-アミノ基が PLPのアルデヒド基とシッフ塩基を形成してい

る。基質 L-cysteine が結合すると、L-cysteine の-アミノ基が SufSK226の-アミノ基と置

換して、L-cysteine-PLP のシッフ塩基を形成する。この状態の L-cysteine に対して、SufS

の活性残基である SufSC364が求核攻撃することによって S0を引き抜き、SufSC364に S0が

結合した状態の persulfide（-SSH）を形成する 41。この persulfide の S0は、硫黄原子のシ

ャトルタンパク質である SufE へと、特異的なタンパク質−タンパク質相互作用によって

受け渡される 40,42。SufE は SufS と結合すると、SufEC51を含むループが構造変化を起こ

して、SufEC51が SufSC364の-SSH に求核攻撃すると考えられている 43–45。大腸菌では SufS

から SufE に硫黄原子が渡されるが、Firmicutes の SUF マシナリーには SufE が存在せ
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ず、代わりに SufU が存在している。この SufU は、ISC マシナリーにおける Fe-S クラ

スター形成の足場タンパク質である IscU のホモログである 46。SufU には IscU で Fe-S

クラスターのリガンドとなるシステイン残基が保存されているが、NMR 構造によると

この部位には Zn2+が配位している。In vitro の解析から、SufU は IscU とは異なり、Fe-S

クラスターの足場ではなく硫黄原子のキャリアとして機能する可能性が示唆されてい

る 47。また最近、当研究室では遺伝学的な研究によって、枯草菌 SufU は大腸菌 SufE と

機能的な互換性があること、すなわち SufU は硫黄原子のキャリアとして機能すること

が明確に示されている（横山修士論文、2015）。 

システインデサルフラーゼは活性中心のシステインを含むモチーフの配列から、

group I と II に分類されている。SufS は group II に属しており、このグループでは

RXGHHCA 配列が保存されている 48。大腸菌には group II システインデサルフラーゼと

してもうひとつ CsdA が存在しており 48、CsdA は SufS-SufE の関係と同様に CsdE と特

異的に相互作用することが知られている 49。CsdA-CsdE は Fe-S クラスターの形成では

なく、TcdA の機能をサポートして tRNA 修飾（環状 N6–threonylcarbamoyladenosine の形

成）に関与している 50。一方、IscS や NifS は group I に属するシステインデサルフラー

ゼで、活性中心のシステインを含むモチーフとして SSGSACTS 配列が保存されている

48。Group I 酵素の活性中心のシステインを含むループは group II のものより長く、フレ

キシビリティが高いと考えられている 51,52。 Group II 酵素は group I 酵素と異なり、単

独での活性が低く抑えられているが、パートナーのタンパク質が存在することでその活

性が著しく促進する。すなわち、SufS は SufE に、CsdA は CsdE に S0を受け渡すことで

システインデサルフラーゼ活性は大きく上昇する 40,49。また、SufS＋SufE のシステイン

デサルフラーゼ活性は、さらに SufBCD 複合体を加えることにより数倍増加することが

報告されている 24,40,53。加えて、質量分析によって、実際に SufB に S0 が付加されるこ

とが示されている 53。これらの知見は、SufS が L-cysteine から引き抜いた S0が、SufE を
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経由して SufBCD 複合体の SufB へ渡されることを示している。しかし、SufB のどのア

ミノ酸が S0を受け取るかは明らかにされていない（Fig. 4）。 

 SufB、SufC、SufD は 3 成分の複合体を構成し、SUF マシナリーの中核、すなわち

Fe-S クラスターの新規形成を担うと考えられている。これらのタンパク質については、

大腸菌の SufC 単体、SufD 二量体やメタン生成古細菌 Methanosarcina mazei Go1 の SufB

二量体のそれぞれの結晶構造が明らかにされている（Fig. 5A-C）54,55。また、これらの

タンパク質のヘテロ複合体として、SufCD 複合体、SufBCD 複合体の結晶構造も明らか

にされている（Fig. 5D, E）56,57。これらの複合体はいずれも 2 分子の SufC を含んでお

り、それぞれ SufC2-SufD2 と SufB1-SufC2-SufD1 のストイキオメトリで構成されている。

SufB と SufD は低いながらも相同性があり（Fig. 6）、よく似た立体構造をとっている。

これらは N 末端ヘリカルドメイン、C 末端ヘリカルドメインと中央の β－ヘリックスコ

アドメインの 3 種のドメインで構成されている。中央のコアドメインでは、20 本の β－

ストランドがらせん状に巻き付いて、二つの平行 β－シートを形成している。また、SufB

と SufD のダイマー会合面では、β－ヘリックスコアドメインの C 末端側で逆平行 β－シ

ートを形成することで結合している。SufCD 複合体と SufBCD 複合体に二分子含まれる

SufCは、SufBと SufDの C末端ヘリカルドメインにそれぞれひとつずつ結合している。

SufC は膜内の輸送タンパク質である ABC トランスポーターの ATPase サブユニット

（ABC-ATPase）と類似性を示す。また、SufC の ATPase 活性は SufB または SufD と結

合することで促進されることが示されている 58–60。ABC-ATPase の場合、二分子の間に

二分子の ATP を挟み込んで会合し、ATP を加水分解して解離することで、膜貫通サブ

ユニットの構造変化を引き起こすと考えられている 61。SufBCD 複合体の SufC 二分子

は、結晶構造では 40 Å 以上離れているが、会合面のアミノ酸を部位特異的にシステイ

ンに置換（Y86C）させた場合に、ATP の存在下で会合して S-S 結合を形成することが

示されている。ATP に依存した SufC の会合と解離は、複合体全体の構造を大きく変化
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させる可能性がある 56,57,60。 

 Euryarchaeota の中には SufB と SufC のみで構成される SUF マシナリーが、また

Blastocystis では SufC と SufB が融合した SufCB タンパク質が見つかっており、これら

の生物では SufBC 複合体が Fe-S クラスターの生合成を担っていると考えられる 46,62。

分子系統解析から、進化の初期段階では SufB と SufC のみで Fe-S クラスター形成を行

っていたのではないかと推測され、sufD 遺伝子は sufB 配列の遺伝子重複によって生じ

たと考えられている 11。大腸菌においても、SufB と SufC は SufB2-SufC2 という複合体

を形成し得る。この SufBC 複合体や、SufCD 複合体の生理的意義はわかっていないが、

大腸菌では SufB、SufC、SufD の 3 成分のすべてが in vivo での Fe-S クラスター形成に

必須であることから 9、SufBC や SufCD ではなく SufBCD 複合体が主要な複合体として

機能すると考えられる。 

SufB については、上記のように SufE と相互作用して硫黄原子を受け取るという性質

に加えて、in vitro では化学的な Fe-S クラスターの再構成によって（非常に不安定では

あるが）[4Fe-4S]クラスターを持つようになることが報告されている 53。一方、大腸菌

から嫌気的に精製した SufBCD 複合体は、[4Fe-4S]クラスターとは異なるクラスターを

保持することが示されており、予備的な段階だが、リニア型の[3Fe-4S]クラスターでは

ないかと考えられている 63。SufB には CxxCxxxC という Fe-S クラスター結合モチーフ

が存在し、この部位で Fe-S クラスターを結合する可能性が指摘されている 53。また、

SufB のアミノ酸配列には p-cresol methylhydroxylase ファミリーの FAD 結合モチーフも

含まれており、嫌気条件下では SufBCD 複合体あたりひとつの FADH2 を結合した状態

で精製されることが報告されている 63–65。これらの知見から、SufBCD 複合体では SufB

に硫黄原子と鉄原子が集積され、FADH2 から還元力の提供を受けて、Fe-S クラスター

が新規に組立てられると考えられているが、そのメカニズムは不明である。 
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 大腸菌の Fe-S タンパク質は 130 種類以上が知られており、重要な反応を担ってい

るが、それらのほとんどは必須というわけではない（Fig. 7）。それらの中で生育に必須

であると報告されているのはイソプレノイド生合成の 2種類の 2-C-methyl-D-erythitol-4-

phosphate（MEP）経路に含まれる[4Fe-4S]タンパク質 IspG と IspH のみである 66–68。一

方、多くの真核生物や放線菌など一部のバクテリアは、イソプレノイド生合成系のメバ

ロン酸（MVA）経路を利用しており、この経路には Fe-S タンパク質が一切含まれてい

ない（Fig. 8）。最近、当研究室の田中らにより、放線菌由来の MVA 経路の遺伝子群を

大腸菌に導入してイソプレノイド合成経路を改変することで、Fe-S クラスター生合成

系の必須性を回避し、isc と suf の両オペロンを破壊した変異株が構築された 32。この大

腸菌変異株を用いることで Fe-S クラスター生合成系の遺伝子を自在に操作することが

できるようになった。そこで、本研究ではこの変異株を用いて SufB・SufC・SufD の遺

伝学的解析を行い、機能残基・機能領域を明らかにすることとした。さらに、in vitro の

生化学的な解析を組み合わせることによって、具体的な作動機構を明らかにすることを

目指した。 

 先に述べたように、SufC は ABC-ATPase と相同で、主要なモチーフも保存されて

いる（Fig. 9）。そのうち、Walker A モチーフ（GxxxxGKT/S）は ATP の α-および β-リン

酸基との結合部位である。Walker B モチーフ（ϕϕϕϕDE、ϕ は疎水性アミノ酸残基）は

Mg2+に配位する。ABC signature（LSGGQ）は二量体を形成するもう片方のサブユニット

に結合した ATP の γ-リン酸基と結合する。H-モチーフ（または H-loop, switch region）

には ATP の結合と加水分解に関わるヒスチジン残基が保存されている 61,69–71。第 2 章で

はまず、SufC の ATPase 活性が Fe-S クラスター生合成に必要なのかを調べるために、

これらのモチーフに対して部位特異的な変異を導入し、大腸菌変異株の相補実験系を用

いて機能解析を行った。その結果、Walker A モチーフの SufCK40、Walker B モチーフの

SufCE171、H-モチーフの SufCH203が in vivo 機能に必須なことがわかった。さらに、これ
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らの変異型の SufBCD 複合体を精製し、in vitro で ATPase 活性を調べたところ、活性は

バックグラウンドレベルにまで減少していた。したがって、SufC の ATPase 活性が Fe-

S クラスター生合成に必須であることがわかった。 

つぎに、SufB と SufD の中で鉄原子、硫黄原子、あるいは Fe-S クラスターを結合す

る可能性があり、かつ保存性の高い SufB の 68 残基と SufD の 9 残基に対して、部位特

異的にアラニンへの置換を行った。その結果、SufB の 8 種類のアミノ酸残基（SufBR226、 

SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、SufBK303、SufBC405、SufBE434）と SufD の 1 つの

アミノ酸残基（SufDH360）は in vivo 機能に必須であることがわかった。これらのアミノ

酸残基は SufB の β－ヘリックスコアドメインの N 末端側（Region A）と、SufB-SufD 会

合面（Region B）の 2 つの領域に存在し、Region B に Fe-S クラスターを結合しうる３

残基の必須アミノ酸が集中していることから、この領域で Fe-S クラスターが新規に形

成されると考えられる。これらの結果に基づいて、第 3 章では部位特異的変異を導入し

て機能不全となった SufBCD 複合体を精製し、SufS-SufE との in vitro 相互作用を解析し

た。その結果、Region A に位置する SufBC254が硫黄原子の受容部位であることが明らか

になった。さらに、Region A と Region B をつなぐトンネルを SufB の β－ヘリックスコ

アドメインの内部に見出した。硫黄原子はこのトンネルを通って Region A から Region 

B まで移動する可能性が考えられる。これらの知見に基づいて、SufBCD 複合体による

Fe-S クラスター形成のメカニズムを考察する。 
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第 2 章  SufBCD 複合体の in vivo 機能解析 
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大腸菌の Fe-S タンパク質は 130 種類以上が知られており、それらの機能を支えてい

るのが Fe-S クラスター生合成系である。大腸菌には iscSUA-hscBA-fdx-iscX オペロンに

コードされる ISC マシナリーと、sufABCDSE オペロンにコードされる SUF マシナリー

が存在し、これらのマシナリーによって Fe-S クラスターが組立てられ、アポタンパク

質へと供給されている 72,73。isc オペロンは通常の条件で高発現しており、suf オペロン

は鉄飢餓、酸化ストレス条件下で発現が誘導される 10。また、isc オペロンの破壊は著し

い生育の遅延を引き起こすが、suf オペロンの破壊では生育に影響がみられない 9。ただ

し、suf オペロン破壊株は過酸化水素への感受性が強くなることが報告されている 26。

これらのマシナリーは Fe-S クラスターの生合成を独立して行っており、isc と suf オペ

ロンの二重欠失は Fe-S クラスターを形成できなくなり合成致死となる 9。そのため、こ

れまでは詳細な遺伝学的解析が困難だった。しかし最近、当研究室では Fe-S クラスタ

ー生合成系の必須性を回避した大腸菌変異株が構築されている 32。 

大腸菌の Fe-S タンパク質は重要な機能を担っているが、それらのほとんどは必須と

いうわけではない。それらの中で生育に必須と報告されているのはイソプレノイド生合

成に関わる 2-C-methyl-D-erythitol-4-phosphate（MEP）経路に含まれる[4Fe-4S]タンパク

質の IspG と IspH のみである 66–68。一方、多くの真核生物や放線菌など一部のバクテリ

アに分布するイソプレノイド生合成系メバロン酸（MVA）経路には、Fe-S タンパク質

が一切含まれていない。最近、当研究室の田中らにより、放線菌由来の MVA 経路の遺

伝子群を大腸菌に導入してイソプレノイド合成経路を改変することで、Fe-S クラスタ

ー生合成系の必須性を回避させ、isc と suf の二重破壊株が構築されている 32。この大腸

菌変異株を用いることで Fe-S クラスター生合成系の遺伝子を自在に操作することがで
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きるようになった。そこで、本研究ではこの変異株を用いて SufB・SufC・SufD の遺伝

学的解析を行うことにした。 

 SufBCD 複合体は SUF マシナリーにおける中核成分で、Fe-S クラスターの新規形成

を担う足場タンパク質と考えられている 64。最近、我々のグループでは SufBCD 複合体

の結晶構造を明らかにした 57（Fig. 5E）。この複合体は SufB1-SufC2-SufD1のストイキオ

メトリで構成されている。複合体に 2 分子含まれる SufC は ABC トランスポーターの

ATPase サブユニット（ABC-ATPase）と相同で、主要なモチーフは全て保存されている

（Fig. 9）。Walker A モチーフ（GxxxxGKT/S）は ATP の α-および β-リン酸基との結合部

位である。Walker B モチーフ（ϕϕϕϕDE、ϕ は疎水性アミノ酸残基）は Mg2+に配位する。

ABC signature（LSGGQ）は二量体を形成するもう片方のサブユニットに結合した ATP

の γ-リン酸基と結合する。H-モチーフ（または H-loop, switch region）には ATP の結合

と加水分解に関わるヒスチジン残基が保存されている 61,69–71。ABC-ATPase は、二分子

の間に ATP を二分子挟み込んで会合し、ATP を加水分解して解離することで、膜貫通

サブユニットの構造変化を引き起こすと考えられている 61。同様に SufBCD 複合体の

SufC 二分子も、ATP の存在下で会合することが示されており、これが SufB と SufD の

構造を大きく変化させる可能性が予想されている 56,57,60。本研究ではまず、SufC の

ATPase 活性が Fe-S クラスター生合成に必要なのか確かめるために、これらのモチーフ

に対して部位特異的な変異を導入し、大腸菌変異株の相補実験系を用いて機能解析を行

った。その結果、Walker A モチーフの SufCK40、Walker B モチーフの SufCE171、H-モチー

フの SufCH203が SufC の in vivo 機能に必須なことがわかった。さらに、これらの変異型

の SufBCD 複合体を精製し、in vitro で ATPase 活性を調べたところ、活性はバックグラ

ウンドレベルにまで減少していた。したがって、SufC の ATPase 活性は確かに Fe-S ク

ラスター生合成に必須であることがわかった。 
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SufB については、in vitro で化学的に[4Fe-4S]クラスターが再構成されることや、SufE

から Fe-S クラスターの材料となる硫黄原子（S0）を受け取ることが明らかとなってい

る 53。SufD の役割についてはよくわかっていないが、鉄の獲得に必要なのではないか

という説がある 63。SufB と SufD の間には相同性が認められ、その立体構造はとてもよ

く似た N 末端ヘリカルドメイン、β－ヘリックスコアドメイン、C 末端ヘリカルドメイ

ンの 3 つのドメインで構成されている。β－ヘリックスコアドメイン C 末端側の SufB

と SufD の会合面では、ふたつのアミノ酸残基 SufBC405と SufDH360が in vivo 機能に重要

であることが示されている 57。これらの残基の側鎖は β－ヘリックスの内部に埋もれて

いるが、ATP の存在下では（おそらく SufC２分子が会合することにより）構造変化を

おこして、溶媒へと露出されることが示されている 57。SufBC405と SufDH360 はこの構造

変化を利用して Fe-S クラスターの形成に関与することが予想されている。ただし、Fe-

S クラスターを結合するには 4 つの配位子が必要であり、この 2 つのアミノ酸残基だけ

では不足している。また、SufB においては SufD との会合面から離れた領域に CxxCxxxC

という Fe-S クラスター結合モチーフも見られ、こちらが Fe-S クラスター形成部位とし

て機能するという可能性も提唱されている 53。 

このように、SufB と SufD については Fe-S クラスターの新規形成部位として中心的

な役割を果たすと考えられるが、その機能部位や反応機構などは明らかになっていない。

そこで、本研究では SufB と SufD の機能に重要なアミノ酸残基や領域を同定する目的

で、鉄原子、硫黄原子、あるいは Fe-S クラスターを結合する可能性があり、かつ保存

性の高い SufB の 68 残基と SufD の 9 残基に対して、部位特異的にアラニンへの置換を

行った。その結果、SufB の 8 種類のアミノ酸残基（SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、

SufBW287、SufBK303、SufBC405、SufBE434）と SufD の 1 つのアミノ酸残基（SufBH360）が in 

vivo 機能に重要であることがわかった。結晶構造に当てはめると、これらの重要残基の

うち、6 種類（SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、SufBK303）は SufB の β
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－ヘリックスコアドメインの N 末端側（Region A と呼ぶ）に集中しており、残りの 3 残

基（SufBC405、SufBE434、SufDH360）は SufB-SufD 会合面（Region B と呼ぶ）に集中して

いることが判明した。Region B の 3 残基はいずれも、Fe-S クラスターの配位子として

機能し得るアミノ酸である。この 3 残基の近傍に着目して多重変異を導入したところ、

SufBE432、SufBH433、SufDC358の 3 重置換が重篤な影響を示すことが判明した。これらの

結果から、Region B では SufBC405、SufBE434、SufDH360を配位子として Fe-S クラスターが

新規に形成されるという可能性が示唆された。また、4 番目の配位子については、重複

した役割をもつ SufBE432、SufBH433、SufDC358のうちのどれかひとつが用いられるのでは

ないかと考えられる。  
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材料と方法 

 

プラスミドの構築 

本研究で使用した大腸菌株とプラスミドは Table 1 に、プライマーは Table 2 に示す。

sufB、sufD に対する部位特異的変異は inverse PCR 法、または QuikChange 法を利用して

導入した。具体的には、pBBR-sufAB、pBBR-sufD、または pRK-sufCDSE プラスミドを鋳

型として、inverse PCR 法の場合には片方のプライマーの 5’末端に目的の塩基置換が入

るように設計したプライマーを用いて PCR を行った。続いて DpnI によって鋳型のプラ

スミドを消化し、T4 Polynucleotide Kinase (NIPPONGENE) と Ligation Convenience Kit 

(NIPPONGENE) を同時に 16°C、1 時間反応させた。反応物を大腸菌 DH5α に導入し、

得られた形質転換体からプラスミドを調製した。QuikChange 法の場合には Agilent 

Technologies 社のマニュアルを参考にした。プライマーの中央部に目的の塩基置換が入

るように設計したプライマーを用いて PCR を行い、DpnI によって鋳型のプラスミドを

消化した後、DH5α に導入し、得られた形質転換体からプラスミドを調製した。変異を

導入した suf 遺伝子群については、全コード域の塩基配列を確認した。 

 

変異型の SufB、SufC、SufD の in vivo 機能評価 

MVA 経路の遺伝子群をコードするプラスミド pUMV22 Spr を導入した大腸菌変異株

UT109 (ΔiscUA-hscBA::Kmr; ΔsufABCDSE::Gmr) は、MVA とグルコースの存在下で生育す

ることができる 32。この UT109 pUMV22 Spr株に、まず、sufCDSE をクローン化したプ

ラスミド pRK-sufCDSE をエレクトロポレーションにより導入し、得られた形質転換体

を培養して、エレクトロポレーション用のコンピテントセルを作製した。これに、sufAB

をクローン化したプラスミド pBBR-sufAB を導入すると、SUF マシナリーの構成成分が
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揃い、MVA に依存することなく生育することができるようになる。同様に、変異を導

入した sufBを含む pBBR-sufABプラスミドは、同様に UT109（pUMV22 Spr、pRK-sufCDSE

プラスミドを含む）株にエレクトロポレーションで導入し、MVA を含む Luria-Bertani 

(LB) プレート (Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml、0.4% D-glucose、200 µM MVA を含む) と、

MVA を含まない LB プレート (Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml を含む) に等量スプレッドし

て生育を比較した。嫌気条件での培養には GAS GENERATING KIT ANAEROBIC 

SYSTEM (Oxoid) を用いた。変異型 SufC による相補実験は、変異を導入した pBBR-sufC

と pRK-ΔsufCpプラスミド 57を用いて同様に行った。変異型 SufDによる相補実験には、

変異を導入した pBBR-sufD と pRK-sufABC-SE プラスミド 56を用いた。 

 

サプレッサー変異の単離 

 アラニンへの置換変異を導入することで、in vivo で機能不全となった 9 種類の変異型

SufBR226A、SufBN228A、SufBC254A、SufBQ285A、SufBW287A、SufBK303A、SufBC405A、SufBE434A、

SufDH360A について、長期間培養することでサプレッサー変異が生じるか検討した。LB

プレート（Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml、0.4% D-glucose、200 µM MVA を含む）上のコロ

ニーを、Super broth（SB）液体培地（Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml、0.4% D-glucose、200 µM 

MVA を含む）で 37˚C、3 日間培養した。菌液を 5,000 rpm、4˚C、5 分間遠心し、ペレッ

トを 1 ml LB で洗浄した。ペレットに 200 µl LB を加えて懸濁し、MVA を含まない LB

プレート (Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml を含む) にスプレッドした。出現したリバータント

は Teriffic broth (TB) 液体培地で培養し、プラスミド DNA（pBBR-sufAB と pRK-sufCDSE

の混合物）を調製した。このプラスミド DNA を DH5α に導入し、Ap 耐性、Tc 感受性

で、pBBR-sufAB のみを含むコロニーを選択した。 TB 液体培地 (Ap 50 µg/ml を含む) 

で 37˚C 一晩培養し、Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction System (Viogene) を用いてプラ

スミドを調製し、相補実験用の上記のホスト株（UT109、pUMV22 Spr、pRK-sufCDSE）
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に再導入した。全てのリバータントから調製した pBBR-sufAB で相補能（MVA を含まな

い培地での生育）が観察できたことから、二次的な変異がこのプラスミド上にあること

を確認した。次いで、pBBR-sufAB 内の sufAB コード域の DNA 配列を調べて、二次的な

サプレッサー変異の部位を特定した。 

 

SufB の機能残基に対するランダム変異の導入 

 Inverse PCR 法によって、SufB の機能残基 8 種類に部位特異的なランダム変異を導入

した。アラニンへの置換変異を持つ pBBR-sufAB を鋳型として、アラニン置換部位 

(SufBR226A、SufBN228A、SufBC254A、SufBQ285A、SufBW287A、SufBK303A、SufBC405A、SufBE434A) 

のコドンを NNK (N は A、T、G、C の 4 塩基、K は G、T の 2 塩基のミックスで、20 種

類のアミノ酸残基にランダムに置換する) に置換するプライマー (Table 1) を用いて

inverse PCR を行った。続いて、メチル化サイトを切断する制限酵素 DpnI を加えて、鋳

型プラスミドを消化した。PCR 産物に、T4 Polynucleotide Kinase (Nippongene) と Ligation-

Convenience Kit (Nippongene) を加えて、Kinase / Ligase 同時反応を行った。この Ligation

産物を、ランダムな点変異を持つプラスミドライブラリーとした。 

 このプラスミドライブラリーを、相補実験用の上記のホスト株（UT109、pUMV22 Spr、

pRK-sufCDSE）にエレクトロポレーションで導入し、37˚C で MVA を含まない LB プレ

ート（Ap 50 µg/ml を含む）で培養した。出現したコロニーは、TB 液体培地（Ap 50 µg/ml

を含む）で定常期になるまで培養し、プラスミドを調製した。このプラスミドを DH5α

に再導入し、Ap 耐性、Tc 感受性で、pBBR-sufAB のみを含むコロニーを選択した。TB

液体培地 (Ap 50 µg/mlを含む) で37˚C一晩培養し、Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction 

System (Viogene) を用いてプラスミドを調製した。調製したプラスミドの DNA 配列を

調べ、どのようなコドンに変わっているか同定した。 
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大腸菌変異株の生育速度の測定 

 サプレッサー変異型の SufB、ならびに SufB-SufD 会合面への多重変異を導入した大

腸菌変異株については、液体培地での生育をモニターした。LB 培地 (Ap 50 µg/ml、Tc 

10 µg/ml を含む) で前培養したのち、660 nm の濁度が 0.01 となるように、4 ml の同じ

培地に植菌した。L 字管で Bio-Photorecorder TN1506 (Advantec) を用いて、37˚C、60 rpm

で震盪し、30 分毎に 660 nm の濁度を測定した。 

 

ウエスタンブロット解析 

大腸菌細胞内で、Fdx に [2Fe-2S] クラスターが形成されるか調べるため、native PAGE

で holo-Fdx と apo-Fdx を分離し 74、western blotting を行った。具体的には、まず 2 ml SB

培地 (Ap 50 µg/ml、Tc 10 µg/ml、0.4% D-glucose、200 µM MVA を含む) で 37˚C、3 日間

培養し、濁度 (OD600) を測定した。集菌し、OD600の値 × 100 µl の 50 mM Tris-HCl pH7.8、

200 µg/ml lysozyme、プロテアーゼ阻害剤カクテル（ナカライテスク）を含む溶液を加え

て懸濁し、37˚C、5 分間インキュベートした。細胞を超音波で破砕し、18,800 xg、4˚C、

20 分間遠心後、上清を回収した。サンプルを native PAGE (15%ゲル) で分離し、抗 Fdx

抗体を用いて western blotting を行った。また、SufB, SufC および SufD タンパク質の発

現量は、上記のサンプルを SDS-PAGE (12.5%ゲル) で分離し、対応する抗体を用いて

western blotting で確認した。検出には ECL prime kit (GE Helthcare) を用いた。 

 

SufBCD 複合体の過剰発現と精製 

suf オペロン全長をコードするプラスミド pGSO164 40は大腸菌 TOP10 株に導入し、

SUF マシナリーの全成分を発現させた。SufC に部位特異的変異を導入した pGSO164
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は、YT2512 株（ΔsufABCDSE）9に導入して発現させた。過剰発現には TB (Ap 50 µg/ml

を含む) 培地を用いた。前培養液を 1/200 に植菌し、37˚C で 2 時間培養した後、L-

arabinose（終濃度 0.2%）を添加して発現を誘導し、OD600 = 0.4-0.6 まで培養し集菌し

た。菌体は 50 mM Tris-HCl pH 7.8、100 mM NaCl、1 mM DTT 溶液に懸濁して超音波

破砕した。22,000 xg、4˚C、30 分間遠心分離し、可溶性画分を回収した。(NH4)2SO4を

20%飽和になるよう、氷上で 30 分かけて徐々に加えた後に 30 分間撹拌を続けて塩析

を行い、22,000 xg、4˚C、30 分間遠心分離して上清を回収した。サンプルを 50 mM Tris-

HCl pH 7.8、100 mM NaCl、20% 飽和 (NH4)2SO4、1 mM DTT 溶液で平衡化した HiPrep 

16/60 Phenyl FF low sub カラム (GE Healthcare) にロードし、20－0% 飽和 (NH4)2SO4の

濃度勾配で溶出した。各画分を SDS-PAGE でチェックし、SufBCD 複合体を回収し、

50 mM Tris-HCl pH 7.8、1 mM DTT 溶液で透析を行った。サンプルを同じ溶液で平衡化

した Mono Q HR 5/50 GL カラム (GE Healthcare) にロードし、0－1 M NaCl の濃度勾配

で溶出した。SufBCD 複合体を含むフラクションを濃縮し、50 mM Tris-HCl pH 7.8, 150 

mM NaCl 溶液で平衡化した HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 HR カラム (GE Healthcare) に

ロードした。精製したタンパク質は VIVASPIN 20 (Sartorius) を用いて濃縮し、－80˚C

で保存した。 

 

ATP 加水分解活性の測定 

ATP の加水分解速度は、生じた ADP を NADH の酸化に共役させることで測定した。

反応は、250 µl 中で、50 mM Tris–HCl pH 7.5、100 mM KCl、1 mM DTT、2 mM MgCl2、

0.16 mM NADH、1 mM ホスホエノールピルビン酸、50 U ピルビン酸キナーゼ、50 U 乳

酸デヒドロゲナーゼ、2 mM ATP の組成で、20°C で行った。 生成した ADP は、NADH

の減少を 340 nm の吸光度を測定することにより定量した。 
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結果 

SufC における機能残基の同定 

SufBCD 複合体は、SufB1-SufC2-SufD1のストイキオメトリで構成されており、Fe-S ク

ラスターの新規形成を担う足場タンパク質として働くと考えられている。この複合体に

2 分子含まれる SufC は ABC トランスポーターの ATPase サブユニットと相同で、2 分

子の SufCが 2分子の ATPを挟み込んで head-to-tail の形で会合することで SufB と SufD

の構造変化を引き起こし、その構造変化を利用して Fe-S クラスターを組立てるのでは

ないかと推定されている 57。そこで、本研究ではまず SufC の ATPase 活性が本当に Fe-

S クラスター生合成に必要なのか調べることにした。 

本研究では SufC に部位特異的変異を導入し、その機能性を大腸菌変異株 UT109 の相

補実験を利用して検討した。具体的には、pUMV22 Sprプラスミドを持つ UT109 株にま

ず、sufAB-DSE を挿入したプラスミド pRK-ΔsufCp をエレクトロポレーションにより導

入し、次いで、sufC を持つプラスミド pBBR-sufC を導入した。こうして SUF マシナリ

ーのメンバーが揃うと、MVA に依存しないで生育するようになることを確認した。次

に、SufC に部位特異的変異を導入してその影響を調べた。変異によって SufC の機能が

損なわれれば、大腸菌変異株は MVA を含まない培地で生育できない。 

部位特異的変異を導入する部位は、ABC-ATPase と SufC との間で保存されている

Walker A モチーフ（SufCK40R）、Walker B モチーフ（SufCE171Q）、ABC signature（SufCS147A）、

H-モチーフ（SufCH203A）とした（Fig. 9）。また、ABC-ATPase では保存されていないが、

SufC において Walker B モチーフの SufCE171と塩橋を形成する SufCK152もアラニンに置

換した。これらのうち、SufCS147Aと SufCK152Aを導入した大腸菌変異株は、野生型 SufC

を導入した場合と比較して非常にゆっくりではあるが生育し、部分的に相補することが
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わかった（Fig. 10A）。 残りの SufCK40R、SufCE171Q、SufCH203Aの 3 種類の変異型は、MVA

を含まない培地では全く生育しなかった（Fig. 11A）。これらの変異型 SufC のタンパク

質レベルを調べたところ、すべての変異型について野生型と同程度の発現量を確認する

ことができた（Fig. 10B）。したがって、これらの変異によって相補ができなくなるのは、

SufC のタンパク質の量の問題ではないと考えられる。 

SufC には分子表面にヒスチジン残基やグルタミン酸残基が集中している部位があり、

この部位に鉄イオンが結合する可能性を考えて SufCH25、SufCE28、SufCH30、SufCH217をア

ラニンに置換した。また、SufCC167 もアラニンに置換してみた。しかし、これらの変異

型 SufC はすべて大腸菌変異株を相補することがわかった（Fig. 10A）。したがって、こ

れらのアミノ酸残基は Fe-S クラスター生合成には重要ではないと考えられる。 

次に、in vivo で機能不全となった変異型 SufC（SufCK40R、SufCE171Qまたは SufCH203A）

を含む SufBCD 複合体と、野生型の複合体を精製した。どの複合体もゲル濾過クロマト

グラフィーで野生型とほぼ同じ位置に溶出されたこと、SDS-PAGE で SufB、SufC、SufD

のバンドの量比が変化しないことから、SufB1-SufC2-SufD1 の複合体は正常に形成され

ていると考えられる（Fig. 11A-D）。次に、これらの精製標品を用いて ATPase 活性を測

定したところ、SufCK40R、SufCE171Q、SufCH203A変異型を含む SufBCD 複合体の ATPase 活

性はどれもバックグラウンドレベルであった（Fig. 11E）。したがって、SufC は ATPase

活性を失うことで in vivo で機能できなくなったものと考えられる。すなわち、SufBCD

複合体による Fe-S クラスターの生合成には SufC の ATPase 活性が必要であることがわ

かった。 

 

SufB における機能残基の同定 

SufB についてはこれまで、in vitro で化学的に Fe-S クラスターが再構成されることや
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53、SufE と相互作用して Fe-S クラスター形成に必要な硫黄原子を受け取ること 53 が報

告されており、SufBCD 複合体における Fe-S クラスターの新規形成を担うのではない

かと考えられている。我々のグループでは最近 SufBCD 複合体の結晶構造を明らかにし

たものの、それでも Fe-S クラスターが複合体のどこで、どのようにして形成されるか

といった知見はほとんど得られなかった 57。そこで、本研究では SufB と SufD に系統的

な部位特異的変異を導入することで、機能残基・機能領域の同定を行うことにした。 

SufB については、鉄原子や硫黄原子、あるいは Fe-S クラスターと相互作用可能で、

かつ保存性の高い 68 種類のアミノ酸残基に着目して部位特異的変異を導入し、その機

能性を相補実験によって評価した。まず、Fe-S クラスターのリガンドとして一般的なシ

ステイン残基とヒスチジン残基に着目した。SufB のオルソログ 237 種間で 35%以上保

存されているシステイン 9 種類 (SufBC167、SufBC217、SufBC254、SufBC307、SufBC332、SufBC405、

SufBC414、SufBC448、SufBC467) と、ヒスチジン 5種類 (SufBH176、SufBH265、SufBH363、SufBH417、

SufBH433)、加えて保存性は低いが CxxCxxxC という Fe-S クラスター結合モチーフのシ

ステイン 3 種類 (SufBC96、SufBC99、SufBC103) をそれぞれアラニンに置換し、上記の相

補実験を行った。その結果、SufBC254Aと SufBC405Aの 2 種類の変異型 SufB の場合は MVA

を含まない培地では全く生育せず、相補能が消失することが判明した（Fig. 12A）。また、

SufBH265A変異型 SufB を導入した大腸菌の生育は遅くなり、相補能は部分的であった。

一方、それ以外の変異型はアラニン置換による影響が全く見られなかった（Table 3）。

CxxCxxxC の 8 残基すべてを欠失させた場合（SufBΔ96-103）についても検討したが、相補

能への影響は見られなかった（Table 3）。したがって、CxxCxxxC モチーフは予想に反し

て SufB の in vivo 機能に必要ではないと考えられる。 

次に、側鎖に N、S または O 原子を持ち、かつ SufB オルソログで 75%以上保存され

ているアミノ酸残基に部位特異的変異を導入した。その結果、SufBR226A、SufBN228A、

SufBQ285A、SufBW287A、SufBK303A、SufBE434Aの 6 種類の変異型 SufB を導入した大腸菌変
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異株は、MVA を含まない培地では全く生育せず、in vivo 機能を相補しなかった（Fig. 

12A）。これらの変異型について嫌気的条件での相補性も検討したところ、SufBK303A 変

異型の SufB を導入した場合に嫌気条件でのみゆっくりと生育したが、それ以外は嫌気

条件でも全く生育しなかった（Fig. 12A）。一方、残りの 45 種類の変異型 SufB は大腸菌

変異株を相補することがわかった。45 種類のうち、SufBM56A、SufBE230A、SufBT238A、

SufBE244A、SufBY250A、SufBT302A、SufBR304A、SufBS323A、SufBY329A、SufBS345A、SufBK360A、

SufBM361A、SufBT368A、SufBS370A、SufBK375A、SufBY386A、SufBD406A、SufBT418A、SufBY421A、

SufBN426A、SufBE432A、SufBS438A、SufBY447A、SufBR451A、SufBE477Aの 25 種類では変異によ

る影響がほとんど見られなかったが、SufBE52A、SufBR60A、SufBD192A、SufBY224A、SufBQ234A、

SufBE236A、SufBR237A、SufBD243A、SufBE252A、SufBE270A、SufBY281A、SufBT283A、SufBN286A、

SufBN299A、SufBW316A、SufBT326A、SufBK328A、SufBQ353A、SufBD356A、SufBR387Aの 20 種類の

変異型 SufB を導入した場合は野生型と比較して明らかに生育が遅延しており、相補は

部分的であった（Table 3）。これらの中で、SufBY224A、SufBQ234A、SufBE236A、SufBE252Aの

4 種類の変異型の場合、43°C では生育できないという温度感受性を示した（Fig. 12B）。

これら温度感受性となる置換部位は、SufB の立体構造の形成・維持、または構造変化に

関係する可能性が考えられる。 

機能不全となる 8 種の変異を導入した場合には、大腸菌のイソプレノイド生合成系

（MEP 経路）の IspG と IspH の Fe-S クラスターを形成できないため、MVA 依存性から

抜け出せないと考えられる。IspG と IspH はいずれも [4Fe-4S] クラスターを活性中心

とすることが知られている。他の Fe-S タンパク質の場合、クラスターが形成されるの

か、あるいは [2Fe-2S] クラスターの場合はどのような影響を受けるのかを調べる目的

で、以下の実験を行った。 

Ferredoxin は電子伝達体として働く Fe-S タンパク質であり、大腸菌では isc オペロン
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にコードされる Fdx が知られている。Fdx は [2Fe-2S] クラスターを持つ Fe-S タンパク

質で、holo-Fdx と Fe-S クラスターを持たない apo-Fdx とは、native PAGE で移動度が異

なる 74。これを利用して、SufB に対する変異導入の影響を検討した。その結果、野生型

SufB の場合には holo-Fdx のバンドを明確に確認できたが、相補能を消失した 8 種類の

変異型 (SufBR226A、SufBN228A、SufBC254A、SufBQ285A、SufBW287A、SufBK303A、SufBC405A、

SufBE434A) の場合には、その全てにおいて holo-Fdx が全く検出されず、Fdx の [2Fe-2S] 

クラスターが形成されていないことがわかった（Fig. 12C）。一方、これらの 8 種類の変

異型のタンパク質レベルをウエスタン解析によって調べたところ、すべての変異型

SufB、SufC、SufD の発現量は野生型と同等であることを確認することができた（Fig. 

12D）。したがって、これらのアミノ酸置換は SufB の安定性に影響するのではなく、機

能不全を引き起こすしたものと考えられる。これらの結果を総合すると、SufB には機

能的に重要な 8 種類のアミノ酸残基があり、これらをアラニンに置換すると[4Fe-4S] だ

けでなく [2Fe-2S] クラスターの形成もできなくなると考えられる。これら 8 種類の残

基 (SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、SufBK303、SufBC405、SufBE434) を機

能残基と呼ぶことにする。また、アラニンに置換することによって温度感受性を示すよ

うになる 4 種類の残基 (SufBY224、SufBQ234、SufBE236、SufBE252) は温度感受性残基と表

す。 

 

SufB の機能不全をサプレスする二次的な変異の解析 

SufB の 8 種類の機能残基のうち、4 種の置換型（SufBN228A、SufBQ285A、SufBK303A、

SufBE434A）を導入した大腸菌からは、MVA に依存しないで生育するよう変化したリバ

ータントが出現した。一方、残りの 4 種類（SufBR226A、SufBC254A、SufBW287A、SufBC405A）

については長期間培養してもリバータントが出現することはなかった。 
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得られたリバータントの中では、二次的なサプレッサー変異が生じた可能性があるの

で、その部位を特定する目的で、まずリバータントからプラスミド pBBR-sufAB を調製

した。これを pUMV22 Spr、pRK-sufCDSE プラスミドを持つ UT109 株に再導入したとこ

ろ、全ての形質転換体が MVA に依存せずに生育したため、変異型 SufB の機能不全を

サプレスする二次的な変異は pBBR-sufAB プラスミドにあることが判明した。続いて

pBBR-sufAB 上の sufAB コード領域の DNA sequencing を行ったところ、全てのサプレッ

サー変異は sufB のコード域に位置することが分かった。SufBN228A のサプレッサー変異

は SufBT223S、SufBR226L、SufBP257Tの 3 種類、SufBQ285Aのサプレッサー変異は SufBA256S、

SufBK303Aのサプレッサー変異は SufBA256S、SufBE434Aのサプレッサー変異は SufBV423Fで

あった（Table 4）。興味深いことに、SufBQ285Aと SufBK303Aの２種類の機能不全変異型か

らは、SufBA256Sという同じサプレッサー変異が得られた。 

これらの変異を持つリバータントについて LB液体培地における生育を比較したとこ

ろ、野生型の SufB（倍化時間は 36.4 ± 3.86 min）に比べてどれもゆっくりと生育し、リ

バータントの倍加時間は早いもの（SufBQ285A、SufBA256S）で 72.3 min、遅いもの（SufBK303A、

SufBA256S）では 281 min であった（Table 4）。したがって、はじめに導入した機能不全変

異は二次的な変異によって部分的にサプレスされてはいるが、その程度は限定的と考え

られる。 

 

SufB 機能残基に対する部位特異的なランダム変異の導入 

SufB の 8 種類の機能残基 (SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、SufBK303、

SufBC405、SufBE434) をアラニンに置換すると機能不全になるが、機能を保持したままで

他のアミノ酸に置換できるかどうか検討することにした。機能残基のそれぞれを 20 種

類のアミノ酸に置換させるため、アラニンに置換したプラスミド pBBR-sufAB を鋳型と
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して、そのアラニンに対応するコドンを NNK（N は A、G、C、または T; K は G また

は T）に置換するよう部位特異的な変異を導入した。次いで、そのプラスミドを pUMV22 

Sprと pRK-sufCDSE プラスミドを持つ UT109 株に導入し、MVA が存在しなくても生育

可能なコロニーを単離し、ランダム変異を導入した領域の DNA sequencing を行った。

その結果、SufBR226は I、L、V に、SufBN228は H、C、Q に、SufBQ285は G、N、R に、

SufBW287は F、Y、M に、SufBK303は R、E に、SufBE434は D に置換したものが得られた

（Table 5）。これらの中で、SufBN228ならびに SufBK303に置換可能なのは、全て極性を持

つアミノ酸であった。一方、SufBW287は疎水性の側鎖を持つアミノ酸で置換可能であっ

た。 

これらの変異型 SufB を持つ大腸菌について、LB 液体培地における生育を観察した

ところ、どれも野生型SufBの場合と比べて生育速度が遅くなっていた。4種類（SufBQ285G, 

SufBW287F、SufBK303R、SufBE434D）の変異型 SufB の場合、倍加時間は野生型の場合と比べ

て 2 倍以内だが、それ以外の 11 種類の倍化時間は野生型 SufB の場合と比べて 2 倍以上

となり、なかでも SufBQ285Rでは 6 倍と非常に遅くなっていた。 

他方、SufBC254と SufBC405については、SufB の機能を保持したままで他のアミノ酸に

置換したものは得られなかった。アラニン置換した SufBC254または SufBC405のコドンに

対して、さらにランダム変異（NNK）を導入して得られた復帰変異体をそれぞれ 30 種

類と 27 種類単離して調べたところ、全て元のシステインのコドンに戻っていた。した

がって、これらの残基は他のアミノ酸では代替できない必須残基と考えられる。 

 

SufD ならびに SufB-SufD 会合面における機能残基の同定 

SufD についてはこれまでに、SufDH360 が in vivo 必須残基であることが明らかにされ

ている 56。しかし、その実験では温度感受性の相補プラスミドを非許容温度（43˚C）で
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入れ替えるという手法が用いられていたため、変異型 SufD が温度感受性となっている

可能性も残されていた。そこで、本研究では pUMV22 Spr プラスミドを持つ UT109 株

に、変異を入れた pBBR-sufD と pRK-sufABC-SE を導入することで、SufDH360残基に対す

る部位特異的変異の影響を再検討した。その結果、SufDH360A 変異型を導入した場合は

37˚C でも MVA 依存性の生育を示し（Fig. 13A）、[2Fe-2S] Fdx のクラスター形成もでき

ないことがわかった（Fig. 13B）。また、SufDH360Aのタンパク質レベルは野生型と同程度

であることから（Fig. 13C）、SufDH360Aの置換によってその機能が損なわれたものと考え

られる。SufDH360A変異型について、MVA 非依存性となるサプレッサー変異が得られな

いか試みたが、長期間培養を行っても得ることはできなかった。 

次に、SufDH360 以外の機能残基についても探索することにした。側鎖に N、S または

O 原子を持ち、かつ SufD のオルソログで 60%以上保存されている 8 種類の残基をそれ

ぞれアラニンに置換した（SufDD283A、SufDH290A、SufDK302A、SufDD344A、SufDE350A、SufDD354A、

SufDD355A、SufDC358A）が、どれも大腸菌の生育にほとんど影響がなく、SufD に新たな機

能残基を見つけることはできなかった（Fig. 13A）。 

 次に、SufB と SufD の会合面で 3 種類の機能残基（SufBC405、SufBE434、SufDH360）が近

接していることに着目した（Fig. 14A）。これらシステイン、グルタミン酸、ヒスチジン

はどれも Fe-S クラスターのリガンドになりうるアミノ酸残基である。そこで、これら

に近接するアミノ酸に着目して、pBBR-sufAB と pRK-sufCDSE プラスミドに多重変異を

入れ、pUMV22 Sprを持つ UT109 株に導入することで、重複機能を持つアミノ酸残基を

同定することにした。上記のように SufBD406A、SufBE432A、SufBH433Aまたは SufDC358S の

単独変異は相補株の生育に影響を与えなかったが（Table 3）、これらの変異を組み合わ

せると相補能が損なわれるようになった（Fig. 15A, B）。そのうち、SufBD406A、SufBE432A、

SufBH433Aの 3 重変異で生育が遅くなり、SufBE432A、SufBH433A、SufDC358Sの 3 重変異だと
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さらに生育が遅延した。ただし、これら 4つのアミノ酸をすべて置換（SufBD406A、SufBE432A、

SufBH433A、SufDC358S）しても、SufBE432A、SufBH433A、SufDC358Sの 3 重変異の場合とほと

んど変わらず、相加的な効果は見られなかった（Fig. 15A, B）。また、これらの多重変異

導入株では Fdx の [2Fe-2S] クラスター形成量も著しく低下していた（Fig. 15C）。変異

型の SufB と SufD のタンパク質レベルは野生型のものとほぼ同程度であった（Fig. 15D）

ことから、これらの残基は機能的に重要であると考えられる。以上の結果から、SufBE432、

SufBH433、SufDC358の 3 残基は Fe-S クラスター生合成に必須というわけではないが重要

な役割を持っており、それらの機能は重複していることが示唆された。 
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考察 

 

 本研究では、網羅的・系統的に部位特異的変異を導入することで、SufBCD 複合体の

機能に重要な 3 つの領域を明らかにすることができた。ひとつは SufC の中で ATP を結

合し、加水分解を触媒すると予想された領域である。具体的には、Walker A モチーフの

SufCK40、Walker B モチーフの SufCE171、H-モチーフの SufCH203 で、これらはいずれも

SufC の in vivo 機能に必須であった（Fig. 10）。またこれらの変異型では実際に in vitro に

おける ATPase 活性が見られなかった（Fig. 11）ことから、SufBCD 複合体による Fe-S

クラスターの生合成には SufC の ATP 加水分解が必要であることが明らかとなった。

SufC は ABC トランスポーターの ATPase サブユニット（ABC-ATPase）と相同なタンパ

ク質である（Fig. 9）。ABC トランスポーターでは、2 分子の ABC-ATPase が 2 分子の

ATP を挟み込んで会合し、ATP を加水分解して解離することで、膜貫通サブユニットの

構造変化を引き起こすと考えられている 61。SufBCD 複合体の SufC２分子についても、

ATP の存在下で会合すること、またそれに伴って SufB-SufD 会合面の構造を変化させる

ことが示されている 57。この会合が、SufB と SufD にどのように影響するか予想するた

めに、SufBCD 複合体の構造を人為的に SufBC と SufCD に解離させ、2 分子の SufC を

ABC-ATPase のひとつ HlyB のダイマー型の構造に重ね合わせて、SufC 会合型 SufBCD

複合体のモデルを構築した（Fig. 16）。このモデルによると、SufB と SufD の β－ヘリッ

クスコアドメインの大部分が重なり、クラッシュしている。実際には、SufB-SufD 会合

面を含む β－ヘリックス構造が大きく変化すると予想される。おそらく SufC の二量体

化による SufB と SufD のダイナミックな構造変化が、Fe-S クラスターの生合成に重要

だと考えられる。 

2 つ目の機能領域は、SufB の β－ヘリックスコアドメインの N 末端側で、この領域に
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は 6 種類の機能残基（SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、SufBK303）が存

在している（Fig. 14A）。この領域を Region A と呼ぶことにする。3 つ目は SufB と SufD

の会合面で、3 種類の機能残基（SufBC405、SufBE434、SufDH360）が存在しており（Fig. 14A）、

この領域は Region B と呼ぶことにする。これらのアミノ酸残基はすべて β－ヘリック

スコアドメインに存在しており、この独特な構造をしたドメインの重要性を初めて明ら

かにすることができた。 

今回の実験では SufB と SufD のコアドメイン以外には機能残基を見いだすことがで

きなかったが、SufB の N 末端ヘリカルドメインには、アラニンに置換すると部分的に

in vivo での機能性が低下する 3 つの残基（SufBE52、SufBR60、SufBD192）を同定すること

ができた。これらのアミノ酸残基は、何らかの役割を持つ可能性があるが、本研究では

これ以上の解析を行っていない。一方、SufD の N 末端ヘリカルドメインについては、

N 末端から 4 つのヘリックスを欠失（SufDΔ2-81）させても in vivo 機能に影響がないこと

が報告されており、Fe-S クラスター形成には重要ではないと考えられる 56。ただし、

SufD の N 末端から 5 番目のヘリックスに含まれるヒスチジン残基を置換（SufDH128A）

すると SufA の[2Fe-2S]クラスター形成が促進されるという現象が報告されており 75、N

末端のヘリックスすべてが不要というわけではないのかもしれない。本研究では、SufB

の C 末端ヘリカルドメインにもいくつかの変異を導入してみたが、機能残基を見出す

ことはできなかった。これらのうち、SufBY447と SufBR451は SufC との結合に関与する残

基であるが、これらのアミノ酸残基を置換しても影響がなかった。これについては、SufB

と SufC との結合には複数の極性残基と非極性残基が関与しているためと考えられる。 

 Region A には 6 種類の機能残基（SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、

SufBK303）に加えて 4 種類の温度感受性残基（SufBY224A、SufBQ234A、SufBE236A、SufBE252A）

も集中している（Fig. 14A）。これらのアミノ酸残基を SufBCD 複合体の結晶構造で詳し
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く調べてみると、いくつかは水素結合や塩橋の形成に関与していることがわかった。温

度感受性残基である SufBY224 と機能残基である SufBR226 は C 末端ヘリカルドメインの

SufBE481 とそれぞれ水素結合と塩橋を形成している。機能残基である SufBK303 は温度感

受性残基である SufBE252 と SufBT283 の両方に静電的に結合している。SufBT283 はアラニ

ンに置換すると in vivo の機能性が低下する残基である。これらの重要なアミノ酸同士

が結合していることには何らかの意義があると思えるので、今後の解析に期待したい。 

Region A の具体的な役割について可能性をいくつか考察する。まず、Fe-S クラスタ

ーの新規形成部位として働くことができるか考える必要がある。Fe-S クラスターは一

般的に、システイン残基に配位結合しているが、ヒスチジン、アスパラギン酸、アルギ

ニン、スレオニンやセリンが配位子となる場合もある。Region A に存在する機能残基の

うち、SufBC254 と SufBR226 は Fe-S クラスターのリガンドになりうる残基だが、SufBR226

は疎水性残基のバリン、イソロイシン、ロイシンに機能的に置換することができた

（Table 5）。したがって、Region A が Fe-S クラスターを形成するための配位子を提供で

きるとは考えにくい。 

もうひとつの可能性として、FADH2 と相互作用できるかということについて考えて

みる。SufBCD 複合体は、嫌気的に精製すると複合体あたり 1 分子の FADH2が結合して

いることが報告されている 64。FADH2 の具体的な役割についてはよくわかっていない

が、Fe3+を Fe2+に、あるいは S0を S2-に還元するのではないかと予想されている 64。SufB

のアミノ酸配列上には p-cresol methylhydroxylase ファミリーで見られる FAD 結合モチ

ーフが指摘されており、Region A には R(x)6ExxY(x)5G(x)8Y 配列がオーバーラップして

いる（Fig. 17）。しかしながら、SufB の立体構造におけるモチーフの配置は p-cresol 

methylhydroxylase ファミリーのものとは全く異なっており（Fig. 19）、また、最初のア

ルギニンと 2 番目のグルタミン酸（SufBR237、SufBE244）をアラニンに置換しても in vivo
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機能に影響が見られなかった。同様に p-cresol methylhydroxylase family で保存性の高い

C 末端のアルギニンも SufB 配列上で指摘されているが（SufBR451）、これをアラニンに

置換しても in vivo 機能に影響が見られなかった。したがって、Region A が FADH2に結

合するとは考えにくく、FADH2 の正確な結合部位についてはさらなる検討が必要であ

る。Region AのSufBC254がSufEと相互作用してS0を受け取るという可能性については、

第 3 章で詳しく検討した。 

Region B は逆平行 β－シートで結合する SufB-SufD 会合面に位置しており、この領

域には 3 種類の機能残基（SufBC405、SufBE434、SufDH360）が存在している。これらのアミ

ノ酸残基のうち、SufBC405と SufDH360は他の 19 種類のアミノ酸残基に置換すると機能す

ることができず、SufBE434はアスパラギン酸にのみ置換可能だった（Table 5）。これらの

機能残基はいずれも Fe-S クラスターを配位し得る残基である。SufBCD 複合体の結晶

構造解析では、位相決定に用いる重原子の Hg2+イオンがこの領域に 2 つ結合しており、

そのうちひとつは SufBC405に結合し、もうひとつは SufDH360の近くの SufDC358に結合し

ていた 57。この領域には金属イオンが結合できることを示しており、Hg2+の代わりに Fe

イオンまたは Fe-S クラスターが配位する可能性も考えられる。本研究では、SufDC358の

単独置換では全く影響がみられなかったが、この残基を含む 3 重変異（SufBE432A、

SufBH433A、SufDC358S）によって機能性が大きく低下することを示した（Fig. 15）。これら

の結果から、SufBC405、SufBE434、SufDH360の 3 残基はいずれも Fe-S クラスターのリガン

ドとして必須だが、SufBE432、SufBH433、SufDC358の 3 残基の役割は重複しており、その

うちのどれかが 4 番目のリガンドとして機能するという可能性が考えられる。 

上記のように Region B の数残基が Fe-S クラスターのリガンドとして機能するとい

う可能性については、相容れない点がふたつある。ひとつは、SufBE434Aの置換が SufBV423F

の置換によってサプレスされた（Table 4）という点である。フェニルアラニンは鉄や Fe-
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S クラスターと結合することはできないため、これが直接リガンドになるとは考えにく

い。この点については、V→F の置換によって側鎖が大きくなり、それが周辺の構造を

変化させることで、他のアミノ酸が SufBE434を代替するような配置になるという可能性

を考えている。実際に SufBV423の側鎖は SufBC425と β－ヘリックスの内部で隣接してお

り、また反対側の β－シートの SufBH433と向き合っているため、SufBV423Fの置換は、こ

れらの構造に影響する可能性がある。もうひとつ相容れない点として、Region B の機能

残基の側鎖の向きが β－ヘリックスの内側と外側で分かれており（SufBC405と SufBH433、

SufDC358、SufDH360 は内向き、SufBE432 と SufBE434 は外向き）、結晶構造のままでは Fe-S

クラスターを配位することはできないということが挙げられる。この点については、上

述した SufC の ATPase 活性を利用した構造変化によっておそらく機能残基が再配置さ

れ、Fe-S クラスターを配位できるようになるという可能性を考えている。 

このように Region B では Fe-S クラスターが新規に形成される可能性が高いと考え

られるが、SufBにはこれとは離れた位置に Fe-S クラスターの結合モチーフ（CxxCxxxC）

が存在している（Fig. 17）。そこで、本研究ではこのモチーフを欠失させてみたが、in vivo

機能には全く影響が現れなかった（Table 3）。この CxxCxxxC モチーフは大腸菌とその

近縁種では保存されているが、SufB オルソログ内での保存性が低い（Fig. 17）ことから

も、Fe-S クラスター形成部位としては考えにくい。また、本研究では SufD や SufC に

対しても、システインやヒスチジン残基を主な対象として系統的な変異導入解析を進め

たが、SufD では Region B の SufDH360 以外に機能残基は見当たらず、また、SufC では

ATP 加水分解に関与する H-モチーフの SufCH203 のみが機能に必須であった。したがっ

て、SufBCD 複合体において Fe-S クラスターの新規形成部位の候補として考えられる

のは、Region B のみであろう。実際に、Region B で Fe-S クラスターが形成されるかど

うかを調べるためには、不安定なクラスター中間体を捕える必要がある。in vitro 再構成

系を用いて、野生型と変異型の SufBCD 複合体におけるクラスター形成の比較を試みた
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結果を第 3 章に示す。 

本研究では、大腸菌の SufBCD 複合体に焦点を当てて in vivo における機能解析を

進めたが、Euryarchaeota の中には SufD、SufS、SufE を持たず、SufB と SufC の 2 成分

だけで Fe-S クラスターを生合成すると考えられているものもある 11。また、Blastocystis

では SufCB 融合型の成分が同定されている 62。分子系統解析によると、sufD は、進化

の初期段階で sufB 遺伝子の重複によって生じたことが示されている 11。したがって

Euryarchaeota の一部や Blastocystis では、遺伝子重複以前の状態が保持されており、SufD

を含まない SufBC 複合体で Fe-S クラスターを生合成していると考えられる。一方、大

腸菌の SUF マシナリーでは、SufD は Fe-S クラスターの生合成に必須であるが、その意

義についてはよくわかっていない。SufB と SufD はパラロガスな関係で、それらの立体

構造はとてもよく似ている。本研究で SufDH360は SufD で唯一の必須残基であることを

示したが、このヒスチジン残基は SufB でも保存されている（Fig. 6）。それにも関わら

ず、大腸菌の SufB は SufD の機能を代替することができない。このパラドックスを解

く手がかりを得るために、当研究室では SufB と SufD のアミノ酸配列を部分的に入れ

替えてキメラタンパク質を構築し、SufD の機能に必須な領域を明らかにすることを進

めている。 

 本研究では、大腸菌のイソプレノイド生合成経路の代謝改変株を用いることで、

SufBCD 複合体の in vivo 解析を行い、機能的に重要なアミノ酸残基や機能領域を明らか

にすることができた。機能領域のひとつ SufB-SufD 会合面では Fe-S クラスターが新規

に組立てられる可能性が高い。第 3 章では、第 2 章で明らかにした知見に基づいて、

SufBCD 複合体と SufSE との in vitro 相互作用について解析した結果を述べる。 
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第 3 章   

in vitro における SufBCD 複合体と SufSE との相互作用の解析 
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序 

大腸菌の Fe-S クラスター生合成系 SUF マシナリーでは、sufABCDSE オペロンにコ

ードされる 6 種類の成分が協調して Fe-S クラスターを組立てている。6 種類の成分の

うち、SufS と SufE は硫黄原子の供与体である 40。SufB、SufC、SufD は 3 成分の複合体

を形成し、Fe-S クラスターを新規に形成する足場タンパク質として、中心的な役割を担

うと考えられている 57,64。この複合体は Fe-S クラスターを結合した状態で精製できる

ことが報告されている 63。また、SufB には化学的に[4Fe-4S]クラスターを再構成させる

ことができ、そのクラスターは SufA に不可逆的に渡されることが示されている 53,76。

SufA からは in vitro で Fdx や AcnA に Fe-S クラスターを渡すことができることから、

SufAは Fe-Sクラスターをアポタンパク質へと受け渡すキャリアではないかと考えられ

ている 75。また、嫌気的に調製した SufBCD 複合体にはひとつの FADH2 が結合してい

ることが報告されており、Fe3+から Fe2+、または S0 から S2-への還元に関与する可能性

が想定されている 64。これらの知見をまとめると、SufBCD 複合体には SufS、SufE から

SufBCD 複合体に硫黄原子が渡され、複合体で Fe-S クラスターが新規に組立てられ、そ

のクラスターは SufA を経由してアポタンパク質に渡されるという多段階の複雑な工程

が想定されている。しかしながら、その反応機構の詳細については不明である。 

SufS は PLP 依存的に L-cysteine から硫黄原子（S0）を引き抜くシステインデサルフラ

ーゼである。L-cysteine から引き抜かれた S0 は persulfide（-SSH）の形で活性中心の

SufSC364に結合する 39。SufS のシステインデサルフラーゼ活性は、SufS 単独の場合は低

く抑えられており、これは活性中心となるシステイン残基（SufSC364）が溶媒から隔離さ

れて persulfide の状態が保護されるためと考えられる。SufS の活性は SufE 共存下で促

進し、さらに SufBCD 複合体を加えることで促進されることが報告されている 40。これ

は SufS から SufE、SufE から SufBCD 複合体へと S0が転移することで SufS のターンオ
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ーバーが可能になるためと考えられている。 

SufE は S0を SufS から SufBCD 複合体へと輸送するシャトルタンパク質であり、モノ

マーの結晶構造が報告されている 77。SufS-SufE 複合体の結晶構造はこれまで報告され

ていないが、水素-重水素交換質量分析（HDX-MS）によって、SufE は SufS の活性部位

付近に結合することが示唆されている 44。SufE の必須システイン残基である SufEC51は

分子内部に埋もれているが、SufE が SufS と相互作用することで SufEC51 を含むループ

の構造が変化し、SufSC364上の persulfide に求核攻撃ができるようになると考えられてい

る 43–45。 

SufBCD 複合体は、SufS、SufE からの S0の最終的な受容体で、ここに鉄と硫黄が集め

られて Fe-S クラスターが組立てられると考えられている。Pull-down 解析によって、

SufE は SufBCD 複合体の SufB と相互作用することが示されている 53。また、L-cysteine

と SufS、SufE、SufBCD 複合体を反応させた後、エレクトロスプレーイオン化質量分析

（ESI-MS）によって polysulfide が付加した SufB が検出されている 53。このように、

SufSC364→SufEC51→SufB の順に persulfide を形成することで S0が運搬されるが、SufB に

存在する 13 種類のシステイン残基のうち、どれが S0を受け取るのかは明らかにされて

いない（Fig. 4）。 

第 2 章では、網羅的かつ系統的な変異導入解析によって、SufBCD 複合体の in vivo 機

能に重要な残基を同定した。それらの重要残基は Region A、Region B と呼ぶ 2 つの領域

に集中しており、そのうち Regoin B では Fe-S クラスターが新規に形成される可能性が

高いことを示した。また、Region A と Region B には、in vivo 機能に必須なシステイン

残基がそれぞれひとつずつ含まれている（SufBC254と SufBC405）。第 3 章ではこれら機能

残基の情報に基づいて、変異型の SufBCD 複合体を精製し、in vitro での SufS-SufE との

相互作用解析を行った。その結果、SufBC254A変異型を含む SufBCD 複合体では SufE か



44 

 

らの硫黄の転移が見られず、S0が全く結合しなくなったことから、SufBC254は SufE から

S0 を受け取る残基であることが判明した。また、β－ヘリックスコアドメインの内側に

トンネルがあることを見出し、この中を通って SufBC254から SufBC405まで硫黄が移動す

るという可能性が示唆された。これらの知見を総合して、SufBCD 複合体における Fe-S

クラスター形成のメカニズムを考察する。 
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方法 

プラスミドの構築 

suf オペロン全長がコードされているプラスミド pGSO164 40への部位特異的変異の導

入は、inverse PCR 法を用いて行った。用いたプライマーは Table 2 に示す。sufE の発現

プラスミドについては、まず EcSufE-F と EcSufE-R のプライマーセットを用いた PCR に

より sufE コード域を増幅し、TA クローニング法により pCR2.1-TOPO vector (Invitrogen) に

クローン化した。次に、NdeI-BamHI 断片を pET21(a) vector (Novagen) に挿入し、pET21a-

sufE を構築した。SufE の C 末端に対する His タグの付加は、pRK-sufCDSE プラスミドを

鋳型としてpRK-His6-FとSufE-Cter-Rのプライマーセットを用いて inverse PCRを行い、

pRK-sufCDSE-His を構築した。 

 

Suf タンパク質の過剰発現と精製 

・SufBCD 複合体と SufS の過剰発現と精製 

pGSO164 40の SufBまたは SufDのコード域に変異を入れたプラスミドをYT2512株

9に導入して発現させた。培養には TB (Ap 50 µg/ml を含む) 培地を用いた。前培養液

を 1/200 に植菌し、37˚C で 2 時間培養した後、L-arabinose（終濃度 0.2%）を添加して

発現を誘導し、3 時間培養し集菌した。50 mM Tris-HCl pH 7.8、100 mM NaCl、1 mM 

DTT 溶液に菌体を懸濁して超音波破砕した。22,000 xg、4˚C、30 分間遠心分離し、可

溶性画分を回収した。(NH4)2SO4を 20%飽和になるよう、氷上で 30 分かけて徐々に加

えた後に 30 分間撹拌を続けて塩析を行い、22,000 xg、4˚C、30 分間遠心分離して上清

を回収した。サンプルを 50 mM Tris-HCl pH 7.8、100 mM NaCl、20% 飽和 (NH4)2SO4, 

1 mM DTT 溶液で平衡化した HiPrep 16/60 Phenyl FF low sub カラム (GE Healthcare) に
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ロードし、20－0% 飽和 (NH4)2SO4の濃度勾配で溶出した。各画分を SDS-PAGE でチ

ェックし、SufBCD 複合体と SufS の両方を含むフラクションを回収し、50 mM Tris-HCl 

pH 7.8、1 mM DTT 溶液で透析を行った。サンプルを 50 mM Tris-HCl pH 7.8、1 mM DTT

溶液で平衡化した HiPrep 16/60 Q XL カラム (GE Healthcare) にロードし、0－1 M NaCl

の濃度勾配で溶出したところ SufBCD と SufS は分離して溶出された。それぞれのフラ

クションを VIVASPIN 20 (Sartorius) を用いて濃縮し、50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM 

NaCl 溶液で平衡化した HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 カラム (GE Healthcare) にロード

した。精製したタンパク質は VIVASPIN 20 (Sartorius) を用いて濃縮し、－80˚C で保存

した。タンパク質濃度は、ウシ血清アルブミンを標準タンパク質として、プロテイン

アッセイ CBB 溶液（ナカライテスク）を用いて Bradford 法により決定した。ゲルろ過

における分子サイズの推定には、-グロブリン (158 kDa)、アルブミン (44 kDa)、ミオ

グロビン (17 kDa) を分子サイズマーカーとして用いた。 

 

・SufE の過剰発現と精製 

His タグを付加していない SufE の発現プラスミド pET21a-sufE を大腸菌

HMS174(DE3) 株に導入して過剰発現させた。培養には TB（Ap 50 µg/ml を含む）培地

を用いた。前培養液を 1/200 に植菌し、28˚C で 2.5 時間培養した後、isopropyl-1-thio--

D-galactopyranoside（終濃度 0.5 mM）を添加して発現を誘導し、約 18 時間培養し集菌

した。50 mM Tris-HCl pH 7.8、100 mM NaCl、1 mM DTT 溶液に菌体を懸濁して超音波

で破砕した。22,000 xg, 4˚C, 30 分間遠心分離し、可溶性画分を回収した。氷上で 

(NH4)2SO4を 30%飽和になるよう、30 分かけて徐々に加え、さらに 30 分間撹拌を続け

塩析を行い、22,000 xg、4˚C、30 分間遠心分離し、上清を回収した。サンプルを 50 mM 

Tris-HCl pH 7.8、100 mM NaCl、30% 飽和 (NH4)2SO4、1 mM DTT 溶液で平衡化した 

HiPrep 16/60 Phenyl FF low sub カラム (GE Healthcare) にロードし、30－0% 飽和 
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(NH4)2SO4の濃度勾配で溶出した。SufE を含むフラクションを回収し、50 mM Tris-HCl 

pH 7.8、1 mM DTT 溶液で透析を行った。サンプルを 50 mM Tris-HCl pH 7.8, 1 mM DTT

溶液で平衡化した HiPrep 16/60 Q XL カラム (GE Healthcare) にロードし、0－1 M NaCl

の濃度勾配で溶出した。精製したタンパク質は－80˚Cで保存した。タンパク質濃度は、

上記の Bradford 法により決定した。 

 

SufS から SufE、SufBCD 複合体への硫黄原子の受け渡し活性の測定 

 SufS は L-cysteine から硫黄原子を引き抜き、その硫黄原子は SufE を経由して SufBCD

複合体に渡される。そのため SufE、SufBCD 複合体の存在下では SufS のターンオーバ

ーが起こり、見かけのシステインデサルフラーゼ活性が上昇する。本実験ではこのシス

テインデサルフラーゼ活性によって生じる S0 を DTT で S2-に還元した後、メチレンブ

ルーに変換して測定した。酵素反応は 25 mM Tris-HCl pH7.8、150 mM NaCl、2 mM DTT、

2 mM L-cysteine、0.5 µM SufS、2.0 µM SufE、0-5 µM SufBCD 複合体の組成で、総量 500 

µl とし、30°C で 10 分間反応させた。反応後、50 µl の N,N-dimethyl-p-phenylenediamine 

in 7.2 M HCl と、50 µl の 30 mM FeCl3 in 1.2 M HCl を加え、室温、20 分間、暗所でイン

キュベートして、メチレンブルーを形成させた。18,800 xg、1 分間遠心して沈殿物を取

り除いたのち、670 nm の吸光度からメチレンブルー濃度を測定した。標準曲線は Na2S

を用いて作成した。 

 

Pull-down 法による変異型 SufB と SufE との相互作用解析 

sufB に変異を含む pBBR-sufAB と pRK-sufCDSE-His を大腸菌変異株 YT2512 株 

(ΔsufABCDSE::Gmr) に導入して発現させた。培養には LB（Ap 50 µg/ml、Tc 10 mg/ml を

含む）培地を用いた。37˚C で OD600 = 0.2-0.3 まで培養し集菌した。50 mM Tris-HCl pH 
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7.8、300 mM NaCl、10 mM DTT、20 mM imidazole、100 µg/ml lysozyme、1 × プロテアー

ゼ阻害カクテル（ナカライテスク）溶液に菌体を懸濁し、37°C、10 分間インキュベート

した後、細胞を超音波で破砕した。18,800 xg、4˚C、30 分間遠心分離し、可溶性画分を

回収し COSMOGEL His-Accept（ナカライテスク）を加えた。4°C、1 時間インキュベー

トした後、50 mM Tris-HCl pH 7.8、300 mM NaCl、10 mM DTT、20 mM imidazole で洗浄

した。樹脂に結合しているタンパク質を 50 mM Tris-HCl pH 7.8、300 mM NaCl、500 mM 

imidazole で溶出した。溶出タンパク質を SDS-PAGE で分離して、抗 SufB 抗体と抗 SufE

抗体を用いて western blotting を行った。検出には ECL prime kit (GE Helthcare) を用い

た。サンプルは菌体の濃度（OD600）の値でノーマライズした。 

 

SufBCD 複合体に結合した S の定量 

SufE のバッファーに含まれている DTT を取り除くために、Centri-Spin 10（ナカライ

テスク）を用いて 50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl 溶液に置換した。SufBCD 複合

体に persulfide（-SSH）を形成させる反応は、50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl、2 

mM L-cysteine、0.5 µM SufS、0.5 µM SufE、10 µM SufBCD 複合体の組成で計 125 µl と

し、30°C で 3 時間行った。反応後の SufBCD 複合体は、100 kDa cut off の Amicon Ultra 

(Millipore) を用いた限外濾過により、50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl 溶液で洗浄

して分離した。サンプルを 125 µl に希釈して、280 nm の吸光度から SufBCD 複合体の

濃度を測定した（ϵ  = 130 mM–1 cm–1）。DTT（終濃度 2 mM）を加えて還元し、12.5 μl の

20 mM N,N-dimethyl-p-phenylenediamine in 7.2 M HCl と 12.5 μl の 30 mM FeCl3 in 1.2 M 

HCl を加え、室温、20 分間暗所でメチレンブルーを形成させた。18,800 xg、1 分間遠

心して沈殿物を取り除いたのち、670 nmの吸光度からメチレンブルー濃度を測定した。 
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SufBCD 複合体における Fe-S クラスターの再構成 

嫌気操作はすべて COY 社の嫌気チャンバーを用いて行った。用いるバッファーは

予め脱気し、嫌気チャンバー内で 2 日間、スターラーを用いて激しく攪拌し、酸素を

取り除いた。実験で用いるタンパク質は、直列に 4 本繋いで嫌気バッファー（50 mM 

Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl、5 mM DTT）で平衡化した HiTrap Desalting カラム（GE 

Healthcare）に通してバッファー置換を行った。溶出したたタンパク質は Amicon Ultra 

(Millipore) で濃縮し、タンパク質濃度は上記の Bradford 法で定量した。Fe-S クラスタ

ー再構成反応は、50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl、5 mM DTT、750 µM L-cysteine、

250 µM FeCl3、0.5 µM SufS、0.5 µM SufE、50 µM SufBCD 複合体の組成で、室温、嫌気

条件で 4 時間インキュベートすることで行った。再構成反応後、UV-vis スペクトルを、

gas-tight なキュベットに移し、V-630BIO 分光光度計（JASCO）を用いて測定した。 
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結果 

SufSE と変異型 SufBCD 複合体との相互作用（硫黄原子の受け渡し） 

Fe-S クラスターの材料となる硫黄原子は、システインデサルフラーゼ SufS が基質 L-

cysteine から硫黄原子を引き抜いて SufE へと渡し、その硫黄原子はさらに SufE から

SufBCD 複合体の SufB へと渡される（Fig. 4）。この硫黄原子の受け渡しによって、SufS

の見かけのシステインデサルフラーゼ活性は SufE を共存させると数十倍に促進され、

さらに SufBCD を加えることで数倍上昇することが知られている 24,40,78。硫黄原子は S0

の形でシステイン残基に persulfide 結合（-SSH）しており、それが別のタンパク質のシ

ステイン残基にタンパク質間の相互作用を利用して渡されるという仕組みである。SufS

では C364 48、SufE では C51 が関与することが知られているが 40、SufB のどのシステイ

ン残基が S0 を受け取るのかはこれまで明らかではない。そこで本研究では、第 2 章で

明らかにした SufB の機能残基のどれかが S0 の受け渡しに関与するのではないかと考

え、機能不全となるアミノ酸置換を導入した SufBCD 複合体と SufS、SufE との in vitro

相互作用を調べることにした。 

まず、SufB の 8 種類の機能残基（SufBR226、SufBN228、SufBC254、SufBQ285、SufBW287、

SufBK303、SufBC405、SufBE434）をそれぞれアラニンに置換した SufBCD 複合体を精製し

た。これらの複合体は、精製の最終段階におけるゲル濾過クロマトグラフィーでいずれ

も 160 kDa前後の位置に溶出された（Fig. 20A）。また、精製標品の SDS-PAGEでは SufB、

SufC、SufD のバンド（Fig. 20B）の量比から、野生型の複合体と同様に SufB1-SufC2-SufD1 

（158 kDa） の構成比と推定された。すなわち、SufB の機能残基に変異を導入しても、

SufBCD 複合体の構築には影響がないことを確認した。 

SufS と SufE についても、SDS-PAGE でほぼ単一バンドになるよう精製し、これらの
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精製標品を組み合わせて、見かけのシステインデサルフラーゼ活性の測定を行った。

SufS 単独の場合と比較して、SufS に SufE を加えると見かけのシステインデサルフラー

ゼ活性は 11 倍に促進され、野生型の SufBCD 複合体を加えるとさらに 4.3 倍増加した

（Fig. 21）。これは Outten らの報告とほぼ同じ結果であり 24,40,78、S0は SufS → SufE → 

SufBCD と渡されていると考えられる。続いて SufB の機能残基に変異を含む SufBCD 複

合体について同様の実験を行ったところ、SufBR226A、SufBN228A、SufBK303A、SufBC405A、

SufBE434A 変異型は野生型の複合体と同様の活性促進作用を示した（Fig. 22）。一方、

SufBQ285Aと SufBW287A変異型では野生型と比較して促進効果が減少していた。注目すべ

きことに、SufBC254A変異型では活性の上昇が全く見られなかった（Fig. 22）。 

 

変異型 SufB と SufE との相互作用（Pull-down 解析） 

上記のように、いくつかの変異型の複合体で SufS の活性促進効果が消失または減少

したことの原因としては、SufEからの硫黄原子の受容に支障が生じた可能性に加えて、

SufE との物理的な会合に障害があるという可能性も考えられる。そこで、SufE との物

理的な会合への影響を調べるために、pull-down 法を用いて相互作用を解析した。この

実験では、変異を導入した pBBR-sufAB と SufE の C 末端に His タグを付加した pRK-

sufCDSE-His を YT2512 株（ΔsufABCDSE::Gmr）に導入してマシナリー成分を発現させ

た。YT2512 株には isc オペロンがゲノム上に残っているため、通常の条件で培養する

ことができる。その結果、SufBC254A、SufBQ285A、SufBW287Aの変異型 SufB は SufE-(His)6

と共精製された（Fig. 23）。したがって、これらのアミノ酸置換は SufB と SufE との物

理的な会合にはほとんど影響を及ぼさないことがわかった。また、他の機能不全変異型

SufB の機能残基についても pull-down 解析を行ったが、野生型の SufB と同様に SufE-

(His)6 と共精製された（Fig. 23）ことから、これらの会合にはほとんど影響がないこと

がわかった。 
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変異型 SufBCD 複合体に移行する S 原子の総量 

次に、SufBCD 複合体に形成される persulfide（-SSH）の定量を行った。この実験では、

精製した SufS、SufE、SufBCD 複合体と基質の L-cysteine をインキュベートして、SufBCD

複合体に persulfide を形成させ、反応後、限外濾過によって SufS、SufE と基質 L-cysteine

を取り除いた。SufBCD 複合体に結合した S0は DTT で S2-に還元し、メチレンブルーを

形成させて比色定量を行った。その結果、野生型の SufBCD 複合体では複合体あたり 4.8 

± 0.9 の S0原子が検出された（Fig. 24）。Fe-S クラスターを形成するのに十分な硫黄原子

が蓄積していると考えられる。二種類の変異型 SufB（SufBC254A、SufBC405A）と一種類の

変異型 SufD（SufDC358A）を含む複合体で同様に実験を行ったところ、SufDC358A 変異型

の場合には複合体あたり 4.6 ± 1.0 と、野生型に匹敵する S0が検出されたが、SufBC405A

変異型の複合体では複合体あたり 1.0 ± 0.1 の S0と、顕著に減少していた。一方、興味

深いことに SufBC254A変異型の SufBCD 複合体では S0が全く検出されなかった。これら

の結果は、SufBC254A変異型ではシステインデサルフラーゼ活性の促進がみられないとい

う上記の実験結果と対応しており、SufBC254では SufE から S0を直接受け取るという可

能性を支持している。 

 

変異型 SufBCD 複合体における Fe-S クラスターの再構成 

  SufBCD 複合体については、Fe イオンの存在下で L-cysteine、SufS、SufE と反応させ

ることで[4Fe-4S]クラスターが再構成することが報告されている 64。本研究でも、同様

の方法で嫌気条件下に反応させたところ、[4Fe-4S]クラスターに特徴的な 400 nm 付近

のブロードなピークがみられた（Fig. 25）。この 400 nm 付近のブロードなピークは、反

応液から SufBCD 複合体を除くとほとんど見られなくなったことから、SufBCD 複合体
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に再構成された[4Fe-4S]クラスターに由来すると考えられる。ただし、SufBC405A変異型

を含む複合体を用いた場合には、野生型の場合とほとんど変わらないという結果になっ

た。また、SufBC254A変異型を含む複合体を用いた場合には、全体的に吸光度が低下する

という違いはあったが、やはり 400 nm 付近にブロードなピークが出現していた。これ

ら、SufBC254Aと SufBC405Aは、どちらも in vivo 機能を消失するアミノ酸置換である。前

者は SufE からの硫黄原子の受け取り、後者は Fe-S クラスターの新規形成に支障がある

と考えられることから、この in vitro 再構成の結果とは明らかに相容れない面がある。

この点については後ほど考察する。 
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考察 

第 3 章では、第 2 章の in vivo における機能解析の結果に基づいて、in vitro で SufBCD

複合体と SufSE との相互作用の解析を行った。Outten らの研究によって、Fe-S クラス

ターの材料となる S0は SufS から SufE、SufE から SufBCD 複合体へと特異的なタンパ

ク質間相互作用を利用して渡されることが示されている。それによると、SufS の活性中

心のシステイン（SufSC364）は分子内部に埋もれており、酵素反応で生じた-SSH は DTT

などの還元剤から保護されているため、SufS 単独ではターンオーバーが起こらず、ほと

んど活性を示さない。しかし、SufE と SufBCD 複合体が共存すると、S0はリレー形式で

渡され、SufSC364の-SSH は-SH に再生してターンオーバーできるようになる。この実験

系を利用して、SufB の 8 種類の機能残基をそれぞれアラニンに置換した変異型の

SufBCD 複合体を精製し、SufS+SufE のシステインデサルフラーゼ活性を促進するか検

討したところ、SufBC254A変異型を含む SufBCD 複合体は、システインデサルフラーゼ活

性を全く促進しないということがわかった（Fig. 22）。 

本研究ではさらに、DTT の非存在下で SufS、SufE から S0を SufBCD 複合体に転移さ

せて、複合体に結合する S0の総量を調べたところ、約 5 個の S0が野生型の複合体に集

積されていることがわかった（Fig. 24）。ここに Fe イオンや還元力（おそらく ATP も）

が提供されれば、Fe-S クラスターの形成が進むと考えられる。一方、SufBC254A変異型の

SufBCD 複合体では S0の蓄積が全く見られなかった（Fig. 24）。この SufBC254Aの置換は、

SufB、SufC および SufD のタンパク質レベルや、SufBCD 複合体の形成、また SufB と

SufE 間の物理的な会合にはほとんど影響しなかったことから、SufBC254A の置換によっ

て SufE から SufB への硫黄原子の運搬が直接阻害された可能性が高い。SufBCD 複合体

の結晶構造によると SufBC254の側鎖は β－ヘリックスコアドメインの内側に位置してい

るが、ドメインの N 末端側で溶媒に接しており、SufE との相互作用は可能と考えられ
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る（Fig. 14B）。その SufBC254には機能残基である SufBQ285と SufBW287が非常に近接して

おり（Fig. 14A）、それらをアラニンに置換した変異型の SufBCD 複合体では、システイ

ンデサルフラーゼ活性の促進効果が有意に減少していた（Fig. 22）。この結果からも

SufBC254 とその周辺の数残基が SufE との特異的なタンパク質間相互作用に関与してお

り、S0は特異的に SufBC254に渡されるという可能性が支持される。 

本研究では、精製標品を用いて in vitroにおける Fe-S クラスターの再構成も試みたが、

予想とは異なる結果になった。すなわち、SufBC254A 変異型、SufBC405A 変異型を含む

SufBCD 複合体では、どちらにも野生型の複合体と同様に [4Fe-4S] クラスターが再構

成された。この明らかな矛盾については、in vitro 再構成の方に問題があると考えてい

る。その理由として、第 1 に、大腸菌から嫌気的に調製した SufBCD 複合体は、in vitro

で SufBCD に再構成したクラスターとは明確に異なる吸収スペクトルを示すことが報

告されている 63,64。この複合体の Fe-S クラスターは非常に不安定なため詳しく解析さ

れていないが、直鎖状の [3Fe-4S] クラスターではないかと考えられている 63。第 2 に、

in vitro で再構成した [4Fe-4S] クラスターの配位子は Mössbauer を用いた解析によって

すべてシステインと示されている 64が、SufBCD 複合体でそのような配置をとり得るシ

ステインは SufB の CxxCxxxC モチーフのみである。ところが、第 2 章で述べたように

この 3 残基のシステインは in vivo の機能に全く必要ではない。第 3 に、この in vitro 再

構成反応には ATP が含まれていないため、生理的な反応とは考えにくい。ATP は Fe2+

を含む２価金属イオンのキレーターであるため、今後、in vitro の再構成実験では添加量

を微調整しながら検討する必要がある。これらの点を踏まえると、今回の in vitro 再構

成反応においては、SufE または SufB に形成された persulfide が DTT で還元されて S2-

の形で遊離し、その S2-と Fe イオンによって、化学的（非酵素的）・非特異的に SufB の

CxxCxxxC モチーフに [4Fe-4S] クラスターが再構成された可能性が高い。in vitro の化

学的な反応では、本来とは異なる Fe-S クラスターが形成されることがたびたび報告さ
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れており、一例として、血清アルブミンでも Fe-S クラスターを持つようになる 79。実

際に、SufBCD 複合体で Fe-S クラスターが組み立てられることを実験的に証明するた

めには、たいへん不安定なクラスターを保持した状態で大腸菌から複合体を調製する必

要があると考えており、当研究室では、それに向けて嫌気的な精製システムのセットア

ップを進めている。 

In vitro の再構成実験からは SufBCD 複合体における Fe-S クラスター形成部位を同定

することはできなかったが、第 2 章で行った系統的・網羅的な変異導入解析から、Fe-S

クラスターは Region Bの機能残基を利用して組立てられる可能性が高いと考えられる。

すなわち、SufBC405、SufBE434、SufDH360の 3 残基はどれも Fe-S クラスターのリガンドと

して必須であり、加えて SufBE432、SufBH433、SufDC358の 3 残基のうちどれかひとつが 4

番目のリガンドとして機能するという可能性である。しかしながら、S0の受容部位であ

る Region A の SufBC254から Region B までは最も近くの SufBC405でも 25 Å 以上離れてお

り、直接渡すには離れすぎている。Region A と Region B の間には SufBC307と SufBC332の

ふたつのシステイン残基が存在しているが、これらを同時にアラニンに置換してもほと

んど in vivo 機能に影響はみられなかった（Table 3）。したがって、これらのシステイン

残基が SufBC254から SufBC405への S0の移動を中継する可能性は低い。 

それでは、硫黄は SufBC254から Region B までどのようにして運搬されるのだろうか。

ひとつの可能性として、SufBC254に付加された S0が S2-へと還元され、SufB の内部を通

って SufBC405まで移動するということを考えて、Caver ソフトウェア 80–82を用いて SufB

内部の空間を調べてみたところ、β－ヘリックスの内部に SufBC254 から SufBC405 まで続

くトンネルがあることがわかった（Fig. 26A）。このトンネルはほとんどが親水的なアミ

ノ酸残基で構成されており（Fig. 26B、Table 6）、HS–のような硫黄が通るのに適してい

るのかもしれない。注目すべきことに、このトンネルを構成するアミノ酸残基には保存
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性の高いものが多く、なかでも SufBQ285と SufBK303はアラニンへの置換によって機能不

全になる残基である（Fig. 12）。加えて、SufBE236、SufBE252、SufBH265、SufBT283、SufBT326、

SufBK328はアラニンへの置換によって明らかに機能性が低下した（Table 3）ことからも、

このトンネルの重要性が裏付けられる。これらのアミノ酸残基の中で、SufBK328は通路

を制限するような位置にあり、トンネルのボトルネックになっている（Fig. 26A）。その

ボトルネック部の半径は 1.04 Å で、S2-のイオン半径の 1.84 Å 83より狭く、この部分を

硫黄が通過するためにはSufBK328の側鎖の向きが変化する必要がある。ただし、SufBK328A

置換の場合、側鎖が小さくなっても in vivo での機能性が低下した（Table 3）ことから、

ボトルネックによる調節には重要な意味があるのかもしれない。 

SufD の立体構造は SufB とよく似ている（Fig. 5）が、SufD の内部にはトンネルは存

在しなかった。一方、興味深いことに、Methanosarcina mazei Go1 の SufB の構造でトン

ネルを探してみると、β－ヘリックス内部に SufBC177（大腸菌 SufBC254 に対応）から

SufBC319（大腸菌 SufBC405に対応）まで続くトンネルを見出すことができた（Fig. 26A）。

M. mazei は SufD を持たず、おそらく SufB と SufC が SufB2C2の複合体を形成すると予

想されているが、結晶構造は SufB のホモ二量体について Protein Data Bank に登録され

ている。M. mazei SufB と大腸菌 SufB のアミノ酸配列の相同性は 17%と低く、トンネル

の周囲のアミノ酸残基のほとんども保存されていない（Fig. 17）。にもかかわらず、大腸

菌 SufB の機能に必須な 2 残基のシステインが保存されており、加えてそれら 2 残基の

システインの間にトンネルが存在するという点は注目に値する。加えて大腸菌 SufB の

E434、SufD の H360 に対応する残基も M. mazei の SufB で保存されている（それぞれ

E348 と H347 に対応）ため、これらは Fe-S クラスター形成の基本的なメカニズムに関

係していると考えられる。 

 以上の知見を総合して、SUF マシナリーによる Fe-S クラスターの生合成機構を考
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察する（Fig. 27）。システインデスルフラーゼ SufS によって基質の L-cysteine から引き

抜かれた硫黄原子は、S0の形でまず SufEC51に、次いで SufBCD 複合体の SufBC254へと

渡される。SufBC254に結合した S0は、おそらく FADH2によって還元されることで SufBC254

から遊離し、H2S または HS-の形で SufB の β－ヘリックス内部のトンネルを SufBC405ま

で移動する。このトンネルの内部には、複数の硫黄が蓄積される可能性もある。2 分子

の SufC は 2 分子の ATP をサンドイッチにして会合し、それによって SufB-SufD の会合

面には大きな構造変化が生じる。その構造変化を利用して、Region B で SufBC405、SufBE434、

SufDH360の再編成が起こり、これらを中心的な配位子として Fe-S クラスターが新規に形

成される。この領域では、重複機能を持つ SufBE432、SufBH433、SufDC358の 3 残基のうち

のひとつが、4 番目の配位子として機能する可能性がある。SufC によって ATP が加水

分解されると、2 分子の SufC は再び解離し、それに伴う構造変化を利用して、Fe-S ク

ラスターは SufA を含む他のタンパク質へと移行する。本研究ではこのような反応機構

に加えて、β－ヘリックスという独特な構造についてはじめて重要な意義を見出すこと

ができた。SufB 内部のトンネルが進化的に保存されていることからも、S2-を溶媒から

隔離してクラスター形成に備えることの重要性が示唆される。 

最後に、分子機構のさらなる解明を進めるために、今後の研究に向けた課題を述べる。 

1. SufB の β－ヘリックス内部のトンネルを、実際に硫黄が通ることができるのか、ま

た通るとするとどのような分子種（H2S または HS-）なのか確かめる必要がある。

この点については、宮崎大学工学部の湯井先生にお願いして、分子動力学計算によ

るシミュレーションを進めている。 

2. Fe-S クラスターの材料となる Fe イオンが、どのようにして SufBCD 複合体まで運

ばれてくるのか明らかにする必要がある。遊離の Fe イオンは毒性が強いため、Fe

シャペロンといったタンパク質が関与するのではないかと考えられている。世界中
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でその探索が進められており、候補となるタンパク質は多いが、これまで決め手が

ない。 

3. SufBCD 複合体が Fe-S クラスター中間体を結合した状態を捕らえる必要がある。こ

れについては上述のように、in vitro 再構成ではなく、不安定なクラスターを保持さ

せた状態で大腸菌から SufBCD 複合体を調製する必要があると考えている。 

4. SufBCD 複合体がどのように構造を変化させるのか、その実体を捉える必要がある。

この点については、大阪大学タンパク質研究所の岩崎先生らと共同で電子顕微鏡に

よる単粒子解析、宮崎大学の和田先生らと共同で X 線小角散乱による解析を進め

てきたが、ATP 存在下での構造変化を捕らえることには成功していない。和田先生

らは一過性の構造変化を永続的にロックすることを目指して、SufC２分子の会合面

のアミノ酸をシステインに置換（Y86C）し、変異型の SufC２分子が ATP の存在下

でジスルフィド結合により二量体化することを示した 57が、この状態の SufBCD 複

合体は溶解度が低下して、徐々に沈殿するという難点がある。 

5. SufBCD 複合体で形成された不安定な Fe-S クラスター中間体が、どのようにしてタ

ーゲットとなるアポタンパク質まで運ばれるのか、アポタンパク質はどのようにし

て認識されるのか明らかにする必要がある。当研究室では、SufA などクラスター

の運搬を担うと予想されるいくつかのタンパク質群と、アポタンパク群との相互作

用について、解析が進められつつある。 

6. 第 2 章の考察でも述べたが、進化的には、SufB と SufD との機能分化がどうして生

じたのか、またなぜ必要なのか、興味深いところである。 

このように、SUF マシナリーの作動機構については重要な難課題が山積しているが、

これは別タイプの Fe-S クラスター生合成系である ISC マシナリーや NIF マシナリーに
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ついても似たような状況である。ただし、SUF とその類似マシナリーは、真正細菌全般

から古細菌、植物の葉緑体やマラリア原虫のアピコプラストと幅広く分布しているが、

動物には見られないため、特異的な阻害剤の探索といった応用面での研究も期待できる。

今後も、in vivo の研究を土台にして、in vitro の生化学的研究や構造生物学的研究が進展

し、理解が一層深まることを期待している。 
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図と表 

Table 1. 本研究で使用した大腸菌株とプラスミド 

Strain/plasmid Description Reference/source 

Strains   

MG1655 Wild type Laboratory strain 

UT109 MG1655 Δ(iscUA-hscBA)::Kmr Δ(sufABCDSE)::Gmr 14 

YT2512 MG1655 Δ(sufABCDSE)::Gmr 9 

HMS174(DE3) F-, recA1, hsdR(rK12
- mK12

+) (RifR) (DE3) Novagen 

   

Plasmids   

pUMV22 Spr Spr; pUC19 derivative carrying three gene for MVA kinase, 

PMVA kinase and DPMVA decarboxylase. 

32 

pRKNMC Tcr; IncP-1 replicon, low-copy-number vector 74 

pRK-ΔsufCp pRKNMC derivative carrying E. coli sufAB-DSE added an 

artificial promoter to the upstream region of SufD 

57 

pRK-sufCDSE pRKNMC derivative carrying E. coli sufCDSE 佐藤修論、2009 

pRK-sufCDSE-His pRK-sufCDSE carrying sufE fused with (His)6-tag sequence This study 

pRK-sufABC-SE pRKNMC derivative carrying E. coli sufABC-SE 56 

pBBR1MCS-4 Apr; pBBR replicon, low-copy-number vector 84 

pBBR-sufC pBBR1MCS-4 derivative carrying E. coli sufC 57 

pBBR-sufAB pBBR1MCS-4 derivative carrying E. coli sufAB 佐藤修論、2009 

pBBR-sufD pBBR1MCS-4 derivative carrying E. coli sufD 56 

pGSO164 Apr; pBAD/Myc-His C derivative carrying E. coli sufABCDSE  40 

pET21a-sufE Apr; pET21a derivative carrying E. coli sufE This study 
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Table 2. 本研究で使用したプライマー 

Primer Sequence 

M13Rev 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ 

SufB-RSc3  5’-CTCCAGAGCTCCACTTAACATGTTTATTCCTTATCCGAC-3’ 

SufC-FSc2 5’-GCTCTAGAGCTCTGAACACAGCGTCGGATAAG-3’ 

SufER-Nh 5’-CCGGGCTAGCCAACCGGATGAAAGCTGT-3’ 

pRK-His6-F 5’-CATCATCATCATCATCATTAGCTAGCTAATTCACTGGCCGTC-3’ 

SufE-Cter-R 5’-GCTAAGTGCAGCGGCTTTGG-3’ 

EcSufE-F 5’-CATATGGCTTTATTGCCGGATAAAG-3’ 

EcSufE-R 5’-GGATCCTCGAGCTCAGCTAAGTGCAGCGGCTTTG-3’ 

SufB_E52A_F 5’-GGCGAAGCGTAATGCGCCGGAGTGGATG-3’ 

SufB_E52A_R 5’-CATCCACTCCGGCGCATTACGCTTCGCC-3’ 

SufB_M56A_F 5’-GCGCTGGAGTTTCGTCTAAACGCC-3’ 

SufB_M56-R 5’-CCACTCCGGCTCATTACGC-3’ 

SufB_R60A_F 5’-GAGTGGATGCTGGAGTTTGCTCTAAACGCCTATCGCGC-3’ 

SufB_R60A_R 5’-GCGCGATAGGCGTTTAGAGCAAACTCCAGCATCCACTC-3’ 

SufB_C96A_F 5’-GCCGGTAATTGTGACGACACTTGCGCGTC-3’ 

SufB_C96_R 5’-CGATGGTGCTGAGTAGTAGCTGTAATC-3’ 

SufB_C99A_F 5’-CACCATCGTGCGGTAATGCTGACGACACTTGCGCG-3’ 

SufB_C99A_R 5’-CGCGCAAGTGTCGTCAGCATTACCGCACGATGGTG-3’ 

SufB_C103A_F 5’-GCCGCGTCTGAACCTGGCGCGGTGC-3’ 

SufB_C103_R 5’-AGTGTCGTCACAATTACCGCACGATG-3’ 

SufB_C167A_F 5’-CGGAGCAGGGAATTATTTTCGCTTCCTTTGGTGAGGCGA-3’ 

SufB_C167A_R 5’-TCGCCTCACCAAAGGAAGCGAAAATAATTCCCTGCTCCG-3’ 

SufB_H176A_F 5’-GAGGCGATCCACGATGCCCCGGAACTGGTGC-3’ 

SufB_H176A_R 5’-GCACCAGTTCCGGGGCATCGTGGATCGCCTC-3’ 

SufB_D192A_F 5’-GCCAACTTCTTTGCCGCGCTTAATGCG-3’ 

SufB_D192_R 5’-ATTCCCCGGCACCACGGTGCCGAGATATTTAC-3’ 

SufB_C217A_F 5’-CCTAAAGGCGTGCGCGCCCCGATGGAACTTTCC-3’ 

SufB_C217A_R 5’-GGAAAGTTCCATCGGGGCGCGCACGCCTTTAGG-3’ 

SufB_Y224A_F 5’-GCTTTTCGCATTAACGCAGAAAAAACCGGGCAGTTTG-3’ 

SufB_Y224_R 5’-GGTGGAAAGTTCCATCGGGCAGCGC-3’ 

SufB_R226A_F 5’-GCCATTAACGCAGAAAAAACCGGGCAGTTTGAGC-3’ 

SufB-R226X_F 5’-NNKATTAACGCAGAAAAAACCGGGCAG-3’ 

SufB_R226_R 5’-AAAATAGGTGGAAAGTTCCATCGGGC-3’ 

SufB_N228A_F 5’-GCCGCAGAAAAAACCGGGCAGTTTGAGCG-3’ 
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Table 2. 続き 

Primer Sequence 

SufB_N228X_F 5’-NNKGCAGAAAAAACCGGGCAGTTTGA-3’ 

SufB_N228_R 5’-AATGCGAAAATAGGTGGAAAGTTCCATCG-3’ 

SufB_E230A_F 5’-GCAAAAACCGGGCAGTTTGAGCGCAC-3’ 

SufB_E230_R 5’-TGCGTTAATGCGAAAATAGGTGGAAAGTTC-3’ 

SufB_Q234A_F 5’-CGCAGAAAAAACCGGGGCGTTTGAGCGCACCATTCTG-3’ 

SufB_Q234A_R* 5’-CAGAATGGTGCGCTCAAACGCCCCGGTTTTTTCTGCG-3’ 

SufB_E236A_F 5’-CCGGGCAGTTTGCGCGCACCATTCTGG-3’ 

SufB_E236A_R 5’-CCAGAATGGTGCGCGCAAACTGCCCGG-3’ 

SufB_R237A_F 5’-GCCACCATTCTGGTGGCCGACGAAGACAG-3’ 

SufB_R237_R 5’-CTCAAACTGCCCGGTTTTTTCTGCG-3’ 

SufB_T238A_F 5’-GCCATTCTGGTGGCCGACGAAGACAG-3’ 

SufB_T238_R 5’-GCGCTCAAACTGCCCGGTTTTTTCTG-3’ 

SufB_D243A_F 5’-GCCGAAGACAGCTACGTCAGCTACATTG-3’ 

SufB_D243_R 5’-GGCCACCAGAATGGTGCGCTCAAAC-3’ 

SufB_E244A_F 5’-GCAGACAGCTACGTCAGCTACATTGAAGG-3’ 

SufB_E244_R 5’-GTCGGCCACCAGAATGGTGCGCTCAAAC-3’ 

SufB_Y250A_F 5’-GCCATTGAAGGCTGTTCCGCTCCGGTGC-3’ 

SufB_Y250_R 5’-GCTGACGTAGCTGTCTTCGTCGGCC-3’ 

SufB_E252A_F 5’-GCAGGCTGTTCCGCTCCGGTGCGTG-3’ 

SufB_E252_R 5’-AATGTAGCTGACGTAGCTGTCTTCGTC-3’ 

SufB_C254A_F 5’-GTCAGCTACATTGAAGGCGCTTCCGCTCCGGTGC-3’ 

SufB_C254A_R 5’-GCACCGGAGCGGAAGCGCCTTCAATGTAGCTGAC-3’ 

SufB_C254X_F 5’-NNKTCCGCTCCGGTGCGTGA-3’ 

SufB_C254_R 5’-GCCTTCAATGTAGCTGACGTAG-3’ 

SufB_H265A_F 5’-GCGTGACAGCTATCAGTTAGCCGCGGCAGTGGTG-3’ 

SufB_H265A_R 5’-CACCACTGCCGCGGCTAACTGATAGCTGTCACGC-3’ 

SufB_E270A_F 5’-GCAGTCATCATCCATAAAAACGCCGAGGTG-3’ 

SufB_E270_R 5’-CACCACTGCCGCGTGTAACTGATAG-3’ 

SufB_Y281A_F 5’-GCTTCCACGGTACAAAACTGGTTTCCTGGCG-3’ 

SufB_Y281_R 5’-TTTCACCTCGGCGTTTTTATGGATGATGAC-3’ 

SufB_T283A_F 5’-GCGGTACAAAACTGGTTTCCTGGCGATAAC-3’ 

SufB_T283_R 5’-GGAATATTTCACCTCGGCGTTTTTATGGATG-3’ 

SufB_Q285A_F 5’-GCAAACTGGTTTCCTGGCGATAACAACACCGG-3’ 

SufB_Q285X_F 5’-NNKAACTGGTTTCCTGGCGATAACAAC-3’ 
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Table 2. 続き 

Primer Sequence 

SufB_Q285_R 5’-TACCGTGGAATATTTCACCTCGGCG-3’ 

SufB_N286A_F 5’-GAAATATTCCACGGTACAAGCCTGGTTTCCTGGCGATAACAAC-3’ 

SufB_N286A_R 5’-GTTGTTATCGCCAGGAAACCAGGCTTGTACCGTGGAATATTTC-3’ 

SufB_W287A_F 5’-GCGTTTCCTGGCGATAACAACACCGGCGG-3’ 

SufB_W287X_F 5’-NNKTTTCCTGGCGATAACAACACCG-3’ 

SufB_W287_R 5’-GTTTTGTACCGTGGAATATTTCACCTCGG-3’ 

SufB_N299A_F 5’-GCCTTCGTCACCAAGCGTGCTTTGTGCGAA-3’ 

SufB_N299_R 5’-GAGAATACCGCCGGTGTTGTTATCG-3’ 

SufB_T302A_F 5’-GCCAAGCGTGCTTTGTGCGAAGGCG-3’ 

SufB_T302_R 5’-GACGAAGTTGAGAATACCGCCGGTG-3’ 

SufB_K303A_F 5’-GCGCGTGCTTTGTGCGAAGGCGAAAACAG-3’ 

SufB_K303X_F 5’-NNKCGTGCTTTGTGCGAAGGCGA-3’ 

SufB_K303_R 5’-GGTGACGAAGTTGAGAATACCGCCG-3’ 

SufB_R304A_F 5’-CTCAACTTCGTCACCAAGGCTGCTTTGTGCGAAGGCG-3’ 

SufB_R304A_R 5’-CGCCTTCGCACAAAGCAGCCTTGGTGACGAAGTTGAG-3’ 

SufB_C307A_F 5’-GTCACCAAGCGTGCTTTGGCCGAAGGCGAAAACAGC-3’ 

SufB_C307A_R 5’-GCTGTTTTCGCCTTCGGCCAAAGCACGCTTGGTGAC-3’ 

SufB_W316A_F 5’-GCGAAAACAGCAAAATGTCAGCGACGCAATCAGAAACCGGG-3’ 

SufB_W316A_R 5’-CCCGGTTTCTGATTGCGTCGCTGACATTTTGCTGTTTTCGC-3’ 

SufB_S323A_F 5’-GCAGCGATTACGTGGAAATATCCCAGCTG-3’ 

SufB_S323_R 5’-CCCGGTTTCTGATTGCGTCCATGAC-3’ 

SufB_T326A_F 5’-GCGTGGAAATATCCCAGCTGCATTTTGCG-3’ 

SufB_T326_R 5’-AATCGCTGACCCGGTTTCTGATTGC-3’ 

SufB_K328A_F 5’-GCATATCCCAGCTGCATTTTGCGCGGCGATAAC-3’ 

SufB_K328_R 5’-CCACGTAATCGCTGACCCGGTTTCTG-3’ 

SufB_Y329A_F 5’-GCGATTACGTGGAAAGCTCCCAGCTGCATTTTGCGCG-3’ 

SufB_Y329A_R 5’-CGCGCAAAATGCAGCTGGGAGCTTTCCACGTAATCGC-3’ 

SufB_C332A_F 5’-CGTGGAAATATCCCAGCGCCATTTTGCGCGGCGATAAC-3’ 

SufB_C332A_R 5’-GTTATCGCCGCGCAAAATGGCGCTGGGATATTTCCACG-3’ 

SufB_S345A_F 5’-GCAGTGGCGCTGACCAGCGGTCATC-3’ 

SufB_S345_R 5’-GTAAAACTCACCAATGGAGTTATCGCCG-3’ 

SufB_Q353A_F 5’-GCGCAAGCGGATACCGGCACCAAGATGATC-3’ 

SufB_Q353_R 5’-ATGACCGCTGGTCAGCGCCACTGAG-3’ 

SufB_D356A_F 5’-GTCATCAGCAAGCGGCTACCGGCACCAAG-3’ 
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Table 2. 続き 

Primer Sequence 

SufB_D356A_R 5’-CTTGGTGCCGGTAGCCGCTTGCTGATGAC-3’ 

SufB_K360A_F 5’-GCGATGATCCACATCGGTAAAAACACCAAATCGACC-3’ 

SufB_K360_R 5’-GGTGCCGGTATCCGCTTGCTGATGAC-3’ 

SufB_M361A_F 5’-GCGATCCACATCGGTAAAAACACCAAAT-3’ 

SufB_M361_R 5’-CTTGGTGCCGGTATCCGCTT-3’ 

SufB_H363A_F 5’-CCGGCACCAAGATGATCGCCATCGGTAAAAACACCAAATC-3’ 

SufB_H363A_R 5’-GATTTGGTGTTTTTACCGATGGCGATCATCTTGGTGCCGG-3’ 

SufB_T368A_F 5’-GCCAAATCGACCATTATCTCGAAAGGGATCTC-3’ 

SufB_T368_R 5’-GTTTTTACCGATGTGGATCATCTTGGTGC-3’ 

SufB_S370A_F 5’-GCGACCATTATCTCGAAAGGGATCTCTGC-3’ 

SufB_S370_R 5’-TTTGGTGTTTTTACCGATGTGGATCATCTTG-3’ 

SufB_K375A_F 5’-GCAGGGATCTCTGCCGGACATAGTCAGAAC-3’ 

SufB_K375_R 5’-CGAGATAATGGTCGATTTGGTGTTTTTACC-3’ 

SufB_Y386A_F 5’-GCTCGCGGCTTAGTGAAAATCATGCCGACG-3’ 

SufB_Y386_R 5’-ACTGTTCTGACTATGTCCGGCAGAG-3’ 

SufB_R387A_F 5’-GCCGGCTTAGTGAAAATCATGCCGACGGC-3’ 

SufB_R387_R 5’-ATAACTGTTCTGACTATGTCCGGCAG-3’ 

SufB_C405A_F 5’-GCGCGCAATTTCACTCAGGCCGACTCAATGCTGATTGG-3’ 

SufB_C405A_R 5’-CCAATCAGCATTGAGTCGGCCTGAGTGAAATTGCGCGC-3’ 

SufB_C405X_F 5’-NNKGACTCAATGCTGATTGGCGCTAAT-3’ 

SufB_C405_R 5’-CTGAGTGAAATTGCGCGCATTG-3’ 

SufB_D406A_F 5’-GCCTCAATGCTGATTGGCGCTAATTGTGG-3’ 

SufB_D406_R 5’-GCACTGAGTGAAATTGCGCGCATTG-3’ 

SufB_C414A_F 5’-CAATGCTGATTGGCGCTAATGCTGGGGCGCATACCTTC-3’ 

SufB_C414A_R 5’-GAAGGTATGCGCCCCAGCATTAGCGCCAATCAGCATTG-3’ 

SufB_H417A_F 5’-CGCTAATTGTGGGGCGGCTACCTTCCCGTATGTTGAG-3’ 

SufB_H417A_R 5’-CTCAACATACGGGAAGGTAGCCGCCCCACAATTAGCG-3’ 

SufB_T418A_F 5’-GCCTTCCCGTATGTTGAGTGTCGTAACAATAG-3’ 

SufB_T418_R 5’-ATGCGCCCCACAATTAGCGCCAATC-3’ 

SufB_Y421A_F 5’-GCTGTTGAGTGTCGTAACAATAGTGCGCAACTGG-3’ 

SufB_Y421_R 5’-CGGGAAGGTATGCGCCCCACAATTAG-3’ 

SufB_N426A_F 5’-GCCAATAGTGCGCAACTGGAACACGAGGC-3’ 

SufB_N426_R 5’-ACGACACTCAACATACGGGAAGGTATG-3’ 

SufB_E432A_F 5’-GCACACGAGGCAACGACATCACGTATTG-3’ 
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Table 2. 続き 

Primer Sequence 

SufB_E432A/H433A_F 5’-GCAGCCGAGGCAACGACATCAC-3’ 

SufB_E432_R 5’-CAGTTGCGCACTATTGTTACGACACTC-3’ 

SufB_H433A_F 5’-CAATAGTGCGCAACTGGAAGCCGAGGCAACGACATCAC-3’ 

SufB_H433A_R 5’-GTGATGTCGTTGCCTCGGCTTCCAGTTGCGCACTATTG-3’ 

SufB_E434A_F 5’-GCGGCAACGACATCACGTATTGGTGAAG-3’ 

SufB_E434X_F 5’-NNKGCAACGACATCACGTATTGGTGAA-3’ 

SufB_E434_R 5’-GTGTTCCAGTTGCGCACTATTGTTAC-3’ 

SufB_S438A_F 5’-GCACGTATTGGTGAAGATCAACTGTTTTACTGCC-3’ 

SufB_S438_R 5’-TGTCGTTGCCTCGTGTTCCAGTTGC-3’ 

SufB_Y447A_F 5’-GCCTGCCTGCAACGCGGGATCAGCGAAG-3’ 

SufB_Y447_R 5’-AAACAGTTGATCTTCACCAATACGTGATGTC-3’ 

SufB_C448A_F 5’-GGTGAAGATCAACTGTTTTACGCCCTGCAACGCGGGATC-3’ 

SufB_C448A_R 5’-GATCCCGCGTTGCAGGGCGTAAAACAGTTGATCTTCACC-3’ 

SufB_R451A_F 5’-GCCGGGATCAGCGAAGAAGACGCCATCTC-3’ 

SufB_R451_R 5’-TTGCAGGCAGTAAAACAGTTGATCTTCAC-3’ 

SufB_C467A_F 5’-CGATGATTGTTAACGGTTTCGCCAAAGACGTGTTCTCGGAG-3’ 

SufB_C467A_R 5’-CTCCGAGAACACGTCTTTGGCGAAACCGTTAACAATCATCG-3’ 

SufB_E477A_F 5’-CGGAGCTGCCGTTGGCATTTGCCGTTGAAG-3’ 

SufB_E477A_R 5’-CTTCAACGGCAAATGCCAACGGCAGCTCCG-3’ 

SufD_D283A_F 5’-GCTACCCGTACCTGGCTGG-3’ 

SufD_D283_R 5’-ACACACCTCGTTTTTCACCGGC-3’ 

SufD_H290A_F 5’-GCCAATAAAGGTTTTTGTAACAGCCGAC-3’ 

SufD_H290_R 5’-TTCCAGCCAGGTACGGGTATC-3’ 

SufD_K302A_F 5’-GCAACTATCGTCAGCGACAAAGGC-3’ 

SufD_K302_R 5’-GTGCAACTGTCGGCTGTTACAAAAAC-3’ 

SufD_D344A_F 5’-GCTACGAAACCGCAGCTGGAAATC-3’ 

SufD_D344_R 5’-CACTTCCGCCAGTTTGCCC-3’ 

SufD_E350A_F 5’-GCAATCTATGCAGATGATGTGAAATGC-3’ 

SufD_E350_R 5’-CAGCTGCGGTTTCGTATCCAC-3’ 

SufD_D354A_F 5’-GCTGATGTGAAATGCAGCCACG-3’ 

SufD_D354_R 5’-TGCATAGATTTCCAGCTGCGG-3’ 

SufD_D355A_F 5’-GCTGTGAAATGCAGCCACGGC-3’ 

SufD_D355_R 5’-ATCTGCATAGATTTCCAGCTGCG-3’ 

SufD_C358A_F 5’-GCCAGCCACGGCGCGACG-3’ 
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Table 2. 続き 

Primer Sequence 

SufD_C358_R 5’-TTTCACATCATCTGCATAGATTTCCAG-3’ 

SufD_C358S_F 5’-CAGATGATGTGAAATCGAGCCACGGCGCGACGG-3’ 

SufD_C358S_R 5’-CCGTCGCGCCGTGGCTCGATTTCACATCATCTG-3’ 

部位特異的変異の導入箇所を下線で示す。制限酵素認識サイトを二重下線で示す。 
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Table 3. SufB・SufC・SufD に対する部位特異的変異の影響 

Substitution Complementation 

SufBE52A Partial 

SufBM56A Yes 

SufBR60A Partial 

SufBC96A Yes 

SufBC99A Yes 

SufBC103A Yes 

SufBC167A Yes 

SufBH176A Yes 

SufBD192A Partial 

SufBC217A Yes 

SufBY224A Partial (TS) 

SufBR226A No 

SufBN228A No 

SufBE230A Yes 

SufBQ234A Partial (TS) 

SufBE236A Partial (TS) 

SufBR237A Partial 

SufBT238A Yes 

SufBD243A Partial 

SufBE244A Yes 

SufBY250A Yes 

SufBE252A Partial (TS) 

SufBC254A No 

SufBH265A Partial 

SufBE270A Partial 

SufBY281A Partial 

SufBT283A Partial 

SufBQ285A No 

SufBN286A Partial 

SufBW287A No 

SufBN299A Partial 

SufBT302A Yes 

SufBK303A No 

Substitution Complementation 

SufBR304A Yes 

SufBC307A Yes 

SufBW316A Partial 

SufBS323A Yes 

SufBT326A Partial 

SufBK328A Partial 

SufBY329A Yes 

SufBC332A Yes 

SufBS345A Yes 

SufBQ353A Partial 

SufBD356A Partial 

SufBK360A Yes 

SufBM361A Yes 

SufBH363A Yes 

SufBT368A Yes 

SufBS370A Yes 

SufBK375A Yes 

SufBY386A Yes 

SufBR387A Partial 

SufBC405A No 

SufBD406A Yes 

SufBC414A Yes 

SufBH417A Yes 

SufBT418A Yes 

SufBY421A Yes 

SufBN426A Yes 

SufBE432A Yes 

SufBH433A Yes 

SufBE434A No 

SufBS438A Yes 

SufBY447A Yes 

SufBC448A Yes 

SufBR451A Yes 
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Table 3. 続き 

Substitution Complementation 

SufBC467A Yes 

SufBE477A Yes 

SufBΔ96-103 Yes 

SufCH25A Yes 

SufCE28A Yes 

SufCH30A Yes 

SufCK40R No 

SufCS147A Partial 

SufCK152A Partial 

SufCC167A Yes 

SufCE171Q No 

SufCH203A No 

SufCH217A Yes 

SufDD283A Yes 

SufDH290A Yes 

SufDK302A Yes 

SufDD344A Yes 

SufDE350A Yes 

SufDD354A Yes 

SufDD355A Yes 

SufDC358A Yes 

SufDH360A No 

SufDH360S No 

SufDH360C No 

SufBC307A/SufBC332A Yes 

SufBD406A/SufBE432A Yes 

Substitution Complementation 

SufBD406A/SufBH433A Yes 

SufBE432A/SufBH433A Partial 

SufBD406A/SufDC358A Yes 

SufBD406A/SufDC358S Yes 

SufBE432A/SufDC358A Yes 

SufBE432A/SufDC358S Yes 

SufBH433A/SufDC358A Yes 

SufBH433A/SufDC358S Yes 

SufBD406A/SufBE432A 

/SufBH433A 

Partial 

SufBD406A/SufBE432A 

/SufDC358A 

Yes 

SufBD406A/SufBE432A 

/SufDC358S 

Yes 

SufBD406A/SufBH433A 

/SufDC358A 

Yes 

SufBD406A/SufBH433A 

/SufDC358S 

Yes 

SufBE432A/SufBH433A 

/SufDC358A 

Partial 

SufBE432A/SufBH433A 

/SufDC358S 

Partial 

SufBD406A/SufBE432A 

/SufBH433A/SufDC358A 

Partial 

SufBD406A/SufBE432A 

/SufBH433A/SufDC358S 

Partial 
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Table 4. 機能不全となる変異型 SufB に対する二次的な置換の影響 

Primary substitution Secondary substitution Doubling time (min) 

SufBN228A SufBT223S 142 ± 26.5 

SufBN228A SufBR226L 85.6 ± 2.88 

SufBN228A SufBP257T 138 ± 14.8 

SufBQ285A SufBA256S 72.3 ± 7.59 

SufBK303A SufBA256S 281 ± 87.7 

SufBE434A SufBV423F 103 ± 30.9 
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Table 5. SufB の機能残基に対する部位特異的な変異の影響 

Substitution Doubling time (min) 

R226V 119 ± 4.47 

R226I 81.9 ± 3.53 

R226L 96.3 ± 4.74 

N228C 115 ± 3.38 

N228H 84.0 ± 22.1 

N228Q 105 ± 6.48 

Q285G 53.5 ± 4.05 

Q285N 74.0 ± 14.0 

Q285R 239 ± 6.67 

W287Y 140 ± 22.4 

W287M 81.9 ± 9.46 

W287F 43.3 ± 6.95 

K303E 101 ± 2.53 

K303R 49.8 ± 6.95 

E434D 53.8 ± 3.09 

Wild type SufB 34.0 ± 3.08 
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Table 6. SufB のコアドメイン内部のトンネルを構成するアミノ酸残基 

SufB residue Main/side chain Conservation (%) Complementationa 

E236 Side 99.2 Partial 

E252 Side 99.6 Partial 

C254 Side 100 No 

H265 Side 100 Partial 

A267 Side 82.7 Not done 

T283 Side 98.3 Partial 

Q285 Side 97.5 No 

K303 Side 95.4 No 

Q318 Side 54.9 Not done 

S319 Main 12.2 Not done 

E320 Side 55.3 Not done 

T326 Side 95.8 Partial 

K328 Side 91.6 Partial 

S345 Side 91.6 Yes 

A347 Side 93.3 Not done 

A355 Side 46.0 Not done 

T357 Side 67.9 Not done 

S374 Side 71.7 Not done 

G376 Main/side 53.6 Not done 

N384 Side 54.9 Not done 

S385 Main 27.0 Not done 

Y386 Side 94.5 Yes 

C405 Side 100 No 

D406 Main 96.6 Yes 

S407 Side 58.7 Not done 

T418 Side 98.3 Yes 

aアラニン変異を導入することによる生育への影響を示す 
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Figure 1. Fe-S クラスターの構造 

左から[2Fe-2S]、[4Fe-4S]、[3Fe-4S]クラスターの構造を示す。Fe 原子は赤、S 原子は黄

色の球棒モデルで示す。Fe-S クラスターは一般的にタンパク質のシステイン残基に配

位結合しているが、まれにヒスチジン残基やアスパラギン酸残基などに結合する例もあ

る。 
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Figure 2. Fe-S クラスター生合成オペロンの比較 

Helicobacter pylori の nif オペロン、大腸菌の isc オペロンと suf オペロンの構造を示

す。NIF マシナリーが 2 種類のタンパク質で構成されるのに対し、ISC マシナリーと

SUF マシナリーは 6 種類以上のタンパク質で構成される複雑な多成分酵素系となって

いる。NIF マシナリーは ε-プロテオバクテリアや窒素固定細菌に、ISC マシナリーは

、、-プロテオバクテリアやミトコンドリアに、SUF マシナリーは真性細菌全般か

ら古細菌、真核生物の色素体に分布している。 
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Figure 3. SUF マシナリーの作動モデル 

Fe-S クラスターの生合成系 SUF マシナリーでは、sufABCDSE オペロンにコードされる

6 種類の成分が協調してクラスターを形成している。SufS は基質のシステインから硫

黄原子を供給するシステインデサルフラーゼ、SufE は硫黄原子のシャトルタンパク質

である。SufA は鉄原子または Fe-S クラスターのキャリアではないかと考えられてい

る。SufB、SufC、SufD は三成分の複合体を構成し、その中で SufB は SufE から硫黄原

子を受け取り、Fe-S クラスターを新規に形成すると考えられている。SufC は ATPase

活性を持ち、複合体の構造変化を誘起すると予想されているが、その詳細は不明であ

る。 
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Figure 4. 硫黄原子の受け渡しのモデル 

システインデサルフラーゼ SufS では、活性残基である C364 が PLP 依存的に基質 L-

cysteine から硫黄原子を引き抜き、それを C364 に結合させて persulfide（－SSH）を形

成する。SufS は、C364 が persulfide の状態ではターンオーバーすることができない。

この硫黄原子はシャトルタンパク質である SufE の C51 へ、次いで SufBCD 複合体の

SufB へと渡される。硫黄転移反応によって C364 が thiol の状態に戻ると SufS はター

ンオーバーできるようになる。そのため、in vitro における見かけのシステインデサル

フラーゼ活性は SufE の共存下で促進し、さらに SufBCD 複合体を加えると促進する。

SufB のどの残基が硫黄原子を受け取るのかはわかっていない。 
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Figure 5. SufB、SufC、SufD の結晶構造 

（A）大腸菌 SufC モノマー（PDB code: 2D3W）、（B）大腸菌 SufD ホモダイマー

（PDB code: 1VH4）、（C）M. mazei SufB ホモダイマー（PDB code: 4DN7）、（D）大腸

菌 SufC2D2複合体（PDB code: 2ZU0）、（E）大腸菌 SufBCD 複合体（PDB code: 

5AWF）。SufB と SufD は N 末端ヘリカルドメイン、C 末端ヘリカルドメインと－ヘ

リックスコアドメインの 3 種のドメインで構成されている。SufD 二量体、SufB 二量

体、SufBCD 複合体の SufB-SufD 会合面では－ヘリックスコアドメインの C 末端側で

逆平行－シートを形成して会合している。SufC2D2複合体と SufBCD 複合体では、

SufB と SufD の C 末端ヘリカルドメインのそれぞれに SufC が 1 分子ずつ結合してい

る。この SufC 二分子は ATP の存在下で会合し、複合体全体の構造を大きく変化させ

るのではないかと予想されている 。 
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Figure 6. 大腸菌の SufB と SufD 配列の比較 

SufB と SufD のアミノ酸配列の比較。Clustal Omega を用いてアミノ酸配列のアライメ

ントを行い、ESPript を用いて図を作製した 85–88。保存された残基を赤、類似の残基を

黄色で示す。SufB と SufD の二次構造を、それぞれ配列の上と下にらせん（α-ヘリッ

クス）と矢印（β-ストランド）で示す。SufB と SufD の一次構造の類似性は低い（17% 

identity、37% similarity）が、立体構造はよく似ている。 
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Figure 7. 大腸菌における Fe-S タンパク質群 

大腸菌では Fe-S タンパク質が 130 種類以上知られており、それらはエネルギー代謝や

アミノ酸代謝、遺伝子の発現制御など、多彩な機能を担っている。その中で、大腸菌

の生育に必須なのはイソプレノイド生合成を担う MEP 経路の Fe-S タンパク質（IspG

と IspH）のみである。 
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Figure 8. イソプレノイド生合成経路の比較 

大腸菌の MEP 経路には 2 つの Fe-S 酵素、IspG（(E)-1-hydroxy-2-methyl-2-butenyl-4-

diphosphatase（HMB-PP）synthase）と IspH（HMB-PP reductase）が関与している（赤字）。

一方、多くの真核生物や一部のバクテリアに分布する MVA 経路には Fe-S タンパク質

が関与していない。大腸菌の 2 種類の Fe-S クラスター生合成系は欠損すると、IspG と

IspH が機能できなくなるので、イソプレノイドを合成できず致死となる。しかし、MVA

経路の 3 種類の酵素、MVA kinase, PMVA kinase, DPMVA decarboxylase（緑字）を発現さ

せるように改変すると、培地に添加した MVA からイソプレノイドを合成し、Fe-S クラ

スターを合成できなくても生育できるようになる 32。（HMG-CoA, 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA; GA3P, glyceraldehyde-3-phosphate; DXP, 1-deoxy-D-xylulose 5-

phosphate; CDP-ME, 4-(cytidine 5′-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol; CDP-ME2P, 2-

phospho-4-(cytidine 5′-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol; MEcPP, 2-C-methyl-D-erythritol 

2,4-cyclodiphosphate; FPP, farnesyl diphosphate） 
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Figure 9. SufC のアミノ酸配列の比較 

様々な生物種の SufC と、大腸菌の 3 種類の ABC-ATPase（HisP、BtuD、MalK）なら

びに SMC タンパク質である UvrA との比較。Clustal Omega を用いてアミノ酸配列のア

ライメントを行い、ESPript を用いて図を作製した 85–88。保存された残基を赤、類似の

残基を黄色で示す。SufC の二次構造を、配列の上にらせん（α-ヘリックス）、矢印（β-

ストランド）で示す。保存されたモチーフを配列の下に示す。（Ec, Escherichia coli; Se, 

Salmonella enterica; Sf, Shigella flexneri; Ma, Microcystis aeruginosa; Bs, Bacillus subtilis; Sa, 

Staphylococcus aureus; Mm, Methanosarcina mazei） 
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Figure 10. SufC の in vivo 機能に対するアミノ酸置換の影響 

変異 sufC を持つプラスミド pBBR-sufC を pRK-ΔsufCp と pUMV22 Sprを含む UT109 株

に導入し、in vivo 機能への影響を調べた。WT は野生型の sufC、vector は sufC を持たな

い pBBR 空ベクターを導入している。(A) MVA を含まない LB 寒天培地で 37°C、好気

条件で培養した。K40R、E171Q、H203A 変異型 SufC を導入した変異株は MVA が存在

しなければ全く生育できなかったが、S147A、K152A 変異型の場合は非常にゆっくりと

生育した。（B）変異型 SufC を導入した株において、SufC の発現量を調べた。これらは、

MVA を含む SB 培地で培養し、その破砕液上清を SDS-PAGE で分離した後、抗 SufC 抗

体を用いてウエスタンブロッティングを行った。 
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Figure 11. 変異型 SufBCD 複合体の精製と ATPase 活性の測定 

精製した野生型（A）、SufCK40R（B）、SufCE171Q（C）、SufCH203A（D）変異型 SufC を含

む SufBCD 複合体について、ゲル濾過のクロマトグラムと、SDS-PAGE を示す。（E）

A-D のサンプルを用いて、SufBCD 複合体の in vitro ATPase 活性を測定した。 
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Figure 12. SufB の in vivo 機能に対するアミノ酸置換の影響 

変異 sufB を持つプラスミド pBBR-sufAB を pRK-sufCDSE と pUMV22 Sprを含む UT109

株に導入し、in vivo 機能への影響を調べた。WT は野生型の sufB、vector は sufB を持た

ない pBBR 空ベクターを導入している。(A) MVA を含まない LB 寒天培地で 37°C、24 

h、好気または嫌気条件で培養した。 SufBR226A、SufBN228A、SufBC254A、SufBQ285A、SufBW287A、

SufBK303A、SufBC405A、SufBE434Aを導入した場合には、MVA が存在しなければ全く生育で

きなかった。嫌気条件では SufBK303A変異を導入した株は MVA がなくてもわずかに生育

した。 (B) MVA を含まない LB 寒天培地で 30°C または 43°C、48 h、好気条件で培養し

た。ここに示す変異型 SufBY224A、SufBQ234A、SufBE236A、SufBE252Aを導入した株はいずれ

も温度感受性の生育を示した。 
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Figure 12.（続き） 

8 種の変異型 SufB を導入した株において、ホロ型 Fdx ならびに SufB、SufC および SufD

の発現量を調べた。これらの変異型遺伝子を導入した細胞は、MVA を含む SB 培地で培

養し、（C）その破砕液上清を native PAGE で分離した後、抗 Fdx 抗体を用いてウエスタ

ンブロッティングを行った。（D）破砕液上清を SDS-PAGE で分離した後、抗 SufB、抗

SufC、抗 SufD 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。 
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Figure 13. SufD の in vivo 機能に対するアミノ酸置換の影響 

変異 sufD を持つプラスミド pBBR-sufD を pRK-sufABC-SE と pUMV22 Sprを含む UT109

株に導入し、in vivo 機能への影響を調べた。WT は野生型の sufD、vector は sufD を持た

ない pBBR 空ベクターを導入している。(A) MVA を含まない LB 寒天培地で 37°C で培

養した。変異型 SufDH360Aを導入した変異株は MVA のない培地では生育できなかった。 
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Figure 13.（続き） 

変異型 SufDH360Aを導入した株において、ホロ型 Fdx ならびに SufB、SufC および SufD

の発現量を調べた。MVA を含む SB 培地で培養し、(B) その破砕液上清を native PAGE

で分離した後、抗 Fdx 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。（C）破砕液上

清を SDS-PAGE で分離した後、抗 SufB、抗 SufC、抗 SufD 抗体を用いてウエスタンブ

ロッティングを行った。 
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Figure 14. SufBCD 複合体の結晶構造における機能残基の配置 

（A）SufB と SufD の機能残基は 2 つの領域に分けられる。本研究で明らかにした機能

残基をピンク、温度感受性残基を黄、多重変異で機能に影響のある残基を緑のスティッ

クモデルで SufBCD 複合体の結晶構造（PDB code: 5AWF）に示す。それらの残基は SufB

の β－ヘリックスコアドメインの N 末端側と SufB-SufD 会合面に集中しており、それぞ

れ Region A と Region B と表す。（B）SufBCD 複合体の表面構造。SufBC254の側鎖を黄色

で示す。 
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Figure 15. SufB-SufD 会合面におけるアミノ酸の多重置換の影響 

変異 sufAB を持つプラスミド pBBR-sufAB と変異 sufD を持つ pRK-sufCDSE を pUMV22 

Spr を含む UT109 株に導入し、in vivo 機能への影響を調べた。WT は野生型の sufB と

sufD、vector は pBBR 空ベクターと pRK 空ベクターを導入している。D、E、H、C はそ

れぞれ SufBD406A、SufBE432A、SufBH433A、SufDC358Sを表す。(A) LB 寒天培地での生育。変

異を導入した株を、MVA を含まない LB 寒天培地で 37°C で 24 h 培養した。 (B) 液体

培地での生育。MVA を含まない LB 液体培地で 37°C で培養した。 
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Figure 15.（続き） 

SufB と SufD に多重変異を導入した株において、ホロ型 Fdx ならびに SufB、SufC およ

び SufD の発現量を調べた。TB 培地で培養し、(B) その破砕液上清を native PAGE で

分離した後、抗 Fdx 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。（C）破砕液上

清を SDS-PAGE で分離した後、抗 SufB、抗 SufC、抗 SufD 抗体を用いてウエスタンブ

ロッティングを行った。 
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Figure 16. SufC の２分子を人為的に会合させたモデル 

SufBCD 複合体の構造（PDB code: 5AWF）を人為的に SufBC と SufCD に解離させ、

PDBeFold89を用いて、2 分子の SufC を ABC-ATPase のひとつ HlyB のダイマー型の構造

（PDB code: 1XEF）に重ね合わせて、モデルを構築した。SufB と SufD に構造変化が起

きなければ、双方の－ヘリックスコアドメインの大部分が重なって、クラッシュする

ことを示している。 
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Figure 17. SufB の一次構造の比較 

Clustal Omega を用いてアミノ酸配列のアライメントを行い、ESPript を用いて図を作製

した 85–88。保存された残基を赤、類似の残基を黄色で示す。SufB と SufD の二次構造

は、配列の上にらせん（α-ヘリックス）、矢印（β-ストランド）で示す。Fe-S クラスタ

ー結合モチーフを青で、FAD 結合モチーフを緑で配列の下に示す。機能残基を赤、温

度感受性残基を橙、多重変異で機能に影響のある残基を緑の三角で示す。  

（Ec, Escherichia coli; Se, Salmonella enterica; Sf, Shigella flexneri; Ma, Microcystis 

aeruginosa; Bs, Bacillus subtilis; Sa, Staphylococcus aureus; Mm, Methanosarcina mazei.）  
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Figure 18. SufD の一次構造の比較 

Clustal Omega を用いてアミノ酸配列のアライメントを行い、ESPript を用いて図を作製

した 85–88。保存された残基を赤、類似の残基を黄色で示す。SufD の二次構造は、配列

の上にらせん（α-ヘリックス）、矢印（β-ストランド）で示す。機能残基を赤、多重変

異で機能に影響のある残基を緑の三角で示す。  

（Ec, Escherichia coli; Se, Salmonella enterica; Sf, Shigella flexneri; Ma, Microcystis 

aeruginosa; Bs, Bacillus subtilis; Sa, Staphylococcus aureus） 
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Figure 19. SufBCD 複合体の結晶構造における FAD 結合モチーフの配置 

SufB の一次構造上では p-cresol methylhydroxylase family で保存されている FAD 結合モ

チーフが指摘されている。GxxL モチーフの G295 と L298、R(x)6ExxY(x)5G(x)8Y モチー

フの R237、E244、Y246、G253 と Y262 および C 末端の R451 の配置を水色のスティッ

クで示す。いくつかの残基は立体構造上大きく離れており、これらが協調して FAD を

結合するとは考えにくい。 
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Figure 20. 変異型 SufB を含む SufBCD 複合体の精製 

(A) 変異型 SufBCD 複合体のゲル濾過クロマトグラムの比較。(B) 精製標品（それぞ

れ 3 µg）の SDS-PAGE (12.5%ゲル)。  
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Figure 21. SufS の見かけのシステインデサルフラーゼ活性に対する SufE と SufBCD 複

合体の影響 

反応は 0.5 µM SufS、2.0 µM SufE、2.0 µM SufBCD、2 mM L-cysteine、2 mM DTT、25 mM 

Tris-HCl、150 mM NaCl の組成で、30°C、10 分間行った。SufS のシステインデサルフラ

ーゼ活性は、SufE を加えることで 11 倍に、さらに SufBCD 複合体を加えることで 4.3

倍に促進した。値は少なくとも 3 回の反応の平均値で、エラーバーは標準偏差を示す。 
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Figure 22. SufSE の見かけのシステインデサルフラーゼ活性に対する変異型 SufBCD 複

合体の影響 

反応は Fig. 21 と同じ条件で、SufBCD 複合体の濃度を変えて行った。各 SufBCD 複合体

の濃度において、少なくとも 3 回の測定を行い、その平均値と標準偏差を示す。 
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Figure 23. Pull-down 法による SufB-SufE 間の相互作用解析 

大腸菌の YT2512 変異株（ΔsufABCDSE）に、sufB に部位特異的変異を入れた pBBR-sufAB

プラスミドと SufE に His タグを付加した pRK-sufCDSE-His プラスミドを導入した。LB

液体培地で培養し、その細胞破砕液を Ni アフィニティークロマトグラフィーを用いて

精製した。精製標品を SDS-PAGE で分離して、抗 SufB 抗体または抗 SufE 抗体を用い

てウエスタンブロッティングを行った。タンパク質量は菌体量（OD600 の値）でノーマ

ライズした。 
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Figure 24. 変異型 SufBCD 複合体に結合した S の総量 

SufBCD 複合体に persulfide（-SSH）を形成させるよう、DTT の非存在下で、50 mM Tris-

HCl pH 7.8、150 mM NaCl、2 mM L-cysteine、0.5 µM SufS、0.5 µM SufE、10 µM SufBCD

複合体の組成で 30°C で 3 時間インキュベートした。反応後 SufBCD 複合体を、100 kDa 

cut off のフィルターを用いた限外濾過によって分離した。2 mM DTT で還元し、N,N-

dimethyl-p-phenylenediamine と FeCl3 を加えてメチレンブルーを形成させた。遠心して

沈殿物を取り除いたのち、670 nm の吸光度からメチレンブルー濃度を測定した。実験

は少なくとも 3 回行い、平均値と標準偏差を示す。 
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Figure 25. in vitro における Fe-S クラスターの再構成 

50 mM Tris-HCl pH 7.8、150 mM NaCl、5 mM DTT、250 µM FeCl3、750 µM L-cysteine、

0.6 µM SufS、0.6 µM SufE、50 µM SufBCD 複合体の組成で、室温、嫌気条件で 4 時間反

応させ、Fe-S クラスターを再構成させた。反応液は gas-tight なキュベットに移し、吸収

スペクトルを測定した。w/o BCD（赤線）は SufBCD 複合体を含まない反応液のスペク

トルを示す。 
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Figure 26. SufB の β-ヘリックス内部を通るトンネル 

（A）大腸菌（左）と Methanosalcina mazei（右）の SufB におけるトンネルの比較。ト

ンネルの計算には PyMOL プラグインの Caver ver3.01 を用いた 80–82。パラメータは

Minimal probe radius = 1.04 Å, Shell depth = 5 Å, Shell radius = 3 Å とした。重要なアミノ酸

残基の側鎖を球状モデルで、トンネルを緑のメッシュで示す。 
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Figure 26.（続き） 

(B) 大腸菌 SufB のトンネルのクローズアップ。(A) の左上の図と同じ角度で示す。ト

ンネルを囲むアミノ酸残基をスティックモデルで示す。 
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Figure 27. Fe-S クラスター形成における SufBCD 複合体の作動モデル 

SufS は基質 L-cysteine から硫黄原子 (S0) を引き抜き、この S0は persulfide（-SSH）の形

で SufS から SufE、SufE から SufBC254へと渡される。S0はおそらく FADH2の還元力に

よって S2-に還元され、HS-または H2S の形で形成して親水的なトンネルを SufBC254から

SufBC405 まで移動する。複数の硫黄がトンネルの内部に蓄積される可能性もある。ATP

を用いた SufC の二量体化によって SufB-SufD 会合面の構造変化が引き起こされ、そこ

で SufBC405、SufBE434、SufDH360 の 3 残基を配位子として Fe-S クラスターが新規に形成

される。SufBE432、SufBH433、SufDC358の役割は重複しており、これら 3 残基のうちのひ

とつが 4 番目の配位子として機能する可能性がある。 
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