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１．研究計画の概要 
分子シャペロンは細胞内の蛋白質フォール

ディングに関わり，分子レベルの生命現象で

ある蛋白質フォールディングと細胞レベルの

生命現象とを結びつける重要な概念である。

本研究では，分子シャペロンの構造揺らぎと

機能発現との関係を物理化学的に明らかにす

る。そのため，ジメチルスルフォキシド（

DMSO）停止水素重水素（H/D）交換法を蛋白

質超分子であるシャペロニン複合体の H/D 交

換反応の追跡に適用する。シャペロニン複合

体中の GroES 部分（分子量 10,000）の H/D
交換反応をから着手し，さらにインテインに

よる蛋白質ライゲーションを利用して GroEL 
部分（分子量 57,000）の H/D 交換解析も視野

に入れる。DMSO 停止 H/D 交換法と二次元

NMR を利用して，さまざまなシャペロニン

複合体中の GroESの H/D交換反応を追跡し，

生物機能が構造揺らぎをどのように利用して

いるかを明らかにする。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) 二次元 NMR スペクトルにおける GroES
の主鎖アミドプロトンの帰属を行った。
13C-15N 二重標識した GroES を調整し，分
子研の 920 MHz NMR 装置を利用して 95% 
DMSO中におけるGroESのアミドプロトン
の帰属を HNCACB と CBCACONH スペク
トルを測定して行った。94 個あるアミド
プロトンの内 70 個のアミドプロトンの帰
属に成功した。 
(2) DMSO 停止 H/D 交換二次元 NMR 法を用

いて遊離 GroES の水素交換反応を測定した。

上記の GroES の主鎖 NH プロトンの帰属

（95% DMSO 条件下）をもとに，pH 6.6 にお

ける遊離GroES７量体のH/D交換反応の解析

を，DMSO 停止 H/D 交換二次元 NMR 法を用

いて行った。その結果，GroES７量体のモバ

イル・ループと呼ばれる GroEL 結合部位と

GroESの頂上にあるループ領域はH/D交換に

対する保護度が低いが（保護因子 104 以下），

GroES のコアにある β構造領域は安定で保護

因子が 105以上であることが分かった。 
(3) TROSY 法による遊離 GroES の水素交換

反応の測定の有効性を確認した。TROSY 法

は，シャペロニン複合体のような巨大な蛋白

質複合体の二次元 NMR を取得する有効な実

験法である。分子研に設置されている 920 
MHz NMR 装置を用いて，遊離 GroES７量体

の二次元 1H-15N TROSY スペクトルを測定し，

大変良好な結果を得た。 
(4) GroELへのATP 結合の素過程をストップ

トフロー法と滴定型熱量計（ITC）を用いて

明らかにした。GroEL へのATP 結合の２分子

反応過程調べ，高エンタルピーの遷移状態を

経てGroEL-ATP-Mg2+複合体が形成されるこ

とが分かった。この成果はJournal of Molecular 
Biology誌に投稿し受理された。 
 
３．現在までの達成度 
① 当初の計画以上に進展している。 

（理由） 
当初は計画されていなかった，ATP 結合部

位の K+依存性や，GroEL への ATP 結合の素
過程なども明らかにすることが出来た。 
 
４．今後の研究の推進方策 

(1) 二次元 1H-15N TROSY 法による遊離
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1H-15N TROSY スペクトルを用いて天然条件

下のGroES ７量体のH/D 交換反応を直接観

測し，既に得られているDMSO停止H/D 交換

二次元NMR 測定の結果と比較する。DMSO 
停止H/D 交換法の有効性を確認する。 
(2) GroEL/15N-GroES複合体の水素交換反応

解析の実験条件検索 GroEL/15N-GroES複合

体のH/D交換反応解析では，DMSO 停止H/D 
交換法が有効な手段となる。GroEL が共存す

る場合，溶液粘性の増大によるスペクトルの

質低下が起こる。ゲル濾過やヒスタグなどを

利用してGroEL の除去を試み，良好なNMR 
スペクトルの観測が可能か否かを調べる。 
(3) GroEL のアロステリック転移の速度論的

解析 ATP により誘起されるGroEL のアロス

テリック転移に関して，溶液中のK+濃度に注

目した例はない。GroEL とその単一リング変

異体SR1 のアロステリック転移に及ぼすK+

の影響を，ストップトフロー蛍光スペクトル

を用いて調べる。GroES存在下におけるアロ

ステリック転移も調べる。第二のATP 結合部

位に関する知見を深めるとともに，H/D 交換

解析による構造揺らぎとアロステリック転移

との関係を明らかにする。 
(4) GroEL-GroES複合体の水素交換反応 野
生型GroEL および単一リング変異体SR1 と
15N 標識されたGroES との複合体を作製する。

複合体中のGroES 主鎖アミドプロトンの水

素交換反応を同様に測定し，遊離GroES の結

果と比較する。シャペロニン複合体中に標的

蛋白質を含まない系と含む系の両者について

実験を行い，標的蛋白質有無の影響について

も調べる。 
(5) GroEL のドメイン特異的同位体標識と水

素交換反応 インテイン融合による蛋白質ラ

イゲーションを用いて，GroEL のドメイン特

異的な同位体標識を行い，NMR スペクトル

における主鎖アミドプロトンの帰属を進める。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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