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研究成果の概要（和文）：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。ジメチルスルフォキシド停止水素重水素交換法と二次元 NMR を利用して、さまざ

まなシャペロニン複合体中の GroES の水素重水素交換反応を追跡し、生物機能が構造揺らぎを

どのように利用しているかについて研究した。 

 
研究成果の概要（英文）：The molecular chaperone is an important concept that connects a 
molecular-level biological process, protein folding, to cellular-level biological 
processes. In this project, we studied physicochemical relationships between structural 
fluctuations and functional expression of the chaperonin complexes. To elucidate how the 
biological functions utilize the structural fluctuations of the complexes, we 
investigated hydrogen/deuterium (H/D)-exchange reactions of the GroES portion of various 
chaperonin complexes by dimethylsulfoxide-quenched H/D-exchange two-dimensional NMR 
spectroscopy. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) シャペロニン GroEL/GroES 複合体の機能
発現にはその構造揺らぎが重要であるが、そ
のような構造揺らぎを、水素重水素（H/D）
交換二次元（2D）NMR 法で定量的に解析した

例は、ほとんどない。 
(2) 上の(1) の問題点は、シャペロニン複合
体のような超分子複合体に対して、通常の 2D 
NMR による高分解能の解析がほとんど不可能
であることによる。したがって、これを克服
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するには、横緩和最適化 NMR 法（TROSY）に
よる H/D交換反応の直接測定やジメチルスル
ホキシド（DMSO）停止 H/D 交換 2D NMR 法な
どが有効である。しかし、現在の DMSO 停止
H/D 交換 2D NMR 法では、凍結乾燥を溶媒交換
に使用しているため、高濃度の塩存在下では
適用できないという難点があった。 
 
２．研究の目的 
(1) 緩衝塩や MgATP 存在下でも適用可能な、
新規な DMSO 停止 H/D 交換 2D NMR 法を開発す
る。 
(2) TROSY 法による H/D 交換の直接測定、お
よび、上記(1)で開発された新規な DMSO 停止
H/D 交換 2D NMR 法を用いて、天然条件下にお
ける、遊離 GroES ７量体の水素交換反応を解
析する。 
(3) GroEL/GroES 複合体の GroES 部分の水素
交換反応を同様に解析し、上記(2)の結果と
比較することによって、GroES 部分の構造揺
らぎが、シャペロニン複合体の機能発現にど
のように関わっているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
TROSY法によるGoroES複合体のH/D交換反応
の直接測定、新規に開発された DMSO 停止 H/D
交換 2D NMR 法を用いる。このため、DMSO 溶
液中の GroES のペプチド・アミドプロトンの
2D NMRスペクトル中のシグナルの帰属を行う。
NMR 測定には、分子科学研究所に設置されて
いる、超高磁場 NMR 装置（1H 920 MHz）を使
用した。 
 
４．研究成果 
(1) DMSO停止H/D交換法をシャペロニンの系
に有効に適用するため、スピン脱塩カラム
を用いたDMSO停止H/D交換法を開発した。 
(2) 遊離15N標識GroES 7量体のH/D交換反応を
DMSO停止H/D交換二次元NMR法と920 MHz NMR
装置を用いて追跡した（20 mM KCl, 25 mMリ
ン酸緩衝液，pH 6.5, 25°C）。また、遅く交
換するアミド水素はTROSY HSQCスペクトルを
用いて直接水素交換反応を追跡した。 
(3) その結果，GroESの94個のペプチド・ア
ミド水素中33個の交換反応を定量的に求め，
それらの水素交換保護因子（Pf）を決定した。
残りの61残基については，水素交換反応速度
定数の下限が求められた。 
(4) 最も強く保護されているアミド水素のPf 
は106–107のオーダーであり，通常の球状蛋白
質のPf と同程度であったが，Pf 10

6以上の非
常に強く保護されたアミド水素の数はわず
か10個で，通常の小さな球状蛋白質について
知られている数よりも著しく少なかった。こ
のことは，7量体GroES中のかなりの部分がフ
レキシブルで天然変性状態にあることを示
している。 

(5) Pf 10
5以上の強く保護されたアミノ酸残

基は疎水性コアを形成する三本のβストラ
ンドに集中しており，残基17–34の可動性ル
ープ領域はあまり保護されていなかった。 
(6) ADP存在下でGroELの単一リング変異体
SR1と結合した15N標識GroES部分のH/D交換反
応を同様にDMSO停止H/D交換法を用いて追跡
した。GroELとの結合部分にあたる可動性ル
ープ領域が強く保護され、Pf が105–106のオー
ダーとなった。可動性ループがGroELによる
認識にとって重要あることが明らかとなっ
た。 
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