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研究成果の概要（和文）：大腸菌とは異なり、Synechococcus elongatus PCC7942株を含むシアノバクテリアに
は、分子シャペロンGroELとClpBが複数種存在する。また、大腸菌と同様に3種類のDnaKが存在するが、大腸菌と
は異なりシアノバクテリアの2種類は必須である。本研究の成果は、新規な必須DnaKシャペロン系を生化学的に
確立し、これと必須ClpBの協調的シャペロン作用を明らかにしたことである。

研究成果の概要（英文）：In contrast to E.coli, cyanobacteria including Synechococcus elongatus 
PCC7942 contain multiple homologs (paralogs) of groEL and clpB. One of the clpB genes (clpB2) is the
 only example of clpB/hsp104 which is essential. E.coli has multiple dnaK genes which are not 
essential whereas some dnaK genes in the family are essential in cyanobacteria. DnaK functions as a 
central hub in the cellular molecular chaperone network. It cooperates with other molecular 
chaperones such as ClpB. In the present study, I focused upon unique chaperone paralogs and 
essential dnaK and clpB genes in S. elongatus PCC7942. As far as I know, there is no study on 
essential DnaK and ClpB. We established chaperone systems which consist of essential DnaK2, 
DnaJ1/DnaJ2, and ClpB2.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
DnaKやClpBなどの分子シャペロン（系）の研究は、主に大腸菌の（非必須）分子シャペロンやコシャペロンに関
して行われてきた。本研究では、大腸菌のホモログとは生理的機能や生化学的特性が異なる（今までに研究対象
とはならなかった）ホモログ（パラログ）を解析することで独自性・新規性の高い研究を行うことができた。こ
れらの成果は、高等植物などの独立栄養生物の分子シャペロン研究に資するものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
分子シャペロンは、タンパク質の変性や（変性タンパク質が集合して形成される）凝集を抑制

し，それが機能をもつ構造を形成するように助ける。機能的構造形成が不可能な場合には，その

分解にも介在する。このように，分子シャペロンは細胞のタンパク質の恒常性の維持・管理に深

く関与する。分子シャペロンは、低分子量 Hsp、Hsp60（GroEL、以下（ ）内に大腸菌やシアノ

バクテリアのメンバーの名称を記す）、Hsp70（DnaK）、Hsp90（HtpG）、Hsp104（ClpB）などの

ファミリーに分類される。これらの代表的分子シャペロンのどれについても、モデル従属栄養生

物である大腸菌や酵母のメンバーに関する詳細な生化学的、分子生物学的、分子遺伝学的な解析

が行われてきた。 

独立栄養生物のシアノバクテリアのゲノムには、大腸菌とは異なり、複数種の groEL遺伝子が

存在する。我々は、これらの遺伝子発現調節、細胞機能（必須性等）や生化学的性質（構造や機

能等）が異なることを明らかにしてきた。シアノバクテリアの複数の groEL遺伝子は、遺伝子重

複により生じたパラログであると報告されている。研究代表者は、遺伝子重複により増えた遺伝

子の片方（groEL1）がもともと担っていた機能を維持する一方で、もう片方の遺伝子（groEL2）

は、ストレス耐性等に必要とされる新規機能を獲得し、シアノバクテリアの環境適応や進化にお

いて重要な役割を果たしてきたという仮説を提唱した（Nakamoto & Kojima 2017，Nakamoto 2021）。 

シアノバクテリアゲノムには ClpBをコードする遺伝子も複数種存在する（大腸菌には一種類

しか存在しない）。Adrian K. Clarkeらにより、Synechococcus elongatus PCC7942株の ClpB1は、

大腸菌 ClpBと同様に、必須ではないが熱耐性の獲得に必要とされるのに対して、ClpB2は必須

であり、熱耐性には関与しないことが明らかにされた（Eriksson et al. 2001）。なお、酵母 Hsp104

も必須タンパク質ではなく、必須とされる ClpB の報告は ClpB2 以外にない。我々は 2 種類の

ClpBの比較生化学的解析を行い、ClpB1の構造や機能が大腸菌 ClpBや Hsp104のそれらと類似

しているが、ClpB2は全く異なっていることを明らかにした（未発表）。これらの結果に基づき、

groELと同じように、遺伝子重複により生じた片方の遺伝子（clpB2）に新規機能（増殖・生存に

必須の機能）獲得が起こったのではないかと考えた。 

 上述のように、我々は、シアノバクテリアの GroELと ClpBに関する生化学的解析を他に先駆

けて行ってきたが、パラログ（ホモログ）間に一次構造上の高い相同性が見られるにもかかわら

ず、それらの高次構造や機能が顕著に異なることを見出し、生化学的解析の重要性を痛感した。

これが、本研究において生化学的解析を重視した理由である。 

本研究では、上記の分子シャペロンに加えて、DnaKとそのコシャペロン（補助因子）である

DnaJ（Hsp40）に焦点を合わせた。DnaK（Hsp70）は、GroEL（Hsp60）とともに生物に普遍的に

存在する、起源の古い分子シャペロンである。DnaK/DnaJ/GrpE シャペロン系は細胞におけるシ

ャペロンネットワークのハブとして重要なはたらきをする。GroEL や ClpB、さらに我々が明ら

かにしたように HtpG も、DnaK/DnaJ/GrpE シャペロン系と協調的に作用するのである。シアノ

バクテリアは大腸菌と同様に 3種類の DnaKホモログ（パラログ）が存在するが、大腸菌ではす

べてが必須ではないのに、2種類が必須である（Nimura et al. 2001）。これらを考慮して、シアノ

バクテリアの「独立栄養的」進化の過程における選択圧が、新規機能を有する（groELや clpBな

どの）パラログの誕生を促すとともに、DnaKの必須化を導いたのではないかと考えた。新規機

能を獲得したパラログや必須機能を獲得した分子シャペロンの生化学的解析によって、シアノ

バクテリアの独立栄養的進化のなぞの解明につながるのではないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
上記の背景に基づき「シアノバクテリアの独立栄養的進化の過程で、複数種の分子シャペロン



のパラログが共進化して必須の新規機能を獲得し、大腸菌とは異なるシャペロン系を形成した」

という作業仮説をたて、必須のパラログによって構成される分子シャペロン系と、その作用を解

明することを目的とした。具体的には、ClpBと DnaK及び（DnaKのコシャペロンである）Jタ

ンパク質が構成する必須シャペロン系を生化学的に解析した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ゲノムサイズが小さく、ゲノムの全塩基配列が決定され、形質転換が容易である

シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC7942株を用いた。PCC7942株には、clpBは 2種

類、dnaKは 3種類の遺伝子が存在する。DnaK（Hsp70）は、コシャペロンと呼ばれる DnaJ（Hsp40）

と相互作用しないとタンパク質の折りたたみを介助できない。DnaJ（Hsp40）は、HPDモチーフ

を有する Jドメインを介して、DnaK（Hsp70）と相互作用する。PCC7942株のゲノムには、Jド

メインを有するタンパク質（JDP）をコードする遺伝子が、10 個存在した（未発表）。他の生物

種と同様に、JDPは、タイプ I、タイプ II及びタイプ IIIの三つに分類された。なお、GrpEは 1

種のみ存在した。本研究では、2種類の ClpB、3種類の DnaK、（上記 10種類のうち）5種類の

JDPを用いて、生化学的解析を行った。 

PCC7942株の ClpB1、ClpB2、DnaK1、DnaK2、DnaK3、DnaJ1（タイプ I）、DnaJ2（2種のタイ

プ IIの JDPの一つ）、DnaJ3（7種のタイプ IIIのうち、DnaJ3A、DnaJ3B及び DnaJ3Cの 3種）、

GrpE を大量発現する大腸菌株を構築した。各タンパク質はポリヒスチジンタグを融合したもの

で、Niを結合したアフィニティー担体（Sepharose 6 Fast Flow）を用いて、高度に精製した。 

変性タンパク質の再折りたたみ反応は、次のようにして解析した。即ち、熱変性失活したグル

コース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、あるいは尿素で変性させた乳酸デヒドロゲナーゼを基質と

して、これに DnaK、JDP、GrpEを加えて、ATPに依存した再活性化（折りたたみ）を測定した。 

変性タンパク質凝集体の可溶化（脱凝集）反応においては、リンゴ酸デヒドロゲナーゼを熱処

理し完全に不溶化させ、これに DnaK、JDP、GrpE及び ClpBを加えて、ATPに依存した再活性

化を測定した。 
 
４．研究成果 

（１）DnaKホモログの生化学的解析 

我々は、DnaK2が DnaJ2（タイプ II）をコシャペロンとしてシャペロン系を形成することを既

に明らかにした（Nakamoto et al. 2014）。DnaK2と DnaJ2は必須タンパク質である。熱変性ある

いは尿素変性したタンパク質基質（酵素）に、DnaK2、DnaJ2、GrpE（ヌクレオチド交換因子で、

DnaKのコシャペロンとして、シャペロン活性を増大させる）を加えると、ATPに完全に依存し

て基質は折りたたみ、再活性化する。この DnaK2、DnaJ2、GrpE系において、DnaK2のみを DnaK3

に替えて変性タンパク質の折りたたみ反応の検出を試みたが不可能であった。DnaK3 の不安定

性が原因の一つではないかと考えて、DnaK1 や DnaK2 には無くて DnaK3 のみが有する C 末端

疎水性アミノ酸配列を除去した DnaK3ΔCを発現するコンストラクトを作製した。さらに、DnaK1

を発現するコンストラクトも作製し、DnaK3ΔC や DnaK1 を大腸菌で大量発現させ精製した。

DnaK2とは異なり、DnaK1、DnaK3及び DnaK3ΔCには、変性タンパク質の再折りたたみ反応を

促進する活性は全く検出されなかった。 

（２）JDPの生化学的解析 

上に述べたように、S. elongatusのゲノムには、JDPをコードする遺伝子が、10種類存在した。

一方、大腸菌には JDPが 6種類存在する。大腸菌のゲノムサイズは 4.6Mbであるのに対して、

S. elongatus のそれは 2,7Mbであることを考えると、S. elongatusの JDPは大腸菌よりもはるかに



多様化していると言える。JDPの多様化が（独立栄養的進化に関係する）新規な分子シャペロン

系の出現に関係したのではないかと考えて、10 種の内、5 種の JDP の各々について、コシャペ

ロン活性を解析した。 

まず、DnaK2、GrpE、各 JDP 存在下における、ATP 依存的な変性タンパク質の折りたたみ反

応を解析した。その結果、DnaJ2以外では、DnaJ1（I型）が、DnaK2のコシャペロンとしてはた

らくことを見出した。驚くべきことに、タイプ III に属する DnaJ3A、DnaJ3B及び DnaJ3Cのど

れが存在しても、DnaK2の折りたたみ活性は発現しなかった。これは、Jドメインだけではなく、

それ以外の領域も DnaK2のシャペロン作用に必須であることを示唆するものである。 

上述したように、DnaJ2共存下で、DnaK1や DnaK3（及び DnaK3ΔC）の折りたたみ反応は検

出されなかった。そこで、これらの DnaKが、DnaJ2以外の JDPと共同で、変性タンパク質の折

りたたみ反応を ATP依存的に促進するのかを調べた。DnaK1と DnaK3は、どの JDPの存在下で

も、変性タンパク質の折りたたみを促進することはなかった。本研究の結果は、大腸菌 DnaKと

最も高い相同性を示す DnaK2 のみが、大腸菌や酵母等で明らかにされてきたシャペロン活性を

もつことを示唆した。DnaK1と DnaK3には、大腸菌や酵母等のモデル生物で明らかにされてき

た「典型的」なシャペロン作用以外の機能があるのではないかと考えられるが、その解明は今後

の課題である。 

上記のように、DnaJ2に加えて DnaJ1も DnaK2とシャペロン系を形成した。DnaJ1はタイプ I

の JDPである。大腸菌 DnaKや酵母 Hsp70もタイプ I及びタイプ IIの JDPとシャペロン系を形

成することが報告されている。ただし、大腸菌 DnaJ（タイプ I）や CbpA（タイプ II）とは異な

り、DnaJ1と DnaJ2は必須タンパク質である。大腸菌や酵母とは異なり、シアノバクテリアでは、

タイプ I とタイプ IIが相互互換的にはたらかない。DnaK2/DnaJ1 系と DnaK2/DnaJ2系のそれぞ

れの基質タンパク質のなかに、特有の必須タンパク質（群）が含まれるのかもしれない。 

本研究において、（一定量の DnaK2と GrpE存在下で）DnaJ1の方が DnaJ2よりもはるかに少

量で、同程度の折りたたみ反応速度（収率）が得られることを明らかにした。これは、DnaJ1と

DnaJ2が機能的に異なることを示すものであるが、DnaJ2に無く DnaJ1には存在するシステイン

が豊富に存在する（zinc finger-like）領域が、この相違に関係するのかもしれない。一方、これら

の JDP が（シャペロン作用に必要とされる）DnaK2 の ATPase 活性に及ぼす影響を調べたとこ

ろ、同程度の ATPase活性の増大が検出された。従って、DnaJ1と DnaJ2存在下における、折り

たたみ反応速度（収率）の違いは、ATPase活性促進効果の違いによるものではない。 

大腸菌の DnaJは変性（非天然構造）タンパク質と相互作用し、その凝集を抑制することが知

られているので、シアノバクテリアの 5種類の JDPの凝集阻止活性を調べた。大腸菌 DnaJとは

異なり、どの JDPも顕著な活性を示さなかった。 

（３）ClpB2のシャペロン機能の解析 

大腸菌 ClpBは、DnaK/DnaJ（タイプ Iの JDP）/GrpE共存下で、ATP依存的に変性タンパク質

の凝集体を可溶化する。我々は、S. elongatus PCC7942株の ClpB1が、DnaK2/DnaJ2（タイプ IIの

JDP）/GrpE 系と共同でタンパク質の凝集体を可溶化することを既に明らかにしていたので、同

じ条件・方法を用いて、ClpB2のシャペロン活性を調べた。ClpB1とは異なり、ClpB2には凝集

体可溶化（脱凝集）活性は検出されなかった。脱凝集活性を示さない ClpBの報告はない。 

上述のように、DnaJ2に加えて DnaJ1（タイプ Iの JDP）が、DnaK2のコシャペロンとして、

変性タンパク質の折りたたみを促進することを見出した。ClpB1は、この DnaK2/DnaJ1/GrpE系

とも協調して、変性タンパク質の凝集体を可溶化することを明らかにした。一方、ClpB2 は、

DnaK2/DnaJ1/GrpE 系が共存しても、脱凝集活性を示さなかった。さらに、DnaJ1 や DnaJ2 とは



異なるタイプ IIIに属する DnaJ3A、DnaJ3B、DnaJ3Cのどれが存在しても、ClpB1と ClpB2の脱

凝集作用は全く観察されなかった。 

大腸菌 ClpBは、他の代表的分子シャペロンとは異なり、（変性タンパク質の）凝集阻止活性を

もたないと報告されている。大腸菌のそれとは異なり、S. elongatus PCC7942株の ClpB1と ClpB2

には、凝集阻止活性が検出された。酵母 Hsp104もこの活性をもたないことが知られている。な

お、ClpB1よりも ClpB2の方がはるかに高い凝集阻止活性を示した。ClpB2に結合した変性タン

パク質は、DnaK2/DnaJ2/GrpE系が共存すると、再び活性を回復した（再生した）。これは、非天

然構造のタンパク質基質が、ClpB2 から DnaK2 システムに受け渡されて折りたたむことを示唆

するもので、必須 ClpB2の新規で重要なシャペロン機能である。 

STRING（http://string-db.org/）を用いて in silicoのタンパク質間相互作用解析を行ったところ、

ClpB2 は、必須の DnaK3 や DnaJ1（タイプ I の JDP）と相互作用すると予測された。そこで、

DnaK2を DnaK3に、DnaJ2を DnaJ1に変えてシャペロン系の構築を試みたが、脱凝集や折りた

たみ活性は検出されなかった。 

（４）pHによる分子シャペロン機能の調節 

S. elongatusの 2種類の GroEL、Hsp90（HtpG）及び DnaK2のシャペロン活性（変性タンパク

質の凝集阻止活性、変性タンパク質の再おりたたみ、ATPase活性等）に及ぼす pHの影響を調

べた。その結果、pH8.5における活性の方が、pH7.0や 7.5よりも高かった。S. elongatusの pH

は、暗所下では 7.3、光照射に伴い 8.4に上昇する。高等植物葉緑体（可溶性画分）の pHも同

様にアルカリ側にシフトする。光合成（二酸化炭素固定反応）の最適 pHは～8.1であることか

ら、上記の pH変化が、明・暗に応じた光合成のオン/オフスイッチとしてはたらくと考えられ

ている。光が光合成電子伝達系を駆動し ATPや NADPHを生成（供給）すると、これらを消費

して光合成（二酸化炭素固定反応）が起こるが、この供給と消費のバランス等が適正でない

と、活性酸素等によるストレスが生じる。シアノバクテリアの分子シャペロンの活性化は、こ

のようなストレス下での耐性を細胞に付与する上で重要であると考えられる。この pH変化に

よる迅速なシャペロン機能の調節に加えて、光と光合成電子伝達系を介して分子シャペロンの

遺伝子発現が誘導されて、分子シャペロンの量（モル数）も増加することを我々は既に明らか

にしている（Asadulghani et al 2003，Kojima & Nakamoto 2007）。以上の研究成果は、シアノバク

テリアの分子シャペロン活性や量が、光合成活性と同調して制御され、光合成タンパク質の安

定性・機能維持に分子シャペロンが関与することを示すものである。なお、Hsp90（HtpG）及

び DnaK2のシャペロン活性に及ぼす pHの影響を調べた論文（Akter & Nakamoto, 2021）は注目

されて、その要旨を図示したものが、当該雑誌の表紙を飾った。 
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