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研究成果の概要：シャペロニン(CPN)は ATP 依存的に基質である変性タンパク質をリフォ

ールディングする代表的なシャペロンである。一方プレフォルディン(PFD)は変性タンパク

質を捕捉し、CPN へ受け渡すと考えられている．本研究では、ATP アナログを用いて CPN の

構造変化サイクルを人為的に止め、PFD との相互作用解析をおこなった．その結果、ADP 状

態（OPEN 構造）の CPN に最も強く結合し基質タンパク質を受け渡していることが明らかと

なった． 

 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 2,100,000 0 2,100,000 

2008 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,400,000 390,000 3,790,000 

 
 
研究分野：生物物理学 
科研費の分科・細目：タンパク質・核酸の構造・動態・機能 
キーワード：(1) 好熱菌タンパク質 (2) 分子シャペロン (3)シャペロニン (4)プレフォルデ

ィン (5) 分子間相互作用 (6)リフォールディング (7) 蛍光偏光異方性解消法    

 
１．研究開始当初の背景 
シャペロニンに代表される、分子シャペロ

ンと呼ばれるタンパク質は、細胞内で作られ
るタンパク質の機能発現、機能保持に不可欠
である．また、狂牛病など、シャペロニンが
重要な働きをすると考えられる疾病例も見
つかり、その役割の解明がますます重要にな
ってきている． 
 

近年、プレフォルディン(PFD)と呼ばれる、
シャペロニン(CPN)と協調して働く分子シャ
ペロンが新たに同定された．プレフォルディ
ンは、遺伝子ノックアウト実験等により、細
胞骨格の形成に必須であることが明らかと
なった．また、アクチンやチューブリン以外
のタンパク質についても、リボソームにおい
て生成されたペプチドや変性したタンパク
質に結合して凝集を防ぐとともにシャペロ



ニンへ受け渡し、折れたたみを促進している
と考えられているが、詳しい分子メカニズム
は不明であった． 
 
プレフォルディンはクラゲ状の構造をし

た分子シャペロンであり、申請者はこれまで
に、プレフォルディンが末端部位において変
性タンパク質と強く結合し(KDは約 5-20nM)、
シャペロニン存在下で解離が促進されるこ
とを見出し、プレフォルディンとシャペロニ
ンが協調してタンパク質の折れたたみを促
進するメカニズムの一端を明らかにした(J. 
Biol. Chem. (2004) 279, 31788-95, Recent 
Res. Devel. Biophys. (2004), 3, 475-483, 
FEBS Lett. (2005) 579, 3718-24)．  
 
また、プレフォルディンとシャペロニンの

それぞれの相互作用部位を同定し、それぞれ
の先端部分で相互作用していることを明ら
かにした．さらに、静電相互作用がこれらの
相互作用に重要な寄与をしているモデルを
初めて提案した(J. Biol. Chem. (2004) 279, 
31788-95, J. Mol. Biol. (2006) 364 110-20)．
これは疎水的相互作用が主だとこれまで考
えられていた分子シャペロン間の相互作用
において、他の相互作用が重要であることを
示した初めての例になった． 
 
しかし、生体内におけるプレフォルディン

とシャペロニンの協調メカニズムの解明に
は、さらに ATP 加水分解サイクルに伴うシャ
ペロニンの構造変化の制御を行う必要があ
る．細胞内ではシャペロニンは ATP 依存的な
構造変化サイクルを繰り返しており、細胞内
でのプレフォルディンとシャペロニンの協
調メカニズムの解明には、プレフォルディン
が構造変化サイクルにおいてどの構造のシ
ャペロニンに結合し、どのタイミングで解離
するかなどを明らかにすることが必要不可
欠である． 

 
２．研究の目的 
本研究では、ATP アナログを用いて、シャ

ペロニンの構造変化サイクルを人為的に止
め、これらの構造状態に対するプレフォルデ
ィンの結合・解離を分析する．申請者はこれ
までに ADP-BeFx などの ATP 加水分解中間体
を模した ATP アナログを用いることで、シャ
ペロニンの構造変化サイクルを途中で止め
ることに成功している（J. Biol. Chem. 
(2005) 280, 40375-83）．これにより、各構
造状態のシャペロニンとプレフォルディン
の相互作用観察が可能となる．さらに、プレ
フォルディンと基質である変性タンパク質
の複合体とシャペロニンの各構造状態の相
互作用解析を行い、プレフォルディンとシャ
ペロニンの２つの分子シャペロンの協調メ

カニズムの詳細を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、より詳細にプレフォルディン

とシャペロニンの相互作用解析を行うため、
構造を制御したシャペロニンとの相互作用
解析を行う．用いる GroupII 型シャペロニン
は蓋となる helical protorusion 部位を持っ
ており、この蓋が開閉することでそれぞれ
open 構造、closed 構造を形成する．蓋の開
閉は ATPの加水分解サイクルによって制御さ
れている（図１）． 
 
申請者はこれまでに、ATP アナログを用い

ることで、ATP 加水分解に伴うシャペロニン
の構造変化サイクルを途中で止めることに
成功している（J. Biol. Chem. (2005) 280, 
40375-83）（図 1）．すなわち、ADP-BeFx, 
ATP-BeFx とシャペロニンをインキュベート

することで、それぞれ図２の２、３の構造状
態に留めることができる．よって、これらの
構造状態のシャペロニンとプレフォルディ
ンの相互作用を解析することで、プレフォル
ディンがどの構造のシャペロニンに結合し、
いつ解離するかを明らかにすることができ
る． 

図１ ATP アナログによるシャペロニンの
構造変化制御 

 
本研究では相互作用解析に蛍光偏光解析

法を用いる．この方法ではフルオレセインな
どの蛍光色素でラベルしたプレフォルディ
ン（約 90kDa）がシャペロニン(約 1000kDa)
と複合体をつくると大幅に分子量が増える
ことによる蛍光の偏光解消度変化を測定す
ることで複合体形成を検出できる方法であ
る（図 2）．蛍光タンパク質を固定化せず測定
を行えるためシャペロニンが構造変化する
ことができ、蛍光分光器に設置済みのペルチ
ェ式セルホルダー温度制御ユニットにより
シャペロニンが構造変化を起こす温度（約６
０度）での測定が可能となる． 



図２ 蛍光偏光解析法による相互作用解析 
図３ プロテアーゼによる各ヌクレオチド
存在下でのシャペロニン構造変化検出  

本研究では、シャペロニンとプレフォルデ
ィンの組み合わせとして、超好熱性古細菌
Thermococcus sp. strain KS-1 由来のシャペ
ロ ニ ン 変 異 体 (CPNαK250E/K256E) お よ び
Pyrococcus horikoshii 由来のプレフォルデ
ォン(PhPFD)を用いた．申請者はこれまでに
これらのシャペロンが強く相互作用し、プレ
フォルディンからシャペロニンへと基質タ
ンパク質が受け渡されることを示しており
（J. Mol. Biol. (2006) 364 110-20）、本研
究にも適している． 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ATP アナログによるシャペロニン構造変
化 
 

本研究で用いている超好熱性古細菌
Thermococcus sp. strain KS-1 由来のシャペ
ロニン変異体(CPNαK250E/K256E)がヌクレオ
チド依存的構造変化を示すかどうかをプロ
テアーゼアッセイにより確認した（図３）．
GroupII 型のシャペロニンは open 構造と
close 構造に構造変化する蓋を有しているが、
open 構造では蓋はプロテアーゼにより分解
されるのに対し、close 構造ではプロテアー
ゼ耐性をもつ．よって、プロテアーゼ耐性を
調べることでシャペロニンの構造を見分け
ることができる． 
 本実験ではプロテーゼとしてサーモライ
シンを用い、1 mM の ATP アナログ(ADP, 
AMP-PNP, ATP)存在下で 45℃、10 分反応させ、
反応物を SDS-PAGE 解析することでプロテー
ゼ分解の有無を調べた．その結果、ヌクレオ
チド非存在下ではシャペロニンは open 構造
をとっているのに対し、AMP-PNP では close
構造をとっていることが確認された．また、
興味深いことに ADP 存在下では open 構造を
とっていた（図３） 
 
 
 
 

 
 
(2) 各 ATP アナログ存在下でのシャペロニ
ン・プレフォルディンの相互作用解析 
 
 蛍光偏光解析法を用いて、フルオレセイン
(FL)でラベルした PhPFD(FL-PhPFD)．ここで、
ラベルによる活性への影響がないように、
PhPFD の活性部位と反対部分に導入したシス
テイン残基(L69C)特異的にラベル剤を導入
した．10 mM FL-PhPFD に対し、25 nM から 20 
μMまで濃度を変化させたCPNαK250E/K256Eを
加え、45℃で 10 分間インキュベートした後
に蛍光偏光測定を行った（図４）．反応は 1 mM
各ヌクレオチドアナログ存在下で行った．
CPN と PFD の解離定数は以下の式でフィッテ
ィングして求めた。 
 

 
 
 

(Pmax は⊿Pの漸近値，[CPN]は加えた CPN の
濃度) 
 

図４ 蛍光偏光測定法によるシャペロニン
とプレフォルディンの相互作用測定 

 
その結果、プレフォルディンはヌクレオチ

ドフリーの状態(OPEN 構造)のシャペロニン
に強く結合し、AMP-PNP 状態(CLOSE 構造)に
は最も弱く結合することが分かった．興味深
いことに、プレフォルディンは ADP状態（OPEN



構造）のシャペロニンに最も強く結合した．
この結果は、ヌクレオチドフリーの状態と
ADP 状態では、同じく OPEN 構造をとってはい
るが、局所構造は異なっていることを示唆す
る．さらにこれらの結果を元に、プレフォル
ディンはシャペロニンによる ATP加水分解サ
イクルの中でも、ADP 状態に強く結合して基
質タンパク質を受け渡している新しいモデ
ルを提案することできた（図５）． 
 

 
図５ プレフォルディンによるシャペロニ
ンへの基質タンパク質受け渡しモデル 
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