
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 23 年 6 月 24 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：細胞内の蛋白質の立体構造形成を助ける分子シャペロンの一つである、

大腸菌シャペロニン GroEL は、ATP と結合することによってその機能を発揮する。本研究で

は GroEL への ATP 結合を光親和性標識、アミノ酸配列分析、ストップトフロー蛍光スペクト

ル、滴定型熱量計などを用いて調べた。その結果、(1) Tyr360 近傍に２つ目の ATP 結合部位

があること、(2) カリウムイオン非存在下では第１結合部位への ATP 結合のみが観測され、そ

の結合定数は 104 M−1 であること、などが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：The Escherichia coli chaperonin GroEL, a molecular chaperone that 

mediates protein folding in the biological cell, expresses its chaperone function through 

ATP binding. In the present study, we investigated the ATP binding to GroEL by 

photo-affinity labeling, amino acid sequence analysis, stopped-flow fluorescence 

spectroscopy, and isothermal titration calorimetry. We found (1) that the second 

ATP-binding site is present and located near Tyr360, and (2) that in the absence of 

potassium ion, only the ATP binding to the primary site was observed, and its binding 

constant is an order of 104 M−1. 
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１．研究開始当初の背景 

 大腸菌のシャペロニン GroEL は代表的な
分子シャペロンであり、物理化学的研究が数
多くなされているにもかかわらず、その ATP

結合に関して以下の点が不明のままであっ
た。 

 

(1) GroELの単一リング変異体SR1のアロス
テリック転移速度定数の ATP 濃度依存性が
二段シグモイド状となることから、第二の
ATP 結合部位の存在が期待されるが、それが
分子中のどこにあるのかが不明である。 

 

(2) ATP結合によって誘起されるGroELのア
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ロステリック転移に関しては研究代表者の
ものも含め数多くの研究があり、その詳細が
明らかになりつつあるが、アロステリック転
移が起こる前の ATP 結合過程そのものにつ
いてはよく分かっていない。 

 

２．研究の目的 

(1) 上記の第二 ATP 結合部位を、光親和性標
識、質量分析、アミノ酸配列分析の手法を用
いて同定する。 

 

(2) GroEL のアロステリック転移が起こる前
の、ATP 結合過程を、平衡論的および速度論
的に調べることの出来る条件を検討し、ATP

結合の熱力学的および速度論的パラメータ
を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1) 第二 ATP 結合部位の同定には、アジド
ATP を利用した光親和性標識、リシンエンド
ペプチダーゼによる加水分解、蛍光性亜鉛作
体による標識ペプチド検出、アミノ酸配列分
析、質量分析の方法を用いた。 

 

(2) ATP 結合反応の解析には、GroEL のトリ
プトファン変異体（Y485W）の蛍光スペクト
ルを利用して、蛍光ストップトフロー法を用
いた。また、カリウムイオン非存在下、4-5°C

では、ATP 結合によるアロステリック転移と
それに引き続く ATP 加水分解が停止し、ATP

結合反応のみが起こることを利用して、滴定
型熱量計による ATP 結合の熱力学的解析を
行った。 

 
４．研究成果 
(1) 光親和性標識による ATP 結合部位の同
定：アジ化 ATP アナログによる光親和性標
識、蛋白質分解酵素による分解産物の HPLC

解析、アミノ酸配列分析、質量スペクトル解
析によって、光親和性標識されたアミノ酸が
Tyr360 であることが明らかとなり、第二
ATP 結合部位はこの近くにあること明らか
となった。 

 

(2) アロステリック転移に及ぼす K
+
の影響：

pH 7.5, 10 mM MgCl2 の条件下で、KCl 濃度を

0, 10, 50 mM に振って、GroEL（Y485W 変異

体）の ATP によるアロステリック転移の速度

過程をストップトフロー蛍光法を用いて調べ

た。その結果、速度定数の ATP 濃度依存性に

おいて、50 mM KCl で観測された第二の ATP

結合に対応するとされている二つ目のシグモ

イドが 0 と 10 mM KCl では全く観測されなか

った。また、KCl なしでは、ATP のアロステ

リック転移そのものとそれに引き続く ATP 加

水分解も停止するが、ATP の結合に伴う蛍光

変化は観測された。 

 

(3) GroEL への ATP 結合の速度過程解析：蛍

光ストップトフロー法を用いて GroEL の

Y485W 変異体の ATP 結合過程を測定した。

K
+非存在下で，ATP の結合に伴う蛍光強度変

化が観察された。この反応は二分子反応とし

て良く表され、結合と解離の反応速度定数を

決定することが出来た。これらの速度定数か

ら求められた結合定数は、等温滴定型熱量計

により決定した結合定数と一致した。結合速

度定数のアイリング・プロットから求めた活

性化エンタルピーは 14-15 kcal/mol と十分大

きいので、ATP の GroEL への結合は、拡散律

速的な遭遇複合体形成の後、高エネルギーの

遷移状態を通って進行することが分かった。 

図１ 見かけの速度定数および蛍光強度変

化量（枠内）の MgATP2-濃度依存性。 

図 2  MgATP2−の GroEL への結合過程の模

式図。初めに形成された遭遇複合体（P*L）

が高い活性化エンタルピーを持つ遷移状態

（PL‡）を経て最終複合体（PL）を形成する。

GroEL の結合部位を緑の線、ATP を灰色の実

体球模型、Mg2+を赤い球、K+を黄色い球で表

した。 



 

 

 

(4) 滴定型熱量計（ITC）による GroEL への

ATP 結合測定：KCl 非存在下では GroEL のア

ロステリック転移は起こらないが、ATP 結合

を観測することはできたので、この結合を、

ITC を用いて観測することを試みた。5 °C で

明確な滴定曲線が観測され、結合定数 9.5×10
3
 

M−1、エンタルピー変化 ΔHb = -3.52 kcal/mol

を得た。 
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