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研究成果の概要（和文）：CCT と HSP60 はヒトをはじめとする真核生物において必須の機能

を担う分子シャペロンである。CCT は細胞質（サイトゾル）において、HSP60 はミトコンド

リアにおいて、それぞれタンパク質のフォールディングを介助することにより、細胞の働きを

助けている。本研究では、CCT のもつサブユニット特異的な基質結合の一旦をフォトクロスリ

ンク法により明らかにするとともに、HSP60 のもつ ATP 依存的な複合体形成のメカニズムを

明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：CCT and HSP60 are molecular chaperones required for eukaryotic 
cells including human cells. CCT and HSP60 assist in the folding of proteins in eukaryotic 
cytosol and mitochondria, respectively. Here, we report that individual CCT subunits play 
distinctive roles in substrate protein recognition and that HSP60 has an unique 
ATP-dependent assembly system to produce functional complex.   
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１．研究開始当初の背景 

細胞内で生合成される蛋白質は、アミノ酸の
鎖であるポリペプチドとして翻訳されるが、
正しい立体構造を獲得しなければ、その機能
を発揮することができない。しかしながら、
細胞内のタンパク質濃度は非常に高いため、
生合成直後のポリペプチド鎖は、他のタンパ
ク質との不必要な相互作用を高頻度に起こ
してしまう。その結果、新生ポリペプチド鎖

は、常に変性や凝集の危険にさらされている。
このため、分子シャペロンと呼ばれる一連の
蛋白質が、翻訳後のペプチド鎖が正しく折り
畳まれて機能型の分子構造を形成するまで
の過程を介助する。 
  細胞質シャペロニン CCT は、HSP60 フ
ァミリーに属する分子シャペロンであり、こ
のような働きを担う重要な蛋白質である。特
に、ヒトを初めとする全ての真核細胞におい
てアクチンやチューブリンのフォールディ
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ングに必須の分子である（図１）。CCT は８
種類ものサブユニットを介した非常に複雑
で巧みなシャペロン機能を備えていると考
えられ、世界的にも注目されているが、その
詳細な作用機構は明らかになっていない。特
に、細胞内において CCT が担う機能の詳細
は不明なままである。 
  また、ミトコンドリアには HSP60 という
シャペロニンが存在するが、これについても、
大腸菌ホモログである GroEL に比べて、研
究が大きく遅れており、分子シャペロンとし
ての詳細な分子メカニズムはよくわかって
いない。 
 
２．研究の目的 

最近申請者は、CCT の機能解析に関し、新た
に２つの大きな発展を得た。 
（１）完全に再構築されたインビトロ翻訳系
である PURE SYSTEM に CCT を加える新
たなフォールディング評価系を確立して解
析を行うことにより、CCT にはフォールディ
ング途中の基質タンパク質中に存在する疎
水的βシート上の疎水性アミノ酸残基を認
識し、その凝集を阻止する能力があることを
明らかにした (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
2006)。 
（２）CCT の各サブユニットをほ乳類細胞内
の CCT をノックダウンした時、ポリグルタ
ミンのような元々凝集しやすい蛋白質の凝
集がさらに促進されることを見出した。この
時、蛍光相関分光法（FCS 法）により、細胞
内 CCT 量の低下は、可溶性の小さな凝集体
の顕著な増加をもたらすことが解った。さら
に、CCT 全サブユニットの強制発現により、
ポリグルタミンの凝集と細胞毒性を抑制で
きることも解った（Nature Cell Biology, 
2006）。 
 CCT の持つ分子シャペロンとしての機能
は、異なる性質を持ったαからηまでの８種
のサブユニットの各々によって規定されて
いると考えられる。そこで、８種類ある CCT
サブユニット各々の機能と複合体形成の動
的制御のメカニズムを、CCT 複合体の細胞内
機能と共に解析することで、この巧妙な分子
シャペロンの細胞内における役割を明らか
にすることを目的とした。 
 さらに、HSP60 においては、インビトロ
の系により複合体を再構築して、その機能の
詳細を解析することとした。 
 
３．研究の方法 
 
完全な無細胞翻訳系である PURE SYSTEM
に、フォトクロスリンカーBPA を結合したア
ンバーサプレッサーtRNA を加えることによ
り、新生ポリペプチドの任意のアミノ酸部位
にフォトクロスリンカーを導入できる系を

構築する。そこに、CCT を加えた上で翻訳を
行わせた後、各 CCT サブユニットに対する
抗体を入れて免疫沈降する。これを、ウエス
タンブロット解析することにより、どのサブ
ユニットがどの程度クロスリンクされるの
かを解析した。 
 HSP60 の機能をインビトロで解析するた
め、ヒト HSP60 とそのコシャペロン HSP10
を大腸菌リコンビナントの系で発現精製し
た。これを用いて、インビトロで再構築する
条件を検討した。 
 
４．研究成果 
 
PURE SYSTEM に、フォトクロスリンカー
を入れた系を用いて、まず、新生ポリペプチ
ドと CCT とがクロスリンクされることを確
認した。さらに、これを免疫沈降して、各
CCT サブユニットに対する抗体でウエスタ
ンブロット解析したところ、クロスリンクさ
れる割合が、フォトクロスリンカーを入れる
位置等によって、サブユニット間で変化する
ことがわかった。この結果は、各サブユニッ
ト間での役割の違いを反映したものと考え
られる。 
 HSP60 については、大腸菌リコンビナン
トの系を用いて精製し、ATPase 活性のある
HSP60-HSP10複合体をインビトロで再構築
することに成功した。HSP60 は ATP 依存的
にシングルリングからダブルリングへの移
行が起こること、ATP 存在下で HSP60 に
HSP10 を加えるとフットボール形の複合体
が安定的に形成されること、HSP60 に対す
るHSP10の結合がATPに依存して有意に強
くなることがわかった。これらの性質は、大
腸菌における HSP60 のホモログである
GroEL と異なっており、ミトコンドリアが真
核細胞に共生した後、HSP60 が独自に進化
させたものと考えられ、ヒトをはじめとした
真核生物のタンパク質成熟機構に合わせて
進化させたものである可能性が高い。 
 以上の結果は、CCT と HSP60 という２種
のシャペロニンが、それぞれ細胞内コンパー
トメントごとに独自の機能を進化させたこ
とを示している。 
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