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研究成果の概要（和文）： 
シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC 7942 株の HtpG（Hsp90）と DnaK2（Hsp70）

/DnaJ2（Hsp40）/GrpE（NEF）シャペロン系の物理的相互作用と協同的シャペロン作用を初
めて明らかにした。この協同的シャペロン作用において、DnaJ2 は、DnaK2 のみならず HtpG
のコシャペロンとしても働く。シアノバクテリアの HtpG は、高温、低温、強光等の環境ス
トレス下で重要な働きをするが、他のシャペロンやコシャペロンと機能的複合体を形成し
てシャペロン機能を果たすことが明らかになった。 
 

研究成果の概要（英文）： 
We established the cyanobacterial HtpG-DnaK2-DnaJ2-GrpE chaperone machine. In this 

machine, HtpG, DnaK2 and DnaJ2 physically interacted each other. The heat-denatured 
protein substrates trapped by HtpG could be transferred to DnaK2 to be refolded. The 
present study indicated that HtpG forms a functional complex with DnaK2 and DnaJ2 
to chaperone other proteins under environmental stresses. 
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１．研究開始当初の背景 
代表的分子シャペロンの一つである Hsp90

は、種々のプロテインキナーゼやステロイド
ホルモン受容体などの細胞増殖や分化に重
要な役割を果たす多くのシグナル伝達分子
等と相互作用し、これらの構造・機能及び安
定性を保証している。Hsp90 は、Hsp70 等の

シャペロンや Hop や Cdc37 などのコシャペロ
ン（シャペロン補助因子）と機能的複合体を
形成している。コシャペロンは、Hsp90 の基
質タンパク質を特異的に認識・結合・リクル
ートするのみならず、Hsp90 の ATPase 活性を
阻害あるいは活性化することでシャペロン
作用を調節する。 
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Hsp90 の祖先タンパク質は HtpG であるが、
大腸菌や枯草菌等の従属栄養真正細菌にお
ける HtpG の機能は不明であった。これに対
して我々は、独立栄養真正細菌であるシアノ
バクテリア（藍藻）の HtpG が環境応答にお
いて重要な働きをすることを初めて見出し
たが、そのシャペロン機構は全く解明されて
いない。真核生物以外の生物では、コシャペ
ロンが存在するという報告はなく、HtpG を含
むタンパク質複合体形成や HtpG と他のシャ
ペロンとの協同作業に関する研究もほとん
ど行われていない。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下に述べた仮説を検証

し、環境応答における HtpG の働きを分子レ
ベルで明らかにすることである。 
（1）シアノバクテリアの HtpG は、DnaK や
DnaJ などのシャペロンやコシャペロンと物
理的に相互作用する。 
（2）HtpG は DnaK/DnaJ/GrpE シャペロン系と
協同で変性基質の再折りたたみを助ける。
（3）シアノバクテリアの HtpG は、コシャペ
ロンを介して多様な基質タンパク質と特異
的に相互作用し、それらの機能や安定性を維
持あるいは調節することで環境応答におけ
る重要な働きをする 

 
 

３．研究の方法 
（1）酵母ツーハイブリッド法、免疫沈降法
やプルダウン法等によって、シアノバクテリ
ア Synechococcus elongatus PCC 7942 株の
HtpG と相互作用するコシャペロン、シャペロ
ン及び基質等を探索・同定する。 
（2）HtpG と相互作用するコシャペロン、シ
ャペロン及び基質等を大量発現する大腸菌
株を構築し、それぞれを精製する。 
（3）単離・精製された HtpG とコシャペロン
やシャペロン等の相互作用を、免疫沈降法、
プルダウン法あるいは表面プラズモン共鳴
法等で、定性的あるいは定量的に解析する。 
（4）HtpG、コシャペロン及びシャペロン間
の、シャペロン協同作業を解析する。 
 
 
４．研究成果 
（1）HtpG は DnaK2 及び DnaJ2 と、DnaJ2 は
DnaK2 と物理的に相互作用することが、酵母
ツーハイブリッド法、免疫沈降法やプルダウ
ン法によって明らかになった（図 1）。DnaK
や DnaJ には複数のホモログが存在するが、
DnaK2 と DnaJ2 は高温や強光等のストレスで
誘導されるストレスタンパク質である。 
（2）表面プラズモン共鳴バイオセンサー
（BIACORE）を用いて複合体の解離定数等を
求めることにより、HtpG と DnaJ2 の親和性の

方が、HtpG と DnaK2 のそれよりも大きいこと
を明らかにした。DnaJ2 は、DnaK2 のみなら
ず、HtpG のコシャペロンとしても機能するの
ではないかと考えた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．環境ストレス下では、HtpG、DnaK2 及
び DnaJ2 が誘導されて、複合体を形成する。 
 
（3）HtpG が変性基質タンパク質と安定な複
合体を形成し、基質の凝集を抑制するのに対
して、（予期に反して）DnaJ2 の（熱）変性基
質凝集抑制活性が著しく低いことを明らか
にした。 
（4）シアノバクテリアの DnaK2/DnaJ2/GrpE
シャペロン系を確立した。DnaK2 は DnaJ2 と
ATP に依存して、熱変性して失活したモデル
基質を再活性化した。GrpE はこの再折りたた
みをさらに促進した。 
（5）HtpG に結合した基質タンパク質が 
DnaK2/DnaJ2/GrpE シャペロン系によって折
りたたまれて再活性化することを明らかに
した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ． シ ア ノ バ ク テ リ ア の HtpG と
DnaK2/DnaJ2/GrpE シャペロン系の協同的シ
ャペロン作用。HtpG 存在下で熱変性したリン
ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 （ MDH ） の 活 性 は 、
DnaK2/DnaJ2/GrpE シャペロン系の添加によ
って、変性前の活性の 80％以上にまで回復し
た（HtpG￫DnaK2+DnaJ2+GrpE+ATP）。このシャ
ペロン系を加えない場合には活性化はみら
れなかった（HtpG ￫ BSA）。また、HtpG 非存

 

 



 

 

在下で変性した MDH に DnaK2/DnaJ2/GrpE シ
ャペロン系を加えても再活性化は起こらな
かった（None￫DnaK2+DnaJ2+GrpE+ATP）。 
 
（6）HtpG の特異的阻害剤であるラディシコ
ール存在下でも、HtpG から DnaK2 への基質の
転移は起こった。これは、基質の転移におい
て、HtpG への ATP の結合・加水分解が必要と
されないことを示唆するものである。従って、
真核細胞 Hsp90 とは全く異なる機構で HtpG
は基質を DnaK2に転移するのではないかと推
察された。今後、その詳細を解析する必要が
ある。 
（7）HtpG と DnaJ2 の両方が、DnaK2 の ATPase
活性を増大させた。HtpG は基質を DnaK2 に転
移させるとともに DnaK2のシャペロン活性を
増大させるものと推察された（図 3）。 
（8）本研究により、（シアノバクテリアのみ
ならず）原核生物における HtpG（Hsp90）と
DnaK2（Hsp70）/DnaJ2（Hsp40）/GrpE（NEF）
シャペロン系の物理的相互作用と協同的シ
ャペロン作用が初めて明らかにされた。さら
に、本研究の成果は、原核生物のみならず真
核生物の、ストレス条件下における Hsp90 の
働きの解明につながるものであると期待さ
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．本研究で確立された HtpG/DnaK2 シャペ
ロン系。HtpG にリクルートされた変性基質
（denatured substrate）は DnaK2 に転移し
て、DnaK2 と DnaJ2 の介在によって、再び元
の天然型構造に折りたたむ（refold）。HtpG
と DnaJ2 は DnaK2 のシャペロン機能を増大さ
せる。 
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