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研究成果の概要（和文）：本研究では，変性蛋白質のフォールディングを補助する GroEL 蛋白質

のドメイン構造が機能発現にどのように貢献しているかを解明する為，円順列変異を用いて

GroEL のドメイン構造を変え,その影響を機能的・速度論的に解析した。実験の結果，GroEL の

ドメイン特異的なある構造変化の抽出と機能メカニズムにおけるその構造変化の重要性を解明

することに成功した。同時に，この解析を通して GroEL の分子メカニズムの新たな側面を示唆

する重要なヒントを得た。 

 
研究成果の概要（英文）： A combination of circular permutation and stopped-flow 
fluorescence analysis was utilized to probe the relationship between the molecular 
mechanism of GroEL-facilitated protein folding and the unique three-domain subunit 
structure of the GroEL protein.  Through analysis of multiple circularly permuted GroEL 
variants, we succeeded in correlating a specific, domain-dependent conformational change 
to an important functional aspect of the chaperonin mechanism.  Additionally, our results 
prompt a reevaluation of the conventional mechanism of GroEL-facilitated folding. 
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１．研究開始当初の背景 
  シャペロニンは細胞内で変性した蛋白
質の構造を回復させるためにこの変性蛋白
質に結合し，その非特異的凝集（アグリゲー
ション）を防ぐ。この効果は，シャペロニン
が変性蛋白質を特異的に認識・結合し，その
変性蛋白質を溶媒から隔離された自身の内
部空間に一時的に格納することにより実現
している。変性蛋白質分子を自構造内部に
「カプセル化」するユニークなシャペロニン

の分子メカニズムでは，様々な蛋白質の相互
作用が複雑に関与しあい，そして ATPの加水
分解反応によりその進行が制御されること
がここ十数年の研究で明らかとなっている。 
 大腸菌由来のシャペロニン蛋白質 GroE は
様々な生物由来の変性蛋白質を認識する能
力を示すため，シャペロニン研究において一
つの基準系とみなされている。GroEは大小２
種類のサブユニット，分子量 57 kDaの GroEL
１４分子と分子量 10 kDaの GroES７分子によ
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り構成される。ATP 加水分解活性と連動させ
て変性蛋白質の認識と溶媒からの隔離を主
に担当するのは GroEL 蛋白質であり，GroES
は補助的な役割を担当する。 
 X-線結晶構造解析により，２つの７員環リ
ング構造が会合した GroEL１４量体に７分子
の ATPが結合すると７員環リング構造を形成
する GroESが「ふた」のように会合し，変性
蛋白質を自身の中に閉じ込めることが判明
した。この隔離プロセスは様々な研究により
複数の素過程からなる多段階反応であるこ
とが示唆されている。GroEL サブユニットの
ATP を結合した構造は ATP を結合していない
構造と大きく異なっており，GroEL サブユニ
ットの３個のドメイン（頂上ドメイン，中間
ドメイン，赤道ドメイン）が ATP結合に伴い
ダイナミックにその構造を変化させている
ことと考えられた。近年，GroEL のクライオ
電子顕微鏡観察によりこのダイナミックな
構造変化と関係が深いとされる GroELの「中
間構造」が複数検出された。一方，蛍光スト
ップト・フロー解析によると GroEL が ATP を
結合後，少なくとも５つの反応素過程からな
るダイナミックなプロセスを経て変性蛋白
質分子を隔離していることが確認された。そ
こで，最近国内外で進められている研究では，
クライオ電子顕微鏡観察などで確認される
GroEL の様々な構造の情報とストップト・フ
ロー解析などにより得られるダイナミック
プロセスの速度論的情報を統合し，GroE のメ
カニズムの全貌を表す総合的な分子メカニ
ズムを構築することが目指されている。 
 
２．研究の目的 
 GroE の構造と動的振る舞いの関連を明ら
かにすることを目標とした研究では，これま
で GroELサブユニットや GroESサブユニット
に適当なアミノ酸置換（点変異）を導入して
この変異導入効果を評価することが主に採
用された手法であった。この手法は GroEL，
GroES の構造内の特定部位に注目し，分子メ
カニズムにおけるその部位の役割を解明す
るために大変有効な手法であり，これまで数
多くの研究が成果を出し，GroEの理解に貢献
してきた。しかし，たとえば変性蛋白質を溶
媒から隔離する際，GroEL のドメインがどの
ように連携し，カプセル化を実現するか，な
どの知見を得るには点変異導入による比較
研究では限界があり，より本質的に GroE ア
ーキテクチャーを変える新たな実験手法が
望まれる。 
 そこで，本研究では新しいタイプの分子摂

動法として，GroEL サブユニットに円順列変
異を導入して GroELのポリペプチド鎖主鎖を
変異により改変する手法を採用した。円順列
変異によりアミノ酸配列の末端を GroELの各
所に移動させ， GroELのドメイン同士の繋が
りを変えた後，その変化が GroE の機能に及
ぼす影響を詳細に解析することで，GroEL の
構造が機能発現にどのように関与するかを
解析することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 

 PCR 増幅反応により GroEL の構造遺伝子か
ら開始コドンと終始コドンを除去した後，末
端をリンカー配列でつなぎ構造遺伝子を一
旦環状化した。続いて，マンガンイオン存在
下における DNaseI のニック反応を使用し，
環状 DNA をランダムに直鎖化することで，無
作為に円順列変異を導入した GroEL構造遺伝
子のプールを作成した。この構造遺伝子プー
ルより主として大腸菌の可溶性画分に発現
される GroELの円順列変異体を 3種類選択し，
シャペロニン機能の維持を確認し，機能メカ
ニズムの変化の有無を評価した。 

(1) GroEL円順列変異体の作成と機能評価 

 次に，性質決定を実施した円順列変異体の
中から 2 変異体（GroEL CP376 変異体と GroEL 
CP86変異体）を選び，蛍光ストップト・フロ
ー解析を実施するためのトリプトファン残
基を変異体の頂上ドメインに導入した。トリ
プトファンを導入した部位（頂上ドメインの
231 番目の Arg→Trp 変異；図 2，黄色）は，
以前代表研究者が実施した研究で利用して
部位であり，この部位を用いて得たデータの
蓄積があるので，今回の円順列変異体にも同
じ部位へトリプトファンを導入し，ストップ
ト・フロー解析を実施することにした。 

(2) GroEL円順列変異体の蛍光ストップト・
フロー解析 

 機能評価，並びにストップト・フロー解析
を実施した円順列変異体の中から GroEL CP86
変異体を選び，円順列変異導入の効果特異性
を確かめるためポリペプチド鎖の N 末端，C
末端にシステインを導入してポリペプチド
鎖末端をジスルフィド結合で連結できる新
たな変異体（GroELCP86-C4変異体）を作成し，
ジスルフィド結合を形成させた場合の変異
体の性質を調べた。 

(3) GroEL CP86円順列変異体の可逆的機能調
節を目指したジスルフィド結合導入と評価 

 
４．研究成果 
（1）GroEL円順列変異体の獲得と性格付け 



 

 

GroEL の構造遺伝子を環状化し，その後ラン
ダムに直鎖状 DNAに戻すことで作成したラン
ダム円順列変異体の遺伝子プールより 3種類
の円順列変異体を選択し，性格付けを行った。
この 3種類の円順列変異体では GroELサブユ
ニット構造の様々な位置にポリペプチド鎖
末端が移動していたが，すべての変異体は
GroEL の基本的機能の一つである ATP 加水分

解活性を保持していた。また，野生型 GroEL
に比べ効果は低減していたものの，変性した
蛋白質のフォールディングを補助する能力
はすべての変異体において保持されていた
（図 1）。この結果より，GroELの機能を維持
しつつポリペプチド鎖の末端をサブユニッ
トの別の位置に移動させ，その変異の効果を
解析することはシャペロニンの機能を理解
する上で有効な実験手段であることが示さ
れた。 
 機能評価を実施した変異体の中から，
GroEL の頂上ドメインと中間ドメインをつな
ぐ蝶番部位（ヒンジ 2部位）に変異が導入さ
れた CP376 変異(図 2；紫)と，GroEL の赤道
ドメイン内に存在する ATP加水分解反応部位
に隣接した位置に変異が導入された CP86 変

異体(図 2，橙)を選択し，より詳細な機能評
価とストップト・フロー解析を実施した。 

 2 種類の円順列変異体，CP376 とCP86 の頂
上ドメインにトリプトファン残基を導入し，
その蛍光強度を指標にATP結合に伴う構造変
化をストップト・フロー解析で追跡した結果，
頂上ドメインと中間ドメインを結ぶヒンジ 2
部位にポリペプチド鎖末端が移動したCP376
ではある特定の構造変化（Phase Cと呼ばれ
る，見かけの反応速度定数k= 2 s

（2）GroEL円順列変異体のストップト・フロ
ー解析 

-1

 また，CP376 変異体は頂上ドメインに結合
する GroES蛋白質に対する振る舞いも変化し
ていた。野生型 GroELでは ATPが結合するの
が GroES 結合の必須条件であるが，CP376 変
異体では ATP非存在下でも GroESの結合が確
認された。CP376 変異体では，変異の結果頂
上ドメインの配向において自由度が増した
ため，それまで厳密に制御されていた GroES
結合やカプセル化に伴い誘発される特異的
な構造変化に影響が及んだものと考察され
た。 

の蛍光強
度増加）が特異的に抑制されていることが確
認された（図 3；赤）。このPhase Cは以前の
研究において，GroELに変性蛋白質が結合し
た場合その反応速度が減少することが確認
されている。今回GroEL CP376 が示した性質
と合わせて考察すると，Phase CはGroELの頂
上ドメインがATP結合に伴い変性蛋白質を内
部にカプセル化するときに必要なドメイン
の「ティルティング；持ち上がり動作」に該
当すると考えられた。 

 一方，ATP 結合部位近傍に変異が導入され
た CP86 変異体のストップト・フロー解析で
は，ATP 結合に伴う頂上ドメインの構造変化
がほとんど観測されなくなり， CP376変異体
と比べ変異の影響はよりシビアなものとな
った。しかし，その一方で CP86 変異体は変
性したリンゴ酸デヒドロゲナーゼのフォー
ルディングを野生型の GroEL 並み，CP376 変
異体に比べ高い水準で補助することができ
た(図 1，”CP86”)。この結果はシャペロニ
ンの作用メカニズムと GroELサブユニットの
ドメイン構造変化との関連について大きな
疑問を呈する実験結果となった。その後，詳
細な実験を実施した結果，CP86変異体におい
ては ATP 結合後，GroEL 頂上ドメインの構造

図 2．GroEL サブユニットと本研究の変異導入箇

所。黄色；Arg231，紫；Val376，橙；Gly86。 

図 1．GroE 円順列変異体の変性蛋白質フォールデ

ィング補助反応。 

図 3．GroELCP376 変異体のストップト・フロ

ー解析。0.2~1 秒付近の PhaseC 消失が確認。 



 

 

変化が発生しない状態で GroESの結合と変性
蛋白質のカプセル化が進行していることが
明らかとなった(図 4)。この実験結果は GroEL
が ATP，GroESと共同して変性蛋白質を隔離・
保護する一連のプロセスについて再考を促
す結果となった。すなわち，CP86においては
GroEL の頂上メインが大規模な構造変化を起
こす前に GroESの結合が可能になっていたた
め，野生型の GroEL においても「ATP 結合」
→「GroESの結合と変性蛋白質の隔離」→「頂
上ドメインの構造変化とカプセル完成」とい
う逐次的な反応メカニズムが存在する可能
性が示唆された。 

 GroEL CP86円順列変異体を用いた実験で得
られた成果は今後の研究にとってきわめて
重要な意味を持つものであったため，この変
異体が見せる特徴的な性質がどの程度変異
導入に由来するものであるか，円順列変異の
「特異性」を確認する必要性が生じた。そこ
で，円順列変異導入の効果がポリペプチド鎖
主鎖の切断に由来する効果であれば，変異の
効果を相殺するような別の分子結合導入が
可能であると考え，CP86変異体のポリペプチ
ド鎖末端をジスルフィド結合で連結するこ
とを試みた。CP86変異体の N 末端と C末端近
傍にそれぞれ 2個のシステイン残基を導入し，
この変異体を酸化型グルタチオンで処理し
た場合の性質変化を追跡した。実験の結果，
CP86-C4 変異体は溶液中に ATP が存在する状
態で酸化型グルタチオン処理を実施すると，
その機能的性質が野生型 GroELのものに近づ
くことが変性蛋白質のフォールディング補
助 ア ッ セ イ に よ り 確 認 さ れ た （ 図
1；”CP-86-C4-Oxidized”）。この結果は CP86
変異体において野生型と異なる機能的性質
を示す主な原因は円順列変異導入によりポ
リペプチド鎖主鎖が切断されたためである
と強く示唆している。と同時に，CP86-C4 変
異体において申請者は円順列変異の効果を
可逆的に調節できる手段を獲得したことを

意味しており，このユニークな実験系を用い
てより詳細に円順列変異導入の効果を明ら
かにすることが可能となった。 

（3）GroEL円順列変異体CP86-C4 による可逆
的な変異効果の調節 
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