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研究成果の概要（和文）：細胞内のタンパク質フォールディングに重要な GroELの反応機構を
解明するため、in	
 vivo 光クロスリンク技術により、細胞内の GroEL/GroES 相互作用を解析
した。細胞内で形成された GroEL 複合体をクロスリンクした後にウェスタンブロッティング
で解析し、フットボール型反応中間体の形成を明らかにした。また、蛍光蛋白質を融合した

GroESを用いて蛍光相関分光法（FCS）により、細胞内の複合体の検出が可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）：To	
 elucidate	
 the	
 reaction	
 mechanisms	
 of	
 GroEL,	
 important	
 in	
 protein	
 
folding	
 in	
 the	
 cell,	
 I	
 analyzed	
 the	
 GroEL	
 /	
 GroES	
 interactions	
 in	
 cells	
 using	
 in	
 vivo	
 
photo-crosslinking	
 techniques.	
 After	
 cross-linking	
 of	
 the	
 GroEL-GroES	
 complexes	
 formed	
 
in	
 cells,they	
 were	
 analyzed	
 by	
 western	
 blotting.	
 As	
 a	
 result,	
 “football”	
 type	
 reaction	
 
intermediate	
 was	
 detected.	
 Furthermore,	
 fluorescence	
 correlation	
 spectroscopy	
 (FCS)	
 
using	
 a	
 GroES	
 which	
 fused	
 fluorescent	
 protein	
 enabled	
 to	
 detect	
 GroEL-GroES	
 complexes	
 
in	
 the	
 cell.	
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１．研究開始当初の背景 
GroEL は 57kD のサブユニット 7 つからな

るリングが背中合わせに 2 つ重なった 14 量
体構造を形成しており、リング内部にはそれ
ぞれ直径約 45Åの空洞がある。これまでの研
究から、GroEL の反応サイクルは 2 つのリン
グが交互に機能しながらはたらくと考えら
れてきた。ところが我々は、現在提唱されて
いる GroEL の作用機構モデルにはない、GroEL

の両側のリングに GroES が結合した「フット
ボール型」GroES-GroEL-GroES 複合体を反応
中間体として単離した（Koike-Takeshita	
 et	
 
al.,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.,	
 2008）。同じ時期、他
グループからも 1分子観察によってフットボ
ール型中間体の形成が報告され（Sameshima	
 
et	
 al.,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.,	
 2008）、10 年来信
じられてきたこれまでの反応モデルの改訂
が必要となった。我々は、in	
 vitroでの実験
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結果からシャペロニンの２つのリングが同
時に活性状態にある、新しいダブルストロー
クモデルを提案している。このダブルストロ
ークモデルが、細胞内におけるシャペロニン
のタンパク質フォールディング機構を表し
ていることを証明する必要がある。	
 
	
 
	
 

２．研究の目的 
細胞内GroEL/GroES相互作用を2つの方法

で解析し、フットボール型複合体形成を検証
する。	
 
	
 
（１）in	
 vivo 光クロスリンク技術により、
細胞内で形成された複合体を光架橋した後
に分析し、フットボール型複合体の形成を示
す。	
 
	
 
（２）蛍光相互相関分光法（FCCS）により、
2 つの GroES が同時に１つの GroEL に結合す
ることを示すことで、フットボール型複合体
の形成を検証することを目指す。	
 
 
 
３．研究の方法 
（１）in	
 vivo 光クロスリンク技術とは、生
きた細胞内ではたらいている状態のタンパ
ク質間の相互作用を解析する方法で、光反応
性のアミノ酸アナログであるパラベンゾイ
ルフェニルアラニン(pBpa)(図１)を目的タ
ンパク質の特定の部位に取り込ませ、紫外線
照射によって導入した pBpa	
 と近接する別の
タンパク質との間に架橋を形成させる。目的
タンパク質と相互作用するタンパク質を架
橋によって安定に回収することが可能にな
るので、寿命の短い反応中間体の単離･同定
に役立つ強力な技術であると考えた。そこで、
大腸菌内で 1 分子の GroEL が 2 分子の GroES
と結合したフットボール型複合体を単離で
きれば、in	
 vitroの実験から我々が提案した
ダブルストロークモデルを、in	
 vivo におい
ても検証することができる。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（２）蛍光相互相関分光法（FCCS）は、生細
胞における分子間相互作用検出を可能にす
る測定方法である。2 種類の蛍光色素をそれ
ぞれ別々の分子に結合させ、それら蛍光色素
のゆらぎの同時測定から、2種類の分子の“時
間的･空間的同時性（分子間相互作用）”を求
めることが可能となる。1 種類の蛍光色素の

揺らぎを観察する蛍光相関分光法（FCS）に
おいては、大腸菌の１細胞を固定して観察し
たという報告がある（Cluzel	
 et	
 al.,Science,	
 
2000）。この手法を用いて、2種の蛍光タンパ
ク質をそれぞれ別々に融合した GroES	
 を大
腸菌内で発現させ、それらが時間的･空間的
に同時に GroEL に結合するかどうかを検証す
る。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）pBpaを GroESの GroEL結合部位（図２）
に取り込ませ、pBPA	
 と GroEL との間に紫外
線照射によって架橋を形成させて細胞内で
形成した GroEL 複合体の解析を行った。pBpa
の導入部位の指定は、終始コドンの１つであ
るアンバーコドン（UAG）を用い、変異導入
GroES 遺伝子はアンバーサプレッサーtRNA、
pBpa 特異的アミノアシル tRNA 合成酵素とと
もに大腸菌内で発現させた。宿主大腸菌にゲ
ノム上の GroES の発現をアラビノースの有無
によって制御可能な MGM100 株を使用するこ
とで、大腸菌内のほとんどの GroES は変異型
となる。大腸菌がある程度生育した後、紫外
線を照射して細胞内 GroEL/GroES 複合体を光
架橋し、Native	
 PAGE による分離条件を検討
し、ウェスタンブロッティングで解析したと
ころ、細胞内において、１分子の GroELに１
分子の GroES が結合した“弾丸型”
GroES-GroEL複合体に加え、１分子の GroEL
に２分子の GroESが結合した“フットボール
型”GroES-GroEL-GroES複合体が形成してい
ることが確認できた（図３）。これにより、
細胞内においても in	
 vitro での知見と同様
に、GroEL が同時に 2 分子の GroES を結合し
たフットボール型複合体を形成して機能し
ていることが示唆された。また、培養時の温
度を 37〜42℃で変化させ、各複合体の量を比
較したところ、いずれの条件でも 3種の複合
体が検出され、熱ストレスによる顕著な量的
差異はなかった。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

図１	
 pBpa の構造	
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図２ アンバー変異導入部位 



	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
（２）GFP 融合 GroES を大腸菌内で発現させ
て蛍光相関分光法（FCS）を行ったところ、
複合体分子量（約 800kDa）に相当する分子の
蛍光が観察できた。これにより、大腸菌内
GroEL/GroES の結合･解離の動的観察が可能
となった。これを蛍光相互相関分光法（FCCS）
に展開するために、7 量体 GroES を 1 つの遺
伝子で発現させた tandem-GroES を用いて
（Nojima	
 et	
 al.,	
 J.	
 Biol.	
 Chem.,	
 2008）、
GroES7-GFP、GroES7-mOrange を発現させるこ
とに成功した（図４）。2種の GroES を同時に
発現させた大腸菌の FCCS を行うことで、細
胞内で GroEL/GroES	
 フットボール型複合体
が形成されていることを明らかにしていく。	
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図３	
 GroEL-GroES 複合体の解析	
 

図４	
 GFP融合GroES発現系	
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