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研究成果の概要（和文）：　核磁気共鳴分光法は、水溶液中でのタンパク質の構造を残基レベルの分解能で解析できる
優れた手法です。その一方で、凝集性の高いタンパク質には適用する事ができません。本研究はこの欠点を克服するべ
く、分子シャペロンという巨大なカプセルの中に測定対象タンパク質を封じ込めて、核磁気共鳴法により解析する事を
目指します。その第一歩として、緑色蛍光蛋白質をモデル基質としてカプセルの中に閉じ込め、カプセルが安定に存在
する条件を調べました。

研究成果の概要（英文）： Nuclear magnetic resonance spectroscopy is a powerful tool for the analysis of pr
otein structure and dynamics in solution. This technique is, however, not able to analyze aggregated prote
ins and proteins which is in equilibrium in association and dissociation. To circumvent this major disadva
ntage, it is effective to encapsulate the target protein into the 'cage' composed of molecular chaperone f
rom Escherichia coli. As a first step of the development of molecular chaperone encapsulating system, the 
long term stability of the molecular chaperone capsule was analyzed by using a green fluorescence protein 
as a model substrate.
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１．研究開始当初の背景 
 本来水溶性の蛋白質が、アミロイド線維と
呼ばれる会合体を形成し、様々な疾患の原因
となっていることが明らかになってきた。中
でも、およそ 40 残基からなるアミロイドβ
（Ａβ）ペプチドが患者脳内に蓄積するアル
ツハイマー病は、老人性認知症の約半数を占
め、その原因解明と治療戦略の確立は社会的
にも重要な課題である。 
 申請者はこれまでに、溶液高分解能ＮＭＲ
を用いて様々な蛋白質の構造解析を行なっ
てきた。特に、有機溶媒による可溶化と組み
合わせた重水素交換法は、アミロイド線維内
部での蛋白質分子の二次構造を残基分解能
で解析する手法として 200 回近く引用され、
国内外を通じて高い評価を受けている。本手
法はＡβにも適用され、固体 NMR による解析
結果とともに、Ｃ末端部分で規則正しい水素
結合を形成した平行型βシート構造からな
るアミロイド構造が提唱されている。その一
方で、神経細胞死を引き起こす原因となって
いるのは、不溶性のアミロイド線維ではなく、
Ａβペプチド数分子からなる「可溶性オリゴ
マー」であることが明らかとなりつつある。
しかしながら、神経細胞毒性をもつ可溶性オ
リゴマーがどのような構造をもち、またどの
ような機構により形成されるのか、多くの点
が未解明である。 
 可溶性オリゴマーの構造解析を阻む最大
の障壁は、構造転移の高い協同性にある（重
合核依存性重合モデル：図１）。複数の分子
の衝突によりごく「まれ」に形成された「核」
に対し、引き続く付加重合は、急速かつほぼ
不可逆的に進行する。その結果、多数の単量
体分子が共存するなかで、ごく稀に形成され
る線維凝集核を回収することや、重合度も含
めて構造的に均一に揃った可溶性オリゴマ
ーを調製する事は不可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、神経細胞毒性をもち、アルツ
ハイマー病の主要因であるとされながら、過
渡的にしか存在しえないＡβペプチドのア
ミロイド線維凝集核の構造ならびにその形
成機構を解明する事を目的とする。線維凝集
核の構造解析を行なう上での最大の障壁は、
上述したとおり、凝集核形成反応の進行しづ
らさならびに線維伸長反応の高い協同性に
ある。この問題点を克服するために、本研究
では、申請者により開発された「分子シャペ
ロンカプセル化システム」をさらに発展させ、
Ａβペプチドに適用する。それにより、 
 
1. カプセル内に封入するＡβ分子の数を厳
密に制御する事により、 
2. 重合度の均一に揃った可溶性オリゴマー
を作製し、 
3. 高分解能溶液ＮＭＲによる構造解析を行
ない、 
4. 固体ＮＭＲにより既に報告されている不

溶性アミロイド線維構造と比較すること
により 
5. アミロイド線維形成反応の分子機構を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 大腸菌の分子シャペロン GroE は、
GroEL/GroES の２種類のサブユニットが共
同して巨大な中空の「カプセル」を形成する。
これまでに、GroES と不可逆的に結合する
SR398 変異型 GroEL を用いる事により、モデ
ル基質蛋白質であるユビキチンをカプセル
内部に隔離し、その二次元ＮＭＲスペクトル
を得る事に成功した。本研究では、これを応
用・発展させ、７分子のＡβペプチドをカプ
セル内に封じ込め、会合数の揃った均質なオ
リゴマーを作製し、溶液多次元ＮＭＲによる
構造解析を行なう。 
 SR398 変異型 GroEL は、７量体で一つの機
能的カプセルを形成する。単量体あたりシス
テイン残基を１つずつ導入した SR398-S43C
と A2C-Aとの間に選択的ジスルフィド架橋
を形成させる。それにより、７分子のＡβペ
プチドを保持したカプセルを作製する。 
 前述の方法で得られた、７分子のＡβペプ
チドを保持した SR398 に、ATP 類似化合物な
らびに GroES を添加し、カプセルを完成させ
る。その後、還元剤を添加し、SR398-Aβの
ジスルフィド結合を切断してカプセル内部
にＡβ７分子を遊離させる。それにより、外
部から隔離した状態で重合反応を進行させ
る。カプセル内でのＡβペプチドの構造転移
は、アミロイド線維に特異的な蛍光色素チオ
フラビンＴにより検出する。 
 上記のＮＭＲ測定は、数時間から数日にお
よぶため、その間カプセルが安定に維持され
ている必要がある。そこで本研究では、以上
の研究を遂行するにあたり鍵となる分子シ
ャペロンカプセルの安定性を、緑色蛍光タン
パク質 (GFP) をモデル基質として用いて評
価した。 
 
４．研究成果 
(1) SR398/GFP/GroES 三重複合体の形成 
 SR398 に対して二倍量の酸変性した GFP を
添加して両者の複合体を形成した後に、
SR398 の 10 倍量の GroES と 2 mM の ATPS を
添加した。これを Sephacryl S-300 ゲルろ過
クロマトグラフィーにアプライしてその溶
出曲線を、489 nm の GFP の吸光度をもとに検
出した（図１）。その結果、GFP 単独をアプラ
イしたときに見られる 40 分の位置の溶出ピ
ークの他に、SR398 と同一の 24 分の位置にも
ピークが観測された。さらに、ゲルろ過クロ
マトグラフィーにアプライする前に、分画分
子量 100 kDa の限外ろ過膜で濃縮・希釈を繰
り返したものをアプライした場合には、24 
分の位置にのみピークが観測された。この事
から、酸変性した GFP が SR398/GroES に取り
込まれ、シャペロン内部に効率よく隔離され



る事、少なくともゲルろ過クロマトグラフィ
ー が 完 了 す る １ 時 間 程 度 の 間 は
SR398/GFP/GroES 三重複合体が安定に存在す
る事が明らかとなった。 
 

 
図１ SR398/GFP/GroES 三重複合体のゲル
ろ過 HPLC 溶出曲線。複合体形成直後(A)、な
らびに分画分子量 100 kDa の限外ろ過膜にて
過剰量の GFP, GroES を取り除いたもの(B)。 
 
 
(2) SR398/GFP/GroES 三重複合体の安定性 
 次に、SR398/GFP/GroES 三重複合体のより
長時間における安定性を評価した。(1)と同
様に複合体を作製して限外ろ過膜で単離し
たものを 37℃で 32 時間インキュベートした
後に、ゲルろ過クロマトグラフィーにアプラ
イした。 

 
図２ SR398/GFP/GroES 三重複合体のゲル
ろ過 HPLC 溶出曲線。単離直後の複合体(A)、
過剰量の ATPS 非存在下(B)、存在下(C)で 32
時間インキュベートしたもの。 

 その結果、32 時間のインキュベートの後に
はほぼ全ての GFPは SR398/GroES から解離し、
40 分の位置に溶出した(図２Ｂ)。それに対し、
2 mM の ATPS を共存させておく事により漏出
が大部分抑制される事が明らかとなった(図
２Ｃ)。 
 
 
(3) SR398/GroES 二重複合体の安定性 
 次に、SR398 と GroES により形成される二
重複合体の安定性が ATPS 存在下・非存在下
でどのように変化するかをゲルろ過 HPLC な
らびに SDS-PAGE によって調べた(図３)。複
合体を形成・単離したものを 37℃で 32 時間
インキュベートしたのちにゲルろ過 HPLC で
溶出曲線を解析した。その結果、予想に反し
て ATPS 存在下だけでなく、非存在下におい
ても SR398 と GroES はほとんど解離する事な
く 25 分の位置に溶出する事が明らかとなっ
た。 
 

 
図３ SR398/GroES 二重複合体のゲルろ過
HPLC 溶出曲線。単離直後の複合体(A)、過剰
量の ATPS 非存在下(B)、存在下(C)で 32 時間
インキュベートしたもの。(B)および(C)にお
いて 24 分に溶出したピークを分取したもの
を SDS-PAGE にて解析した。どちらのピーク
も SR398 と GroES の両方を含んでいる。 
 
 
(4) SR398 と GroES の結合・解離 
 (2)(3)の結果から、ATPgS 非存在下におい
て、GFP は三重複合体から解離する一方で、
GroES は大部分 SR398 と結合していることが
明らかとなった。この理由として、GroES は
一旦解離するものの、すぐにまた SR398 に再
結合するのではないかと考えた。この事を確
認するために、GroES に Y71C の変異を入れて
蛍光色素 Cy3 で標識したものを作製した。得
られた Cy3-GroES を用いて SR398 と複合体を



形成させ、10倍量の非標識の野生型 GroES を
共存させた状態で、ATPS 非存在下・存在下
において 32 時間インキュベートした後にゲ
ルろ過 HPLC を用いて解析した。Cy3 の 552 nm
における吸光度を指標として検出した(図
４)。その結果、ATPS 非存在下ではほぼ全て
の Cy3-GroES は SR398 から解離して 33 分の
位置に溶出した。一方、2 mM ATPgS 存在下で
は約 70%の Cy3-GroES が SR398 と結合してい
た。このことから、ATPgS 非存在下では GroES
は SR398 と結合・解離を繰り返しており、
ATPS が存在する場合にはその結合・解離の
平衡が結合状態へと大きくシフトする事が
明らかとなった。 
 

 
図４ SR398/Cy3-GroES 二重複合体のゲルろ
過 HPLC 溶出曲線。単離直後の複合体(A)、10
倍量の非標識野生型 GroES 共存下において、
過剰量の ATPS 非存在下(B)、存在下(C)で 32
時間インキュベートしたもの。 
 
 
(4) ヌクレオチドの結合・解離 
 これまでの結果から、SR398 では ATPase 活
性が抑制されているものの、非常にゆっくり
と ATPS が解離し、その結果として GroES も
また解離してしまうのだと考えた。一方、過
剰量の ATPS 存在下においては、ATPS が解
離すると同時に他の ATPS 分子が再結合する
ことにより、見かけ上 GroES の解離が大幅に
抑制されているのだと考えられる。実際に
ATPS が結合・解離を繰り返しているのかを
明らかにするために、SR398/GroES/ATPS 複
合体に別の ATP 類似化合物である AMPPNP を
共存させてインキュベートし、陰イオン交換
クロマトグラフィーを用いて結合している
ヌクレオチドを同定した(図５)。その結果、

実際にヌクレオチドの交換反応が起きてい
る事が明らかとなった。 
 

 
図５ 陰イオン交換クロマトグラフィーに
よる結合ヌクレオチドの同定。ATPS 存在下
で形成した SR398/GroES 複合体に過剰量の
AMPPNPを添加し直後に(A)あるいは37℃で32
時間インキュベートしたものを、過塩素酸処
理してタンパク質を沈殿させた。上清をＱセ
ファロース陰イオン交換カラムにアプライ
した。ATPgS は 37 分に、AMPPNP は 30 分に溶
出する。28 分に溶出するピーク(アスタリス
ク)は過塩素酸処理の時に生じる副産物の
ADP。 
 
 
(6)結論 
 SR398/GroES による分子シャペロンカプセ
ル化システムをＮＭＲ測定に応用するため
に、32 時間にわたる長時間のカプセルの安定
性を、GFP をモデル基質として解析した。そ
の結果、見かけ上のカプセルの安定性はヌク
レオチドの有無により大きく異なり、ヌクレ
オチド非存在下ではGFPはカプセルから容易
に漏出した。一方、過剰量のヌクレオチドの
存在により SR398 と GroES の結合・解離の平
衡が結合状態に大きく傾く事によりGFPのカ
プセルからの漏出は大部分抑制される事が
明らかとなった。加水分解活性の低下した
SR398 変異体においても、また加水分解され
ない ATP 類似化合物でも、ヌクレオチドのな
らびにそれに伴う GroES の結合・解離の平衡
が存在する事が明らかとなった。 
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