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研究成果の概要（和文）：　本研究では蛋白質の巻き戻り反応を介助する酵素、大腸菌シャペロニンGroEL/ESの構造揺
らぎを明らかにすることを目指した。GroESを用いた溶媒クエンチ水素交換の結果からプロテクションファクターが10
の6乗以上のアミドプロトンは10だけであり、フリーのGroESは構造揺らぎが大きいことが示された。また、インテイン
を融合したGroEL頂上ドメインの大腸菌発現に成功した。GroEL/ESの基質であるαラクトアルブミンのN末端残基変異体
の結晶構造解析からは、N末端残基が作る水素結合が安定性に大きく寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： In this project, we have been studying the structural fluctuations of E. coli cha
peronin GroEL/ES system by using DMSO-quenched H/D exchange methods. For GroES H/D exchange experiments, w
e have successfully determined the exchange rates for 33 amide protons out of 94 amide protons in GroES. F
or the remaining 61 amide protons, we have determined the lower limit of the exchange rates. We found that
 only 10 amide protons have a protection factor larger than 10 to the power 6th. This result indicates tha
t the free GroES is highly flexible in significant portions. From crystal structure analysis of N-terminal
 mutants of  alpha-lactalbumin, a substrate protein of GroEL/ES system, we found the hydrogen bonding of t
he N-terminal residue is important for its stability.
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質の構造揺らぎは蛋白質の機能発現に

おいて不可欠の要素である。NMR 法は蛋白質の

構造揺らぎを検出する方法として強力であり、

その中でもアミド水素の水素・重水素交換法

は蛋白質の残基レベルの分解能で広い時間レ

ンジにおける構造揺らぎを計測することが出

来る方法である。方法は軽水中にある蛋白質

試料を希釈や溶媒交換によって重水中へ置換

し、アミド水素が重水へ置換されていくのを

観察する。アミド水素の交換速度は中性領域

では（EX2 条件と言う）構造安定性に比例し残

基あたりの局所的な安定性を評価できる。し

かしながら、通常の NMR 法は方法論的な制約

から 30kDa 以上の分子量を持つ蛋白質に適用

することは困難だった。問題点は主に二つあ

り、①残基数が増えることによってシグナル

ピーク数が増加し、観測されるシグナルピー

クの分離が悪くなる点と②分子量の増加に伴

う速い緩和速度のためにシグナルピークが広

幅化することである。最近の NMR 技術の進歩

により、ピーク分離の問題は 900MHz を超える

超高磁場 NMR 装置の出現によって、また、ピ

ークの広幅化は新しいパルス系列によるスピ

ンの制御によって、大幅に改善してきたもの

の、巨大な生体分子を測定する上で十分とは

言えないのが現状である。一方、生体内の蛋

白質分子は 30kDa を超える蛋白質は多く存在

し、生物機能に重要な役割を担っている。こ

れらの分子の構造揺らぎを理解することは、

生物を分子レベルから理解する上で重要であ

る。 

 

２．研究の目的 

 蛋白質分子は本質的には動的であり、その

機能を理解するには構造揺らぎを正しく評

価する必要がある。しかしながら、これまで

は測定方法の限界から、比較的小さな蛋白質

のみがNMR法を用いた構造揺らぎ測定の対象

となっていた。本研究では溶媒クエンチ水

素・重水素交換 NMR 法と蛋白質工学的手法と

を組み合わせることによって、巨大蛋白質分

子複合体 GroEL/ES の構造揺らぎの解明を目

指す。これにより従来の静的な蛋白質の構

造・機能相関の見方を超えて、これまで未踏

であった巨大蛋白質複合体がどのような構

造揺らぎを持ち、機能を発現しているのか明

らかにする。 

 また、GroEL/ES シャペロニンシステムの基

質蛋白質である、αラクトアルブミンの N末

端残基が安定性に寄与していることが示さ

れており、N末端残基の変異体について構造−

安定性相関の解明を目指す。 

 

３．研究の方法 

 GroEL/ES 複合体の構造揺らぎを水素・

重水素交換反応によって明らかにするため

に、蛋白質ライゲーションと溶媒クエンチ

NMR 法を融合したアプローチを用いる。

GroES の構造揺らぎ解析では溶媒クエンチ

法と大きい蛋白質分子のNMR測定に用いら

れる TROSY 法を用いて GroES の構造揺ら

ぎを水素交換反応で追跡する。GroES の

DMSO中での NMR信号を帰属し、信号強度

の変化の時間依存性から交換速度を決定し、

プロテクションファクターを計算する。これ

により、溶液中の構造揺らぎを決定する。 

さらに、蛋白質ライゲーションによって頂上

ドメインのみを同位体ラベルした GroEL を

作製する。NMR測定条件である DMSO溶媒

中で、頂上ドメインのアサイメントを完了さ

せる。引き続き、蛋白質全長を合成し、水素・

重水素交換反応を行い、溶媒クエンチ法によ

って単量体に分離した条件で NMR 測定し、

アミドプロトンシグナルが水素交換によっ

て減衰する速度を決定する。水素・重水素交

換実験は GroELの T状態、R状態、R”状態そ

れぞれについて行い、R”状態では GroESのみ

を同位体標識した系も合わせて用いて

GroEL/ES 複合体の機能発現における構造揺



らぎの役割を明らかにする。 

 GroEL/ES の基質蛋白質であるαラクトア

ルブミンの N 末端配列による安定性の違い

について X 線結晶構造解析から分子分解能

の構造を決定し、解明を目指す。 

 

４．研究成果 

(1)GroEL/ES の構造揺らぎ解析 

 GroES の水素交換反応を溶媒クエンチ法と

TROSY 法を用いて測定を行った。結果、９４

個の測定可能なアミドプロトンのうち、３３

個のアミドプロトンについて交換速度とプ

ロテクションファクターを決定することが

出来た。残りの６１個のアミドプロトンでは

交換速度の下限値を決定した。プロテクショ

ンファクターが 106以上をもつアミドプロト

ンは 10 だけであり、典型的な小型の球状蛋

白質と比較してかなり少なかった。このこと

は７量体GroESの多くの部位では溶液中で大

きく構造が揺らいでいて、しっかりとした構

造を保持していないことが示唆された。以前

に報告されている、変性実験から計算される

プロテクションファクターより今回得られ

た値は大きい値であった。これは GroES の変

性転移が、これまで報告されているより複雑

な過程であることを示唆する。 

 GroEL の揺らぎについて、頂上ドメインを

単独で発現させる系を構築し、水素交換反応

の観察を行った。さらにインテインと融合さ

せた発現ベクターを構築し、大腸菌発現系で

発現することを確認した。 

 

(2)GroEL/ES 基質蛋白質αラクトアルブミン

の N末端残基による構造と安定性 

ラクトアルブミンを大腸菌で組み替え体

発現させると、安定性が大きく減少すること

が報告されてきた。組み替え体ではその N末

端に余分なメチオニン残基が付加している

のが真性体との唯一の違いである（図１）。

この不安定化のために、φ値解析など不安定

化を誘導する変異導入を行うと、精密な安定

性を決定するのが難しくなる。このため変異

体を用いた研究を行うことが困難であった。

Berliner らはこの問題を克服するために、ウ

シラクトアルブミン組み替え体の１番目の

残基を欠失した変異体を構築した。これは真

性体で１番目の残基をメチオニンに置換し

た変異体であり、これによってアミノ酸残基

数が真性体と同じになる。この N末端欠損変

異体は真性体と同程度の安定性を持つこと

が明らかとなった。最近、我々もヤギラク

トアルブミンで同様の N 末端欠損変異体を

作製し（図１ GLA-E1M）、安定性の回復を報

告した。しかしながら、どのような構造メカ

ニズムによって安定性の回復が起こるのか

について不明瞭であった。 

今回、我々はヒトおよびヤギラクトアル

ブミン N末端欠損変異体（HLA-K1Mおよび

GLA-E1M）の結晶構造を決定し、以前に決定

された結晶構造と比較を行った。 

結晶構造から、真性体において N末端の N

原子が T38と形成していた水素結合が、組み

替え体では壊れていることが分かった。これ

はメチオニンの付加によって１残基目の N

原子がT38付近のポケットに位置できなくな

ったためである。しかし、N末端の欠損によ

って HLA-K1Mと GLA-E1Mは真性体と同様

な T38への水素結合が形成していた。加えて

autHLAと recHLAの平衡下における分子動力

学計算をそれぞれ 5 ns行った。結果、recHLA

では N末端部位が大きく揺らいでおり、水素

結合が過渡的にしか形成していないことが

明らかになった。以上から真性体と同じ水素

結合ネットワークを形成していることが、

HLA-K1N や GLA-E1M の安定性に大きく寄

与していることが示唆された。 



  

図１ 今回作製した変異体の N 末端配列。

autHLAと autGLAが真性体のヒトとヤギラ

クトアルブミン。recHLAと recGLAが組み替

え体。HLA-K1Mと GLA-E1Mが N末端欠損

変異体。PEDS, 2013 

 

 

図２ N 末端変異体の結晶構造(a)ヒトラク

トアルブミン、(b)ヤギラクトアルブミン 

PEDS, 2013 
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