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研究成果の概要（和文）：細胞質におけるタンパク質品質管理において重要なグループ２型シャペロニンの反応機構の
解明を目指して研究を行った。ストップト・フロー法及びX線一分子追跡法を用いた解析により、構造変化過程を明ら
かにした。まず、ATP結合により各サブユニットが構造変化し、サブユニット間の協調作用によるClosed型に構造転移
する、さらにATP加水分解に伴う回転運動によりタンパク質のフォールディンを行う。最後に逆に回転することによるO
pen型に構造転移し、フォールドしたタンパク質が放出される。また、野生型リングと変異型リングで構成されるアシ
ンメトリック体の構築に成功し、２つのリングが独立して機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Group 2 chaperonin (CPN) plays important roles in proteostasis in cytosol of 
eukaryotes or archaea. The aim of this study is to reveal the detailed protein folding mechanism of CPN. 
By kinetic analyses using stopped-flow fluorometry and diffracted X-ray tracking, we could dissect the 
conformational change process of CPN. ATP binding to each subunit causes conformational change and 
cooperation of subunits in the ring induces transition from open to closed conformation. Then, the ring 
twisted counterclockwise in ATP hydrolysis manner to induce folding of the protein in the cavity. 
Subsequently, the ring reverts to the original state by a clockwise twist to release the folded protein. 
Finally, we have succeeded to construct asymmetric CPN, CPN-ASP, in which one ring is composed of wild 
type subunits and the other one of mutant subunits. By charactering CPN-ASP, we have shown that the 
inter-ring communication is dispensable in the reaction cycle of CPN.

研究分野： 生化学、生物工学、構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内のタンパク質の構造形成や分解は分
子シャペロンにより制御されている。シャペ
ロニンは分子シャペロンの代表的存在であり、
これまで多くの研究が行われている。シャペ
ロニンは１型と２型に大別され、グループ１
型は真正細菌やオルガネラに、グループ２型
は真核生物や古細菌の細胞質に存在する。シ
ャペロニンは分子量約 60kDa のサブユニッ
トから構成された２重リング構造を特徴とし
ており、リング内に変性タンパク質を取り込
み、ATP 依存的にタンパク質のフォールディ
ングを行う。グループ１型シャペロニンは大
腸菌の GroEL を用いて詳細な研究が進めら
れている。GroES の７量体がリングの穴の蓋
として機能し、その開閉に伴う構造変化がフ
ォールディングに重要であることが分かって
いる。一方、グループ２型シャペロニンは
GroES のようなコシャペロニンを必要とせ
ず、Apical ドメインに存在する Helical 
Protrusion と呼ばれる領域がBuilt-in Lidと
して機能していることが明らかになっており、
ATP依存的な蓋の開閉による構造変化により
タンパク質フォールディングが行われること
が分かっている。しかし、グループ１型と比
べて詳細な構造変化・フォールディング機構
の解明は遅れている。最近になって、グルー
プ２型シャペロニンの Open 状態での構造が
解明された（①）。この結果から、グループ２
型シャペロニンの構造変化は１型とは大きく
異なること、さらに Closed 構造になる段階で
リングのねじれがあることが確認された。
我々は、高いタンパク質フォールディング活
性を有する超好熱性古細菌 Thermococcus 
strain KS-1 由来２型シャペロニンを用いて
タンパク質フォールディング機構の解明を進
めており、世界的にも高く評価されている（②
③④）（図１）。 

 
図１ Thermococcus strain KS-1 由来２型
シャペロニンの結晶構造 
 
２．研究の目的 
 １型シャペロニンではリング内及びリング
間の協調作用が反応サイクルにおいて重要で
あることが知られている。我々は、X 線一分
子追跡法（DXT）によりシャペロニンのリン
グの開閉運動を１分子レベルで観察すること
に成功した。その結果、ATP の結合により各

サブユニットが動き、構造から予測されたリ
ングのねじれ運動が起きることを証明した。
さらに、このねじれ運動によりシャペロニン
の空洞内に閉じ込められたタンパク質がフォ
ールドすることを示唆する結果も得た。以前、
我々は、連結型シャペロニンを用いてリング
内の協調作用機構を解析する実験を行い、
ATP 結合・加水分解による各サブユニットが
構造変化し部分的に閉じた状態になり、その
後 Helical Protrusion 間の相互作用に伴う全
体の構造変化で完全に閉じた構造になること
で、空洞内のタンパク質フォールディングが
促進されることを示した（⑤）。これらの結果
から、DXT で観察されたねじれ運動には ATP
の加水分解の他、Helical Protrusion 領域を
介したリング内サブユニット協調作用が重要
であることが示唆されている。また、１型シ
ャペロニンでは２つのリング間の協調作用が
重要であることが分かっており、シングルリ
ング変異体との比較などで証明されている。
グループ２型でも同様なリング間の協調作用
が提唱されているが、シングルリング変異体
が構築されていないことから、リング間協調
作用機構は明らかになっていない。本研究で
は、特にリング内及びリング間のサブユニッ
ト協調作用機構に注目して、２型シャペロニ
ンの構造変化及びタンパク質フォールディン
グの分子機構解明を目的としている。 
３．研究の方法 
（１）速度論的解析による構造変化素過程の
解明 
 以前の研究から、２型シャペロニンの ATP
依存的構造転移には少なくとも２段階のプロ
セスがあり、２段階目にリング内サブユニッ
ト協調作用が重要であることが分かっていた。
一方、DXT による解析でリングがねじれ運動
をすることも証明している。ATP 依存的構造
転移とリングのねじれ運動の関係を明らかに
するために、Caged ATP を用いた DXT と蛍
光ストップト・フローによる速度論的解析を
行い、ATP の結合・加水分解に伴う回転運動
の速度論的解析を行い、構造変化の素過程を
明らかにする。 
（２）連結リング体によるリング内協調作用
機構の解明 
 野生型と変異体のサブユニットを連結して
発現することにより、野生型と変異体を含む
２型シャペロニンを構築し、その構造変化を
解析することによりリング内のサブユニット
の協調作用機構を明らかにする。これまでの
研究で、リング内に変異体が存在してもシャ
ペロニンとしての機能を示すことが分かって
いるので、蛍光ストップト・フロー及び DXT
による解析で違いを明らかにする。 
（３）アシンメトリック体を用いたリング間
協調作用の解析 



 １型シャペロニン ではシングルリング変
異体などを用いた研究からリング間の協調作
用の重要性が知られている。一方、２型シャ
ペロニン ではシングルリング変異体の作製
例がなく、リング間の協調作用機構の解明は
進んでいない。本研究ではこの問題を解決す
るため、野生型サブユニットのリングと変異
体サブユニットのリングから構成されるアシ
ンメトリックリング体（CPNASR）を構築、機
能解析を行うことで、２型シャペロニンのリ
ング間における協調作用の解析を行う。
CPNASR 構築では、リング内へのサブユニッ
ト混在を回避する為、２つの変異２型シャペ
ロニンを作製した。循環置換型連結体
(CPNCPC)および 8 連結体(CPN8)である。
CPNCPC は循環置換変異体を連結した CPN
で、立体障害を利用することでリング内混在
を回避できる(図２)。 

 
 
図２ 循環置換型連結体を用いたアシンメト
リック体の構築 
 
CPN8 は  8 個のサブユニットを連結した 
CPN であり、単独でリングを形成すること
が出来る。変異体で構築した CPNCPC または
CPN8 と野生型サブユニットを大腸菌で同時
は発現し、それぞれに付加したタグを用いて
精製することで、CPNASR を構築して機能解
析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）速度論的解析による構造変化素過程の
解明 
 Caged ATP を用いた DXT の実験でも、レ
ーザー照射による ATP の放出によりねじれ
運動が開始することが確認された。また、上
から見て反時計周りのねじれ運動が先に確認
された。これは、構造から予想される Open
型から Closed 型への構造転移におけるねじ
れ運動と一致している。レーザー照射からね
じれ運動が開始するまで１ .5−2 秒の Lag 
Time があった。蛍光ストップト・フローでは
ATP の結合から直ちに Open 型から Closed
型への構造転移が起きることを示しており、
ねじれ運動が蛍光ストップト・フローで観察
される構造転移とは異なるものであることが

分かった。また、ATPase 活性が抑制される
K+非存在下でも蛍光ストップト・フローでの
構造変化は確認される。しかし、K+非存在下
ではねじれ運動は観測されなかった。以上の
結果から、２型シャペロニンは、ATP の結合
により Closed 構造に構造転移し、その後に
ATP加水分解によりねじれ運動することが分
かった。タンパク質フォールディングには
ATP 加水分解が必要であることから、２型シ
ャペロニンはねじれ運動により捕獲した変性
タンパク質の構造形成を促進していることが
明らかになった。これまでの実験結果を含め、
図３のような２型シャペロニン反応機構モデ
ルを構築した。 
 

 
 
図３ グループ２型シャペロニンの反応機構
モデル 
 
（２）連結リング体によるリング内協調作用
機構の解明 
 ATPase 活性欠損変異体を含むヘテロリン
グ体を構築して蛍光ストップト・フロー及び
DXT による解析を行った。蛍光ストップト・
フローでは変異体を含むヘテロリング体では
構造変化速度の低下が確認された。一方、DXT
による解析では、ヘテロリング体でも、フォ
ールディング活性に対応してねじれ運動も確
認された。しかし、予想と異なり、運動速度
で違いは確認されなかった。金ナノ粒子の固
定化方法などの影響も予想されるので、運動
速度の比較を行うには、解析方法の改良が必
要だと思われる。 
（３）アシンメトリックリング体を用いたリ
ング間協調作用の解析 
 まず、CPNCPC が単独で シャペロニン 特
有の 2 重リング構造を形成した。ATPase 活
性欠損サブユニットのから CPNCPC サブユ
ニ ッ ト の 頂 点 ド メ イ ン 先 端 に 
Strep-Tag を 付 加 した CPNCPC-ΔATPase-strep 
と  CPNWT サブユニットの  C 末端に 
His-Tag を付加した CPN-His サブユニット
を共発現し、2 種類のアフィニティークロマ
トグラフィで精製することで目的の CPNASR 

を獲得した。CPN の高次構造はゲル濾過 
HPLC および透過型電子顕微鏡により観察
した。 構築した CPNASR の機能・構造変化
解析より、リング間での協調作用解析を行っ
た。CPNASR は CPN-His オリゴマー比較し



て約 50%の ATP 加水分解活性を有した。ま
た、GFP を基質としたリフォールディング活
性も示し、 ATP 依存的にプロテアーゼ耐性
の獲得も見られた（図４）。さらに構造変化の
詳細を DXT により解析したところ、ねじれ
運動も確認された。ATP 結合能欠損体を用い
て構築した CPNASR でも同様な結果を得てい
る。 

図４ 循環置換型連結体及びアシンメトリッ
ク体のタンパク質フォールディング活性 
 
この結果から、２型シャペロニンではリング
間の協調作用が必須ではなく、２つのリング
が独立して機能することを示唆している。
CPN8 はプロテアーゼによる分解を受けやす
いとい問題があり、CPNASR の構築には成功
していない。 
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