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研究成果の概要（和文）：シャペロニンGroELは、細胞内の環境に応じて、２つのリングが同時に活性化状態にあるフ
ットボール型反応中間体を経由する機構と、交互に活性化状態になる弾丸型反応中間体を経由する機構を使い分けてい
る可能性がある。フットボール型複合体の結晶構造解析により、弾丸型複合体と全体構造は変わらないが、リング間で
~7°の回転が検出された。このため、細胞内で形成されたフットボール型複合体はPAGEでシングルリングに解離しやす
いことも明らかとなった。また、蛍光ラベルした2色のGroESを細胞内で同時観察できたため、蛍光相互相関分光法（FC
CS）による解析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：GroEL is able to use both the “bullet cycle” and the “football cycle”, the 
selection will depend on the situation in the cell. We determined the crystal structure of the 
“football” GroEL:GroES2 complex. The overall structure of the “football” complex resembled the 
GroES-bound GroEL-ring of the asymmetric 1:1 GroEL:GroES complex (the “bullet” complex). However, the 
two GroES-bound GroEL-rings form a modified interface by a rotation about the 7-fold axis. As a result, 
the inter-ring contacts between the two GroEL rings in the football complex differed from those in the 
bullet complex. The altered inter-GroEL ring contacts in the football structure lead GroEL tetradecamer 
to dissociated in the presence of ATP and GroES in a native gel.
Furthermore, we constructed coexpression system of distinct fluorescence molecules-labeled GroES in E. 
coli for the purpose of detection of the football-like reaction intermediates by FCCS.

研究分野：生化学
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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 2 つ重なった 14 量体構造をし
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。「先に
ポリペプチド/ATP/GroESが結合したシスリ
ングの ATP 加水分解が終わるまでは（約 8
秒）、トランスリングには ATPもポリペプチ
ドもコシャペロニンGroESも結合できない」
という、リング間の負の協同性があるために、
１つのGroELには１つのGroESしか結合で
きず、“弾丸型複合体”を経由する反応モデ
ルが通説として定着したといえる。ところが、
従来の GroEL 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
“フットボール型複合体”の形成が報告され、
これまでの反応モデルの改訂が必要となっ
た。我々は、フットボール型複合体を経由す
る新しい反応モデルを提案し、このモデルが
細胞内における GroEL の作用機構を表して
いるか検証するため、in vivo光クロスリンク
技術により細胞内で形成されたフットボー
ル型複合体の検出を試み、成功している。フ
ットボール型複合体は、７量体リング２つに
分かれてシングルリングを形成する傾向に
あり、この状態では ATP 加水分解終了後も
ポリペプチドは放出されない。「通常は、弾
丸型複合体ではたらくが、細胞内の変性タン
パク質が多い場合は、GroELの２つのリング
が活性化し、必要に応じてシングルリング内
にポリペプチドをしばらく隔離して凝集を
防ぐ」という、細胞内の変性タンパク質量に
応じたハイブリッドなシャペロニン作用仮
説を立て、検討している。 
 
２．研究の目的 
ストレス条件下での細胞内 GroEL/GroES複
合体生成比を 2つの方法で解析し、細胞内変
性タンパク質量とシャペロニン反応過程の
関係を検証することを目的とした。 
（１）in vivo光クロスリンク技術により光架
橋したフットボール型、弾丸型、シングルリ
ング複合体の生成比を検証する。 
（２）蛍光相互相関分光法（FCCS）により、
細胞内フットボール型、弾丸型、シングルリ
ング複合体の生成比を検証する。 
 
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)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。
光架橋により寿命の短い反応中間体の単
離･同定が可能となるため、GroES の

GroEL結合部位へ pBpaを導入し、大腸菌
細胞内で形成された GroEL/GroES複合体
の解析を行うことが可能となった。温度ス
トレスにより変性タンパク質が増加した環
境 下 の 大 腸 菌 細 胞 内 に お い て 、
GroEL/GroES複合体の解析を行う。 
（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。そこで、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）GroEL の ATP 加水分解活性に重要な働
きをする Asp398 と Asp52 を Ala に置換した
GroEL(D52A/D398A)変異体は、１つの GroEL
の両側のリングに GroES がそれぞれ結合し
たフットボール型複合体（GroEL14/2GroES）
を安定に保持し、複合体の半減期は 6日であ
った。フットボール型複合体の性質を解析す
るため、精製 GroEL(D52A/D398A)変異体を用
いてフットボール型複合体を形成させ、
Blue-Native	PAGE（BN-PAGE）による解析を
行ったところ、フットボール型複合体は、少
なくとも PAGE では、２つのリング構造のリ
ングーリング間で解離したシングルリング
複合体（GroEL7/1GroES）になることが明らか
となった（図１A）。また、野生型 GroEL を
ATPBeFx を使って複合体解析した場合も、同
様の結果が得られた（図 1B）。	
GroEL(D52A/D398A)のフットボール型複合
体の X線結晶構造解析の結果、全体の構造は
弾丸型複合体（GroEL14/1GroES）とよく似て
いるが、リングーリング界面では弾丸型複合
体と比べて~7°の回転が観察され、このこと
がシングルリングへの解離と関係している
と推察された（図 2）。	
これらのことから、細胞内で形成されたフ
ットボール型複合体も PAGE	による解析でシ
ングルリングとして検出される可能性が高
いと考えられた。GroEL(D52A/D398A)を発現
させた大腸菌ライセートを電気泳動し、ウェ
スタンブロットで細胞内で形成されたと考
えられる GroEL/GroES複合体生成比を解析
したところ、フットボール型複合体はわずか
に検出されただけで、大部分は弾丸型複合体
とシングルリング複合体として検出された。	
37℃と 42℃で培養した大腸菌ライセートを
比較したところ、42℃では GroEL 単独が減少
し、弾丸型複合体とシングルリング複合体が
増加する傾向にあった。in vivo光クロスリン
クを施したライセートによる分析では、明確
な複合体のバンド検出には至っておらず、条
件を検討している。	



 

 

	
	

	
	

	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
（２）GroESはホモ7量体タンパク質であり、
GroES-GFP と別の蛍光 GroES を同時に細胞内
で発現させると、2 色のサブユニットが混在
した GroES 分子が構成され、これがフットボ
ール型複合体と区別できない。そこで、7 量
体 GroES を 1 つの遺伝子で発現させた
tandem-GroES を使って、GroES7-GFP を発現
させることに成功した。同様に、７量体 GroES
（ES7）に SNAP または Halo タグを融合して
それらを同時発現させ、２色の蛍光リガンド
でそれぞれ標識できるよう、pMW118 に
ES7SNAP-ES7Halo 遺伝子を挿入した。さらに、
FCCS 観察のために、Single	copy	plasmid	
pZC320にES7SNAP-ES7Halo遺伝子を挿入した。
形質転換した大腸菌は、細胞外から蛍光リガ
ンドを取り込み、505-Star および TMR 蛍光を
示すことも蛍光顕微鏡観察により確認でき

た（図３）。	
一方、GroEL の N、C 末端はともにリング内
部に位置しており、オリゴマー構造の形成に
影響を与えずに GFP 融合 GroEL を作製するこ
とはこれまで困難であった。そこで、頂点ド
メインに GFP を融合した GroEL（GFP-GroEL）
を構築し、精製タンパク質を用いてシャペロ
ニン活性を評価した。GFP-GroEL は、HPLC ゲ
ルろ過クロマトグラフィーで 14 量体に相当
する位置に溶出し、透過型電子顕微鏡観察で
は、野生型 GroEL とよく似たリング構造が観
察された。また、GFP-GroEL は野生型 GroEL
と同等以上の ATP 加水分解活性、Rhodanese
および MDH のフォールディング活性を示し、
GroEL 欠損大腸菌（MGM100 株）を相補できた
ことから、細胞内でもシャペロニン機能を保
持すると予想された。蛍光相関分光法（FCS）
で GFP-GroEL は Cy3 標識 GroEL と同程度の拡
散時間を示したことから、細胞内の GroEL の
分子機構解明のためのツールになると期待
できる。蛍光相互相関分光法（FCCS）を用い
て、in	vitroおよび	in	vivoで１つの GroEL
に２つの GroES が結合したフットボール型反
応中間体の検出を引き続き行っていく。	
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