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研究成果の概要（和文）： 凝集タンパク質を再生する分子シャペロンClpBは、リング状の6量体で働く。6量体
中の隣接するサブユニットを、ジスルフィド結合でつなぐことで、変異サブユニットが交互に並んだヘテロ6量
体を作製した。これを用いた解析で、ClpB6量体ではATPの結合はランダムに、加水分解は協同的に起こることを
示した。
　分子シャペロンDnaK はClpBとともに働くが、その親和性は低い。両者の協力の仕組みを解明するため、これ
らをペプチドリンカーを介して融合させた。この融合体のDnaK部分に変異を導入しその影響を解析したところ、
DnaKは基質を強く結合するClosed型のときにClpBを活性化することが分かった。

研究成果の概要（英文）：ClpB is a ring shaped hexameric chaperone that can rescue heat-aggregated 
proteins. We prepared various ordered heterohexamers of ClpB, in which two subunits having different
 mutations were cross-linked to each other and arranged alternately. Using these heterohexamers, we 
cleared that each subunit of ClpB randomly binds ATP, and cooperatively hydrolyzes them.
Although DnaK chaperone cooperates with the ClpB, detailed analysis of this cooperation is difficult
 due to their low affinity. We constructed the DnaK-ClpB fusion protein and its mutants. By the 
analysis of these fusion proteins, we found that the DnaK can activate the ClpB ATPase activity only
 when the DnaK is in the closed form that can stably bind substrate proteins.
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１． 研究開始当初の背景 
 分子シャペロンClpBとDnaKおよびその
補助因子は、協力して、変性・凝集したタン
パク質をほぐし（脱凝集）、それを再生する
ことができる。 

ClpBは、AAA+（ATPase Associated with 
divers cellar Activities）タンパク質ファミリ
ーに属しており、リング状の 6量体を形成し
て働くが、そのサブユニット 1つは、Nドメ
イン、AAA1、Mドメイン、AAA2の 4つの
ドメインからなる。AAA1、AAA2 は、それ
ぞれ、ATP を結合・加水分解できる。ClpB
は、これらのドメインにおける ATP 加水分
解サイクルに応じて、立体構造を大きく変化
させ、凝集タンパク質をリング中央の孔に通
すことで脱凝集すると考えられている。また、
本研究開始当初、Mドメインが ClpBの活性
を制御していることが明らかになりつつあ
った。ただ、いずれの分子機構も、その詳細
は分かっていなかった。 
一方、DnaK は ATP を結合・加水分解す
る NBD と、変性状態のタンパク質を結合す
る SBDからなり、NBDが、そのヌクレオチ
ド状態に応じて、SBDと変性タンパク質の結
合・解離速度や、親和性を制御している。
DnaKは、変性タンパク質を、繰り返し結合・
解離することで、そのタンパク質の立体構造
形成を補助するが、単独ではほとんど脱凝集
活性を示さない。脱凝集反応における DnaK
の役割は長らく不明であったが、本研究の開
始直前に、DnaKの NBDと ClpB のMドメ
インが直接相互作用することが明らかにな
り、DnaKが凝集体のリクルートと ClpBの
活性制御を担うというモデルが提唱される
ようになった。 

 
２．研究の目的 
 これまで私たちは、ClpBの ATP加水分解
サイクルと構造変化に注目して脱凝集機構
の解明を進め、一定の成果を収めてきた。そ
の一方で、脱凝集機構の真の理解には、個々
のサブユニットだけでなく 6量体リング全体
や、補助因子を含めた構造変化も考えなけれ
ばならない。本研究では、これまでの研究を
発展させ、ATP加水分解サイクルと各ドメイ
ンの構造変化が、6 量体リングの中でどのよ
うに協調するのかを明らかにし、脱凝集機構
の本質に迫る。 
 
３．研究の方法 
 ClpB６量体はホモオリゴマーであるため、
遺伝子上で ClpB にある変異を導入すると、
全てのサブユニットに同じ変異が導入され
る。このような変異体では、ある特定のサブ
ユニットでの変異が、別のサブユニットや 6
量体全体にどのような影響を及ぼすかは解
析できず、６量体内の協同性を調べるのは難
しい。そこで、隣り合うサブユニット間で近
接するアミノ酸残基の対を選び、これらをシ
ステインに置換した変異 ClpB をそれぞれ調

製した。これらの変異体を混合･酸化し、サ
ブユニット間でジスルフィド結合を形成さ
せ、6 量体リング内での並びを制御する。こ
のように、並びを制御したサブユニットに
ATP の結合や加水分解、特定のドメインの構
造変化などを阻害した変異を導入し、隣接す
るサブユニットや、6 量体全体への影響を解
析した。 
 また、DnaK と ClpB の相互作用部位が明ら
かになったが、その親和性は非常に低く、そ
のままでは生化学的解析は難しい。そこで、
DnaK と ClpB を遺伝子上でリンカー配列を介
して融合させた。この融合タンパク質の DnaK
部分に、様々な変異を導入し、ClpB の活性制
御や脱凝集反応にどのような影響を及ぼす
かを解析した。 
 
４．研究成果 
 ClpB のシステイン変異体を様々に組み合
わせ、リング内で隣り合うサブユニットを、
ジスルフィド結合で、高効率に固定する組み
合わせを見出した（図１）。 
 

 
図１）ジスルフィド結合による隣接サブユニ
ットの固定の例。サブユニット界面にシステ
インを導入した ClpB を、特定の組み合わせ
で混合・酸化し、還元剤非存在下で SDS-PAGE
にかけた。Q184C 変異体と A390C 変異体は、
効率よく特異的なジスルフィド結合を形成
した。 
 
これを利用して、AAA1、AAA2 各ドメインの
ATP 結合能、あるいは加水分解活性を失わせ
たサブユニットを6量体リング中に交互に並
び入れたヘテロ 6量体を多数作製し、生化学
的解析を行った。その結果、あるサブユニッ
トへの ATP の結合を阻害しても、他のサブユ
ニットへのATPの結合にはほとんど影響しな
いことを見出した。一方で、AAA1、AAA2 どち
らかのリングで、ATP の結合数が 3 個以下に
なると、もう一方の AAA リングでの ATP 加水
分解が阻害された。また、AAA1、AAA2 それぞ
れのリングでのATPの加水分解は協同的に起
こっており、加水分解を阻害した変異サブユ
ニットの挿入がリング全体の活性を失わせ
ることも見出した（図２）。さらに、ClpB に



よる脱凝集には、AAA1、AAA2 の、少なくとも
いずれか一方のリングでの協同的なATP加水
分解が必要であることを明らかにした。 
 

図２）ClpBのATP加水分解サイクルのモデル。
白はヌクレオチドを結合していないAAAモジ
ュール、灰色は ATP を結合した AAA モジュー
ルを表す。斜線部分では協同的な ATP の加水
分解が起こる。ClpB の 12 個の ATP 結合部位
にはランダムに ATP が結合し、一方のリング
に 4つ以上の ATP が結合すると、もう一方の
リングでの協同的なATPの加水分解が可能に
なる。 
 
 また、M ドメインの構造を特定の状態に固
定する変異体と、M ドメインの構造変化を蛍
光変化により検出できる変異体を組み合わ
せたヘテロ 6量体を作製した。この解析によ
り、M ドメインの構造変化自身に協同性があ
ることも見出した。 
 DnaK と ClpB を遺伝子上で融合させ、融合
タンパク質を作製した。この融合タンパク質
中では、DnaK による ClpB の活性化が起こっ
ていることを見出した。さらにこの DnaK 部
分に、ATP の結合によって生じる構造変化や
ATP の加水分解を阻害する変異を導入し、そ
の影響を解析した。また、DnaK のヌクレオチ
ド状態を制御する補助因子である GrpE の影
響も解析した。すると、DnaKはATPを結合し、
変性タンパク質との親和性が低下した 
Open 構造の状態では、ClpB を活性化できな
いことが明らかになった。これは、DnaK が凝
集体を強く結合しているときのみ ClpB を活
性化することを示しており、無差別なタンパ
ク質のアンフォールディングや、ATP の無駄
使いといった ClpB の負の影響を、非常に効
果的に抑制できる仕組みであると考えられ
た。 
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