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研究成果の概要（和文）：生命や生体分子における速度論制御「遅延」に注目し，そのメカニズムの理解ともの
づくりへの展開を目指す本領域において，本研究では，生体分子の構造形成における遅延制御メカニズムの解明
に取り組んだ．特に，フォールディング途上の未成熟なタンパク質を認識し，フォールディング過程を制御する
「シャペロン」に注目し，シャペロンが基質タンパク質を認識しフォールディングを制御するメカニズムの解明
に取り組んだ．研究推進においては，領域内での密接な連携により，複数の計測技術，解析技術，計算などを相
補的に取り入れた学際融合共同研究を行い，タンパク質フォールディングやシャペロンのメカニズムについて新
たな知見を得た．

研究成果の概要（英文）：In this research area, we have focused on kinetic controls seen in life and 
biomolecules. This study tried to elucidate the mechanism of kinetic control in biomolecular 
structure formation. In particular, we focused on “chaperones” that recognize immature proteins in
 the process of folding and control the folding process, and worked to elucidate the mechanism by 
which chaperones recognize substrate proteins and control folding. We have conducted 
interdisciplinary joint research that incorporates multiple measurement, analytical, and 
computational techniques in close collaboration within our research area, and have expanded the 
understanding of the mechanisms for protein folding mediated by chaperones.

研究分野：生体関連化学

キーワード： タンパク質フォールディング　結合キネティクス　シャペロン　過渡構造
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，これまで詳細なメカニズムが不明であった，シャペロンによるタンパク質フォールディング制御に
ついて，速度論の視点を取り入れた新たな戦略によってメカニズムを解明した．本研究で明らかにされたメカニ
ズムは，多種のタンパク質を基質としながら機能的な特異性を発揮するシャペロンの特徴的な作用機序を説明す
るものであり，構造生物学研究に新たな視点を取り入れた点において，高い学術的意義を有する．さらに，本研
究で明らかになったシャペロンの動的な作用機序は，抗体などのバイオ医薬品の生産や次世代のタンパク質設計
における基盤的理解をもたらした点において，高い社会的意義を有すると判断できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 生命の分子機械として機能するため
に、アミノ酸重合体として生み出された
新生タンパク質は折り畳まれ、酵素活性
中心や基質認識ポケットなど、ナノスケ
ールで精密に設計された非対称構造を
持つ「天然構造」を形成する (図 1)。構
造解析技術の発展により、多数のタンパ
ク質の立体構造が決定され、また AI 技
術などの発展により、タンパク質の構造
予測精度は原子分解能にまで到達した。
しかし、高次構造の発生過程、すなわち
folding 過程についてはほとんど理解が
及んでいない。タンパク質 folding は、
アミノ酸配列のみならず、シャペロンな
どの因子によって多段階に制御される
が、その制御メカニズムは未解明であ
る。シャペロンは新生タンパク質の凝集
を抑制しながら folding を補助し、シャ
ペロン無しには天然構造に到達できな
い新生タンパク質は多い。シャペロンに
ついての分子論的理解は、シャペロンの結晶構造や基質タンパク質との複合体立体構造によっ
て深化したが、それでも「シャペロンがどのように folding 過程を制御し、天然構造形成を可能
にするのか」という本質的な問いについては未解明のままである。 
 申請者らのこれまでの最近の研究によって、シャペロンの機能的特性が、基質タンパク質とシ
ャペロンの間の結合キネティクスと相関づけられることが明らかになりつつある。シャペロン
は、タンパク質の folding を促進する foldase 活性、または folding を抑制し基質タンパク質を
変性状態に保持する holdase 活性を持つ。これまでの研究によって、シャペロンの基質タンパク
質との結合速度が速いシャペロンまたは条件においては、holdase 活性が強く発揮される、とい
う点が明らかにされている (図 2)。このように、シャペロンの holdase 活性のメカニズムについ
ては、分子論的な理解が進んでいる。しかし、シャペロンがタンパク質の folding を促進する
foldase 活性のメカニズムについては未解明であった。Foldase として機能する際に、シャペロ
ンは folding 途上の基質タンパク質を認識し、その過渡構造の形成に影響を与えると考えられる
が、このような過渡的な状態についての構造解析は困難であり、分子レベルでの理解を妨げてき
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、従来の「熱力学視点」
から「速度論視点」への変革によって、
シャペロンによるタンパク質三次構
造 foldingの遅延制御メカニズムを解
明することを目指す。特に、folding 途
上のタンパク質とシャペロンによっ
て形成される過渡的な複合体につい
ての構造情報を得るために、過渡分光
や NMR を用いた構造解析に取り組
む。本研究は、速度論視点をもって
folding 遅延制御メカニズムを解明す
るという、これまでにない着眼点をも
ったものである。一方で、「シャペロ
ンの機能と結合キネティクス変調」と
いう、申請者のこれまでの研究成果に立脚した独自の視点からメカニズム解明に取り組む点に、
本研究の独自性がある。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、生体における分子レベル・ナノスケールでの構造形成であるタンパク質三次構造
foldingにおける「遅延制御」のメカニズム解明を目指した。 
 具体的には、シャペロンの機能変調のメカニズムについて解明に取り組んだ。シャペロンは複

 
図 1 タンパク質 folding の模式図 

 
図 2 シャペロンの holdase 機能と結合速度の相関 



数の基質結合サイトを用いて基質タンパク質の複数の領域とプロミスカスに結合する「多点-対
-多点」の結合様式を持つが、研究代表者のこれまでの研究によって、シャペロンが多量体を形
成することで、基質結合サイトを集合し、機能的特性を変えていることが示唆されていた。この
仮説に基づき、多量体シャペロンを対象とした構造解析、機能解析に取り組んだ。 
 加えて、シャペロンによる folding制御のメカニズム解明に取り組んだ。具体的には、シャペ
ロンがどのようにして foldaseとして機能し、基質タンパク質の foldingを促進するのか、その
メカニズムの解明に取り組んだ。基質タンパク質として MBPおよび PhoAを用い、NMRによる相
互作用解析、および C01 班 馬渕との連携による MD シミュレーションに取り組んだ。さらに、
folding 途上の基質タンパク質とシャペロンとの過渡的な相互作用を実験から評価するために、
過渡分光計測にも取り組み、また、得られたデータについて、数理モデルなどを用いた解析を行
った。 
 本研究では、タンパク質の構造形成 (folding) に加えて、タンパク質集合体の構造形成メカ
ニズムの解明を目指した研究にも取り組んだ。ここでは特に、液-液相分離によって機能するタ
ンパク質を対象とし、液-液相分離を形成する際のタンパク質間相互作用の解析や、液-液相分離
液滴の観察などによって、分子集合のメカニズムを残基レベルで明らかにすることを目指した。
ここでは、C01 班 村岡、馬渕、B01 班 奥村との連携によって、人工分子、計算、顕微鏡観察な
どの、新たな要素を取り入れた研究を推進した。 
 
４．研究成果 
 2021 年度は、特にシャペロンの多量体形成を介した機能変調のメカニズム解明を目指した研
究に取り組んだ。具体的には、トリガーファクター (TF) シャペロンに対する解析に取り組み、
亜鉛イオンによって活性が制御されることが知られていた Thermus thermophilus 由来の TF 
(TtTF) について、亜鉛による活性制御のメカニズムの一端を明らかにした。これまで、TtTFに
亜鉛が結合し、その活性が制御されることは報告されていたが、そのメカニズムは不明であった。
本研究では、亜鉛イオンが TtTFの構造や状態に与える影響を解析したところ、Zn イオンの結合
によって、TtTF が構造変化し、多量体形成が促進されることが明らかになった。研究代表者ら
の先行研究によって、大腸菌 TF (EcTF) が多量体形成によって基質タンパク質との結合キネテ
ィクスを変調し、それが EcTFの活性を制御していることが明らかにされているが、TtTFは亜鉛
結合によって多量体化することから、同様のメカニズムによって機能変調を可能にしているこ
とが示唆された。これらの研究成果について、論文発表を行なった (Zhu et al. Biology (Basel), 
2021)。 
 2022 年度は、主にシャペロンの foldase活性のメカニズム解明に取り組んだ。EcTFシャペロ
ンを対象とし、基質タンパク質の foldingに与える影響を時間分解能、空間分解能をもって評価
した。まずは、基質タンパク質の foldingを時間分解計測する実験系を構築した。基質タンパク
質を精製し、高濃度の変性剤で変性させた後に希釈し、変性剤の濃度を下げた直後からの
folding (refolding) を観測した。Foldingの追跡には、ストップトフローおよびマイクロ流路
を用いた測定を行なった。ストップトフローについては、市販の装置を用いた蛍光強度の時間測
定計測が可能であったが、マイクロ流路測定については、混合方式などの検討を重ね、タンパク
質の凝集を抑えた実験系を構築した。マイクロ流路の実験系の構築によって、フローセルを用い
た様々な分光計測が可能になった。蛍光スペクトル、CDスペクトルなどを計測し、folding中間
体についての構造情報を取得するとともに、TF シャペロンが folding 中間体の状態に与える影
響を評価した。さらに、当該年度には、オーストラリア国立大学 Prof. Gottfried Ottingとの
共同研究を基盤とし、folding 観測における技術開発について着手した。当該年度は、folding
の研究だけではなく、タンパク質集合体の構造形成のメカニズム解明にも取り組み、特に、細胞
内のストレス検知を担う Hsf1タンパク質の多量体制御のメカニズム解明に取り組んだ。分光計
測や NMRを用いた解析、および C01 班 馬渕との共同研究によるシミュレーションによる評価に
よって、Hsf1 が温度上昇に応答して構造変化し、単量体から多量体に移行することを明らかに
した。この成果について、論文発表を行なった (Kawagoe et al. Biochemistry, 2021)。 
 2023 年度は主に、過渡分光法を用いた foldingの観測と、シャペロンが foldingに与える影
響の評価に取り組んだ。具体的には、ストップトフロー測定によってタンパク質の構造形成を評
価する実験系を構築し、データを取得した。ストップトフローだけではなく、マイクロ流路を用
いたフロー測定系についても構築・最適化し、蛍光スペクトル、X 線小角散乱、CDの測定データ
を取得した。NMR を用いたシャペロン-基質タンパク質の相互作用解析についても進めた。複数
の実験系から得られる実験データを統合するために、数理モデルを用いた解析を行なった。タン
パク質集合体の構造形成メカニズム解明については、天然変性領域を持つ複数の相分離タンパ
ク質について、液滴形成のメカニズム解明に取り組んだ。NMR相互作用解析や構造解析から得ら
れる、アミノ酸残基レベルの構造情報を中心に、分光計測から得られる二次構造や集合状態につ
いての情報、顕微鏡観察による液滴評価、シミュレーションによる予測、人工分子を用いた検証
など、多角的な研究を行なった。さらに、天然変性タンパク質の液-液相分離を制御するシャペ
ロンについても評価し、液-液相分離制御におけるシャペロンの作用機序や機能的意義について
も明らかにした。 
 
 以上のように本研究は、タンパク質の構造形成 foldingを中心に、分子集合構造形成である



液-液相分離にも拡張し、研究を展開した。研究の推進においては、領域内のすべての計画班と
の密接な共同研究を展開し、複数の技術を相補的に組み合わせた統合的な研究を展開した。その
成果は、すでに複数の論文として発表したものにとどまらず、今後も複数の共著論文として成果
発表される見込みである。研究推進においては、年 2 回の領域会議を中心に、研究室のスタッ
フ・大学院生も含めた情報交換、人材交流を行なった。その結果、当初の計画だけではなく、多
くの派生的・発展的プロジェクトの立ち上げに繋がった。本領域での研究が基盤となり、当初の
計画以上の研究発展が得られた。今後も、この研究領域での共同研究が核となり、研究が発展し
ていくと期待される。 
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新規光応答性シャペロンの創製とそれを利用した液-液相分離の制御



2022年

2021年

2021年

2021年

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

The 16th International Symposium of the Institute Network for Biomedical Sciences & KEY FORUM 2021 International Symposium
（招待講演）（国際学会）

The 16th International Symposium of the Institute Network for Biomedical Sciences & KEY FORUM 2021 International Symposium
（国際学会）

第44回 日本分子生物学会年会（招待講演）

 ３．学会等名

Honoka Kawamukai, Koichiro Ishimori, Tomohide Saio

齋尾 智英

 ２．発表標題

 ２．発表標題

齋尾 智英

Tomohide Saio

日本化学会第102春季年会（招待講演）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

ALS-associated factor PRn inhibit the function of KapB2
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ストレス応答を制御する転写因子Heat shock factor1の酸化還元依存的な相転移
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 １．発表者名
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